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1. Einleitung

1.1. Das Kardiovaskulare System

Neben dem Herzen besteht das kardiovaskulare System aus den durch den
ganzen Kérper verlaufenden Blutgefa3en, deren Aufgabe es ist pro Tag mehre-
re tausend Liter Blut zu den einzelnen Organen zu leiten. Uber das Blut wird
die Versorgung der Organe mit Sauerstoff und Nahrstoffen gewéhrleistet, sowie
der Abtransport von Stoffwechselabbauprodukten und Kohlendioxid erméglicht.
Die Blutgefaf3e werden unterteilt in Arterien, Venen und Kapillaren. Bei den
Arterien handelt es sich um Blutgefal3e, die das Blut vom Herzen weg leiten. Mit
Ausnahme der Lungenarterie fihren diese sauerstoffreiches Blut. Die Venen
sind fur den Transport des sauerstoffarmen Blutes zum Herzen verantwortlich,
wobei die Lungenvene wiederum eine Ausnahme darstellt und sauerstoffrei-
ches Blut fuhrt. Bei den Kapillaren handelt es sich um die kleinsten Blutgefalle,
welche im direkten Kontakt mit den Organen stehen.

Die GefaBwand besteht aus mehreren Zellschichten. Das Lumen der Gefal3e
wird durch eine Einzelzellschicht aus Endothelzellen ausgekleidet ( Tunica inti-
ma). Dieser folgt eine Schicht aus glatten Muskelzellen (Tunica media), welche
durch eine elastische Membran (Membrana elastica interna) von den Endo-
thelzellen separiert wird. Eine Bindegewebsschicht aus Kollagen-bildenden
Fibroblasten bildet die &uBBerste Schicht der GefaBwand. Der Aufbau der Ge-
faBwand ist in Abbildung 1 schematisch fir Arterien und Venen dargestellt. Im
Gegensatz zu den restlichen BlutgefaBen besitzen Arterien eine ausgeprag-
te Schicht an glatten Muskelzellen, sowie eine weitere elastischen Membran
(Membrana elastica externa) zwischen der Muskelzellschicht und den Fibroblas-
ten. Venen zeichnen sich neben einer wesentlich dinneren Muskelzellschicht
durch die so genannten Venenklappen aus, die ein ZurtckflieBen des Blutes
verhindern. Im Gegensatz zu diesen grof3en Blutgefé3en besitzen die Kapillaren
weder Muskelzell-noch Bindegewebsschicht, wodurch ein optimaler Metabolit-
und Gasaustausch zwischen dem Blut und den Organen Uber die GefaBwand
ermdglicht wird.
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Arterie

Tunica intima :
(Endothelzellschicht) I

Membrana elastica
interna

Venenklappe 1

Tunica media
(Muskelzellschicht)

Membrana
elastica externa

Tunica adventitia
(Fibroblasten)

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der GefaBe - Vergleich zwischen Arterien und
Venen. Dargestellt ist der schematische Aufbau der GefaBwand einer Vene, sowie einer
Arterie. Neben den einzelnen Schichten sind auch die fir die jeweilige Schicht charak-
teristischen Zelltypen angegeben. Einzelne Elemente der Abbildung wurden der Power-
Point-Bilddatenbank von Sevier Medical Art (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank)
entnommen, welche durch eine Creative Commons Attribution 3.0 Unported License (htt-
ps://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) lizensiert ist.

1.2. Endothelfunktion und -dysfunktion - Rolle von NO als
Signalmolekdl

Das Endothel bildet eine erste Barriere zwischen dem Blutstrom und dem um-
gebenden Gewebe. Es besteht aus einer Einzelzellschicht der so genannten
Endothelzellen. Funktionell ist es unter anderem an der Aufrechterhaltung des
GefaBtonus, sowie der Hamostase, der Thrombozyten-Aggregation und der
Angiogenese beteiligt.

In Folge von GefaBverletzungen wird durch verschiedene Koagulationskas-
kaden eine Blutung zunachst gestoppt (Hadmostase), anschlieBend werden
geeignete Bedingungen fur einen Wundverschluss geschaffen. Dies geschieht
vor allem durch die Aggregation von Monozyten und Trombozyten. Dieser Ag-
gregation wirkt ein antikoagulatives System entgegen, da eine unkontrollierte
Aggregation zur Entstehung von Thrombosen fihren kénnte, welche den Blut-
fluss stéren und im schlimmsten Fall einen Schlaganfall oder Herzinfarkt zur
Folge haben. Eine Schlisselfunktion des Endothels ist es dem koagulativen
System entgegen zu wirken. Dazu werden antikoagulative Substanzen, wie
Prostacycline und Stickstoffmonoxid (NO), von den Endothelzellen in das Lu-
men des BlutgefaBes sezerniert, was eine Aggregation von Monozyten und
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Thrombozyten vermindert.

Neben der antikoagulativen Wirkung hat NO eine wichtige Funktion als Si-
gnalmolekdl innerhalb der GefaBwand. NO wird in Endothelzellen von der
endothelialen NO-Syntase (eNOS) durch die Umsetzung von L-Arginin zu L-
Citrullin gebildet. Die Aktivierung der eNOS kann sowohl durch mechanische
Reize, wie die Schubspannung, die durch den Blutfluss an der GefaBwand
erzeugt wird, als auch durch verschiedene Substanzen wie Acetylcholin oder
Bradykinin erfolgen. Im Endothel selbst spielt NO eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung der funktionellen Integritat. Es konnte gezeigt werden, dass
eine Stimulation von Endothelzellen mit einer physiologischen Konzentration
von NO sowohl eine anti-apoptotische, als auch pro-migratorische Wirkung hat
[27, 43, 116, 116]. Beide Funktionen sind in einem gesunden Endothel von
entscheidender Bedeutung. Die Migration der Endothelzellen ist unter anderem
bei der Ausbildung neuer Blutgefal3e und bei Verletzungen der GefaBwand
wichtig, der Schutz vor Apoptose fur die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion.
Die anti-apoptotische Wirkung von NO ist unter anderem auf eine inhibito-
rische S-Nitrosierung von Cystein 163 der p17 Untereinheit von Caspase 3
zurtckzufthren [51, 70]. Diese S-Nitrosierung wird zum Beispiel durch Thio-
redoxin 1 ermdglicht, welches an den Cysteinen 69 und 73 S-nitrosiert wird
[43]. Die Nitrosierung an Cystein 69 reguliert dabei die Aktivitat des Enzyms,
wahrend die Nitrosierung an Cystein 73 an einer Transnitrosierungsreaktion
beteiligt ist, bei der das NO unter anderem auf das Cystein 163 der Caspase 3
Ubertragen wird und somit die Caspase 3-abhangige Apoptose inhibiert [43, 74].

Neben der reinen Barrierefunktion wurde zudem erstmals 1980 gezeigt, dass
das Endothel an der Regulation der Vasodilatation beteiligt ist [35]. Das im
Endothel gebildete NO wird in die vaskularen glatten Muskelzellen sezerniert
und fahrt dort zur Aktivierung der zytosolischen Guanylatzyklase. Diese wan-
delt Guanosintriphosphat (GTP) in zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)
um. Uber mehrere Signalkaskaden ist cGMP fiir eine Reduktion der intrazel-
luldren Kalziumkonzentration verantwortlich, was eine Inhibition der Myosin-
leichte-Ketten-Kinase, sowie eine Aktivierung der antagonistisch wirkenden
Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase zur Folge hat. Die daraus resultierende De-
phosphorylierung des Motorproteins Myosin fihrt dazu, dass dessen Bindung
an Aktinfilamente inhibiert wird, wodurch eine Kontraktion der Zelle nicht mehr
maoglich ist und es zur Vasodilatation kommt. Des Weiteren wird durch NO die
Proliferation der glatten Muskelzellen inhibiert.
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Eine weitere Rolle spielt das Endothel bei der Angiogenese, der Bildung neuer
BlutgeféBe aus bereits bestehenden Gefal3en. Zunachst kommt es dabei zu
einer Dilatation des BlutgefaB3es und anschlieBend zu einer Permeabilisierung
der GefaBwand. Es folgt das so genannte Sprouting, bei dem zunachst die
Polarisation einer Endothelzelle (Tip-Zelle), mit anschlieBender Ausbildung von
Filopodien, erfolgt. Danach kommt es zur Migration der Endothelzellen, wobei
die so genannten Stiel-Zellen das neue BlutgefaR bilden [97]. Ahnlich wie bei der
Hamostase handelt es sich auch bei der Angiogenese um ein Zusammenspiel
von pro- und antiangiogenen Signalkaskaden. Der Wachstumsfaktor VEGFA
(vascular endothelial growth factor A) spielt eine wichtige Rolle in der Initiation
der Angiogenese. Durch die Bindung von VEGFA an den VEGF-Rezeptor 2
kommt es zu einer Aktivierung der eNOS und damit zur Vasodilatation. Des
Weiteren wird die Proliferation, sowie die Migration der Endothelzellen stimuliert
[57].

Die beschriebenen Prozesse machen klar, wie wichtig ein funktionsfahiges
Endothel ist. Im Zuge des Alterungsprozesses oder bei kardiovaskularen Er-
krankungen, wie Arteriosklerose, kommt es zu einem Verlust der Funktionalitat
des Endothels. Diese endotheliale Dysfunktion ist unter anderem durch eine
verringerte Migrationskapazitat der Endothelzellen, sowie einer erhéhten Sensi-
tivitat gegenidber apoptotischen Stimuli und einer Reduktion der NO-Synthese
gekennzeichnet [51]. Letzteres tragt zudem zu einem Anstieg der zellularen
Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies bei, da durch die Entkopplung der
eNOS Superoxidanionen anstelle von NO gebildet wird [104]. Zu den Risikofak-
toren, welche zu einer endothelialen Dysfunktion fihren und somit kardiovasku-
lare Erkrankungen als Folge haben kénnen, gehdren z. B. Fettleibigkeit oder
Diabetis [18]. Eine Folge der endothelialen Dysfunktion ist, dass zirkulierende
Zellen Uber das geschadigte Endothel in die GefaBwand einwandern kénnen.
Dort differenzieren einige dieser Zellen zu Makrophagen welche die oxidierte
Form des Lipoproteins niedriger Dichte abfangen und sich zu lipidgeladenen
Schaumzellen entwickeln kénnen. Eine Erhéhte Anzahl dieser Schaumzellen
im Plaque fuhrt schlieBlich zu dessen Destabilisierung, was ein Aufbrechen des
Plaques zur Folge haben kann.
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1.3. Struktur und Regulation von Transkriptionsfaktoren
1.3.1. Transkriptionsregulation

Extrazelluldre oder intrazellulare Stimuli fihren in vielen Fallen zu einer Adapta-
tionsreaktion einzelner Zellen oder ganzer Gewebe. Ein groBer Teil dieser adap-
tiven Prozesse ist durch eine Veranderung des Transkriptoms gekennzeichnet.
Fir die Transkription der DNA in RNA sind RNA-Polymerasen verantwortlich. In
Eukaryoten wird zwischen drei unterschiedlichen RNA-Polymerasen unterschie-
den. Die RNA-Polymerase | ist fir die Synthese der ribosomalen RNAs (rRNAs)
und RNA-Polymerase Ill hauptséchlich fir die Generierung der transfer-RNAs
(tRNAs) verantwortlich, aber auch die 5s rRNA und einige kleinere RNAs wer-
den durch die RNA-Polymerase Il synthetisiert. Durch die RNA-Polymerase |l
werden unter anderem die Gene transkribiert, welche flr Proteine codieren.
Diese Gene besitzen typische Kern-Promotor-Elemente, wie zum Beispiel die
TATA-Box, welche durch Bestandteile der basalen Transkriptionsmaschinerie er-
kannt wird [99]. Dabei handelt es sich um generelle Transkriptionsfaktoren, wie
dem transcription factor Il D (TFIID)-Komplex, welcher aus dem TATA-Box bin-
ding protein (TBP) und den TBP associated factors (TAFs) besteht [99]. Durch
die Interaktion mit weiteren generellen Transkriptionsfaktoren, wie TFIIB, TFIIE,
TFIIH und TFIIF kommt es schlieBlich zur Rekrutierung der RNA-Polymerase |l
und zu einer basalen Transkription [99]. Diese basale Transkriptionsrate wird
durch die Proteinklasse der Sequenz-spezifischen Transkriptionsfaktoren weiter
reguliert [75]. Solche Transkriptionsfaktoren binden an jeweils fir sie spezifi-
sche regulatorische DNA-Elemente und rekrutieren weitere Ko-Aktivatoren oder
-Repressoren. Dadurch wird die Rate der Transkriptionsiniation und somit die
transkriptionelle Aktivitat der jeweiligen Zielgene reguliert. Zudem kdénnen diese
Ko-Regulatoren direkt, Uber eine enzymatische Funktion, oder indirekt, durch
die Rekrutierung von Histon-Acetyl-Transferasen oder Histon-Deacetylasen zu
einer Veranderung der Chromatinstruktur beitragen und so die Transkriptionsra-
te erhdhen oder erniedrigen [100]. Sequenz-spezifische Transkriptionsfaktoren
werden als Antwort auf verschiedene Stimuli Gber viele verschiedene Signal-
kaskaden reguliert und sind selbst an der Regulation mehrerer hundert Gene
beteiligt [54, 98, 125, 136], womit jeder einzelne Transkriptionsfaktor pleiotrope
Effekte hat. Hinzu kommt, dass die Transkription von Genen nicht nur durch
einzelne Transkriptionsfaktoren reguliert wird, sondern das Zusammenspiel
vieler Transkriptionsfaktoren die Expression eines Gens bestimmt [96]. Dieser
kombinatorische Effekt erfordert die Interaktion zwischen Transkriptionsfaktoren
und hat zur Folge, dass die Zielgene eines spezifischen Transkriptionsfaktors

-5-
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ko-reguliert sein kdnnen, aber nicht notwendigerweise mussen.

1.3.2. Sequenz-spezifische Transkriptionsfaktoren besitzen eine
modulare Doméanenstruktur

Sequenz-spezifische Transkriptionsfaktoren besitzen eine modulare Protein-
struktur aus einzelnen funktionellen Doméanen. Diese lassen sich sowohl physi-
kalisch voneinander trennen, als auch untereinander austauschen, da sie ihre
Funktion unabhangig voneinander ausiben [34]. Innerhalb eines Transkriptions-
faktors kdnnen die einzelnen Doméanen, mit Ausnahme der DNA-Bindedomaéne,
von der es in jedem Transkriptionsfaktor nur eine einzige gibt, in unterschiedli-
cher Anzahl und in beliebiger Reihenfolge vorkommen.

Essentiell fir die Funktion eines jeden Transkriptionsfaktors ist seine DNA-
Bindedoméne. Sie ermdglicht dem Protein eine Sequenz-spezifische Interaktion
mit der DNA. Die DNA-Bindedomanen lassen sich je nach Struktur verschiede-
nen Klassen zuordnen, innerhalb welcher sie hoch konserviert sind. Generell
ist der Grad der Konservierung der DNA-Bindedoméane hdher als der anderer
Bereiche innerhalb des Transkriptionsfaktors, was die Einteilung der Transkrip-
tionsfaktoren in verschiedene Gruppen anhand ihrer DNA-Bindedomanen er-
moglicht [69, 132]. Fir die Regulation der Transkription sind Aktivierungs- oder
Repressionsdomanen verantwortlich. Diese beeinflussen die Rekrutierung der
RNA-Polymerase durch die Interaktion mit der basalen Transkriptionsmaschi-
nerie oder verschiedenen Ko-Aktivatoren, bzw. Ko-Repressoren [81, 90]. Die
Regulation der Aktivitat von Transkriptionsfaktoren selbst erfolgt Gber regula-
torische Doménen. Da Transkriptionsfaktoren durch eine Vielzahl von Stimuli
beeinflusst werden kénnen, existieren verschiedene Mechansimen, die fir diese
Regulation verantwortlich sind. Einige dieser Mechanismen sind in Abbildung 2
schematisch dargestellt und werden im nachfolgenden Abschnitt ndher erlau-
tert.

1.3.3. Mechanismen der post-translationalen Regulation von
Sequenz-spezifischen Transkriptionsfaktoren

Die Aktivitat eines Transkriptionsfaktors kann Uber verschiedene Mechanismen
reguliert werden (siehe Abbildung 2). So kann zum Beispiel durch verschiede-
ne Protein-Protein-Interaktionen nicht nur, wie bereits vorher beschrieben, die
Regulation unterschiedlicher Zielgene erfolgen, sondern auch eine Verande-
rung der DNA-Bindeaktivitat, bis hin zum kompletten Verlust der DNA-Bindung,
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verursacht werden. Des Weiteren kann durch eine Homo- oder Heterodime-
risierung von Proteinen innerhalb einer Transkriptionsfaktor-Familie oder mit
nahen Verwandten z. B. die spezifische Sequenzerkennung beeinflusst werden.
Ein Beispiel dafr stellen die nuklearen Rezeptoren dar, welche je nach Dimeri-
sierungspartner eine palindromische Sequenz oder direkte Sequenzwiederho-
lungen eines DNA-Bindemotives mit unterschiedlichem Abstand erkennen [87].
Ein weiterer Mechanismus, der ebenfalls typisch flr die Familie der nuklearen
Rezeptoren ist, ist die Ligandenbindung, welche eine Konformationsénderung
des Transkriptionsfaktors zur Folge hat. Eine solche Konformationsanderung
kann zum einen die DNA-Bindung regulieren oder auch einen Einfluss auf die
subzellulare Lokalisation haben [11, 76, 87]. Um ihren Funktionen als Transkrip-
tionsfaktoren nachzukommen ist eine nukledre Lokalisation dieser Proteine
essentiell. In vielen Fallen sind Transkriptionsfaktoren nicht konstitutiv nukleéar
lokalisiert. Vielmehr ist ihr Kernimport und -export reguliert. Mitglieder der FoxO-
Familie werden zum Beispiel als Antwort auf unterschiedliche Stimuli aus dem
Zellkern exportiert [114]. Andere, wie zum Beispiel der Glukokortikoid-Rezeptor
[31] oder Nuklear factor xB [38], liegen in einem inaktiven Zustand im Zytoplas-
ma vor und mussen erst in den Zellkern importiert werden .

Zusatzlich zu der Regulation Uber regulatorische Domanen, kann die Aktivitat
von Transkriptionsfaktoren durch reversible post-translationale Modifikationen
einzelner Aminoséauren beeinflusst werden. Dabei kommt es unter anderem
zur Entstehung weiterer Modifikations-spezifischer Interaktionsdoméanen [105].
Uber diese Interaktionen kénnen dann wiederum die DNA-Bindung, die subzel-
lulare Lokalisation oder die Proteinstabilitat beeinflusst werden.

Eine der am besten charakterisierten Modifikationen ist die Phosphorylierung
von Serin-, Threonin- und Tyrosinresten. Diese Modifikation reguliert vielseiti-
ge Funktionen wie die Stabilitat, die Lokalisation, die DNA-Bindung oder die
Protein-Protein-Interaktion von Transkriptionsfaktoren [128]. Neben der Phos-
phorylierung kénnen einige wenige Transkriptionsfaktoren an Lysinresten ace-
tyliert oder auch methyliert werden, was in der Regel in einer verbesserten
DNA-Bindung resultiert [20, 24].

Zusétzlich zu diesen Modifikationen, bei denen kleine funktionelle Gruppen
kovalent an Aminosaurereste gebunden werden, konnen Transkriptionsfaktoren
auch durch die Fusion mit kleineren Proteinen, wie dem Ubiquitin modifiziert
werden. Eine Ubiquitinierung hat in der Regel einen proteasomalen Abbau zur
Folge. Es wurde jedoch auch eine nicht-proteolytische Funktion dieser Modifi-
kation gezeigt, deren genauer Mechanismus noch nicht vollstandig aufgeklart
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ist [37]. Interessanterweise werden manche Transkriptionsfaktoren erst durch
die proteolytische Spaltung eines inaktiven Vorlaufers aktiviert. Ein Beispiel da-
fUr ist der activating transcription factor 6 (ATF6), welcher als Vorlaufermolekiil
in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert ist und in
Folge von oxidativem Stress, bzw. ER Stress proteolytisch gespalten wird, um
anschlieBend in den Zellkern transportiert zu werden [46, 77].

Die Regulation eines Transkriptionsfaktors durch solche post-translationalen Mo-
difikationen muss nicht auf eine einzige Modifikation beschrankt sein, sondern
kann auch durch mehrere Modifikationen erfolgen, wobei diese sich gegenseitig
beeinflussen kénnen. Die Nettoaktivitat eines Transkriptionsfaktors wird durch
die Summe der verschiedenen Modifikationen bestimmt [5, 32].

Proteolytische Protein-Protein- Liganden-
Prozessierung Interaktion/Dimer- bindung
isierung
C S JR .
Proteasomaler Inhibition der
e Abbau o é‘q &fl &r‘_ DNA-Bindung
AT T ]

A
\JIAD —> —> (—\6

0 AP X =
Wiy *’;mﬂfu

Pro!:e_ulvtische Gen X Gen Y Nukledrer Import
Aktivierung Unterschiedliche Zielgene

'*
P STy

Bindestelle A Bindestelle B

Veridnderte DNA-Spezifitit

I

Post-translationale Modifikation

Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung, Ubiquitinierung

Abbildung 2: Post-translationale Regulation von Transkriptionsfaktoren. Exemplarisch
sind die proteolytische Prozessierung, die Protein-Protein-Interaktion/Dimerisierung und die
Ligandenbindung als Mdglichkeiten der post-translationalen Regulation von Transkriptionsfakto-
ren gezeigt. Diese beeinflussen Funktionen wie die Stablilitat, die Aktivitat, die DNA-Bindung
oder die Lokalisation von Transkriptionsfaktoren. Post-translationale Modifikationen einzelner
Aminosauren wiederum kénnen alle gezeigten Prozesse regulieren.
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1.4. Der Transkriptionsfaktor Grainyhead-like 3
1.4.1. Die Transkriptionsfaktoren der Grainyhead-Familie

Bei grainyhead (grh) und grainyhead-like (grhl) handelt es sich um Gene, wel-
che fur Mitglieder einer Transkriptionsfaktorfamilie codieren, die evolutionar
stark konserviert ist. Der Transkriptionsfaktor Grainyhead (GRH), der auch als
Elf-1 (E74-like factor 1), bzw. NTF-1 (neuronal transcription factor 1) bezeich-
nete wird, wurde als erstes Mitglied dieser Familie urspringlich in Drosophila
melanogaster identifiziert [13].

In Sdugetieren wurden bisher insgesamt sechs verschiedene Mitglieder dieser
Familie identifiziert. Diese werden wiederum in zwei Unterfamilien unterteilt
(siehe Abbildung 3) [113, 129]. Zur ersten Unterfamile gehdéren die Transkripti-
onsfaktoren CP2 (transcription factor CP2, TFCP2), LBP-1a/upstream binding
protein 1 (UBP1) und LBP-9/transcription factor CP2-like 1 (TFCP2L1). Diese
Transkriptionsfaktoren sind Homologe zu dem Drosophila-Protein dCP2.

Die zweite Unterfamilie besteht aus Grainyhead (GRH) und den Sauger-Homo-
logen Grainyhead-like 1 (GRHL1)/Mammalian Grainyhead (MGR), Grainyhead-
like 2 (GRHL2)/Brother-of-Mammalian Grainyhead (BOM) und Grainyhead-like
3 (GRHL3)/Sister-of-Mammalian Grainyhead (SOM).

|

GRHL2
GRH/GRHL-Subfamilie

!

LBP-9
CP2-Subfamilie

Abbildung 3: Stammbaum der Grainyhead-Familie. Dargestellt sind die Verwandtschafts-
verhaltnisse der zwei Protein-Unterfamilien GRH/GRHL und CP2. Die humanen Proteine sind
grau, die entsprechenden Homologe aus Drosophila melanogaster blau, unterlegt. Das ge-
zeigte Cladogramm wurde mit Hilfe des Internet-basierten Programms Phylogeny.fr - Robust
Phylogenetic Analysis For The Non-Specialist erstellt [25]. Fur die Analysen wurden die Ami-
nosauresequenzen mit den folgenden UniProtKB/SwissProt-Nummern verwendet: Q9NZ|5-1
(GRHL1); Q6ISB3-1 (GRHL2); Q8TE85-5 (GRHL3); P13002-1 (GRH); Q12800-1 (TFCP2);
Q8SY59 (dTFCP2); Q9NZI7-1 (UBP1); QINZI6-1 (TFCP2L1).
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1.4.2. Struktureller Aufbau der GRH/GRHL-Unterfamilie

Die schematische Doméanenstruktur von GRH sowie einem exemplarischen
Sauger-Protein ist in Abbildung 4 dargestellt. Fir das Drosophila-Homolog
GRH ist eine N-terminale, Isoleucin-reiche Aktivierungsdoméane beschrieben
worden [2]. Im Vergleich zu GRH besitzen die Saugerproteine einen verkirz-
ten N-Terminus. Dennoch wurde gezeigt, dass auch bei GRHL1, GRHL2 und
GRHLS3 der N-Terminus fir die Aktivierung der Transkription verantwortlich ist
[113, 129].

Im zentralen Bereich von GRH, sowie der Sduger-Homologe befindet sich die
DNA-Bindedomane, welche strukturell eine hohe Homologie aufweist und den
Proteinen die Bindung der gleichen Konsensussequenz ermdglicht [9, 129]. Auf-
grund der Primarstruktur dieser Doméane werden die GRHL-Proteine auch den
Transkriptionsfaktoren mit einer immunglobulin fold Doméane zugeordnet. Eine
solche strukturelle Doméne ist auch in Antikérpern zu finden und erméglicht
unter anderem Protein-Protein-Interaktionen [10, 130, 131].

Am C-terminalen Ende besitzen sowohl das Drosophila-, als auch die Sduger-
proteine eine Dimerisierungsdomane [2, 113, 117, 129], welche die Heterodime-
risierung zwischen GRHL1, GRHL2 und GRHL3 sowie die Homodimerisierung
ermoglicht.

Obwohl die drei GRHL-Transkriptionsfaktoren eine hohe strukturelle Ahnlichkeit
aufweisen, kbnnen sie nicht, oder nur teilweise flr einander kompensieren
[9]. In verschiedenen knock out Mausen wurde gezeigt, dass GRHL2 und
GRHL3 wéahrend der Wundheilung zwar eine gemeinsame Rolle spielen, fir
die Entwicklung der Hautbarriere jedoch voneinander unabhangige Funktionen
haben.

Sduger-GRHL:
IS AD DBD DD He

Drosophila-GRH:
N () | A0 ] DBD Bl C

Aktivierungsdomadne DNA-Bindedomadne

Abbildung 4: Vergleich der Doménenstruktur zwischen dem Drosophila GRH und denm
homologen Sauger-Protein. Die vorhergesagte Aktivierungsdoméane, DNA-Bindedoméne und
Dimerisierungsdoméane [113] sind farblich hervorgehoben. Der Bereich des Proteins fiir den
bisher keine funktionellen Eigenschaften bekannt sind ist in Grau dargestellt.
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1.4.3. Die humanen Isoformen von GRHL3

GRHL1, GRHL2 und GRHL3 kommen in allen Vertebraten vor. Darlber hin-
aus sind von GRHL3 mehrere Isoformen bekannt. Wahrend in Mausen ledig-
lich eine Form des GRHL3-Proteins vorkommt, finden sich im Menschen drei
unterschiedliche Isoformen dieses Transkriptionsfaktors (siehe Abbildung 5).
Isoform 2 ist sowohl in Mausen, als auch im Menschen exprimiert. Die Iso-
form 1 unterscheidet sich von dieser durch die Verwendung eines alternativen,
humanspezifischen ersten Exons (Exon 1b). Das von Exon 1b ausgehende
Primartranskript kann zudem alternativ gesplei3t werden, wodurch ein Primar-
transkript gebildet wird, welchem Exon 2 fehlt. Durch das Ausspleif3en von
Exon 2 entsteht ein Stoppcodon, so dass ausgehend vom Translationsstart in
Exon 1b lediglich ein kurzes unfunktionales Protein gebildet wird. Die Initia-
tion der Translation flr eine funktionale Variante von GRHL3 wird in Exon 4
verschoben, wodurch ein N-terminal verkirztes Protein entsteht [113].

Exon 1a 1b 4

2
soform2 [ 1

w

soform 1 W -

alternativ
gespleifit

Isoform 3 D

—

human spezifisches
1. Exon

c

Abbildung 5: Struktur der humanen GRHL3-Isoform Transkripte. Dargestellt sind die ers-
ten 4 Exons der, von den beiden alternativen ersten Exons 1a und 1b ausgehenden, Pri-
martranskripte und das, durch das Aussplei3en von Exon 2 entstehende, Primartranskript,
welches fir die mRNA der Isoform 3 codiert. Der untranslatierte Bereich ist in grau, der fir das
Protein codierende Bereich schwarz dargestellt. 3' zu dem dargestellten Bereich sind alle drei
Primértranskripte identisch (Abbildung nach Ting et al. 2003 [113]).

In ersten funktionellen Untersuchungen wurde jeweils die Aktivierungsdoma-
ne der Isoformen 1 und 2 (Aminosduren 30-95), bzw. der N-terminale Teil
der Isoform 3 (Amino-sauren 1-32) an die DNA-Bindedoméne des galactose-
responsive transcription factor 4 (GAL4) fusioniert. Die jeweiligen Expressi-
onsvektoren wurden mit einem Reportergenkonstrukt in humane embryona-
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le Nierenzellen kotransfiziert [113]. Die Expression des Reportergens wurde
von einem Promotor, der flinf konkatemerisierten GAL4-Bindestellen enthielt,
gesteuert. Mit diesem experimentellen Ansatz wurde gezeigt, dass die vor-
hergesagten Aktivierungsdomanen von Isoform 1 und Isoform 2 tatsachlich
die Transkription aktivieren, wahrend der Amino-Terminus der Isoform 3 kei-
ne transaktivierende Eigenschaft besaf3. Dies flihrte zu der Annahme, dass
die Isoform 3 als Repressor fungiert oder durch die Heterodimerisierung mit
anderen Isoformen einen dominant negativen Einfluss auf die Genexpression
hat. Ahnliche Untersuchungen in primdren humanen Endothelzellen zeigten
jedoch, dass alle drei Isoformen Transkriptionsaktivatoren sind [44, 68]. Fir
diese Untersuchungen wurde ein Expressionsvektor der jeweiligen Isoform mit
einem Reportergenkonstrukt, in dem gleichen Zellsystem wie es in den ersten
Versuchen verwendet wurde, kotransfiziert. Bei dem verwendeten Reportergen-
konstrukt handelte es sich um ein Luziferasegen unter der transkriptionellen
Kontrolle eines Minimalpromotors und zweier, durch eine in vitro Selektion iden-
tifizierter, Konsensus-Bindesequenzen fir GRHL3 [111]. Im Unterschied zu den
zuvor publizierten Daten [113] wurde in diesen Experimenten jedoch keine Fu-
sion isolierter Domanen von GRHL3 mit einer heterologen DNA-Bindedoméne
verwendet, sondern die gesamten Proteine in Kombination mit der zugehdrigen
DNA-Bindestelle untersucht.

1.4.4. Einfluss von GRHL3 auf die Endothelzellfunktion

GRHL3-defiziente Mause lieferten erste Hinweise auf eine Rolle von GRHL3 in
der Zellmigration. Diese Mause weisen einen Neuralrohrdefekt in Form eines
offenen Rickens (spina bifida) auf und sterben kurz nach der Geburt [112].
Zudem wurde gezeigt, dass GRHL3 fir die Entwicklung und Erhaltung der
epidermalen Hautbarriere von zentraler Bedeutung ist. Neben einer gestorten
Funktion der Hautbarriere zeigen GRHL3-defiziente Mausembryonen auch
einen Defekt in der Wundheilung [111]. Um die Integritat der Hautbarriere zu
erhalten und zum Wundverschluss ist die Migration von Keratinozyten von ent-
scheidender Bedeutung. Auch hier konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von
GRHL3 in diesem Zelltyp die Migration beeintrachtigt [19, 89].

In primaren humanen Endothelzellen wurde ebenfalls eine Expression von
GRHLS3 nachgewiesen [68]. Erste Analysen wurden hier mit der Isoform 2
durchgeflihrt, da diese Isoform das Homolog zum Maus-Protein darstellt. Eine
Uberexpression von GRHL3 fiihrte zu einer deutlich erhdhten Zellmigration.
Dieser Effekt war vergleichbar mit dem Einfluss des Wachstumsfaktors VEGF
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(vascular endothelial growth factor) auf die Endothelzellmigration [41]. Die
promigratorische Rolle von GRHL3 wurde zudem mittels eines knock downs be-
statigt [68]. Da es sich bei VEGF um einen der potentesten pro-migratorischen
Faktoren handelt, welcher Uber eine Vielzahl von Signalkaskaden die Migrati-
on induziert [57], wurde untersucht ob eine Uberexpression von GRHL3 eine
Rolle bei der VEGF-Expression hat. Es konnte jedoch keinerlei Einfluss von
GRHL3 auf die VEGF-Spiegel der Zellen festgestellt werden, weshalb eine
VEGF-abhangige Induktion der Migration ausgeschlossen wurde [68].

Neben VEGF spielt auch NO eine Rolle in der Migration von Endothelzellen
(siehe Abschnitt 1.2). Zudem ist NO in der Lage unabhangig von VEGF die
Endothelzell-Migration zu induzieren [116]. Es konnte gezeigt werden, dass
eine Stimulation von Endothelzellen mit einer physiologischen Konzentration
von NO die mRNA-Menge von GRHL3 erhdht. Zudem flUhrte ein knock down
von GRHL3 dazu, dass die NO-induzierte Migration der Endothelzellen inhibiert
wurde [68]. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es sich bei GRHL3 um einen
wichtigen pro-migratorischen Faktor handelt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass
durch eine Uberexpression von GRHL3 die Aktivitat der eNOS reguliert wird
[68]. Dazu wurde zum einen die Expression von eNOS, sowie deren Phosphory-
lierung an Serin 1179, Gber welche die eNOS durch die Proteinkinase B aktiviert
wird [27], untersucht. Wahrend GRHL3 keinen Einfluss auf die Proteinmenge
der eNOS hatte, wurde eine erhéhte Phosphorylierung der eNOS, gleichbedeu-
tend mit deren Aktivierung, nachgewiesen. Da GRHL3 als Transkriptionsfaktor
selbst keine Kinaseaktivitat besitzt, wurde untersucht ob die, flir die Phospho-
rylierung von eNOS an Serin 1179, verantwortliche Proteinkinase Ba (Akt1)
durch GRHLS3 reguliert wird. Fiir diese Kinase war durch die Uberexpression
von GRHLS3 ebenfalls eine erhdhte Phosphorylierung an Serin 473, die indikativ
fur eine Aktivierung von Akt1 ist, nachweisbar [68].

Neben der Migration spielt die Apoptose eine wichtige Rolle fur ein funktio-
nelles Endothel. Grainyhead-like 3 wurde in einem Genom-weiten Screening
nach anti-apoptotischen Genen identifiziert [41]. Des Weiteren wurde sowohl flr
eNQOS, als auch fir die Proteinkinase B eine anti-apoptotische Rolle nachgewie-
sen [14]. Daher wurde untersucht ob GRHL3 die Apoptose von Endothelzellen
beeinflussen kann. Nach der Uberexpression von GRHL3 konnte in einem Apop-
tosetest eine anti-apoptotische Wirkung von GRHL3 gezeigt werden [68]. Durch
Verwendung eines spezifischen eNOS-Inhibitors wurde zudem nachgewiesen,
dass dieser anti-appoptotische Effekt NO-abhangig ist.
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Die bisher beschriebenen Untersuchungen bezogen sich auf die Isoform 2
von GRHLS3. Da die Isoform 1 im N-Terminus jedoch nur 6 Aminosauren besitzt,
welche nicht den ersten 11 Aminoséuren der Isoform 2 entsprechen, kann davon
ausgegangen werden, dass die beschriebenen Funktionen auch fir Isoform 1
zutreffen. Weitere Untersuchung der alternativ gesplei3ten Isoformen 1 und 3
in Endothelzellen ergaben, dass diese entgegengesetzte funktionelle Eigen-
schaften in Endothelzellen besitzen. Wahrend Isoform 1 ebenso wie Isoform 2
pro-migratorisch und anti-apoptotisch wirkt, filhrte eine Uberexpression der
Isoform 3 zu einer Reduktion der basalen Migrationsrate und zu einem Verlust
der anti-apoptotischen Wirkung [44]. Mittels eines Isoform-spezifischen knock
downs konnte gezeigt werden, dass die Isoform 3 sogar eine pro-apoptotische
Funktion besitzt. Da gezeigt wurde, dass NO eine zentrale Rolle in der pro-
migratorischen Funktion von Isoform 2 spielt, wurde ebenfalls der Einfluss von
NO auf die Transkripte, die fir Isoform 1 und 3 codieren, untersucht. Dabei
wurde gezeigt, dass sich durch NO das Verhaltnis der jeweiligen Transkripte
zueinander in Richtung der Isoform 1 verschiebt. In einer Micro-Array-Studie
wurden die Zielgene der Isoformen 1 und 3 identifiziert. Dabei zeigte sich, dass
beide Isoformen weitestgehend unterschiedliche Zielgene aktivieren, was eine
maogliche Erklarung fir die entgegengesetzte Funktionsweise darstellt [44]. So
wurde z. B. die Proteinkinase B (Akt2) als Zielgen fir GRHL3-Isoform 1 iden-
tifiziert [44], welche als master regulator die Aktivitat weiterer Akt-Isoformen
beeinflusst [91] und zu einer erhéhten Phosphorylierung von Akt1 nach der
Uberexpression von GRHLS3 fiihren kénnte [68].

Eine Aktivierung unterschiedlicher Zielgene kann durch eine differentielle Regu-
lation z. B. durch die Interaktion mit verschiedenen Kofaktoren erfolgen. Uber
die genauen Regulationsmechanismen von GRHL3 in Saugern ist jedoch nur
wenig bekannt. Bisher wurde lediglich eine Homo- oder Heterodimerisierung
innerhalb der GRH/GRHL-Unterfamilie gezeigt [113, 129]. Eine Dimerisierung
zwischen den beiden Unterfamilien GRHL und CP2 wurde hingegen ausge-
schlossen [117]. Des Weiteren war, Uber ein Hefe-Zwei-Hybrid-Screening, eine
Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor LIM domain only protein 4 (LMO4) ge-
zeigt worden [61]. Nachfolgend wurde jedoch festgestellt, dass es sich dabei um
keine direkte Interaktion handelt [50]. Wie bereits vorher erwéahnt, kbnnen auch
post-translationale Modifikationen zur Regulation eines Transkriptionsfaktors
beitragen. Auch hier ist zu GRHL3 oder den anderen Sauger-Homologen nichts
bekannt. Lediglich fir das Homolog von Drosophila ist bereits eine wichtige
funktionelle Phosphorylierung beschrieben worden, welche sich jedoch in einem
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Bereich des N-Terminus befindet, der in den S&uger-Proteinen nicht vorkommt
[56, 66].
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1.5. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die bisher unbekannten regulatorischen Me-
chanismen von GRHL3 genauer untersucht werden. Da zu Beginn dieser Arbeit
kein ausreichend spezifischer Antikérper fiir GRHL3 kommerziell erhéltlich war,
wurde im ersten Teil dieser Arbeit, in Zusammenarbeit mit Merck Millipore, ein
neuer GRHL3 Antikdrper etabliert. Mit diesem war es méglich das endogene
GRHL3-Protein in den nachfolgend durchgefiihrten biochemischen Versuchen
zu detektieren.

Zur Untersuchung der Regulation von GRHL3 wurden im weiteren Verlauf dieser
Arbeit folgende Ziele verfolgt:

* Nachweis einer potentiellen post-translationalen Phosphorylierung von
GRHL3, sowie die Untersuchung des Einflusses verschiedener Stimuli
auf eine mdgliche Phosphorylierung und die Identifizierung der verant-
wortlichen Kinase

* Die Identifizierung potentieller GRHL3 Interaktionspartner

Da bereits im Vorfeld eine NO-abhangige Regulation der GRHL3-Expression
gezeigt wurde, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit:

» Die Untersuchung der GRHL3-Expression in Abhangigkeit eines NO-
beeinflussenden Stimulus ex vivo und in vivo
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Das im weiteren Verlauf als dH,O bezeichnete Reinstwasser wurde mit Hilfe
einer Filteranlage der Firma Merck Millipore (MilliQ-Anlage, Darmstadt) gewon-
nen. Alle Chemikalien waren vom Reinheitsgrad zur Analyse geeignet (p. a.)
und wurden wenn nicht anders angegeben von den Firmen Sigma-Aldrich
(MUnchen), Carl Roth (Karlsruhe) und Merck Millipore (Darmstadt) bezogen.

2.2. Kommerziell erworbene Puffer, Losungen, Reagenzien

und Kits

Tabelle 1: Ubersicht liber die kommerziell erworbenen Puffer, Lésungen, Reagenzien und

Komplett-Reagenzsysteme

Puffer, Losungen, Reagenzien
und Komplett-Reagenzsysteme

Hersteller

10000 U/ml Penicillin / 10000 pg/ml
Streptomicin (Pen/Strep)

GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
1 mg/mi

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Bradfordreagenz ,Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent Concentrate®

BioRad, Miinchen

Demaskierungspuffer ,Vector®
Antigen unmasking solution
citrate-based*

Vector Laboratories, Kalifornien, USA

DNA-GrofB3enstandard ,GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder”

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

,Dulbecco’s Modified Eagle Medium*
(DMEM) GlutaMAX (4,5 g/l Glukose)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

,endothelial growth media (EGM)™
Single Quots®"

2 ml Rinderhirnextrakt

0,5 ml Gentamicin-Amphotericin B
(GA-100)

0,5 ml Hydrocortison

Lonza, Kdéln
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Puffer, Losungen, Reagenzien
und Komplett-Reagenzsysteme

Hersteller

0,5 ml humaner epidermaler
Wachstumsfaktor (human epidermal
growth factor, hEGF)

Einbettmedium ,ProLong® Gold
Antifade Mountant®

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Endotheliales basal Medium
(endothelial basal medium, EBM)

Lonza, Kéln

Fotales Kélberserum (fetal calf
serum, FCS)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

G418, Geniticin®

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

,Hispeed® Plasmid Maxi Kit*

Qiagen, Hilden

,Lipofectamine® Transfection
Reagent with Plus™ Reagent*

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

,Modified Trypsin, Porcrine,
Sequencing Grade*

Promega, Mannheim

,My Tag™ HS DNA Polymerase*

Bioline, Luckenwalde

.oX MyTag™ Reaction Buffer*

Bioline, Luckenwalde

Natrium-Citrat Puffer ,Antigen
Unmasking Solution, Citric Acid
Based*

Vector Laboratories, Kalifornien, USA

Nicht essentielle Aminosauren

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

-NProtein A Sepharose™ 4 Fast
Flow*

GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg

.Phosphataseinhibitor Cocktail A*

BioTool, Houston, TX, USA

.Phosphataseinhibitor Cocktail B*

BioTool, Houston, TX, USA

Phosphat-gepufferte Salzlésung
(phosphate buffered saline, PBS)

Invitrogen/Life Technologies,
Darmstadt

,Pierce™ ECL Plus Western Blotting
Substrat®

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

,Pierce™ ECL Western Blotting
Substrat*

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

ProteingréBenstandard ,Precision
Plus Protein™ Standard
Kaleidoscope™

BioRad, Minchen

,Proteaseinhibitor Cocktail”

BioTool, Houston, TX, USA
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Puffer, Losungen, Reagenzien
und Komplett-Reagenzsysteme

Hersteller

.Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow"

GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg

»QIAprep® Spin Miniprep Kit®

Qiagen, Hilden

»QuickChange Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit*

Agilent Technologies, Kalifornien,
USA

Restriktionsenzyme

New England Biolabs,
Massachusetts, USA

Roéntgen-Entwickler-Konzentrat

Adefo, Dietzenbach

Roéntgen-Fixierer-Konzentrat

Adefo, Dietzenbach

~SuperFect® Transfection Reagenz”

Qiagen, Hilden

~ouperScript™ [l First-Strand
Synthesis System for RT-PCR*

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Trypsin-EDTA (0,5 g/l in PBS) 10x

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

»Irypsin Resuspension Buffer*

Promega, Mannheim

DNase/RNase freies destilliertes
Wasser ,Ultrapure ™*

Life Technologies, Darmstadt

2.3. Labormaterialien und Gerate

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Labormaterialien

Material

Hersteller

0,2 ml Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

0,5 ml ProteinLoBind
Reaktionsgefaie

Eppendorf, Hamburg

1,5 ml Reaktionsgefafi3e

Eppendorf, Hamburg

50 ml Reaktionsgefal3e /
Zentrifugenrdhrchen

TPP, Trasadingen, Schweiz

5 ml sterile Kulturrohrchen mit Deckel

Simport Scientific,
Saint-Mathieu-de-Beloeil, Kanada

C1g-StageTip-Saulen

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Erlenmeyerkolben mit
Schikaneboden NALGENE™

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Kryoréhrchen

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
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Material

Hersteller

Metall-bedampfte Glaskapillaren
,NanoES spray capillaries®

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

.PAP-Pen”

Abcam, Cambridge, UK

Petrischalen 10 cm

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Plastikk(ivetten

Sarstedt, Nimbrecht

Polyvinylidenfluorid
(PVDF)-membran ,Immobilion-P*
PorengréBe 0,45 pM

Merck Millipore, Darmstadt

Rontgenfilme ,Amersham
HyperFilm™ ECL"

GE Healthcare Life Science, Freiburg

T75 Zellkulturflasche ,CELLSTAR®

Greiner, Kremsminster, Osterreich

Zellkulturschaber

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschalen

TPP, Trasadingen, Schweiz

Tabelle 3: Ubersicht (iber die verwendeten Geréte

Gerate

Hersteller

Autoklav ,Systec DX-150¢

Systec, Linden

Autoradiographie Kassette

Carl Roth, Darmstadt

Bakterienkulturschuttler ,Ecotron®

Infors HAT, Basel, Schweiz

CO,-Inkubator ,HERAcell® 240i*

Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, USA

Elektrophoresesystem
,Mini-PROTEAN®Tetra“

BioRad, Miinchen

Elektrophoresesystem
,PerfectBlue™ Gelsystem Mini M

PegLab, Erlangen

Fluoreszenzmikroskop ,Axiovert
200M*

Carl Zeiss, Jena

Feinwaage ,CP124s*

Satorius, Géttingen

Geldokumentationssystem ,INTAS
Gel iX Imager”

Royal Biotech, Frankfurt

Heizblock , Thermomixer comfort”

Eppendorf, Hamburg

lonenquelle ,Nanospray ™*

AB Sciex, Darmstadt

konfokales Lasermikroskop
,LSM 880"

Carl Zeiss, Jena
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Gerate

Hersteller

Kihlzentrifuge ,5810"

Eppendorf, Hamburg

Kuhlzentrifuge ,Rotina 420R*

Hettich, Tutlingen

Leuchtplatte REX Leutplatten, Blaustein
Lichtmikroskop ,,CKX31* Olympus, Hamburg
Magnetrthrer IKA, Staufen

,yellow line MSC basic c*

Massenspektrometer ,Q-STAR® XL*

AB Sciex, Darmstadt

Neubauer Zahlkammer

Marienfeld-Superior, Lauda
Kénigshofen

Orbitalschattler ,DOS 3M Skyline*®

ELMI, Riga, Lettland

pH-Meter ,SevenGo ™*

Mettler Toledo, Schwerzenbach,
Schweiz

Pipettierhilfe ,Pipetus®*

Hischmann Laborgeréate, Eberstadt

Reagenzglasschuttler
,vortex Genie 2“

Scientific Industries, New York, USA

Spektrophotometer
~omartSpec Plus®

BioRad, Miinchen

Sterilwerkbank ,HERAsafe®"

Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, USA

Spannungsquelle ,Elektrophoresis
Power Supply*

PegLab, Erlangen

Spannungsquelle ,Power Pac 200“/
,Power Pac 1000“

BioRad, Minchen

Thermocycler ,MyCycler™¢

BioRad, Minchen

Uberkopfrotator ,RM Multi-1*

StarLab, Hamburg

Ultraschallbad ,.SONOREX"

BANDELIN, Berlin

UV-Spektrophotometer ,NanoDrop™
2000c"

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Vakuumpumpe ,WP6122050"

Merck Millipore, Darmstadt

Vakuumzentrifuge ,Concentrator
5301

Eppendorf, Hamburg

Waage ,440-43N*

Kern & Sohn GmbH,
Baldingen-Frommern
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2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1. Medien und Puffer

Tabelle 4: Medien und Puffer fiir die molekularbiologischen Experimente

Puffer/Medium

Zusammensetzung

DNA-Probenpuffer (6x)

30 % (v/v) Glycerin

60 mM Tris-HCI, pH 7,4
60 mM EDTA

0,05 % (w/v) ,Orange G*
0,05 % (w/v) Xylencyanol

LB-Medium

10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
5 g/I NaCl

— autoklavieren und bei
Raumtemperatur lagern, bei Bedarf
vor der Verwendung Ampicillin zu
einer Endkonzentration von

100 pg/ml zugeben.

LB-Agarplatten

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt
5 g/I NaCl

15 g/l Agar

— autoklavieren und auf 60 °C
abklhlen lassen. Bei Bedarf
Ampicillin zu einer Endkonzentration
von 100 pg/ml zugeben. In 10 cm
Petrischalen gief3en, ausharten
lassen und bei 4 °C lagern.

Tris-Acetat EDTA-Puffer (TAE) (1x)

40 mM Tris-Base

0,1 % (v/v) Essigsaure
1 mM EDTA

pH 8,3
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2.4.2. Verwendete Plasmide

pPcDNA3.1-myc-His(-) B pPcDNA3.1 GRHL3myc

5520 bp 7265 bp

Abbildung 6: Vektorkarte der verwendeten Plasmide. (A) Das als Leervektor verwendete
Plasmid pcDNAS.1/myc-His(-) B der Firma Invitrogen besitzt zur Replikation in Bakterien
einen Replikationsursprung aus Plasmiden der pUC-Familie (pUC ori) [118]. Zur Selektion
in E.coli diente ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR), flr die in S&ugerzellen ein Neomycin-
Resistenzgen (NeoR). Letzteres steht unter der transkriptionellen Kontrolle des Promotors
aus der frhen Region des Affenvirus SV40 (simian virus 40) (SV40-P). 3' zu NeoR liegt ein
Polyadenylierungssignal aus SV40 (SV40 pA). Zur Expression inserierter cDNAs dient der
Cytomegalovirus ,immediate early” Promotor (CMV-P). 3' zu diesem Promotor befindet sich die
codierende Sequenzen fir ein myc-Epitop mit einem anschlieBenden Hexahistidin-tag (myc/His).
Es folgt das RNA-Polyadenylierungssignal aus dem Rinderwachstumshormon Gen (bGH pA).
(B) In dem Expressionsvektor fir GRHL3 wurde die codierende Sequenz von GRHL3 so in
pcDNA3.1/myc-His(-) B kloniert, dass sie sich unter der transkriptionellen Kontrolle des CMV-P
befindet und an das C-terminale Ende des Proteins das myc-Epitop, sowie das Hexahistidin-tag
fusioniert wird.

Beide Plasmide wurden zur transienten Transfektion verschiedener Zellen ver-
wendet (siehe Abschnitt 2.5.6). Der Expressionsvektor fir GRHL3 diente zudem
als Template bei der gerichteten Mutagenese (siehe Abschnitt 2.4.10)

2.4.3. Verwendete chemischkompetente E. coli-Stamme

Es wurden die Bakterienstdmme TG1 sowie XL10-Gold verwendet. Zur all-
gemeinen Nutzung wurden im Labor chemisch kompetente TG1-Bakterien
generiert, wahrend chemisch kompetente XL10-Gold-Bakterien als Bestandteil
des ,,QuickChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit* erworben wurde. Alle
Bakterien wurden bei -80 °C gelagert. Die Bakterienstdmme wiesen jeweils den
folgenden Genotyp auf:
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TG1:
F'[traD36 proAB*lacl? lacZA M15] supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5,
(e M)

XL10-Gold:
Tet® A(mcrA)183 A (mcrCB-hsdSMR-mrr)178 endA1 supE44 thi-1 recA1 gy-
rA96 relA1 lac Hte [F ' proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tet?) Amy Cam?]

2.4.4. Transformation in E. coli

Fir die Transformation in TG1 wurden pro Ansatz 100 pl kompetenter Bakte-
rien eingesetzt. Diese wurden auf Eis angetaut und mit 10 ng Plasmid-DNA
versehen. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation von 30 min auf Eis. Dieser
Inkubation folgte der Hitzeschock, welcher fir 90 s bei 42 °C durchgefthrt
wurde. Die Anséatze wurden fir 2 min auf Eis abgekuhlt, bevor die Bakterien
in ein Kulturréhrchen mit 2 ml LB-Medium (ohne Antibiotikum) Gberfihrt wur-
den. Die Bakterienkulturen wurde fur 30 min bei 37 °C und 200 rpm in einem
Schittelinkubator inkubiert. AnschlieBend wurden die Kulturen bei 3220 xg fir
5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 pl
LB-Medium resuspendiert. Davon wurden jeweils 10 pl und 90 ul auf LB-Agar-
Platten (mit Ampicillin) ausplattiert, da nur Plasmide verwendet wurden, welche
eine Ampicillinresistenz vermitteln, und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Im Anschluss an die Mutagenese (siehe Abschnitt 2.4.10) wurde die mit Dpnl
inkubierte Plasmid-DNA in den E. coli Stamm XL10-Gold transformiert. Dazu
wurden pro Ansatz 50 pl kompetenter Bakterien mit 2 pl 5-Mercaptoethanol
versehen (Endkonzentration 56 mM) und 10 min auf Eis inkubiert. FUr die
Transformation wurde 2 pl der Dpnl-behandelten Mutagenesereaktion zu den
Bakterien pipettiert und diese fir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend folgte
ein Hitzeschock fur 30 s bei 42 °C. Zur Regeneration wurden die Bakterien
in 1 ml LB-Medium (ohne Antibiotikum) tberfihrt und fir 1 h bei 37 °C und
200 rpm geschattelt. Zum Ausplattieren wurde die Bakterienkultur zunachst bei
3220 xg fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpel-
let wurde in 100 ul LB-Medium resuspendiert und auf eine LB-Agarplatte (mit
Ampicillin) ausplattiert. Diese wurde tUber Nacht bei bei 37 °C inkubiert
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2.4.5. Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die Anzucht der Bakterien erfolgte standard mafig bei 37 °C. Vereinzelungs-
ausstriche auf LB-Agarplatten (mit Ampicillin) wurden dazu Gber Nacht in einem
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden diese LB-Agarplatten bei 4 °C
gelagert (Kurzzeitlagerung von maximal 6 Wochen). Diese Ausstriche wurden
verwendet um FlUssigkulturen aus LB-Medium (mit Ampicillin) mit Einzelkolo-
nien anzuimpfen. Diese Flussigkulturen wurden in einem Erlenmeyerkolben
mit Schikaneboden angesetzt und bei 200 rpm und 37 °C auf einem Schit-
telinkubator inkubiert. Flr eine dauerhafte Lagerung bei -80 °C wurde ein
Aliquot (500 pl) der Bakterien-Flissigkultur 1:1 mit 50%-igem Glycerin gemischt
und in ein Kryogefal3 tberfihrt. Diese Dauerkulturen wurden wiederum fir
Vereinzelungsaustriche verwendet.

2.4.6. Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung kleiner Mengen (Minipraparation) erfolgte mit Hilfe des
,QIAprep Spin Miniprep® Komplett-Reagenzsystems, die groBer Mengen (Maxi-
praparation) mit dem ,QlAfilter Plasmid Maxi“ Komplett-Reagenzsystem. Fir
die Minipraparation wurde jeweils 2,5 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie
von einer Agar-Platte angeimpft und fir 16-20 h bei 37 °C geschuttelt. Far
eine Maxipréaparation wurde zunachst 2 ml LB-Medium (mit Ampicillin) mit ei-
ner Einzelkolonie angeimpft und fir 5 h bei 37°C geschuttelt. Davon wurden
je 200 pl verwendet um 100 ml LB-Medium (mit Ampicillin), in einem 500 ml
Erlenmeyerkolben mit Schikaneboden, anzuimpfen. Diese Kultur wurde far 16 h
bei 37°C geschdittelt. Die Plasmidisolierung wurde nach Herstellerangaben
durchgefihrt, wobei im Falle der Maxipraparation folgende Anpassungen durch-
gefihrt wurden:

Die Puffer P1, P2 und P3 wurden in einem Volumen von 12 ml verwendet. Die
Lyse mit Puffer P2 erfolgte fur 4,5 min. Nach der Zugabe von Puffer P3 und
vorsichtigem Mischen wurde das Lysat 15 min bei 3220xg bei Raumtemperatur
zentrifugiert und der Uberstand durch den QlAfilter filtriert. Der TE-Puffer fiir die
Elution wurde auf 65 °C erwarmt. Die Elution selbst erfolgte mit 500 pul TE-Puffer.
Dieses Eluat wurde nochmals durch den Prazipitator gefiihrt. AnschlieBend
erfolgte eine weitere Elution mit 300 pl frischem TE-Puffer. Beide Eluate wurden
vereint und die DNA-Konzentration mit Hilfe eines NanoDrop™ 2000c und der
entsprechenden Software (Version 1.5) bestimmt.
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2.4.7. Restriktionsverdau

Bevor Plasmid-DNA fiir weitere Experimente verwendet wurde, wurde ihre
Identitat durch die Spaltung mit Sequenz-spezifischen Endonukleasen (Re-
striktionsenzymen) verifiziert. Die Restriktionsenzyme wurden nach Herstel-
lerangaben eingesetzt. Die Inkubation der Plasmid-DNA mit den Enzymen
erfolgte bei 37 °C Uber Nacht. Die erzeugten DNA-Fragmente wurden mittels
einer Agarose-Gelelektrophorese analysiert (siehe Abschnitt 2.4.11). Neben
dem Nachweis der Identitat der Plasmid-DNAs wurde mithilfe der Gelelektro-
phorese gleichzeitig eine Verunreinigung durch genomischer DNA aus E. coli
ausgeschlossen.

2.4.8. Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Zur cDNA-Synthese aus einem RNA-Template wurde das ,SuperScript™ llI
First-Strand Synthesis System for RT-PCR*" verwendet. Dabei wurden alle
Inkubationen in einem Thermocycler durchgefiihrt. Der in Tabelle 5 aufgefiihrte
Reaktionsansatz | wurde dazu fir 5 min bei 65 °C inkubiert und far 1 min auf Eis
abgekihlt. AnschlieBend wurde der in Tabelle 6 aufgeflihrte Reaktionsansatz Il
hinzugegeben.

Tabelle 5: Reaktionsansatz |

Komponente Volumen Menge/Konzentration
RNA-Template XX pl 1,4 ug
oligo dTyo (50 pM) 1l 5uM
Random Hexamers 1 ul 5 ng/ul
(dNg) (50 ng/ul)
dNTPs (10 mM) 1 ul 1mM
DNase/RNase freies ad 10 pl -
Wasser

Tabelle 6: Reaktionsansatz Il

Komponente Volumen Menge/Konzentration
RT-Puffer (10x) 2 ul 1X
MgCl, (25 mM) 4 ul 5 mM
DTT (0,1 M) 2ul 10 mM
RNaseOUT (40 U/ul) 1l 2 U/l
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Zu jedem Reaktionsansatz wurde 1 pl reverse Transkriptase (SuperScript™ lll,
200 U/ul) zugegeben und dieser flr 10 min bei 25 °C, fir 50 min bei 50 °C
und far 5 min bei 85 °C inkubiert. Anschlie3end wurde die Reaktion auf Eis
abgekuhlt. Es folgte eine Inkubation mit 1 pl E. coli RNase H (2 U/ul) fir 20 min
bei 37 °C. Die so generierte cDNA wurde schlieBlich als Template in einer
Polymerasettenreaktion eingesetzt (siehe Abschnitt 2.4.9)

2.4.9. Polymerasettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Uber eine Polymerasettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) kann ei-
ne spezifische DNA-Sequenz exponentiell amplifiziert werden [101]. Die PCR
wurde zum einen zur Amplifikation definierter cDONA-Sequenzen, zum anderen
zur gerichteten Mutagenese (siehe Abschnitt 2.4.10) verwendet. Als Template
wurde dabei entweder eine mittels reverser Transkription generierte cDNA oder
eine Plasmid-DNA eingesetzt. Der fir die Amplifikation von cDNA verwendeter
Reaktionsansatz ist in Tabelle 7 dargestellt. Die Amplifikation im Rahmen der
gerichteten Mutagenese wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt (siehe
Abschnitt 2.4.10). Die einzelnen Komponenten wurden jeweils in ein 0,2 ml
Reaktionsgefal3 zusammen pipettiert. Die PCR selber wurde in einem Ther-
mocycler durchgefiihrt und umfasste mehrere Schritte (siehe Tabelle 8). Nach
einer initialen thermischen Denaturierung der doppelstrangigen DNA wurden
folgende Schritte zyklisch wiederholt, die Denaturierung, gefolgt von der Anla-
gerung der Oligonukleotid-Primer (Annealing) und anschlie3ender Synthese
des neuen DNA-Strangs (Elongation). Nach Abschluss der zyklischen Wieder-
holungen wurde bei der Amplifikation von cDNA eine finale Elongation fir 7 min
bei 72 °C durchgefuhrt, die Proben auf 4 °C abgekuhlt und gelagert. Die in
der PCR verwendete Zyklenzahl war abhangig von der zu amplifizierenden
DNA. Die Annealing-Temperatur richtete sich nach der Schmelztemperatur der
Primer, bei deren Design darauf geachtet wurde, dass sie flr ein Annealing bei
60 °C geeignet waren. Die zur Amplifikation einer cDNA verwendeten Primer
sind in Tabelle 9 aufgefihrt. Die Elongation-Zeit richtete sich nach der Lange
der zu amplifizierenden Sequenz. Als Faustregel wurde 1 min pro kb angesetzt.
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Tabelle 7: Reaktionsansatz zur Amplifikation von cDNA

Komponente Volumen Menge/Konzentration
5x MyTaq™ Reaction 6 pl 1x
Buffer
cDNA-Template 2 ul -
Forward Primer 1 pl 0,33 uM
(10 pMm)
Reverse Primer (10 pM) 1 pl 0,33 puMul
MyTag™ HS DNA 0,2ul 0,17 U/ul
Polymerase (5 U/pl)
dH,O ad 30 pl -

Tabelle 8: PCR-Programm zur Amplifikation von cDNA

Schritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Hot start 95 °C 1 min x1
Denaturierung 94 °C 30s
Annealing 60 °C 30s abhangllg. von der

zu amplifi-

E/Ongation 72 °C 30s zierenden cDNA
final Elongation 72 °C 7 min
Lagerung 4 °C 00 x1

Tabelle 9: Zur Amplifikation von cDNA verwendete DNA-Oligonukleotid-Primer

Primer

Sequenz (5' — 3')

SOM Ex1A for2

CTCGACACCCAAACCTCAACAT

SOM Ex2 rev1 CAGCTGTCAACGGGTTTTCT
hmRPL32 Ex02 for1 GTGAAGCCCAAGATCGTCAA
hmRPL32 Ex03 rev1 TTGTTGCACATCAGCAGCAC

2.4.10. Gerichtete Mutagenese

Flr die gerichtete Mutagenese, zum Austausch einzelner Nukleotide in Plasmi-
den, wurde das ,QuickChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit“ der Firma
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Agilent Technologies verwendet. Die Oligonukleotid-Primer wurden nach den
im Kit-Handbuch genannten Vorgaben generiert (siehe Abbildung 7). In einem
ersten Schritt wird von einer Plasmid-DNA als Template durch eine exponentiel-
le Ampifikation mittels einer PCR unter Verwendung von zwei komplimentaren
Oligonukleotid-Primern, welche beide die gewiinschte Mutation tragen, eine
doppelstrangige ringférmige Plasmid-DNA mit enben dieser Mutation generiert.
Die Amplifikation erfolgt durch eine hitzestabile DNA-Polymerase, welche so
modifiziert ist, dass sie eine Korrekturlese (proof reading)-Funktin besitzt. In
einem zweiten Schritt wird die Template-DNA mittels der Endonuklease Dpnl
abgebaut. Die mutierte Plasmid-DNA wird anschlieBend in E. coli transformiert.

1. Synthese einer mutierten Plasmid-DNA
* Denaturierung der Template-DNA
* Anlagerung der Primer mit der
gewiinschten Mutation (X)

* Enlongation der Primer mit der PfuUltra
DNA-Polymerase
}
"_\\

2. Abbau der Template-DNA mit Dpnl
]

3. Transformation in E.coli

O-0-0-©

Abbildung 7: Prinzip der gerichteten Mutagenese Dargestellt ist der prinzipielle Ablauf
der gerichteten Mutagenese (Abbildung modifiziert nach ,QuikChange Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit“*-Handbuch)

Die jeweiligen PCR-Ansétze wurden wie in dem in Tabelle 10 angegebenen
Reaktionsschema angesetzt und unter den in Tabelle 11 genannten PCR-
Bedingungen in einem Thermocycler inkubiert. Direkt im Anschluss an die
Mutagenese-PCR erfolgte der enzymatische Abbau der template DNA mit Hilfe
der Endonuklease Dpnl. Dieses Enzym ist nicht in der Lage DNA zu schnei-
den, wenn der Adeninrest innerhalb seiner Erkennungssequenz 5'-GATC-3'
unmethyliert ist. Da bei der Amplifikation im Zug der Mutagenese unmodifizierte
Desoxynukleosidtriphosphate eingesetzt werden, kénnen die Amplifikations-
produkte nicht geschnitten werden. Im Gegensatz dazu wird die als template
eingesetzte Plasmid-DNA, sofern sie aus einem E. coli Stamm isoliert wurde
der profizient flr diese sogenannte dam-Methylierung ist, von Dpnl geschnitten.
Dies flhrt zu einer Anreicherung der Amplifikationsprodukte, die aufgrund der
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eingesetzten Primer die gewlnschten Mutationen tragen sollten. Von diesem
Ansatz wurden 2 pl anschlieBend in den E. coli-Stamm XL10-Gold transformiert
(siehe Abschnitt 2.4.4). AnschlieBend wurden mehrere Einzelkolonien zum
animpfen von LB-FlUssigkulturen verwendet und eine Miniprep durchgeflihrt
(siehe Abschnitt 2.4.6). Die Uberpriifung auf eine erfolgreiche Mutation erfolgte
durch eine DNA-Sequenzierung (siehe Abschnitt 2.4.12).

Tabelle 10: Schema des zur Mutagenese verwendeten PCR-Reaktionsansatzes

Komponente Volumen Menge/Konzentration
Reaktionspuffer (10x) 5l 1x
DNA-Template X pl 10 ng
Forward Primer 12,5 pl 2,5 ng/ul
(10 ng/pl)

Reverse Primer 12,5 ul 2,5 ng/ul

(10 ng/pl)

dNTPmix 1 ul k.A.

Quick Solution 3ul K.A.

PfuUltra HF DNA 1l 2,5 U/l

Polymerase (2,5 U/pl)

dH,O ad 50 pl -
Tabelle 11: PCR-Programm fir die Gerichtete Mutagenese

Schritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Hot start 95 °C 1 min x1
Denaturierung 95 °C 50 s
Annealing 60 °C 50s x18
Elongation 68 °C 7 min
Lagerung 4 °C 00 x1
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Tabelle 12: Zur Mutagenese von GRHL3 verwendete DNA-Oligonukleotid-Primer
Primer Sequenz (5' — 3')
hSOM Y64F for | GGCCTTGAGCTTCCTCTITGATTACTACATGGGTC
hSOM Y64F rev | GACCCATGTAGTAATCAaAGAGGAAGCTCAAGGCC
hSOM Y171F for | ACCCACCACTGATATGTtTGATAATGGCTCCCTCA
hSOM Y171F rev | TGAGGGAGCCATTATCAaACATATCAGTGGTGGGT
hSOM Y335F for | CAAAGGACAGTGCATTAaAGGCCACCTCCTCAATG
hSOM Y335F rev | CATTGAGGAGGTGGCCTITAATGCACTGTCCTTTG

2.4.11. Agarose-Gelelektrophorese

Aufgrund ihres Zucker-Phosphatdiester-Rickgrates besitzt DNA eine negative
Nettoladung anhand welcher die Auftrennung in einem elekirischen Feld mdglich
ist. Die Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung und Analyse von
DNA-Fragmenten. Dazu wurde Agarose zu einem gewulnschten Prozentsatz
(w/v) in TAE (1x) durch Aufkochen geldst. Nach dem Abkulhlen auf 55 °C
wurde 0,5 pg/ml Ethidiumbromid hinzugeftgt, um die Fragmente spéater im Gel
sichtbar zu machen. Dieses interkaliert in doppelstrangige DNA und emitiert bei
einer Anregungswellenlange von 312 nm Licht einer Wellenldnge von 590 nm.
Zur Abschéatzung der FragmentgrdBBe diente ein DNA-GréBenstandard mit
DNA-Fragmenten bekannter Grée. Durch das Anlegen eines elektrischen
Feldes mit einer konstanten Feldstarke von 4-7 V/cm? wurden die einzelnen
DNA-Fragmente entsprechend ihrer GréBe in Richtung Anode aufgetrennt. Zur
Detektion der DNA-Fragmente und der fotografischen Dokumentation wurde
das Geldokumentationssystem ,INTAS Gel iX Imager” verwendet.

2.4.12. Plasmidsequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde extern von der Firma StarSEQ
GmbH durchgefihrt. Die Proben wurden geman den von der Fima verlangten
Kriterien (U-mix Protokoll) vorbereitet. In einem 0,2 ml Reaktionsgefal3 wurden
0,5 pug DNA mit 1 pmol des jeweiligen Primers (siehe Tabelle 13) versehen
und mit dH,O auf ein Gesamtvolumen von 7 pl gebracht. Von StarSEQ wurde
eine Textdatei mit der DNA-Sequenz sowie eine Datei mit einem Chromato-
gramm der Kapillarelektrophorese erhalten. Die Auswertung erfolgte durch
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einen Vergleich der in der Textdatei enthaltenen Sequenz mit der erwarteten
Sequenz. Dieser Sequenzvergleich wurde mit BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) durchgefihrt. Bei einer Abweichung wahrend des Vergleiches
wurde das Chromatogramm, welches mit dem Programm ApE (A Plasmid Edi-
tor, http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) gedffnet wurde, zu Rate

gezogen.

Tabelle 13: Zur Sequenzierung der GRHL3-Phosphomutanten verwendete DNA-Oligonukleotid-

Primer
Primer Sequenz (5' — 3')
CMV-P for2 GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAG
hSOM Ex4 for1 AATGGCTCCCTCAACTCCTT
hSOM Ex11 revl | GTCGTCTCATTGCCCCTGAA
bGH pA reverse | ACTAGAAGGCACAGTCGAGG
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2.5. Zellbiologische Methoden

Alle durchgeflihrten experimentellen Arbeiten erfolgten unter Sterilbedingungen
an einer Sterilwerkbank. Die verwendeten Chemikalien, Medien und Zusétze
wurden ausschlieBlich unter der Sterilwerkbank gedffnet und gegebenenfalls
vor ihrem Einsatz autoklaviert oder steril filtriert.

2.5.1. Verwendete Zellen

Humane, vendse Nabelschnur-Endothelzellen (human umbilical vain endothelial
cells, HUVEC), bezogen von Lonza, KéIn
Humane, embryonale Nierenzellen (human embryonal kidney, HEK) 293FT

2.5.2. Verwendete Kulturmedien

DMEM-Komplettmedium
DMEM
+ 10 % (v/v) FCS 1 h hitzeinaktiviert bei 56 °C
+ 1 % (v/v) Pen/Strep
+ 1 % (v/v) nicht essentielle Aminosauren
+ 1 % (v/v) Geniticin®

EBM-Komplettmedium
EBM
+ 10 % (v/v) FCS nicht hitzeinaktiviert
+ EGM™ SingleQuots®

2.5.3. Kultivierung von humanen, embryonalen Nierenzellen
(HEK 293FT)

Bei HEK 293FT handelt es sich um eine adharent wachsende, immortalisierte
Zellinie, welche als Modifikation das large T-Antigen des Affenvirus SV40 ex-
primiert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen mit DMEM Komplettmedium
in einer T-75 Zellkulturflasche bei 37 °C und 5 % CO, (Standardbedingungen)
kultiviert. Bei einer Konfuenz von 70-90 % wurden die Zellen subkultiviert oder
fir den Einsatz im Experiment ausgebracht. Dazu wurde das Kulturmedium
abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Nach entfernen des
PBS wurde 2 ml Trypsin-EDTA zu den Zellen gegeben und diese nach, dem
Abrunden, durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden geldst. Die Trypsinre-
aktion wurde durch die Zugabe von 8 ml DMEM Komplettmedium gestoppt
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und die Zellen durch wiederholtes Resuspendieren vereinzelt. Anschlief3end
wurde die Zellzahl bestimmt und eine definierte Zellmenge mit einer entspre-
chenden Menge DMEM Komplettmedium in eine neue Zellkulturflasche oder in
Zellkulturschalen Oberfihrt. HEK 293FT wurden maximal bis zur Passage 35
subkultiviert.

2.5.4. Kultivierung von primaren, humanen, venésen Endothelzellen
(HUVEC)

Bei HUVEC handelt es sich um adhérente, primare Zellen, die aus der Nabel-
schnur gewonnen werden. Die Zellen wurden nach dem Auftauen in Passa-
ge 1 (P1) mit EBM Komplettmedium bei 37 °C und 5 % CO, (Standardbedingun-
gen) in T-75 Kulturflaschen kultiviert. Das Medium wurde alle zwei Tage durch
frisches Medium ersetzt. Bei einer Konfluenz von 90-95 %, wurden die Zellen
einmal subkultiviert und schlieBlich im Experiment in der dritten Passage (P3)
eingesetzt. Zur Subkultivierung oder fur den Einsatz im Experiment wurden die
Zellen mit 6 ml PBS gewaschen und anschlie3end mit 2 ml einer Trypsin-EDTA-
Lésung (1x) inkubiert, um sie vom Flaschenboden zu I6sen. Das Abrunden der
adhéarenten Zellen wurde optisch mit Hilfe eines Lichtmikroskops kontrolliert.
Um ein Abschwimmen vom Boden der Zellkulturflasche zu vermeiden wurde die
Trypsin-Reaktion rechtzeitig durch die Zugabe von 8 ml EBM Komplettmedium
gestoppt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Flaschenbo-
den geldst und durch wiederholtes Resuspendieren vereinzelt. Anschlie3end
wurden sie gezahlt und in einer definierten Zahl in neue Kulturflaschen oder
in Zellkulturschalen mit einer entsprechenden Menge EBM Komplettmedium
uberfuhrt.

2.5.5. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer Zahlkammer verwendet.
Diese wurde mit 10 pl der Zellsuspension geflllt. Mit Hilfe eines Lichtmikroskops
wurden die vier gro3en Eckquadrate ausgezahlt. Diese besitzen ein definiertes
Volumen von 10 ml. Die Gesamtzellzahl pro ml konnte somit anhand folgender
Formel berechnet werden:

gezéahlte Zellzahl " 104

Zellzahl pro ml = 1
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2.5.6. Transiente Transfektion

Die Transfektion von HEK 293FT Zellen erfolgte mit dem ,Lipofectamine® Trans-
fection Reagent with Plus™ Reagent" von Thermo Fisher Scientific. Am Vortag
der Transfektion wurden Zellen in 100 mm Zellkulturschalen mit einer Zellzahl
von je 1,5x108 ausgebracht. Zur Transfektion wurden pro Ansatz 3,2 pg Plasmid-
DNA mit 750 pl DMEM (ohne Zusatze) und 20 pl Plus™ Reagent gemischt und
fir 15 min inkubiert. Parallel wurde ein weiterer Ansatz mit 750 ul DMEM (ohne
Zusatze) und 28 pl Lipofectamin® ebenfalls fir 15 min inkubiert. In dieser Zeit
wurden die Zellen 2x mit DMEM (ohne Zuséatze) gewaschen und anschlieend
5 ml DMEM (ohne Zusatze) in jeder Zellkulturschale vorgelegt. Die beiden Reak-
tionsansatze wurden anschlieBend vereint und fir weitere 15 min inkubiert. Von
diesem Transfektionsansatz wurde 1,5 ml auf jede Zellkulturschale gegeben
und diese fur 3 h unter Standardbedingungen inkubiert. Es folgte die Zugabe
von 7 ml DMEM-Komplettmedium. Nach weiteren 18 h wurde das Medium durch
frisches DMEM-Komplettmedium ersetzt. 24 h nach diesem Mediumwechsel
wurden die Zellen wie in Abschnitt 2.5.7 beschrieben geerntet.

Fir die Transfektion von HUVECs wurde das SuperFect®- Transfection-Reagenz
der Firma QIAGEN verwendet. Am Vortag der Transfektion wurden Zellen wie
in Abschnitt 2.5.4 beschrieben mit einer Zellzahl von 3x10° in 60 mm Zellkultur-
schalen Uberfuhrt. Flr die Transfektion wurde je 3 pg Plasmid-DNA mit 150 pl
EBM (ohne Zusétze) und 25 ul SuperFect® versehen und fir 10 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurden die Zellen 2x mit
EBM (ohne Zuséatze) gewaschen. AnschlieBend wurde dem DNA-SuperFect®-
Gemisch 1 ml EBM-Komplettmedium zugegeben. Von diesem Transfektions-
ansatz wurde je 1,1 ml pro Zellkulturschale verwendet und unter Standardbe-
dingungen mit den Zellen inkubiert. Nach 3 h wurde der Transfektionsansatz
von den Zellen entfernt und diese mit 3 ml frischem EBM-Komplettmedium flr
weitere 18 h unter Standardbedingungen inkubiert. AnschlieBBend erfolgte die
Zellernte wie in Abschnitt 2.5.7 beschrieben.

2.5.7. Zellernte

Die Zellernte erfolgte 18 h nach der letzten Behandlung. Die Zellschalen wur-
den dazu auf Eis gestellt und die Zellen im Medium mit einem geeigneten
Zellschaber vom Boden der Schalen geldst. Die Zellsuspension wurde in ein
gekuhltes 50 ml Reaktionsgefaf3 Uberfuhrt und die Kulturschale nochmal mit
kaltem PBS gewaschen. Diese Restsuspension wurde ebenfalls in das 50 ml
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Reaktionsgefal3 Gberfihrt. Um die Zellen zu pelletieren wurden sie bei 800 xg
und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet
in kaltem PBS resuspendiert, in ein gekihltes 1,5 ml Reaktionsgefal3 Gberflhrt
und erneut bei 800 xg und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das erhaltene Zellpellet entweder direkt flr die Zelllyse (siehe
Abschnitt 2.6.1) verwendet oder flr die spatere Fortsetzung des Experiments
flr kurze Zeit (1-2 Wochen) bei -20 °C oder Uber einen langeren Zeitraum (ab
3 Wochen) bei -80 °C gelagert.
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2.6. Proteinbiochemische Methoden

2.6.1. Zelllyse

Tabelle 14: Zur Zellyse verwendete Puffer

Puffer/Lésung Zusammensetzung
Lysepuffer A (Verwendet zur IP) 20 mM Tris pH 7,4
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 mM EGTA

1 % (v/v) Triton-X-100
RIPA (Radioimmunoprecipitation 50 mM Tris-HCI pH 8,0
-assay)-Puffer 1 % (v/v) NONIDET P-40
150 mM NaCl

0,1 % (w/v) SDS

0,5 % (w/v) Desoxycholat

Zur Lyse mit Lysepuffer A wurden die Zellpellets in Lysepuffer A resuspendiert,
welchem Proteaseinhibitoren und Phosphataseinhibitoren, nach Herstelleran-
gaben verdinnt, zugesetzt waren. Die Lyse erfolgte flir 20 min auf Eis. An-
schlieBend wurde das Lysat bei 14000 xg und 4 °C fir 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und das Pellet
verworfen.

Fur die Lyse mit RIPA-Puffer wurden die Zellen in RIPA-Puffer resuspendiert,
welchem Proteaseinhibitoren, nach Herstellerangaben entsprechend verdinnt,
zugesetzt waren. Die Lyse erfolgte fir 30 min auf Eis. AnschlieBend wurde das
Lysat bei 16000 xg und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal3 Gberfihrt und das Pellet verworfen.

2.6.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Fir die Proteinbestimmung wurden 1 pl des Proteinlysates, mit 799 pl H,O und
200 pl Bradfordreagenz in einer Plastikklivette gemischt und anschlieBBend fir
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte bei
595 nm. Anhand der gemessenen Extinktion und einer zuvor mit BSA erstellten
Kalibrierungsgeraden wurde dann der Proteingehalt bestimmt.
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2.6.3. Immunprazipitation

Tabelle 15: Verwendete Antikérper

Antigen

Spezies

Hersteller

GRHL3

Kaninchen

Merck Millipore,
Darmstadt

myc-Tag (9B11)

Maus

Cell Signalling
Technology, Frankfurt
am Main

c-myc (sc-40)

Maus

Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg

Xpress

Maus

Invitrogen/Life
Technologies,
Darmstadt

Von der in Ethanol gelagerten Protein A-gekoppelten Sepharose (Sepharose A)
und der Protein G-gekoppelten Sepharose (Spahrose G) wurde zunéachst eine
entsprechend benétigte Menge 3x mit PBS gewaschen, um das Ethanol voll-
stédndig zu entfernen. Dazu wurde die Suspension bei 3200 xg und 4 °C fir
3 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das erhaltene Pellet wurde
in Abhangigkeit von der Pelletgré3e schlief3lich in einem bestimmten Volumen
PBS aufgenommen. Die dazu benétigte Menge PBS entsprach einem Volumen-
verhaltnis von 1:1 (Sepharose:PBS).
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Abbildung 8: Ein Proteingemisch wird mit einem spezifischen, gegen das Zielprotein ge-
richteten Antikdrper inkubiert. AnschlieBend werden Protein A und Protein G gekoppelte
Sepharosekiigelchen hinzugegeben, um den Antigen-Antikérper-Komplex zu binden. Mittels
Zentrifugation kann dieser Komplex pelletiert und von den Gbrigen Proteinen isoliert werden.

Der Ablauf der Immunprazipitation ist in Abbildung 8 schematisch dargestellt.
Eine, auf dem jeweiligen Hintergrund des Experimentes basierende Protein-
menge (0,5-2 mg), wurde in einer Konzentration von 1 pg/ul eingesetzt. Die
entsprechende Menge Proteinlysat wurde dazu mit Lysepuffer in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal3 auf die bendtigte Konzentration eingestellt. Um unspezifische
Bindungen zu minimieren wurde das Lysat 1 h mit je 30 pl pro mg Protein,
der Sepharose A und der Sepharose G unter kontinuierlichem invertieren mit
Hilfe eines Uberkopfrotators bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Se-
pharose durch eine Zentrifugation bei 3200 xg und 4 °C fir 5 min pelletiert.
Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaB iberfiihrt und mit
2 ug Antikérper pro mg Protein versetzt. Die Antik6rperinkubation erfolgte Uber
Nacht bei 4 °C im Uberkopfrotator. Nach dieser Inkubation wurde den Proben
jeweils 40 pl pro mg Protein, Sepharose A und Sepharose G zugegeben und die
Versuchsansatze fir 2 h bei 4 °C im Uberkopfrotator. Im Anschluss wurde die
Sepharose mittels Zentrifugation bei 3200 xg und 4 °C fiir 5 min pelletiert und
der Uberstand verworfen. Der an die Sepharose gebundene Antigen-Antikdrper-
Komplex wurde 4x mit jeweils 500 yl dem zu Beginn eingesetzten Lysepuffer
gewaschen und anschlieBend bei 3200 xg und 4 °C fir 3 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Sepharosepellet wurde in 40 pl Proteinpro-
benpuffer (2x) aufgenommen.
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2.6.4. Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) -
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Tabelle 16: Puffer fir die SDS-PAGE

Puffer/Losung Zusammensetzung
Proteinprobenpuffer (5x) 312,5 mM Tris-HCI pH 6,8
10 % (w/v) SDS
50 % (v/v) Glyzerin
250 mM DTT
0,05 % Bromphenolblau
SDS-Laufpuffer 25 mM Tris
0,1 % (w/v) SDS
192 mM Glycin

Bei der SDS-PAGE erfolgt die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Moleku-
largewicht in einer vertikalen Elektrophoresekammer. Die Auftrennung erfolgt in
einem Polyacrylamidgel, welches, abhangig von der eingesetzten Polyacrylamid-
Bisacrylamidmenge, eine Gitternetzstruktur mit einer definierten Porengré3e
aufweist. Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes werden die durch SDS
negativ geladenen Proteine entsprechend ihrer GréBe im Gel aufgetrennt. Eine
definierte, mit Proteinprobenpuffer (5x) versetzte Proteinmenge oder die aus
der Immunprézipitation gewonnenen Eluate (siehe Abschnitt 2.6.3), wurden
im Vorfeld der SDS-Page bei 95 °C fir 5 min erhitzt. Diese Ansatze wurden
anschlieBend in die Geltaschen gefillt und eine konstante Feldstarke von
1-2 V/cm? angelegt. Zunachst wurden die Proben in einem 5 %-igen Sam-
melgel aufkonzentriert und anschlieBend im Trenngel bis zum Erreichen der
gewunschten Auftrennung elektrophoretisch separiert. Je nach Grée der zu
detektierenden Proteine wurde ein 10 %-iges oder ein 13 %-iges Trenngel
verwendet (siehe Tabelle 17). Zur Abschatzung der Proteingro3e wurde parallel
ein ProteingréBenstandard aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das
Gel entweder mit Coomassie-Brillant-Blau gefarbt (siehe Abschnitt 2.6.6) oder
far einen Western-Blot mit anschlieBender Immundetektion verwendet (siehe
Abschnitt 2.6.5).
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Tabelle 17: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der verwendeten Trenn- und Sammelgele

Komponente Trenngel (10 %) | Trenngel (13 %) Sammelgel
(5 %)
Acrylamid-Mix 10 % (V/V) 13 % (V/V) 5 % (v/v)
(30 %)
Tris-HCI (pH 8,8) 390 mM 390 mM -
Tris-HCI (pH 6,8) - - 126 mM

SDS

0,1 % (v/v)

0,1 % (V/v)

0,1 % (V/v)

APS

0,1 % (v/v)

0,1 % (V/v)

0,1 % (V/v)

TEMED

0,04 % (v/v)

0,04 % (v/v)

0,1 % (v/v)

2.6.5. Western-Blot mit anschlieBender Immundetektion

Tabelle 18: Puffer flir den Western-Blot

Puffer/Lésung

Zusammensetzung

Blockierungslésung

5 % (w/v) Milchpulver oder BSA in
TBS-T

Transferpuffer mit SDS

48 mM Tris-Base
386 mM Gilycin
0,05 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol

Transferpuffer onne SDS

24 mM Tris-Base
193 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Tris-gepufferte Salzlésung +
Tween®-20 (tris buffered saline +
Tween®-20, TBS-T)

50 mM Tris-Base

150 mM NaCl

5 mM KCI

0,01 % (v/v)Tween®-20
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Tabelle 19: Verwendete Primér- und Sekundarantikdrper

Antigen Spezies Verdiinnung Hersteller
GRHL3 Kaninchen 1:1000 in 1 % Merck Millipore,
MP/TBS-T Darmstadt
P-Tyrosin Maus 1:1000 in 1 % Merck millipore,
BSA/TBS-T Darmstadt
c-myc (sc-40) Maus 1:500in1 % Santa Cruz
MP/TBS-T Biotechnology,
Heidelberg
myc-Tag (9B11) | Maus 1:500in 1% Cell Signalling
MP/TBS-T Technology,
Frankfurt am
Main
~-Actin Maus 1:2000in 1 % Santa Cruz
MP/TBS-T Biotechnology,
Heidelberg
ERK Kaninchen 1:1000in 1 % Cell Signalling
MP/TBS-T Technology,
Frankfurt am
Main
eNOS Kaninchen 1:500in 1% Abcam,
MP/TBS-T Cambrige, UK
Anti-Maus IgG Schaf 1:5000 GE Healthcare
(HRP-gekoppelt) Life Sciences,
Freiburg
Anti-Kaninchen Esel 1:5000 GE Healthcare
lgG Life Sciences,
(HRP-gekoppelt) Freiburg

Mit Hilfe eines Western-Blot werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Pro-
teine (siehe Abschnitt 2.6.4) auf eine Membran UGbertragen. Daflur wurde eine
Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-membran verwendet. Der Transfer der Proteine
erfolgte durch das Anlegen eines elektrischen Feldes aus dem Trenngel auf
die Membran. Dabei bleibt das Trennungsmuster der Proteine erhalten. Die
PVDF-Membran wurde fir eine Minute in Methanol aktiviert, kurz mit dH,O
gewaschen und anschlieBend zusammen mit Whatman-Filterpapieren, Blot-
Schwammen und dem Gel in Transferpuffer equilibriert. Der Aufbau des Blots
ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt. Der Transfer aus einem 13 %-igen
Gel auf die Membran erfolgte fir 1 h bei 100 V, die Ubertragung aus einem
10 %-igen Gel far 1,5 h. Wenn Proteine mit einem Molekulargewicht von mehr
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als 70 kDa detektiert werden sollten erfolgte der Transfer bei 80 V fur 2 h. Bei der
verwendeten Blot-Methode handelte es sich um einen Tank-Blot. Abhangig von
dem Molekulargewicht der zu detektierenden Proteine wurden unterschiedliche
Transferpuffer verwendet. Fir den Transfer bei 100 V wurde ein Transferpuffer
ohne SDS verwendet, bei dem Transfer bei 80 V ein Transferpuffer mit SDS
(siehe Tabelle 18). Um eine Uberhitzung zu verhindern wurde der Transfer
entweder bei 4 °C oder mit Hilfe eines Eiswasserbades durchgefiihrt.

Anode

I | Schwamm

[— R— . | Whatman-Filterpapier
[ ] Membran

L ' Gel

| | Whatman-Filterpapier
L 1| schwamm

Transferrichtung

Abbildung 9: In einer Blotapparatur wird zwischen zwei Blot-Schwadmmen und Whatman-Filter-
Papieren die Membran auf das Gel gelegt. Dabei befindet sich das Gel auf der zur Kathode
und die Membran auf der zur Anode gewandten Seite. Durch das Anlegen eines elektrischen
Feldes bewegen sich die negativ maskierten Proteine in horizontaler Laufrichtung zur Anode
und werden so aus dem Gel auf die Membran transferiert.

Im Anschluss an den Transfer erfolgte die Detektion der nachzuweisenden
Proteine mit Hilfe von Antikdrpern. Um eine unspezifische Bindung der Antikor-
per an die Membran zu verhindern, wurde die Membran, in Abhangigkeit von
dem eingesetzten Primarantikérper, zunachst mit 5 % (w/v) Magermilchpulver
oder 5 % (w/v) BSA in TBS-T bei Raumtemperatur und 80 rpm auf einem
Orbitalschuttler fir 1 h blockiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem
jeweiligen Primarantikérper (siehe Tabelle 19). Dieser wurde entsprechend in
1 % (w/v) der jeweils zum Blockieren verwendeten Lésung verdinnt, auf die
Membran gegeben und bei 4 °C tber Nacht inkubiert. Nach dieser Inkubation
wurde die Membran 3x mit TBS-T bei Raumtemperatur und 80 rpm auf einem
Orbitalschiittler gewaschen, um ungebundene Reste des Primarantikdrpers zu
entfernen und so eine unspezifische Bindung des Sekundarantikérpers zu mini-
mieren. Der Meerrettischperoxidase (horseradish peroxidase, HRP)-gekoppelte
Sekundérantikérper (siehe Tabelle 19) war jeweils gegen die Spezies gerichtet,
in welcher der Primarantikérper generiert wurde und wurde, in 1 % (w/v) der
entsprechend zum Blockieren verwendeten Lésung verdinnt (siehe Tabelle
18), fir 1 h bei Raumtemperatur und 80 rpm auf einem Orbitalschittler mit der
Membran inkubiert. Anschlief3end wurde die Membran wie zuvor beschrieben
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3x gewaschen. Der Nachweis der Antikorperbindung erfolgte mit Hilfe eines
Chemilumineszenz-(enhanced chemiluminescence, ECL)-substrates, welches
nach Angaben des Herstellers verwendet wurde. Dieses Substrat wurde durch
die an den Sekundarantikérper gekoppelte Meerrettischperoxidase umgesetzt,
wobei es zu der Entstehung von Licht kommt. Dieses Lichtsignal wurde in einer
Autoradiographie Kassette auf einem Rdntgenfilm detektiert. Die Detektion
unterschiedlicher Expositionszeiten und die Entwicklung des Rontgenfilms wur-
den in einer Dunkelkammer durchgefliihrt. Zur semiquantitativen Analyse der
detektierten Proteinsignale wurde das Program Imaged 1.46r verwendet. Zur
statistischen Auswertung wurde ein zweiseitiger, gepaarter Student’s T-Test
durchgefthrt

2.6.6. Coomassie-Brilliant-Blau Farbung

Tabelle 20: Lésungen fir die Coomassie-Brilliant-Blau Farbung

Lésung Zusammensetzung
Coomassie-Brilliant-Blau- 0,02 % (w/v) ,Coomassie Brilliant
Farbeldsung Blue G-250°

5 % (w/v) Aluminiumsulfat-18-Hydrat
10 % (v/v) Ethanol (96 %)

2 % (v/v) ortho-Phosphorsaure
(85 %)

Coomassie-Entfarbeldsung 10 % (v/v) Ethanol (96 %)

2 % (v/v) ortho-Phosphorsaure
(85 %)

Coomassie-Brilliant-Blau lagert sich an basische Seitenketten von Aminosauren
und ermdglicht so die Detektion der im Gel enthaltenen Proteine. Zur Visualisie-
rung der Proteine wurde das Gel aus der SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.6.4)
kurz mit dH,O gewaschen und Uber Nacht bei Raumtemperatur und 80 rpm
auf einem Orbitalschuttler in einer Coomassie-Brilliant-Blau-Farbel6sung inku-
biert. Nach der Inkubation mit der Farbelésung wurde das Gel fur 10 min bei
Raumtemperatur und 80 rpm auf einem Orbitalschittler mit einer Coomassie-
Entfarbelésung inkubiert und anschlieBend mehrmals mit dH,O gewaschen.
Das Gel wurde anschlieBend bei 4 °C in dH,O gelagert oder direkt fir den
tryptischen In-Gel-Verdau verwendet.
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2.6.7. Tryptischer In-Gel-Verdau

Tabelle 21: Puffer und Lésungen fir den Tryptischen In-Gel-Verdau

Puffer/Lésung Zusammensetzung
Coomassie-Entfarbelésung 40 % (v/v) Ethanol (96 %)
2 % (v/v) ortho-Phosphorsaure
(85 %)
Waschlésung 1 25 mM NH4HCO3
50 % (v/v) Acetonitril
Waschldsung 2 100 % (v/v) Acetonitril
Trypsinpuffer B 25 mM NH4HCO;
Trypsinlésung (0,033 pg/ul) 600 pl Trypsinpuffer
20 ug Trypsin
Elutionspuffer 50 % (v/v) Acetonitril
5 % (v/v) Ameisensaure

Flr den tryptischen Verdau der Proteine wurden einzelne, mit Coomassie-
Brilliant-Blau angeféarbte Proteinbanden (siehe Abschnitt 2.6.6) aus dem Gel
ausgeschnitten, in kleinere Stlicke zerkleinert und in ein 0,5 ml ProteinLoBind
Reaktionsgefal3 Gberfiihrt. Zur kompletten Entfarbung der Gelstlicke wurden
200 pl einer Coomassie-Entfarberlésung (siehe Tabelle 21) zugegeben und
diese fur 10 min auf einem Vortex-Mixer bei geringer Stufe geschuttelt. Je nach
Farbintensitat wurde dieser Schritt 2x bis 3x wiederholt. Die entfarbten Gel-
sticke wurden 1x fir 10 min und 3x far 20 min mit Waschlésung 1 gewaschen
(siehe Tabelle 21). Dazu wurden diese erneut bei geringer Stufe geschuttelt.
AnschlieBBend erfolgte ein letzter Waschschritt mit 100 pl Waschlésung 2 (siehe
Tabelle 21). Die Gelstlicke wurden daraufhin fiir 30 min in einer Vakuumzentri-
fuge getrocknet und anschlieBend mit Trypsinldsung (siehe Tabelle 21) versetzt.
Nach einer Rehydrierungszeit von 1-2 min auf Eis hatten die Gelstlcke ihr
Ursprungsvolumen erreicht. Uberschiissige Trypsinldsung wurde abgenommen
und die Gelstlcke far 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden sie mit 30 pl
Trypsinpuffer B (siehe Tabelle 21) Gberschichtet und fiir 16 h bei 37 °C inkubiert.
Nach Beendigung des Verdauschrittes erfolgte die Elution der entstandenden
Peptide aus den Gelstiicken. Die im Uberstand befindlichen Peptide wurden
zuné&chst in ein 0,5 ml ProteinLoBind Reaktionsgefal3 Gberfihrt. Die noch im Gel
befindlichen Peptide wurden anschlie3end sequentiell extrahiert. Hierzu wurden
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die Gelstlicke mit 60 pl dH,O versehen, 15 min geschattelt und fir 15 min im
Ultraschallbad beschallt. Danach wurde der Uberstand abgenommen und mit
dem zuvor gesammelten Uberstand vereint. Im darauf folgenden Schritt wurde
den Gelstlicken 3x 30 pl Elutionspuffer (siehe Tabelle 21) zugegeben, 15 min
geschiittelt, 15 min beschallt und der Uberstand mit dem vorherigen vereint.
Zuletzt wurden 30 pl 100 % Acetonitril zu den Gelstlicken gegeben, diese flr
15 min geschittelt und fiir 15 min beschallt. Nachdem auch dieser Uberstand
abgenommen und mit dem Rest vereint wurde, wurden sie in einer Vakuumzen-
trifuge bis zur Trocknung eingeengt. Die Proben wurden im Anschluss bei -20 °C
bis zur massenspektrometrischen Analyse (siehe Abschnitt 2.6.8) gelagert.

2.6.8. Massenspektrometrische Analyse (MS)

Tabelle 22: Losungsmittel fir fir die massenspekirometrische Analyse
Losungsmittel Zusammensetzung

Lésungsmittel 1 4 % (v/v) Methanol

5 % (v/v) Ameisensaure
Lésungsmittel 2 60 % (v/v) Methanol

5 % (v/v) Ameisensaure

Lésungsmittel 3 80 % (v/v) Acetonitril

5 % (v/v) Ameisensaure

Flr die massenspektrometrische Analyse ist die Entfernung stérender Salzkompo-
nenten erforderlich. Dazu wurden die Peptide in 10 ul Lésungsmittel 1 (siehe
Tabelle 22) aufgenommen. Eine Cqs-StageTip-Saule wurde 2x mit 10 pl L6-
sungsmittel 3 (siehe Tabelle 22) aktiviert und 3x mit 10 pl Lésungsmittel 1
aquilibriert. Die Saule wurde mit der Probe beladen und anschlieBend 3x mit
Lésungsmittel 1 gewaschen. Die Elution der, an die stationare Phase der S&ule
gebundenen, Peptide erfolgte mit 10 pl Lésungsmittel 2 (siehe Tabelle 22). Das
Eluat wurde, um die Ausbeute zu erh6hen, erneut an der stationaren Phase der
Séaule vorbeigefuhrt und anschlieBend direkt fir die Messung verwendet.

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte an einem Elektrospray-lonisations
(ESI)-Massenspektrometer (ESI-QgTOF). Hierbei handelt es sich um ein Hybrid-
Massenspektrometer mit Quadrupol (Qq) und Flugzeit-(time of flight, TOF)-
Analysator. Als lonenquelle diente dabei ein Nanospray™. Der Aufbau dieses
Gerétes ist in Abbildung 10 schematisch dargestellt.
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Abbildung 10: Aufbau des verwendeten Massenspektrometers QSTAR XL. Als lonenquel-
le dient eine Elektrospray-lonisierung (ESI). Die geldsten Peptide (Analytmolekiile) werden
dazu kontinuierlich Gber eine Glaskapillare geleitet. Durch die angelegte Hochspannung werden
die positiv geladenen Peptide (Kationen) von den negativ geladenen Peptiden getrennt und
an die Flissigkeitsoberflache gezogen, wobei sich ein Fllssigkeitskonus (Taylor-Konus) bildet.
Dieser wird in einiger Entfernung instabil und zerfallt in kleine geladene Trépfchen. Durch die
Verdampfung des Lésungsmittels verkleinert sich der Radius dieser Tropfchen und die Ladungs-
dichte nimmt zu. Aufgrund der AbstoBungskrafte gleicher Ladungen kommt es schlieBlich zu
einem spontanen Zerfall der Trépfchen (Columb-Explosion), wodurch Tropfchen entstehen,
welche nur noch ein einziges Analytmolekdl enthalten (Mikrotrépfchen). Diese werden dann als
lonenstrahl in das Massenspektrometer geleitet. Als erster Analysator (Analysator I) dienen
drei aufeinanderfolgende Quadropole (Q0-Q2). Q0 dient der Stabilisierung des divergierenden
lonenstrahls und dem Transfer zu Q1, welcher zur Selektion bestimmter Peptidmassen ver-
wendet wird. Q2 fungiert als Kollisionszelle bei der Fragmentierung einzelner selektionierter
Peptide. Bei dem Zweiten Analysator (Analysator II) handelt es sich um einen Flugzeit (time of
flight, TOF)-Analysator. Die selektionierten Peptide/Fragmente werden dazu beschleunigt, mit
Hilfe eines Reflektors umgelengt und schlieBlich detektiert, was zu Generierung spezifischer
Peptid-/Fragmentmuster fihrt (Modifiziert nach AB Sciex).

Die zu analysierende Probe wurde in eine Metall-bedampfte Glaskapillare tber-
fihrt, an die eine Spannung von 1,2 kV angelegt wurde. Die Messung der
Peptide erfolgte im Positivmodus mit Hilfe des Messprogramms Analyst QS
Version 1.1 (AB Sciex, Darmstadt) jeweils Uber 5 min. Zur Kalibrierung des Ge-
rates wurde die Masse eines synthetischen Peptides (ALILTLVS) in Gegenwart
von Céasiumchlorid gemessen. Die theoretischen Massen, auf welche kalibriert
wurde, waren 828,5559 Da (Peptid) und 132,9049 Da (Casiumchlorid). Fir
die Kalibrierung wurde in einem Massenbereich von 100 m/z bis 1000 m/z
gemessen. Zur Generierung eines Ubersichtsspekirums der zu analysieren-
den Proben wurden Massen im Bereich von 350 m/z bis 1300 m/z gemessen.
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Einzelne Peptide wurden anschlieBend fir eine weitere MS/MS-Analyse ausge-
wahlt. Die Aufnahme des Fragmentspektrums erfolgte in einem Massenbereich
von 50 m/z bis [M+H]* (errechnete Masse des gewéhlten Peptides) und mit
einer Kollisionsenergie von 25-40 %. Die Fragmentspektren wurden mit Hilfe
der Software BioAnalyst Version 3.0 unter Verwendung der Mascot Suchma-
schine (Version 2.5.1, Matrix Science, London, United Kingdom) ausgewertet.
Folgende Suchparameter wurden zur Datenbankanalyse festgelegt:

 Datenbank: UniProtKB/SwissProt (Stand: 2016-04 mit 550960 Sequenzen
und 196692942 Aminoséaureresten)

Protease: Trypsin (+1 Gbergangene Spaltung (missed cleavage))

Variable Modifikation: Oxidation (M)

Peptidtoleranz: + 1,2 Da

MS/MS Toleranz: + 0,6 Da

Ein Protein wurde als identifiziert betrachtet, wenn ihm mindestens 5 Peptide
zugeordnet werden konnten oder eine Sequenzabdeckung von >12 % vorlag.

2.6.9. Immunfluoreszenzfarbung

Tabelle 23: Puffer und Losungen fir die Immunfluoreszenzfarbung

Puffer/Lésung Zusammensetzung
Fixierlésung 4 % (w/v) Paraformaldehyd
Triton-Puffer 3 % (w/v) Rinderalbumin (bovine

serum albumin, BSA)
0,3 % (v/v) Triton-X-100813
FSG-Puffer 10 % (v/v) Pferdeserum

+ 0,6 % (w/v) Fischhautgelatine (fish
Skin gelatin, FSQG)
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Tabelle 24: Ubersicht tiber die fiir die Inmunfluoreszenzfarbungen verwendeten Antikdrper

Antigen Spezies Verdiinnung Hersteller

GRHL3 Kaninchen 1:1000 in Merck Millipore,
FSG-Puffer oder | Darmstadt
PBS

CD31 Ratte 1:25in Dianova,
FSG-Puffer Hamburg

smooth-muscle- | Maus 1:250 in Sigma-Aldrich,

Actine 1A4 (FITC FSG-Puffer Munchen

gekoppelt)

Anti-Kaninchen Esel 1:250 in Thermo Fisher

lgG (Alexa FSG-Puffer Scientific,

Fluor® 555 Schwerte

gekoppelt)

Anti-Ratte IgG Esel 1:250 in Thermo Fisher

(Alexa Fluor® FSG-Puffer Scientific,

488 gekoppelt) Schwerte

Anti-Kaninchen | Ziege 1:500 in PBS Thermo Fisher

lgG ((Alexa Scientific,

Fluor® 594 Schwerte

gekoppelt)

Im Vorfeld der Immunfluoreszenzfarbung einzelner Zellen wurden zunéchst
Deckgléaschen fur mind. 3 h mit 7 % Essigsdure Uberschichtet und in einer
Glasschale bei 20 rpm geschwenkt. AnschlieBend wurden sie 1x mit PBS und
anschlieBend mehrfach mit autoklaviertem H,O gewaschen, bis kein Essig-
geruch mehr wahrgenommen wurde. Die Deckglaschen wurden mit 100 %
Ethanol Gberschichtet und unter einer Sterilwerkbank getrocknet. Anschlie3end
wurden sie als 6-12er Pack autoklaviert.

Auf die so vorbereiteten DeckglaBchen wurden Zellen mit einer Zellzahl von
7x10* ausgebracht und fir 21 h unter Standardbedingungen kultiviert. Anschlie-
Bend wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen 1x mit PBS gewaschen
und mit Fixierlésung fur 15 min inkubiert. Nachdem die Zellen 3x mit PBS ge-
waschen wurden, wurden sie mit Triton-Puffer fir 15 min permeabilisiert und
gleichzeitig unspezifische Bindestellen blockiert. Anschlie3end wurden sie 3x
mit PBS gewaschen und der Priméarantikdrper, in PBS verdlnnt, Gber Nacht auf
den Zellen inkubiert. Die Verwendung Fluorophor-gekoppelter Sekundérantikor-
per erforderte, dass die weiteren Arbeiten unter Lichtausschluss durchgefihrt
wurden. Vor Zugabe des Sekundarantikdrpers wurden die Zellen 3x mit PBS ge-
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waschen. Der Sekundarantikérper wurde in PBS verdlnnt fir 1 h mit den Zellen
inkubiert. AnschlieBBend wurden diese 3x PBS gewaschen. Zur Visualisierung
der Zellkerne wurde 0,1 ug/ml DAPI in PBS flr 5 min auf die Zellen gegeben.
Nachdem die Zellen 3x mit PBS gewaschen wurden, wurden die DeckglaBchen
mit ,ProLong® Gold Antifade Mountant® auf Objekttragern platziert, fir 24 h
getrocknet und anschlieBend mit Nagellack versiegelt. Die Fluoreszenzmikro-
skopische Analyse erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M)
unter Verwendung eines Objektives mit einer 40-fachen Verg6Berung. Die foto-
rafische Dokumentation erfolgte mit Hilfe der Software AxioVision 4.8 von Carl
Zeiss.

Far die Immunfluoreszenzfarbung von Gewebeschnitten wurden 5 pm dicke
Querschnitte von Maus-Aorten verwendet. Die dazu verwendeten Aorten wur-
den nach der Isolierung, mit Fixierlésung flr 2 h bei Raumtemperatur fixiert
und anschliefBend in 70 % Ethanol Gberfihrt. Zur Einbettung in Paraffin und der
Anfertigung der Schnitte wurden die Aorten an die Histological Core Facility des
Cardiovascular Research Centers an der Universitat von Virginia tbergeben.
Jeweils 3 Schnitte wurden auf einen Objekttrager platziert. Fir die verschiede-
nen Farbungen wurden immer 10 Objekttrager, im Abstand von jeweils 150 um
bis zum nachsten Schnitt verwendet. Zur Deparaffinierung und Rehydrierung
der Schnitte wurden diese jeweils fir 2x 5 min zunachst in Xylol inkubiert.
AnschlieBBend folgten je zwei Inkubationen fir jeweils 5 min in einer absteigen-
den Ethanolreihe (100 %, 95 %, 70 %). SchlieBlich wurden die Objekttrager
2x 5 min mit H,O gewaschen. Es folgte eine Hitze-induzierte Demaskierung
der Antigene. Dazu wurden die Objekttrager in einem Natrium-Citrat Puffer far
insgesamt 20 min in einer handelstblichen Mikrowelle erhitzt. Dabei wurde
der Anteil des durch die Hitze verdunsteten Wassers im Puffer regelmafig
durch die Zugabe von dH,O ersetzt. Im Anschluss wurden die Objekttrager fur
1 h bei Raumtemperatur abgekuhlt. Danach konnte mit Hilfe eines ,PAP-Pen®
eine hydrophobe Barriere um die Schnitte gezogen werden. Dadurch war es
mdglich den FSG-Puffer (siehe Tabbele 23), sowie die entsprechenden Anti-
kérperldsungen in einem mdglichst geringen Volumen auf den Schnitten zu
inkubieren. Die Blockierung der unspezifischen Bindestellen in den Schnitten
wurde, mit dem in Tabelle 23 aufgeflihrten FSG-Puffer, fir 1 h bei Raumtem-
peratur durchgefihrt. AnschlieBend wurde der Puffer abgenommen und der
Primarantikérper, in frischem FSG-Puffer verdinnt, fir 1 h auf den Schnitten
inkubiert. Vor Zugabe des Sekundarantikérpers wurden die Schnitte 1x 5 min
mit PBS + 0,6 % Fischhautgelatine und 0,1 % Tween®20 und 1x 5 min mit
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PBS gewaschen. Die Verwendung Fluorophor-gekoppelter Sekundarantikérper
erforderte, dass die weiteren Arbeiten unter Lichtausschluss durchgefiihrt wur-
den. Der Sekundéarantikérper wurde ebenfalls in FSG-Puffer verdiinnt und fir
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte erneut
wie zuvor beschrieben gewaschen. Zum Anférben der Zellkerne wurden die
Schnitte fir 15 min mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) inkubiert, welches
mit einer Konzentration von 0,1 pg/ml in PBS verdinnt wurde. Nachdem die
Objekttrager 3x 5 min mit PBS gewaschen wurden, konnten die Schnitte mit
dem ,ProLong® Gold Antifade Mountant“ und einem Deckglaschen versehen
werden. Nach 24 h wurden die DeckglaBchen mit Nagellack versiegelt. Die
fluoreszenzmikroskopische Analyse der gefarbten Schnitte erfolgte an einem
konfokalen Lasermikroskop (LSM 880) unter Verwendung eines Objektives
mit einer 20-fachen VergréBerung. Die fotografische Dokumentation erfolgte
mit Hilfe der Software ZEN 2.1 von Carl Zeiss unter Verwendung des Kachel
(Tiling)-Modus.
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3. Ergebnisse

Im Gegensatz zur Maus besitzen Menschen drei Isoformen von GRHL3. Dabei
ist die Isoform 2 die einzige Isoform, die auch in der Maus vorkommt. Die un-
terschiedlichen Isoformen entstehen durch die Verwendung eines alternativen,
human-spezifischen ersten Exons (Isoform 1) sowie durch alternatives Splei3en
des von diesem Exon ausgehenden Primartranskriptes (Isoform 3). Alle drei
Isoformen werden in humanen Endothelzellen ko-exprimiert. Die Isoform 3 zeigt
im Vergleich zu den anderen beiden Isoformen gegenlaufige funktionelle Eigen-
schaften. Die Isoformen 1 und 2 wirken pro-migratorisch und anti-apoptotisch,
wahrend die Isoform 3 eine anti-migratorische und pro-apoptotische Wirkung
zeigt [44]. Eine solch unterschiedlichen Funktion kann u. a. durch eine differen-
tielle Regulation der Isoformen erklart werden. Zu der Regulation von GRHL3
im Endothel ist bisher jedoch nur sehr wenig bekannt. Es wurde bereits ge-
zeigt, dass durch NO die Expression der Isoformen unterschiedlich beeinflusst
wird [44]. Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher die Regulationsmechanis-
men von GRHL3 in Endothelzellen genauer untersucht werden. Dazu wurden
Versuche auf Expressionsebene im Tiermodell und ex vivo, sowie auf Ebene
des funktionellen Proteins durchgefihrt. Diese Untersuchungen wurden dabei
an Isoform 2 vorgenommen, bei der es sich um die im Endothel am starksten
exprimierte Isoform handelt. Zudem sollten im Rahmen dieser Arbeit auch in
vivo Versuche in der Maus durchgefihrt werden, welche als einzige Isoform
von GRHLS3 die Isoform 2 exprimiert.

Flr die Analyse der Regulationsmechanismen wurde ein besonderer Fokus
auf die Phosphorylierung gelegt, da es sich bei dieser post-translationalen
Modifikation um einen haufigen, sehr gut charakterisierten Mechanismus zur
Regulation von Transkriptionsfaktoren handelt. Des Weiteren wurde untersucht,
welchen Einfluss verschiedene Stimuli auf die Phosphorylierung von GRHL3
haben und ob Mitglieder der Src-Kinase-Familie an dieser Phosphorylierung
beteiligt sind. Die Interaktion mit anderen Proteinen stellt eine weitere Mdglich-
keit der Regulation von Transkriptionsfaktoren, aber auch der Expression ihrer
Zielgene, dar. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur
Identifizierung neuer Interaktionspartner von GRHL3 durchgefihrt.

Da bereits friihere Versuche zeigten, dass NO die Expression von GRHL3 regu-
liert, wurde zusatzlich in einem Zellkulturmodell untersucht, welchen Einfluss
LDL, als NO-beeinflussender Stimulus, auf die Expression von GRHL3 hat. Die
gewonnenen Ergebnisse wurden, anschlieBend in einem Tiermodell verifiziert.
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3.1. Etablierung eines Antikorpers zur Untersuchung
des endogenen GRHL3

Alle bisherige Versuche zu GRHL3 waren entweder auf RNA-Ebene, mit einem
Epitop- Tag markierten, Gberexprimierten Protein oder mittels knock down durch
RNA-Interferenz durchgeflihrt worden, da kein geeigneter Antikbrper gegen
GRHL3 kommerziell erhéltlich war. Um im Rahmen dieser Arbeit das endo-
gene GRHL3-Protein untersuchen zu kénnen, wurde in Zusammenarbeit mit
der Firma Merck Millipore (Darmstadt) ein neuer GRHL3-Antikérper etabliert.
Mehrere Kaninchen (19186-19189) wurden dazu von Merck Millipore mit einem
synthetisch hergestellten Peptid immunisiert. Das 20 Aminosauren lange Peptid
entsprach den Aminoséuren 403 bis 422 der GRHL3 Isoform 2 mit der Sequenz
GAERKMRDDERKQFRRKVKC. Fir die Etablierung dieses Antikdrpers wurden
zunachst die Seren der Kaninchen auf inre Reaktivitat und Spezifitat gegen-
tber GRHL3 vor und nach der Immunisierung untersucht, um entsprechend
ein Serum oder mehrere Seren fir eine weitere Aufreinigung zu identifizieren
Der aufgereinigte Antikérper wurde anschlieBend auf die Verwendbarkeit in
verschiedenen biochemischen Anwendungen hin geprdft.

3.1.1. Analyse nativer Kaninchen-Seren

Vor und nach der Immunisierung wurden den Kaninchen jeweils Serumproben
entnommen und diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf die Anwesenheit
GRHL3-spezifischer Antikérper hin untersucht. Dazu wurden HEK 293FT Zellen
mit einem Expressionsvektor fur, mit einem C-terminalen myc-Tag versehenes,
GRHL3 oder mit pcDNA3.1/myc-His(-) B als Leervektorkontrolle transfiziert.
Nach der Lyse der Zellen wurden die Proteinlysate gelelektrophoretisch aufge-
trennt und mittels Western-Blot auf eine Membran transferiert. Die Proteinde-
tektion erfolgte mit den Seren der verschiedenen Kaninchen. Jene Seren, die
vor der Immunisierung enthommen worden waren (Pra-Immun-Seren) dienten
dabei als Kontrolle. In Abbildung 11 sind die Autoradiogramme der Immunoblots
im Bereich von 50 kDa bis 100 kDa dargestellt.
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Pra-immun- o Abbildung 11: Western-Blot Analyse der
Serum nativen Kaninchenseren.
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Bei den Kaninchen 19186, 19187 und 19189 konnten nach der Inkubation der
Blots mit den Seren sowie den zugehdrigen Pra-Immun-Seren mehrere Banden
detektiert werden. Dabei konnte bei keinem der erhaltenen Proteinbanden-
Muster ein deutliches Signal bei dem erwarteten Molekulargewicht von 68 kDa
identifiziert werden. Aus diesem Grund wurden diese Kaninchen nicht fir wei-
tere experimentelle Analysen berlcksichtigt. Bei Kaninchen 19188 wurden
ebenfalls mehrere Proteinsignale identifiziert, welche sowohl mit dem Pra-
Immun-Serum als auch mit dem Serum detektiert werden konnten und daher
nicht von weiterem Interesse waren. Bei der Verwendung des Serums wurde
zusatzlich eine im Vergleich zum Pra-Immun-Serum stérkere Proteinbande iden-
tifiziert werden. In dem Lysat aus Zellen, die mit dem GRHL3-Expressionsvektor
transfiziert worden waren, wurde mit dem Serum zudem eine weitere Protein-
bande, mit etwas geringerer Mobilitat, detektiert. Diese war in den Lysaten aus
den mit dem Leervektor transfizierten Zellen nicht nachzuweisen. Es ist davon
auszugehen, dass es sich dabei um das zusatzlich exprimierte und mit einem
myc-Tag versehene GRHL3-Protein handelt, welches ca. 3 kDa gré3er ist als
das endogene Protein.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das Serum von Kaninchen 19188 weiter
analysiert. Um die Spezifitat der Reaktivitat des Serums gegentuber GRHLS3 zu
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bestimmen, wurde das Serum vor der Verwendung in der Immundetektion mit
einem Uberschuss des zur Immunisierung synthetisch hergestellten Peptids in-
kubiert. Des Weiteren wurde das Serum, um unspezifische Hintergrundsignale
zu reduzieren, in einer hdheren Verdiinnung verwendet. Durch die Inkubation
mit dem Peptid erfolgte eine nahezu vollstdndige Blockade der Signale. In
Abbildung 12 sind die entsprechenden Autoradiogramme der Immunoblots im
Bereich zwischen 50 kDa bis 100 kDa dargestellt.

Serum Serum + Peptid

GRHL3 LV GRHL3 LV

> | S — 19188

Abbildung 12: Nachweis der Antikorperspezifitat durch Verwendung des zur Immuni-
sierung eingesetzten Peptids. HEK 293FT Zellen wurden mit einem Expressionsvektor fir
GRHLS3 oder pcDNAS3.1/myc-His(-) B als Leervektorkontrolle (LV) transfiziert. Nach der Lyse
wurden jeweils 50 pg der Proteinlysate in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch
aufgetrennt und mittels Western-Blot auf eine Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mit
10 pl des Serums von Kaninchen 19188 in einer finalen Verdiinnung von 1:1000, bzw. mit dem
so verdiunntem Serum welches mit 10 pl des zur Immunisierung verwendeten Peptids inkubiert
worden war. Diese Inkubation erfolgte fiir 2 h bei 37 °C. Auch das zur Detektion verwendete
Serum, dem kein Peptid zugesetzt worden war, wurde fir 2 h bei 37 °C inkubiert.

(*) zeigt das anhand des Molekulargewichts vorhergesagte, potentielle Signal fir das endogene
GRHLS; (—) markiert das potentielle Signal fiir das durch den myc-Tag um ca. 3 kDa gréere
Uberexprimierte GRHL3-Protein, welches hier das Signal des endogenen Proteins verstarkt.

Mit diesen experimentellen Ansatzen konnte nachgewiesen werden, dass das
analysierte Kaninchenserum (19188) geeignet war, um sowohl das endogene,
als auch das tberexprimierte GRHL3-Protein zu detektieren. Zudem konnte mit
Hilfe des zur Immunisierung verwendeten Peptids flir dieses Serum die Antikor-
perspezifitdt gegeniiber GRHL3 gezeigt werden. Basierend auf den bisherigen
Ergebnissen erfolgte die Aufreinigung des AntikOrpers durch Merck Millipore.
Der aufgereinigte Antikrper wurde anschlieBend im Rahmen dieser Arbeit
bezlglich seiner Anwendbarkeit in drei biochemischen Methoden analysiert.

3.1.2. Anwendung des gereinigten GRHL3-Antikorpers im Western-Blot

Zunachst wurde untersucht, ob der GRHL3-Antikérper flr die Immundetektion
von GRHL3 nach einem Western-Blot geeignet war. Dazu wurden HEK 293FT
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Zellen mit einem Expressionsvektor fir das C-terminal mit einem myc-Tag
versehene GRHL3 oder mit pcDNAS3.1/myc-His(-) B als Leervektorkontrolle
transfiziert. Die aus diesen Zellen gewonnenen Proteinlysate wurden gelelek-
trophoretisch aufgetrennt und die Proteine anschlieBend auf eine Membran
transferiert. Fir den Nachweis der Proteine wurde der Antikérper in einer Ver-
dinnung von 1:1000 eingesetzt. Zum Nachweis der Antikérperspezifitat wurde
die Detektion der Proteine zudem mit dem Pra-Immun-Serum durchgefihrt.
Dieses wurde mit einer Verdinnung von 1:100 und damit 10x héher konzentriert
eingesetzt. In Abbildung 13 sind die Autoradiogramme der Immunoblots im
Bereich zwischen 50 kDa und 100 kDa dargestellt.

Antikorper Pra-Immun-
Serum

GRHL3 LV GRHL3 LV

*V

Abbildung 13: Analyse des GRHL3-Antikorpers im Western-Blot. HEK 293FT Zellen wur-
den mit einem Expressionsvektor fiir GRHL3 (GRHL3) oder pcDNA3.1/myc-His(-) B als Leer-
vektorkontrolle (LV) transfiziert. Nach der Lyse wurden jeweils 50 ug der Proteinlysate in einem
10 % SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot auf eine
Membran transferiert. Zur Detektion wurde der GRHL3 Antikérper in einer Verdiinnung von
1:1000 sowie ein Pra-Immun-Serum in einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt.

(*) zeigt das anhand des Molekulargewichts vorhergesagte, potentielle Signal fir das endogene
GRHLS; (—) markiert das potentielle Signal fiir das durch den myc-Tag um ca. 3 kDa gréere
Uberexprimierte GRHL3-Protein.

Im Vergleich zu den nicht aufgereinigten Seren (siehe Abbildung 11) wurden mit
dem gereinigten GRHL3-Antikérper weniger unspezifische Hintergrundsignale
erfasst. Eines der nachgewiesenen Signale wurde sowohl in den Lysaten aus
Zellen, welche mit dem Expressionsvektor fir GRHLS transfiziert worden waren,
detektiert, als auch in den mit der Leervektorkontrolle transfizierten. Dieses
wurde bei dem erwarteten Molekulargewicht von GRHL3 (68 kDa) detektiert
und entsprach daher dem endogen exprimierten Protein. In den Proben aus
Zellen, welche mit dem Expressionsvektor fir GRHLS transfiziert worden waren,
wurde zudem ein weiteres Proteinsignal, mit einer geringeren Mobilitat, detek-
tiert. Dieses wurde dem Uberexprimierten und mit einem myc-Tag versehenen
GRHL3-Protein zugeordnet, welches ca. 3 kDa gréBer ist als das endogene
Protein. Somit wurde bestétigt, dass der GRHL3-Antikérper flr die Immunde-
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tektion nach einem Western-Blot geeignet ist und sowohl das endogene als
auch das Uberexprimierte GRHL3-Protein erkennt.

3.1.3. Anwendung des GRHL3-Antikorpers in einer Immunprazipitation

Nachdem die Tauglichkeit des gereinigten Antikdrpers im Western-Blot verifi-
ziert wurde, erfolgte die Untersuchung der Anwendungsmaglichkeit des GRHL3-
Antikdrpers in einer Immunpréazipitation. Dazu wurden HEK 293FT Zellen, wie
schon in den vorherigen Experimenten, mit einem Expressionsvektor far ein, mit
einem myc-Tag versehenen GRHL3-Protein oder mit pcDNA3.1-myc/His(-) B,
als Leervektorkontrolle, transfiziert. Als Ausgangsmaterial fir die Immunprazipi-
tation wurden jeweils 2 mg Proteinlysat verwendet. Es wurden zwei unterschied-
liche Mengen an GRHL3-Antikérper (1 ug und 5 pg) eingesetzt. Um die Effizienz
der Immunprazipitation zu bestimmen, wurde in diesem Fall der Uberstand nicht
verworfen. Im Anschluss wurden die Prazipitate zusammen mit Proben der
Uberstanden und des Ausgangslysates elektrophoretisch aufgetrennt und mit-
tels Western-Blot auf eine Membran transferiert. Die Proteindetektion erfolgte
mit Hilfe des GRHL3-Antikérpers, welcher auch fir die Immunpréazipitation ver-
wendet worden war. In Abbildung 14 ist das Autoradiogramm des Immunoblots
im Bereich zwischen 50 kDa bis 100 kDa dargestellt.

GRHL3 LV

I 1T 1
1pg 5pug 1pg 5ug AK-Menge

Lysat IP  Uberst. IP Uberst. IP Uberst. IP Uberst.

Abbildung 14: Immunprézipitation von GRHL3 mit Hilfe des GRHL3-Antikérpers.
HEK 293FT Zellen wurden mit einem Expressionsvektor fir GRHL3 (GRHL3) oder mit
pcDNA3.1/myc-His(-) B als Leervektorkontrolle (LV) transfiziert. Nach der Lyse wurden je-
weils 2 mg der Proteinlysate flir die Immunpréazipitation in parallelen Ansatzen mit 1 ug oder
5 ng GRHL3-Antikdrper (AK-Menge) eingesetzt. Die elektrophoretische Auftrennung der Pra-
zipitate (IP), sowie 50 pg des Ausgangslysates (Lysat) und 1/10 der Uberstande (Uberst.)
erfolgte in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel. Nach dem Transfer auf eine Membran wurde der
GRHL3-Antikdrper fir die Immundetektion verwendet.

(*) markiert das Signal fir das endogene GRHLS3 bei einem Molekulargewicht von ca. 68 kDa;
(—) markiert das potentielle Signal fir das durch den myc-Tag um 3 kDa gréBere Gberexpri-
mierte GRHL3-Protein.
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Neben dem GRHL3-Protein erschien in den Prazipitaten ein Signal bei einem
Molekulargewicht von etwa 50 kDa, welches der schweren Kette des Antikérpers
entspricht. Durch den Einsatz von 1 pg Antikérper war es nicht méglich, endo-
genes oder Uberexprimiertes GRHL3 zu prazipitieren. Wie in Abbildung 14 zu
sehen, wurde lediglich im Uberstand, nicht aber im Prézipitat ein entsprechen-
des Proteinsignal detektiert. Im Gegensatz dazu wurde bei der Verwendung von
5 ug Antikérper die Mehrheit des Proteins prazipitiert. Hier war das detektierte
Signal in den Uberstanden deutlich schwécher als in den Prézipitaten. Bei den
Proben, welche mit dem GRHL3-Expressionsvektor transfiziert worden waren,
wurde neben dem Uberexprimierte auch das endogenen Protein nachgewiesen.

3.1.4. Fluoreszenzmikroskopische Visualisierung des endogenen
GRHL3-Proteins mit Hilfe des gereinigten GRHL3-Antikorpers

Nachdem nachgewiesen wurde, dass der GRHL3-Antikérper sowohl im Western-
Blot, als auch in einer Immunprazipitation verwendet werden kann, wurde die
Einsatzmdglichkeit in der Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Dazu wur-
den primare humane Endothelzellen ausgesat, kultiviert und schlie3lich fixiert.
Zur Proteindetektion wurde neben dem GRHL3-Antikdrper als Primérantikérper
ein Fluorophor-gekoppelter Sekundarantikérper verwendet. Als Negativkontrolle
diente BSA geldst in PBS anstelle des Primarantikérpers.

Im Vergleich zu der Negativkontrolle wurde mit dem GRHL3-Antikérper ein
deutliches Fluoreszenzsignal detektiert (siehe Abbildung 15). Es wurde sowohl
ein zytoplasmatisches, als auch nukleares Signal detektiert, wobei letzteres im
Vergleich eine starkere Intensitat aufwies.
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DAPI GRHL3 merge

GRHL3
Antikorper

Negativkontrolle

Abbildung 15: Immunfluoreszenzmikroskopische Detektion des endogenen GRHL3-
Proteins mit Hilfe des GRHL3-Antikérpers. Primare humane Endothelzellen wurden auf
Deckglaschen ausgeséat und fixiert. Die Immundetektion erfolgte mit Hilfe des GRHL3-
Antikdrpers (rot). Als Negativkontrolle wurde 1 % (w/v) BSA, geldst in PBS, anstelle des
Primarantikérpers verwendet. Zusatzlich wurden die Zellkerne mit DAPI (blau) visualisiert.
Dargestellt sind die Bilder der Einzelkanale, sowie der Uberlagerung beider Farbkanale (merge)
bei einer 40-fachen VergréBerung.

Die Antikérper-Analyse zeigte, dass der gemeinsam mit Merck Millipore etablier-
te GRHL3-Antikdrper fir die Immundetektion des endogenen und Uberexprimier-
ten GRHL3-Proteins nach einem Western-Blot, sowie fiir die Immunprazipitation
und den Immunfluoreszenznachweis geeignet war.

3.2. Analyse der GRHL3-Phosphorylierung

Der in Abschnitt 3.1 etablierte Antikérper wurde in den folgenden Experimenten
verwendet um GRHLS3 zu prazipitieren, um anschlieBend die Phosphorylierung
des endogenen GRHL3-Proteins zu untersuchen. Uber diese war in Saugern
bisher nichts bekannt.

3.2.1. Untersuchung der Tyrosin- und Threoninphosphorylierung von
GRHL3

Um nachzuweisen ob GRHL3 phosphoryliert wird, wurde ein Proteinlysat aus
HEK 293FT Zellen in mehreren parallelen Ansatzen fir eine Immunprazipitation
verwendet. Neben den Prazipitaten wurde auch eine Probe des Ausgangslysa-
tes gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot auf eine Membran
transferiert. Nach dem Transfer wurde zum einen der GRHL3-Antikdrper, zum
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anderen Antikérper gegen phosphorylierte Threonine oder Tyrosine fur die
Detektion eingesetzt.

Lysat Prazipitat
l

GRHL3 GRHL3 pThr  pTyr
e | ||| {55

Abbildung 16: Nachweis der Threonin- und Tyrosinphosphorylierung von GRHL3. Je-
weils 2 mg eines Proteinlysates aus HEK 293FT Zellen wurde zusammen mit 5 pg GRHL3-
Antikérper in mehreren parallelen Anséatzen fir die Immunprézipitation eingesetzt. Die Pra-
zipitate wurden zusammen mit 50 ug des Ausgangslysates (Lysat) in einem 10 % SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend mittels Western-Blot auf
eine Membran transferiert. Der Proteinnachweis erfolgte mit dem GRHL3-Antikérper (GRHL3),
sowie Antikérpern gegen phosphorylierte Threonin- (pThr) oder Tyrosinreste (pTyr).

(*) markiert die Proteinbande bei dem fiir das GRHL3-Protein vorhergesagten Molekulargewicht.

Wie in Abbildung 16 zu sehen konnte GRHL3 erfolgreich prazipitiert werden.
Des Weiteren wurde sowohl eine Threoninphosphorylierung, als auch eine
Tyrosinphosphorylierung von GRHL3 nachgewiesen. Dabei zeigte die Tyrosin-
phosphorylierung ein intensiveres Signal als die Threoninphosphorylierung,
weshalb fur die weiteren Untersuchungen ein Fokus auf die Tyrosinphosphory-
lierung gesetzt wurde.

3.2.2. Regulation der Tyrosinphosphorylierung von GRHL3 durch
externe Stimuli

Nachdem in einer humanen Zelllinie der Nachweis einer GRHL3-Phospho-
rylierung erbracht wurde, erfolgte die Untersuchung dieser Phosphorylierung,
sowie des Einflusses externer Stimuli, in humanen Endothelzellen. Dazu wur-
den primare humane Endothelzellen ausgeséat und am folgenden Tag mit H>O,
oder dem NO-Donor Natrium-Nitroprussid inkubiert, wobei unbehandelte Zellen
als Kontrolle dienten. Bei den verwendeten Konzentrationen und der gewahlten
Inkubationszeit handelte es sich um bereits etablierte Parameter, bei denen
H.O, die Endothelzellapoptose induziert, wohingegen der NO-Donor eine Er-
héhung der Endothelzellmigration bewirkt [47, 68]. Lysate der so behandelten
Zellen wurden in parallelen Anséatzen fir eine Immunpréazipitation mit dem
GRHL3-Antikérper verwendet. Im Anschluss erfolgte die gelelektrophoretische
Auftrennung, der Transfer mittels Western-Blot sowie die Detektion mit Hilfe des
GRHLS3- oder eines phospho-Tyrosin-Antikdrpers.
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Abbildung 17: Einfluss von H,0, und eines NO-Donors auf die Tyrosinphosphorylierung
von GRHL3. Jeweils 500 pg Proteinlysat aus unbehandelten, primaren humanen Endothelzel-
len (Kontrolle) oder Zellen welche fiir 18 h mit 200 uM H>O, (H202) bzw. 10 uM des NO-Donors
Natrium-Nitroprussid (SNP) stimuliert worden waren, wurden fir eine Immunprazipitation ein-
gesetzt. Diese erfolgte mit 5 g GRHL3-Antikdrper in mehreren parallelen Anséatzen. Die
Prazipitate wurden anschlieBend in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufge-
trennt und mittels Western-Blot auf eine Membran transferiert. Der Nachweis der Prazipitation
erfolgte durch einen GRHL3-Antikérper (GRHL3), die Analyse der Phosphorylierung mit Hilfe
eines phospho-Tyrosin-Antikdrpers (pTyr).

In Abbildung 17 ist zu sehen, dass in allen Proben GRHL3 prazipitiert wurde
(unterer Blot). Durch die Verwendung des phospho-Tyrosin-Antikérpers erfolgte
zudem der Nachweis einer Tyrosinphosphorylierung (oberer Blot). Wahrend
durch die Behandlung mit H,O, im Vergleich zur Kontrolle keine Verande-
rung der Phosphorylierung erreicht wurde, konnte durch den NO-Donor eine
deutliche Verstarkung der Phosphorylierung erzielt werden. In weiteren Experi-
menten wurde daher die NO-induzierte Tyrosinphosphorylierung von GRHL3
weiter analysiert. Dazu gehérte, durch den Einsatz eines spezifischen Kinas-
einhibitors, die ldentifizierung der fur die Phosphorylierung verantwortlichen
Kinase. Da bereits eine wichtige Rolle der Src-Kinase-Familie in Endothelzellen
beschrieben worden war [42], wurde untersucht, ob die Src-Kinase-Familie an
der nachgewiesenen Tyrosinphosphorylierung von GRHL3 beteiligt ist.

3.2.3. Verifizierung der NO-induzierten Tyrosinphosphorylierung von
GRHL3 und Identifizierung der beteiligten Kinase

Um nachzuweisen, dass Mitglieder der Src-Kinase-Familie an der Tyrosinphos-
phorylierung von GRHL3 beteiligt sind wurden primare humane Endothelzellen
mit einem NO-Donor, einem Inhibitor der Src-Kinase-Familie oder einer Kombi-
nation beider Substanzen behandelt. Der Inhibitor wurde 30 min vor der Zugabe
des NO-Donors zu den Zellen gegeben und nach dessen Zugabe mit diesem
zusammen far weitere 18 h inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zel-
len. Die aus diesen Zellen gewonnenen Proteinlysate wurden in paralellen
Ansétzen fur die Immunprazipitation mit dem GRHL3-Antikdrper verwendet
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und der prazipitierte Transkriptionsfaktor wie vorher beschrieben auf seine
Tyrosinphosphorylierung hin untersucht.

SNP Kontrolle SNP+PP2 PP2
' ;
pTYr P—-— o v .
GRHL3| _ - G P —
#

Relative GRHL3
Tyrosinphosphorylierung
S
I

0,0

SNP Kontrolle SNP+PP2  PP2

Abbildung 18: Abhéngigkeit der Tyrosinphosphorylierung von GRHL3 von Kinasen
der Src-Familie. Primare humane Endothelzellen wurden fir 18 h mit 10 pm des NO-
Donors Natrium-Nitroprussid (SNP), fiir 18,5 h mit 10 uM des Src-Kinase-Inhibitor 4-amino-
5-(4-chlorophenyl)-7-(dimethylethyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine (PP2) oder beiden Substanzen
(SNP+PP2) inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (Kontrolle). 500 pg der Pro-
teinlysate wurde in parallelen Ansatzen mit 5 ug GRHL3-Antikérper immunprazipitiert. Die
elektrophoretische Auftrennung der Prazipitate erfolgte in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel.
Zum Nachweis der Préazipitation wurde der GRHL3-Antikdrper (GRHL3) und fir die Analyse der
Phosphorylierung ein Antikérper gegen phosphorylierte Tyrosine (pTyr) durchgefihrt. Es wurden
3 unabhangige experimentelle Replikate angefertigt. Beispielhaft sind die Autoradiogramme ei-
nes dieser Replikate dargestellt. Das Balkendiagramm zeigt das Ergebnis der semiquantitativen,
densiometrischen Auswertung aller drei Replikate. Die relative GRHL3 Tyrosinphosphorylierung
gibt das Verhaltnis zwischen dem phosphorylierten Protein zum Gesamtprotein wieder. Der
Wert der Kontrolle wurde auf 1 gesetzt und die Werte der behandelten Proben zu diesem ins
Verhaltnis gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte tber einen Student’s T-Test (zweiseitig,
gepaart). # p<0,05 vs. Kontrolle ; *p<0,05 vs. SNP; n=3 Mittelwert + SEM

Wie in Abbildung 18 zu sehen, wurde in allen Proben GRHL3 prazipitiert. Des
Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die NO-induzierte Tyrosinphos-
phorylierung von GRHL3 durch den Einsatz des Src-Kinase-Familien-Inhibitors
PP2 reduziert wurde. Da im Rahmen dieser Experimente in Medium gearbei-
tet wurde, welchem sowohl fétales Kalberserum sowie Wachstumsfaktoren
zugesetzt worden war, waren die physiologisch stattfindenden, basalen Signal-
transduktionswege der Zellen im Vorfeld der Inkubation nicht beeinflusst worden.
Die semiquantitative Auswertung der drei unabhangigen Experimenten zeigte
zudem, dass die Phosphorylierung von GRHL3 durch NO signifikant auf fast das
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doppelte erhdht wurde. Nachdem hiermit gezeigt wurde, dass die NO-induzierte
Phosphorylierung von GRHL3 auf ein Mitglied der Src-Kinase-Familie zuriickzu-
fihren war, sollten nachfolgend die Tyrosinreste identifiziert werden, welche in
GRHL3 phosphoryliert werden.

3.2.4. Untersuchungen dreier GRHL3-Phosphomutanten

Zur |dentifizierung der phosphorylierten Tyrosine wurden in einem ersten Ver-
suchsansatz mit Hilfe eines Computer basierten Vorhersage-Programms (GPS
3.0, http://gps.biocuckoo.org/), mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen
flr Mitglieder der Src-Kinase-Familie vorhergesagt (siehe Abbildung 19). Dabei
wurde der Grenzwert flr die Vorhersage auf ,Hoch*“ festgelegt, sowie aus-
schlieB3lich die Kinasen Src, Fyn und Yes bertcksichtigt. Diese gehdren zur
gleichen Unterfamilie der Src-Kinasen und werden im Vergleich zu Fgr, welche
ebenfalls zu dieser Unterfamilie gehort, jedoch hauptsachlich in myeloiden
Zellen exprimiert wird, ubiquitar exprimiert [84, 110].

Y64 Y171 Y335
Position Kinase Peptid Score
64 Fyn VAALSFLYDYYMGPK 8,048
Fyn 7,214
171 Yes LLPTTDMYDNGSLNS 4375
Src 5,157
335 Fyn EHIEEVAYNALSFVW 6,786
Yes 4,875

Abbildung 19: Vorhersage Src-Kinase-spezifischer Phosphorylierungsstellen im
GRHL3-Protein. Dargestellt ist die Domanenstruktur von GRHL3 in welcher die Lokalisati-
on einzelner potentieller Tyrosin-Phosphorylierungsstellen (Y) innerhalb des Proteins markiert
wurde. Die Aktivierungsdoméne, die DNA-Bindedoméane und die Dimerisierungsdoméane [113]
sind farblich hervorgehoben. Die Vorhersage erfolgte mit dem Group-based-prediction-Program
(GPS 3.0). Der ermittelte Score beschreibt die Wahrscheinlichkeit, mit der die jeweilige Phos-
phorylierung stattfindet.

Verwendete Sequenz: GRHL3 Isoform 2 (uniprot: Q8TE85-2 )

Festgelegter Grenzwert: Hoch

Bertcksichtigte Kinasen: Src, Fyn, Yes

Die Aminosauren mit der héchsten Wahrscheinlichkeit flir eine Phosphory-
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lierung, bzw. mit einer méglichen Phosphorylierung durch mehrere Src-Kinasen,
waren die Tyrosine an Position 64, 171 und 335. Um herauszufinden, ob diese
Aminosauren von Mitgliedern der Src-Kinase-Familie phosphoryliert werden
kénnen, wurden Expressionsvektoren fiir Punktmutanten von GRHLS erstellt,
bei denen das jeweilige Tyrosin (Y) durch ein Phenylalanin (F) ersetzt wurde.
Bei Phenylalanin handelt es sich um eine Aminosaure, die strukturell nahezu
identisch mit Tyrosin ist, jedoch aufgrund einer fehlenden Hydroxylgruppe in
der Seitenkette nicht phosphoryliert werden kann. Des Weiteren wurden diese
Expressionsvektoren so erstellt, dass sie flr Fusionsproteine der jeweiligen
Phosphomutante mit einem C-terminalen myc- Tag codieren. Zur Generierung
der Expressionsvektoren wurden die in Tabelle 12 aufgefihrten Primer in einer
gerichteten Mutagenese verwendet. Nach der Mutagenese wurde die Plasmid-
DNA (ber eine Minipréaperation fiir jede Phosphomutante aus 4 verschiedenen
Bakterienkolonien isoliert. Der Erfolg dieser Mutagenese wurde durch die Se-
quenzierung der gesamten, fir die jeweilige Phosphomutante codierenden
Sequenz, Uberprift. Zudem wurde kontrolliert, ob weitere ungewollte Muta-
tionen im Zuge der Amplifikation aufgetreten waren. Die Sequenzierung der
Mutanten erfolgte mit den in Tabelle 13 angegebenen Primern. Lediglich ei-
ne Phosphomutante zeigte in der Sequenzierung einen Nukleotidaustausch,
wodurch ein Stopcodon anstelle eines Codons flr die Aminosaure Glutamin
generiert wurde. Von den korrekten Phosphomutanten wurde jeweils eine aus-
gewahlt und aus diesen mit Hilfe einer Maxipréaperation eine gré3ere Menge
Plasmid-DNA isoliert, welche in den nachfolgenden Experimenten verwendet
werden konnte.

In einem ersten Experiment wurde die Expression der Mutanten in huma-
nen Endothelzellen Gberprift. Dazu wurden primare humane Endothelzellen
jeweils mit einem Expressionsvektoren fir ein mit einem C-terminalen myc-Tag
versehenen GRHL3-Protein, einem Expressionsvektor fir je eine der drei Phos-
phomutanten oder pcDNAS.1/myc-His(-) B als Leervektorkontrolle transfiziert.
Die aus diesen Zellen gewonnenen Proteinlysate wurde gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Zur Immundetektion wurde ein
gegen den myc- Tag gerichteter Antikbrper verwendet.
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Abbildung 20: Nachweis der Expression von GRHL3-Phosphomutanten in priméren hu-
manen Endothelzellen. Primare humane Endothelzellen wurden jeweils mit einem Expressi-
onsvektor fir GRHL3 (WT), flr eine der drei Phosphomutanten (Y335F, Y171F, Y64F) oder
mit pcDNA3.1/myc-His(-) B als Leervektorkontrolle (LV) transfiziert. Nach der Lyse wurden
jeweils 50 pg Proteinlysat in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt
und mittels Western-Blot auf eine Membran transferiert. Der Nachweis der Proteine wurde mit
einem Antikérper gegen den myc- Tag durchgefiihrt (myc). Als Ladungskontrolle erfolgte der
Nachweis von y-Aktin (y-Aktin).

(*) markiert das Signal bei dem theoretischen Molekulargewicht des lberexprimierten GRHL3-
Proteins.

Wie in Abbildung 20 zu sehen, wurden neben dem wildtypischen GRHL3-Protein
auch die drei mutierten Formen detektiert, womit bestatigt wurde, dass alle drei
Phosphomutanten in humanen Endothelzellen exprimiert werden kénnen.

Im Anschluss wurde untersucht, ob die Mutanten noch phosphoryliert werden,
bzw. ob die jeweiligen Phosphorylierungsstellen flr die NO-induzierte Phos-
phorylierung von GRHL3 relevant sind. Dazu wurden wie in dem vorherigen
Experiment primare humane Endothelzellen mit einem jeweiligen Expressions-
vektor fiur GRHL3 oder den Phosphomutanten, bzw. pcDNAS3.1/myc-His(-) B
als Leervektorkontrolle transfiziert. Zusatzlich wurden die Zellen 5 h nach der
Transfektion mit dem NO-Donor Natrium-Nitroprussid behandelt. Nach der Lyse
wurden die Zelllysate in einer Immunoprazipitation mit zwei verschiedenen myc-
Antikorpern eingesetzt. Die Prazipitate wurden anschlieBend zusammen mit
Proben des Ausgangslysates elektrophoretisch getrennt und auf eine Membran
transferiert. Der Nachweis der Uberexpression, bzw. der Immunprézipitation
erfolgte mit einem myc-Antikérper und die Analyse der Tyrosinphosphorylierung
mit einem phospho-Tyrosin-Antikorper.
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Abbildung 21: Nachweis der Phosphorylierung der GRHL3-Phosphomutanten in pri-
méaren humanen Endothelzellen. Primére humane Endothelzellen wurden jeweils mit einem
Expressionsvektor fir GRHL3 (WT) oder eine der drei Phosphomutanten (Y335F, Y171F, Y64F)
transfiziert. 5 h nach der Transfektion wurde den Zellen der NO-Donor Natrium-Nitroprussid
zugegeben und dieser fir 18 h mit den Zellen inkubiert. Jeweils 500 pg Proteinlysat wurde
anschlieBend in parallelen Ansatzen fir eine Immunprazipitation mit je 5 ul zweier verschiede-
ner myc-Antikdrper verwendet. Es folgte die gelelektrophoretische Trennung der prazipitierten
Proteine in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel und der Transfer auf eine Membran mittels
Western-Blot. Der Nachweis der Immunprazipitation wurde mit einem Antikérper gegen den
myc- Tag durchgefiihrt (myc), die Analyse der Tyrosinphosphorylierung mit einem Antikérper
gegen phosphoroylierte Tyrosine (pTyr).

(*) markiert die Proteinbande auf H6he des fir das GRHL3-Protein vorhergesagten Molekular-
gewichts.

WT Y64F Y171F Y335F

*

Wie in Abbildung 21 zu sehen wurde GRHLS3, sowie die drei Phosphomutanten
exprimiert und immunprazipitiert. Ein Unterschied in der Phosphorylierung, im
Vergleich zum wildtypischen GRHLS3, konnte jedoch flr keine der drei Mutanten
detektiert werden.

3.3. Einfluss einer fettreichen Ernahrung auf die Expression
von GRHL3

3.3.1. Untersuchung der GRHL3-Expression in vitro

Mit den bisherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass NO einen Ein-
fluss auf die Phosphorylierung von GRHL3 hat und damit eine entscheidende
Rolle in dessen Regulation spielt (siehe Abschnitt 3.2.3). Bereits im Vorfeld
dieser Arbeit war gezeigt worden, dass durch NO auch die Expression oder
RNA-Stabilitat von GRHLS3 reguliert wird [44, 68]. Daher wurden nachfolgend
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Untersuchungen auf Proteinebene durchgeflhrt, in denen die Expression des
GRHL3-Proteins in Abhangigkeit eines NO beeinflussenden Stimulus analysiert
wurde. Es handelt sich dabei um das Lipoprotein niedriger Dichte (low density
lipoprotein, LDL) in Kombination mit einer erhdéhten Fruktosekonzentration. Bei-
de stellen Risikofaktoren fir die Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen dar
und sind bekannt daflir, dass sie die Expression der eNOS in Endothelzellen
inhibieren [17]. Flr diesen experimentellen Ansatz wurde eine fettreiche Er-
nahrung in primaren humanen Endothelzellen simuliert [17]. Die Zellen wurden
dazu mit LDL, sowie einer zuséatzlichen Menge Fructose inkubiert, bei der die
Endkonzentration des Zuckers jedoch unterhalb des diabetischen Wertes von
5 mg/ml lag. Als Kontrolle dienten Zellen, welche nur mit dem Zucker inkubiert
wurden. Das LDL und der jeweilige Zucker wurden dem EBM-Komplettmedium
zugegeben, in welchem die Zellen kultiviert wurden. Die aus den Zellen gewon-
nenen Proteinlysate wurden anschlie3end gelelektrophoretisch aufgetrennt und
mittels Western-Blot auf eine Membran transferiert. Fir die Detektion der Prote-
ine wurden Antikérper gegen GRHL3, die endotheliale NO-Synthase, sowie die
extracellular signal regulated kinase (ERK), als Nachweis der gleichmafligen
Gelbeladung, verwendet.

+LDL Kontrolle

1,0—

NOS i 5
€ 2 0,8—

Q

5
& 0,6—

|

GRHL3 T — T
€ 04—

Q

2
® 02—

ERK . &
0,0

+LDL Kontrolle

Abbildung 22: GRHL3-Expression nach LDL-Behandlung. Primare humane Endothelzel-
len wurde flr eine Woche mit 2,2 mg/ml Fruktose (Kontrolle) oder 2,2 mg/ml Fruktose und
0,55 mg/ml LDL (LDL) inkubiert. AnschlieBend wurden je 50 pg der Proteinlysate in einem 10 %
SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und mittels Western-Blot auf eine Mambran
transferiert. Die Proteindetektion erfolgte mit Antikdrpern gegen die endotheliale NO-Synthase
(eNOS), gegen GRHL3 (GRHL3) und gegen die extracellular signal regulated kinase (ERK) als
Ladekontrolle.

Wie in Abbildung 22 zu sehen, wurde durch die Inkubation der Zellen mit LDL
eine Reduktion der eNOS-, sowie der GRHL3-Expression hervorgerufen.
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3.3.2. Analyse der GRHL3-Expression in vivo

Im Rahmen eines Aufenthalts in dem Labor von Prof. Coleen McNamara an dem
Cardiovascular Research Center der University of Virginia in Charlottesville,
USA, wahrend der Austauschphase des Internationalen Graduiertenkollegs
1902 wurden diese Ergebnisse in einem in vivo Modell validiert. Dazu wurde
eine immunhistochemische Proteindetektion in Gewebeschnitten von Aorten
durchgefihrt. Die dazu verwendeten Aorten wurden aus Apolipoprotein E-
defizienten (ApoE”") Mausen isoliert, welchen eine hoch fettreiche Erndhrung
geflttert wurde. Unter diesen Bedingungen entwickeln die Mause arteriosklero-
tische Lasionen [78]. Eine Kontrollgruppe wurde Uber diesen Zeitraum normal
geflttert. FUr die Detektion der Proteine wurden Antikérper gegen GRHLS3,
sowie flr die Zellmarker CD31 fir Endothelzellen und a-smooth muscle actin
fir glatte Muskelzellen verwendet, um die Zelltypen, in denen GRHLS in der
GefaBwand exprimiert ist, bestimmen zu kénnen.
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Abbildung 23: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der GRHL3 Expression in der Aorta
(CD31 Ko-Detektion). ApoE-defiziente Mause wurden 18 Wochen mit einer fettreichen Nah-
rung gefittert (Fettreiche-Erndhrung). Parallel wurde eine zweite Mausgruppe normal gefittert
(Kontroll-Erndhrung). 5 um dicke Aortenschnitte wurden mit Antikérpern gegen GRHLS3 (rot),
sowie gegen CD31 (griin) inkubiert. Zur Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI verwen-
det (blau). Als Negativkontrolle flr die Detektion von GRHL3 (untere Bildreihe) wurde 10 %
(v/v) Pferdeserum anstelle des GRHL3-Antikdrpers eingesetzt. Dargestellt sind die Bilder der
Einzelkanale, sowie deren Uberlagerung (merge) von jeweils einem Aortenring bei 20-facher
(20x) VergréBerung und die in diesen Bildern markierten Ausschnitte der Aortenwéande bei
einer 100-fachen (100x) VergréBerung. Zudem ist in den Bildern der fettreichen-Erndhrung ein
arteriosklerotischer Plaque markiert (L&sion).
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Abbildung 24: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der GRHL3 Expression in der Aorta
(«-SMA Ko-Detektion). ApoE-defiziente Mause wurden 18 Wochen mit einer fettreichen Nah-
rung gefittert (Fettreiche-Erndhrung). Parallel wurde eine zweite Mausgruppe normal gefittert
(Kontroll-Ernahrung). 5 um dicke Aortenschnitte wurden mit Antikdrpern gegen GRHLS3 (rot),
sowie gegen a-smooth-muscle-Aktin («-SMA, griin) inkubiert. Zur Visualisierung der Zellker-
ne wurde DAPI verwendet (blau). Als Negativkontrolle fir die Detektion von GRHLS3 (untere
Bildreihe) wurde 10 % (v/v) Pferdeserum anstelle des GRHL3-Antikérpers eingesetzt. Darge-
stellt sind die Bilder der Einzelkanéle, sowie deren Uberlagerung (merge) von jeweils einem
Aortenring bei 20-facher (20x) VergréBerung und die in diesen Bildern markierten Ausschnitte
der Aortenwénde bei einer 100-fachen (100x) VergréBerung. Zudem ist in den Bildern der
fettreichen-Ernahrung ein arteriosklerotischer Plaque markiert (L&sion).

Wie in Abbildung 23 und 24 zu sehen, wurde bei einer normalen Ernahrung
ein starkes Signal von GRHL3 in Endothelzellen detektiert. Wurden die Mause
einer ungesunden Ernahrung ausgesetzt, war dieses Signal nicht nachweisbar.
Zudem wurde eine Farbung von GRHL3 innerhalb der arteriosklerotischen
Lasion beobachtet. Durch die Ko-Detektion mit einem Zellmarker fir glatte
Muskelzellen (siehe Abbildung 24) konnte ebenfalls eine Expression von GRHL3
in diesem Zelltyp nachgewiesen werden, welche nachfolgend sowohl auf RNA-,
als auch auf Protein-Ebene validiert wurde.
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3.4. Nachweis der GRHL3 Expression in glatten
Muskelzellen

3.4.1. Nachweis der GRHL3-RNA

Da in der immunhistochemischen Analyse GRHLS in glatten Muskelzellen
nachgewiesen wurde, erfolgte eine weitere Untersuchung der Expression von
GRHL3 in diesem Zelltyp der GeféaBwand. Dazu wurde von RNA-Proben aus
isolierten humanen vaskularen glatten Muskelzellen der Halsschlagader dreier
verschiedener Spender eine cDNA generiert. Diese wurde anschlieBend als
Template in einer PCR fur GRHL3 sowie dem Housekeeping-Gen ribosomal
protein L32 (rpl32) eingesetzt. Als Positivkontrolle fir den Nachweis der GRHL3-
Expression wurde eine cDNA aus primaren humanen Endothelzellen verwendet.
Wie in Abbildung 25 gezeigt, konnte die Expression des GRHL3-Gens in glatten
Muskelzellen bestatigt werden.

M H,0 — VSMC — HUVEC

500 bp

300 bp
200 bp

75 bp

GRHL3

500 bp

300 bp
200 bp

75 bp

RPL32

Abbildung 25: Nachweis der GRHL3-RNA Expression in glatten Muskelzellen. Von RNA-
Proben aus glatten Muskelzellen (VSMC) dreier verschiedener Spender sowie primaren hu-
manen Endothelzellen (HUVEC) wurde wie im Teil ,Material und Methoden® beschrieben eine
cDNA generiert und jeweils 2 pl dieser cDNA in eine PCR fiir grhl3 (GRHL3) eingesetzt. Fur
eine Amplifikation des Housekeeping-Gens rp/32 (RPL32) wurde die cDNA zuné&chst 1:100
verdinnt. Die Amplifikation erfolgte in 30 Zyklen fir rp/32 und 35 Zyklen fur grhi3. Es folgte der
Nachweis der Amplifikationsprodukte nach der elektrophoretischen Auftrennung in einem 1,5 %
(w/v) Agarosegel. Wahrend der PCR wurde eine Negativkontrolle ohne cDNA mitgefihrt (H2O).
Zum Abgleich der Fragmentgréf3en wurde ein 1 kb Gré3enstandard verwendet (M). Es wurden
DNA-Fragmente von 254 bp (GRHL3) und 257 bp (RPL32) erwartet.

3.4.2. Nachweis des GRHL3-Proteins

Nachdem der Nachweis auf RNA-Ebene erbracht wurde, erfolgte eine weitere
Analyse der GRHL3 Expression auf Protein-Ebene. Dazu wurden Proteinlysate
aus isolierten humanen vaskularen glatten Muskelzellen aus der Halsschlag-
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ader verwendet. Die Lysate wurden zusammen mit einem Proteinlysat aus
humanen primaren Endothelzellen gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit-
tels Western-Blot auf eine Membran transferiert. Der Proteinnachweis erfolgte
mit dem GRHL3 Antikérper, sowie einem ~-Aktin Antikérper als Nachweis
der gleichmaBigen Gelbeladung. Wie in Abbildung 26 zu sehen, wurde das
GRHL3-Protein ebenfalls in glatten Muskelzellen detektiert.

HUVEC — VSMC —

e

GRHL3 |weee = — ——
o

T-AKtin | e — —

Abbildung 26: Analyse der Proteinexpression von GRHL3 in glatten Muskelzellen. Je-
weils 30 pg von Proteinlysaten aus glatten Muskelzellen (VSMC) dreier verschiedener Spender,
sowie primaren humanen Endothelzellen (HUVEC) wurde in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend auf eine Membran transferiert. Der Protein-
nachweis wurde mit einem Antikérper gegen GRHL3 (GRHL3) und einem Antikdrper gegen
~-Aktin (~-Aktin) als Ladungskontrolle durchgefihrt.

3.5. Identifizierung neuer GRHL3 Interaktionspartner

Neben post-translationalen Modifikationen spielen die Interaktionen von Tran-
skriptionsfaktoren mit anderen Proteinen eine wichtige Rolle in der Regulation
der Transkriptionsfaktoraktivitat, sowie des Spektrums an Zielgenen. Bisher
waren in Endothelzellen keine Interaktionspartner von GRHL3 bekannt, weshalb
im Rahmen dieser Arbeit bisher unbekannte Interaktionspartner von GRHL3 in
Endothelzellen identifiziert werden sollten.

Dazu wurde eine Ko-Immunprazipitation mit Proteinlysaten aus humanen pri-
maren Endothelzellen mit einem GRHL3-Antikérper durchgeflhrt. Die dafir
verwendeten Zellen waren entweder unbehandelt oder mit dem NO-Donor
Natrium-Nitroprussid inkubiert worden. Das Préazipitat wurde anschlieBend
elektrophoretisch aufgetrennt und das SDS-Polyacrylamidgel nach der Elektro-
phorese mit Coomassie-Brilliant-Blau geféarbt, um alle ko-prazipitierten Proteine
anzufarben [30].
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Abbildung 27: Proteinnachweis mit Coomassie-Brilliant-Blau nach einer gelelektropho-
retischen Auftrennung der mit GRHL3 ko-immunprazipitierten Proteine. Humane primére
Endothelzellen wurden fir 18 h mit dem NO-Donor Natrium-Nitroprussid (SNP) behandelt. Als
Kontrolle (Kontr.) dienten unbehandelte Zellen. Nach der Lyse wurden jeweils 2 mg Proteinly-
sat in einer Immunprazipitation mit 5 pg eines GRHL3-Antikdrper eingesetzt. Die Prazipitate
wurden anschlieBBend in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel, neben einen GréBenmarker (M),
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Visualisierung der Proteine im Gel erfolgte mit Coomassie-
Briliant-Blau (linkes Bild). Anhand des vergrdBerten Ausschnitts des Bereiches zwischen 55 kDa
und 100 kDa (rechtes Bild) ist gezeigt, welche Proteinbanden (Bande #) fiir einen tryptischen
Verdau ausgewahlt wurden.

Abbildung 27 zeigt, dass mehrere Proteine ko-prazipitiert wurden. Fir die weite-
ren Versuche wurden zunachst nur Proteine in einem Bereich zwischen 55 kDa
und 100 kDa aus der SNP-behandelten Probe selektiert und tryptisch verdaut.
Die erhaltenen Peptide wurden anschlielBend massenspektrometisch analysiert.
Von jeder Probe wurde zunachst ein Ubersichtsspektrum erstellt, wie es bei-
spielhaft in Abbildung 28 zu sehen ist. Dieses beinhaltet alle zum gegebenen
Zeitpunkt ankommenden Peptide und deren molare Masse, welche in einem
MS-Spektrum als Masse- zu Ladungsverhaltnis (m/z) angegeben wird. In der
Regel besitzt ein tryptisches Peptid eine Mehrfachladung. Die genaue Ladung
eines Peptids wurde mit Hilfe des Ubersichtsspektrums anhand des jeweiligen
Isotopenverteilungsmusters bestimmt (siehe Ausschnitt in Abbildung 28).
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Abbildung 28: Ubersichtsspektrum zu der Proteinbande # 1 aus Abbildung 27. Das Uber-
sichtspektrum wurde in einem Massenbereich von 350 m/z bis 1300 m/z aufgenommen. Die
Ordinate zeigt die relative Intensitat, die Abszisse das Masse- zu Ladungsverhaltnis (m/z) in
atomic mass units (amu). Die einzelnen Signale bestehen aus mehreren Spitzen mit einer cha-
rakteristischen Isotopenverteilung. Die vier Spitzen in dem vergréBerten Bereich reprasentieren
z. B. ein Peptid, welches 0, 1, 2, bzw. 3 C'3-Atome beinhaltet. Aus dem Massenschift zwischen
zwei Spitzen I&sst sich die Ladung des jeweiligen Peptides bestimmen. Hier z.B. betragt die
Differenz 0,33 und entspricht daher einer dreifachen Ladung.

Die Masse sagt jedoch nur indirekt etwas Uber die strukturelle Zusammenset-
zung der Peptide und somit des Proteins aus. Aus diesem Grund wurde zur
eindeutigen Identifizierung des Proteins eine Sequenzanalyse mittels MS/MS
nachgeschaltet. Signale von einfach geladenen Peptiden wurden dabei nicht
berlcksichtigt, da sie fiir eine weitere Sequenz-Analyse nicht zu verwenden
sind. Zur Sequenzierung wurden ausgewahlte Peptide mit entsprechendem m/z
selektiert und unter Verwendung des Kollisionsgases N, fragmentiert. Ein dabei
generiertes Fragmentspektrum ist beispielhaft in Abbildung 29 gezeigt. Die Ab-
stdnde zwischen den einzelnen Signalen entsprechen hierbei der Masse einer
bestimmten Aminosaure. Aus diesen Informationen lasst sich ein Peptid- Tag,
bzw. bestenfalls sogar die gesamte Aminosduresequenz des fragmentierten
Peptids ermitteln.
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Abbildung 29: Fragmentspektrum zu dem dreifach-geladenen Peptid aus Abbildung 28
mit einer Masse von 880,50 m/z. Die errechnete Masse des einfach geladenen Peptids ist
[M+H]*=2639,5. Zur Generierung des Fragmentspektrums wurde das gewlinschte Peptid lber
sein m/z selektiert und durch Zugabe des Kollisionsgases N, fragmentiert. Die Detektion der
einzelnen Fragmente erfolgte in einem Massenbereich von 50 m/z bis dem m/z entsprechend der
errechneten Masse [M+H]*. Die Ordinate zeigt die relative Intensitat, die Abszisse das Masse-
zu Ladungsverhaltnis (m/z) in atomic mass units (amu). Anhand der Differenz zwischen den
einzelnen Fragmentsignalen konnte manuell ein Peptid- Tag mit folgender Aminosauresequenz
bestimmt werden: F/Mqy-A-E-E.

Zur Identifizierung des Proteins wurde von allen erzeugten Fragmentspektren
mit Hilfe der Mascot-Suchmaschine ein Datenbankabgleich zur UniProtKB/-
SwissProt-Datenbank durchgefiihrt.

MSREDRFRSRG
PGOSGPKEPT
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PTEPPAVTSA
GPGPGGPKGE
YHQOQHHQGEP
VGNLPADITE
ELDDTPMRGR
VVIVDDRGRS
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Abbildung 30: Aminosauresequenz des Proteins Splicing factor, proline- and glutamine
rich (SFPQ). Die Proteinbande #1 aus Abbildung 27 wurde mit 4 MS/MS-Analysen und einer
Sequenzabdeckung von 9,2 % als Splicing factor, proline- and glutamine rich (SFPQ) bestatigt.
Die gemessenen Peptide sind fett dargestellt und das in Abbildung 29 als Beispiel verwendete
Peptid in gelb markiert. Unterstrichen ist der zuvor bestimmte Tag.
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Die auf diese Weise identifizierten potentiellen Interaktionspartner von GRHL3
sind in Tabelle 25 aufgeflhrt. Die Sequenzen der jeweils identifizierten Peptide
befinden sich im Anhang.

Tabelle 25: Potentielle GRHL3-Interaktionspartner

Bande # Protein Sequenz- | Anzahl
(Kurzbezeichnung)/uniprot abdeckung Peptide
1 Splicing factor, proline- and 9,2 % 4
glutamine-rich (SFPQ) / P23246
2 Heat shock protein family A 5 14,5 % 6

(HSPAS5)/glucose regulated protein
78 (GRP78) / P11021

3 Stress-70 protein, mitochondrial 12,5 % 6
(GRP-75) / P38646

4 Leucine-rich repeat-containing 13,2 % 4
protein 47 (LRRC47) / Q8N1G4

5 Eukaryotic translation initiation factor | 12,9 % 6
3 subunit L (EIF3L) / Q9Y262

6 Non-POU domain-containing 23,4 % 6
octamer-binding protein (NONO) /
Q15233

Die Proteine wurden mit einer Sequenzabdeckung zwischen 9 und 23 %, bzw.
4 bis 6 gemessenen Peptiden identifiziert. In keiner der Proben wurden Peptide
gemessen, welche einem anderen Protein hatten zugeordnet werden kdnnen,
weshalb davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei den bisher analy-
sierten, ko-prazipitierten potentiellen Interaktionspartner von GRHLS3 tats&chlich
um die in Tabelle 25 aufgeflihrten Proteine handelt.
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4. Diskussion

Im Endothel werden alle Isoformen des Transkriptionsfaktors GRHL3 expri-
miert. Diese Isoformen haben dabei nicht nur teilweise entgegengesetzte Funk-
tionen, sondern aktivieren auch die Transkription unterschiedlicher Zielgene
[44]. Eine Erklarung flr diese Unterschiede zwischen den Isoformen kann
eine differentielle Regulation der Transkriptionsfaktoren, sowohl hinsichtlich
post-transkriptioneller Modifikationen, als auch der Interaktion mit anderen Pro-
teinen sein. Da jedoch nichts Uber die Modifikation und nur wenig Uber die
Protein-Protein-Interaktion von GRHL3 bekannt war, wurden diese Aspekte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Dazu gehérte die ldentifizie-
rung und Charakterisierung der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
und die Identifizierung bisher unbekannter Interaktionspatner. Zudem wurde die
Regulation seiner Expression in einem Krankheitsmodell analysiert.

4.1. Etablierung eines neuen GRHL3-Antikorpers

Da kein ausreichend spezifischer Antikérper gegen GRHL3 kommerziell erhalt-
lich war, wurden Untersuchungen zu GRHL3, welche im Vorfeld dieser Arbeit
angefertigt wurden, zumeist mit den Uberexprimierten, Epitop-tag versehenen
Proteinen, auf RNA-Ebene oder mit Hilfe eines knock downs durchgefiihrt. So
wurde zum Beispiel eine Rolle von GRHL3 bei der Migration von Keratinozyten
mit Hilfe eines knock downs gezeigt [19] und die Regulation der Endothelzell-
migration, sowie -apoptose mit Hilfe des Uberexprimierten Proteins [68]. Eine
Uberexpression ist jedoch unphysiologisch und mit einem knock down kann
lediglich der Verlust des jeweiligen Proteins untersucht werden. Um ein Prote-
in und dessen Regulationsnetzwerk untersuchen zu kénnen ist es essentiell,
dass endogene Protein detektieren zu kdnnen. Daher wurde zunachst im Rah-
men der vorliegenden Arbeit in Zusammenarbeit mit Merck Millipore ein neuer
Antikérper etabliert, welcher fir den Einsatz im Western-Blot, der Immunpra-
zipitation und der Fluoreszenzmikroskopie geeignet ist (siehe Abschnitt 3.1).
Es konnte gezeigt werden, dass der Antikérper sowohl im humanen System,
sowie in der Maus verwendet werden kann. Dieser Antikdrper bildet somit ei-
ne wichtige Grundlage um verschiedene Aspekte der Regulation von GRHLS,
welche mit seiner Funktion bei der Wundheilung, der Embryonalentwicklung,
der Endothelzellfunktion und bisher eventuell noch unbekannten Prozessen
verkndpft sind, zu analysieren.
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4.2. Analyse der Phosphorylierung von GRHL3

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die Phosphorylierung eines huma-
nen Grainyhead-Homologs gezeigt. Wie in Abbildung 16 zu sehen konnte
sowohl eine Threonin- als auch eine Tyrosinphosphorylierung des prazipitierten
GRHLS3-Proteins nachgewiesen werden. Letztere ist Aufgrund des Phenolrings
im Tyrosin, welcher sterisch relativ weit aus der Aminosaurekette herausragt, die
am einfachsten zu detektierende Phosphorylierung. Zudem spielen Tyrosinphos-
phorylierungen bei Signalkaskaden, welche unter anderem das Zellwachstum,
den Zell-Zyklus sowie die Zellmigration regulieren, eine grof3e Rolle [53]. Die
Tyrosinphosphorylierung von GRHL3 wurde daher im weiteren Verlauf der vor-
liegenden Arbeit genauer charakterisiert.

Nachdem eine Tyrosinphosphorylierung von GRHLS3 in der embryonalen Nie-
renzelllinie HEK 293FT nachgewiesen worden war, wurde untersucht, ob diese
Phosphorylierung ebenfalls in priméaren humanen Endothelzellen auftritt und ob
sie durch externe Stimuli beeinflusst werden kann. Dazu wurden primare huma-
ne Endothelzellen entweder mit einem NO-Donor oder einer erhéhten Menge
H.O. inkubiert. Es wurde bereits friiher beschrieben, dass eine Erhéhung der
exogenen Menge an reaktiven Sauerstoffspezies, durch eine Inkubation der
Zellen mit H,O,, die Apoptose der Zellen induziert [47]. NO dagegen ist einer
der wichtigsten anti-apoptotischen und pro-migratorischen Stimuli fir Endo-
thelzellen (siehe Abschnitt 1.2). Zudem wurde bereits auf RNA-Ebene gezeigt,
dass physiologische Konzentrationen an NO die Expression der Isoform 2 von
GRHL3 erhéhen [68] und zudem das Gleichgewicht zwischen den Isoformen 1
und 3 in Richtung von Isoform 1 verschieben [44]. Wie in Abbildung 17 zu
sehen wurde die Phosphorylierung von GRHL3 durch den pro-apoptotischen
Einfluss von H>O» nicht verandert. Die Inkubation der Zellen mit dem NO-Donor
fihrte jedoch zu einer deutlich verstarkten Phosphorylierung von GRHL3 (siehe
Abbildung 17 und 18).

Um die fur die Tyrosinphosphorylierung von GRHL3 verantwortliche Kinase
zu identifizieren wurde der Src-Kinase-Familien-Inhibitor PP2 verwendet. Die
Src-Kinase-Familie wurde fiir diese Experimente ausgewéhlt, da bereits mehr-
fach eine Rolle dieser Kinasen in anti-apoptotischen und pro-migratorischen
Signalwegen gezeigt werden konnte [58, 110, 127, 133]. Durch eine kurzzeitige
Aktivierung der Src-Kinase erfolgt z. B. eine Freisetzung von VEGF, was zu
einer Aktivierung der eNOS und damit zu einer erhdhten NO-Produktion fihrt
[29]. Dies hat einen pro-migratorischen Effekt zur Folge.
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Wie in Abbildung 18 zu sehen, fihrte eine Inhibition der Src-Kinase zu einer
signifikanten Reduktion der NO-induzierten Phosphorylierung, weshalb davon
auszugehen ist, dass diese Phosphorylierung durch ein Mitglied dieser Kinase-
Familie erfolgt. Da PP2 keine Spezifitat fir eine bestimmte Src-Kinase aufweist
ist eine weitere Eingrenzung mit diesem experimentellen Ansatz nicht méglich.
Bereits friher wurde gezeigt, dass GRHL3 keinerlei Einfluss auf die zellulare
VEGF-Menge hat [68]. Deshalb ist es mdglich, dass eine kurzzeitige Aktivie-
rung der Src-Kinase zwei unabhangige Signalwege aktiviert, welche beide
zum gleichen Ziel, ndmlich der erhéhten Migration von Endothelzellen, fihren.
Dabei handelt es sich zum einen um die Erhéhung der NO-Synthese lber
die Src-abhangige Rekrutierung von eNOS durch Hsp90, zum anderen um
die Aktivierung von eNOS Uber GRHL3. Im letzten Fall misste angenommen
werden, dass die Src-abhangige Phosphorylierung von GRHL3 zur Aktivierung
dieses Transkriptionsfaktors fuhrt. Ein solch synergistischer Effekt ist vor allem
bei Prozessen wie dem schnellen Schlief3en von Wunden im Endothel nach
einer Verletzung des BlutgefaBes denkbar, da dadurch ein erhéhter Blutverlust,
oder das Eindringen von pathogenen Organismen und Substanzen verhindert
wird.

Eine Transkriptionsfaktorfamilie fir die bereits eine Src-Kinase abhangige Funk-
tion in der Zellmigration gezeigt wurde, ist die Familie der signal transducer
and activator of transcription (STAT)-Proteine. Diese sind normalerweise als
inaktive Faktoren im Zytoplasma der Zelle lokalisiert und werden erst in Folge
einer Aktivierung in den Zellkern importiert [52, 86]. Es wurde gezeigt, dass
z. B. STAT3 durch funf Mitglieder der Src-Kinase-Familie, zu welchen auch Src
selbst gehdrt, phosphoryliert und somit aktiviert werden kann [103]. STAT3 ist
zudem daflir bekannt, dass er die Migration von Fibroblasten reguliert und eine
anti-apoptotische Rolle in vielen anderen Zelltypen hat [1, 36, 109]. Mechanis-
tisch wird die anti-apoptotische Funktion von STAT3 unter anderem durch die
Aktivierung verschiedener Survival-Gene, wie B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) und
Myeloid Cell Leukemia 1 (Mcl-1), ausgeubt [6]. Auch fir GRHL3 war gezeigt
worden, dass eine Uberexpression der Isoform 1 zu einer signifikanten Erho-
hung der BCL-X_-Level furt, bei dem es sich um ein Mitglied der BCL-2 Familie
handelt [44].

Um die Src-Kinase-Familien-abhangige Tyrosinphosphorylierung von GRHL3
weiter zu untersuchen wurde eine computer-basierte Vorhersage potentieller
Phosphorylierungsstellen flr drei Mitglieder der Src-Kinase-Familien Src, Fyn
und Yes durchgeflihrt (siehe Abbildung 19). Diese wurden ausgewabhlt, da sie
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alle drei zur gleichen Unterfamilie der Src-Kinasen gehdren [84]. Zu dieser
Familie gehdrt auch die Kinase Fgr. Im Vergleich zu den anderen drei Kinasen
wird diese jedoch nicht ubiquitér, sondern nur in myeloiden Zellen und B-Zellen
exprimiert [110], weswegen sie fur diese Vorhersage nicht bertcksichtigt wurde.
Far weitere Untersuchungen wurden Phosphorylierungsstellen ausgewahlt, fur
die entweder eine potentielle Phosphorylierung durch mehrere Src-Kinasen
vorhergesagt (Y171 und Y335) oder eine hohe Wahrscheinlichkeit fir eine
Phosphorylierung berechnet wurde (Y64).

Die Phosphorylierungsstellen an den Tyrosinen 64 und 335 zeigten zudem
eine interessante Lokalisation innerhalb des Proteins (siehe Abbildung 19).
Der Tyrosinrest an Position 64 befindet sich innerhalb der Aktivierungsdomane
von GRHLS3. Eine Phosphorylierung an dieser Stelle kdnnte daher zu einer
veranderten transkriptionellen Aktivitat fihren, indem zum Beispiel andere Ko-
Aktivatoren oder Ko-Repressoren rekrutiert werden. Durch die Rekrutierung
von Ko-Repressoren kénnte diese Phosphorylierung auch zur Unterbrechung
eines feed forward loops zwischen NO und GRHLS3 beitragen. Im Vorfeld dieser
Arbeit war von der AG Haendeler gezeigt worden, dass die Isoformen 1 und 2
von GRHLS3 Uber die Aktivierung von Akt1 und eNOS die NO-Synthese steigern
[44, 68]. Eine erhéhte Menge an NO wiederum fUhrt zu einer erhéhten Expres-
sion von GRHLS [68]. Da sich derartige Loops immer weiter amplifizieren muss
es Mechanismen geben, die zu einer Unterbrechung fihren. Man kénnte speku-
lieren, dass dies Uber die Phosphorylierung von GRHLS3 erfolgt, falls diese die
Transkriptions-aktivierende Kapazitat von GRHL3 verringert. Ein solch reprimie-
render Mechanismus wurde z. B. flr den Faktor ETS domain-containing protein
Elk-1 beschrieben, bei dem eine Phosphorylierung zu einer Rekrutierung des
Ko-Repressorkomplexes mSin3A-HDAC fihrt [135].

Wie sich die Phosphorylierung von GRHL3 auf seine Transkriptions-aktivierende
Funktion auswirkt, das heif3t aktivierend oder reprimirend, kbnnte in einem ex-
perimentellen Ansatz unter Verwendung eines Luziferase-Reportergens, wie
es bereits fir die verschiedenen Isoformen von GRHL3 durchgeflihrt wurde,
nachgewiesen werden. Dazu mlssten Expressionsvektoren fir verschiedene
Phosphomutanten, wie sie z. B. auch in Abschnitt 3.2.4 verwendet werden,
zusammen mit einem Luziferase-Reporterkonstrukt in dem die Transkription der
Luziferase-cDNA unter der Kontrolle von GRHLS3 steht, ko-transfiziert werden.
Ein weiteres Beispiel daflir, dass eine Phosphorylierung in der Aktivierungs-
domane zu einer Veranderung der Aktivitat eines Transkriptionsfaktors flihren
kann, ist das Protein c-Jun, welches durch die c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1)
in der Aktivierungsdoméne phosphoryliert wird [26]. Diese Phosporylierung
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fihrt zu einer erhdhten transkriptionalen Aktivitat [7], welche durch eine Dephos-
phorylierung des C-terminalen Teils von c-Jun erst vollstdndig ausgeschoépft
wird [7]. Die entsprechende C-terminale Phosphorylierungsstelle befindet sich
nahe der DNA-Bindedomé&ne und wird durch Proteinkinase-C aktivierte Phos-
phatasen dephosphoryliert, was eine erhéhte DNA-Bindeaktivitat zur Folge
hat [12]. Auch fir GRHL3 wurde eine potentielle Phosphorylierungsstelle na-
he der DNA-Bindestelle an Tyrosin 335 vorhergesagt. Eine Phosphorylierung
dieser Aminosaure konnte demnach ahnlich wie bei c-Jun die DNA-Bindung
inhibieren oder aber auch verstarken. In wie weit eine Phosphorylierung dieser
Aminosaure die DNA-Bindung beeinflusst kénnte zum Beispiel durch einen
electrophoretic mobility shift assay (EMSA) unter Verwendung der in vitro trans-
latierten, bereits vorher erwéhnten, Phosphomutanten nachgewiesen werden,
bei der die Bindung der entsprechend mutierten Proteine an die DNA analysiert
wird.

Far weitere Untersuchungen wurden die vorhergesagten Phosphorylierungsstel-
len durch Nukleotidaustausche in den entsprechenden Expressionsvektoren so
mutiert, dass wahrend der Translation anstelle eines Tyrosins ein Phenylalanin
in das Protein eingebaut wird. Diese Aminosaure ist dem Tyrosin zwar sehr
ahnlich, kann jedoch durch das Fehlen der Hydroxylgruppe in der Seitenkette
nicht mehr phosphoryliert werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
die mutierten Proteine in Endothelzellen Gberexprimiert werden kann (siehe
Abbildung 20). Ein Unterschied in der NO-induzierten Phosphorylierung konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 21). Demnach handelt
es sich bei den mutierten Phosphorylierungsstellen wahrscheinlich nicht um
Aminosauren, welche durch die Src-Kinase-Familie phosphoryliert werden. Eine
weitere Erklarungsmaoglichkeit ware, dass mehrere dieser Tyrosine gleichzeitig
Src-Kinase-abhangig phosphoryliert werden, so dass die Mutation einzelner
Reste nicht zu einer starken Veranderung der Gesamtphosphorylierung fihrt
und daher mit dem gewahlten Ansatz nicht detektiert werden kann. Es ist je-
doch auch mdglich dass diese Phosphorylierungstellen NO-unabhangig durch
andere Kinasen phosphoryliert werden.

Dass GRHLS3 zusatzlich unabhangig von Mitgliedern der Src-Kinase-Familie
phosphoryliert wird ist in Abbildung 18 gezeigt. Durch die Inkubation der pri-
maren humanen Endothelzellen mit PP2 wird zwar die NO-induzierte Phospho-
rylierung von GRHLS3 stark reduziert, jedoch nicht vollstandig geblockt. Dass
Transkriptionsfaktoren durch mehrere Tyrosinkinasen phosphoryliert werden
kénnen sieht man erneut an dem Beispiel der STATs, welche nicht nur durch
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die Src-Kinase phosphoryliert werden, sondern auch durch die Janus Kinase
(JAK) [52, 86, 107].

In der vorliegenden Arbeit wurde zun&chst die Tyrosinphosphorylierung von
GRHLS3 genauer analysiert. Wie in Abbildung 16 zu sehen wurde neben der
Tyrosinphosphorylierung auch eine Threoninphosphorylierung detektiert, die
bisher experimentell jedoch noch nicht weiter untersucht wurde.

Dass Transkriptionsfaktoren zuséatzlich zur Phosphorylierung von Tyrosinen
gleichzeitig auch durch die gleiche Modifikation an anderen Aminos&uren regu-
liert werden kdnnen, wurde bereits an den STAT-Proteinen STAT1 und STAT3
gezeigt, welche zum Erreichen ihrer maximalen Transkriptionsaktivitat sowohl
eine Tyrosin-, als auch eine Serinphosphorylierung bendtigen [126].

FUr das Drosophila-Homolog GRH wurde eine Phosphorylierung durch die
extracellular-signal regulated kinase (ERK) an den Serinresten 88 und 91, wel-
che sich N-terminal der Aktivierungsdomane befinden, gezeigt [56, 66]. Diese
Phosphorylierung ist unter anderem flr die Wundheilung in Drosophila wichtig.
Der N-terminale Teil, in dem sich diese Phosphorylierungstellen befinden ist
im Sauger-Protein jedoch nicht vorhanden. Allerdings phosphorylieren viele
der Kinasen, welche fur eine Serinphosphorylierung verantwortlich sind auch
Threonine, weshalb, nach der Identifizierung einer Threoninphosphorylierung in
GRHLS, der fur das Drosophila-GRH beschriebene Mechanismus auch fir das
Sé&uger-Protein relevant sein kénnte. Fir eine funktionelle Analyse der Phospho-
rylierung von GRH wurden Mutanten generiert, bei denen die Serine einzeln,
oder zusammen durch ein Alanin ersetzt wurden, wodurch sie nicht mehr phos-
phoryliert werden konnten. Es zeigte sich, dass die GRH-Phosphorylierung
weder die DNA-Bindung beeinflusst, noch fur die Entwicklung einer intakten
Cuticula verantwortlich ist. Wie bereits vorher beschrieben, wurde jedoch beob-
achtet, dass in Folge einer artifiziellen Verletzung, die Phosphorylierung von
GRH durch ERK essentiell fir die Wundheilung ist [56]. Interessant ist, dass
fir GRH ein ahnlicher feed forward loop beschrieben wurde, wie er fir GRHL3
vermutet wird [56, 124]. Es wurde gezeigt, dass Die Tyrosinkinase Sticher zu
einer Aktivierung von ERK fuhrt. ERK wiederum ist fir die Phosphorylierung
von GRH an Serin 88 und Serin 91 verantwortlich und GRH schlieBlich reguliert
die Transkription von Sticher [56, 124].

Mit den bisherigen Versuchen war es nicht méglich die Phosphorylierungsstel-
len in GRHL3 genau zu definieren. Um die phosphorylierten Aminosaurereste
zu identifizieren missten daher andere experimentelle Ansatze gewahlt werden.
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4.3. Untersuchung der GRHL3 Expression ex vivo und in
vivo

Wie bereits beschrieben, wird durch NO die RNA-Menge der verschiedenen
GRHL3 Isoformen beeinflusst. Dabei wird die Transkriptmenge der Isoformen
mit einem positiven Einfluss auf Endothelzellen erhéht. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden, nachdem ein Antikdrper zum Nachweis des GRHL3-Proteins etabliert
worden war, die Verdnderung in der GRHL3-Proteinmenge in Endothelzellen in
Abhéangigkeit von einem NO-beeinflussenden Stimulus untersucht. Nach einer
Inkubation von priméren humanen Endothelzellen mit LDL und Fruktose wurde
eine Reduktion der GRHL3-Expression beobachtet (siehe Abbildung 22). Um
zu untersuchen ob diese Beobachtungen auf ein in vivo Modell Gbertragbar
sind, wurden immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen mit Aorten von
ApoE-defizienten Mausen durchgefiihrt. Diese Mause entwickeln durch eine
ungesunde, fettreiche Ernahrung (western-diet) sehr schnell Arteriosklerose
[78]. Wie in Abbildung 23 und 24 zu sehen, wurde auch mit diesem experimen-
tellen Ansatz gezeigt, dass die Expression von GRHLS3 in Folge einer fettreichen
Ernahrung reduziert wird.

In friheren Publikationen wurde bereits beschrieben, dass eine ungesunde Er-
nahrung zu einer verringerten Expression der eNOS fiuhrt [17]. Im Rahmen der
dazu durchgefuhrten Experimente wurden Endothelzellen mit LDL inkubiert, um
eine ungesunde Ernahrung zu simulieren. Es gibt mehrere Publikationen, die
Mechanismen beschreiben, durch welche erhdhte LDL-Werte die GefalBfunkii-
on beeinflussen und zur Bildung arteriosklerotischer Plaques flhren [16, 108].
Unter anderem wurde gezeigt, dass die oxidierte Form von LDL die Expression
von proinflammatorischen Genen erhéht, sowie zu einer verstarkten Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies fihrt. Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass
oxidiertes LDL die Apoptose von Endothelzellen induziert und die VEGF in-
duzierte Migration inhibiert [21, 102]. Diese Effekte resultieren unter anderem
aus einer verminderten Expression und Aktivitdt der eNOS und damit einer
verminderten NO-Synthese [65, 72].

Da gezeigt wurde, dass NO die RNA-Menge der Isoformen 1 und 2 von GRHL3
in Endothelzellen erhéht [44], kann vermutet werden, dass LDL, bzw. eine
fettreiche Erndhrung die Expression von GRHL3 Uber eine Herabregulation von
eNOS und damit eine verringerte NO-Verfligbarkeit reduziert. Da durch NO
auch die RNA-Menge der Isoform 3 reduziert wird, kann vermutet werden, dass
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eine Reduktion der NO Menge das Gleichgewicht zwischen den Isoformen in
Richtung der Isoform 3 verschiebt, was eine endotheliale Dysfunktion begunsti-
gen kdnnte und damit zur Entstehung von Arteriosklerose beitragt.

Im Zuge der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wurde zum ersten
Mal eine Expression von GRHL3 in glatten Muskelzellen beobachtet, welche
anschlieBend sowohl auf RNA-, als auch auf Protein-Ebene bestatigt werden
konnte (siehe Abbildung 25 und 26). Der Nachweis dieser Expression fuhrt
zu der Annahme, dass GRHL3 auch in diesem Zelltyp eine funktionelle Rolle
spielen kénnte.

4.4. ldentifizierung potentieller Interaktionspartner von
GRHL3

FUr die Analyse weiterer post-translationaler Regulationsmechanismen wurde
nach bisher unbekannten Interaktionspartnern von GRHL3 gesucht. Bisher war
lediglich bekannt, dass innerhalb der GRHL-Familie eine Homo- und Hetero-
dimerisierung, sowie die DNA-Bindung als Dimer stattfindet [113]. Auch das
Homolog in Drosophila ist in der Lage mit Mitgliedern der GRH-Unterfamilie zu
dimerisieren [117]. Eine Dimerisierung mit der nah verwandten CP2-Unterfamilie
findet jedoch nicht statt [113]. Uber einen massenspektrometrischen Versuchs-
ansatz wurden neue potentielle Interaktionspartner identifiziert. Die Proteine
welche anhand der gemessenen Peptide bestimmt werden konnten sind in Ta-
belle 25 aufgeflhrt. Anhand der Literatur konnte fUr einige dieser Proteine, wie
NONO (Non-POU domain-containing octamer binding protein), SFPQ (splicing
factor, prolin- and glutamine-rich) und GRP78 (glucose regulated protein 78)
ein Zusammenhang zu Funktionen von GRHLS3 hergestellt werden. Flir andere
Proteine, wie GRP75/stress-70-protein, EIF3L oder LRC47 wurden dagegen
lediglich einige wenige Hinweise auf eine Rolle im kardiovaskularen System
gefunden.

Die Proteine NONO (Non-POU domain-containing octamer binding protein) und
SFPQ (splicing factor, prolin- and glutamine-rich) gehéren zu einer Gruppe von
Proteinen, die als Drosophila behavior/human splicing (DBHS) Protein-Familie
bezeichnet wird [59]. Es wurde gezeigt, dass die Proteine NONO und SFPQ in
vielen Fallen eine gemeinsame Funktion haben und als Homo- oder Heterodi-
mer die DNA binden [33, 59, 88]. Beide Proteine sind in viele unterschiedliche
Prozesse involviert, die an der Regulation der Genexpression beteiligt sind, dar-
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unter Transkription und das Spleif3en von pra-mRNA, da sie sowohl an DNA, als
auch an RNA binden kénnen [59]. Interessanterweise scheint der Einfluss von
SFPQ und NONO auf Transkription abhangig vom jeweiligen Kontext zu sein.
So wurde gezeigt, dass NONO direkt an eine Enhancer-Region im Rhodopsin-
Gen bindet und dessen Transkription aktiviert [134]. Zudem kann NONO die
Expression des POU class 5 Homeobox 1 (POU5F1)/octamer binding protein
4 (Oct-4) -Gens Uber eine spezifische Bindung an den Promotor dieses Gens
regulieren [85].

Eine DNA-Bindung von SFPQ wurde unter anderem flir das das insulin-like
growth factor response-Element im Gen des steroidogenens Enzyms P450scc
gezeigt. Diese Bindung fuhrt zur Inhibition einer durch den insulin-like growth
factor 1 induzierten Transkription [115].

Neben der direkten DNA-Bindung wurde sowohl fiir NONO, als auch fiir SFPQ
gezeigt, dass sie mit anderen Transkriptionsfaktoren interagieren kénnen und
dadurch die transkriptionsregulatorische Aktivitat dieser Proteine regulieren.
Beide Proteine interagieren z. B. mit den DNA-Bindedomé&nen des Thyroidhor-
monrezeptors und des Retinoid-X-Rezeptors. Diese Interaktion hat die Rekru-
tierung von Histondeacetylasen und somit eine Inhibition der Transkription zur
Folge, wodurch NONO und SFPQ wie Ko-Repressoren wirken [71]. Umgekehrt
kénnen die DBHS-Proteine auch als Ko-Aktivatoren fiir den Androgenrezeptor
fungieren [62]. SFPQ kann zudem mit der Transkriptionsfaktoraktivitét des Pro-
gesteronrezeptors interferieren, indem es dessen DNA-Bindung verhindert [28].
Die Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren illustrieren, dass eine
Interaktion der, in der vorliegenden Arbeit identifizierten, DBHS-Proteine mit
GRHL3 durchaus méglich wére. Interessanterweise zeigt die NONO-Bindestelle
im oct-4-Promotor (5'-CCGGTGAC-3') [85] eine Uberlappung mit der GRHL3-
Konsensus-Bindesequenz (5-AACCGGTT-3') [111], so dass die beiden Proteine
maoglicherweise in einem Komplex an ahnliche Sequenzen binden kénnten. Da
die DBHS-Proteine sowohl eine Transkriptionsaktivierende, als auch —inhibie-
rende Funktion haben kénnen, ware dariber zudem auch zu erklaren, dass
in Microarray-Analysen nach einer Uberexpression von GRHL3 nicht nur indu-
zierte, sondern auch reprimierte Gene gefunden wurden [44]. Je nach Kontext
ware dabei die Rekrutierung von Ko-Aktivatoren oder —Repressoren méglich.
NONO und SFPQ sind allerdings nicht nur im Hinblick auf die Regulation
GRHL3-abhangiger Gene als Interaktionspartner von Interesse, sondern auch
hinsichtlich ihrer Funktion beim Splei3en. Sowohl NONO, als auch SFPQ wur-
den als Komponente des flir das SpleiBen von pra-mRNA verantwortlichen
SpleiBosoms gefunden [39, 45]. Beide Faktoren sind jedoch keine essentiellen
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Komponenten dieses Komplexes, weshalb vermutet wird, dass sie vor allem
an der Regulation des alternativen SpleiBens von pra-mRNA beteiligt sind
[48, 55, 67]. Da eines der GRHL3-Primartranskripte alternativ gespleif3t werden
kann, kénnte man vermuten, dass GRHL3 durch eine Interaktion mit SFPQ und
NONO mdéglicherweise an der Regulation seines eigenen Splei3ens beteiligt ist.

Heat shock protein family A 5(HSPA5)/glucose regulated protein 78 (GRP78)
gehdrt zu einer Familie von Stress-induzierten Chaperonen, der heat shock
protein 70 (HSP70)-Familie [63]. GRP78 ist vor allem fir seine Rolle als Chape-
ron im endoplasmatischen Retikulum (ER) bekannt, in dem es unter anderem
an der Stress-induzierte Aktivierung von Transmembranproteinen, wie dem
activating transcription factor 6 (ATF6) beteiligt ist [64]. Es wurde gezeigt, dass
GRP78 direkt an ATF6 bindet. In Folge von ER-Stress kommt es zur Abspaltung
von GRP78, wodurch zwei Golgi-Lokalisationssignale in ATF6 frei werden und
dessen Translokation ermdglicht wird [106].

In der Literatur wurde fir GRP78 bereits mehrfach eine anti-apoptotische Funkti-
on beschrieben. In Tumorzellen wurde z. B eine erhdhte Expression von GRP78
gezeigt, welche unter anderem, tber einen auf Akt und ERK basierenden Signal-
weg, zu einer Reduktion der Apoptose fuhrt [73, 137]. Interessanterweise wurde
gezeigt, dass GRP78 nicht nur im ER lokalisiert ist, sondern als Antwort auf ER-
stress, auch im Zytoplasma und den Mitochondrien und dort anti-apoptotische
Funktionen hat [79].

Wie fir GRP78 wurde auch fir GRHL3 gezeigt, dass es zum Schutz vor Apopto-
se beitragt. Eine Uberexpression von GRHL3 in Endothelzellen fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Apoptose [44, 68].

Zusétzlich zu seiner Rolle bei der Apoptose wurde fir GRP78 eine Beteiligung
in der Angiogenese gezeigt. GRP78 kann an der Zellmembran von Endothel-
zellen durch ein Peptid aus der a disintegrin and metalloproteinase domain 15
(ADAM15), einem Transmembran-Glyocprotein, aktiviert werden, was zu einer
erhdhten Phosphorylierung von Akt und einer Aktivierung von ERK fihrt [92].
Interessanterweise ist dieser Prozess unabhangig von VEGF [92].

Auch far GRHL3 wird aufgrund seiner pro-migratorischen Eigenschaften eine
Rolle in der Angiogenese vermutet. So konnte unter anderem gezeigt werden,
dass bei einem knock down von GRHL3 die Migration von Endothelzellen inhi-
biert wird [68]. Zudem fiihrt eine Uberexpression der pro-migratorischen GRHL3
Isoformen 1 und 2 zu einer erhdhten Phosphorylierung an Akt 1. Da auch die
GHRL3-induzierte Endothelzellmigration scheinbar nicht Uber eine Erhéhung
der VEGF-Level verlauft [68],ist eine funktionelle Kooperation von GRHL3 und

-86 -



Diskussion

GRP78 in einem VEGF-abhangigen Signalweg vorstellbar.

Neben einer Rolle bei der Angiogenese wurde weiterhin gezeigt, dass GRP78
in seine Funktion als Rezeptor unter anderem Uber eine Aktivierung von Src-
Kinasen die Integritit der GefaBwand aufrechterhalt [8]. Ahnlich wurden fiir
GRHL3 Mechanismen beschrieben, die zu einer Aufrechterhaltung der epider-
malen Hautbarriere fihren [111]. Es ist daher mdglich, dass GRHL3 ebenso
die Barrierefunktion des Endothels positiv beeinflussen kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand der fluoreszenzmikroskopischen
Analysen auch eine Lokalisation von GRHL3 auf3erhalb des Zellkerns nachge-
wiesen werden (siehe Abbildung 15, 23 und 24). Zudem wurde in der Literatur
gezeigt, dass in Folge einer Induktion durch ER Stress oder nach einer artifizi-
ellen Uberexpression GRP78 im Zellkern nachgewiesen werden kann [93, 94].
Aufgrund ihrer Lokalisation und der Beteiligung an ahnlichen physiologischen
Prozessen ist eine Interaktion von GRP78 mit GRHL3 durchaus denkbar.

Neben GRP78 wurde ein weiteres Mitglied der HSP70-Familie als potenti-
eller Interaktionspartner von GRHLS identifiziert. Dabei handelt es sich um heat
shock protein family A 9 (HSPA9)/glucose regulated protein 75 (GRP75). Es
wurde urspriinglich als mitochondriales Chaperon beschrieben, findet sich aber
auch in anderen Zellkompartimenten [120]. Dieses Protein ist in vielen Tumoren
uberexprimiert [121], wo es die Funktionen des Tumorsuppressors p53 inhibiert.
Mechanistisch geschieht dies Uber Bindung an p53 und dessen Sequestrierung
im Cytosol, was die Aktivierung von p53-Zielgenen und Induktion von Apoptose
oder Seneszenz verhindert [122, 123]. Spater wurde gezeigt, dass die Blockade
dieser Komplexbildung die nukleare Translokation von p53 erlaubt und damit
zur funktionellen Reaktivierung von p53 fuhrt [40, 80]. Aufgrund der vorwiegend
zytosolischen Lokalisation von GRP75 in nicht-transformierten Zellen [119] und
der Beobachtung, dass sich GRHL3 auch im Zytoplasma von Endothelzellen
findet, ist es denkbar, dass dieses Protein wie im Fall von p53 auch an der Ver-
teilung von GRHL3 zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten beteiligt
ist.

Das leucin-rich repeat protein 47 (LRRC47) wurde in einem Ansatz zur Klo-
nierung maoglichst aller humaner cDNAs identifiziert [83]. Es ist innerhalb der
Vertebraten konserviert [82] und gehdrt zu der Familie der leucin-rich repeat
proteins, welche sich durch eine sich wiederholende Leucin-reiche Domane
auszeichnen. Dabei handelt es sich um ein 20-30 Aminosauren langes Struk-
turmotiv, das in sehr vielen Proteinen vorkommt und strukturelle Variabiltat
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aufweist [4]. Mehrere dieser Wiederholungen formen eine gebogene dreidimen-
sionale Struktur, die als Protein-Interaktionsdoméane genutzt zu werden scheint
[60]. Uber Funktionen von LRRCA47 ist allerdings nichts bekannt.

Der Translationsinitiationsfaktor EIF3L (eukaryotic translation initiation factor 3
subunit L) ist eine Untereinheit des EIF3 Komplexes. Die Initiation der Translati-
on in Saugern erfordert mindestens 11 verschiedene Initiationsfaktorkomplexe,
von denen EIF3 der grésste ist und aus 13 Untereinheiten besteht [23]. Zu-
sammen mit der ribosomalen 40S Untereinheit, der Initiator tRNA und anderen
Initiationsfaktoren ist er an der Erkennung des Translationsinitiationscodons be-
teiligt [49]. Bisher wurden fir EIF3 keine Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren
beschrieben. Es wird allerdings kontrovers diskutiert, ob ein Teil der Sauger-
Translationsmaschinerie im Zellkern lokalisiert ist und damit méglicherweise
mit dem Transkriptionsapparat interagieren konnte. Wahrend bei Bakterien
Transkription und Translation gekoppelt sind, wurde flr Eukaryonten generell
angenommen, dass diese beiden Prozesse raumlich getrennt sind. Inzwischen
gibt es einige Befunde, dass einzelne Komponenten des Translationsapparats
auch im Zellkern sind und auch raumlich mit aktiv transkribierten Regionen
kolokalisieren [3, 15]. Bisher ist jedoch unklar, ob diese Befunde tatsachlich
Translationsprozesse im Kern widerspiegeln, welche Funktion diese haben und
ob es Ruckkopplung mit generellen oder Sequenz-spzifischen Transkriptions-
faktoren gibt [22, 95].

Anhand der in der Literatur beschriebenen Funktionen und Interaktionen der
identifizierten Proteine kann eine Priorisierung fur eine Validierung bezlglich
der Wechselwirkung mit GRHL3 vorgenommen werden. Die Proteine SFPQ,
NONO und GRP78 sind dabei von gréBerem Interesse und sollen als erstes
untersucht werden. Dies schlie3t jedoch eine spatere Validierung der anderen
Proteine nicht aus.
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4.5. Ausblick

Mit der gewéhlten Vorgehensweise konnte zwar gezeigt werden, dass GRHL3
in Endothelzellen an Tyrosin- und Threoninresten phosphoryliert wird, es war
aber nicht mdglich die Position der modifizierten Aminosaurereste zu identifi-
zieren. Daher soll als nachstes ein massenspektrometrischer Ansatz verfolgt
werden, bei dem nach der Immunprazipitation von GRHL3 und dem tryptischen
Verdau Phosphopeptide angereichert und massenspektrometrisch, im Vergleich
zu vorher enzymatisch dephosphorylierten Proben, gemessen werden. Uber
diesen Ansatz sollte es mdglich sein nicht nur phosphorylierte Tyrosinreste,
sondern auch gleichartig modifizierte Serin- und Threoninreste zu ermitteln.
FUr letztere sollen wiederum die an der Phosphorylierung beteiligten Kinasen
ermittelt werden.

Die funktionelle Relevanz der verschiedenen Phosphorylierungen wird dann
durch die Expression nicht-phosphorylierbarer und phospho-mimetischer Mu-
tanten untersucht, die analog zu den in dieser Arbeit bereits beschriebenen
erzeugt werden. Nach Uberexpression dieser Mutanten wird deren Einfluss auf
subzellulare Lokalisation, DNA-Bindung, Transkriptionsaktivierung, Endothelzell-
migration und —apoptose sowie auf eNOS-Aktivierung und NO-Bioverfligbarkeit
untersucht.

Mit der schon erfolgreich durchgefihrten massenspekirometrischen Analy-
se sollen weitere potentielle Interaktionspartner von GRHL3 in Endothelzellen
identifiziert werden. Zudem werden die bisher identifizierten Interaktionspart-
ner Uber eine reziproke Ko-Immunopréazipitationen verifiziert. Die Funktionen
von validierten Interaktionspartnern in Endothelzellen konnen durch deren
Uberexpression oder siRNA-vermittelte Herabregulation und Analyse der oben
beschriebenen funktionellen, zellularen Parameter untersucht werden. Ein Ein-
fluss auf GRHL3-abhangige zelluldre Prozesse kann dabei durch gleichzeitige
Uberexpression von GRHL3 ermittelt werden. Ob Phosphorylierungen von
GRHL3 an den Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sind, Iasst sich mit den
nicht-phosphorylierbaren und phospho-mimetischen Mutanten von GRHL3 er-
mitteln.

Nachdem ein Einfluss einer ungesunden Ernahrung auf die Expression von
GRHL3 detektiert wurde, soll untersucht werden, ob eine differentielle Regulati-
on der Isoformen, wie sie fir NO gezeigt wurde, stattfindet. Da der Antikérper ge-
gen ein Epitop in GRHL3 gerichtet ist, welches in allen drei Isoformen vorkommt,
muss dies zun&chst auf RNA-Ebene erfolgen, indem Isoform-spezifische Primer
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in einer Polymerasekettenreaktion eingesetzt werden. Da im Rahmen dieser
Arbeit zum ersten Mal eine Expression von GRHLS3 in glatten Muskelzellen
gezeigt wurde, soll nachfolgend die Funktion in diesem Zelltyp analysiert wer-
den. Dies geschieht wiederum durch Uberexpression oder Herabregulation
von GRHL3, ein Parameter, der vordringlich untersucht werden sollte, ist die
Proliferation dieser Zellen, da diese bei der Entwicklung arteriosklerotischer
Plaques gesteigert ist. Diese Uber Untersuchungen sollten weitere Aufschlisse
tber GRHL3-Funktionen in der GefaBwand und seine mdgliche Rolle in der
Aufrechterhaltung der GefaBfunktion oder aber auch bei pathophysiologischen
Veranderungen geben.
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5. Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor Grainyhead-like 3 (GRHLS3) spielt eine essentielle Rolle
im humanen Endothel indem er Migration, Apoptose von Endothelzellen sowie
die Aktivitat der endothelialen NO-Synthase reguliert. Allerdings sind die Me-
chanismen, die an der Regulation der Aktivitat dieses Proteins beteiligt sind,
weitgehend unbekannt. Transkriptionsfaktoren kénnen durch post-translationale
Modifikationen wie z. B. Phosphorylierung, aber auch durch die Interaktionen
mit anderen Proteinen reguliert werden. Daher war ein Ziel dieser Arbeit die
Phosphorylierung von GRHL3 zu untersuchen, Uber die in Sadugern bisher
nichts bekannt war. Um das endogene Protein analysieren zu kénnen, wurde
zunachst ein neuer Antikérper gegen GRHLS3 etabliert. Nachfolgend konnte
zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass GRHL3 sowohl an Threonin-,
als auch an Tyrosinresten phosphoryliert wird. Eine weitere Charakterisierung
der Tyrosinphosphorylierung zeigte, dass es sich um eine NO-induzierte Src-
Kinase-abhangige Phosphorylierung handelt. Detailliertere Untersuchungen
zeigten, das die Tyrosinreste an den Positionen 64, 171 und 335 entweder fur
diese Phosphorylierung nicht relevant sind oder méglicherweise mehrere dieser
Reste gleichzeitig Src-abhangig oder durch andere Tyrosinkinasen phosphory-
liert werden.

Aus der NO-Abhangigkeit der GRHL3-Phosphorylierung ergab sich als ein
weiteres Ziel dieser Arbeit die GRHL3-Expression in Abhangigkeit eines NO-
regulierenden Stimulus mit pathophysiologischer Bedeutung zu untersuchen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von primaren humanen Endothel-
zellen mit LDL und Fruktose die Protein-Menge von GRHL3 reduziert. Dieses
Ergebnis wurde in einem Mausmodell validiert, in dem gezeigt wurde, dass
eine Hochfett-Diat die Expression von GRHL3 im Aorten-Endothel verringert.
Im Rahmen dieser in vivo Versuche wurde zudem erstmals eine Expression
von GRHL3 in glatten Muskelzellen der GefaBwand nachgewiesen, die ex vivo
sowohl auf RNA-, als auch auf Protein-Ebene validiert wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurden zudem bisher unbekannte, potentielle Inter-
aktionspartner von GRHLS3 (ber eine Ko-Immunpréazipitation und eine nachfol-
gende massenspektrometrische Analyse identifiziert.

In Zukunft sollen die Relevanz der Phosphorylierungen von GRHL3, seiner
Wechselwirkungen mit den verschiedenen Interaktionspartner fir die Endot-
helfunktion sowie seine Rolle in glatten Muskelzellen untersucht werden um
damit ein umfangreicheres Bild der Rolle dieses Transkriptionsfaktors in der
Physiologie und Pathophysiologie der GeféaBwand zu erhalten.
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6. Summary

The transcription factor grainyhead-like 3 (GRHLS3) plays an essential role in
the human endothelium by regulating migration and apoptosis of endothelial
cells as well as the activity of the endothelial NO-synthase. However, the me-
chanisms involved in the regulation of the activity of this protein, are largely
unknown. Transcription factors are known to be regulated by post-translational
modifications, e.g. phosphorylation, but also by interactions with other proteins.
Therefore, one of the aims of this work was to analyze the phosphorylation of
GRHL3 as nothing was known about this modification in mammalians. Initially,
a new GRHL3 antibody was established, to be able to analyze the endogenous
protein. Subsequently, it was demonstrated for the first time that GRHL3 is
phosphorylated on threonine as well as on tyrosine residues. Further characteri-
zation showed that the tyrosine phosphorylation is NO-inducible and Src-kinase
dependent. Detailed studies revealed that the tyrosines in position 64, 171
and 335 are not relevant for this phosphorylation. Alternatively, several of them
could be simultaneously phosphorylated by Src-kinases or they could target for
other tyrosine kinases.

Based on the NO-inducible phosphorylation of GRHL3, a second aim was the
analysis of GRHL3 expression in dependence on an NO-regulating stimulus
with pathophysiological relevance. It could be shown that treatment with LDL
and fructose reduces GRHL3 protein levels in endothelial cells. This was cor-
roborated in a mouse model, in which a high fat diet reduced the expression
of GRHL3 in the aortic endothelium. Within the context of these experiments it
was demonstrated for the first time that GRHLS is also expressed in vascular
smooth muscle cells, which was validated ex vivo on the RNA and protein level.
Furthermore, in the present work so far unknown, potential interaction partners
of GRHL3 were identified by co-immunoprecipitation and subsequent mass
spectrometric analysis. In the future, the impact of GRHL3 phosphorylation
and of its interactions with the different proteins on endothelial function as well
as its role in smooth muscle cells will be examined to get a more comprehen-
sive picture of the functions of this transcription factor in the physiology and
pathophysiology of the vascular wall.
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Anhang

lll. Anhang

lll.1. Auflistung der in Abschnitt 3.5 identifizierten Peptide
Splicing factor, proline- and glutamine rich (SFPQ):

299-315 LFVGNLPADITEDEFKR

320-330 YGEPGEVFINK

377-390 NLSPYVSNELLEEAFSQFGPIER

480-493 FAQHGTFEYEYSQR

Heat shock protein family A 5(HSPA5)/glucose regulated protein 78 (GRP78):
61-74 ITPSYVAFTPEGER

82-96 NQLTSNPENTVFDAV

139-152 TFAPEEISAMVLTK

165-181 VTHAVVTVPAYFNDAQR

198-214 [INEPTAAAIAYGLDKR

474-491 DNHLLGTFDLTGIPPAPR

heat shock protein family A 9 (HSPA9)/glucose regulated protein 75 (GRP75):
86-99 TTPSVVAFTADGER

207-218 DAGQISGLNVLR

349-360 AQFEGIVTDLIR

395-405 VQQTVQDLFGR

499-513 LLGQFTLIGIPPAPR

514-535 GVPQIEVTFDIDANGIVHVSAK

Leucine-rich repeat-containing protein 47(LRRC42):

23-34 ELLLTGPGLEER

103-140 VLDLSGNALEALPPGQGLGPAEPPGLPQLQSLNLSGNR
193-205 ELSPDIAHLASLK

311-324 VLHVSENPVPLTVR

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L (EIF3L):

39-53 QYEQQTYQVIPEVIK

62-70 TVSDLIDQK

109-133 NTPWPEAEAIAPQVGNDAVFLILYK

382-391 IDESIHLQLR

446-461 VFSDEVQQQAQLSTIR

475-487 LAGFLDLTEQEFR

Non-POU domain-containing octamer-binding protein (NONO)

76-91 LFVGNLPPDITEEEMR

127-135 VELDNMPLR

177-184 AVVIVDDR

221-239 PVTVEPMDQLDDEEGLPEK

399-434 GAMPPAPVPAGTPAPPGPATMMPDGTLGLTPPTTER
435-456 FGQAATMEGIGAIGGTPPAFNR
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