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1 Einleitung

1.1 Tumorentstehung durch genetische Veranderungen

Genetische Anomalien wirken sich in einer veranderten Struktur und Funktion von
Genprodukten aus, durch die sich Zellwachstum und Differenzierung den vielfaltigen
Kontrollimechanismen entziehen kénnen.! Mutationen kénnen auf zwei Wegen zu
unkontrollierter Zellteilung und Tumorbildung fihren.

Zum einen konnen sie durch eine Uberaktivierung eines stimulierenden Gens (gain
of function) hervorgerufen werden. Solche Uberaktiven Gene werden Onkogene
genannt, wahrend man das entsprechende noch unveranderte Gen als
Protoonkogen bezeichnet. Mutationen, die ein Onkogen betreffen, bezeichnet man
dann als dominant, wenn bereits ein verandertes Allell zur Tumorentstehung
ausreicht. Zu den Mechanismen, die zur Aktivierung von Protoonkogenen fihren,
zahlen die Amplifikation, aktivierende Mutationen und die Fusion durch

Translokation.?3

Translokation

aktivierende Mutation Amplifikation
Protoonkogen >
--------------------------- On ko g en
Abbildung 1

Mechanismen zur Onkogenaktivierung
Genetische Veranderungen wie Punktmutation, Translokation oder Amplifikation
kénnen die kontrollierte Zellteilung storen und zu Tumorentstehung fiihren.?
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Der zweite bekannte Weg zur Tumorentstehung ist die Inaktivierung eines
hemmenden Gens (loss of function), eines sogenannten Tumorsuppressorgens.>
Zur Aufhebung der hemmenden Wirkung der Tumorsuppressorgene kommt es erst,

wenn beide Allelle verdndert sind, man nennt diese Mutationen deshalb rezessiv.

1.1.1 Protoonkogene
Protoonkogene fungieren als Wachstumsfaktoren, Zelloberflachenrezeptoren,

intrazellulare Signaltibermittler, Transkriptionsfaktoren, Cyclin abhé&ngige Kinasen
und Kinaseinhibitoren. Zu den Mechanismen der Onkogenese zahlen Deletionen
oder Punktmutationen in der kodierenden Sequenz, die Amplifikation des Gens,
Translokationen und die Rekombination zwischen einem Protoonkogen und der RNA
eines Retrovirus. Diese Mechanismen kdnnen zu einer Veranderung der
kodierenden Sequenz fiihren, so dass ein tUiberaktives Genprodukt entsteht.
Veranderungen in regulativen Sequenzen, die die Aktivitat des Gens steuern, kdnnen
bewirken, dass das betroffene Gen tiberméassig oft abgelesen und translatiert wird,
und somit ein normales Protein in viel gro3erer Menge gebildet wird und vorliegt. Die
selbe Folge hat eine Translokation, die das Gen in die Nahe eines starken

Enhancers bringt. Seit den 70er Jahren sind etwa 250 Onkogene beschrieben

worden.*®
Tabelle 1
Bekannte Onkogene und Tumore, in denen sie aktiviert sind*
Onkogen [Funktion Tumor
abl Tyrosin-Proteinkinase CML
myc Nukleares Protein Burkitt Lymphom, Bronchial-, Zervix-,
Mammakarzinom
L-myc Nukleares Protein, Mediator fur Bronchialkarzinom
Wachstumsfaktor
N-myc Down Regulation Activin A° Neuroblastom, kleinzelliges
Bronchialkarzinom
erbB-1/ epidermaler Wachstumsfaktor Glioblastome, Plattenepithelkarzinome
EGFR B
erbB-2/her- |Tyrosinrezeptor Kinase' Mamma-, Ovarial-, Bronchialkarzinom
2/neu
sis Tyrosinkinase® Glioblastom
src Membran gebundene Proteinkinase Kolonkarzinom
H-ras Membran gebundenes G-Protein mit  |Bronchial-, Kolon-, Pankreaskarzinom
GTPase Aktivitat
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Onkogen [Funktion Tumor

K-ras GTPase’ Melanom, Schilddrisenkarzinom, AML, ALL

N-ras GTPase’ Melanom, Schilddriisen-,
Harnblasenkarzinom

int-2 Fibroblastenwachstumsfaltor” Mammakarzinom

ret Tyrosinkinase™ Schilddriisenkarzinom

Eines der bekanntesten Beispiele fir ein Protoonkogen ist abl, dessen Umwandlung
zum Onkogen zu der Entwicklung von Chronisch Myeloischer Leukamie fiihrt. Das
Gen abl liegt auf dem Chromosom 9 und wird durch eine Translokation auf
Chromsom 22 mit dem bcr- Gen fusioniert. Durch diese Translokation entsteht das
sogenannte ,Philadelphia Chromosom*® mit bcr/abl an der Fusionsstelle. In ihm ist die
Aktivitat der Kinase Domane von abl gesteigert und fuhrt durch die Phosphorylierung
bestimmter Proteine zu einer iberméafigen Bildung hamatopoetischer
Knochenmarkzellen und damit zur CML .1

Ein weiteres Beispiel fur eine Tumorentstehung durch Translokation ist das Burkitt
Lymphom. Bei 75-85 % der Patienten kommt dabei durch eine Translokation

c-myc auf Chromosom 8 in die Néahe eines Immunglobulin Locus, meist auf
Chromosom 14. Der Enhancer des Immunglobulin Locus kann dadurch die
Transkription von c-myc steuern und seine Expression steigern.*? Dies fiihrt tiber die

groRere Menge des Genprodukts zur Entstehung des Burkitt L ymphoms.

1.1.2 Tumorsuppressorgene
Tumorsuppressorgene werden Uber ihre negative Regulierung der Protoonkogene

definiert. Im Unterschied zu Onkogenen bezeichnet man Suppressorgene als
rezessive Tumorgene, weil erst eine Schadigung auf beiden Allellen zum volligen

Funktionsausfall und damit zur Tumorentstehung fiihrt.2

Tabelle 2
Bekannte Tumorsuppressorgene®und Tumore, in denen sie aktiviert sind

Gen Funktion des Produkts mit Funktionsverlust assoziierte Tumore

Rb TF Retinoblastom, Osteosarkom, Karzinome von
Mamma, Harnblase u. Lunge

p53 TF multiple, Li Fraumeni Syndrom

APC Signaltransduktion Kolon-, Prostatakarzinom, familiare
Adenomatose
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Gen Funktion des Produkts mit Funktionsverlust assoziierte Tumore

MCC Zytoplasma Kolon-, Prostatakarzinom, familiare
Adenomatose

DCC Zelladhasion Kolon-, Osophaguskarzinom

WT-1 TF Wilms Tumor, Denys-Drash Syndrom

VHL Transkriptionsregulation, Elongation  |Von-Hippel-Lindau Syndrom, Nierenzellkarzinom

NF-1 GTPase-Aktivator Von Recklinghausen Neurofibromatose Typ 1

NF-2 assoziiert mit Zytoskelett Neurofibromatose Typ 2

BRCA-1 DNS-Reparaturenzym: hereditare (sporadische) Mamma- u.
Ovarialkarzinome

BRCA-2 DNS-Reparaturenzym hereditare (sporadische) Mammakarzinome

hMSH2 DNS-Reparaturenzym Kolonkarzinom

hPMS1 DNS-Reparaturenzym Kolonkarzinom

hMLH1 DNS-Reparaturenzym Kolonkarzinom

Das bekannteste Tumorsuppressorgen ist p53. p53 wird als “Wachter der gesamten
Genomstabilitat” bezeichnet, denn bei ca. 60% aller menschlichen Tumoren ist ein
Funktionsverlust von p53 nachzuweisen. Dabei betreffen die Mutationen immer
wieder die selben Codons. Nach der Schadigung des ersten p53 Allells kann es zur
Inaktivierung des zweiten Allells durch Deletion des Locus 17p oder durch eine
pathologische Interaktion des mutierten mit dem noch unveranderten Allell kommen.
Neben diesen beiden Pathomechanismen ist noch ein weiterer bekannt, der klinisch
sehr bedeutsam ist. Virale Onkoproteine kdnnen p53 binden und es inaktivieren, so
dass die betroffenen Zellen proliferieren und resistent gegen Apoptose werden. Ein
bekanntes virales Onkoprotein ist E6 des Humanen Papillomavirus, das vor allem bei

jingeren Frauen das Cervixcarcinom verursacht.®

1.2 Myelodysplastisches Syndrom und Akute Myeloische Leukamie
Das Myelodysplastischen Syndrom (MDS) wird auch Praleukamie genannt. 6
Dabei handelt es sich um eine heterogene Gruppe potentiell maligner Erkrankungen
der blutbildenden Zellen. Es kommt zur klonalen Expansion einer hamatopoetischen
Vorlauferzelle. Die neoplastischen Zellen reifen unterschiedlich weit aus. Neben
einer beschleunigte n intramedullaren Apoptose und einem Funktionsdefekt der
klonalen Zellen kommt es durch Verdrangung ausreifungsfahiger Vorlauferzellen

zum klinischen Bild einer peripheren Zytopenie.!” Mehr als 50% der MDS Félle
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transformieren zu einer akuten myeloischen Leukamie. Die Inzidenz des MDS liegt
bei 50 Jahrigen bei 3,5 /100 000 Einwohner, bei tber 70 Jahrigen bei 30-49/100000.
Das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt bei 65 Jahren, mannliche Patienten
Uberwiegen.!” Diagnosekriterien fiir das Vorliegen eines myelodysplastischen
Syndroms sind eine variable, eher gesteigerte Zelldichte, Zeichen der
Dysmyelopoese in mindestens zwei Zellreihen und ein Anteil an Blasten im Blut oder
Knochenmarkausstrich tber 5%, was fir die Diagnosestellung einer AML jedoch zu
niedrig ist. Von den charakteristischen zytogenetischen Veranderungen bei MDS
betreffen 13 bis 20% -5 oder 5q-.*" Die Kinder sind bei Diagnosestellung im Vergleich
zu anderen hamatologischen Erkrankungen etwas alter. Durch die periphere
Zytopenie sind die Kinder anamisch, blass, mide, infektionsanfallig und neigen zu
Blutungen. Nach unterschiedlich langem Verlauf kann die Erkrankung in eine akute
Leukdmie minden.

Bei der akuten myeloische Leuk&mie (AML) handelt es sich um die zweit haufigste
Leukamie im Kindesalter mit einer Inzidenz von 0,7 bezogen auf 100 000 Kinder
unter 15 Jahren. Jungen und Madchen erkranken fast gleich haufig bei einem
Inzidenzverhaltnis von 1,1 :1.'® Die AML lasst sich nach zytomorphologischen,
immunologischen, zytogenetischen und molekulargenetischen Merkmalen in
prognostische Risikogruppen einteilen, die fir die Therapieform entscheidend sind.
Kriterien zur Einteilung in Risikogruppen sind die Unterform der AML, die
Leukadmiezellmasse bei Diagnosestellung, sowie morphologische und zytogentische
Befunde.’® Ein hohes Rezidivrisiko besteht bei initialem ZNS Befall und spater
kompletter Remission.

Die Einteilung in die verschiedenen Subtypen der AML und des MDS erfolgt nach der
FAB (FrenchrAmerican-British) Klassifikation und richtet sich nach

zytomorphologischen und immunologischen Merkmalen.
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Tabelle 3
FAB Klassifikation der AML *°
FAB Subtyp Morphologie Zytogenetik |[Haufigkeit
MO AML ohne Ausreifung Myeloblasten ohne Granula <5%
M1 AML mit minimaler Ausreifung |Myeloblasten +/- Granula t(9;22) 15 - 20%
M2 AML mit Ausreifung Myeloblasten mit Granula, einzelne  |t(8;21) 25 - 30%
Myelozyten
M3 Akute Promyelozytenleukamie |Promyelozyten, deutlich granuliert t(15;17) 5-10%
M4 Akute myelomonozytare Myeloblasten und Promyelozyten >  |Inv/del(16) 20-30 %
Leukadmie 20%
M 5a |Akute Monoblastenleukdmie |Grol3e Monoblasten t/del(11) 5%
ohne Ausreifung
M 5b  |Akute Monoblastenleukamie  |Monoblasten, Promonozyten und t(8;16) 5-10%
mit Ausreifung Monozyten; Monozytose im
peripheren Blut
FAB  |Akute Erythroleukamie Megaloblastare Erythropoese > 50%, 5%
Myeloblasten > 30%
MO Akute Megakaryoblasten 5%
Megakaryoblastenleukamie

1.3 Das 5q Syndrom
Die zweite strukturelle Chromosomenveranderung, die nach dem Philadelphia

Chromosom entdeckt wurde, ist die sogenannte Deletion 59.2° Es konnte gezeigt

werden, dass die Deletion zwischen dem Verlust der gesamten Region telomerisch

von 5912 bis zum Verlust von lediglich 5931 variiert. Aus diesem Ergebnis wurde die
These aufgestellt, dass durch die chromosomale Deletion nicht zwei Protoonkogene
verbunden werden, sondern dass es sich bei 531 um ein Tumorsuppressorgen
handelt. Gem&R der “Two Mutation Hypothese” von Knudson?! kame es dabei zuerst
zu einer Deletion des ersten Allels, eine weitere Deletion oder Methylierung des
Promotors wirde dann zum Verlust des zweiten Allells fihren, also zum Verlust des
Tumorsuppressorgens und damit zur Tumorentstehung.

Das klinische Erscheinungsbild des 5g Syndroms beinhaltet Anamie, Dysmegkaryo-
poese, hypolobulierte Megakaryozyten, Macrozytose, normale bis erhéhte
Thromobozytenzahl und den Verlust der Region 5q, vor allem del(5931g33). Frauen
sind etwas haufiger betroffen als Manner. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung ist
in der siebten Lebensdekade. Das Risiko zur leuk&dmischen Transformation wird
gering eingestuft und liegt bei 20 %. Hamatologische Neoplasien im Zusammenhang

mit Deletion 5q sind bei der Entstehung von akuter myeloischer Leukamie und dem
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Myelodysplastische Syndrom besonders haufig.?° Beim MDS treten sie mit einer
Haufigkeit von 13 bis 20% auf.’

1.4 Akute Leukamie und MLL
Unter dem Begriff Leukdmie versteht man eine klonale Erkrankung des blutbildenden

Systems.?? Die entarteten Zellen vermehren sich unkontrolliert und verdrangen die
normale Blutbild ung. Jahrlich erkranken ca. 50 pro 1 Million Einwohner. Bei Kindern
sind Leukadmien die haufigste maligne Erkrankung mit 45%. Man unterscheidet nach
dem klinischen Verlauf akute und chronische Leukamien, je nach entarteter Zellart
lymphatische und myeloische und unterteilt diese noch nach dem Reifegrad der
veranderten Zellreihe.?

Bei Krebserkrankungen des blutbildenden Systems, also den Leukamien und
Lymphomen, kommt ein Typ der genetischen Veranderung besonders haufig vor.
Das sind die reziproken chromosomalen Translokationen, bei denen Chromosomen-
arme zwischen verschiedenen Chromosomen ausgetauscht we rden.

Eine Translokation ist besonders haufig bei der akuten lymphatischen Leukamie
(ALL) und bei der akuten myeloischen Leukamie (AML). Sie betrifft das MLL Gen
(mixed lineage leukemia), das selbst auf 11q 23 fir eine Histon H3K4
Methyltransferase kodiert.?* Durch die Translokation wird die Transkription des MLL
Gens verandert, so dass ein verandertes Genprodukt entsteht.

Insgesamt sind 87 verschiedene Translokations Partner Gene, die das MLL Gen
betreffen, bekannt, 51 davon sind charakterisiert. Chromosomale Rearrangements
des MLL Gens sind ein Marker fiir aggressive Arten akuter Leukamien.?* Die MLL

Partner Gene sind in Abbildung 2 graphisch dargestellt.
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Abbildung 2
MLL Partner Gene?®

1.5 Das GRAF-Gen
Dr. Stig Egil Bojesen gelang es, das oben beschriebene Gen auf 5931 zu isolieren.?®

Dabei handelt es sich um das MLL Partner Gen GRAF. Es stimmt in den
Aminosauren 170 bis 759 zu 92 % mit dem von Hildebrand, Taylor und Parson
beschriebenen Graf Gen beim Huhn?® tiberein und ist das humane Aquivalent des
Huhner Graf Gens. GRAF steht fur ,GTPase activating protein for Rho associated
with FAK*®. Es wird auch als KIAA0621 oder OPHNLL bezeichnet.

Bei dem GRAF Gen handelt sich wahrscheinlich um ein Tumorsuppressor Gen. Es
kommt in zwei Isoformen vor, der leukozytaren Form aus 2282 bp und der im Gehirn
auftretende Isoform von 2442 bp. Die leukozytare Isoform A besteht aus 759 AS und
hat eine GroRe von 86 kDa, die Isoform B enthalt 814 AS entsprechend 92 kDa. Eine
starke Exprimierung des GRAF Proteins findet sich in epithelialem Gewebe, vor
allem in den Betazellen der Pankreas Inseln, in Hoden, Prostata, Brustdrise,
gastrointestinalen Drisen und dem Plattenepithel der Haut. Ebenfalls stark exprimiert
wird es in Nervengewebe, unter anderem auch in den Ganglienzellen des Darms.?’
In Kardiomyo zyten, erytropoetischen Zellen und Lebergewebe wird es zwar
exprimiert, allerdings weniger stark. Analysen der subzellularen Lokalisation des
GRAF Proteins konnten zeigen, dass GRAF sich diffus im Zytoplasma der Zelle

verteilt und es nur zu einem sehr geringen Anteil nukleér lokalisiert ist.?’
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2 Problemstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die genomische Struktur des GRAF Gens exakt zu

untersuchen, sowie Zahl und GroRRe der Exons zu bestimmen.

Es soll versucht werden, Mutationen im GRAF Gen bei Patienten mit AML oder MDS
zu identifizieren und auf einen Funktionsverlust der GRAF- Mutanten auf

Proteinebene zu prifen.

Daneben wurde die Sequenz der partiellen genomische DNA eines Patienten
analysiert, um die Ursache fir die Insertion von Intronsequenzen zu untersuchen, die

in mehreren cDNA Proben der Patienten nachgewiesen werden konnte.
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3 Material und Methoden
Eine Liste und Zusammensetzung aller verwendeten Puffer und Medien befindet sich
im Anhang unter A9 und A10.

3.1 Patienten

Es wurden Blut — und Knochenmarkproben von Patienten verwendet, die an einer
AML erkrankt waren und sowohl zytogenetisch den Verlust eines Allells im Bereich

5g31 als auch eine Blastenzahl von mehr als 80% aufwiesen.

Tabelle 4

Liste der in dieser Arbeiten untersuchten Patienten.

Die Klone wurden nach ihrer LaAnge durchnumeriert, wobei Klonl der langste war.
Die Karyotypen werden entsprechend den Vorgaben der ISCN® beschrieben.

Patient [Geburtsjahr Diagnose Karyotyp Klon Nr.
H,D 1990 sek AML 45,XY,-7 1
B,J 1998 AML 46 XX,?add(7)(q36),?del(12)(p13) 2
G,J 1997 AML bei M. Down [48,XX,del(5)(p14),+8,+21c 3,6,11
S,E 1993 AML M5 46,XX 4
T.K 1983 AML M2 47 XX, +8 5,10
S,C 1984 AML M1 46,XX 7,13
JF 1983 AML 47 XY, +4 8
F,J 1987 AML 46,XY,9gh- 9
G,J 1989 AML 45,XY,-7 12

48~51,XX,der(1)(q31),der(3)(p24),der(4),
+6,-8,-11,-11,der(12)(p?12),-13,+15,+21,
N,A 1996 AML +21,+2~4mar[cp8] 14
3.2 Zelllinien

Zur Amplifizierung der Exon-Intron-Ubergéange wurde DNA der Zelllinien HL-60, MV4
11 und K562 verwendet. Dabei handelt es sich um humane Leukamie-Zelllinien ohne
5g31Aberrationen, d.h. sie enthalten den GRAF Wildtyp.

Tabelle 5

Verwendete Zelllinien
Zelllinie Leukamie Genrekombination Depositor
HL 60 °° | AML (FAB M2) Dr.E. Pofiri, London, UK
MV 4-11°" | AML (FAB M5) MLL-AF4 H. Drexler, Braunschweig
K-562 CML M-BCR/ ABL H. Drexler, Braunschweig
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3.3 Isolierung genomischer DNA

Zur Isolierung genomischer DNA® aus ca. 5 x 10° Zellen wurde das Genomic Mini
Prep Protokoll des Camgen™ Mammalian Genomic DNA Purification Kit (Whatman,
Cambridge, UK) verwendet. Zur Vorbereitung der Blutprobe gibt man das dreifache
Probenvolumen der Blood Cell Lysis Solution zur Patientenprobe, vortext und lasst
es fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. Nach einminutigem Zentrifugieren
bei 1500 x g wird der Uberstand verworfen, das Pellet mit einfachem Probenvolumen
gewaschen und der Uberstand erneut verworfen. Das Pellet wird in 300 pl GEN |
Puffer durch vortexen resuspendiert, 300 pl GEN Il Puffer und 150 pl GEN Il Puffer
werden zugegeben, danach zentrifugiert man bei 20000 x g fir 5 Minuten. Der
Uberstand wird ohne Verunreinigung durch das Pellet in ein sauberes Cup uberfiihrt,
und nach Zugabe von 450 pl Isopropanol 100% wird erneut fur 10 Minuten bei 20000
X g zentrifugiert. Das Prazipitat wird mit 200 pl 70%igen Ethanol gewaschen und
erneut fur 3 Minuten zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes trocknet man das
Pellet und I6st es dann in 50 pul 10 mM Tris-HCI pH 7,6 oder sterilem Wasser. Das
Auflésen kann durch Inkubation bei 37°C und gelegentlichem vorsichtigem
Durchmischen beschleunigt werden. Der DNA Gehalt wird am Spektralphotometer

bestimmt.

3.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA Konzentration** einer Losung wurde mit Hilfe des Spektralphotometers bei

einer Wellenlange von 260 nm nach folgender Formel bestimmt:

C=0ODggo x N X f C Konzentration in pg/ml
OD2s0 optische Dichte bei ? 260 nm
n Eichfaktor, fir DNA Faktor 50
f Verdunnungsfaktor

3.5 Isolierung von Plasmid DNA aus E.coli

Die Plasmid DNA wurde mit dem E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit | (Peglab, Erlangen)
isoliert.3* Dazu bewegt man die Bakterienkultur in 5 ml mit Ampicilin versetztem LB-
Medium bei 37°C und 250 Schittelbewegungen pro Minute Gber 12-16 h.

Nach Abzentrifugieren der Bakteriensuspension bei 10 000 x g fur 1 min wird der

Uberstand verworfen. Danach resuspendiert man das Pellet in 250 pl Lésung | +



3 Material und Methoden 17

RNase A und lysiert es durch Zugabe von 250 ul Lésung Il. Nach Zugabe von 350 pl
Losung 111 wird die Bakterien DNA gefallt und an grof3e Salzpartikel gebunden. Die
hohe Salzkonzentration bewirkt eine Fallung denaturierter Proteine, chromosomaler
DNA sowie von Zelltrimmern, wahrend die kleinere Plasmid-DNA in Lésung bleibt.
Nach zehnminutigem Zentrifugieren bei 10000 x g kann man den Uberstand in
HiBind-Miniprep-Zentrifugensaulen Uberflihren. Sie enthalten ein Anionen
Austauscher Harz, das positiv geladene Gruppen enthalt, die die negativ geladenen
Phosphatgruppen der DNA in Abhangigkeit von der Osmolaritat und des pHs der
Losung binden. Erneutes Zentrifugieren (1 min, 10000 x g) lasst das Lysat die
Silikonmembran passieren, wobei die Plasmid DNA im Zentrifugenséaulc hen bindet,
der Saulendurchflufd wird verworfen. Mit 500 pl HB-Puffer wird die Zentrifugensaule
durch erneutes Zentrifugieren (1 min, 10000 x g) gewaschen. Im zweiten
Waschschritt wird die DNA mit 750 pl des mit absolutem Ethanol komplettierten
DNA-Waschpuffers durch Zentrifugieren (10000 x g/ 1 min) gereinigt. Einminitiges
Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit entfernt den noch verbliebenen Puffer.
Um die DNA aus der HiBind-Miniprep-Zentrifugensaule zu l6sen, werden 50 pl H.O in
die Mitte der Saulen pipettiert und durch zweiminutiges Zentrifugieren bei 10000 x g

kann die DNA in einem sauberen Cup aufgefangen werden.

3.6 Isolierung von RNA

Die Isolation der Gesamt RNA erfolgte unter Verwendung desTRIzol™ Reagenz
(Gibco, Karlsruhe) nach der von Chomczynski und Sacchi beschriebenen Methode
fir die Guanidin Isothiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion.* *

In Fliissigmedium gewachsene Zelle n werden durch Zentrifugieren (1500 x g, 10
min) pelletiert und pro 5-10 x 10° Zellen in 1 ml Trizol durch Auf- und Abpipettieren
geldst. Wahrend einer Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur dissoziieren die
Nucleoproteinkomplexe. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform pro eingesetztem 1 ml
Trizol und Zentrifugieren (12000 x g, 15 min, 4°C) Uberfuhrt man die wéassrige Phase
in ein frisches Cup und fallt die RNA durch Zugabe von 500 pl 100% Isopropanol und
erneutem Zentrifugieren (max. 12000 x g, 10 min, 4°C). Das RNA-Pellet wird mit 1 ml
70%igem Ethanol gewaschen, 10 Minuten im offen Cup getrocknet und in RNAse
freiem Wasser gelost. Der RNA Gehalt wird am Spektralphotometer bestimmt, wobei
eine Absorption von 1 bei einer Wellenlange von 260 nm einem RNA Gehalt von 40

png/ml entspricht.
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3.7 cDNA Synthese

Die cDNA Synthese erfolgte mit dem Superscript™
RT-PCR (Gibco, Karlsruhe).

Ein 20ul cDNA Synthese Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:
10! RNA (500 ng)

1pl Random Primer Hexamer (100 pmol/pul)

1pl ANTPs (10mM)

First Strand Synthese System fur

Diesen Ansatz lasst man fur 5 Minuten bei 65°C inkubieren, um die
Sekundarstrukturen der RNA aufzuldsen und stellt ihn danach fur 1 Minute auf Eis.
Dazu gibt man

4 ul 5 x First Strand Buffer

2 U DTT (0,1M)

1 pl RNase OUT recombinant Ribonuklease Inhibitor (40 U/ul)

1 ul Superscript 11 (200 U/ul)

Die Synthese der cDNA erfolgte unter folgendem Temperaturprofil:
25°C 10min

42°C 50min

70°C 15min

Der letzte Schritt dient zur Inaktivierung des Enzyms.

3.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine in vitro Methode zur exponentiellen und
spezifische n Amplifikation einer beliebigen DNA Sequenz.®® 3" Voraussetzung dafiir
ist, dass die beiden Enden des Segments bekannt sind. So kdnnen zwei spezifische
Oligonukleotide, sogenannte Primer, entworfen werden, die komplementéar zur DNA
sind und mit ihr hybridisieren, um die Amplifikation initiieren zu kdnnen. Die PCR
besteht aus drei Reaktionsschritten, die alle temperaturabhangig sind. Nach der
initialen Denaturierung bei 93°C-95°C liegt die DNA in Form zweier Einzelstrange
vor, an die in der Annealingphase die beiden Primer, ,sense” und ,antisense”,
gebunden werden. Dies geschieht bei 50°C- 70°C, abhangig von der Lange und dem

G/C-Gehalt der Oligonukleotide. In der Extensionsphase synthetisiert die Polymerase
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einen zum vorliegenden Einzelstrang komplementaren Strang entsprechend der
Sequenz des Templates. Hierfur werden hitzestabile Polymerasen wie die Taq
Polymerase von Thermus aquaticus verwendet, die die zur Denaturierung bendtigte
hohe Temperatur unbeschadet Uberstehen, so dass ein mehrmaliges Durchlaufen
aller drei Zyklen ohne Aktivitatsverlust des Enzyms mdglich ist. Diese drei
Reaktionsschritte werden 30 — 40 mal wiederholt, wobei es theoretisch bei jedem
Zyklus zu einer Verdoppelung des DNA Gehaltes kommt. Am Ende der PCR ist das
Verhaltnis von Polymerase zu Target allerdings sehr niedrig, die synthetisierte DNA
akkumuliert und bildet komplexe Interaktionen. Dadurch verlauft die DNA
Vermehrung dann lediglich linear und stagniert schlief3lich, so dass das Amplifikat
am Reaktionsende weniger als 2 hoch n (n= Zahl der Zyklen) betragt.

Ein typischer PCR Ansatz von 50 pl besteht aus

5.0 pl 10 x Reaction Buffer

1.5 yl MgCl (50mM)

5.0 ul dNTPs (8mM total, je 2mM von dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

1.0 yl Sense Primer (20uM)

1.0 pl Antisense Primer (20mM)

0.2 yl Taq Polymerase (5U/pl)

1.0-5.0 pl DNA (1-100 ng/ul)

H-O ad 50 pl

Temperaturprofil:
94°C fur 1 min
30 x (94°C fur 15 sec, 60°C fur 30 sec, 72°C fur 1 min)
72°C fur 10 min
4°C Lagerungstemperatur
Die PCR Reaktionen wurden mit einem Thermocycler PE-9600 (Perkin-Elmer,

Langen, Deutschland) durchgefihrt.

3.8.1 Nested PCR
Sowohl Sensitivitat als auch Spezifitat der PCR werden durch die Nested PCR

deutlich verbessert. Dabei schaltet man einen zweiten PCR Durchgang hinter den
ersten. Als Template des zweiten Laufes setzt man 1- 0.001 pl des PCR Produktes

vom ersten Lauf ein, die Primer im zweiten Lauf liegen ,innerhalb“ der vorher
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benutzten, d.h. der zweite sense Primer liegt downstream, der zweite antisense

Primer upstream der ersten.

Sense Primer

Extern Intern 2. Lauf 1. Lauf
1. Lauf 2. Lauf
Intern Extern
Antisense Primer
Abbildung 3

Schematische Darstellung der Nested PCR
Grin die Sense Primer, rot die Antisense Primer.

3.8.2 Hot Start PCR
Eine hohe Spezifitat der PCR ist essentiell wegen der exponentiellen Vermehrung

der DNA. Sie kann verbessert werden indem die Polymerase erst nach Erreichen der
Schmelztemperatur der Primer zugegeben wird, so dass ein unspezifisches
Annealing der Primer verhindert wird. Dieser Effekt kann zum einen durch eine
Trennung der Primer von der Polymerase durch eine Wachsschicht erzielt werden,
die erst bei 80°C schmilzt. Diese Technik wurde in der vorliegenden Arbeit bei der
Long Range PCR verwendet und in 3.8.3 beschrieben. Eine andere Methode fir Hot
Start PCR ist die Verwendung einer mit inhibierenden Antikdrpern gekoppelten Taq

Polymerase, die erst durch eine 10 minutige Inkubation bei 95°C aktiviert wird.

3.8.3 Long Range PCR
Mit der Tag-Polymerase sind Amplifikationen von mehr als 5 kb nicht méglich, da es

bei langeren Fragmenten haufiger als in vivo zu falsch eingebauten Nukleotiden
kommt. Davon kénnen auch die Primerbindungsstellen betroffen sein, so dass die
Oligonukleotide nicht mehr exakt binden kénnen oder sich an neu entstandene
falsche Bindungsstellen anlagern.

GroRRere Fragmente bis zu 35 kb kdnnen mit der Long Range PCR hergestellt

werden, wie Cheng et al.®

gezeigt haben. Der Unterschied zur herkdmmlichen PCR
mit Tag Polymerase liegt darin, dass bei dieser Methode neben einer thermostabilen

Polymerase eine weitere Polymerase mit 5°-3‘- Exonukleaseaktivitat verwendet wird.
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Dieses Enzym kontrolliert die DNA-Strange und kann Fehler beim Einbau der
Nukleotide korrigieren (proof reading function). Um die Spezifitat zu erhéhen, werden
bei der Long Range PCR sehr lange Oligonukleotide (> 30 Basen) mit hoher
Schmelztemperatur verwendet. Die dadurch ermdglichte hohe Annealingtemperatur
verhindert eine Amplifikation unspezifischer PCR Produkte. Wegen der hohen
Annealingtemperatur ist ein seperater Annealingschritt nicht notwendig, so dass
anstelle des 3- Temperaturen Protokolls ein 2-Temperaturen Protokoll verwendet
werden kann. Da die amplifizierten Fragmente wesentlich langer als in der
herkdbmmlichen PCR sind, ist eine etwas langere Extensionszeit erforderlich.

Um wahrend des Temperaturanstiegs bis zum Beginn des ersten Zyklusses
unspezifische Primerbindungen, Bildung von Primerdimeren und Veranderung am 3
Ende der Primer durch die Exonuklease zu verhindern, wird eine Hotstart PCR
durchgefuhrt. Bei dem hier verwendeten Gene AmpR XL PCR Kit (Perkin Elmer,
Langen) werden die Primer von Template und Enzym durch eine Wachsschicht
getrennt, die erst bei 80°C schmilzt und somit erst dann den Beginn der Reaktion
ermoglicht.

Unterer Ansatz:
12 ul 3,3 x XL Puffer Il
8 pl dNTP (je 2 ul 10mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP)
4,8 pl MG(OAC), (25mM)
1,6 pl Primer sense (20 uM)
1,6 pl Primer antisense (20 uM)
12 pl bidestilliertes Wasser

Auf den Mix wird eine Schicht aus Ampliwax R PCR Gem 100-Wachskugeln
gegeben. Der Ansatz wird fir 5 min bei 80°C und 5 min bei 25°C inkubiert, so dass
das Wachs zunachst schmilzt und dann nach dem Abkuhlen ein Schicht auf dem

unteren Ansatz bildet.
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Oberer Ansatz:
50-200 ng Template DNA
2 ul rTth-DNA-Polymerase XL (2 U/ul)
18 pl 3,3 x XL Puffer I
ad 60 ul H,O

Temperaturprofil:
94°C - 1 min

12 x (94°C - 15 sec, 68°C- 10 min)

16 x (94°C- 15 sec, 68°C- 10 min +D (D= + 15 sec pro Zyklus)
72°C- 10 min

4°C Lagerungstemperatur

3.9 Agarosegel- Elektrophorese

DNA besitzt in wassriger Losung ein negativ geladenes Zucker-Phosphat Gerist.
Durch diese negative Ladung wandern DNA Fragmente im elektrischen Feld in
Richtung der Anode und lassen sich so tiber ein Gel der Lange nach auftrennen*
Zur Herstellung eines Gel kocht man Agarose mit 1 x TAE Puffer kurz auf und giel3t
es in eine abgedichtete Gelkammer, in die ein Kunststoffkamm eingesetzt wurde, der
Vertiefungen ausspatrt, in die spater die Proben pipettiert werden. Nach Abkihlen
und Erharten des Gels plaziert man den Geltrager in der Elektrophoresekammer,
Uberschichtet das Gel mit dem Elektrophoreselaufpuffer (1x TAE) und entnimmt den
Kunststoffkamm. 8 pl der PCR Produkte werden mit 2 ul 5 x TAE-Auftragspuffer
gemischt. Der Blaumarker im Auftragspuffer dient zur Orientierung tber die
Lauflange der Proben. Mit den Proben wird ein DNA-Langenstandard aufgetragen,
der aus einem Gemisch von DNA-Fragmenten bekannter Langen besteht
(GeneRuler™ DNA Ladder Mix von MBI Fermentas, St Leon Roth). Dieser
Langenstandard erméglicht das Abschatzen der Fragmentlangen der Proben. Nach
der Elektrophorese werden die DNA Banden im Gel fr 10 Minuten in einem
Ethidiumbromidbad angefarbt, Gberschissiges Ethidiumbromid wird durch
zehnminutiges Waschen im Wasserbad entfernt.

Ethidiumbromid ist ein Floureszenzfarbstoff, der unter UV Licht gelborange erscheint.
Er farbt durch Interkalieren zwischen die Basenpaare der DNA diese spezifisch an.

Danach werden analytische Gele unter UV-Licht mit einer Wellenlange von 254 nm
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mit einer Polaroid-Sofortbildkamera fotografiert, praparative Gele werden bei 320 nm

Wellenlange betrachtet und weiter bearbeitet.

3.10 DNA Verdau mit Restriktions Enzymen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen kann man doppelstrangige DNA
sequenzspezifisch schneiden.® Es handelt sich dabei um eine Gruppe bakterieller
Enzyme, die an spezifische Erkennungssequenzen binden und dort die DNA
hydrolytisch spalten. Der Restriktionsverdau ist eine sehr einfache und schnelle
Methode, um die Spezifitat von DNA zu kontrollieren. Die Anzahl der Schnittstellen
innerhalb der Sequenz ergibt die Anzahl der erwarteten Fragmente in der Agarose-
Gelelektrophorese. Ist inder Sequenz nur eine Schnittstelle enthalten, zeigen sich
im Gel zwei Fragmente, deren addierte Gesamtlange der Ursprungslange der
Sequenz entspricht.

Definitionsgemal kann eine Einheit Enzym 1 ug DNA in einer Stunde bei 37°C
schneiden. Um sicherzugehen, dass die komplette DNA verdaut wird, wurde das

zehnfache der errechneten Enzymmenge eingesetzt.

Beispiel fir einen Restriktionsansatz:
10 ug DNA

5 ul 10 x Restriktionspuffer

100 U Restriktionsenzym

ad 50 pl H,O

bei 37°C fur 1 Stunde

Soll die DNA gleichzeitig mit zwei Restriktionsenzymen verdaut werden, darf die
gesamte Enzymmenge nicht 10 % des Ansatzes Uberschreiten. Die Reaktionsdauer
muss je nach Enzym- und DNA-Menge bestimmt werden. Der verwendete Puffer ist
so auszuwahlen, dass er fur beide eingesetzten Enzyme mdglichst optimale
Reaktionsbedingungen schafft. Ist bei dem verwendeten Enzym eine E xonuklease
Aktivitat bekannt, sollte die vom Hersteller angegebene maximale Inkubationsdauer

nicht Gberschritten werden.
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3.11 Topo TA Klonierung

Die Topo TA Klonierung*° erméglicht eine direkte Insertion des mit Taq Polymerase
amplifizierten PCR Produkts in einen Plasmid Vektor. Es wurde der Plasmid Vektor
pPCR Il =TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, der am 3‘ Ende einen Thymidin
Uberhang besitzt und kovalent an die Topoisomerase | gebunden ist. Eine Abbildung
des verwendeten Vektors befindet sich im Anhang unter A8. Die Tag Polymerase
bindet durch ihre terminale Transferase Aktivitat ein dATP an das 3' Ende des PCR
Produkts, wodurch der effiziente Einbau in den Vektor gewahrleistet ist. Zur
Klonierung wird die Topoisomerase | vom Vaccinia Virus verwendet. Sie bindet an
doppelstrangige DNA und schneidet spezifisch nach 5*-CCCTT die
Phosphodiesterbindungen in einem der Strange. An das 3' Ende des geschnittenen
Stranges wird in Form einer kovalenten Bindung ein Tyrosinrest (TYR-274) der
Topoisomerase gebunden. Die Phosphotyrosylbindung zwischen Vektor und Enzym
kann durch die 5'-Hydroxylgruppe des PCR Produktes aufgebrochen werden,
wodurch es zur Insertion des PCR Produktes in den Vektor und zum Freiwerden der
Topoisomerase kommt. Bei der Herstellung des PCR Produktes ist es wichtig, auf
den 3' Adenin-Uberhang zu achten. Die Amplifizierung erfolgt nach dem unter
Polymerasekettenreaktion erlauterten Prinzip. Je 10 pl des PCR Produktes werden in
einer Agarosegel Elektrophorese auf ihre Reinheit Gberpriift. Bei der TOPO
Klonierungsreaktion werden fur die chemische Transformation 0.5-4.0 ul des PCR
Produktes, 1 pl einer Salzlésung (1.2 M NaCl, 0.06 M MgCL), 1 ul TOPO Vektor und
steriles Wasser bis zu einem endgultigen Volumen von 6 ul verwendet. Man lasst
den Ansatz zunachst fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren und stellt ihn
danach auf Eis. Kompetente E. coli (One Shot Top 10, Invitrogen, Karlsruhe) werden
auf Eis aufgetaut, man gibt 2 pl der TOPO Cloning Reaction dazu und lasst den
Ansatz fur weitere 30 Minuten auf Eis inkubieren. Nach der Inkubation werden die
Zellen zunachst fur 30 Sekunden einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und direkt
danach auf Eis gelegt, worauf nach Zugabe von 250 pl SOC Mediums die Proben fir
eine Stunde bei 37°C geschuttelt werden. 50 pl jeder Transformation werden auf X-
Gal und 50-100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin enthaltenden LB Platten
ausgestrichen und inkubieren tber Nacht bei 37°C. Zur Analyse der Klone pickt man
ca. 10 weisse Kolonien. Nach Kultivierung in LB Medium mit Ampicillin oder

Kanamycin wird die Plasmid DNA wie beschrieben mit dem E.Z.N.A. MiniPrep der
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Firma PeglLab, Erlangen, isoliert und die DNA durch einen Restriktionsansatz mit

EcoR1 oder durch Sequenzierung analysiert.

3.12 DNA Sequenzierung

Die DNA wurde nach der Didesoxy- Kettenabbruchmethode von Sanger, Nicklen und
Coulson*! sequenziert.

An einzelstrangiger DNA synthetisiert eine DNA-Polymerase den neuen DNA-Strang.
Im Ansatz sind neben den Desoxynukleotiden dATP, dGTP, dCTP und dTTP auch
die Didesoxynukleotide ddATP, ddGTP, ddCTP und ddTTP enthalten, denen neben
der 2 Hydroxyl- auch die 3' Hydroxylgruppe fehlt. Diese 3‘ Hydroxylgruppe wird zur
Phophodiesterbindung bendtigt, so dass es nach Einbau eines Didesoxynukleotids
zum Strangabbruch kommt und somit die Synthese der DNA Kette abgebrochen
wird.

Ob ein dNTP oder ein ddNTP eingebaut wird, ist zuféllig verteilt und ist vom
Konzentrationsverhaltnis von dNTPs zu ddNTPs abhangig. So kommt es zu
unterschiedlich langen Stréangen deren letzte Base jeweils ein Didesoxynukleotid ist,
das zum Strangabbruch gefiihrt hat. Im Polyacrylamidgel werden die Fragmente
elektrophoretisch nach ihren L&ngenunterschieden bis auf eine Base genau
aufgetrennt. Sind die ddNTPs z.B. radioaktiv oder mit verschiedenen
Floureszenzfarbstoffen markiert, kann man die genaue Position jeder Base und somit
die DNA Sequenz bestimmen.

Die Sequenzierungsreaktion wurde als ,Cycle—Seque nzierung“ mit dem Prism Ready
Reaction Dye Terminator Reagenz (Perking Elmer, Langen) durchgefihrt. Der
mitgelieferte ,Premix* enthalt Tag—Polymerase, so dafl} ein zur PCR analoges 3-
Temperatur—Verfahren mit DNA-Doppelstrangdenaturierung, Sequenzprimer-

anlagerung und Polymerisationsreaktion durchgefuhrt werden kann.

Ein 20 pl Sequenz Reaktions Ansatz besteht aus:
8 ul Dye Terminator Ready Reaction Mix
1l Sequenzierungsprimer(5 pM)
20-1000 ng Template DNA

ad 20 ml H-O
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Temperatur Profil:
25 Zyklen x (96°C fur 10 sec, 50°C- 60°C fir 5 sec, 60°C fur 4 min)

4°C Lagerungstemperatur

Die optimale Temperatur fir die Primeranlagerung hangt vom Schmelzpunkt des
Primers ab.

Der Reaktionsansatz wird durch eine Ethanolféallung gereinigt, bei der zunéchst zu
jedem Ansatz ein Gemisch aus 2 pl NaAc (3M, pH 4.6) und 50 ul 95%iges Ethanol
gegeben wird. Nach zehnminutiger Lagerung der Proben auf Eis und 30 minttigem
Zentrifugieren bei 20000 x g werden die gefallten Proben mit 70%igem Ethanol
gewaschen, danach trocknet man die Pellets fur 7 min in einer Vakuumzentrifuge.
Kurz vor dem Auftragen auf das Gel werden die Pellets in 4 pul Formamid

mit 5 mM EDTA und 1 pl Blue Dextran (Perkin Elmer, Langen) gel6st und

fur 2 min bei 92°C denaturiert.

Das Gel besteht aus 30 g Harnstoff, 9 ml 40%iges Acrylamid, 6 ml 10 x

TBE Puffer und 23,5 ml H-O. Vor dem Giessen werden noch 180 pl

10% iges Ammonium Persulfat und 24 ul TEMED zugegeben. Die
Polymerisierung dauert ca. 2h. Die vertikale Elektrophorese wurde am
automatischen Sequencer 373A (ABI/ Perkin-Elmer, Langen)

durchgefiihrt. Dabei wurden die fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide

mit einem Argonlaser, dessen Hauptemission bei 488 nm und 514 nm

liegt, angeregt. Die Sekundéarstrahlung der markierten DNA—Fragmente

wurde Uber einen Photomultiplier an ein angeschlossenes

Computersystem geleitet und direkt in DNA—-Sequenzdaten umgesetzt.

Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Computerprogrammes

OMIGA (Oxford Molecular, Oxford, UK) analysiert und ausgewertet.

3.13 Yeast Two-Hybrid System

Das Two-Hybrid System dient dazu, spezifische Protein-Protein Interaktionen in vivo
in Hefezellen zu testen, 24344

Two Hybrid Systeme beruhen auf der Tatsache, dass Transkriptions-Regulatoren
aus separablen, funktionell unabhangigen Doménen bestehen, der DNA-
Bindungsdomane (DNA-BD) und der Aktivierungsdoméane (AD). Man kann diese

beiden Domanen voneinander trennen und mit verschiedenen Proteinen fusionieren,
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deren Interaktion man testen mochte. Das an die DNA-BD gebundene Protein wird
dabei als Kdder bezeichnet, das mit der AD fusionierte hingegen als Beute. Die DNA-
BD bindet an eine spezifische Promotorsequenz. Das ist die Voraussetzung dafir,
dass die AD die RNA-Polymerase Il aktivieren kann, um das Gen downstream der
Bindungsstelle zu transkribieren. Einzeln bewirkt weder die DNA-BD noch die AD
eine Transkription des nachfolgenden Gens. Generell kann jede beliebige DNA-BD
mit jeder beliebigen AD kombiniert werden, meistens jedoch sind beide Teil
desselben Proteins.

In dieser Arbeit wurde das Matchmaker LexA Two Hybrid System der Firma
Clontech (Palo Alto, USA) eingesetzt. Die eingesetzten Vektoren befinden sich im
Anhang unter A8.

Die hier verwendete DNA-BD ist Teil des prokaryotischen LexA Proteins und fungiert
normalerweise als Repressor von SOS Genen in E.coli.** Hier wird sie unter
Zuhilfenahme des pLexA Hefe -Expressionsvektors mit den zu untersuchenden
Genen (GRAF Wildtyp und GRAF Mutanten) fusioniert. Der pLexA Vektor tragt den
ADH1 Promotor, der die Expression des Fusionsgenes kontrolliert und den HIS3
Transformationsmarker. Dieser HIS3 Transformationsmarker ermdglicht den
Hefezellen, selbst Histidin zu produzieren und somit auf Medium zu wachsen, das
kein Histidin enthalt.

Das Fusionsprodukt bindet sowohl an den pLexA-Operator eines Reportergenes
(Leu2) im Hefegenom, als auch an den pLexA-Operator des Reporterplasmids (hier
p8op-lacZ), kann jedoch wie zuvor erklart die Transkription der nachgeschalteten
Gene ohne die Aktivierungsdomane nicht aktivieren.

Die AD ist ein 88 Aminosauren langes E.coli Peptid. Mit ihr werden die potentiellen
Interaktionspartner fusioniert. Dazu wird das Hefe-Expressionsplasmid pB42AD
verwendet, das den TRP1 Transformationsmarker tragt. Zellen, die diesen
Transformationsmarker tragen, sind also in der Lage, selbst Tryptophan zu
synthetisieren. Die Expression des Fusionsproduktes wird vom induzierbaren Gall-
Promotor kontrolliert und erfolgt lediglich auf Galaktose und Raffinose enthaltendem
Medium in Abwesenheit von Glukose.

Die rekombinanten Hybrid-Proteine der Kdder- und Beutekonstrukte werden in Hefen
koexprimiert. Eine Interaktion zwischen einem Target Protein, das an die DNA-BD
gebunden ist, und einem an die AD gebundenen Protein schafft einen neuen

Transkriptions-Aktivator. Bei dem Reporterplasmid handelt es sich um p8op-lacz,
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dessen lacZ Reportergen von 8 LexA Operatoreinheiten und der TATA Region des
induzierbaren GAL1 Promotors kontrolliert wird. Bei der Translation des
Reportergens wird b-Galaktosidase gebildet, die das Laktoseanalogon X-Gal, das
den Induktionsplatten zugesetzt ist, zu einem dunkelblauen Reaktionsprodukt
abbaut. Interagieren die Kéder- und Beutekonstrukte, wird das Reportergen LacZ
translatiert und es kommt durch den Abbau von X-gal zur Blaufarbung der Kolonie.

Zur Zusammensetzung der Induktionsplattensiehe A 10.

o ]
A Koder

DNA-BD
B
AD
[ Beute
LexA Operator Minimal Promotor lacZ (oder LEU2) Reporter Gen
C AD
Kéder — Beute
DNA-BD ’—p Transkription
| LexA Operator | Minimal Promotor lacZ (oder LEU2) Reporter Gen
nach dem MATCHMAKER LexA Two -Hybrid System User Manual
Abbildung 4

Das Prinzip des Yeast Two Hybrid Systems

Zu A: Das Fusionsprodukt aus DNA-BD und Kdderprotein kann die Transkription
alleine nicht aktivieren.

Zu B: Das Fusionsprodukt aus AD und Beuteprotein kann alleine nicht an das
Plasmid binden.

Zu C: Eine Interaktion zwischen Koder und Beuteprotein bewirkt eine
Transkriptionsaktivierung des downstream liegenden Reportergenes.

3.13.1 Hefekulturen
Die Kultivierung erfolgte immer bei 30°C. Neben dem YPD-Medium, das alle zum

Vermehren der Hefezellen erforderlichen Zusatze enthéalt, wurden verschiedene
Synthetical-Dropout (SD)-Medien verwendet, denen bestimmte Zusétze fehlen.
Durch den Einsatz dieser SD-Medien ist also eine Selektion der fir den fehlenden
Zusatz auxotrophen Hefezellen méglich.

Die Zusammensetzung der Medien befindet sich im Anhang unter A9.
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3.13.2 Herstellung der Koderkonstrukte
Der GRAF Wildtyp und die GRAF Mutanten wurden durch homologe Rekombination

in den pLexA Vektor in Hefezellen des Stammes EGY 48 [p8op-LacZ] einkloniert.*®
Dazu bendétigt man zunachst den Vektor in linearisierter und dephosphorylierter
Form. Die Linearisierung erfolgt durch eine Restriktion mit EcoR1. Der geschnittene
Vektor wird in einem Agarosegel von den Ubrigen Zuséatzen des
Restrikitionsansatzes getrennt, aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem GFX™
PCR and Gel Band Purification Kit (Amersham, Little Chalfont, UK) gereinigt. Danach
wird er unter Verwendung von CIP der Firma Roche (Mannheim) bei einer Inkubation
bei 37°C fir 30 min dephosphoryliert.

Neben dem linearisierten und dephosphorylierten Vektor benétigt man das Insert,
welches das zu untersuchende Gen enthélt und an beiden Enden homolog zur
Vektor Sequenz ist. Dies erreicht man durch eine Amplifizierung des entsprechenden
Genes durch PCR mit Primern, die an den Enden des zu transformierenden Genes
binden und zusatzlich noch pLexA Sequenzen tragen, die der EcCOR1 Schnittstelle
(GAA TTC) benachbart sind. Der in dieser Arbeit verwendete Sense Primer besteht
an seinem 5° Ende aus 30 bp pLexA Sequenz (Base 2118-2147), in denen die Eco
R1-Schnittstelle enthalten ist. Daran schliessen sich 18 bp Insertsequenz. Am 5°
Ende des Antisense Primers stehen 31 bp der pLexA-Sequenz (Base 2148-2178),
die direkt neben der EcoR1 Schnittstelle binden. Der Primerteil, der an das GRAF
Gen bindet, besteht aus 26 bis 28 bp.

pLexA Vektor | < 1 » | GRAF

5> GTT ATT CGC AAC GGC GAC TGG CTG GAA TTC ATG GGG CTC CCA GCGCTC <3

Abbildung 5
Primerbeispiel Yeast Two Hybrid System

Der Primer LexAup-Graf start seq bindet 30 Basen an den pLexA Vektor, die
folgenden 18 Basen binden an GRAF Wildtyp.
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Als Template fur diese PCR wurde GRAF Wildtyp cDNA (GenBank Accession
Y10388) von Herrn Dr. Stig Bojesen, Kopenhagen, in den Vektor pcDNA3
(Invitrogen, Karlsruhe) kloniert und uns freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Aus
Patientenmaterial klonierte ich durch TOPO TA Cloning die GRAF Mutanten
enthaltende cDNA in den TOPO Il Vektor. Die Amplifikation der Inserts erfolgte durch
eine PCR mit Pfu-Polymerase. Die Annealingtemperatur dieser Primer errechnet sich
lediglich aus dem Primerteil, der an die Plasmid-DNA bindet.

Herstellung des Koderkonstruktes und seine Transformation sind in einem Schritt
maoglich, indem man zum Transformationsansatz statt 0,1 ug DNA-BD 200 ng
gereinigtes PCR Produkt und 50 ng linearisierten und dephosphorylierten pLexA
Vektor zugibt. Als Positivkontrolle diente der GRAF Wildtyp als Koderkonstrukt. Als

Negativkontrolle wurde pB42AD nativ verwendet.

3.13.3 Herstellung der Beutekonstrukte
Die Beutekonstrukte bekannter Induktionspartner von GRAF wurden

freundlicherweise von Frau Dr. Uta Fuchs, Kinderklinik Giessen, zur Verfiigung
gestellt. Sie gewann sie durch Screenen einer cDNA- Bibliothek mit GRAF als Kdder.
Dazu wurde die vollstandige GRAF Sequenz in pLexA einkloniert und in EGY [p8op-
LacZ]- Hefezellen transformiert. Diese Hefen wurden mit einer humanen cDNA
Bibliothek aus Plazenta-Gewebe (Clontech, Palo Alto, USA ) transformiert. Die Co-
Transformanten wurden zunachst auf SD/-His/-Ura/-Trp kultiviert, danach im b-
Galaktosidase-Assay auf SD/ Gal/ Raf/ -His/-Ura/-Trp/-Leu auf eine Interaktion
zwischen Koder und Beute sowie auf eine Expression des LacZ-Gens des
Reporterplasmids selektiert. Die positiven, d. h. mit GRAF interagierenden Klone
wurden sequenziert und mit der Hilfe des Programmes BLAST Search identifiziert.
Die Beutekonstrukte bestanden aus der AD fusioniert mit den GRAF-
Interaktionspartnern CD 14,%"%8 FBLN1, WNT7A,**°° KIAA0583,°! MAGOH,

FAK2 2% HAT 1, TRPM 2°°°® und PIK3R1.%"*8

Frau Dr. Fuchs hatte in einer ihrer Arbeiten bereits nachgewiesen, dass GRAF mit

den oben genannten Sequenzen im Yeast Two Hybrid Assay interagiert.

3.13.4 Entwicklung von Fusionsproteinen
Um das Fusionsprotein aus pLexA und GRAF Wildtyp mit den Produkten aus pLexA

und den GRAF Mutanten zu vergleichen, wurde zunachst der exakte Einbau der
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Inserts in den pLexA Vektor durch einen Restriktionsansatz mit den Enzymen Eco
R1 und Notl tberprift.

Zur Kontrolle, ob die Inserts an der richtigen Stelle des Vektors im richtigen Reading
Frame eingebaut wurden, sequenzierte ich die Plasmid DNA unter Verwendung von
Vektorprimern, die am pLexA Vektor binden und das Insert flankieren. Die Sequenz
der Vektorprimer Lex A seq up 1985 und Lex A seq do 2310 wird ebenfals im
Anhang unter A6 dargestellt.

GAT CTT CGT CAG CAG AGC TTC ACC ATT GAA GGG CTG GCG GTT GGG GTT

pLexA GRAF Mutante
ATT C AAC GGC GAC TGG CTG GAATTC  ATG GGG CTC CCA GCG CTC GAG

TTC AGC GAC TGC TGC

Abbildung 6

Auszug aus dem Sequenzierungsergebnis einer Transformationskontrolle.
In Rot ist die pLexA-Vektorsequenz in inrem Leserahmen dargestellt.

Die gruine Schrift kennzeichnet den Beginn der Insert Sequenz. Wie man sieht, ist
die GRAF Mutante so in den Vektor transformiert, dass sie im urspriinglichen ORF
abgelesen werden kann.

Die Grol3e der Fusionsproteine kontrollierten wir mittels Westernblot. Da die Grof3e
des LexA Proteins 22 KD und die des GRAF Proteins 86 KD betragt, erwarteten wir
ein Fusionsprotein der Grof3e 108 KD. Die Klone 4, 8 und 11 bestehen aus je 180,
211 und 97 Codons, so dass man bei einem ungefahren Gewicht von 110 D pro AS
von Fusionsproteinen der Grol3e 42 KD, 45 KD und 33 KD ausgehen kann.

pLexA
Marker +
P11 P8 P4 GRAF

250 KD —
150 KD —_
100 KD — -

75 KD — -

==
S0KD - — a Abbildung 7
37 KD — Westernblot der Fusionsproteine
von pLexA mit GRAF Wildtyp und
25 KD —_ - den Klonen 11, 8 und 4.
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Eine Interaktion der beschriebenen Proteine mit den GRAF Mutanten zeigt sich beim

Zuchten der Co-Transformanten auf Induktionsplatten.

3.13.5 Transformation in Hefezellen
Im Two Hybrid System wurde der Leu-auxotrophe Reporterstamm EGY48 [p8op-

LacZ] verwendet, der bereits das Reporterplasmid p8op-lacZ enthélt. Die Hefezellen
wurden zunachst auf YPD-Agar Uber 2 bis 3 Tage herangeziichtet. Nach dem Ldsen
einiger Kolonien in 1 ml YPD-Medium und dem Uberfiihren in 50 ml YPD-Medium
wurden sie bei 30°C fir 12-18 h bei 250 rpm geschittelt bis eine ODgpo >1,5 erreicht
war. Dieser Ansatz wurde in 300 ml YPD-Medium Uberfiihrt und fur weitere 3h bei
30°C und 250 rpm kultiviert bis die ODgo 0,5 * 0,1 entsprach. Durch Zentrifugieren
bei 1000 x g fur 5 min wurden die Zellen pelletiert und durch Resuspension in 50 ml
sterilem H>O und erneutem Zentrifugieren (1000 x g, 5 min) gewaschen. Die Zellen
wurden danach in 1,5 ml TE/LiAc geldst.

Ein Transformationsansatz setzt sich aus 0,1 pug Kdderkonstrukt (hier pLexA+ GRAF
Wildtyp bzw. GRAF-Mutant), optional 0,1 pg Beutekonstrukt (hier pB42 + potentielle
Interaktionspartner), 0,1 mg Herring Testes Carrier DNA und 100 pl der kompetenten
Hefezellen zusammen. Nach dem Mischen dieses Ansatzes gibt man 600 ul PEG /
LiAc-Losung dazu und mischt erneut durch Vortexen. Nach einer Inkubation von 30
min bei 30°C und 200 rpm fugt man den Zellen 70 pl DMSO hinzu, mischt erneut und
setzt die Zellen dann einem Hitzeschock fur 15 min bei 42°C aus. Nach dem
Hitzeschock kommen die Zellen fur 2 min auf Eis und werden dann bei 1000 x g fur 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, die pelletierten Hefen in 300- 500 pl
1 x TE gel6st. Hat man lediglich das Kdderkonstrukt transformiert, werden die Zellen
auf SD/ -His/ -Ura ausgestrichen, méchte man Co-Transformanten selektieren,
werden SD/ -His/-Ural-Trp Platten verwendet. Die Platten inkubiert man bei 30°C
zwei bis drei Tage.

Zur Transformationskontrolle pickten wir einige der gewachsenen Kolonien, isolierten
die Plasmid-DNA aus den Hefezellen und transformierten sie in TOP 10 Zellen. Um
unterscheiden zu kénnen, ob die E.coli Transformanten pLexA oder das
Reporterplasmid enthalten, wurde auch hier die Plasmid DNA isoliert und mit EcoR1
und Notl geschnitten. Beim Verdau von pLexA mit erfolgreicher Rekombination
entstehen zwei Banden, Vektor und Insert, bei religiertem pLexA ist lediglich eine

Bande zu sehen, beim Verdau des Reporterplasmids vier Banden.
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Abbildung 6

Restriktion der Transformationskontrolle mit
Eco R1 und Not 1.

Bei Einbau des Inserts erhalt man zwei Banden,
eine mit ca. 10 kb, die dem pLexA -Vektor
entspricht, und das Patienteninsert. Wurde kein
Insert eingebaut, ist lediglich die Bande des
NnEoNs § geschnittenen Vektors pLEXA bei 10 kb zu

- SR L= sehen, erhélt man vier Banden der Langen 3,5

-

e THE - kb, 2,4 kb, 1,5 kb und 0,8 kb stammt die isolierte

DNA vom Reporterplasmid. In der ersten Spur
wurde der DNA GroRenstandard GeneRuler a
(MBI Fermentas, St. Leon Roth) aufgetragen.

3.13.6 Plasmid DNA Isolation aus Hefezellen
Zur Plasmid DNA lIsolation aus den Hefezellen® wurde das YEASTMAKER Yeast

Plasmid Isolation Kit und CHROMA SPIN-1000 DEPC-H,O Saulen der Firma
Clontech (Palo Alto, USA) verwendet. Zur Herstellung einer flissigen Hefekultur pickt
man einzelne Kolonien und lasst sie Gber Nacht bei 30°C und 250 rpm in dem
entsprechenden SD Medium inkubieren. Wir isolierten die Plasmid DNA aus den
Hefen nach der ersten Transformation, d.h. die Zellen enthielten neben dem
Reporterplasmid den pLexA Vektor und waren dadurch in der Lage, Histidin und
Uracil selbst zu sythetisieren, so dass wir SD/-His/-Ura als Kulturmedium
verwendeten. Nach der Inkubation werden die Zellen durch Zentrifugieren bei 10000
x g, 4°C fur 5 min pelletiert, der Uberstand wird verworfen und die Zellniederschlage
in der verbliebenen Flussigkeit (ca. 50 ul) resuspendiert. Zu jedem Ansatz gibt man
10 pl Lyticase Losung und inkubiert bei 37°C fur 60 min. Danach gibt man in jedes
Cup 10 pl 20% SDS und vortext stark fur 1 min. Optional kann man die Zellen einem
Einfrier-Auftauzyklus unterziehen, um die komplette Lyse der Zellen zu
gewahrleisten. Fir jede Plasmid DNA Praparation wird eine CHROMA SPIN-1000
DEPC-H,0O Saule mehrmals gevortext und invertiert bis die darin enthaltene Gel-
Matrix vollig geldst ist. Man entfernt die Spitze und den Deckel der Saule, stellt sie in
ein sauberes 2 ml Polypropylen Tube und lasst durch Zentrifugieren bei 700 x g fur 5
min den Puffer durch die Membran passieren. Auf das Gber der Membran
verbleibende Gelbett gibt man die lysierten Zellen und erhélt die gereinigte DNA
nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 700 x g fur 5 min. Die Plasmid DNA

kann bei —20°C aufbewahrt werden.
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3.13.7 Herstellung von Hefeextrakten fur Western-Blots
Zur Herstellung der Proteinextrakte ® °* werden zunachst mehrere Kolonien von mit

GRAF Wildtyp bzw GRAF Mutanten transformierte n Hefen in 5 ml SD/-His/-Ura
Medium tber Nacht bei 30°C und 250 rpm kultiviert. Als Negativkontrolle dienen
unbehandelte Hefen vom Stamm EGY 48 in 10 ml YPD- Medium. Nach kurzem
Vortexen werden diese Kulturen in 50 ml YPD-Medium tberfuhrt und fir weitere 3
bis 4 h wie zuvor inkubiert bis sie eine ODgyo von 0,5 £ 0,1 erreicht haben. Die
Zellkulturen werden auf jeweils zwei halb mit Eis gefillten 50 ml Zentrifugenrdhrchen
aufgeteilt und fur 5 min bei 1000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen, das Zellpellet in 50 ml Eiswasser resuspendiert und erneut wie zuvor
zentrifugiert. Das Pellet wird nach Entfernen des Uberstandes in flissigem Stickstoff
eingefroren und kann bis zur weiteren Verwendung bei —70°C aufbewahrt werden.
Fur die Proteinextraktion wird pro Praparation 1 ml Cracking Buffer Stock Solution
mit 10 ul b-Mercaptoethanol versetzt und auf 60°C erwéarmt. Pro 7,5 ODgoo der
Hefezellen werden 100 pl Puffer verwendet. Durch Zugabe des Cracking Puffers
werden die Zellpellets aufgetaut und resuspendiert. In ein neues Reaktionsgefal’ gibt
man pro 7,5 ODgoo 80Ul Glass Beads (425-600 pm der Firma SIGMA, Steinheim,
Deutschland) und pipettiert darauf die Suspension. Um die Zellen zu zertrimmern
und membranassoziierte Proteine freizusetzten, inkubiert man den Ansatz zun&chst
fir 10 min bei 70°C und vortext danach fir 1 min bei hoher Geschwindigkeit. Im
nachsten Schritt wird fur 5 Minuten bei 20000 x g und 4°C zentrifugiert, um die
Zelltrummer und nicht lysierte Zellen von der die Proteine enthaltende Lésung zu
trennen. Dieser Uberstand wird in ein frisches Reaktionsgefa tiberfiihrt. Das
verbliebene Pellet wird bei 100°C fur 3 bis 5 Minuten gekocht, eine Minute stark
gevortext und wie zuvor zentrifugiert. Dieser zweite Uberstand wird mit dem ersten
zusammengefuhrt. Zu den fertigen Proben gibt man 2x nicht reduzierenden
Auftragspuffer, inkubiert bei 90°C fur 5 min und kann sie dann direkt auf ein SDS Gel
laden.

3.13.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)®? kénnen Proteine nach

ihrem Molekulargewicht getrennt we rden. Das SDS bildet dabei Komplexe mit den
Proteinen in konstantem Ladungs/ Masse Verhaltnis, so dass die urspringlich
unterschiedlichen Ladungen der Proteine aufgehoben werden und die Auftrennung

der Proteine nun nur nach ihrer Gréf3e erfolgen kann. Bei der SDS-PAGE kommen
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zwei unterschiedliche Gele zum Einsatz: das eigentliche Trenngel und dariber das
weniger konzentrierte Sammelgel mit niedrigerem pH-Wert. In dieser Arbeit wurde
ein 10 %iges SDS-PAGE Gel eingsetzt.

Zusammensetzung des Trenngels (10%): H,O 4,0 mi

30% Acrylamid/ Bisacrylamid 3,3 ml

1,5M Tris-HCI pH 8,8 2,5ml
10% SDS 100 pl
10% Ammoniumpersulfat 100 pl
TEMED 4l

Aus 10 ml kann man zwei Gele fir das Mini Protean Il Elektrophorese System (Firma
BioRad, Miinchen) giessen. Nach 20 Minuten ist das Gel vollstandig polymerisiert
und das Sammelgel kann dartiber aufgetragen werden. In das noch flissige Gel wird
der Probenkamm eingesetzt, der wie beim Agarose Gel als Raumhalter fir die

Proben fungiert.

Zusammensetzung des Sammelgels (5%): H>O 2,7ml
30%Acrylamid/ Bisacrylamid 0,67 mi
1,5M Tris-HCI pH 8,8 0,5 ml
10% SDS 40 pl
10% Ammoniumpersulfat 40 pl
TEMED 4 ul

Vor dem Auftragen der Proteinproben wurden sie mit dem doppeltem
Probenvolumen an nicht reduzierendem Auftragspuffer versetzt und bei 90°C flr 5
min denaturiert. Es wurde von jeder Probe 20 pl sowie ein vorgeféarbter Protein-
groRRenstandard aufgetragen. Bis zum Erreichen der Grenze zwischen Sammelgel
und Trenngel lief die Elektrophorese bei 20 mA, danach bei 25 mA. Die gesamte

Laufzeit betrug 1h.

3.14 Westernblot

Der Westernblot®®%*

wurde unter Verwendung des Mini Trans Blot Electrophoretic
Transfer Cell Kits (BioRad, Miinchen) und des ECL™ Weste rn Blotting Detection
Systems (Amersham, Little Chalfont, UK) durchgefihrt.

Nach der Elektrophorese wurden sowohl das Gel als auch die Nitrocellulose-
Membran fir 15 min bei Raumtemperatur in CAPS-Protein Transferpuffer unter

Bewegung inkubiert.
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Der Blot besteht aus folgenen Schichten:

Anodenseite

puffergetranktes Faserpad

puffergetranktes Filterpapier

Membran

puffergetranktes Filterpapier

Abb||dung 9 puffergetranktes Faserpad
Aufbau des Westernblot Kathodenseite

Er wird in die mit eiskaltem CAPS-Protein-Transferpuffer gefillte Blotkammer
eingesetzt. Das Blotten erfolgte bei 100 V und maximal 350 mA fur 1 h.

Nach dem Blotten werden auf der Membran die Banden des Protein-
GroRRenstandards mit Bleistift nachgezogen. Die folgenden Inkubationsschritte
erfolgen alle unter Bewegung und bei Raumtemperatur. Um alle unspezifischen
Antikérper-Bindungsstellen zu blockieren, wird die Membran zunéchst fir 30 min mit
1 x Roti?-Block (Firma Roth, Karlsruhe) inkubiert. Danach wird sie mit TBST gesplilt.
Der spezifische erste Antikorper, hier Anti-LexA (2-12) Mouse Monoclonal IgG,

200 pg/ml (Santa Cruz Biotechnologies,Santa Cruz, Californien, USA) wurde in einer
Mischung von 1,5 % Magermilchpulver in TBST(w/v) in einer 1:1000 Verdinnung
gelost. In 20 ml dieser Lésung wurde der Blot fiir 1 h inkubiert, mit TBST zun&chst
gespllt, dann fir 5 min gewaschen. Als Sekundarantikdrper wurde der Anti Mouse
Antikdrper Goat Anti Mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
Californien, USA) verwendet, der mit der Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert ist.
In 20 ml der Antikérper-Magermilchlésung in 1:5000 Verdinnung inkubiert der Blot
fur weitere 30 min. Dann wird die Membran viermal fur 5 min in TBST gewaschen
und nochmals mit TBST gespdilt, um nicht gebundenen Sekundarantikorper zu
entfernen.

Zum Nachweis des gebundenen Sekundarantikorpers wird der Blot 1 Minute mit
einer Mischung aus je 2 ml der Lésungen 1 und 2 des ECL™ Western Blotting
Detection Systems inkubiert. Diese Lésungen enthalten Wasserstoffperoxid, mit
dessen Hilfe die an den Sekundar-Antikérper gebundene Peroxidase unter
alkalischen Bedingungen Luminol oxidiert. Dabei wird Licht mit einer Wellenlange

von 428 nm freigesetzt, das mit einem Autoradiographiefilm (Hyperfilm ECL,
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Amersham, Little Chalfont, UK) aufgenommen werden kann, der in einem

Rontgenfilmentwickler (Agfa, Kéln) entwickelt wird.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der genomischen Struktur des GRAF Gens

Die Amplifizierung der Exon-Intron-Ubergange in dieser Arbeit soll eine genaue
Bestimmung der Gréf3e und Zahl der Exons des GRAF Gens sowie seiner Exon-
Exon Grenzen auf cDNA Ebene ermdglichen.

Um die Struktur des GRAF Gens genauer zu untersuchen, verwendete ich die
Zelllinen HL60, MV 4-11 und K562, die den GRAF Wildtyp enthalten, und
amplifizierte aus der genomischen DNA durch Polymerasekettenreaktion die
einzelnen Exons in voller Lange mit den jeweiligen Exon-Intron-Ubergangen.
Sowohl die sense als auch die antisense Primer flankierten die Exons in einem
Abstand von ca. 70 bp, so dass etwa 50 bp Intronsequenz vor und nach dem
jeweiligen Exon amplifiziert wurden. Zum Design der Primer wurde auf die
Gendatenbank der Klone AC008533, AC012630, AC005348 und AC004782 von
NCBI zurtickgegriffen, siehe A5. Die Grol3e und Sequenz der GRAF Exons
veroffentlichte ich unter den Accessionnummern AJ309467 bis AJ309487 und
AF508552 in der Gendatenbank.

Tabelle 6
Ubersicht tiber die Exons des GRAF Gens mit der jeweiligen Accessionnumber
sowie die diese Sequenz enthaltenden Klone der Datenbank.

Exon des GRAF Accessionnumber des Accessionnumber der Klone
Gens GRAF Exons

1 AC008533

2 AC008533

3 AJ309467 AC008533

4 AJ309468 AC008533

5 AJ309469 AC008533

6 AJ309470 AC008533, AC012630

7 AJ309471 AC008533, AC012630

8 AJ309472 AC008533, AC012630

9 AJ309473 AC008533, AC012630

10 AJ309474 AC008533, AC012630

11 AJ309475 AC008533, AC012630

12 AJ309476 AC012630, AC005348
13 AJ309477 AC012630, AC005348
14 AJ309478 AC005348
15 AJ309479 AC005348
16 AJ309480 AC005348
17 AJ309481 AC005348
18 AJ309482 AC004782

19 AJ309483 AC004782

20 AJ309484 AC004782

21 AJ309485 AC004782

22 AJ309486 AC004782

23 AJ309487 AC004782

24 AF508552 AC004782
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Diese Klone verglich ichmit der cDNA Sequenz des GRAF Gens (Accessionnumber
Y10388) von Bojesen und Borkhardt,?” siehe A1, und erhielt dadurch die
Intronsequenzen. Es wurde beim Primerdesign darauf geachtet, repetitive
Sequenzen zu vermeiden, um mehrfache, unspezifische Bindung zu verhindern. Die
Spezifitdt wurde zum einen durch die Verwendung langer Oligonukleotide bis zu
28mer mit Schmelzpunkten bis 86°C und die dadurch erméglichte hohe
Annealingtemperatur erhoht, zum anderen durch einen hohen G/C Gehalt der
Oligonukleotide. Eine Liste der verwendeten Oligonukleotide befindet sich im Anhang
unter A6.

Beispiel fur die Position der Oligonukleotide:

Exon 3 (bp 256-317) (cd 84-104) AJ309467
cggggcct gg aagcctgcca gcatctcacc agtcctggat actctcagga acaggcagat
cttttccttg aagaaatcat tccctagcta gagtgccagg tggaattaac ctgcatttct
gggtcatcct taatggttaa tgattaaaaa gatgaaggga gccttgggaa gcaatt gact
ttaggcatct gtatgtgcca aggaattaaa atccataaca taatagccag agct ggaaag
gctccccaag gceccatgaca ctccttccac ctcatggece ctttetgttt tccag

256 84 CA

258 AGG TCT TTG CAG GAG TTT GCC ACT GIC CTC AGG AAT CIT GAA GAT GAA 100

306 CGG ATA CGG ATG 317 104

gtg
agt agggct g ggctactctt ggtcccagat agtatattcg tgttgaggga gcaagggatg
ggt at cagaa gaactagatt caaatccaga ctctgccatt tgaatgtttt gagctcttca
gcaagcctca tctttgtaga gtttgaagge ttttgtaaat attaaaggat tactctggtg
gataacttta gaacaacgta gttaaatgat gtccttctga agattcattt taaggtcttt

Abbildung 10

GRAF Exon 3

Kursiv gedruckt ist die Accession Nummer des Exons in Pubmed.

Fett gedruckt ist die Nummerierung der Basenpaare der cDNA des GRAF Gens,

in rot die Codonnummern des GRAF Gens, gelb unterlegt die Primersequenzen.

In Kleinbuchstaben: Intronsequenz, in Gro3buchstaben: Exonsequenz.

Samtliche Exons des GRAF Gens finden sich in dieser Form abgebildet im Anhang
unter A4.

Die Verwendung von Nested PCRs war lediglich bei den ersten 7 Exons notwendig,
alle anderen Fragmente konnten mit einem Lauf amplifiziert werden. Die Grol3e der

Amplifikate wurde durch Agarose Gelelektrophorese im Vergleich mit einem
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Langenstandard bestimmt und mit der postulierten Exonlange verglichen. Siehe dazu
auch Tabelle 10 im Anhang A3.

Mit dieser Vorgehensweise konnte gezeigt werden, dass das GRAF Gen aus 24
Exons besteht. Die Exonléangen liegen zwischen 37 bp (Exon 12) und 967 bp (Exon
24). Das kurzeste Intronist 1501 bp lang (Intron 8). Intron 2 ist das langste mit
102485 bp. Das 5° Ende des Exon 1 sowie das 3' Ende des Exon 24 sind noch nicht
vollstandig ermittelt. Gesichert sind allerdings der Translationsstart und

—stop des GRAF Gens. Der translatierte Bereich erstreckt sich bis zur Base 2284,
das Stop Codon ,TAA* besteht aus den Basen 2285-2287. Die restlichen 876 bp
gehoren zur 3’-UTR. Die Isoform A des GRAF Protein besteht somit aus 759 AS. Die
ermittelte AS Sequenz des GRAF Proteins ist im Anhang unter A2 abgebildet.

Struktur des GRAF Gens

2 102485

10 5358 11 18754

15 12549
19 12820
24 8274

12 82183 13 23440

16 1502

20 13126

21 59817 23 6689

Exon Nr,
= |etztes darin enthaltenes
Nukleotid der GRAF cDNA

2 102485 = Intron Nr., Lange in bp

Abbildung 11

Struktur des GRAF Gens.
Es besteht aus 24 Exons, die Exonlangen liegen zwischen 37 bp (Exon 12) und
967 bp (Exon 24). Das kirzeste Intron ist 1501 bp lang (Intron 8), Intron

2 ist das Langste mit 102485 bp. Das Exon 22 fehlt hier, es ist in der cerebralen
Isoform enthalten. Die Sequenz des Intron 18 ist noch unvollstandig.
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4.2 Sequenz der Exon-Intron Ubergange
Es wurde darlber hinaus untersucht, ob die Exon-Intron Ubergange die sogenannten

Consensus Sequenzen enthalten. Unter einer Consensus Sequenz vesteht man eine
H&ufung bestimmter Basen an den Exon-Intron-Grenzen. Mit einer Haufigkeit von
fast 100% bestehen die letzten beiden Intron Basen aus A und G, die ersten beiden
Basen im Exon sind fast immer G und T. Je weiter man sich in das Exon bzw. Intron
hinein bewegt, desto geringer wird die Wahrscheinlichkeit, eine bestimmte Base in
der jeweiligen Position vorzufinden.

Als Donatorstelle bezeichnet man die 5’ Spleissstelle mit den Basen GT, mit denen
ein Exon endet, unter einer Akzeptorstelle versteht man die 3’ Spleissstelle mit den
Basen AG am Ende eines Introns.”

5" Spleissstelle 3’ Spleissstelle
C A TTTTTTTTTTTT C G
oderAG GToderAGT ----- oder N oder AG oder
A G ccccecececcecceccecccc T A
Abbildung 12

Schema der Consensus Region !

In Rot dargestellt Exonsequenz, in Schwarz Intronsequenz, in Blau die Bezeichnung
der Spleissstelle.

Die Consenus-Sequenzen der Donator- und Akzeptor-Stellen konnte in 18 Exon —
Introntbergdngen des GRAF Wildtyps nachgewiesen werden, lediglich in den Introns
14,15, 17, 18 und 21 weicht die GRAF Sequenz von der Consensus Sequenz ab.
Die Abweichungen sind graphisch in der Abbildung 13 dargestellt.
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Exon Intron Exon
. I
Exon 13 Intron 14
Intron 15 Exon 15
[2]
Exon 15 Intron 16
Exon 17 Intron 18
[c]
Exon 18 Intron 19
Exon 21 Intron 22
Abbildung 13
Schema der Consensus-Sequenzen der Donator- und Akzeptor-Stellen?
Blau unterlegt Exon Sequenzen, weiss unterlegt Intronsequenzen. Im Vergleich
dazu die Sequenzierungsergebnisse mit Abweichungen von der
Consensussequenz.

Nach Exon 13 stehenim Intron 14 als 5. und 6. bp ,AG" statt ,,GT". Im Intron 15 ist an
7. Stelle vor dem Exon 15 ein ,A” statt ,,C" oder ,T* zu finden. Nach dem Exon 15
stehen die bp ,GTAGGG" statt ,,GT AoderG AGT". Bei Intron 18 stimmt das 4. bp
nach dem Exon 17 nicht mit der erwarteten Consensus Sequenz uberein, ein ,G*
steht an der Stelle des ,A®. Im Intron 19 stehen an 5. und 6. Stelle nach Exon 18 , TA*
statt ,GT". In der Consensussequenz des Intron 21 stehen 11 und 9 bp vor Exon 21
LA und G statt jeweils , T“ oder ,,C* und der Anfang des Intron 22 beinhaltet nach
,GT" die Basen ,CTG" statt ,AoderG AG". Die genaue Sequenz aller Exon-Intron

Ubergéange ist ausfihrlichim Anhang unter A4 dargestellt.
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4.3 Analyse der GRAF Sequenz in Patienten mit akuter myeloischer Leukamie
Aus dem Material von 10 an AML oder MDS erkrankten Patienten synthetisierte ich

die cDNA des GRAF Gens bis zum Stop Codon wie oben beschrieben. Durch eine
PCR mit Primern, die am Anfang und Ende des GRAF Gens lagen, wurde die
gesamte cDNA des GRAF Gens amplifiziert. Nach der Auftrennung der Fragmente
im Agarose Gel zeigte sich, dass die LaAngen der Amplifikate zwischen ca. 2300 bp
und < 500 bp variierten, wahrend das STOP Codon in der Wildtyp cDNA bei 2282 bp
liegt.

Zum Teil wurden mehrere Spleissvarianten desselben Patienten unterschiedlicher
Lange amplifiziert. Die jeweiligen Patienten hatte dabei lediglich vom Wildtyp
abweichende Spleissvarianten.

Abbildung 14
Agarose Gel der Amplifizierung von Patienten cDNA mit
dem Plasmid Primer SP7. Man sieht das Vorkommen

unterschiedlich langer cDNA Sequenzen bei den Patienten.

Nach der Klonierung von 14 unterschiedlich langen Sequenzen aus PatientenrDNA
in den pCR Il TOPO Plasmidvektor wurde aus der Patienten Plasmid DNA das
GRAF Gen unter Verwendung der Plasmid Primern SP6 und T7 und 11 spezifischer
Oligonukleotide sequenziert, die in der GRAF cDNA im Abstand von ca. 200 bp
binden. Eine Liste der verwendeten Oligonukleotide mit ihrer Sequenz befindet sich
im Anhang unter A6.

Es zeigte sich, dass 13 der 14 Klone Deletionen von 8 bp bis zu 1960 bp aufweisen.
Die translatierten Bereiche erstrecken sich von 18 AS bis zu 303 AS.

Bei 7 der 14 Klone konnten in der cDNA Intronsequenzen des GRAF Gens
nachgewiesen werden. Die genauen Sequenzierungsergebnisse sind aus Tabelle 7
ersichtlich, eine schematische Ubersicht gebendie Abbildungen 15 und 16. Die
Aminosauresequenzen der Patientenproben sind im Anhang unter A7 abgebildet.



4 Ergebnisse

44

Tabelle 7

Vergleich der Amplifikate von Patienten cDNA mit der cDNA des GRAF Gens.
Von drei Patienten(G,J, T,K und S,C) wurde mehrere Spleissvarianten untersucht.
Rot hervorgehoben sind Intronsequenzen des GRAF Gens aus Klon AC 004782, die
in der Patienten cDNA gefunden wurden.

Griun dargestellte sind Sequenzen, die dem Exon 22 des GRAF Gens im zerebralen
Transkript (AJ 309486) entsprechen.

Patient| Klon |Amplifikatl GRAF cDNA Sequenz, die in der Patienten cDNA
Nr. Lange |gefunden wurde
H,D 1 2287 bp |6 -2287
B,J 2 1473 bp |6 -1055; 2005-2196; AC 004782: 86908-86756; 2193-2287
G,J 3 1419 bp |6 -647;1514-2287
1 6 1025 bp |6 -778; 2040-2287
1) 11 667 bp |6 -223; 1837-2287
6 -516; 1920-2104; AJ 309486: 284-448, AC 004782: 92632-92482,
S,E 4 1346 bp [2105-2196, AC 004782: 86908-86752,2193-2287
T,K 5 1214 bp |6 -163; 1117-1993; 2105-2287
3-34; AC 004782: 128195-128143; 1994-2197; AC 004782: 84674-
" 10 684 bp 84985, 83311- 83473, 83148-83273; 2196-2287
S,C 7 876 bp |6-33; AC 004782: 771 bp in vielen Fragmenten ; 2195-2287
1 13 370 bp |6 -33; AC 004782: 247 bp in vielen Fragmenten; 2196-2287
J,F 8 762 bp |6 -159; 1844-2105; AJ 309486: 284-448; 2101-2287
F,J 9 757 bp |6-33, AC 004782: 639 bp in vielen Fragmenten; 2197-2287
G,J 12 546 bp |6 -48; 1787-2287
N,A 14 317 bp |6 -53; 2017-2287
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GRAF

Klon 1
Klon 2
Klon 3

Klon 4

Klon 5

Klon 6

Klon 7
Klon 8
Klon 9
Klon 10

Klon 11

Klon 12

Klon 13

Klon 14

Abbildung 15

Patienten.

Vergleich der cDNA von GRAF Wildtyp und Patienten

| Wildtyp

Stop
v
[ W W 1B
[ T W ]
1 [ [
(. [Tl
N T TTIem
I .l
— |
T N
(1T T
N
(I
=
T1N1 |-
(I 151 O
]
[T
(I o

Stop Codon

Nuclear Targeting Sequenz
bp 350 398

PH Domane
bp 803-1115

GAP Doméane
bp 1172-1688

SH3 Domane
bp 2123- 2276

MHC Erkennungssequenz
bp 2137-2153

Intronsequenzen aus GRAF

Vergleich der cDNA Struktur des GRAF Wildtyps mit der cDNA der

Die einzelnen Domanen sind entsprechend der Legende farblich markiert.

Wie deutlich zu sehen ist, sind in 13 der 14 Klone Deletionen zu verzeichnen,
in 7 Klonen konnte Intronsequenz in der cDNA nachgewiesen werden. Diese
Intronsequenzen sind turkis gekennzeichnet.
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Vergleich der Proteinstruktur von GRAF und Patienten

GRAF | | B T
Klon1 | ] N1
Klon 2 | ] I
Klon3 []
Klon 4 | | N
Klon5 []
Klon6 []
Klon7 []
Nuclear Targeting Sequenz
Klon8 | [] AS 114-130
PH Domane
Klono [T_] L] AS 265-369
GAP Domane
Klon 10 [T] [] AS 388-560
SH3 Domane
Klon11 [ T ] ] As705-756
Klon 12 1] ] MHC Erkennungssequenz
AS 710-715
Klon 13
|:| AS Sequenz, die nicht mit
GRAF identisch ist
Klon 14 [T__T]
Abbildung 16

Vergleich der Proteinstruktur von GRAF und Patienten

Deutlich zu erkennen ist, dass die Translation der Patientensequenzen sehr friih
abbricht, was zum Verlust von funktionellen Doménen fiihrt.

Bei 9 der 14 Klone wird auf Grund der Deletionen und Insertionen in der cDNA eine
nicht mit dem GRAF Protein Gbereinstimmende Proteinsequenz translatiert. Diese
veranderte AS Sequenz ist hier fablos dargestellt.
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4.4 Sequenzierung der genomischen DNA eines Klones, der Intronsequenz in
der cDNA enthalt

Bei insgesamt 7 der 14 sequenzierten Klone konnte Intronsequenz in der cONA
nachgewiesen werden. Durch Sequenzieren von Teilen der genomischen DNA eines
dieser Klone sollte die Ursache der Retention von Intronsequenzen in der cDNA

untersucht werden.

Im Klon 2 sind die Basen 6-1055 des GRAF Gens enthalten, nach Deletion der
Basen 1056 bis 2004 schliessen sich an das Nukleotid 1055 die GRAF Basen 2005
bis einschliesslich 2196 an. Dies entspricht dem Ende des Exon 23. Die folgenden
152 bp entstammen inserierter Intronsequenz des Intron 24 des GRAF Gens. Nach
dieser eingeschobenen Sequenz stimmen die Nukleotide von Klon 2 wieder mit dem

Wildtyp Uberein.

Durch Long Range Nested PCR wurden drei unterschiedlich lange Fragmente
amplifiziert. Als Sense Primer dienten jeweils die gleichen Primer, die beide im Exon
23 des GRAF Gens binden. Dabei handelt es sich um das Exon direkt vor der
transkribierten Intronsequenz. Zur Amplifizierung des kirzesten Fragmentes von ca.
250 bp legte ich die Antisense Primer 236 bp und 291 bp upstream des Endes von
Exon 23 in den Anfang des transkribierten Intronfragmentes, die nachsten
downstream Primer fir das Fragment mittlerer Lange binden in der Mitte des Intron
24, 4252 bp und 4294 bp upstream des Exon 23, und das langste Fragment von ca.
8 kb erhielt ich durch Positionierung der Antisense Oligonukleotide im Exon 24, so
dass hiermit das gesamte Intron 24 amplifiziert werden konnte. Bei der Gestaltung
der Primer wurde darauf geachtet, dass sie eine Lange von mindestens 33 Basen
aufwiesen, um eine moglichst spezifische Bindung zu gewahrleisten. Die folgende
Abbildung zeigt die Lage der Primerpaare in der genomischen DNA des Klon 2. Die

Sequenzen der verwendeten Primer sindim Anhang unter A6 zu finden.
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Exon 23 Intron 24 Exon 24
] ~ Exon
Abbbildung 17 ] =Intron
Darstellung der Position der Primer zur Amplifizierung
der drei Fragmente durch Long Range PCR. @ = transkribiertes Intron
Das kirzeste Fragment ist ca 250 bp lang, das zweite
ca 4 kb. Im gré3ten Fragment ist das gesamte —» = Sense Primer
Intron 24 enthalten, es umfasst ca 8 kb. <« = Antisense Primer

Die erhaltene Sequenz der genomischen DNA unterschied sich lediglich in der
vorletzten Base des Exon 23 von der Sequenz des GRAF Wildtyp Klones AC004782,
C wurde durch T ersetzt. Jedoch ergaben Sequenzierungen von genomischer DNA
10 gesunder Blutspender dieselbe Verdnderung, so dass es sich hierbei nicht um
eine Mutation des Patientenklons sondern am ehesten um einen Polymorphismus
handelt.

corr [ [ 7 o [ R o
oot [ @[ I o AT [ T [ e

Abbildung 18
Vergleich der letzten zwdlf Basen des Exons 23 von Klon 2 und GRAF Wildtyp.

Anstelle des Thymin im GRAF WT steht in Klon 2 ein Cytosin.




4 Ergebnisse 49

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass keine genomische Veranderung der
Sequenz des Intron 24 im Vergleich zur GRAF Wildtyp Sequenz gefundenwerden

konnte.

4.5 Analyse der Protein-Protein Interaktionen

Um herauszufinden, ob die beschriebenen Mutationen von GRAF eine Auswirkung
auf Interaktionen mit anderen Proteinen haben, wurde das MATCHMAKER Yeast
Two Hybrid System verwe ndet. Als Kéderkonstrukte diente neben dem GRAF
Wildtyp, der als Positivkontrolle fungierte, die cDNA-Klone der Patienten 4, 8 und 11.
Wie aus der Abbildung 19 ersichtlich ist, unterscheiden sich die drei Proben vom

GRAF Wildtyp durch Deletionen und zum Teil durch Expression von Intronsequenz

pLexA cDNA AS Sequenz
SR N I || — T |
Klon4 < TT T [ 11
Klong < T [T e
Kion 11 < T 1 =i
Abbildung 19

Darstellung der als Koder verwendeten Klone im Vergleich der cDNA und AS
Sequenz mit dem GRAF Wildtyp.

Die farblichen Kodierungen entsprechen den Abbildungen 15 und 16.

4.5.1 Klon 4 und sein Genprodukt
Die Sequenz des Klon 4 beeinhaltet die Basen 6-516 des GRAF Wildtyps, die Basen

517 bis 1919 fehlen, so dass sich an Base 516 die Base Nummer 1920 anschliesst.
Bis Base Nummer 2104 entspricht die Sequenz der Wildtyp Sequenz, darauf folgen
zunéchst 165 bp aus dem Exon 22 (Accessionnumber AJ 309486, Basen 284-448),
und danach 147 bp GRAF Intronsequenz aus dem Intron 23 (AC 004782, Basen

92632 bis 92482). Auf diese Intronsequenz folgen die GRAF cDNA Basen 2105 bis
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2196. Danach sind 157 bp GRAF Intronsequenz aus dem Intron24 (AC 004782,
Basen 86908 bis 86752) eingeschoben. Die letzten 95 bp der Patientensequenz
entsprechen den GRAF cDNA Basen 2193 bis 2287. Insgesamt ist die Sequenz
1346 bp lang, wovon 512 bp auf Intronsequenz zurlckzufuhren sind.

Es liegt eine Deletion der GAP Domane vor, die SH3 Domane ist durch
Intronsequenz geteilt. Translatiert werden 180 AS, wobei die AS 1-170 identisch mit
dem GRAF Protein sind. Diese AS Sequenz entspricht den Basen 6-516 und enthalt
N-Glykolysierungs Stellen, cAMP und cGMP abhangige Protein Kinase
Phosphorylierungs Stellen, Casein Kinase Il Phosphorylierungs Stellen,
Tyrosinkinase Phosphorylierungs Stellen und die Nuclear Targeting Sequenz. Durch
die Deletion von 1403 bp werden die darauf folgenden GRAF cDNA Basen in
verschobenem ORF translatiert, so dass diese AS Sequenz nicht mit der GRAF

Sequenz Ubereinstimmt. Nach 10 Codons folgt das Stop Codon “TGA”.

4.5.2 Klon 8 und sein Genprodukt
Die Sequenz des Klon 8 ist 762 bp lang. Die Basen 6-159 sind identisch mit der

cDNA des GRAF WT. Die GRAF Basen 160 bis 1843 fehlen, so dass sich in der
Patientenseque nz an die Base 159 die GRAF Base 1844 anschliesst. Bis Base 2105
stimmen die beiden Sequenzen wieder Uberein, darauf folgen 162 Basen des GRAF
Exons 22 (Accessionnumber AJ 309486, Basen 284-448). Danach findet man die
Basen 2101 bis zum Stop Codon des GRAF Gens. Bei dieser GRAF Mutante fehlen
die Nuclear Targeting Sequence sowie die GAP Domane. Insgesamt werden 211 AS
translatiert. Die ersten 136 AS entsprechen den GRAF AS 1-51 und 614 — 697, die
sich daran anschliessenden 75 AS stimmen nicht mit dem GRAF Protein Uberein.
Durch die beschriebenen Veranderungen entsprechen lediglich zwei Protein Kinase
C Phosphorylierungs Stelle n sowie die Prolin reiche Region dem GRAF Protein. Die
Prolin reiche Region liegt im GRAF Protein bei den AS 657-688.

4.5.3 Klon 11 und sein Genprodukt
Die Probe des Klons 11 ist 667 bp lang. Darin sind die ersten 223 bp der GRAF

cDNA Sequenz enthalten, die Basen 224 bis 1836 sind deletiert, so dass sich im
Klon 11 an die Base 1837 die GRAF Base 223 anschliesst. Die restlichen 450 bp
stimmen mit den GRAF Basen bis zum Stop Codon uberein. Die ersten 74 AS sind
bei Klon 11 und GRAF WT identisch, doch durch die Deletion der 1612 Basen wird
der ORF verschoben, so dass die folgenden AS nicht Gbereinstimmen. Auf die AS 97

folgt in der Patiente nsequenz das Stop Codon "TAA".
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In den ersten 74 identischen AS sind eine N Glykolysierungs Stelle, mehere Protein
Kinase C Phosphorylierungs Stellen und eine Casein Kinase Il Phosphorylierungs
Stelle enthalten. Die nicht mit GRAF Ubereinstimmenden AS ist auf ein ATP/GTP

Bindungsmotiv zuriickzufuhren.

4.5.4 Genpodukt der GRAF Mutanten
Beim Bearbeiten der AS Sequenz mit Hilfe des Programmes Prosite konnten in der

AS Sequenz des Klons 4 keine Domanen nachgewiesen werden, die nicht auch in
GRAF enthalten sind. Wir konnten neben den haufig auftretenden Domé&nen

N Glykolysierungsstelle, cAMP und cGMP abhangige Protein Kinase
Phosphorylierungsstelle und verschiedener Casein Kinase Il
Phosphorylierungsstellen auch die GRAF Domanen fir die Phosphorylierung der
Tyrosin Kinase sowie die Nuclear Targeting Sequenz® nachweisen. Es fehlen
allerdings die GAP Domane, SH3 Domane und MHC Erkennungssequenz.

Klon 8 beinhaltet die GRAF N-Glykosylierungs Stelle, Protein C Kinase
Phosphorylierungsstelle, Casein Kinase Il Phosphorylierungsstelle, die N-
Myristoylierungsstelle und die Serin und Prolin reiche Regionen. In den Sequenzen
sind allerdings einzelne AS verandert. Durch die Deletion und das Stop Codon fehlen
neben der Nuclear Targeting Sequenz die GAP Doméane, SH3 Doméne und MHC
Erkennungssequenz.

Der Klon 11 besteht vor der translatierten Intronsequenz aus den Stellen fur N-
Glykosylierung, Protein Kinase C Phosphorylierung und Casein Il Kinase
Phosphorylierung zusatzlich aus einerStelle, die nicht im GRAF Wildtyp enthalten ist.
Dabei handelt es sich um ein ATP/ GTP Bindungsstellen Motiv in den AS 38 bis 45.
Eine ATP oder GTP spaltende Wirkung scheinen diese Motive nicht zu haben. Durch
die Deletion und Insertion des translatierten Introns kommt es auch in diesem Klon
zu einem verfrihten Abbruch der Transkription. Die Doméanen Nuclear Targeting
Sequenz, GAP, SH3 und MHC Erkennungssequenz des GRAF Wildtyps fehlen auch
hier.

Somit lasst sich sagen, dass in den Klonen 4 und 8 ausschliesslich GRAF Wildtyp
Domanen enthalten sind, das GRAF Protein bei beiden jedoch unvollstandig ist.
Auch im Klon 11 fehlen mehrere GRAF Doméanen, zusatzlich dazu ist hier jedoch
eine GRAF fremde Doméne enthalten.

Eine Interaktion der beschriebenen Proteine mit den GRAF Mutanten zeigt sich beim

Zuchten der Co-Transformanten auf Induktionsplatten.
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Abbildung 20

Ergebnis des Yeast Two Hybrid Versuchs: Induktionsplatten ( SD/ Gal/ Raf/-His/
-Leu/-Trp/-Ura) zeigen die Interaktionen zwischen GRAF bzw. GRAF Mutante und
den potentiellen Interaktionspartnern CD 14, FBLN 1, WNT 7 a, MAGOH, KIAA
0583, FAK 2, HAT 1, TRPM 2, PIK3 R 1.

Interagieren die Kdder- und Beutekonstrukte, wird das Reportergen LacZ translatiert
und X-gal, das Laktoseanalogon, kann zu einem dunkelblauen Reaktionsprodukt
abgebaut werden.




4 Ergebnisse

Im folgenden werden die Ergebnisse des Two Hybrid Versuchs tabellarisch

dargestellt:

Tabelle 8

Ergebnis der Protein-Protein-Interaktionen des Yeast Two Hybrid Assays.
In der ersten Zeile sind die Koderkonstrukte aufgefuhrt, in der ersten Spalte die
Beutekonstrukte. Der Grad der Anfarbung auf den Induktionsplatten wird von keiner

(-) bis deutlicher Blaufarbung ( +++) differenziert angegeben.

pLexA-

GRAF

\Wildtyp pLexA-GRAF-P4|pLexA-GRAF-P8 [pLexA-GRAF-P11
pB42-AD
nativ (-) (-) (-) (-)
CD 14 (+++) (-) (+) (+)
FBLN 1 (+++) (-) (-) (+)
WNT 7 a (+++) (-) (+) (+)
KIAA 0583 (+++) (-) (+++) (+)
MAGOH (+++) (-) (+) (+)
FAK 2 (+++) (-) (+) (-)
HAT 1 (+++) (+) (++) (++)
TRPM 2 (+++) (++) (+) (+++)
PIK 3R1 (+++) (-) (+) (-)
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5 Diskussion

5.1 Struktur des GRAF Gens

Das GRAF Gen besteht wie zuvor beschrieben aus 24 Exons, die GRAF cDNA
enthalt 3163 bp, die genomische DNA enthalt ca. 4000 kb. Damit handelt es sich
beim GRAF Gen um ein relativ grof3es Gen, wie der Vergleich mit der Serin/
Threonin Kinase hcstk und dem humanen ALL-1/ MLL/ HRX Gen zeigt.

Tabelle 9
Vergleich der Gr63e und Zahl der Exons der Gene GRAF, hcst und ALL-1/
MLL/ HRX.

GRAF Gen hcstk Gen®® ALL-1/ MLL/ HRX
Gen®’
Genomische GroRe 4000 kb 26,7 kb 92 kb
Zahl der Exons 24 26 37
(A} (B)
7 60
— human B human
& — Worm 50 B worm
— fly Y Wiy
o -
5 4 G
& 5 %0
£ 3 g
:
g 3 g 4
: 10 I

0 100 200 300 400 500 600 700 GO0 800 1000 <1 100-2000 2000-5000 5000-30,000 pBDDDI]
exon length (nucleotide pairs) intron length (nucleotide pairs)

Abbildung 21
Vergleich der Exon- und Intronlange beim Menschen, beim Wurm

(Caenorhadditis elegans) und bei der Fliege (Drosophila melanogaster).}°2.

Die Angabe der genomischen Gro6R3e ist nur ein Schatzwert, da die genaue Lange
des Intron 18 noch nicht bekannt ist. Die Exonlangen variieren zwischen 37 bp
(Exon 12) und 967 bp (Exon 24). Das kirzeste Intron ist 1501 bp lang (Intron 8), das
groite umfasst 102 485 bp. An das Stop Codon schliesst sich eine 876 bp
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umfassende UTR an. Bisher nicht genau bekannt ist das 5° Ende des Exon 1 sowie
das 3' Ende des Exon 24.

Der Aufbau des GRAF Gens entspricht in Anbetracht der Anzahl und Gro3e der
Exons und Introns dem typischen Aufbau eines eukaryonten Gens.

Eine Besonderheit des GRAF Gens ist die Isoform B des zerebralen Transkriptes,
die das Exon 22 enthélt, das im Wildtyp der in dieser Arbeit untersuchten Isoform A
jedoch nicht enthalten ist.

In zwei der sequenzierten Klone, Klon 4 und 8, von Patienten, die beide an AML
erkrankt sind, war das Exon 22 auch in der cDNA enthalten. Aufgrund von
Verschiebungen im Leserahmen wurde diese Sequenz jedoch nicht im ORF des

Exons translatiert. Somit entstand ein vom Wildtyp abweichendes Protein.

5.2 Insertion von GRAF Intronsequenz in cDNA

Aus der pra&-mRNA, dem Transkript der DNA, werden im Reifungsprozess zur mRNA
die Introns herausgeschnitten und die verbleibenden Exons zusammengeflgt. Die
Exons werden dann zu Proteine n, dem Genprodukt, translatiert. Durch Variationen
des sogenannten Spleissens, das heisst durch unterschiedliche Kombination der
Exons, erhalt man von ein und demselben Gen verschiedene Proteine. Man nennt
diesen Mechanismus alternatives Spleissen.®® "t Durch das alternative Spleissen
lasst sich die Diskrepanz zwischen relativ geringer Genzahl und hoher Komplexitat
vieler Organismen erklaren. Alternative Spleissformen spielen sowohl bei der

Entwicklung von Organismen als auch bei der Entstehung von Tumoren eine Rolle.

Aus dem Priméartranskript der genomischen DNA schneiden Spleisskomplexe, die
sogenannten snRNPs,* die Introns heraus, so dass die nach dem Spleissen
miteinander verbundenen Exons die mRNA bilden und den Zellkern verlassen

konnen.

Die snRNPs erkennen die Exon-Intron Grenzen anhand typischer Basenabfolgen,
die die Exon-Intron Ubergange charakterisieren. Diese Basenabfolgen nennt man
wie bereits im Ergebnisteil beschrieben Consensusregion. Zusatzlich zu der
Consensusregionist eine weitere Nucleotidsequenz von vier Basen fir das Erkennen
der Exon-Intron Grenze entscheidend, die ca. 30 bp downstream des Ubergangs von
Intron - in Exonsequenz liegt. Sie ist der Verzweigungspunkt der bei der

Spleissreaktion gebildeten Schlinge aus Intronsequenz. Die ausgeschnittene
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Intronsequenz wird als Lariat freigesetzt und die beiden freien Exonenden werden
verbunden, so dass die mRNA entsteht.

Bei 36 der 43 bisher bekannten Exon-Intron Ubergange im GRAF Gen stimmt die
GRAF Sequenz mit der Consensussequenz tberein. Die Abweichungen im Bereich
der 3’ Enden der Exons 13 und 17 und der Introns 15 und 21 sowie die 5’ Enden der

Introns 14,16,18,19 und 22 kénnen ein fehlerhaftes Spleissen’? nach sich ziehen.

Die in dieser Arbeit in der GRAF cDNA der Patienten gefundene n Intronsequenzen
stammen alle aus den GRAF Introns 21, 23 und 24. Jedoch konnte ausser bei Intron
21 in den betreffenden Sequenzen keine Veranderung in der Consensusregion
nachgewiesen werden.

Um eine Erklarung fir das Vorkommen von Intronsequenz in der cDNA der Patienten
zu finden, wurde mittels Long Range PCR aus der genomischen DNA des Klon 2 der
Ubergang von Exon 23 tiber das inserierte Intron 24 hinaus bis ins daran
anschlieBende Exon 24 amplifiziert.

Bei der Sequenzierung des so gewonnenen PCR Produkts konnte an der die
Insertion enthaltenden Stelle jedoch kein Unterschied zwischen dem GRAF Wildtyp
und der Patienten DNA gefunden werden. Demnach kann das Vorkommen von
Intronsequenzen in der cDNA nicht auf eine Mutation auf genomischer Basis in

diesem Bereich zuriickgefuhrt werden.

Der genaue Vorgang des Spleissens ist noch nicht bekannt. Man weiss, dass auf
genomischer Ebene einzelne Exons durch Bindung an Proteine markiert werden.”®
Die markierten Exons werden beim Spleissprozess nicht entfernt, sondern gelangen
Uber die mRNA ins Cytoplasma und werden dort tranlatiert. Eine Erklarung fir das
Vorhandensein von Intronsequenz in der cDNA kdnnte bei einem fehlerhaften
Markieren im Spleissprozess liegen oder bei Veranderung in den regulatorischen

Sequenzen weiter up - oder downstream der betreffenden Stelle.
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5.3 Funktion des GRAF Proteins

GRAF L L]

- Nuclear Targeting Sequenz
AS 114-130

- PH Doméane
AS 265-369

- GAP Domane
AS 388-560

- SH3 Domane
AS 705- 756

- MHC Erkennungs Sequenz
AS 710-715

Abbildung 22
Darstellung des GRAF Gens
mit seinen wichtigsten Domanen

g N

Zu den wichtigen Domanen des GRAF Proteins z&hlen die Nuclear Targeting
Sequenz, die PH-Domane, die GAP-Doméne, die SH3-Domane und die MHC
Erkennungssequenz.

In den AS 120 bis 136 ist die Nuclear Targeting Sequenz enthalten. Sie erméglicht
das Eindringen der Proteine in den Zellkern.

Von den in dieser Arbeit untersuchten Klonen konnte die Nuclear Targeting Sequenz
lediglich in den Klonen 1, 2 und 4 nachgewiesen werden.

Auf die Nuclear Targeting Sequenz folgt die PH-Domane * bestehend aus den AS
265 bis 369 des GRAF Gens. PH Doménen kommen in vielen Proteinen vor, die an
der intrazellularen Signallibertragung sowie an der Bildung des Zytoskeletts beteiligt
sind. Ihre genaue Funktion ist noch nicht geklart. PH Domé&nen konnten in den
Klonen 1 und 2 gefunden werden. Der Verlust der PH Domé&nen in den restlichen
Klonen kdnnte dazu gefiihrt haben, dass die Interaktionsfahigkeit dieser Klone mit
anderen Proteinen gestort war.

Im GRAF Wildtyp Protein folgt nach der PH Doméne die GAP Domaéane. GAP steht
fur GTPase aktivierendes Protein. lhre Funktion besteht in der Inaktivierung GTP
bindender Proteine. Bei diesen GTPasen handelt es sich um eine Familie
hydrolytischer Enzyme, die sich durch ahnliche GTP-Bindungsdomanen auszeichen.
Zu den GTP-bindenden Proteinen gehoren die Ras Proteine. Generell liegen sie an

der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran und kontrollieren die
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Signaliibertragung fiir Wachstum und Differenzierung der Zellen.” Tritt eine Mutation
in den Ras Genen auf, fuhrt dies zum Verlust der Kontrolle tiber Zellwachstum und
—differenzierung, also zu einem Tumor.”® Man geht davon aus, dass etwa 30 % der
menschlichen Tumore auf Mutationen in Ras Genen zuriickzufiihren sind.

Ras Proteine sind in GTP gebundener Form aktiv. Die Dephosphorylierung zu GDP
bewirkt eine Konformationsédnderung der GTP-Bindungsdoméne und inaktiviert das
Protein.

Die Regulation von Ras erfolgt zum einen durch den Austausch von GDP zu GTP
durch GNRPs.! Zum anderen erfolgt die Regulierung durch eine Steigerung der
Hydrolysegeschwindigkeit und damit einer Inaktivierung durch GAP. GAP steht fir
,GTPase aktivierendes Protein®. Es kontrolliert die Aktivitat von Ras und anderen
GTP-bindenen Proteinen und wirkt auf sie solange inaktivierend bis sich GNRP an
das Ras-GDP bindet, GDP abgegeben wird und die freie Bindungsstelle sofort von
GTP besetzt wird.

Ras
P ) ceTP

GAP GNRP

/ GDP
@ Abbildung 23

Die Aktivierung des Ras Proteins.

Das Protein Ras bindet und aktiviert Raf, eine Serin/Threonin Kinase. Uber die
Aktivierung mehrerer Kinasen fuhrt dies zur DNA Synthese. Exzessive Raf Aktivitat
schaltet den Zellzykulsinhibitor p21 Waf1/Cip1 ein, so dass eine ubermassige DNA
Synthese gestoppt wird.

Olson et al.”” haben nachgewiesen, dass Rho den Inhibitor p21 Waf1/Cip1
supprimiert, so dass Ras die Zellen in die S —Phase, die Phase der DNA Replikation
des Zellzyklus, bringen kann und somit DNA synthetisiert wird.

GRAF interagiert sowohl in vivo als auch in vitro mit FAK und Rho A2’ und inaktiviert

Rho in seiner Funktion als GTPase. Die Wirkung des Zellzyklusinhibitors wird also
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unter der Einwirkung von GRAF nicht supprimiert, es kommt damit zur Verminderung
der DNA Synthese durch GRAF.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Patientenklone war hingegen in keinem eine
GAP Doméne enthalten, so dass man die These aufstellen kann, dass bei diesen
Patienten Rho aktiviert bleibt. Dies wirde dazu fuhren, dass die Wirkung des
Zellzyklusinhibitors p21Waf1/Cipl supprimiert bleibt. Als Folge davon wére die DNA
Synthese weniger stark inhibiert und somit kdnnte die Entstehung eines Tumors
erklart werden.

Als weitere wichtige Domane folgt die SH3 Domane.’® Sie besteht aus ca. 60
Aminosauren. Im GRAF Protein sind dies die Aminoséuren 701 bis 759. Sie

vermittelt Protein-Protein-Interaktionen’®€°

und bindet an Prolin reiche Peptide.

Ein Teil der SH3 Domane konnte im Klon 14 nachgewiesen werden. Bei allen
anderen Patientenklonen fehlt die SH3-Doméne aufgrund der Veranderung der
cDNA. Der Verlust dieser Domane koénnte zu einer verminderten Protein-Protein
Interaktionsfahigkeit der Klone fuihren. Dies wirde die ausbleibenden Interaktionen
der die GRAF Mutanten enthaltenden Beutekonstrukte im Yeast Two Hybrid Versuch
erklaren.

Die letzte Domane des GRAF Gens ist die MHC Protein Erkennungssequenz.! Im
Wildtyp setzt sie sich aus den AS 710 bis 716 zusammen, liegt also in der SH3
Region. Diese Sequenz ermdglicht den Zellen, kdrpereigenes von kérperfremdem
Material zu unterscheiden. Das Erkennungsmerkmal sind die MHC Molekiile, die sich
aus einem extrazellularen, einem transmembrandsen und einem zytoplasmatischen
Teil zusammensetzen und Bestandteil jeder Zelle sind. In keinem der Patientenklone

konnte jedoch die MHC Erkennungssequenz nachgewiesen werden.

5.4 Tumorentstehung durch Veranderung im GRAF Gen und seinem

Genprodukt

In der vorliegenden Arbeit wurden Proben von Kindern, die an AML erkrankt sind, auf
Veranderungen im GRAF Gen untersucht und mit dem Wildtyp Gen verglichen. Wie
in Abbildung 16 zu sehen ist, werden in den Patientensequenzen nur Bruchstlcke
des GRAF Gens translatiert, in 11 der 14 Klone ist keine der wichtigen GRAF
Domaénen enthalten, so dass in diesen Klonen ein Funktionsverlust des GRAF

Proteins vorliegt. Somit kann, wie zuvor beschrieben, GRAF Rho A nicht mehr
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inhibieren, so dass méglicherweise Uber die ungebremste Supprimierung des
Zellzyklusinhibitors p21 Wafl/ Cipl die DNA Synthese unkontrolliert gesteigert wird
und es damit zur Tumorentstehung kommt.

Bei den hier untersuchten Patientenproben wurde zytogenetisch jeweils der Verlust
eines Allells im Bereich 5g31nachgewiesen. Eine Veranderung im zweiten Allell
kénnte gemass der Two Mutation Hypothese von Knudson®? zur Entstehung eines
Tumors fuhren.

Alle in dieser Arbeit sequenzierten Patientenproben weisen Veranderungen der
cDNA auf, die dazu fihren, dass die translatierten Proteine in ihrer Funktion nicht
dem GRAF Wildtyp Protein entsprechen.

Da in diesem Teil der Arbeit ausschliesslich mit der cDNA der Patientenklone
gearbeitet wurde, gelten die erlangten und beschriebenen Ergebnisse jeweils nur fur
die sequenzierte Spleissvariante. Von 3 Patienten wurden mehrere cDNA Klone
untersucht. So stammen jeweils Klon 3, 6 und 11, Klon 5 und 10, sowie Klon 7 und
13 von demselben Patienten. Neben dem Vorkommen von verschiedenen hier nicht
untersuchten Spleissvarianten sind auch Klonierungsfehler nicht mit Sicherheit
auszuschliessen.

Somit ist eine Aussage zur Funktion des GRAF Gens lediglich fur die hier
untersuchten Spleissvarianten maglich. Zur Klarung der Frage, ob GRAF ein
Tumorsuppressorgen ist, bedarf es damit weiterer Funktionsuntersuchungen dieses

Gens.

5.5 Protein Interaktionen

Aufgrund der vom GRAF Wildtyp abweichenden Proteinstruktur der drei Klone aus
Patientenproben war von einer vom GRAF Wildtyp abweichenden Proteinfunktion

auszugehen, was im Yeast Two Hybrid Versuch gezeigt werden konnte.

Von manchen Proteinen ist die Domane bekannt, die an Protein-Protein-
Interaktionen beteiligt ist, wie z.B. bei FAK2, einer Transferase. Die fur die Interaktion
mit GRAF wichtige Domane ist hierbei die SH3 Domé&ne. Da in keinem der
Kdderkonstrukte zwischen pLexA und GRAF Mutante die SH3 Doméne enthalten ist,
kénnen die beiden Proteine nicht miteinander interagieren. Deshalb wertete ich die
schwache Blaufarbung zwischen FAK2 und dem Konstrukt pLexA mit Klon 8 als

falsch positiv.
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Sowohl mit HAT1 als auch mit TRPM2 interagierten die Fusionsproteine aus pLexA
und Klon 4, 8 bzw. 11. Das konnte darauf hinweisen, dass die Interaktionsdoménen
am Anfang des GRAF Gens liegen, der in allen drei Klonen enthalten ist.

Die schwache Blaufarbung im Interaktions Assay zwischen den Beutekonstrukten
FBLN 1, WNT 7a und MAGOH und der Verbindung aus pLex A mit den Proteinen
der Klone 8 und 11 wertete ich bei negativem Ergebnis dieser Konstrukte mit Klon 4
ebenfalls als falsch positiv.

Zu einer deutlichen Blaufarbung kam es bei der Verbindung von KIAA 0583 und dem
Kdderkonstrukt des Klon 8. Da wie beschrieben Klon 8 keine der groRen GRAF
Domaénen enthalt, kann die Interaktion nicht Giber dieselbe Doméane vermittelt sein,
Uber die das GRAF Wildtyp Protein mit KIAA 0583 interagiert.



6 _Zusammenfassung 62

6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte die Struktur des GRAF Gens in Bezug auf Zahl und GrolRe
der Exons weitgehend aufgeklart und die Exon-Intron-Ubergange genau beschrieben
werden. Es wurde gezeigt, dass das GRAF Gen aus 24 Exons besteht und die
Exonlangen zwischen 37 bp (Exon 12) und 967 bp (Exon 24) liegen. Der
Translationsstart, ATG, umfasst die Basen 6,7 und 8 der GRAF cDNA. Der
translatierte Bereich erstreckt sich bis Base 2284, das Stopcodon, TAA, besteht aus
den Basen 2285-2287. Die restlichen 876 bp gehdren zur UTR. Die Isoform A des
GRAF Proteins besteht somit aus 759 AS. Um den genauen Start des Exon 1 und
Ende des Exon 24 herauszufinden, werden jedoch noch weitere ausfuhrliche

Arbeiten notig sein.

Basierend auf diesen gewonnen Daten wurden cDNA und Proteinstruktur von 14
Klonen von 10 Patienten, die an AML erkrankt sind, mit dem GRAF Wildtyp
verglichen. Dabei handelt es sich um Patienten, die zytogenetisch den Verlust eines
Allells im Bereich 5931 aufwiesen. Von 3 Patienten wurden je zwei bzw. drei
unterschiedlich lange Spleissvarianten untersucht, insgesamt wurden 14 Kone von
10 Patienten zwischen 317 bp und 2287 bp analysiert. Bei 13 der 14 Klone konnten
Deletionen nachgewiesen werden, in 7 der 14 fanden wir GRAF Intronsequenzen in
der cDNA. Bei einem dieser 7 Klone wurde die genomischen DNA, die die
transkribierte Intronsequenz umfasst, sequenziert. Es konnte keine Veranderung
zum Wildtyp nachgewiesen werden. Die Ursache flr die Retention der Intronsequenz

konnte nicht geklart werden.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass durch Deletion und Insertion von
Intronsequenz in der cDNA die Proteine der untersuchten Klone nur Bruchstiicke des
GRAF Proteins enthalten. Bis auf die Nuclear Targeting Sequenz und die PH
Domaéane fehlen in allen Klonen die funf wichtigen GRAF Proteindoméanen.

In einem Yeast Two Hybrid Versuch wurde die Funktion der Proteine der GRAF
Mutanten mit bekannten GRAF Interaktionspartnern geprtift. Dabei konnte gezeigt
werden, dass durch den Verlust der wichtigen GRAF Proteindomé&nen und dem
Entstehen aberranter GRAF Proteine die Interaktionsfahigkeit des GRAF Proteins mit

anderen Proteinen verloren geht.
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Durch die beschriebenen Veranderung im GRAF Gen und seinem Genprodukt
konnte es durch die fehlende Inhibierung von Rho A zu einer ungebremsten
Supprimierung des Zellzyklusinhibitors p21 Wafl/ Cip 1 und damit zur Onkogenese

kommen.
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6 Conclusion

With the work done inthis thesis the structure of the GRAF gene regarding the
number and size of the exons could be analysed. The exorntintron boundaries could
also be precisely described. We proved that the GRAF gene consists of 24 exons,
the exon length varies from 37 bp (exon12) up to 967 bp (exon 24). The translation
starts with the codon “ATG” including the bases 6,7 and 8. The translated region
extends up to base 2284, the stop codon “TAA” lies at the bases 2285-2287. The
remaining 876 bp are part of the UTR. The isoform A of the GRAF protein is
composed of 759 AS. However, further investigation will be necessary to find out the

exact start of exon 1 and the end of exon 24.

Based on this data the cDNA and protein structure of 14 clones derived from 10
patients who suffered from AML were subsequently compared to GRAF wildtype
cDNA and protein. Only patients were chosen who showed a cytogenetical loss of
one allell in 5g31. In 3 cases various splicing variants of the same patient were
examined who differed in lengths, in total we analyzed 14 clones of 10 patients
containing between 317 and 2287 bp. 13 of the 14 clones showed deletions and in 7
of 14 samples intron sequence appeared in the cDNA. In 1 of those 7 clones the part
of genomic DNA was studied which contained the transcribed DNA. We could proove
that the insertion of intron sequence in the cDNA did not take place because of a
mutation in the genomic DNA. However, the reason of this incorrect splicing could

not be detected.

Furthermore we could prove that due to the deletion and insertion of intron sequence
in the cDNA the proteins of the examined clones contained only parts of the original
GRAF protein. Except for the nuclear targeting sequence and the PH domaine the
five important GRAF protein domains are missing in all clones.

In a yeast two hybrid assay we examined the interaction of mutant Graf proteins with
proteins, generally known to interact with GRAF wildtype. We could show that with
the loss of important GRAF protein domains and the production of aberrant GRAF
protein the function and interaction of the mutant GRAF protein is impaired in

comparison to the GRAF wildtype protein.
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The described changes in GRAF gene and its genetic product can lead to a reduced
or even totally missing inhibition of Rho A and subsequently to an uncontrolled

suppression of cell-cycle -inhibitor p21Waf1/Cipl and therefore finally to oncogenesis.
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7 Anhang

Al GRAF cDNA in 5’ -> 3’ Richtung

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

GCACCATGGG
GAGAGACCCT
TCATCAAGGA
AGTTTGCAGA
ATGAGATGTG
ATGAACGGAT
TTCGAAAGGA

GCTCCCAGCG
CAAGTCGCAC
CGGGAAGTCA
TTCCTTAAAT
TATAGCAAGG
ACGGATGATT
ACAGATCGGG

CTCGAGITCA
GAAGCAGAGC
CTCATAAGCCG
GAATTTAAAT
TCTTTGCAGG
GAGAATGCCA
GCTGCCAAGG

GCGACTGCTG
TGGACAAGAC
CCCTCAAGAA
TTCAGTGCAT
AGTTTGCCAC
GCGAGGTCCT
AAGCCAAAAA

AAAAGTATTG
AGCTTCAGGA
TGGAATATGT
CTCTGCTGGC
AGGATTTCGG
TTGAAGGCAC
AGCACAAGAC
ACTTTGGAAC
CCATGGTACC
TCAAATCCTG
AAGCAGTAGA
TCTGGATGGA
GITGAAGGGAC

GA
CCCAGCTGCA
GGCCCCTGAC
TCATCAACTC
GCAGCTTACA
GGCCCAACTC
TGTTCTCGGC
TCAGCACACC
AACTTTCGIT

TGGCATCTTA
GGCAGACAGC
CTTCAAGGTG
CTTCCTGCAA
GGACTTCAAG
TAGATCAGAA
CATCAGTCCC
TTCTTGGGTG
ATTTGACCAA
CACACGGCGG
CAGGCCAGGG
AGCCATGGAT
TGCCCAGITG

AAACCACGAA
CCTGICTCGG
GCTCTTCCAC
CAGTTTGGAA
GCCCAACATG
ACTCCCCCCG
ACCATCCAGC
GITCCGGAAG
CACAGCAGGC

GAAAAACACT
CAAGTGGACC
CAGGAAGTCC
GGACTCTTCA
ACACAGTTAA
GIGGAATCAC
TACACCATGG
AAGCACTACT
AAGTCAGGAG
AAAACAGACT
GITATCACCA
GGCCGGGAAC
GACACCATTG

AAGATATTTA
AAGAAGAGCA
ACCGTTCAGT
TCTGTCTCAT
AACTCCAGTG
AATCCAAGCC
CCTATGCCCA
GCAAAAGCCT

TGAATTTGTC
TGGICCGGCA
AAGAGAGAAA
CTTTCTATCA
CCATTAGCAT
TGATGAAAAA
AGGGATACCT
GTACATATCA
GAAAAGGGGEG
CCATTGAGAA
TGCAAGCTTT
CTGTCTACAA
G

ACACCGTGCC
GIGACTCCAA
CAACAGAGAA
CAAATCCAAA
ACCCAGACCT
CAACTTCACC
CCTCATCCAC
TGTATGCCTG

CCTCGATAGT
CAACAAATTC
TTTGICTTCA
AGGAGATGCA
TGTCCTCAGG
CATCACTCCC

CCGCACTTCC
ATCAAGGACC
GCGAAGCGGA
GAAACAGATG
AATCTTGAAG
TTGGAGAAGT

GAAGTATGAC
TTCCAAAAAG
GCATTTCTAT
GATGITTGAG
CCATGGITAC
ACAGAACACA
GATGAAGGAG
CTACGTGCAG
ACGGGATTCC
AGAAGATGAA
GAGGITTTGC
GICGGAAGGG
CTCGAACAAA

CGATATGCCT
GCCCccarec
ACAGGAACAA
CAGCATCCTT
GCCTGTGGTC
CCTCTCGCCA
GICCAGCGAC
CAAAGCTGAA

AAAGAGACAG
AAAGAATCTC
GAAGTATCCC
TTTGTGGAGC
GAACTGGCCA
AGAAATCGCT
AATCCCCTTG
GAGAAACGTC
AAACAAATCA
TCAGITATCC
TTTGATGI GG
GACCGGAGGC
GACAGCCAGA

CTCACCAATG
TGCAGCGAGA
AGGAACAGCA
AATTCCAGCA
AAACCCACCC
TCTTGGCCCA
TCATCCCCCG
CATGACTCAG

ACGGICTTCG

ATAATGITCA

CCCATCTCAG

GAGCCTGGECT

GGTTGGAGGG

GACTCTGAAC

GGAAAGACTG

GCCTCATCCC

TGAAAATTAC

GIGGAGTTCC

TCTAACCGTG
TTCCAGIGTC
CTACCTGICA
AGCCAACATG
ACTAAGAGGA
TTTGITTCAA
CTGAGAGCAC
CCAGGCTGGA
ATTGAGAATT
AAACACTGIT
TCAGTGAGAT
TCCCAGGTTA
AACCCAACCT
ACATTTTTTT
CACAGGATCA

GGCCCCAGCA
GAGGCCATTT
ACATGAATGT
CATCAGTACT
AGACTTGCAA
CGGTCCAAAC
ACTGTGTAGC
TCCATTGCTT
AAAGTCGCTAC
TATATAAGAT
ACAATCCAGT
GGAACTTTTC
ACTCTAAAAC
TCTCCCCTTT
AGGAATTAGG

GAACTGCTGA
CTCTTTGCCA
TTCTGTGAGC
GCAAGAAAAG
AGCCGITTTC
GCCCAACCTT
TAAGCCTGCT
TTGTTTACAA
AGGCACCTGG
CCAATTTTTC
TTTTTCATGC
TGCCACCAAG
CAAACCAAAA
TTGGTACACT
GIGGTCTACT

GCTTTACATG
CTGAGAAATG
TCTGGTGICA
AAGTCAATCA
TCATGAGTAC
CAGAAAGAGG
GGGGCTGGEGET
TAGGCACTCT
ATATGITTCC
ACCATTTTTA
ACGGGAACAC
GGCTGCCATC
AAATAAAATA
TTTTTTGAAT
TGAGGCAGAT

GTATCCATGA
CAGCGTGACT
CTCATCTCCA
GCAGAGGAGA
CCTGAATAGG
AAGTCAGATA
GAAGAAATTG
CTCTACCCCA
ATGCAGGATG
AAGCAGCCGT
ACACACCCTG
CATCCCTTAG
ACACATCCTC
GGTTTTCTAA
GGG

CAACTGCTGA
GACTCTGITG
TGATCATCTC
GCATTTGATA
GGGCACTCAT
GAAATAGTCC
GCGCTGAGAT
CCTCTCAGTA
AAGAGCGTTA
TGGCCTGTCA
CGITTTTCCC
TAACCACGGC
TTTGCATGAC
CAACTTGAAG
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Abbildung 24

CDNA Sequenz des GRAF Gens

Translationsstart und —ende sind fett gedruckt. Unterstrichen sind die Targeting
Sequenz (350-398), die GAP Domane (1172-1688)und die SH3 Domane (2122-
2176). Die Immunglobulin MHC-Protein Erkennungssequenz (2135-2153) ist kursiv
und fett gedruckt.

A2 Aminoséauresequenz des GRAF Gens

5> LPALEFSD CCLDSPHFRE TLKSHEAELD KTNKFI KELI KDGKSLI SAL
KNLSSAKRKF ADSLNEFKFQ Cl GDAETDDE MCl ARSLQEF ATVLRNLEDE
RI RM ENASE VLI TPLEKFR KEQ GAAKEA KKKYDKETEK YCG LEKHLN
LSSKKKESQL QEADSQVDLV RQHFYEVSLE YVFKVQEVQE RKMFEFVEPL
LAFLQGLFTF YHHGYELAKD FGDFKTQLTI Sl QNTRNRFE GTRSEVESLM
KKMKENPLEH KTI SPYTVEG YLYVQEKRHE GTSVWKHYCT YOQRDSKQ TM
VPFDQKSGGK GGEDESVI LK SCTRRKTDS|I EKRFCFDVEA VDRPGVI TMQ
ALSEGDRRLW VEAVDGREPV YNSNKDSQSE GTAQLDSI GF S| | RKCI HAV
ETRG NEQGL YRI VGVNSRV QKLLSVLNDP KTASETETDI CAEVEI KTI T
SALKTYLRM. PGPLMWQFQ RSFI KAAKLE NQESRVSEI H SLVHRLPEKN
ROVLQLLMNH LANVANNHKQ NLMTVANLGV VFGPTLLRPQ EETVAAI MDI
KFQNI VI EI L | ENHEKI FNT VPDMPLTNAQ LHLSRKKSSD SKPPSCSERP
LTLFHTVQST EKQEQRNSI | NSSLESVSSN PNSI LNSSSS LQPNVNSSDP
DLAVWKPTRP NSLPPNPSPT SPLSPSWPMF SAPSSPMPTS STSSDSSPVS
TPFRKAKALY ACKAEHDSEL SFTAGTVFDN VHPSQEPGW. EGTLNGKTGL

| PENYVEFL > 3

rot Nuclear Targeting Sequenz
orange PH Domane
grin GAP Doméne

lila SH3 Domane
blau MHC Erkennungssequenz
Abbildung 25

Aminosauresequenz des GRAF Gens
Die Domanen sind entsprechend der Legende farblich markiert.
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A3 Amplifizierung der Exons des GRAF Gens

Tabelle 10
Amplifizierung der Exons des GRAF Gens.
Exon Amplifizierte [Primer Primer
in Y10388 [Lange Lange intern extern
1 1-159 159 bp 260 bp 70°C, 76°C 74°C, 76°C
2 160-255 96 bp 203 bp 74°C, 76°C 72°C, 74°C
3 256-317 62 bp 109 bp 74°C, 70°C 72°C, 72°C
4 318-389 72 bp 198 bp 74°C, 72°C 72°C, 72°C
5 390-491 102 bp 178 bp 72°C, 70°C 72°C, 70°C
6 492-602 111 bp 169 bp 72°C, 72°C 70°C, 70°C
7 603-707 105 bp 166 bp 74°C, 70°C
8 708-837 130 bp 191 bp 68°C, 76°C
9 838-938 101 bp 176 bp 68°C, 68°C
10 939-1033 95 bp 131 bp 72°C, 70°C
11 1034-1112 79 bp 110 bp 68°C, 72°C
12 1113-1149 37 bp 103 bp 70°C, 70°C
13 1150-1215 66 bp 133 bp 66°C, 64°C
14 1216-1290 75 bp 125 bp 72°C, 72°C
15 1291-1378 88 bp 120 bp 68°C, 72°C
16 1379-1437 59 bp 126 bp 68°C, 66°C
17 1438-1543  |106 bp 167 bp 64°C, 64°C
18 1544-1703 160 bp 203 bp 68°C, 64°C
19 1704-1842  |139 bp 223 bp 70°C, 86°C
20 1843-1993 151 bp 253 bp 68°C. 72°C
21 1994-2104  |111 bp 155 bp 70°C, 72°C
22
AB0145211917-2081  |165 bp 275 bp 80°C, 80°C
23 2105-2196 92 bp 209 bp 70°C, 70°C
24 2197-3163  |967 bp 1033 bp 68°C, 62°C
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A4 Die Exon-Intron-Grenzen des GRAF Gens

Exon 1 (bp 1-159) (Codon 1-52)

ctgcgtttcc tgctcgecgat ccgctccgtt gecccgcgecc ggaacagcag cacctcggcec
gggt ccgagc tcggttcggg agtcttgcge gccggcggac accgcgcgcg gagt gagecca
gcgccacacc tgtggagccg gcggecgtcg ggggagccgg ccggggtccc geccgegt gag
t gct ct gggc ggcgggcgge ccgggccccg gcggaggcge gccccccgge tgggegecge
gc

GCACC

6 1 ATG GGG CTC CCA GCG CTC GAG TTC AGC GAC TGC TGC CTC GAT 14
48 AGI CCG CAC TTC CGA GAG ACG CTC AAG TCG CAC GAA GCA GAG CTG GAC 3o
96 AAG ACC AAC AAA TTC ATC AAG GAG CTC ATC AAG GAC GGG AAG TCA CTC 46

=

144

160

ATA AGC GCG CTC AAG A 15952

cgggaacgcg gctccgggac
gcgtctgceg ggtttctget

ggaaggat ac gt aaagcggg

gcgaggaact
cccggt acac
cgat ccagca

gggaggt ggc
tgggggacgg
accat cagat

Exon 2 (bp 160-255) (cd 52-84)

aaaatattaa cttct agaac aaat cagt gc
gaatttatat tcttttgtgc tttgaaatgg
t cct agaagg accaat aagg gcagcaaatc
atttttcctg tctttttctt gctag

52 AT TTG TCT TCA GCG

ttcatattgt
act caggaac
agaaagccag

189 GAT TCC TTA AAT GAA TTT AAA TTT CAG TGC ATA
237 GAT GAT GAG ATG TGT ATA G 255 84

256

gt aagt cat aact gtgcag aagataaaaa tgttcattgt
ccagcagagc cttttccctg agataggaag tctctaaggt
agt ggaagt g gagggccaga gat at gt gag gat cggagct
cgagttttgg gattgcctca ccctccagca tgcaggagag

Exon 3 (bp 256-317) (cd 84-104) AJ309467

cggggcctgg aagcctgeca gcatctcacc
cttttccttg aagaaatcat tccctagcta
gggtcatcct taatggttaa tgattaaaaa
ttaggcatct gtatgtgcca aggaattaaa
gctccccaag gcccatgaca ctccttccac

agt cct ggat
gagtgccagg
gat gaaggga
at ccat aaca
ct cat ggccc

258 AGG TCT TTG CAG GAG TTT GCC ACT GIC CTC AGG
306 CGG ATA CGG ATG 317 104

318

agt agggctg ggctactctt ggtcccagat agtatattcg
ggt at cagaa gaactagatt caaatccaga ctctgccatt
gcaagcctca tctttgtaga gtttgaaggec ttttgtaaat
gataacttta gaacaacgta gttaaatgat gtccttctga

Exon 4 (bp 318-389) (cd 105-128) AJ309468

ttaccagttc ccctctgccc cttcagagga tcgcttacag
acttttaaat aatcagtatt aatcatgcat gggaggaaga
gacagttttg atttgacatg ctattagttc gaaggttgta
ctgcctcccec aaattttatt ttaagacatg gggaggcatc
ttctttactg atactgcttt tgtgtcttct ttcccttact

321 GAG AAT GCC ACGC GAG GIG CTC ATC ACT CCC TTG

369 GAA CAG ATC GGG GCT GCC AAG 389

128

gt gagtgtc
gcttagcccg
gt gt cgacgc
gaagagagag

aaccaagt gt
aaat ccgcct
tttaatttta

ccgagcccct
ggttgcccgce
ct ccgaggca
acccgt cgcet

tgactatttt
cct aagat at
gtaattcctg

AAG CGG AAG TTT GCA 61
GGA GAT GCA GAA ACA 77

ttgtcatagc
t agt aaacaa

t ggggct act
aaagcttgaa

act ct cagga
t ggaat t aac
gcctt gggaa
t aat agccag
ctttctogttt

AAT CTT GAA GAT GAA 100

t gt t gaggga
tgaatgtttt
at t aaaggat
agattcattt

ttttagagtt
ttatcatgtt
aacagtt gac
t cat gct gga
ctgttgttct

GAG AAG TTT CGA AAG 121

cttcagtgtc
agaagt cct t
ctggtcttct
gttttgcagt

acaggcagat
ctgcatttct
gcaatt gact
agct ggaaag
tccag

84 CA

gtg
gcaagggat g
gagctcttca
tactctggtg
taaggtcttt

cctcattttt
tt gaaat gat
at gt acaaca
gctgct gt aa
t caccag
105 ATT
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g tgagaatttt gcaagctttg gtctggattt tagggtgaga ggtctggaaa
acatagcacc tttctttaaa aaaaagtctt cagaaatgtc ttcagaaaat cgaagcccac
cttcttcaga aaatcttagg cagaaaactc tatagagccc aactcatcgg ttctttacgg

Exon 5 (bp 390-491) (cd 129-162) AJ309469
cattagatat tcgtatttac ctcatttctg gtcttgtcct ggttggtgec tctctgcetag
acact caaac tcagggggct gttgatgggt ggctgcagga tttaatgggc attacctgaa
aagt aggagc tgagtcgtca tctgtgttct gagcagaagg atcttgagag at ggaggctg
cttttattcc tgcaacgtgt tactcttttt ctttttctct tctctttttt tgccag
390 129 GAA
393 GCC AAA AAG AAG TAT GAC AAA GAG ACA GAA AAG TAT TGTI GGC ATC TTA 145
441 GAA AAA CAC TTG AAT TTG TCT TCC AAA AAG AAA GAA TCT CAG CTT CAG 161
489 GAG 491 162

gt aagagacttt
t gaat aaagt gttcaatttg tacatgatgc tgtggatatg tgctggttgce
aaaatcttag ggttagaagg gacct gggaa gccaggagat tgctcctgat
gtgcctgatg cctggactge ctttgtgtcec tcccatccca ccccatcctt

attagtatcc
tctttgctag
ccctcat cca
tgtagccttc

Exon 6 (bp 492-602) (cd 163-199) AJ309470
ttatttgtgg gttttttttt tttctgttga gttgagttcc
aaaccaataa tctcattaga aagctttttt tttgttttaa
tataatatga tgtttcagta tatttttgca tagtgaaata gttactatag ttattcttct
tctgtgtaat gctatttgat ttgtttttga aaattatctc ccgagatttt ttttttctga
cctgctttcg gaatgctatc cttgggtagt gacttgattt ttctcttaaa ttccatcttg
tttgtag

492 163 GCA GAC AGC CAA GIG GAC CTG GIC CGG CAG CAT TTC TAT GAA GTA 177

538 TCC CTG GAA TAT GIC TTC AAG GIG CAG GAA GTIC CAA GAG AGA AAG ATG 193

586 TTT GAG TTT GIG GAG CCT 602 199

ttaccttttt
atttaagttg

ttgtatacat
aaaaat at gt

gt
t aact agt ag
cact gt ccct
cagccattcc

aagtagatat tcagggttta atgatgtacc cgtatattca tccctcattc
tagattacaa aatgctctaa gttgttgatg aagaggttga gcagccctga
tctgtaagta tcagtgcttt gcgagcctgg ctgecttgga ttcttcccag

Exon 7 (bp 603-707) (cd 200-234) AJ309471
ttactgtgtg ttttggggca agtttcttaa cctctctgaa

cctgcttcct cattattaaa

603

at ggggat aa cagtagtgct taggtcatgg gatgttgtga
agggcat agt gcctggcaca caattggtgc tctttaaatg
ttttagactt tcaagccagt gttgggagct cagatacagc
cctggttatg tgacctttge ctttcttcct tcattacag

200 CTG CTG GCC TTC CTG CAA 205

621 GGA CTC TTC ACT TTC TAT CAC CAT GGT TAC GAA
669 GGG GAC TTC AAG ACA CAG TTA ACC ATT AGC ATA

708

gggcat aggg
cct agaaacc

agagggaaac
cctcttctcc

gt gagt
t aaggaaaaa caaaat atgg gcctgattgc
aggt gaggag ggtgggtctt gecttgggttc
gtgcttggtg gttctgagtt agaccatcat

Exon 8 (bp708-837) (cd 235-278) AJ309472
ttgatagtca ctagagtttg agagtcattc tggtatagga
t gt cat aagg gagtatttgg ccagttcctg gaaggttgaa
atctaaggat tctattaggt tgatctggat tgttgaaaca
t gaat aaaat tattttcatc ctag

235 ACA AGA AAT CCC TTT

gt act caccc
tcagccatta
t acat aat ac

CTG GCC AAG GAT TTC 221

agggcat gga
ttattcttta

ctcttttcaa

CAG AAC 707 234

acaggcttct
at ccaggt gg

taggggcagg
attatttcaa

ctttaaggcc
tgtcctttat
gatactttgt

GAA GGC ACT AGA TCA 244

tttatctggt
ctt ggaat gt
cgtttctaga
agccctattt

aaagt at act
ctcattttag
ttctttgatt
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738
786
834

838
873
921

939

GAA GTG GAA TCA CTG ATG AAA AAG ATG AAG GAG AAT CCC CTT GAG CAC 260
AAG ACC ATC AGT CCC TAC ACC ATG GAG GGA TAC CTC TAC GTIG CAG GAG 276
AAA C 837 278

gt gagt gctttgacta gcaacagctt
gggat gt act caggcctctt acctagaagg tggaggatgt attcagcagt gcctacctta
ctgtagatac atgcttggat aacaagaaca attttatagt tcacctttcc aaagagaaag
atgatgtcca cagaatcttg tctacctttg tttttcttta tgaatgggaa ttcctttggg

Exon 9 (bp 838-938) (cd 278-311) AJ309473

tcccggggtt ggtttcattt gagcctgtgg gatcagattt ctgtctattc attctagceta
gtgtggagaa tatattactt ctaacatagt ttaagggtag atgagcatta tgaattatgg
gttgtggttt ttccagctca tgatgtatag catacagtgg aatgtataga tattttatgg
gaaatattac ctttcag

278 GT CAC TTT GGA ACT TCT TGG GIG AAG CAC TAC TGT 289
ACA TAT CAA CGG GAT TCC AAA CAA ATC ACC ATG GTA CCA TTT GAC CAA 305
AAG TCA GGA GGA AAA GGG938 311

gt

gagttcattt ttaaaatttg atgtttgatt tgcttggcta acatataatg attataatgc
at gt at aaag taacacctcc agtgttatat ttatgtttca tcataaattt aaaattaata
atttaaaaaa tttttatata gtagttccag gaagccctaa gaggctgaag aat cgctaaa

Exon 10 (bp939-1033) (cd 312-343) AJ309474
tcctggaaag gtttatagtc acccttccac tgcccatggt catgagcact cagatttgag
aagat gaaat gattgctcct gtttacatgt catgtatgtc ctgggaggag tagagctccc
attctggcct catcttgata gtctgtgtgt tcccactag

312 GGA GAA GAT GAA TCA GIT 317

958 ATC CTC AAA TCC TGC ACA CGG CGG AAA ACA GAC TCC ATT GAG AAG AGG 333
1006 TTT TGC TTT GAT GIG GAA GCA GIA GAC AG 1033 343

1034

gt gagt agctagcatg cttttctcag gagcaaatag agctgaattt
ctatatctta ctttttcttt ccagtcaaac cttttctget tttttccect tctcceccctce
cctcetteet ttcecttetce ccctgectece ttectttect tctccatcca ttcatctatg
t ccagggt gc tggatccagg ctattgctga tttgcgagaa tcattagaac ctccctatct

Exon 11 (bp 1034-1112) (cd 343-369) AJ309475
taggatcatg tcttctgtgt ttctgcctct ctgagggaga tgggctgact gagaggaatt
tgggccgtcc tttctgagag tagaaggtgg cttagtaaag ccgagtgttt tgcccctctt
tgtgttgtta accctagcag ccactgactc ttttgagtgg atgtttaaga tttgccttca
ccaatctctc tacatgtggc actggtttca tatccatgtc cctcctttct ctgcag

343 G CCA 344

1038 GGG GIT ATC ACC ATG CAA CGCT TTG TCG GAA GGG GAC CGG AGG CTC TGG 360
1086 ATG GAA GCC ATG GAT GGC CGG GAA CCT 1112 369

gt aag taacaattca gggaagtaga gcaagaat ga aggccctgag
ttgtttgttg cttccctagt gcagtgattt ttgctgctgt tctaaagcct tgggttcttg
aaaccagtgt accagaggtg gttttttatt cctaggttta tgtttgtgga tattgatatt
gcttctgtat agatgtagtt cttgagcttt ggcctctctg tcctaaggca tggettctge

Exon 12 (bp 1113-1149) (cd 370-382) AJ309476

atgtacgcat atacatttac ttgctttctt aaaaagaggg aatttttttt tacacaataa
agttgcacag atgattctga tgcacacaca cttaagaaca gctaaagtaa atactgagaa
gtagataatt attgaatggg ttcatgtttg ggagccagaa attaccttcc acttcatggt
gcaaact agg gaaagtgagg aagataatgg ttttctacag tgaacctata gggtggcata
aaat gcacat aagtgaattt ttatttttat tttccag

1113 370 GTC TAC AAC TCG AAC AAA 375
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1131 GAC AGC CAG AGT GAA GGG A 1149 382

gt aagt acgatgcttg ggtaaccttc tacagccagg
ggctttgaga agttgctact ccaggtgtga accaccaggc ggtgctgtgg
ttggctccag ttcccgagtg cagtgggaca tgcctccacc ccaactttcce
ccagagggac ggtaagtgag cctggctggc aaggct gt ag tgtagtgaca

1150

Exon 13 (bp 1150-1215) (cd 382-404) AJ309477

aaaaccatac ctagcatatg gaaagctctc aatcaatgcc agctattatt
tgttattcct gtactgttat tgggaaaaac taaaaggata tgtgaccaca
gattcatcct ggtttggtta agccctatcc tgaggttgat ttccatggcet

ctgtccttct cttgctcttt

cag

382 CT GCG CAG TTG GAC AGC ATT GGC TTC AGC 391

gt t gggagt a
gcgtgttggg
gccagt gact
ccttgcattg

attattatta
gcatgcgatt
agcaacttga

1180 ATA ATC AGG AAA TGC ATC CAT GCT GIG GAA ACC AGA G1215 404
g taaagtagtt taacagatgg cattgttctc

at agaaggt ¢ acgcat ctgg
gtgactcatt agctccccaa
aagcaggagg tcctaactga
ttaaatatct aaaatacgta

t gaggagt ca gacctgctac
gtgccattgt cagtggattt
ttttgtgtca ccaacttctt
tgattataga aaccagttac

Exon 14 (bp 1216-1290) (cd 404-429) AJ309478

gaact aacat gagggct gaa gtgtgcagca catccgtgaa

atcccactcg tttgctaaga
t aggaggact gagaaaatga

gct gagct ga gt gacagggg
daaaaaaaaa aaaaaaaagt

ctgctgtttc
ccacaagt ct
t ggct gatca
t gaaattcga

at cct agaca
actttaatta
gcatttggct

ctgactttaa
tgttggtctc
gaagaat gt g
tttttaaaat

gct gt accaa
gagcagcttt
ggat t ggcct

gacttgtgtt ctgacgtgcc tctaattaaa tcatcactgt ttctttcctc

1216 404

1222 AAC GAG CAA GGG CTG TAT CGA ATT GIG GGG GIC AAC TCC AGA
1270 AAG TTG CTG AGT GIC CTG ATG G 1290 429

gtg agtgccgcag tggctctgect aggcaggtcc

gaaaagt cac caggtctgtg agtagataca gcctgtggca

agct gt cacc tagaagtcat ctgccccatc ggtcagttgt

ggaaaggttc tgagtaggac tggacaaaat aaaaaatgcc

ag
GG ATC 405
GIG CAG421

ggcccact ct
ggtgtccgt g
gacactgctg
caccacaccc

ctggat gggg
aaggaat cgg
catggcttca
agggcccaga

Exon 15 (bp 1291-1378) (cd 429-458) AJ309479
gcttctcaaa actcttgcat ttgtctctcc tgctgccagce
tcactgcatt cttgccagca agagatattg gaatttttag acattttcct
gt aaaaaaaa tacttgtcat ttttgtttta ctttgcattt ctctagttac
ggatgccttt atgtgtgctt atttattagt tccattttat gectgtgettt
ttttcttcat tttag

1291 429 AC CCC AAG ACT GCT TCT GAG ACA GAA ACA GAT ATC 440

1326 TGT GCT GAA TGG GAG ATA AAG ACC ATC ACT AGT GCT CTG AAG ACC TAC 456

1374 CTA AG 1378 458

aggat cagtt
aatttaatag
t agcaagat t
atgtattgtc

aggat aggag

gtaggga ctttccattt
aaagcagttt tattttcaga
agcttctgtg tgggtgegtt
gat gggttgc ctttgtgcag
aagtattgtg ataattagcc

gcaaggcaga gtgccagcta gttatcatgc aat caggaag
ctccggagag ctgtcgggtg ggtgtttgag atgtggaaac
tagct cagct ggtcaaacca atcgtaaatc atccatagtt
tgacaccctg agtgatttag gaaactttgt tctatatgag

Exon 16 (bp1379-1437) (cd 458-477) AJ309480

gact gaaaag gaaatctctt agtttgtgtt agactcttgc
gacaat gaaa catagttgtg tctattcatt taagaaagag
gaaat ct cag aacgcttgca atagggaaac tacattgtta ttgtttccct gtgatctttg
tcttcgagaa atgtattaca gtttgtcagt ctctaggctg ctatttagag agaat at gat
tattcttatt attaagctga ctagcctatc tccttttcct ccag

attagcacta ttttagtgtt
agagaat aaa cattttgggt
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1379 458 A ATG CTT CCA GGA CCA 462
1396 CTC ATG ATG TAC CAG TTT CAA AGA AGT TTC ATC AAA GCA GCA A 1437 477
gtaagtc ttttttgtct
cagttttaag gggaagagaa tagatttttc tatttcaaag aagagtcagt atcccaaaat
aaatattacc taacccttcg tattctgcac ataaactggc cacataacat actcatgaga
ttctaacacg gaat aaaaag gaaacaaata gggattgcta agggcctttc taccacattg
aatttacagc agaggacaga aacttcagaa gtcttttttt tttttttttt tttttttgag

Exon 17 (bp 1438-1543) (cd 477-510) AJ309481
tgacaatttt tttggcaacc ctgttccaga aagcaccatt aaaaggactt ccagatctag
tcatgct ggc cacgcagtat gcacacaaga caggattgta aatctttgag aaatccttgg
gctgttagtg ctcatccttt ggtttccctt aatttttcaa ccttaaagtt gtttagctgt
gacactgata agatattacc tccctccttc ctttgcag
1438 477 AA CTG GAG AAC CAG GAG482
1455 TCT CGG GIC TCT GAA ATC CAC AGC CTT GIT CAT CGG CTC CCA GAG AAA 496
1503 AAT CGG CAG ATG TTA CAG CTG CTC ATG AAC CAC TTG GCA AA 1543 510
gt aggt ttaagaccaa ttactagcct ttttcttacc
cctgaaagtt cttatcttag cagtgaagct ggtctcagtt ctgecttttgt ttctctctcce
cactattgca tcaggtatgc tggaggctta ggaaagaaat gtgtgaaatg ttcattgcag
t ggagaacag cagcaaat gc cagat ggcct tcccagagga tgctggggaa gtgctcatgce

Exon 18 (bp 1544-1703) (cd 510-563) AJ309482
agatttctga aatgtggtag attttctgac tcctgtggca tctgacgatg acccaagttc
tggctcctac agat gaggag tctataaata ggaagatagg aaggatacag ggtggttggt
atctctgtgt acacgatttg tctcattggt accttttctt ttccttcctc ccag
1544 510 T GIT 511
1548 GCT AAC AAC CAC AAG CAG AAT TTG ATG ACG GIG GCA AAC CTT GGT GIG527
1596 GTG TTT GGA CCC ACT CTG CTG AGG CCT CAG GAA GAA ACA GTA GCA GCC 543
1644 ATC ATG GAC ATC AAA TTT CAG AAC ATT GIC ATT GAG ATC CTA ATA GAA 559
1692 AAC CAC GAA AAG 1703 563

gtaata tgtaattgat cacttgcagt
gaagaat gt a cctgggggga agctgcattg gaattgacct tcagagttgg ctcagatttg
cattgctaat cactcttaca ctgtcatgac gatgaagttg ctggtggtgg tagtgatggt
ggt gat gat a at gt aaggtt ggtggtaaag gt gtcaaccg tggtagttac aatgacaaca

Exon 19 (bp 1704-1842) (cd 564-609) AJ309483
ggaaattgtg gcagaagagg ttagaaatgg aagtgggtgg ttatcaaact ctgggataag
cttccaaaca agaatgttta atgccatttc ctagaaaagt ttaaaatgaa gtcttgaaca
actgccagtg gtcttctcgg atcttttctt gctaattcca agacactgcc aagctttccg
ttgtactgct tcaggcctgt tttcttccca gtccacagat gtgagtaacc ttgttgtgaa
acttcgtttg cag
1704 564 ATA TTT AAC ACC GIG CCC GAT ATG CCT CTC ACC AAT GCC576
1743 CAG CTG CAC CTG TCT CGG AAG AAG AGC AGT GAC TCC AAG CCC CCG TCCh92
1791 TGC AGC GAG AGG CCC CTG ACG CTC TTC CAC ACC GIT CAG TCA ACA GAG608
1839 AAA C 1842 609

gtgagtct ttgctgcata gggccagegt
ggcattcagg gacatcccat gctacctgca cggctcaggg tggacacttc cagcettttct
ctgtgtgcta ctggettttt gtgtccttga agactgtatc attgtgeccct cccaagtgec
tttgctgagt aaccctgata ggacaggaag caatattatt gagaat gaaa gagaagggct
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Exon 20 (bp 1843-1993) (cd 609-660) AJ309484
tcctggctta tattaaaggg gagatatatc ctgttatgac gaggaaaggg gtttgcttta
aaatttcgag tcacctgttc ccccttgact cttcctttcc cacttttaat tcttaacctt
ttctatgttg tttcttaagc ttccctggga tcagagatct tgatccagtc ttattcttta
tacatttttg tgcatgtagc aatagactgt ccctatgcaa taatattaat atgggacttg
tggcttttcc cccccag
1843 610 AG GAA CAA AGG AAC AGC ATC ATC AAC TCC AGT 620
1875 TTG GAA TCT GIC TCA TCA AAT CCA AAC AGC ATC CTT AAT TCC AGC AGC 636
1923 AGC TTA CAG CCC AAC ATG AAC TCC AGT GAC CCA GAC CTG GCT GIG GIC652

1971 AAA CCC ACC CGG CCC AAC TCA CT 1993 660

gt aagtatgatg
acctagaatt tgctgtctgg
aaacctcctc cctaaactgg
tct cagaggg agtcgttatt

tccagctgcc taccccacaa gggctttggt cagccattcc
ctccatctga ctttggacca ttatcccctg aacattattt
gagctcagct ggcttgttgt gggtttttaa agcatcatca

Exon 21 (bp 1994-2104) (cd 660-697) AJ309485
catttgtcgc caatgtacat gatcgaagaa gcttctatca
cagggcaaag cctgtttata ctccgaggaa ttacagaaca
gatttggtct ggaggaatgt gacatggccc tgacagcaca tccctgggtt tcggtgctcc
tctgctctge ccagetttcc gtcatctgge ctcccatgac ctcctgtget cccattgtgg
tttccctgtg tgctgacaag ttttctggtt gttatgtctt gcag

1994 660 C CCC CCG AAT 663
2004 CCA AGC CCA ACT TCA CCC CTC TCG CCA TCT TGG CCC ATG TTC TCG GCG679
2052 CCA TCC AGC CCT ATG CCC ACC TCA TCC ACG TCC AGC GAC TCA TCC CCC695
2100 GTC AG2104 697

cctgaaaagc agttgttctg
gacgtttact tggacgtgga

gtctg ttgcagggtt tgtttggttt
tctgttgectg cecgttgttct ctcattgget cggtcctctc ttcatgcagt gttcagectc
ctcgtcaact ttgttccctg ccatccaaac ctgcacttge tttttgacag gccagaagaa
gcggt acat g aagactccag gtaaaatctc ggatgatgac caatctgttc ccgtttatcc

Exon 22 (bp 1917-2081 im zerebralen Transcript, AccNo AB014521) AJ309486

gacgt ggaga
ggtgctcctc
cattgtggtt
at ccaagccc
ct at gcccac

tttggtctgg
tgctctgecce
tccectgtgtg
aacttcaccc
ct cat ccacg

aggaat gt ga catggccctg

agctttccgt
ct gacaagtt
ctctcgccat
t ccagcgact

cat ct ggcct
ttctggttgt
cttggcccat
cat cccccgt

acagcacatc
cccatgacct
tatgtcttge

gttctcggcg
cag

cctgggtttc
cctgtgctcc
agccccccga
ccat ccagcc

G TCT GIT GCA GGG
TCA TTG GCT CGG TCC
TTT GIT CCC TGC CAT
GAA CGCG GTA CAT GAA

TTT GIT TGG TTT TCT GIT GCT GCC GIT GIT CTC
TCT CTT CAT GCA GIG TTC AGC CTC CTC GIC AAC
CCA AAC CTG CAC TTG CTT TTT GAC AGG CCA GAA

2105

GAC TCC AG

atctgttccc
tggttccatc
tttcacaccc

taggggaagg
gctctctgcea

gtttatccaa agctggccag ggacaacagg

gt

ct aagagacc agagct aaaa gggaccattt

ttttcaaccc tgactcaagt ttctgaatta
agcacctcct gaaccagact ctggttttga
ctttggtgta agataacata agaggaaaca

Exon 23 (bp 2105-2196) (cd 697-727) AJ309487

aggt gacccc acaaaaagtg tagtttcttg aagcttatgg

atttttctcc tgtgatcttt gcagctttcc cacctcatgt

ccaggcactt cccacgagag gggactaggt agcttacagg
aaatgtctgg ggctttctaa gggttttttc aaaaatgtta

cag

aaaat ct cgg
gggct gcccc
gcat gaat ca
acctctctgg
tggctctctc

gt gt t gggac

cttttctctg
cttgccatct

gaaagggaag
aat aaactcc

697 C ACA CCG TTC CGG AAG GCA AAA GCC TTG TAT GCC

at gat gacca
tgctctcctg
gcat ggcatt
t gcct agagt
aatttcatgt
at gt gccaac

aatatttctc

ggctgccttg
aagagagatg
tgttttcaca

TGC AAA 710
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2145 GCT GAA CAT GAC TCA GAA CTT TCG TTC ACA GCA GGC ACG GIC TTC GAT 726
2193 AAT G 2196 728

gtgag tttctcatcc
acat aaataa ctggcatttt
gaaaaaaagt gt gtgtgcgt
agcagcagca ggacttccgg

cct cacaaag
caaagct cct
ctgt gt gt gt
agacattgtg

atat gggcgg gg9ggcggggg caaggggagce
cccgagggaa aatctcaata caat gggt aa

tggtttctgt gtcttttccc aaaat aaaat

Exon 24 (bp 2197-3163) (cd 728-757) AF508552
tctgtgtctg tttccttttt cattgtaaag
tatattccac aaaaggttca gaacctttgg
agtgattgta ctcattgtcc aagcttcctt
cacacacaca ccccacacac acatctgccg

aaagttcagg acagctttca
tttaaacttc tagaatgatg taacttaata
catacacaca cacacacaca cacacacaca
cctgctctat ctgtaatgcc atctcttctc

t cagaaggct

gctttctctc cccttecctgt acag

2197

2226 GAG GGG ACT CTG AAC GGA AAG ACT GGC CTC ATC
2274 GAG TTC CTCTAA 2285 757

2323 ATCCATGACA
2383 GCCGTGACTGA
2443 CATCTCCATG
2503 AGAGGAGAGC
2563 TGAATAGGGG
2623 GTCAGATAGA
2683 AGAAATTGCC
2743 CTACCCCACC
2803 GCAGGATGAA
2863 GCAGCCGITG
2923 ACACCCTGCG
2983 TCGCTTAGTA
3043 ACATCCTCTT
3103 TTTTCTAACA
3163 G

ACTGCTGATT
CTCTGITGCT
ATCATCTCAG
ATTTGATAAC
GCACTCATTT
AATAGTCCCT
GCTGAGATCC
TCTCAGTAAT
GAGGGTTAAA
GCCTGTCATC
TTTTTCCCTC
ACCACGGCAA
TGCATGACAC
ACTTGAAGCA

CCGTGGG
CCAGTGICGA
ACCTGICAAC
CCAACATGCA
TAAGAGGAAG
TGTTTCAACG
GAGAGCACAC
AGGCTGGATC
TGAGAATTAA
ACACTGITTA
AGTGAGATAC
CCAGGTTAGG
CCCAACCTAC
ATTTTTTTTC
CAGGATCAAG

CCCCAGCAGA
GGCCATTTCT
ATGAATGTTT
TCAGTACTGC
ACTTGCAAAG
GI'CCAAACGC
TGTGTAGCTA
CATTCCTTTT
AGTGCTACAG
TATAAGATCC
AATCCAGTTT
AACTTTTCTG
TCTAAAACCA
TCCCCTTTTT
GAATTAGGGT

at agt agct

728 TT CAC CCA TCT CAG GAG CCT GGC TGG TTG 737

CCT GAA AAT TAC GIG753

ACTGCTGAGC
CTTTGCCACT
CTGTGAGCTC
AAGAAAAGAA
CCGTTTTCTC
CCAACCTTCA
AGCCTCCTGG
GITTACAATA
GCAGCTGGAT
AATTTTTCAC
TTTCATGCAC
CCACCAAGGG
AACCAAAAAA
GGTACACTTT
GGTCTACTTG

gggaact gt t

TTTACATGGT
GAGAAATGCA
TGGTGTCACT
GTCAATCAGC
ATGAGTACCC
GAAAGAGGAA
GGCTGGGTGA
GGCACTCTCT
ATGTTTGCAT
CATTTTTAAA
GGGAACACAC
CTGCCATCCA
ATAAAATAAC
TTTTGAATGG
AGGCAGATGG
ccctttctga

ttaatttcag cagcatcgga atatatttgg agcacaccct agtaacctct tgagattaaa
ttacatagtc ttaatatttc tgttcctcca tgcaactgat gtttgttttt taaagggtaa

Die Exon-Intron-Ubergange des GRAF Gens
Kursiv gedruckt ist die Accession Nummer des Exons in Pubmed.

Fett gedruckt ist die Nummerierung der Basenpaare der cDNA des GRAF Gens, in

rot die Codonnummern des GRAF Gens, gelb unterlegt die Primersequenzen.
In Kleinbuchstaben: Intronsequenz, in Grol3buchstaben: Exonsequenz.
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mADb Klone, in denen das GRAF Gen enthalten ist.

Tabelle 11

Die Bezeichnung der Klone entspricht ihrer Accession Nummer. In der ersten Spalte
sind die Exons des GRAF Gens aufgelistet, die zweite Spalte gibt die Stelle des
Exons in der GRAF cDNA wieder, in der letzten Spalte wird die Position des
jeweiligen Exons im Klon angegeben.

AC 008533

Exon 1 1-159 212008-211850
Exon 2 160-255 109365-109270
Exon 3 25-317 107655-107594
Exon 4 318-389 103391-103320
Exon 5 390-491 97467-97366
Exon 6 492-602 88527-88417
Exon 7 603-707 80830-80726
Exon 8 708-837 79225-29096
Exon 9 838-938 75061-74961
Exon 10  [939-1033  [69566-69472
Exon 11 ]1034-1112 [50718-50640
AC 012630

Exon 6 492-602 150413-150303
Exon 7 603-707 412640-142536
Exon 8 708-837 141035-140906
Exon 9 838-938 136874-136774
Exon 10 [939-1033 |131557-131463
Exon 11 |1034-1112 |112714-112636
Exon 12 |1113-1149 [30453-30417
Exon 13  |1150-1215 |6977-6912

AC 005348

Exon 12  ]1113-1149 [72430-72394
Exon 13  |1150-1215 |49330-49265
Exon 14 ]1216-1290 [44708-44634
Exon 15 ]1291-1378 [32085-31998
Exon 16 |1379-1437 [30496-30438
Exon 17 |1438-1543 [28882-28777
AC 004782

Exon 18 |1544-1703 |180186-180027
Exon 19 |1704-1842 |167207-167069
Exon 20 |1843-1993 |153943-153793
Exon 21 |1994-2104 [93976-93866
Exon 22 93865-93701
Exon 23 |2105-2196 |87177-87090
Exon24 |2197-3163 [78816-77850
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A6 Primersequenzen

Tabelle 12
Primer zur Amplifizierung der Exons des GRAF Gens

Alle hier aufgefuihrten Primer binden im Intron.

Orien Extern /

GRAF Gen[Bezeichnung tierung intern Nukleotidsequenz (5'-3")
Exon 1 C Exon lup int S intern CCGCCGCGTGAGTGCTCTGG

C Exon 1up ext S extern IAGCCAGCGCCACACCTGTGGAG

C Exon 1do int AS intern CGGGCTAAGCGCCACCTCCCAG

C Exon 1do ext IAS extern I TACCGGGAGCAGAAACCCGGCAG

Exon 1 do AS CCCTTCAGTGAGTATTCGCGCGA
Exon 2 C Exon 2 up int S intern ICCTAGAAGGACCAATAAGGGCAGC

C Exon 2 up ext S extern TGTGCTTTGAAATGGACTCAGGAAC

C Exon 2 do int AS intern GGCTCTGCTGGGACACTGAAGGC

C Exon 2 do ext AS extern GGACTTCTTTGTTTACTAACCTTAGAG
Exon 3 C Exon 3 up int S intern CCATGACACTCCTTCCACCTCATG

C Exon 3 up ext S extern CATAATAGCCAGAGCTGGAAAGGC

C Exon 3 doint AS intern TCCCTCAACACGAATATACTATCTG

C Exon 3 do ext AS extern TGGATTTGAATCTAGTTCTTCTGATAC
Exon 4 C Exon 4 up int S intern GGCATCTCATGCTGGAGCTGCTG

C Exon 4 up ext S extern TAAACAGTTGACATGTACAACACTGC

C Exon 4 do int AS intern TCTCACCCTAAAATCCAGACCAAAG

C Exon 4 do ext AS extern AAAGAAAGGTGCTATGTTTTCCAGAC
Exon 5 C Exon 5 up int S intern AAGGATCTTGAGAGATGGAGGCTG

C Exon 5 up ext S extern CTGAGTCGTCATCTGTGTTCTGAG

C Exon 5doint AS intern ATGTACAAATTGAACACTTTATTCAGG

C Exon 5 do ext AS extern GAGCAACCAGCACATATCCACAG
Exon 6 C Exon 6 up int S intern AATGCTATCCTTGGGTAGTGACTTG

C Exon 6 up ext S extern AGTTACTATAGTTATTCTTCTTCTGTG

C Exon 6 do int AS intern GAATGAGGGATGAATATACGGGTAC

C Exon 6 do ext AS extern TTAGAGCATTTTGTAATCTACTACTAG
Exon 7 EX 7 up S intern GCTCAGATACAGCTACATAATACCTC

Ex 7 down AS intern TTAACCAGATAAAAGAAGCCTGTCC
Exon 8 Ex 8 up S intern TGATCTGGATTGTTGAAACAGATAC

Ex 8 down AS intern TAAGAGGCCTGAGTACATCCCAAGC
Exon 9 Ex 9 up S intern TCCAGCTCATGATGTATAGCATAC

Ex 9 down AS intern ATTATAATCATTATATGTTAGCCAAGC
Exon 10 [Ex10up S intern ATTCTGGCCTCATCTTGATAGTCTG

Ex 10 down AS intern AGAAATTCAGCTCTATTTGCTCCTG
Exon 11 [Ex1lup S intern GGCACTGGTTTCATATCCATGTC

Ex 11 down AS intern GGCCTTCATTCTTGCTCTACTTCC
Exon 12 |Graf Exon 12 upint |S intern TTTTCTACAGTGAACCTATAGGGTG

Graf Exon 12 do int |AS intern CTACTCCCAACCCTGGCTGTAG
Exon 13 |(Graf Exon 13 upint |S intern GATTCATCCTGGTTTGGTTAAGC

Graf Exon 13 do int |AS intern GAGAACAATGCCATCTGTTAAAC
Exon 14  |Graf Ex 14 up S intern GGCCTGACTTGTGTTCTGACGTG

Graf Ex 14 do AS intern TCCAGGGACCTGCCTAGCAGAG
Exon 15 |Graf Ex 15 up S intern TTTTATGCTGTGCTTTATGTATTGTC

Graf Ex 15 do AS intern AACTAGCTGGCACTCTGCCTTGC
Exon 16 |Graf Ex 16 up S intern TATTAAGCTGACTAGCCTATCTCC

Graf Ex 16 do AS intern ATTTATTTTGGGATACTGACTCTTC
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Exon 17 |Graf Ex 17 up S intern TGTTTAGCTGTGACACTGATAAG
Graf Ex 17 do IAS intern CTGCTAAGATAAGAACTTTCAGG
Exon 18 [Graf Exon 18 upint [S intern ATCTCTGTGTACACGATTTGTCTC
Graf Exon 18 do int |AS intern TACATTCTTCACTGCAAGTGATC
Exon 19 |(Graf Exon19upint |S intern CCAGTCCACAGATGTGAGTAACC
Graf Exon 19 do int |AS intern GAGAAAAGCTGGAAGTGTCCACCCTGAG
Exon 20 [Graf Exon20upint [S intern GTGCATGTAGCAATAGACTGTCC
Graf Exon 20 do int |AS intern CAGATGGAGCCAGACAGCAAATTC
Exon 21 [Graf Exon 21 upint [S intern GTGTGCTGACAAGTTTTCTGGTTG
Graf Exon 21 up ext |S extern ICTCCCATGACCTCCTGTGCTCC
Graf Exon 21 do int |AS intern GCCAATGAGAGAACAACGGCAGC
Exon 22 [Graf Exon 22 upint [S intern CATTGTGCCTCTTCTTCTCCTCC
Graf Exon 22 do int |AS intern ITTCAAGGCCCCTATACCTTTGTC
Exon 22
neu Graf Exon 22 up int CCTCTCGCCATCTTGGCCCATGTTC
Graf Exon 22 do int GAACCACAGGAGAGCAGGGGCAGC
Exon 23 [Graf Exon 23 upint [S intern GGTAGCTTACAGGGAAAGGGAAG
Graf Exon 23 do int |AS intern CAGTTATTTATGTGCTCCCCTTGC
Exon 24 [Graf Exon 24 upint [S intern CCTGCTCTATCTGTAATGCCATC
Graf Exon 24 do int  |AS intern CAAATATATTCCGATGCTGCTG
Tabelle 13

Primer zur Amplifizierung der cDNA des GRAF Gens
3. Spalte: Bindungsstelle in der cDNA des GRAF Gens.

SP 6 5" ATTTAGGTGACACTATAG 3’

Graf Start Notl 5" GCGCCGCGCGCACCATGGGGCTCCCAGCGCTC 37 1-23

Stig 12 B 5" ATTCATCAAGGAGCTCATCAAGGACGGGAAG 3 107-137
Graf seq 266 up 5" GCAGGAGTTTGCCACTGTCCTCAG 3 266-289

U seq 474 up 5" GAATCTCAGCTTCAGGAGGCAGA 3 474-496
Stig 6 int up 5" AGATGTTTGAGTTTGTGGAGCCCCTGCTGG 3 579-609

U seq 866 up 5" CTACTGTACATATCAACGGGATTCC 3 866-890

U seq 1154 up 5" GCAGTTGGACAGCATTGGCTTCAG 3 1154-1177
g6 up 5" TGCTTCTGAGACAGAAACAGATATCTGTGCTG 37 1301-1332
Graf 1518 up seq [5'CAG CTG CTC ATG AAC CAC TTG 3 1518-1538
AF 5-4 int up 5" ACATTGTCATTGAGATCCTAATAGAAAACCAC 3 1666-1698
Graf 1858 up seq [5' GCA TCA TCA ACT CCAGTT TGG 3 1858-1878
U seq 1998 up 5" CCGAATCCAAGCCCAACTTCACC 3 1998-2020
Graf Stop 5° TTA GAG GAA CTC CAC GTA ATT TTC AGG GAT G 3' [2254-2285
T 7 5" TAATACGACTCACTATAGGG 3’
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Tabelle 14

Primer fir Long Range PCR
Oligonukleotide zur Sequenzierung genomischer DNA des Intron 24 des GRAF Gens
3. Spalte: Bindungsstelle im Klon AC 004782.

GRAF Exon 23 ex up

5> CAC ACC GTT CCG GAA GGC AAAAGC CTTGTATGCCTGC <3

87177-87141

GRAF Exon 23 int up

5> GAC TCA GAACTT TCG TTC ACA GCA GGC ACG GTC < 3

87128-87096

GRAF Intron 24 do 4

5> GCA GGC ACAATC TCATTT ACA GTG GTA ACA ACT C <3

86849-86816

GRAF Intron 24 do 3

5> CAT GTG ATG TGT ATG ATC TCT TAAAGC CACTTCC <3

86794-86761

GRAF Intron 24 do 2

5> GCA CAG AAC AAG CAG ACCAGATTT TGC TCG GCA G <3

82835-82802

GRAF Intron 24 do 1

5> CAC CTA CCA CGT GCT AGA CAC CAT GCT AGG TCC <3*

82792-82760

GRAF Exon 24 int do

5> GCC TCG ACACTG GAATCA GCAGTT GTC ATG GAT ACC <3’

78693-78658

GRAF Exon 24 ext do

5> GTT GAC AGG TAG CAA CAG AGT CAG TCA CGC TGC <3’

78633-78601

Primer fur den Yeast Two Hybrid Assay

Tabelle 15

Vektorprimer, die am pLexA Vektor binden und die Inserts flankieren

Lex A seq up 1985

5'> GAT GAC GAA GTTACC GTT AAG CGC CTG < 3

LexA seq do 2310

5> CAG GAA AGA GTT ACT CAAGAACAAG< T

Tabelle 16

Oligonukleotide fur den Yeast Two Hybrid Assay, die zur Halfte am pLexA Vektor

binden (hier in der oberen Zeile der Primersequenz), zur anderen Halfte an der
Patienten cDNA (hier in der unteren Zeile der Primersequenz).

Die erste Zeile jedes Primers entspricht also dem Teil, der an pLexA bindet. Die
Bezeichnung 8-3a entspricht Klon 11, 12-1a Klon 8 und 28-2e steht fur Klon 4.

LexAup-Graf start seq

5> GTT ATT CGC AAC GGC GAC TGG CTG GAATTC
ATG GGG CTC CCA GCG CTC< 3

8-3a-LexAdo

5> CGA GCG GCC GCC ATG GTC GAC GGA TCC CCG G
GG TTA GAG GAA CTC CAC GTATTT TC <3

12-la-LexAdo

5> CGA GCG GCC GCC ATG GTC GAC GGA TCC CCG G
GT TTA GAG GAA CTC CAC GTAATT TTC A<3

28-2e-LexAdo

5> CGA GCG GCC GCC ATG GTC GAC GGA TCC CCG G
GG TTA GAG GAA CTC CAC GTAATT TTT C <%
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A7 Aminosauresequenzen des Patientenmaterials

Translation Klon 1

MGELPALEFSD CCLDSPHFRE
ADSLNEFKFQ Cl GDAETDDE
KEQ GAAKEA KKKYDKETEK
YVFKVQEVQE RKTFEFVEPL
GSRSEVESLM KKMVENPLEH

Translation Klon 2
MGELPALEFSA CCLDSPHFRE
ADSLNEFKFQ Cl GDAETDDE
KEQ GAAKEA KKKYDKETEK
YVFKVQEVQE RKMFEFVEPL
GIRSEVESLM KKMKENPLEH
GTl

Translation Klon 3
MELPALEFSD CRLDSPHYRK

Translation Klon 4

MALPALEFSD CCLDSPHFRE
ADSLNEFKFQ Cl GDAETDDE
KEQ GAAKEA KKKYDKETEK

Translation Klon 5
MGELPALDFSD CCLDSPLF

Translation Klon 6
M&ELPAREFSD CCLDSPHFRE

Translation Klon 7
LPALEFSGII TAHCI LDLLG

Translation Klon 8

MGELPALEFSD CCLDSPHFRE
SSLESVSSNP NSI LNSGSSL
ASSSPMPTSS TSSDSSPVRS
LFDRPGEAVH EDSSTRI RKA

Translation Klon 9
MALPALEFSG M SAHSNLRL

Translation Klon 10
MELPALEFSE QLPCLRHARI

Translation Klon 11
MA_PALEFSG CCLDSPHFRE
ADSLNEFKFQ Cl GETGTKEQ

Translation Klon 12
MGELPALEFSD CCLDSPAARG
Translation Klon 13
MGELPALEFSA Al KSYSRNLK

TLKSHEAELD KTNKFI KELI
MCl ARSLQEF ATVLRNLEDE
YCAE LEKHLN LSSKKKESQL
LAFLQGELFTF YHHGYELAKD
KTFSPYTMEG MPLTCRRNVP

TLKSHEAELD KTNKFI KELI
MCl ARSLCQEF ATVLRNLEDE
YCAE LEKHLN LSSKKKESQL
LAFLQGLFTF YHHGYELAKD
KTl SPYTMEG YLYVCQEKRHF

TLMBHEA

TLKSHEAELD KTNKFI KELI
MCl ARSLQEF ATVLRNLEDE
YCAE LEKHLN LSSKKKESQL

TL

SVI LPTQPPR

TLKSHEAGLD ETNKFI KELI
QPNVNSSDPD LAVWKPTRPN
VAGFVWWESVA AWLSLARSS
KGVECRQEER E

TGSSNSPASA SQGTG TGYN

LLGR

TLKSHEAELD KTNKFI KGLI
HHQLQFG CL | KSKQHP

P

KDGKSLI SAL  KNLSSAKRKF
R RVl ENASE VLI TPLEKFR
QEADSQVDLV RQHFYEVSLE
FGDFKTQLTI S| QNTRNRFE
LELLG

KDGKSLI SAL KNLSSAKRKF
R RV ENASE VLI TPLEKFR
QEADSQVDLV RQHFYEVSLE
FGDFKTQLTI S| QNTRNRFE
GTSWKHYCT YQRGFQTNHH

KDGKSLI SAL KNLSSAKRKF
Rl RM ENASE VLI TPLEKFR
QEADSQVDLY QQLTAQHELQ

KDGKSLI SAL KKEQRNSI | N
SLPPNPSPTS PLSPSWPMFS
LHAVFSLLVN FVPCHPNLHL

PQAQPLEAGY L

KDGKSLI SAL  KNLSSAKRKF
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Translation Klon 14
MELPSLEFSD CCLDGPHPSR HLGSCSRRHP SLCPSHPRPA THPPSAHRSG RCOKPCVPCKA
EHESELSFTA GIVLDDVHPS QEPGALERTL NGKTGLI PEN KRGVPLT

A8 Vektoren

TOPO TA Klonierung

facZio ATG

M13 Reverss Primar

CAG GhA ACAR GCT ATG AGQC ATS ATT A0S CCA AGC T TTA G3T GAC ACT ATA ¢
GTC CTT TGT O3A TAC T TAC TRR TGC G5T TOS ACA ART CCA CTG TGR TAT
Narl R 11 Kpn Sac| BarH | Bael

I
TAC TCA AGC TAT GJTA TCA AGC TTG GTA COGZ AGD TCE GAT CG.lE'I'L GTA ACGE GCC
ATE AGT TCG ATA OST AGT TCGE ARC CAT GEC TOS AGC CTA GET GAT CAT TGC O&G

Bsi | EcpR | EcoR | EcclR W

GCC AGT GTG CTG pyispespsel  peR Prod G GGC A TTC TGC AGR TAT
CEE TCA CAC GAC CTT ARG COG GAEY uct TIC C05 CTT AAG ACS TCT ATA

T7 Promoter

AGT GAG TOG TAT THC AAT TCA
\ TCA CTC AGC ATA AT TTA AGT

The seguence dedailed above
rapresants tha pCRM-TOPO
saguence with a PCR produc!
by TA Cloning™.

-l.r'l:-s-_*l redate the start of 12
for EpE and TT RNA polymemases
TR SERCIE,

AT

Abbildung 26

Der pCR II-TOPO Plasmidvektor

wurde zur Klonierung mit Taq Polymerase amplifizierter PCR Produkte verwendet.
Firma Invitrogen, Karlsruhe.
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Yeast Two Hybrid Assay

PLexA Vektor

MCS
EcoR
BamH |
Saf®
Ncol
Notl
Xhol
Sall*

MCS des pLexA Vektors

AR plexd Seguencing Primes h

DNA-BD {LexA protein}

EET CAG CAG AGC TTC ACC ATT GAA GGG CTG GCG GTT GGG GTT ATT CGC AAC GGC GRE

7138 2:1.?

TG CTE GAA TTC CCG GBG ATC CGT CBA CCA TGE CGE CCB CTC GAG TCE ACC TEC AGC
i EcoR | J’Sfmﬁ: BamH| Sali* Neel  pgry Xhol  sarp»  Pstl

. ma
CAAGCTAATTCCGRGLGAATTTCTTATGATTTATGATTTTTATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAA
T sTOP STOP STOP

IUHE 3 |DRF 1) {IORF 2

TAAGTRTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACG

Abbildung 27
Der pLexA Vektor wurde als Trager der Kdderkonstrukte verwendet.
Firma Clontech, Palo Alto, USA.
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pB42 AD Vektor

iu

TRPT o
1 M0 ke i sliar
Aatll = A= Ei:fgﬁ;'l:ll_ll: sail::lg;.m nueles

MCS des pB42 AD Vektors

728 B42 Activation Domain

C CAG CCT GAC TGG CTG AAA TCG AAT GGT TTT CAT GAA ATT GAA GCG GAT GTT AAC
743 pB42AD0 Sequemcing Primer

- > . HA epitope tag .
GAT ACC AGC CTC TTG CTG AGT GGA GAT GCC TCC TAC CCT TAT GAT GTG CCA GAT TAT

240
—

GCC TCT CCC GAATTC GGC CGA CTC GAG AAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCA
EcoR | Xhol Hind Il

900

AGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTGCCAGAAATTTACGAAAAGATGGAAAAGG
963

GTCAAATC GTTGGTAGATACGTTGTTGACACTTCTAAATAAGCGAATTTCTTATGATTTATGA

STOP sTOP STOP
{ORF Z) {ORF 3} (ORF 1)

Abbildung 28

Der pB42AD Vektor wurde als Trager der Beutekonstrukte verwendet.
Firma Clontech, Palo Alto, USA.
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pcDNA3 Vektor

® There is an ATG upstream Bsml A-150228
of the Xba | site. sm

MCS des pcDNA3 Vektors

1 5 emd of hCKMY promater enhancer
224 ATATACGOET TGACATTGAT TATTGACTAS TTATTAATAG TAATTCAATTA COSEEGTCATT

|—‘_ enhanocer regies (5 ond)
284 ASTTCATAGC CCATATATSES AGTTCCGCGT TACATAACTT ACSOTAAATS GCCCGOTTESE

344 CTEACOGECCC ARDGACODCOC GUOCATTGEAC STCAATAATE ACSTATSTTIC CCATAGTAAC
404 GOCALATAGESE ACTTTCCATT GAODSTCAATS SGTGEACTAT TTACGETAAL CTGCCOCACTT
454 SECAGTACAT CAACTGTATC ATATGCCAAGS TACGOCCCCT ATTGACSTCA ATGACCGTAR
524 ATEECODECC TESCATTATS COCASTACAT SACCTTATGE SACTTTCOCTA CTTGGCOAGTA

584 CATCTAODGETA TTAGTCATOS CTATTACCAT GGTGATGECGE TITTGECAGT ACATCAATGS
AP
644 SOSTGEATAS CGSTTTGACT CADCSSSGATT TCCARSTCTC CACCOCATTG ACSTCAATGS

enhancer regios (3 and) _l
To04 GASTTTETTT TEECACTARAR ATCAACGEGA CTTTCCAAAA TETCOTAACA ACTCCGOCCC

CAAT TATA ¥ end of hCAY
1

1
764 ATTGACGCAR ATGEEECGETA GEOGTETADS SGTGEEAGGTT TATATARGCA GAGCTCTCTS

I iy v eriptieenl start T7 promaoter .

r
824 GCTALCTAGA GAACCCACTS CTTACTGEST TATOSAAATT AATACGACTC ACTATAGSSER

n'.l'uiﬂ 114 K.nlu 1 IJ-cmiuI 11 H-r.i x1 n':'niu R
B84 GACCCARGCT TEETACCGAS CTOGEATCCA CTAGTAACGE COGCCAGTET GCIGEGAATIC
Foo BV Fa X1 Nar 1 AT I Atal Apal
| | [ I |
Q44 TECAGATATC CATCACACTTS GOEECCGCTC SAGCATSCAT CTAGAGSSCC CTTATTCTATA

SpG promatar

1004 GTETCACCTA AATGECTAGAS CTOECTGATC AGCCTTOGSACT GTGECCTTCTA GTIGCCRGCC

1064 ATCTETTETT TECCCOTOCC COGTECCTTC CTTGACCCTSE GAAGGTECCA CTCCCACTET
BOH polya
1

1124 CCTTTCCTAR TARAATGASS AAATTGCAT

Abbildung 29
Der pcDNAS3 Vektor, in den GRAF Wildtyp DNA einkloniert wurde.
Firma Invitrogen, Karlsruhe.
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P8op-lacZ Vektor

Hodll 4, Hind Il 1
[} b}

Ec:Ei“ pop-lacZ
10.3 kb

Abbildung 30
Der p8op-lacZ Vektor, der als Reporterplasmid eingesetzt wurde.

Firma Clontech, Palo Alto, USA.

A9 Medien

LB (Luria-Bertani)- Medium
10g Bactotrypton

5g Hefeextrakt

10g NacCl

ddH,0O ad 1000ml|
autoklavieren.

Agarplatten

10g Bactotrypton

5g Hefeextrakt

10g Nacl

159 Agar

ddH,O ad 1000ml|

autoklavieren, nach Abkuhlen auf ca. 50°C bendtigtes Antibiotikum (60ug/ml)
zusetzen und in Kulturschalen fullen.

10x PBS

80g Nacl

2g KClI

26,89 NazHPO4 . 7H20
2,49 KH2PO4

ddH,O ad 1000ml

pH 7,4

autoklavieren.
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SOC Medium

20g Bactotrypton
5g Hefeextrakt
0,5g NaCL

2,5 ml 1M KCI

20 ml 1M Glukose
ddH,O ad 10000ml|
pH 7
autoklavieren.

YPD Medium

50 g YPD Medium Clontech, Palo Alto, USA
ddH,O ad 1000 ml

pH 6,5

autoklavieren.

YPD Agarplatten

70g YPD Agar Medium, Clontech, Palo Alto, USA
ddH»O ad 1000 ml

pH 6,5

autoklavieren, in Kulturschalen ftllen.

Minimal SD Medium

26,7 g Minimal SD Base, Clontech, Palo Alto, USA
x g Dropout- Zusatz

ddH»O ad 1000 ml

pH 5,8

autoklavieren.

Minimal SD Agarplatten

46,7 g SD Agar Base, Clontech, Palo Alto, USA
x g Dropout- Zusatz

ddH,O ad 1000 ml

pH5,8

autoklavieren, in Kulturschalen ftllen.

Induktions Medium

SD Gal / Raf/ Agar Base, Clontech, Palo Alto, USA

x g Dropout- Zusatz

ddH,O ad 1000 ml

pH 5,8

autoklavieren und nach Abkthen bis ca. 50°C

X-Gal (80 mg/ I)

1 x BU Salts (Na;HPO, . 7H,O, NaH,PO,4) dazugeben und in Kulturschalen fullen.

Dropout Zuséatze, Clontech, Palo Alto, USA
-Ura (0,77g / | Medium)

-His/-Ura (0,75 g / | Medium)

-His/ -Trp/-Ura (0,7g/ | Medium)
-His/-Leu/-Trp/-Ura (0,6 g / | Medium)
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A10 Puffer

Isolierung genomischer DNA

GEN I (10mM Tris-HCI pH 7,6, 10mM KCI, 10mM MgCl,, 2mM EDTA, 2,5% Nonidet
P-40)

GEN II (20mM Tris-HCI pH 7,6, 10mM KCI, 10mM MgCl,, 0,4M NaCl, 2mm EDTA,
0,7% SDS)

GEN Il (6M NaCL)

Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli

Losung I/ RNase A (50mM Tris Hcl pH 8,0, 10 MMEDTA, 100ug/ml RNase A)

Ldsung Il (200mM NaOH, 1% SDS)

Losung 1l (3.0M KAcetat, pH 5,5)

HB-Puffer (60 mM B-Glycerophosphate, 15 mM P-Nitrophenyl Phosphate, 25 mM
MOPS, pH 7.2,15 mM MgCl,, 15 mM EGTA, 1 mM Dithiothreitol, 0.1 mM
Sodium Orthovanadate, 1 mM Phenylmethylsulfonyl Fluoride , 20 pg/ml
Leupeptin und Aprotinin)

DNA-Waschpuffer: keine Angaben

cDNA Synthese

First Strand Buffer (250mM Tris-HCI pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,)
PCR Reaction Buffer (200mM TrisHCI pH 8.4, 500mM KCI, 50mM MgCI?)
XL Puffer II: keine Angaben

Agarosegelelektrophorese

50 x TAE (2429 Tris, 100ml 0,5M Na,EDTA (pH8,0), 57,1 ml Eisessig, ddH,O ad
1000ml, autoklavieren)

5X TAE-Auftragspuffer (10ml 50 x TAE, 50 ml Glycerin, 0,1% Bromphenolblau,
ddH,O ad 100ml)

TOPO TA Klonierung

TOPO Cloning Rection (10 ng/ pl Plasmid DNA in 50% Glyzerin, 50 mM Tris-HCI pH
7.4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 % Triton X-100, 100ug/ml BSA, Phenol Rot)

SOC Mediums (2 % Tryptone, 0.5 % Hefe Extrakt, 10 mM NaCL, 2.5 mM KCI, 10
mM MgClI2, 10 mM MgS04, 20 mM Glukose)

DNA Sequenzierung

Dye Terminator Ready Reaction Mix (4ul 5 x TACS—Puffer, 1ul dNTP-Mix, 900 pmol
DyeDeoxy A, 450 pmol DyeDeoxy T, 15 pmol DyeDeoxy G, 4 pmol DyeDeoxy
C und 4 U Tag—Polymerase)

10 x TBE Puffer (108g Tris, 55g Borsaure, 8,3g EDTA, ddH,O ad 1000ml)

Yeast Two Hybrid

TE/LiAc (1x TE, 01M LiAcetat, pH 7,5)

PEG / LiAc-Losung (40 % PEG4000, 1x TE, 0,1 M LiAc, pH 7,5)

Cracking Puffer Stock Solution (8 M Harnstoff, 5% (w/v) SDS, 40 mM Tris/ HCI (pH
6,8), 01 mM EDTA, 0,4 mg/ml Bromphenolblau )

10 x BU Salze (70g Na,HPO, - 7 H,0O, 30g NaH,;P O4 ddH,Oad 100ml, pH7,
autoklavieren)

10 x SDS-PAGE Laufpuffer (10g SDS, 30,39 Tris, 144,1g Glycin, ddH,Oad 1000ml)

2x nicht reduzierender Auftragspuffer (60ul 1M Tris HCI, pH 6,8, 312 ul 80%
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Glycerin, 200ul 10% SDS, 428l H,O, einige Kérner Bromphenolblau)

Western Blot

CAPS-Protein Transferpuffer (100ml 200mM CAPS, pH 11, 200ml Methanol, ddH,O
ad 1000ml)

TBST (20ml 1M Tris-HCI, pH 7,6, 137ml 1M NaCl, 2ml Tween20, ddH,O ad 1000ml)

A1l Abbildungsverzeichnis

Tabelle 17

1 Onkogenaktivierung S.6
2 MLL Partner Gene S.13
3 Nested PCR S.20
4 Yeast Two Hybrid Assay S.28
5 Primer zur Herstellung der Kdderkonstrukte S.29
6 Auszug aus Sequenzierung der Transformation  S.31
7 Westernblot S.31
8 Transformationskontrolle S.33
9 Aufbau Westernblot S.36
10 Beispiel GRAF Exon-Intron Ubergang S.39
11 Struktur des GRAF Gens S.40
12 Consensus-Sequenzen S41
13 Consensus Donator und Akzeptorregion S.42
14 Amplifizierung von Patienten cDNA mit SP7 S.43
15 Vergleich cDNA GRAF-Patienten S.45
16 Vergleich AS Sequenz GRAF-Patienten S.46
17 Primerposition Intron 24 S.48
18 Mutation Exon 23 S.48
19 Koderstruktur S.49
20 Induktionsplatten S.52
21 Vergleich von Exon- und Intronlénge S.54
22 GRAF Gen mit Domanen S.57
23 Aktivierung von Ras S.58
24 Al cDNA GRAF S.66
25 A2 AS Sequenz GRAF S.67
26 A8 pCRII Topo Vektor S.81
27 A8 pLexA Vektor S.82
28 A8 pB42AD Vektor S.83
29 A8 pcDNAS3 Vektor S.84

30 A8 p8oplacZ Vektor S.85
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A1l2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 18

1 Onkogene

2 Tumorsuppressorgene

3 FAB Klassifizierung

4 Patientenmaterial

5 Zelllinien

6 GRAF Exons und Accessionnumber

7 Patientensequenzen

8 Yeast Two Hybrid Ergebnis

9 Vergleich Exongréf3e und Exonanzahl
von GRAF, hcst und ALL-1/MLL/ HRX

10 A3 Amplifizierung der GRAF Exons

11 A5 Klone, die GRAF enthalten

12 A6 Primer:GRAF genomische DNA

13 A6 Primer:GRAF cDNA

14 A6 Primer:GRAF Intron 24

15 A6 Vektorprimer pLexA

16 A6 Vektorprimer pLexA-Patientensequenz

17 A1l Abbildungsverzeichnis

Al12 Tabellenverzeichnis

S.7

S.8

S.11
S.15
S.15
S.38
S.44
S.53

S.54
S.68
S.76
S.77
S.78
S.79
S.79
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