g SO =1 41 L=T3 ] 3 T 5
1.1  Grundlagen der Krebsentstehung ............coovvvvcrvcnncnemenncnnnnnen. 5
1.2 Identifizierung von Onkogenen............ccococcciiinreirrnnnnnennnnsenans 6

1.2.1 Zellulidre Aquivalente viraler Onkogene ............cccceeruvereresnsnenss 6
1.2.2 Aktivierung zelluldrer Gene..........ccoccommmmirincrsscsmrmnnrnsnnnnen 6
1.2.3 Klonierung von Bruchpunkten tumorspezifischer
chromosomaler Anomalien .........cccceeveerreerennnennnninnesennseen. 7
1.2.4 Identifikation von transformierenden Genen durch DNA-
Transfektions-ASSays .........cocccmmmiiiiiinininsesensssiniiisisssnanereeeessssene 7
1.2.5 Isolierung amplifizierter Gene aus Tumorgewebe.................... 8
1.2.6 Onkogene und TuMOrsuUppresSSOrgene .............cceceeereecsssnsnnanens 9
1.3  Transport zwischen Zellkern und Zytoplasma.................... 10
1.4 Transportmolekiile ........c.ccooriiriiiinniiiiiiiiiiciiicinccsnneeneneenes 12
1.5 Import- und Exportmechanismen durch den NPC ............ 13
1.6 RanGTPase System.......c.cccciiiriiinnisnnniinnsnnssseesen. 16
1.6.1 Voraussetzungen und Zielsetzung dieser Doktorarbeit......... 18

2 Material und Methoden ..........cccoiniiiinrimeeevcnecneeeeeceneeeeaeees 19

21 Material ... e 19
2.1.1 Chemikalien und Enzyme ........cccceriiiiiiiiiiiiimmeninnnsssscsseesnsnnens 19
2.1.2 Spezielle Reagenzien.............ccccceivcceiinciscnsreniscnnenesssecsnncncsnnenes 19
2.1.3 Oligonukleotide ...........cccorvrrmummirmiirccstmmssssmnrenscetr s ressasesnae 19
2.1.4 Plasmide........occccocmiiiiiieniisinen s s ana s 20
2.1.5 Bakterienstimme........ccccccvciiiiricinemniinicsns e 20
2.1.6 Zelllinien..........ccooicrccvereririicinsissssemmennrenreenssssssensnsss s esssssanenssnans 20
2.1.7 Kulturmedien .......ccceeeiiiicinnissiscnmemeneinesnsssssssensssssssrnsssssssassssns 20
2.1.8 CcDNA Bibliothek .......cccceriicimiirercerrcncesrrcr s ssee s 21
2.1.9 Northern Blot ... s 21
2.1.10 RadioiSOtOPe.......ciociteretriermirieseesssenstseseneenmssemssennssnsnsensssannna 21

2.2 DNA-Analysen und Klonierungstechniken ......................... 21
2.2.1 cDNA Bibliotheken Screening......cccccceerrireenemecnsseemiemerennnennennenn: 21
2.2.2 lIsolierung von positiven Kolonien...........ccovvremrvisccrrriineenens 24
2.2.3 Phagenmaxilysat-Praparation.............ccccoiiimniiinnicnrniceenennns 24
2.2.4 Restriktionsanalyse............cccococommminiiiiiisisees e 25
2.2.5 DNA-Gelelektrophorese.........c.cceeeevevveerieeneennemsnennasnnssssnnnnnineeen 26
2.2.6 Southern Blotting .........cceevveerinriinnnninnnnnnsnnesreesiissnnecesinecannennnn 26
2.2.7 DNA-Gel Extraktion...........cccecvrisscernnnsneisssssnisisssnissnmeessssessnnensas 27
2.2.8 Klonierung in pT7T3- und pUCS57-Vektor.............c.cocecemrrinnane. 27
2.2.9 Transformation von Bakterienzellen......................cccovvuvveeennn. 28
2.2.10 DNA-Plasmidpraparation......c.cccceevecemcrmamiecemmcnremneeeneeesenineennn 30
2.2.11 DNA-SeqUENZIErUNG.......c.cccrsrrmmmmensrrmrsesssssssnnsnsnrrncssssssssanasnas 30
2.212 Computer-unterstiitzte Evaluation neuermittelter cDNA-

Fragmente.............ccconnvummrminnreiiinecsnscesnsmnsninmsssnsseesssmnse. 30
2.2.13 Polymerasekettenreaktion...........ccccceeceiiiicmcrinnnnccisnncnnninnen. 31
2.3 RNA-Analysen...........eeeemeenenninneienennssennsesessinnsenenssssnas 31

2.3.1 Isolierung von RNA aus eukaryontischen Zellen.................... 31



2.3.2 RNA-Gelelektrophorese und Northern Blot .............ccccrvrrennn. 32

2.4 Proteinlokalisation in eukaryotischen Zellen...................... 33
2.41 pEGFP C1-/IcDNA-Konstrukt...........ccccococmmmisnrinmncssccsmnnnsnsennnnes 33
2.4.2 Transfektion mit Fugene™ .........ccooeieeesenecesesennsssnsnensnens 34

3 Ergebnisse .......ccccmmiiiiinsinnnninnieissnssnsesssenees 35

3.1 cDNA-Sequenz des murinen ranbp17............ccceevrcerrncnnnnnane 35

3.1.1 Klonierung und Sequenzierung der kompletten murinen
ranbp17 cDNA.............co e 35
3.1.2 Sequenzvergleiche...........cocciiiciimiriiisscnimnssinenr e 50

3.2 Expressionsanalysen..............ccsmmmminiiesnissnnnceninnmsesesens 53
3.2.1 Northern Blot Analyse des murinen ranbp17 ..............cccceeeuue. 53
3.2.2 RNA-in-situ-Hybridisierung .........cccrrciiciiscceniin e, 54

3.3 Zelllokalisation des murinen RANBP17 Proteins............... 55

4 DiskUSSION..........cccccciiiiiiirrrnre e 58

41 RANBP17: Wirklich ein Zellkerntransport-rezeptor der

Importin p-Superfamilie? .........cccvvccomiiiiriiiicee 58

411 Hinweise aus dem evolutiondren Stammbaum der Importin g-
Superfamilie...........ccccerevcmriinnicmr e 59
4.1.2 Zellbiologische und biochemische Aspekte............................ 60

4.2 Tumorigene Potenz von RanBP17 ..........ooeeeninnininnnaees 62

4.2.1 Ist RANBP17 an der Entstehung der akuten lymphatischen
Leukidmie (ALL) durch t(5;14)(q34;q11) beteiligt? .................. 62

4.2.2 Ist HOX11L2 an der Entstehung der akuten lymphatischen
Leukémie (ALL) durch t(5;14)(q34;q911) beteiligt?................... 65
4.3  AUSDICK.......rrrrrrrrircsssen s e 66
5 ZusammenfasSung........cccommmimmmiiimmiiinnnnnanassssasn 67
6 Literaturverzeichnis ........cccccriiimnecemmmmmnene. 68
7 Lebenslauf................ne s 76

8 DanKSagung ........cccoviesviiemmsmiemiissieenesstimmessssssensmesanssen 77



