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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Signaltransduktion

Mehrzellige Organismen benétigen komplexe Zellkommunikationsmechanismen. Fast alle
zellularen Funktionen wie beispielsweise Proliferation, Metabolismus, Genexpression, Orga-
nisierung des Zytoskeletts oder auch das Uberleben einer Zelle werden durch externe Sig-
nalmolekile gesteuert. Die Signaltransduktion, welche zum ersten Mal 1972 in einer Fach-
publikation als solche bezeichnet wurde (Rensing, L., 1972), kann als die koordinierte Uber-
tragung von extrazellularen Signalen zu intrazellularen Effektormolekilen definiert werden.
Ein derartiges Kommunikationssystem gewahrleistet, dass die Funktionen der einzelnen Zel-
len in den verschiedenen Organen und Geweben aufeinander abgestimmt sind. Extrazellula-
re Signalmolekile werden von bestimmten Signalzellen gebildet. Sie kdnnen in Form 16sli-
cher Molekile, wie zum Beispiel Hormonen, oder als gebundene Proteine auf der Zellober-
flache oder der extrazellularen Matrix (ECM) bestimmter Zellen auftreten. Es existieren so-
wohl Rezeptoren an der Zelloberflache (Transmembranrezeptoren) als auch intrazellulare
Rezeptoren, welche die unterschiedlichen Signalmolekile erkennen und binden koénnen.
Beispiele flr Transmembranrezeptoren sind sogenannte G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs), Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs), Integrine oder Toll-like Rezeptoren. Intrazellu-
lare Rezeptoren stellen 16sliche Proteine dar und umfassen einerseits zytoplasmatische, an-
dererseits jedoch auch nukleare Rezeptoren. Typische Liganden flr nukleare Rezeptoren
sind lipophile Hormone (z.B. Steroide), wohingegen zytoplasmatische Rezeptoren — wie bei-
spielsweise die sogenannten NOD-like Rezeptoren — mikrobielle Molekile erkennen kénnen.
Die Weiterleitung von Signalen in das Zellinnere erfolgt tber kleine und grof3e Signalmoleku-
le. In eukaryotischen Zellen besitzen die meisten intrazelluldren Proteine, die durch eine Li-
gand/Rezeptor-Interaktion aktiviert werden, eine enzymatische Funktion. Diese Enzyme um-
fassen beispielsweise Phosphatasen, Proteinkinasen (Tyrosinkinasen, Serin/Threoninkina-
sen), Hydrolasen oder GTPasen. Einige der aktivierten Enzyme generieren sogenannte ,se-
cond messengers‘ — zum Beispiel zyklische Nukleotide (CAMP, cGMP) oder Phosphatidyl-
inositol-Derivate (u. a. PIP3). Hierbei ist es von ganz entscheidender Bedeutung, dass die an
der Signaltransduktion beteiligten Enzyme zur richtigen Zeit und am richtigen Ort auf ihre
Substrate treffen. Dies erfordert eine Balance zwischen zwei scheinbar gegensatzlichen Pro-
zessen, namlich zum einen der Diffusion von Information durch das Zytoplasma und den
Nukleus sowie zum anderen der Bearbeitung der Information durch immobilisierte Multiprote-
in-Komplexe (Scott, J.D. und Pawson, T., 2009). Eukaryotische Zellen haben eine ganze

Vielzahl von Mechanismen entwickelt, um diesen Anforderungen gerecht zu werden: ) Pro-
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teinkomplexe werden signalabhangig generiert, 11) Signale werden durch zuvor entstandenen
Multiprotein-Komplexe prozessiert, Ill) die Aktivitat von Enzymen wird durch eine spezifische
subzellulare Lokalisation reguliert und 1V) die Signalwege der Zellen unterliegen einer zeitli-
chen Kontrolle (Scott, J.D. und Pawson, T., 2009).

Die dynamische Generierung von Proteinkomplexen zur intrazellularen Signalweiterleitung
kann zum Beispiel durch posttranslationale Modifikationen oder durch eine Oligomerisierung
von Proteinen mit nachfolgender Konzentrierung der enzymatischen Aktivitat in speziellen
»1aschen“ initiilert werden (Scott, J.D. und Pawson, T., 2009).

Signalproteine besitzen typischerweise einen modulartigen Aufbau und bestehen dabei aus
Domanen, die entweder eine katalytische Funktion oder aber eine Bindefunktion aufweisen.
Proteine, die Bindedomanen enthalten, werden in der Literatur als Adaptermolekile bezeich-
net. Bis heute wurden ungefahr 100 spezialisierte Protein-Interaktions-Domanen identifiziert,
welche eine Vielzahl von chemischen Signalen erkennen kénnen (Scott, J.D. und Pawson,
T., 2009).

1.2 Adapterproteine und Interaktionsdomanen

Adapterproteine sind Molekile, denen eine enzymatische Aktivitat fehlt. Sie sind jedoch fir
die Signaltransduktion von entscheidender Bedeutung, da sie konstitutive oder induzierbare
Protein-Protein- oder Protein-Lipid-Interaktionen mit Hilfe spezieller Interaktionsdomanen
ermoglichen. Generell werden zytosolische Adaptorproteine und Transmembranadapter-
molekule unterschieden. Abbildung 1 zeigt die Bildung von Multiprotein-Komplexen mit Hilfe

von Adapter- oder Gerustproteinen in Abhangigkeit von verschiedenen Stimuli.
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A Stimulus 1
@ o
. L—» % —  Phenotype 1
e
Stimulus 2
© A\ E
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| Scaffold 2 | E

B @ Stimulus 1
N2
B —>  Phenotype 1

Stimulus 2

(9
L_,
Scaffold @AG) Z — s Phenotype 2

Abbildung 1: Generierung von Multiprotein-Komplexen mit Hilfe von Adaptermolekiilen

Adapterproteine stellen eine Mdglichkeit dar, wie Multiprotein-Komplexe aus unterschiedlichen Komponenten
zusammengesetzt werden kdnnen. Diese Komplexe erflllen in den Zellen spezifische Aufgaben und fihren somit
zu ganz speziellen Phanotypen. (A) Stimulus 1 ist assoziiert mit der Generierung eines Multiprotein-Komplexes in
Abhangigkeit von Adapterprotein 1 (Scaffold 1), wohingegen Stimulus 2 zur Bildung eines anderen Komplexes mit
Adapterprotein 2 (Scaffold 2) fuhrt. (B) Ein und dasselbe Adapterprotein ist je nach Stimulus an der Bildung ver-
schiedener Proteinkomplexe beteiligt (nach Vondriska, T.M. et al., 2004).

Der Archetyp eines Protein-Interaktions-Moduls stellt die sogenannte Src homology 2 (SH2)-
Domane dar. Sie wurde zuerst im Onkoprotein P130%9™° beschrieben, besteht aus ungefahr
100 Aminosauren und bindet spezifisch an Peptid-Motive, welche phosphorylierte
Tyrosinreste (pY) enthalten (Sadowski, I. et al., 1986; Mayer, B.J. et al., 1988). Das mensch-
liche Genom codiert fur ungefahr 120 SH2-Domanen, welche Bestandteile einer Vielzahl von
Proteinen sind (Scott, J.D. und Pawson, T., 2009). Die meisten Adaptermolekile mit SH2-
Domanen werden zu Bereichen in der Zelle rekrutiert, in denen Tyrosinphosphorylierungen
stattfinden, um dort bei der Generierung molekularer Signalkomplexe zu helfen (Songyang,
Z. et al., 1994). SH2-Domanen kdnnen auch einen direkten Einfluss auf die enzymatische
Aktivitat bestimmter Molekile ausiben. Ein Beispiel hierfir ist die humane zytoplasmatische
Tyrosinkinase FES. In der aktiven Konformation bilden die SH2- und die Kinase-Domane des
Enzyms zusammen eine funktionelle Einheit, welche das Substrat binden kann
(Filippakopoulos, P. et al., 2008). Im Falle der Kinasen Abl, Src, Lyn und Fyn jedoch vermag

eine SH2-Domane die Aktivitdt der Enzyme zu inhibieren, indem das Andocken der SH2-
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Doméne an die Riickseite der katalytischen Einheit der Enzyme eine interne Bindstelle flr
eine ebenfalls vorhandene SH3-Domane schafft. Diese SH2-SH3-Einheit wiederum stabili-
siert die inaktive Konformation der Enzyme (Moarefi, I. et al., 1997; Young, M.A. et al., 2001).
Die Src homology 3 (SH3)-Domane bindet im Gegensatz zu SH2-Domanen sowohl an
prolinreiche (Ladbury, J.E. und Arold, S., 2000) als auch an arginin- und lysinreiche (Kang,
H. et al., 2000; Berry, D.M. et al., 2002) Sequenzen in Proteinen. Bezogen auf die Bindung
von SH3-Domanen an prolinreiche Sequenzen wurde zunachst das kanonische Bindemotiv
PxxP identifiziert, allerdings existieren auch abweichende Bindesequenzen. Die SH3-
Domane des Molekils Eps8 bindet zum Beispiel an die Sequenz PxxDY (Mongiovi, A.M. et
al., 1999). SH3-Domaéanen sind genauso wie SH2-Domanen an vielen intrazellularen Signal-
wegen beteiligt, indem sie einen Beitrag zum Aufbau makromolekularer Proteinkomplexe
leisten. Neben der Verknupfung unterschiedlicher Proteine Uber SH3-Domanen konnte mitt-
lerweile jedoch auch die Moglichkeit einer Homodimerisierung von Proteinen mit Hilfe von
SH3-Domanen gezeigt werden. Beispiele hierfir sind das Protein IB1 (Kristensen, O. et al.,
2006), die humane Kinase Lck (Romir, J. et al., 2007) und die Tyrosin-Kinase Csk (Levinson,
N.M. et al., 2009). Ferner konnte festgestellt werden, dass bestimmte SH3-Domanen in der
Lage sind, Ubiquitin zu binden (Stamenova, S.D. et al., 2007), andere wiederum, die soge-
nannten ,helically extended* (hSH3)-Domanen, vermégen mit Lipiden zu interagieren (Heu-
er, K. et al., 2005).

Eine weitere wichtige Domane von Adaptermolekllen in Signalwegen stellt die SAM-
Domane dar. Die Abkirzung SAM steht hierbei fir steriles a-Motiv. Dieser Name leitet sich
von der o-helikalen Struktur und dem Vorkommen von SAM-Domanen in Hefeproteinen,
welche flr die sexuelle Differenzierung der Hefen essentiell sind, ab (Kim, C.A. und Bowie,
J.U., 2003). SAM-Domanen umfassen einen Bereich von ungefahr 75 Aminosauren und stel-
len ein weit verbreitetes Proteinmodul fir die Homo- oder Heterodimerisierung von Signal-
proteinen dar. Fur die SAM-Domane des Proteins Smaug konnte eine Bindung an RNS ge-
zeigt werden (Kim, C.A. und Bowie, J.U., 2003). Barrera et al. und Li et al. waren zudem in
der Lage, fur die SAM-Doméne der o-Splicevariante des Tumorsuppressors p73 (p73a.),
beziehungsweise flir den Tumorsuppressor DLC2 eine Bindung an Lipide darzustellen
(Barrera, F.N. et al., 2003; Li, H. et al., 2007).

Di Pietro et al. haben zuletzt eine neue Funktion von SAM-Domanen identifizieren kdnnen.
Fir das Hefeprotein Sla1p konnten sie zeigen, dass die in dem Protein vorhandene SAM-
Domane am Prozess der Clathrin-abhangigen Endozytose beteiligt ist, indem sie diesen ne-
gativ beeinflusst (Di Pietro, S.M. et al., 2010). Fur diesen Prozess ist zuvor noch keine Betei-
ligung von Proteinen mit SAM-Doméanen nachgewiesen worden, obwohl SAM-Domaéanen an

vielen verschiedenen intrazellularen Signalwegen beteiligt sind.
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Neben den bereits genannten Domanen gibt es zusatzlich noch eine ganze Reihe anderer
Module in Adapterproteinen, die fir die Bildung makromolekularer Komplexe verantwortlich
sind. Die sogenannte Pleckstrin homology (PH)-Domaéane ist beispielsweise in der Lage, an
geladene Kopfgruppen von spezifischen Inositol-Phospholipiden zu binden, welche als Ant-
wort auf ein extrazellulares Signal in der Plasmamembran gebildet werden.

In Abb. 2 sind Beispiele fur Module in Adapterproteinen und ihre Bindeeigenschaften darge-

stellt.
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Abbildung 2: Interaktionsdomanen in der Signaltransduktion

Interaktionsmodule von Adapterproteinen binden an Proteine, Phospholipide und Nukleinsauren. Gezeigt werden

Beispiele flir solche Domanen und ihre generelle Bindefunktion (nach Pawson, T. und Nash, P., 2003).
1.3 Die SLy Proteinfamilie

Die Proteine der SLy (SH3 Protein expressed in Lymphocytes) Familie stellen putative Adap-
terproteine mit SH3- und SAM-Domanen sowie einem nuklearen Lokalisationssignal (NLS)
dar. SLy1 wurde als erstes Mitglied dieser hoch homologen und aus drei Mitgliedern beste-
henden Proteinfamilie im Zuge eines Adhasionsscreens entdeckt. Hierbei wurden Gene aus
einer T Zell-Lymphom cDNS-Bibliothek in 293T Zellen transfiziert. Allerdings konnte eine
Funktion von SLy1 bei der Vermittlung von Adhé&sion spater nicht nachgewiesen werden.
Aufgrund des Vorhandenseins einer SH3-Domane und der gewebespezifischen Expression
des Proteins in lymphoiden Organen wurde das Molekil SLy1 genannt (Beer, S. et al,
2001). Das SLy7-Gen ist beim Menschen und bei der Maus auf dem X-Chromosom lokali-

siert und weist acht Exons auf. Die Lange der mRNS betragt ungefahr 2600 bp, und es exis-
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tiert ein offener Leserahmen von 1143 bp (Beer, S. et al., 2001). Das Protein besteht aus
381 Aminosauren und hat eine Masse von 55 kDa.

Ein andere Arbeitsgruppe entdeckte SLy1 unabhangig davon bei der Suche nach neuen
Substraten von Serin-Kinasen (Astoul, E. et al., 2003). Das dabei verwendete Antiserum
PAP-1 (phospho antibody for proteomics-1) sollte spezifisch Serin-Phosphorylierungsmotive
der Serin-Kinase Akt identifizieren. Astoul et al. konnten im Verlauf ihrer Analyse zeigen,
dass SLy1 nach Antigen-Rezeptor-Stimulation oder einer Stimulation mit Phorbol-Ester am
Serin27 phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung an diesem Serinrest konnte dabei sowohl
durch Einsatz des PI3K-Inhibitors Ly-294002 als auch durch den PKC-Inhibitor RO-318425
verhindert werden. Eine direkte Beteiligung der Kinase Akt an der Phosphorylierung von
SLy1 konnte allerdings nicht verifiziert werden. Zudem stellte sich heraus, dass das verwen-
dete Antiserum zwar spezifisch phosphorylierte Serinreste erkennt, es allerdings nicht spezi-
fisch fir die die Phosphorylierungsstellen umgebenden Aminosauren ist. Somit ist das Anti-
serum nicht in der Lage, spezifisch Substrate der Kinase Akt zu identifizieren. Die Resultate
von Astoul et al. wiesen jedoch auf eine Funktion von SLy1 in der Signaltransduktion von T
und B Zellen nach Antigen-Rezeptor-Stimulation hin. Dieser Befund wurde durch die Herstel-
lung einer Mausmutante (SLy1¥*) erhartet, die eine trunkierte Form des SLy1-Proteins

(SLy1A) mit gestorter subzellularer Lokalisation exprimiert. Diese Mause zeigen neben einer

deutlich reduzierten Antigen-Rezeptor-vermittelten Proliferation in vitro auch eine Verminde-
rung der B Zellen in der Marginalzone der Milz, eine reduzierte Immunglobulinsekretion so-
wie eine verminderte semi-allogene TransplantatabstoRung in vivo (Beer, S. et al., 2005;
Scheikl, T. et al., 2008). Interessanterweise weisen SLy1-,knockout‘-Mause (SLy1™"), denen
das SLy1-Protein komplett fehlt, denselben Phanotyp auf wie die SLy1¥*-Mause. Neben den
beschriebenen Defekten in der Funktion peripherer Lymphozyten konnte zusatzlich gezeigt
werden, dass die Entwicklung des Thymus sowohl in SLy1¥*-M&usen als auch in SLy1"-
Mausen gestort ist (Reis, B. et al., 2009). Beide Mauslinien weisen eine erhoéhte
Apoptoserate in Thymozyten auf. Der molekulare Mechanismus dieses Effektes ist allerdings
noch nicht komplett geklart. Da das trunkierte SLy1-Protein denselben Phanotyp generiert
wie das komplette Fehlen des SLy1-Molekiils, ist anzunehmen, dass der in dem trunkierten
SLy1*2-Protein deletierte N-terminale Teil entscheidend fiir die Funktion von SLy1 ist.

Das zweite Mitglied der SLy Proteinfamilie ist das Molekll SLy2, welches zeitgleich von meh-
reren Arbeitsgruppen kloniert und beschrieben wurde. Claudio et al. benannten das Molekill
HACS1 (Hematopoietic Adapter Containing SH3 and SAM domains), wohingegen Uchida et
al. dem Protein den Namen Nash1 (NLS, SAM, SH3) gaben (Claudio, J.O. et al., 2001;
Uchida, T. et al., 2001). Im Folgenden wird das Protein als SLy2 bezeichnet.

Das SLy2-Gen befindet sich beim Menschen auf Chromosom 21, bei der Maus auf Chromo-

som 16 und besitzt 11 Exons. Das SLy2-Protein besteht aus 372 Aminosauren und hat eine
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Masse von 48 kDa. Es wird in hdmatopoetischen Geweben, Endothelzellen, Muskel- und
Herzgewebe, Gehirn, Lunge und auch Myelomen exprimiert. Somit weist dieses Protein ein
breiteres Expressionsmuster als SLy1 auf. Die genomische Region um den humanen SLy2-
Lokus (21911.2) ist bei malignen hamatopoetischen Erkrankungen haufig das Ziel von
Translokationsereignissen (Mitelman, F. et al., 1997). Claudio et al. konnten zeigen, dass
SLy2 in vielen Myelomen uberexprimiert wird (Claudio, J.O. et al., 2001). Eine weitere Publi-
kation beschreibt eine mogliche Funktion von SLy2 als ein Tumorsuppressor bei Lungenkar-
zinomen (Yamada, H. et al., 2008). Diese Studien deuten darauf hin, dass SLy2 ein neues
Signalmolekdl bei der karzinogenen Transformation von Zellen sein kénnte. Zudem wird der
SLy2-Lokus aufgrund seiner Lokalisation auf Chromosom 21 im Zuge von Analysen zur Ent-
wicklung und Erkrankung des Gehirns, wie zum Beispiel der Alzheimer-Erkrankung, unter-
sucht. Eine Studie deutet beispielsweise auf eine Funktion von SLy2 bei der Bildung der
BlutgefalRe wahrend der Entwicklung des Gehirns hin (Gitton, Y. et al., 2002). Zusatzlich
wurde SLy2 in Zusammenhang mit der Differenzierung von B Zellen gebracht (Zhu, Y.X. et
al., 2004). Zhu et al. konnten zeigen, dass die Uberexpression von SLy2 in B Zellen einen
Plasmazell-dhnlichen Phanotyp hervorruft. AuRerdem wird in dieser Publikation eine Interak-
tion von SLy2 mit dem B Zell inhibitorischen Rezeptor PirB in vitro dargestellt. In ihrer jings-
ten Publikation beschreiben Wang et al. den Phanotyp einer von ihnen generierten HACS1-
defizienten Mauslinie (HACS1”). Diese Mause weisen unter anderem eine erhdhte Anzahl
peritonealer B1a Zellen, eine gesteigerte Proliferation von B Zellen nach Stimulation Uber
den B Zellrezeptor sowie eine erhéhte basale Tyrosin-Phosphorylierung auf, so dass HACS1
(SLy2) als ein potenzielles immuninhibitorisches Adapterprotein bezeichnet wird (Wang, D.
et al., 2010).

SLy1 und SLy2 besitzen eine Gesamthomologie von ungefahr 43%. Hierbei sind die homo-
logen Bereiche nicht Uber die gesamte Aminosauresequenz verteilt, sondern es existieren
Cluster. Die zwei Bereiche mit der hochsten Homologie umfassen die Aminosauren 170-231
(72%) beziehungsweise die Aminosauren 251-315 (63%). Eine weitere homologe Region ist
am N-Terminus beider Proteine zu finden (62%). SLy2 besitzt eine zu SLy1 homologe po-
tenzielle Phosphorylierungsstelle am Serin23.

Das dritte Mitglied der SLy Familie ist das Molekil SASH1 (SAM and SH3 containing 1) und
wurde zuerst von Zeller et al. im Zuge einer Suche nach Genen, welche in Brustkarzinomen
herunterreguliert sind, beschrieben (Zeller, C. et al., 2003). Eine weitere Publikation konnte
zeigen, dass SASH1 auch in anderen malignen Geweben, wie zum Beispiel bei Leber- und
Kolonkarzinomen, herunterreguliert ist (Rimkus, C. et al., 2006). Die Autoren konnten zudem
darstellen, dass eine verminderte Expression von SASH1 mit der Bildung von Metastasen
korreliert. Eine statistische Analyse ergab, dass eine geringe SASH1-Proteinmenge als ein

unabhangiger negativer Marker flr das Uberleben der Krebspatienten dienen kann (Rimkus,
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C. et al, 2006). Diese Befunde deuten auf eine Funktion von SASH1 als ein
Tumorsuppressor hin. Das humane SASH7-Gen befindet sich auf Chromosom 6 und besitzt
20 Exons (Zeller, C. et al., 2003). Das Protein besteht aus 1247 Aminosauren und hat eine
Masse von ungefahr 110 kDa.

SASH1 ist deutlich grofier als SLy1 und SLy2 und besitzt zusatzliche Domanen im Vergleich
zu den beiden anderen Proteinen der SLy Familie. Am N-Terminus von SASH1 ist eine so-
genannte ,coiled-coil“-Domane lokalisiert, und am C-Terminus befindet sich eine zweite
SAM-Domane (Abb. 3). Der mittlere Teil von SASH1 zeigt die hochste Homologie zu SLy1
und SLy2. Insbesondere in der SH3-Domane sind die Proteine hoch homolog, was auf eine
neue Familie von Adapterproteinen hinweist, da die Sequenz der SH3-Doméne von SLy1,
SLy2 und SASH1 im Vergleich zu SH3-Domanen anderer Proteine eine deutlich geringere

Homologie als untereinander zeigt (Beer, S. et al., 2005).

NLS1 S27 NLS2

1 | y
NLS1 s23 NLS2

H— @D — s
NLS1 NLS2

H—— R —a®
o 1 |

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Doménenstruktur der Proteine der SLy Familie
mit zweigeteilter NLS, SH3- und SAM-Doméne. Die Aminosaure Serin27, an der SLy1 phosphoryliert wird, ist
gekennzeichnet, ebenso wie das Serin23 von SLy2, das die potenzielle homologe Phosphorylierungsstelle dar-

stellt. SASH1 besitzt im Vergleich zu SLy1 und SLy2 eine zweite SAM- und eine ,coiled-coil“-Domane (C-C).
1.4 14-3-3 Proteine

Die Mitglieder der 14-3-3 Proteinfamilie bilden eine Gruppe von hoch konservierten, sauren
Proteinen mit einer Masse von ungefahr 30 kDa, die in vielen Organismen und Geweben
exprimiert werden. Der Name 14-3-3 leitet sich vom Eluierungs- und Migrationsmuster dieser
Molekile wahrend einer zweidimensionalen DEAE-Zellulose-Chromatographie und einer
Starkegelelektrophorese ab. 14-3-3 Proteine aus einem Rindergehirnhomogenat eluieren in
der 14. Fraktion von der DEAE-Zellulose-Saule und in den Fraktionen 3.3 im letzten Schritt.
In Saugetieren sind sieben Isoformen bekannt, wobei die finf Hauptisoformen der 14-3-3

Proteine im Gehirn mit den Buchstaben o-n versehen wurden, und zwar nach der Position
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ihrer Eluierung wahrend einer Hochdruckflissigkeits-Chromatographie (HPLC) (Ichimura, T.
et al.,, 1988; Toker, A. et al., 1992). 14-3-3a. und 14-3-35 stellen dabei die Phosphoformen

von 14-3-3f beziehungsweise 14-3-3( dar (Aitken, A. et al., 1995). Zwei weitere Isoformen —
14-3-3t (auch bekannt als 6) und 14-3-3c - werden in T Zellen beziehungsweise in Epithel-
zellen exprimiert, wobei 14-3-3t ebenfalls in anderen Geweben inklusive dem Gehirn vor-

kommt. Homologe zu den 14-3-3 Proteinen wurden in vielen eukaryotischen Organismen
gefunden. In fast allen bekannten Organismen wurden mindestens zwei Isoformen von 14-3-
3 Proteinen entdeckt (Aitken, A., 2002), wobei wenigstens 12 - wahrscheinlich eher 15 -
Isoformen allein in Arabidopsis identifiziert wurden (Rosenquist, M. et al., 2000). 14-3-3 Pro-
teine sind in der Lage, sowohl Homo- als auch Heterodimere zu generieren (Dougherty, M.K.
und Morrison, D.K., 2004; Bridges, D. und Moorhead, G.B., 2005), und sie kénnen die Inter-

aktionen zwischen Proteinen modulieren. Die ersten 14-3-3 Kristallstrukturen der Isoformen t
und C zeigten, dass 14-3-3 Proteine helikale, dimere Molekdule sind (Liu, D. et al., 1995; Xiao,
B. et al., 1995). Jedes Monomer besteht aus neun antiparallelen o-Helices, welche in einer

N-terminalen und einer C-terminalen Doméane organisiert sind. Das Dimer wiederum bildet
einen grol3en, negativ geladenen Kanal. Die Regionen, die in allen Isoformen hoch konser-
viert sind, sind in der Regel in diesem Kanal lokalisiert, variable Reste hingegen eher auf der
Oberflache der Proteine. In Abb. 4 ist die Struktur eines 14-3-3 Dimers dargestellt.
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Abbildung 4: Struktur eines 14-3-3 Dimers.
Das dargestellte Molekill ist von der Struktur eines 14-3-3 Dimers abgeleitet. Die beiden Pfeile weisen auf ge-

bundene Phosphoserin-Peptide hin (nach Rittinger, K. et al., 1999).

14-3-3 Proteine sind an Prozessen wie der intrazellularen Signaltransduktion, der Regulation
des Zellzyklus, dem intrazelluldren Transport von Molekilen, der Strukturierung des
Zytoskeletts und der Transkription beteiligt. In den meisten Fallen ist die Bindung von 14-3-3
Prote-inen an ihre Interaktionspartner abhangig von der Phosphorylierung letzterer (Scholz,
R.P. et al.,, 2009). Es gibt allerdings auch Beispiele in der Literatur fur eine phosphorylie-
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rungsunabhangige Bindung von 14-3-3 Proteinen an ihre Partner, wie im Falle des
Exoenzyms S (ExoS) (Ottmann, C. et al., 2007).

Fir die phosphorylierungsabhangige Bindung von 14-3-3 Proteinen an ihre Zielmolekile
wurden konservierte Bindungsmotive entdeckt. Motiv 1 besitzt die Konsensussequenz
RSXpSXP und Motiv 2 die Sequenz RXXXpSXP (Yaffe, M.B. et al., 1997; Rittinger, K. et al.,
1999), wobei pS fir einen phosphorylierten Serinrest steht. In beiden Fallen kann das
Phosphoserin gegen ein Phosphothreonin ausgetauscht werden. Zudem existiert noch ein
drittes, C-terminales Motiv mit der Sequenz pS/pTX;.,, wobei das X nicht fur ein Prolin ste-
hen kann (Aitken, A., 2006).

14-3-3 Proteine kdnnen ebenfalls phosphoryliert werden. Dies kann eine wichtige regulatori-
sche Rolle fir die Funktion der Molekile spielen, da durch die Phosphorylierung eines 14-3-
3 Proteins zum Beispiel die Interaktion mit einem Zielmolekll verhindert werden kann. Zu-
dem ist es mdglich, dass eine Phosphorylierung auch einen Einfluss auf die Dimerisierungs-
eigenschaften der 14-3-3 Proteine ausiibt.

Die Interaktion von 14-3-3 Proteinen mit ihren Zielmolektlen dient oftmals der Regulation der
subzelluldren Lokalisation dieser Zielmolekule (Muslin, A.J. und Xing, H., 2000). Zuséatzlich
kann die Bindung an 14-3-3 Proteine eine ,,Gerustfunktion® darstellen, so dass makromoleku-
lare Komplexe entstehen kénnen, oder die Bindung an 14-3-3 Proteine bewirkt beim Interak-
tionspartner eine Konformationsanderung, die wiederum fir die Eigenschaften dieses Mole-
kils entscheidend ist (Dougherty, M.K. und Morrison, D.K., 2004; Bridges, D. und Moorhead,
G.B., 2005). In Abb. 5 sind mégliche strukturelle Effekte einer Bindung an 14-3-3 Proteine

dargestellt.

Abbildung 5: Strukturelle Effekte einer Bindung an 14-3-3 Proteine.
Die Interaktion mit einem 14-3-3 Dimer (dargestellt in blau) kann drei Effekte beim Interaktionspartner hervorru-
fen: (A) Konformationsanderung; (B) Verdeckung einer speziellen Region (Interaktionsstelle mit einem Liganden
oder anderen Molekul, enzymatisch aktive Region); oder (C) Kolokalisation von zwei Molekilen uber die Interak-
tion mit 14-3-3 Proteinen (nach Bridges, D. und Moorhead, G.B., 2005).
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Die im Zuge dieser Arbeit untersuchten putativen Adapterproteine SLy1 und SLy2 besitzen in
ihrer Aminosauresequenz mindestens eine potenzielle 14-3-3 Proteinbindestelle, die dem
Konsensusmotiv 1 entspricht. Diese Interaktionsstelle schlie3t bei SLy1 das phosphorylierte
Serin27 ein, bei SLy2 analog dazu die potenzielle homologe Phosphorylierungsstelle am
Serin23.

1.5 Transkriptionsregulation durch Acetylierung und Deacetylierung

von Histonen

Die Regulation der Transkription erfolgt in eukaryotischen Organismen auf mehreren Ebe-
nen. Wahrend der zellularen Differenzierung und als Reaktion auf Hormone und Signale von
Nachbarzellen wird sowohl die Konzentration als auch die Aktivitat von Aktivatoren und Re-
pressoren, welche die Transkription vieler proteincodierender Gene beeinflussen, gesteuert.
Diese aktivierenden oder reprimierenden Molekile bewirken Veranderungen der
Chromatinstruktur sowie Histonacetylierung und -deacetylierung. Die DNS liegt in eukaryo-
tischen Organismen nicht frei vor, sondern sie ist mit Proteinen assoziiert und bildet so das
Chromatin. Die grundlegende Struktureinheit des Chromatins ist das Nukleosom, das aus
147 Basenpaaren der DNS besteht, die sich fest um einen zylinderférmigen Kern von
Histonproteinen winden. Der Histonkern ist ein Oktamer, welches aus vier verschiedenen
Histonmolektlen besteht: H2A, H2B, H3 und H4. Im kondensierten Chromatin assoziieren
die Nukleosomen zu einer Faser mit einem Durchmesser von ungeféahr 30 nm. Die
Aminosaurereste  am  Aminoacylende jedes Histonmoleklls ragen aus der
Nukleosomoberflache heraus. Unter diesen Aminosaureresten befinden sich sehr viele Lysi-
ne, die durch Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung, Sumoylierung oder auch das
Anhangen von Ubiquitinmolekilen reversibel modifiziert werden kénnen. In Abb. 6 sind még-

liche Modifikationen an Lysinresten dargestellt.
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Abbildung 6: Lysinmodifikationen.

Lysinreste kdnnen reversibel posttranslational modifiziert werden, wodurch unterschiedliche funktionelle Konse-
quenzen entstehen. Mit Hilfe eines Modifikationswechsels kdnnen die Eigenschaften von lysinreichen Proteinen —
wie zum Beispiel den Histonen — verandert werden. Mogliche Lysinmodifikationen sind neben einer Acetylierung
auch die Methylierung, die Sumoylierung oder eine Ubiquitinierung. Diese Modifikationen kdnnen nachfolgend
einen Einfluss auf die Proteinstabilitat, die Lokalisation, Interaktionen mit anderen Molekiilen, die Signalweiterlei-

tung, proteosomalen Abbau und DNS-Bindeeigenschaften ausiben (nach Spange, S. et al., 2009).

Die Acetylierung von Histonen erfolgt mit Hilfe spezieller Enzyme, den sogenannten
Histonacetyltransferasen (HATs). Die Deacetylierung hingegen wird von den
Histondeacetylasen (HDACs) durchgefuhrt (Hebbes, T.R. et al., 1988; Braunstein, M. et al.,
1993).

Die Aktivierung der Transkription geht in der Regel mit der Acetylierung von Histonen einher,
wohingegen eine Histondeacetylierung eine Repression der Genexpression bewirkt (Yang,
X.J. und Seto, E., 2003; Gallinari, P. et al., 2007). Der Grund hierfir besteht darin, dass im

Fall nichtacetylierter Histone die Lysinreste positiv geladen sind und somit starke Wechsel-
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wirkungen mit den Phosphatgruppen der DNS mdglich sind, so dass die Affinitdt der DNS
zur Oberflache des Nukleosoms besonders grol} ist. Diese starke Wechselwirkung verhin-
dert, dass sich allgemeine Transkriptionsfaktoren an die TATA-Box und den Initiationsbe-
reich binden kénnen. Im Falle hyperacetylierter Histon-Aminoacylenden sind die positiv gela-
denen Lysinreste neutralisiert und konnen keine elektrostatischen Wechselwirkungen mit der
DNS eingehen. Somit wird die Bindung von Transkriptionsfaktoren an den Promoterbereich
viel weniger behindert, so dass die Genexpression stattfinden kann.

Die Histonacetyltransferasen sind evolutionar konserviert und bilden unterschiedliche Kom-
plexe. Sie katalysieren den Transfer einer Acetylgruppe von Acetyl-CoA auf die e-Amino-
gruppe von Lysinresten. In Sdugetieren existieren Uber 30 HATs, die mit unterschiedlicher
Substratspezifitdt sowohl Histone, aber auch Nicht-Histon Proteine acetylieren kénnen. Hier-
bei scheinen sie ein potenzielles Erkennungsmotiv zu bendtigen: GKXXP (Rojas, J.R. et al.,
1999; Bannister, A.J. et al., 2000). Histonacetyltransferasen werden in zwei Klassen einge-
teilt: A- und B-Typ HATs. A-Typ HATs sind im Zellkern lokalisiert und acetylieren Lysinreste
im Zusammenhang mit der Regulation von Transkription. B-Typ HATs hingegen lokalisieren
im Zytoplasma und acetylieren ,de novo-synthetisierte* freie Histone. Die beiden Enzyme
CBP und p300 stellen die am meisten analysierten HATs dar.

Die Histondeacetylasen werden aufgrund ihres phylogenetischen Konservierungsmusters in
vier Klassen eingeteilt (Grozinger, C.M. und Schreiber, S.L., 2002; Gregoretti, l.V. et al.,
2004). Die Klasse | besteht aus den Molekilen HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS, die
Homologe des Hefeproteins Rpd3 sind. Die HDACs der Klasse | werden ubiquitar exprimiert
und lokalisieren, mit Ausnahme von HDACS3, im Zellkern.

Die Klasse Il umfasst HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 und HDAC10 und ist
homolog zum Hefeprotein Hda1. Die Expression der Klasse Il HDACs ist auf bestimmte Ge-
webe restringiert, und die Enzyme wandern zwischen Nukleus und Zytoplasma hin und her.
Klasse Il wiederum besteht aus den Sirtuinen SIRT1 bis SIRT7, welche Homologe des He-
feproteins Sir2 darstellen. Bei SIRT1, -6 und -7 handelt es sich um nukleéare Proteine, SIRT2
lokalisiert im Zytoplasma und SIRT3, -4 und -5 stellen mitochondriale Proteine dar.

Die HDAC-Klasse IV wiederum enthalt HDAC11-verwandte Enzyme.

HATs und HDACSs sind allerdings auch in der Lage, Lysinreste in Nicht-Histon-Proteinen zu
acetylieren beziehungsweise zu deacetylieren. Mittlerweile ist bekannt, dass in eukaryo-
tischen Zellen die Acetylierung eine der meist verbreiteten kovalenten Modifikationen dar-
stellt, deren Bedeutung einer Phosphorylierung ungefahr gleichzusetzen ist. Beispiele flr

Molekdle, die acetyliert werden, sind der Transkriptionsfaktor NF-kB (Untereinheit p65) und

der Tumorsuppressor p53 (Spange, S. et al., 2009).
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1.6 Die Histondeacetylase 1 (HDAC1) und ihre Komplexe

HDAC1 gehort zur Klasse | der Histondeacetylasen, wird ubiquitar exprimiert und ist im Zell-
kern lokalisiert. Allerdings konnten Kim et al. in einer Studie zeigen, dass HDAC1 im Gehirn
von Patienten mit Multipler Sklerose in verletzten Axonen aus dem Nukleus heraus ins Zyto-
plasma transportiert wird (Kim, J.Y. et al., 2010). HDAC1 scheint hierbei in der Lage zu sein,
den axonalen Transport negativ zu beeinflussen, indem es die Motorprotein-Mikrotubuli-
Interaktion unterbricht. Zudem existieren Studien zu Neuroblastom-Zellen, in denen HDAC1
ebenfalls aus dem Zellkern in das Zytoplasma exportiert wird (Zhang, Y. und Jones, C.,
2001; Gu, H. et al., 2005).

Die Expression des HDAC1-Gens wird in murinen Zellen durch Wachstumsfaktoren angeregt
und durch das eigene Genprodukt Gber eine negativen Rickkopplungsschleife kontrolliert
(Hauser, C. et al., 2002; Schuettengruber, B. et al., 2003). HDAC1 bildet haufig Heterodime-
re mit dem sehr nah verwandten Enzym HDAC2, allerdings kann HDAC1 auch
homodimerisieren (Gregoretti, 1.V. et al., 2004). HDAC1 ist an vielen zellularen Prozessen,
wie zum Beispiel Proliferation, Differenzierung, Zellzyklus oder auch der embryonalen Ent-
wicklung beteiligt (Lagger, G. et al., 2002). Die essentielle Bedeutung von HDAC1 wird durch
Analysen untermauert, welche zeigen, dass ein HDAC1-,knockout“ bei Mausen zu embryo-
naler Letalitat fuhrt (Lagger, G. et al., 2002). HDAC1 und HDAC2 sind Komponenten von drei
Multiprotein-Komplexen: dem Sin3-Komplex, dem NuRD-Komplex und dem CoREST-
Komplex (Ahringer, J., 2000). Der NuRD-Komplex (Nucleosome Remodeling and
Deacetylating-Komplex, auch bekannt als Mi-2) hat eine ungefahre Gréfle von 2 MDa und
umfasst in Saugerzellen mindestens sieben Polypeptide. Neben seiner Histondeacetylase-
aktivitat besitzt dieser Komplex zusatzlich auch eine ATP-abhangige Nukleosom-Umstruktu-
rierungsaktivitat, da er Proteine aus der Mi-2/CHD-Familie enthalt, die neben einer Chromo-
domane (Chromatin Organization Modifier-Domane) auch eine DNS-Helikase/ATPase-Do-
mane und sogenannte Plant Homeodomain (PHD)-Finger (Interaktion mit DNS) besitzen.
Der CoREST-Komplex wurde zuerst von You et al. beschrieben und unterscheidet sich in
seinen Komponenten deutlich von den anderen zwei HDAC-Komplexen (You, A. et al,,
2001). Neben HDAC1, HDAC2 und anderen Molekillen enthalt er den Ko-Repressor
CoREST.

Der Sin3-Komplex umfasst den Ko-Repressor mSin3, die Histondeacetylasen HDAC1 und
HDAC?2, die histonbindenden Molekule mit dem Namen Retinoblastoma (rb)-associated pro-
teins 46 und 48, das Protein SAP30 (Sin3-associated polypeptide 30) sowie weitere Molek-
le (Zhang, Y. et al., 1997; Zhang, Y. et al., 1998). Neuere Studien zeigen, dass dieser Kom-
plex aus mindestens zehn Polypeptiden zusammengesetzt ist, deren Funktion in vielen Fal-

len noch nicht vollstandig geklart ist. Eine essenzielle Funktion dieser Komponenten kénnte



1 Einleitung 15

die Stabilisierung des Komplexes sein oder die Bereitstellung von Interaktionsmodulen zur
Rekrutierung weiterer Molekile (Hassig, C.A. et al., 1997; Laherty, C.D. et al., 1997; Laherty,
C.D. etal, 1998; Lai, A. et al., 2001; Alland, L. et al., 2002; Fleischer, T.C. et al., 2003; Shiio,
Y. et al., 2006).

Das Sin3-Protein ist nicht in der Lage, DNS zu binden und besitzt auch keinerlei enzyma-
tische Aktivitat. Aus diesem Grund scheint es als ein Gerustmolekil fir den Zusammenbau
des Sin3-Komplexes zu dienen. Zudem vermag es, Komponenten des Sin3-Komplexes mit
DNS-bindenden Repressoren zu verknlpfen (Ayer, D.E. et al., 1995; Knoepfler, P.S. und
Eisenman, R.N., 1999).

Das ebenfalls im Sin3-Komplex enthaltene Protein SAP30 interagiert zusatzlich auch mit
einigen anderen Molekilen, zum Beispiel mit dem Protein CIR (CBF1-interacting
corepressor), dem Transkriptionsfaktor Yin Yang 1 (YY1), dem Molekil RBP1
(retinoblastoma-binding protein 1) oder dem Tumorsuppressor ING1b (inhibitor of growth 1b)
(Hsieh, J.J. et al., 1999; Lai, A. et al., 2001; Skowyra, D. et al., 2001; Kuzmichev, A. et al.,
2002; Huang, N.E. et al., 2003).

Weitere Studien belegen, dass eine Repression der Transkription Uber das Molekil SAP30
auch fir die Ubertragung und Vermehrung bestimmter Viren wichtig ist (Krithivas, A. et al.,
2000; Le May, N. et al., 2008).

Insgesamt hat SAP30 im Sin3-Komplex ganz entscheidende Funktionen. In Abhangigkeit
von lokalen Faktoren, wie zum Beispiel dem Status des Chromatins oder der Anwesenheit
spezieller Interaktionspartner, greift SAP30 mit Hilfe des Sin3-Komplexes in die Regulation
der Transkription etlicher Gene ein (Ahringer, J., 2000; Kuzmichev, A. et al., 2002; Zupkovitz,
G. et al., 2006).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Adapterproteine spielen wahrend der Weiterleitung von intrazellularen Signalen eine wesent-
liche Rolle. Sie sind an der Generierung von Multiprotein-Komplexen beteiligt und sorgen fir
eine rdumlich und zeitlich begrenzte Interaktion von Molekilen, die in den verschiedenen
Signaltransduktionskaskaden involviert sind. Die SLy Proteinfamilie besteht aus drei Mitglie-
dern, welche aufgrund ihrer Doméanenstruktur mit SH3- und SAM-Modulen putative Adapter-
proteine darstellen. Das zuerst beschriebene Mitglied dieser Familie, SLy1, wird spezifisch in
T und B Zellen nach Antigen-Rezeptor-Stimulation phosphoryliert. Dieser Befund spricht fur
eine Rolle des SLy1-Proteins in den nachfolgenden Signalkaskaden dieser Zellen (Beer, S.
et al., 2001; Astoul, E. et al., 2003).

Aufgrund der typischen Adapterproteinstruktur von SLy1 und SLy2 sollten Interaktionspartner

fur beide Molekile gesucht werden, um weitere Hinweise auf die Funktion von SLy1 und
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SLy2 zu erhalten. In diesem Zusammenhang sollte ein Vergleich des Interaktionsverhaltens
beider Proteine erfolgen, da SLy1 und SLy2 zwar hoch homolog sind, ihr Expressionsmuster
allerdings stark voneinander abweicht.

Die Suche nach Interaktionspartnern von SLy1 und SLy2 sollte mit Hilfe des Hefe Zwei-
Hybrid-Systems durchgefihrt werden. Dazu sollte diese Technik zunéachst etabliert werden.
Nachfolgend sollte die Interaktion von SLy1 und SLy2 mit den Uber das Hefe Zwei-Hybrid-
System identifizierten Proteinen mittels weiterer, biochemischer Techniken verifiziert und
eine bestehende Interaktion von SLy1 und SLy2 mit ihren Interaktionspartnern funktionell
weiter charakterisiert werden.

Da die grundlegenden Eigenschaften beider Molekile noch nicht vollstandig analysiert sind,
sollte zudem auch die subzelluldre Lokalisation der wildtypischen Proteine im Vergleich zu

SLy1- und SLy2-Deletionsmutanten untersucht werden.



2 Material und Methoden

17

2 Material und Methoden

2.1 Bezugsquellennachweis

2.1.1 Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

Aceton

Adenin-Hemisulfat
Adenosintriphosphat (ATP)

Agar

Agarose

Ammoniumchlorid

Ampicillin, Na-Salz

Anti-Flag® M2-Agarose Affinity Gel
Aprotinin

Benzamidin

B-Mercaptoethanol
5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-o-D-galakto-
pyranosid (X-o-Gal)
Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)

BSA (Rinderserumalbumin),

frei von Fettsauren

Coomassie Brilliant Blue R250
DAPI
Desoxynukleotidtriphosphate
(dNTPs, je 10 mM)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
N,N’-Dimethylformamid (DMF)
Dithiothreitol (DTT)

DNS GréRenstandard
(MassRuler™ DNA Ladder Mix, 103 ng/ul)

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
BD Biosciences, Heidelberg
Biozym, Oldendorf

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Molecular Probes, USA
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot



2 Material und Methoden

Drop-out Supplement Takara Bio Europe/Clontech, Saint-

Germain-en-Laye, Frankreich

ECL Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare, Miinchen
Essigsaure Roth, Karlsruhe

Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
FluoromountG Southernbiotech, Birmingham, USA
Glutathione Sepharose™ 4 Fast Flow GE Healthcare, Miinchen
Glyzerin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Harnstoff Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Hefeextrakt BD Biosciences, Heidelberg
HEPES Puffer, 1M Invitrogen, Karlsruhe
Isopropanol Merck, Darmstadt
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kanamycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Lachssperma-DNS, Na-Salz Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Leupeptin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Histidin Merck, Darmstadt
Lithiumacetat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Leucin Merck, Darmstadt
L-Tryptophan Merck, Darmstadt
Magermilchpulver Oxoid, Hampshire, England
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Methanol Merck, Darmstadt
Natriumazid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt
Natriumorthovanadat New England BioLabs, Frankfurt a. M.
N,N-bis[2-Hydroxyethyl]-2- Sigma-Aldrich, Taufkirchen
aminoethansulfonsaure (BES)

Nonidet P 40 (Igepal CA-630) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Octylphenoldecaethylenglycolether Merck, Darmstadt

(Triton X-100)
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Paraformaldehyd

Pepstatin A
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phosphate-Buffered Saline Dulbecco
(PBS Dulbecco)

Polybren

Polyethylenglykol (PEG, MW 3350)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
(Tween 20)

Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Protein Grolkenstandard

(Rainbow coloured protein high molecular

weight marker, ca. 1 mg/ml von jedem Protein)

Protein G-Sepharose 4 Fast Flow
Re-Blot Plus Strong Solution

Salzsaure

Saponin

Stickstoff-Basis ohne Aminosauren
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Trypanblau 0,4%

Ultrapure H,O

Ziegenserum

2.1.2 Enzyme

Enzym

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Minchen

Milllipore, Schwalbach

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BD Diagnostic Systems, Sparks, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

DaKoCytomation, Hamburg

Bezugsquelle

Alkalische Phosphatase (Shrimp Alkaline
Phosphatase)

DNS Polymerase Pyrobest™

DNS T4 Ligase

FastAP™ Thermosensitive Alkaline
Phosphatase

Restriktionsenzyme

T4 Polynukleotidkinase

USB Corporation, Cleveland, USA

Takara, Japan
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
New England BioLabs, Frankfurt a.M.
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2.1.3 Kits und Verbrauchsmaterial

Reagenz/Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

BCA Protein Assay Kit
Elektroporationsklvetten

Filme Hyperfilm™-ECL

Filterpapier Whatman 3MM
Glaskugelchen (425-600 um)

HDAC Assay Kit (Fluorometric Detection)
High Pure PCR Product Purification Kit
jetPEI™ DNS-Transfektionsreagenz
Kanulen

Membrane Lipid Strips™
Nitrozellulosemembran (Protran BA 85)
NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gele
Parafilm M

PCR-Softstrips (0,2 ml)

PIP Array™
PIP Strips™

Plasmid Isolierungskits

Plastikwaren

ProteoExtract®
Cytosol/Mitochondria Fractionation Kit
ProteoExtract®

Subcellular Proteome Extraction Kit
Sterilfilter
Ultrazentrifugenréhrchen

Yeastmaker™ Yeast Plasmid Isolation Kit

Zellsieb (70 ym, Nylon)

Pierce-Thermo Scientific, Rockford, USA
Bio-Rad, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

VWR, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Millipore-Upstate, Schwalbach
Roche Diagnostics, Mannheim
Polyplus, lllkirch, Frankreich

BD Pharma, Heidelberg

Echelon, Salt Lake City, USA
Schleicher & Schuell, Dassel
Invitrogen, Karlsruhe

American National Can, Chicago, USA
Biozym Scientific GmbH,

Hess. Oldendorf

Echelon, Salt Lake City, USA
Echelon, Salt Lake City, USA
QIAGEN, Hilden

NUNC, Wiesbaden

BD Falcon, Heidelberg

Corning, Amsterdam, Niederlande
Iwaki, Japan

Sarstedt, Numbrecht

Calbiochem-Merck, Darmstadt

Calbiochem-Merck, Darmstadt

Sartorius, Goéttingen

Beckman Coulter, Krefeld

Takara Bio Europe/Clontech, Saint-
Germain-en-Laye, Frankreich

BD Falcon, Heidelberg
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2.1.4 Geriate

Gerit

Hersteller

Analysenwaage (Chyo JL-180)
Brutschrank (BBD 6220)
Drehrad (Model L 28)
Elektrophoresekammer fir DNS
Elektrophoresekammer flir NUPAGE Gele
(XCELL SureLock Mini-Cell)
Elekroporationsgerat Gene Pulser |
ELISA Reader Sunrise
Entwicklermaschine Curix 60
Geldokumentationsanlage
Konfokales Lasermikroskop (LSM 510 Meta)
Klhlschrank
Kahlzentrifugen

Sorvall® RC 26 PLUS

Megafuge 1.0,

Omnifuge 2.0 RS
Mikroskop Axiovert 25
Multimode Microplate Reader
(Mithras LB 940)
PCR-Gerate

T1 Thermocycler,

T3 Thermocycler,

T-Gradient
pH-Meter (MP225)
Photometer (GeneQuantll)
Pipettierhilfe (Pipet-Boy, accu-jet)
Pipetten
Proteintransfer-Apparatur (Transblot SD)
Schattler fur Bakterienkulturen (3015)
Sterilbank (Hera Safe)
Thermobldcke

Thermomixer Compact

DRI Block

Welabo, Dusseldorf

Heraeus, Hanau

Labinco BV, Breda, Niederlande
Hoefer, Amstetten

Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Rad, Mlnchen
Tecan, Crailsheim

Agfa, Koln

Biometra, Gottingen
Zeiss, Jena

Liebherr, Ochsenhausen

Heraeus, Hanau

Zeiss, Jena
Berthold Technologies, Bad Wildbad

Biometra, Géttingen

Mettler Toledo, Giessen
Pharmacia, Braunschweig

Brand, Wertheim

Thermo Scientific, Rockford, USA
Bio-Rad, Mlnchen

GFL, Burgwedel

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Techne, Jahnsdorf
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Tischzentrifugen

Biofuge fresco

Centrifuge 5415 C, miniSpin

Megafuge 1.0 R
Ultraschall-Anlage (Branson-Sonifier 450)
Ultrazentrifuge L60
Ultrazentrifugenrotor SWS55Ti
Waage (Precisa 600)
Wasserbad

WNB22

1092

E100

2.1.5 Zellkulturmedien und Zusatze

Medien/Zusatze

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Heraeus, Hanau

G. Heinemann, Schwabisch Gmiind

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld

Oehmen, Essen
Memmert, Schwabach

GFL, Burgwedel

Lauda, Lauda-Kdénigshofen

Bezugsquelle

B-Mercaptoethanol

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

+ L-Glutamin

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
(D-PBS)

Fotales Kalberserum (FKS),

inaktiviert bei 56°C fir 30 min
L-Glutamin

Natriumpyruvat

Penicillin/Streptomycin

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 Medium - L-Glutamin
Trypsin/EDTA

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
PAN Biotech, Aidenbach
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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2.2 Medien und Puffer

2.2.1 Stammloésungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

Ampicillin Stammldsung

Auftragspuffer fur DNS (6x)

2x BBS

Blockierlésung

Coomassie-Blau-Farbelésung

Coomassie-Blau-Entfarbelésung

Erythrozyten-Lysepuffer

Fixierlésung

2x HBS-Lésung

100 mg/ml Ampicillin in ddH,O

15% Ficoll Typ 400
0,05% Bromphenolblau
0,05% Xylencyanol

50 mM BES
280 mM NaCl

1,5 mM Na;HPO,
pH 6,92

2% Ziegenserum in 0,1 x

Permeabilisierungsldsung

0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250
10% (v/v) Eisessig
40% (v/v) Ethanol

7% (v/v) Essigsaure
5% (v/v) Ethanol

155 mM NH,CL
10 mM KHCO4
0,1 mm EDTA

4% PFA in PBS
280 mM NacCl

100 mM HEPES
1,5 mM Na,HPO,, 7,11 < pH < 7,13
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Kanamycin Stammldsung

MOPS-SDS-Laufpuffer (Western Blot)

PEG/Lithiumacetatldsung

(Hefetransformation)

Permeabilisierungslosung

Protease-Inhibitor-Mischung fir das

AufschlieRen von Hefen

5x Protein-Auftragspuffer

Puffer A (fraktionierte Zelllyse)

50 mg/ml Kanamycin in ddH,O

50 mM MOPS
50 mM Tris
0,1% (w/v) SDS
1 mM EDTA
pH 7,7

40% PEG
1XTE
0,1 M Lithiumacetat

0,05% Saponin in PBS

0,1 mg/ml Pepstatin A
0,03 mM Leupeptin

145 mM Benzamidin
0,37 mg/ml Aprotinin

10% SDS

25% B-Mercaptoethanol
30 mM Tris-HCI pH 6,8
0,15% Bromphenolblau
45% Glyzerin

10 mM HEPES pH 7,9

1,5 mM MgCl,

10 mM KCI

0,5mMDTT

0,2 mM PMSF

0,4 mM NazVO,

1 Protease-Inhibitor-Cocktail-Tablette pro

10 mL auflosen
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Puffer B (fraktionierte Zelllyse)

Puffer fir das AufschlielRen von Hefen

TAE (Elektrophoresepuffer, DNS)

10x TE-Puffer

Transferpuffer (Western Blot)

TBS-T

20 mM HEPES pH 7,9

420 mM NaCl

1,5 mM MgCl,

0,2 mM EDTA

0,5mMDTT

0,2 mM PMSF

0,4 mM NazVO,

1 Protease-Inhibitor-Cocktail-Tablette pro

10 mL auflosen

8 M Harnstoff

5% (w/v) SDS

40 mM Tris-HCI pH 6,8

0,1 mM EDTA

0,4 mg/ml Bromphenolblau
1% (v/v) B-Mercaptoethanol
5% (v/v) PMSF (100X)

7% (v/v) Protease-Inhibitor-Mischung

40 mM Tris pH 8,0
2mM EDTA
20 mM Eisessig

0,1 M Tris-HCI
10 mM EDTA
pH-Wert auf 7,5 einstellen

1,25 mM Bicin

1,25 mM Bis-Tris
0,05 mM EDTA
20% (v/v) Methanol
pH 7,2

10 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NaCl
0,1% Tween 20
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TE-Puffer

Waschpuffer B (IP)

Waschpuffer C (IP)

Zelllyse-Puffer

Zelllyse-Puffer, hypotonisch
(Lipid-Membranen)

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
pH 7,5

0,2% NP-40

150 mM NaCl

10 mM Tris-HCI pH 7,6

1 Protease-Inhibitor-Cocktail-Tablette pro

10 ml auflésen

0,2% NP-40

500 mM NaCl

10 mM Tris-HCI pH 7,6

1 Protease-Inhibitor-Cocktail-Tablette pro

10 ml auflosen

1% NP-40

10 mM NaF

1 mM NazVO,

1mM PMSF

140 mM NaCl

20 mM Tris-HCI pH 7,6

5 mM MgCl,

1 Protease-Inhibitor-Cocktail-Tablette pro

10 mL auflosen

50 mM Tris-HCI pH 7,4

5 mM NaF

1 mM PMSF

1 mM NazVO,

1 Protease-Inhibitor-Cocktail-Tablette pro

10 mL auflosen
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2.2.2 Medien fiir die Bakterienkultur

Die Medien (s. Tab. 1) wurden durch Autoklavieren (121°C/2 bar/20 min) sterilisiert. Um

Festmedium zu erhalten, wurden dem Medium 15 g Agar pro Liter vor dem Autoklavieren

zugesetzt. Die Anzucht der Bakterien erfolgte aerob bei 37°C. Bakterien auf Agarplatten

wurden mit Parafilm verschlossen und bei 4°C maximal 4 Wochen aufbewahrt. Zur Langzeit-

konservierung wurden uber Nacht gewachsene Flussigkulturen mit 50% sterilem Glyzerin

vermischt und bei -80°C aufbewahrt.

Tabelle 1: Bakterienkulturmedien

Medium Zusammensetzung Menge

LB Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢
NacCl 10g
H2Opigest ad 1|
pH=7,2

2xYT Trypton 16 g
Hefeextrakt 10g
NaCl 59
H2Obigest ad 11
pH=7,0

S.0.C. Trypton 209
Hefeextrakt 59
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glukose 20 mM
H2Opigest ad 1|
pH=7

Zur positiven Selektion plasmidhaltiger Bakterien wurde dem Kulturmedium je nach verwen-

detem Plasmid Ampicillin oder Kanamycin beigefugt (s. Tab. 2).
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Tabelle 2: Verwendete Antibiotika

Substanz Stammldsung Endkonzentration

Ampicillin 50 mg/ml in HyOpigest, Sterilfiltriert 100 ug/ml

Kanamycin 50 mg/ml in HyOpigest, Sterilfiltriert 100 ug/ml

2.2.3 Medien fir die Hefekultur

Tabelle 3: Hefekulturmedien

Medium Zusammensetzung Menge

YPDA Pepton 20g
Hefeextrakt 10g
Glukose 209
Adenin-Hemisulfat 0,19
H2Obigest ad 11
pH=5,8

,orop-out*- Stickstoff-Basis ohne Aminosauren 6,79

Medium Glukose 209
Adenin-Hemisulfat (optional) 0,04 g
Dropout Supplement (- Leu, - Trp, - His, - 0,6¢g
Ade)
L-Histidin (optional) 0,2¢g
L-Leucin (optional) 19
L-Tryptophan (optional) 0,2¢g
X-o-Gal (optional) 0,04 g
H2Obidest ad 11
pH=5,8

Das Medium wurde durch Autoklavieren (121°C/2 bar/20 min) sterilisiert. Um Festmedium zu

erhalten, wurden dem Medium 20 g Agar pro Liter vor dem Autoklavieren zugesetzt.

Je nach Bedarf wurden dem ,Dropout‘-Medium vor dem Autoklavieren Adenin-Hemisulfat

bzw. nach dem Autoklavieren die angegeben Aminosauren beigefligt. Fur die Blau-Weil3-

Selektion wurde dem ,Dropout‘-Medium zuséatzlich X-o-Gal zugegeben und Agarplatten ge-

gossen.

Die Anzucht der Hefekulturen erfolgte aerob bei 30°C. Platten mit Hefekolonien wurden mit

Parafilm verschlossen und bei 4°C gelagert. Zur Langzeitkonservierung wurde eine einzelne
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Hefekolonie steril in 500 yl Medium Uberfihrt, Glyzerin bis zu einer Endkonzentration von

25% zugegeben, gemischt und bei -80°C gelagert.

2.2.4 Medien fiir die Zellkultur

Tabelle 4: Medien und Zusatze

Jurkat 293 T/ HelLa
293 FT

Grundmedium RPMI DMEM DMEM
Zusatze
FKS 10% 10% 10%
Penicillin (U/ml) 100 100 100
Streptomycin (ug/ml) 100 100 100
L-Glutamin 2 mM
B-ME (mM) 0,05
Natriumpyruvat 1 mM

2.3 Bakterienstamme, Hefestamme und Zelllinien

2.3.1 Bakterienstamme

In Tab. 5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme unter Angabe des Geno-

typs und der Referenz aufgelistet. Die Bakterienstamme E. coli DH5a und ElectroMAX™

DH5a-E™ wurden flr die Amplifikation von Plasmid-DNS verwendet, der Bakterienstamm E.

coli BL21 (DE3) gold hingegen diente der Expression von Fusionsproteinen.

Tabelle 5: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp Referenz
E. coli DH5a SsupE44 AlacU169 (080/acZAM15) hsdR17 re- (Hanahan, D.,
cA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 1983)

ElectroMAX™ DH50:-
ETM

E. coli BL21 (DE3)
Gold

F~ 80d/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1
endA1 hsdR17(r-, mc+) gal phoA supE44 )\
thi1 gyrA96 relA1

E. coliB F ompT hsdS (rg- mg-) dem” Tet
gali (DE3) endA Hte

Invitrogen, Karls-

ruhe

Stratagene,
Waldbronn
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2.3.2 Hefestamm

In Tab. 6 ist der in dieser Arbeit verwendete Hefestamm unter Angabe des Genotyps und der

Referenz aufgelistet.

Tabelle 6: Verwendeter Hefestamm

Hefestamm

Genotyp

Referenz

AH109

MATa, trp1-901, leu2-3,112, ura3-52, his3-
200, galdA, gal80A, LYS2, GAL1yas-GAL taTA-

HIS3, GAL2ps-GAL21pra-ADE2, URAS,
MEL1 UAS—MEL1 TATA-laCZ

2.3.3 Zellen und Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen und Zelllinien sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete Zellen und Zelllinien

(James, P. et al.,
1996)

Zelllinie

Eigenschaften

Referenz

Jurkat

Humane T-Lymphom-Zelllinie

Tumorbank, DKFZ

Jurkat SLy1-HA

Lentiviral mit pWPI-SLy1-HA transduzierte

Jurkat Zellen

Bernhard Reis, Dus-
seldorf

Jurkat SLy1S27A-HA

Lentiviral mit pWPI-SLy1S27A-HA

transduzierte Jurkat Zellen

Bernhard Reis, Dis-
seldorf

Jurkat SLy1A-HA

Lentiviral mit pWPI-SLy1A-HA

transduzierte Jurkat Zellen

Bernhard Reis, Dis-
seldorf

Jurkat SLy1ANLS- Lentiviral mit pWPI-SLy1ANLS-HA Bernhard Reis, Dis-
HA transduzierte Jurkat Zellen seldorf

Jurkat SLy1ASH3- Lentiviral mit pWPI-SLy1ASH3-HA in dieser Arbeit gene-
HA transduzierte Jurkat Zellen riert

Jurkat SLy1ASAM- Lentiviral mit pWPI-SLy1ASAM-HA in dieser Arbeit gene-
HA transduzierte Jurkat Zellen riert

Jurkat SLy1APESTL- Lentiviral mit p?WPI-SLy1APESTL-HA in dieser Arbeit gene-
HA transduzierte Jurkat Zellen riert

Jurkat Lentiviral mit pWPI-SLy1APESTH-HA in dieser Arbeit gene-

SLy1APESTH-HA

transduzierte Jurkat Zellen

riert

Jurkat SLy2-HA

Lentiviral mit pWPI-SLy2-HA transduzierte
Jurkat Zellen

Max von Holleben,
Disseldorf
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Jurkat SLy2S23A-HA  Lentiviral mit pWPI-SLy2S23A-HA

transduzierte Jurkat Zellen

Max von Holleben,
Disseldorf

Jurkat SLy2ANLS- Lentiviral mit pWPI-SLy2ANLS-HA Max von Holleben,

HA transduzierte Jurkat Zellen Dusseldorf

Jurkat SLy2ASH3- Lentiviral mit pWPI-SLy2ASH3-HA Max von Holleben,

HA transduzierte Jurkat Zellen Dusseldorf

Jurkat SLy2ASAM- Lentiviral mit pWPI-SLy2ASAM-HA Max von Holleben,

HA transduzierte Jurkat Zellen Dusseldorf

HEK 293T Humane, embryonale Nierenzelllinie ATCC, Rockville, USA
293FT Aus 293T Zellen abgeleitete Zelllinie zur (Naldini, L. et al., 1996)

Maximierung der Virusproduktion

2.4 Oligonukleotide

Alle in diesem Kapitel aufgefihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Mar-

tinsried) synthetisiert, gereinigt und lyophilisiert. In Tab. 8 sind die Primer aufgelistet, die fir

die Klonierung der verschiedenen in dieser Arbeit generierten Expressionskonstrukte ver-

wendet wurden.

Tabelle 8: Primer zur Klonierung verschiedener Fusionskonstrukte

Primername

Sequenz (5'—3’)

Verwendung

SLy2-myc_for

ATA GTC GAC ATG CTA AAG
AGG AAG CCATCC

SLy2-myc-Konstrukt

SLy2-myc_rev

ATT GCG GCC GCG AGG TCA
CTG GAT TCT GTG

SLy2-myc-Konstrukt

Flag-SLy1_for

TAT GCG GCC GCAATT TTG
CGT CGC AAACCC TCC

Flag-SLy1-Konstrukt

Flag-SLy1 _rev

TAT GTC GAC TCA AGG TGC
CCC AGA CAG G

Flag-SLy1-Konstrukt

Flag-SLy1ANLS _for

TAT GCG GCC GCAATTTTG

Flag-SLy1ANLS-

CGT CGC AAA CCC TCC Konstrukt
Flag-SLy1ANLS_rev TAT GTC GAC TCAAGG TGC  Flag-SLy1ANLS-
CCCAGACAGG Konstrukt
SLy1_Frag1_ASH3_rev ACA GAA AGG CCC CGT GTA  Flag-SLy1ASH3-
CTG GGG Konstrukt
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SLy1_Frag2 ASH3 for

GAG GAG GCT GTG GGA
CCT GTA CGC CCC AGT CGC

Flag-SLy1ASH3-

Konstrukt

SLy1_Frag1_ASAM_rev

TTT GCT CTG TCG GCG ACT
GGG GCG

Flag-SLy1ASAM-

Konstrukt

SLy1_Frag2_ASAM_for

GAC ACT GGC AGT GAA GAG
GCT GAA GAG

Flag-SLy1ASAM-

Konstrukt

SLy1_Frag1_APESTH_rev

CAC CAT CAT CTT GCC CAT
CTT

Flag-SLy1APESTH-

Konstrukt

SLy1 Frag2 APESTH_for

AAG ATGGCCCTGGCCTTT
AC

Flag-SLy1APESTH-

Konstrukt

SLy1 Frag1 APESTL rev

CTC GCT CAC CAC GGG GGA

Flag-SLy1APESTL-

Konstrukt

SLy1_Frag2_ APESTL_for

AAG AGT GGC AAAAAG TTG
GG

Flag-SLy1APESTL-

Konstrukt

SLy1ASH3-HA_for

AAA ATT TAAATG CCA CCA
TGT TGC GTC GCA AAC CCT
CC

SLy1ASH3-HA-Konstrukt

SLy1ASH3-HA_rev

AGC TTA ATT AAT CAC GCG
TAATCT GGA ACATCG TAT
GGG TAA GGT GCC CCA

SLy1ASH3-HA-Konstrukt

SLy1ASAM-HA_for

AAA ATT TAAATG CCA CCA
TGT TGC GTC GCA AAC CCT
CC

SLy1ASAM-HA-

Konstrukt

SLy1ASAM-HA_rev

AGC TTA ATT AAT CAC GCG
TAATCT GGA ACATCG TAT
GGG TAA GGT GCC CCA

SLy1ASAM-HA-

Konstrukt

SLy1APESTH-HA_for

AAA ATT TAAATG CCA CCA
TGT TGC GTC GCA AAC CCT
CC

SLy1APESTH-HA-

Konstrukt

SLy1APESTH-HA rev

AGC TTA ATT AAT CAC GCG
TAATCT GGA ACATCG TAT
GGG TAA GGT GCC CCA

SLy1APESTH-HA-

Konstrukt

SLy1APESTL-HA_for

AAA ATT TAA ATG CCA CCA
TGT TGC GTC GCA AAC CCT
CC

SLy1APESTL-HA-

Konstrukt
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SLy1APESTL-HA_rev

AGC TTA ATT AAT CAC GCG
TAATCT GGA ACATCG TAT

SLy1APESTL-HA-

Konstrukt

GGG TAA GGT GCC CCA
pGBKT7-SLy1_for TAT GAATTC ATT TTG CGT Klonierung der SLy1-
CGC AAACCC cDNS in den Vektor
pGBKT7
pGBKT7-SLy1_rev TAT GTC GAC TCA AGG TGC  Klonierung der SLy1-

CCCAGACAGG

cDNS in den Vektor
pGBKT7

pGBKT7-SLy1_SH3 for

TAT GAATTC GGG CGT GCC
CGAGTC CACACT G

Klonierung der
SLy1SH3-cDNS in den
Vektor pGBKT7

pGBKT7-SLy1 _SH3 rev

TAT GTC GAC GGG TAG CAC
ATC CAC GTAGAT G

Klonierung der
SLy1SH3-cDNS in den
Vektor pGBKT7

pGBKT7-SLy1_SAM_for

TAT GAATTC GGC AAG AGG
CCC AAG CCC AAG

Klonierung der
SLy1SAM-cDNS in den
Vektor pGBKT7

pGBKT7-SLy1_SAM_rev

TAT GTC GAC ATA GTC CAG
TAG CAG CTC TGC

Klonierung der
SLy1SAM-cDNS in den
Vektor pGBKT7

pGBKT7-SLy2 for

ATT GAATTC ATT CTA AAG
AGG AAG CCATCC

Klonierung der SLy2-
cDNS in den Vektor
pGBKT7

pGBKT7-SLy2_ rev

ATT GTC GAC TCA GTC ACT
GGATTCTGT G

Klonierung der SLy2-
cDNS in den Vektor
pGBKT7

pGBKT7-SLy2_SH3 for

TAT GAATTC GGC CGG GCC
AAA GTG CAC

Klonierung der
SLy2SH3-cDNS in den
Vektor pGBKT7

pGBKT7-SLy2_SH3 rev

TAT GTC GAC TAA GAT AAC
ATC CAC ATA AAT

Klonierung der
SLy2SH3-cDNS in den
Vektor pGBKT7

pGBKT7-SLy2_ SAM for

TAT GAATTC AGA AGA GAG
AAC CAC CAG AC

Klonierung der
SLy2SAM-cDNS in den
Vektor pGBKT7
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pGBKT7-SLy2 SAM_ rev

TAT GTC GAC TTC ATC CAG
GAG ACT CTC GG

Klonierung der
SLy2SAM-cDNS in den
Vektor pGBKT7

Flag-SAP30_for

ATT GAATTC TAT TAA CGG
CTT CAC TCC GGA GG

Flag-SAP30-Konstrukt

Flag-SAP30_rev

ATT GTC GAC CTA GTG AAC
ACCACTGTCG

Flag-SAP30-Konstrukt

GST-SAP30_for

TAT GAATTC ATG AAC GGC
TTC ACT CCG GAG G

GST-SAP30-Konstrukt

GST-SAP30_rev

TAT CTC GAG CTA GTG AAC
ACCACT GTCGGCC

GST-SAP30-Konstrukt

2.5 Plasmidvektoren

2.5.1 Ausgangsvektoren

Fir die Klonierung und Expression von DNS-Sequenzen wurden verschiedene, teilweise

kommerziell erhaltliche Ausgangsvektoren verwendet.

In Tab. 9 sind zudem Plasmidvektoren aufgelistet, die im Verlauf der Arbeit zwar verwendet

aber nicht eigenstandig kloniert wurden.

Tabelle 9: Verwendete Plasmidvektoren

Bezeichnung

Eigenschaften

Referenz

psPAX2 Lentiviraler Verpackungsvektor, CAG- (Zufferey, R. et al.,
Promotor, Amp~® 1998) und
http://tronolab.epfl.ch
pEF/myc/cyto Eukaryontischer Expressionsvektor flir C- Invitrogen, Karlsruhe

terminale myc-Fusionsproteine, humaner

EF-1a-Promotor, Amp®, Neo®

pFlag-CMV™-2

Expressionsvektor fir N-terminale Flag-

Fusionsproteine, CMV-Promotor, AmpR

Sigma-Aldrich, Taufkir-

chen

pGBKT7

Vektor fir die Expression (in Hefe) von Pro-
teinen, die mit den AS 1-147 der GAL4
DNS-Bindedomane fusioniert werden sol-
len, ADH1-Promotor, c-myc-Epitop, TRP1-

Gen, Kan®

Takara Bio Euro-

pe/Clontech
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pGEX-4-T1 Prokaryontischer Expressionsvektor fir N-  GE Healthcare, Min-
terminale GST-Fusionsproteine, tac- chen
Promotor, Amp~®

pMD2G Lentivirales Hullplasmid, CMV-Promotor, http://tronolab.epfl.ch
AmpR

pWPI Lentiviraler bicistronischer Expressionsvek-  (Zufferey, R. et al.,

tor mit einer GFP-Kassette unter Kontrolle

einer IRES-Sequenz , EF-1a-Promotor,

AmpR

1998) und
http://tronolab.epfl.ch

SLy1-HA (pWPI)

Lentiviraler Expressionsvektor fur ein SLy1-
HA-Konstrukt, EF-10-Promotor, Amp"®

Bernhard Reis, Dissel-
dorf

SLy1S27A-HA
(PWPI)

Lentiviraler Expressionsvektor fur ein SLy1-
HA-Konstrukt, in dem Serin27 zu Alanin

mutiert wurde, EF-1a-Promotor, Amp~

Bernhard Reis, Dissel-
dorf

SLy1A-HA (pWPI)

Lentiviraler Expressionsvektor fir ein
SLy1A-HA-Konstrukt, dessen Sequenz dem
SLy1 entspricht, das in den SLy1%-

Méausen vorkommt , EF-1o-Promotor, AmpR

Bernhard Reis, Dissel-
dorf

SLy1ANLS-HA
(PWPI)

Lentiviraler Expressionsvektor fir ein SLy1-

HA-Konstrukt, in dem der zweite Teil der
NLS fehlt, EF-10-Promotor, Amp~®

Bernhard Reis, Dissel-
dorf

SLy2-HA (pWPI)

Lentiviraler Expressionsvektor fir ein SLy2-
HA-Konstrukt, EF-1ca-Promotor, AmpR

Max von Holleben, Diis-
seldorf

SLy2S23A-HA
(pWPI)

Lentiviraler Expressionsvektor fir ein SLy2-
HA-Konstrukt, in dem Serin23 zu Alanin

mutiert wurde, EF-1a-Promotor, AmpR

Max von Holleben, Diis-
seldorf

SLy2ANLS-HA
(PWPI)

Lentiviraler Expressionsvektor fir ein SLy2-
HA-Konstrukt, in dem der zweite Teil der
NLS fehlt, EF-10-Promotor, Amp~®

Max von Holleben, Diis-
seldorf

SLy2ASH3-HA
(PWPI)

Lentiviraler Expressionsvektor fur ein SLy2-
HA-Konstrukt, in dem die SH3-Doméane
fehlt, EF-10-Promotor, Amp~

Max von Holleben, Dis-
seldorf

SLy2ASAM-HA
(PWPI)

Lentiviraler Expressionsvektor fur ein SLy2-
HA-Konstrukt, in dem die SAM-Doméane
fehlt, EF-10-Promotor, Amp~

Max von Holleben, Dis-
seldorf
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SLy1-myc Eukaryontischer Expressionsvektor flir ein Sandra Beer-Hammer,
(pSecTagB) C-terminales SLy1-myc-Konstrukt, CMV- Tlbingen

Promotor, Amp~®
GST-14-3-3p Prokaryontischer Expressionsvektor flr ein  Angelika Hausser, Stutt-
(PGEX-4-T1) N-terminales GST-14-3-33-Konstrukt, tac- gart

Promotor, Amp~®
GST-14-3-3y Prokaryontischer Expressionsvektor flr ein ~ Angelika Hausser, Stutt-
(PGEX-4-T1) N-terminales GST-14-3-3y-Konstrukt, tac- gart

Promotor, Amp~®
GST-14-3-3¢ Prokaryontischer Expressionsvektor fir ein  Angelika Hausser, Stutt-
(PGEX-4-T1) N-terminales GST-14-3-3e-Konstrukt, tac- gart

Promotor, Amp~®
GST-14-3-3 Prokaryontischer Expressionsvektor fur ein  Angelika Hausser, Stutt-
(PGEX-4-T1) N-terminales GST-14-3-3n-Konstrukt, tac- gart

Promotor, Amp~®
GST-14-3-30 Prokaryontischer Expressionsvektor fir ein  Angelika Hausser, Stutt-
(PGEX-4-T1) N-terminales GST-14-3-30-Konstrukt, tac- gart

Promotor, Amp~®
GST-14-3-3t Prokaryontischer Expressionsvektor fir ein  Angelika Hausser, Stutt-
(PGEX-4-T1) N-terminales GST-14-3-3t-Konstrukt, tac- gart

Promotor, Amp~®
GST-14-3-3¢ Prokaryontischer Expressionsvektor flr ein ~ Angelika Hausser, Stutt-
(PGEX-4-T1) N-terminales GST-14-3-3¢-Konstrukt, tac- gart

Promotor, Amp~®
HDAC1-Flag Prokaryontischer Expressionsvektor fur ein ~ (Emiliani, S. et al., 1998)

(pcDNA3.1-Flag)

C-terminales HDAC1-Flag-Konstrukt, CMV-

Promotor, Amp~®
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2.5.2 Im Rahmen der Arbeit erstellte Vektoren

In Tab. 10 sind alle in dieser Arbeit generierten Plasmidvektoren aufgelistet.

Tabelle 10: Hergestellte Plasmide

Bezeichnung

Vektor

Insert

Eigenschaften

Flag-SLy1

pFlag-CMV™-2

SLy1-cDNS 5’ fusio-
niert mit einer Flag-

Epitop-Markierung

Eukaryontischer SLy1-

Expressionsvektor

Flag-SLy1ANLS

pFlag-CMV™-2

SLy1ANLS-cDNS 5’
fusioniert mit einer
Flag-Epitop-

Markierung

Eukaryontischer
SLy1ANLS-

Expressionsvektor

Flag-SLy1ASH3

pFlag-CMV™-2

SLy1ASH3-cDNS &’
fusioniert mit einer
Flag-Epitop-

Markierung

Eukaryontischer
SLy1ASH3-

Expressionsvektor

Flag-SLy1ASAM

pFlag-CMV™-2

SLy1ASAM-cDNS 5’

fusioniert mit einer

Eukaryontischer
SLy1ASAM-

Flag-Epitop- Expressionsvektor
Markierung

Flag- pFlag-CMV™-2  SLy1APESTH-cDNS Eukaryontischer

SLy1APESTH 5’ fusioniert mit einer SLy1APESTH-
Flag-Epitop- Expressionsvektor
Markierung

Flag- pFlag-CMV™-2  SLy1APESTL-cDNS 5’  Eukaryontischer

SLy1APESTL fusioniert mit einer SLy1APESTL-
Flag-Epitop- Expressionsvektor
Markierung

SLy1ASH3-HA pWPI SLy1ASH3-cDNS 5’ Lentiviraler SLy1ASH3-
fusioniert mit einer HA-  Expressionsvektor
Epitop-Markierung

SLy1ASAM-HA pWPI SLy1ASAM-cDNS &’ Lentiviraler SLy1ASAM-

fusioniert mit einer HA-

Epitop-Markierung

Expressionsvektor
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SLy1APESTH-HA  pWPI SLy1APESTH-cDNS Lentiviraler SLy1APESTH-
5’ fusioniert mit einer Expressionsvektor
HA-Epitop-Markierung

SLy1APESTL-HA  pWPI SLy1APESTL-cDNS 5’  Lentiviraler SLy1APESTL-
fusioniert mit einer HA-  Expressionsvektor
Epitop-Markierung

pGBKT7-SLy1 pGBKT7 SLy1-cDNS 5’ fusio- Eukaryontischer (Hefe)
niert mit der GAL4 SLy1-Expressionsvektor,
DNS-Bindedomane Koderplasmid fiir ein Hefe-
und einer myc-Epitop-  Zwei-Hybrid-System
Markierung

pGBKT7- pGBKT7 SLy1SH3-cDNS 5’ fu- Eukaryontischer (Hefe)

SLy1SH3 sioniert mit der GAL4 SLy1SH3-
DNS-Bindedoméane Expressionsvektor,
und einer myc-Epitop-  Kdderplasmid flir ein Hefe-
Markierung Zwei-Hybrid-System

pGBKT7- pGBKT7 SLy1SAM-cDNS & Eukaryontischer (Hefe)

SLy1SAM fusioniert mit der GAL4 SLy1SAM-
DNS-Bindedomane Expressionsvektor,
und einer myc-Epitop-  Kdderplasmid fiir ein Hefe-
Markierung Zwei-Hybrid-System

SLy2-myc pEF/myc/cyto SLy2-cDNS 5’ fusio- Eukaryontischer SLy2-
niert mit einer myc- Expressionsvektor
Epitop-Markierung

pGBKT7-SLy2 pGBKT7 SLy2-cDNS 5’ fusio- Eukaryontischer (Hefe)
niert mit der GAL4 SLy2-Expressionsvektor,
DNS-Bindedoméane Kdderplasmid fir ein Hefe-
und einer myc-Epitop-  Zwei-Hybrid-System
Markierung

pGBKT7- pGBKT7 SLy2SH3-cDNS 5’ fu-  Eukaryontischer (Hefe)

SLy2SH3 sioniert mit der GAL4 SLy2SH3-

DNS-Bindedomane
und einer myc-Epitop-

Markierung

Expressionsvektor,
Kdderplasmid fir ein Hefe-

Zwei-Hybrid-System
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pGBKT7- pGBKT7 SLy2SAM-cDNS &’ Eukaryontischer (Hefe)

SLy2SAM fusioniert mit der GAL4 SLy2SAM-
DNS-Bindedomane Expressionsvektor,
und einer myc-Epitop-  Kdderplasmid fiir ein Hefe-
Markierung Zwei-Hybrid-System

Flag-SAP30 pFlag-CMV™-2  SAP30-cDNS 5’ fusio-  Eukaryontischer SAP30-
niert mit einer Flag- Expressionsvektor
Epitop-Markierung

GST-SAP30 pGEX-4-T1 SAP30-cDNS 5’ fusio-  Prokaryontischer SAP30-
niert mit einer GST- Expressionsvektor
Epitop-Markierung

2.6 Antikorper

In Tab. 11 sind die in dieser Arbeit verwendeten primaren Antikdrper und in den Tab. 12 und

13 die sekundaren Antikorper aufgelistet.

Tabelle 11: Primare Antikoérper

Antigen Reaktivitat | Spezies/ Klon Verwen- Bezugs-quelle
Markierung dung
[B-Aktin Maus, Maus AC-74 WB Sigma-Aldrich,
Mensch Taufkirchen
Caspase-3 | Mensch, Kaninchen 8G10 WB Cell Signaling,
Maus, Ratte USA
c-myc Maus 9E10 WB, IP AbD Serotec,
UK
c-myc Maus 9E10 IF Santa Cruz,
USA
FLAG Maus, HRP M2 WB Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
GST Ziege WB GE Healthcare,
Minchen
HA Kaninchen WB, IP Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
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HA Maus HA-7 WB, IP Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

PARP Mensch, Maus C2-10 WB BD
Maus, Biosciences,
Hamster, Heidelberg
Rind

Tom20 Maus, Rat- Kaninchen WB Santa Cruz,
te, Mensch USA

Vimentin Maus, Rat- Kaninchen WB Santa Cruz,
te, Mensch USA

Tabelle 12: Sekundare Antikorper (Meerrettich-Peroxidase-konjugiert)

Antigen Reaktivitat Spezies Verwendung | Bezugsquelle

IgG + IgM Maus Ziege WB Dianova, Hamburg

IgG Maus Maus WB Natutec/eBiosciences,
Frankfurt a. M.

IgG Kaninchen Ziege WB BD Biosciences, Heidelberg

IgG Ziege Maus WB Dianova, Hamburg

Tabelle 13: Sekundare Antikorper (Fluoreszenzfarbstoff-markiert)

Antigen Reaktivitat | Spezies Farbstoff Verwen- | Bezugsquelle
dung
IgG 1 Maus Ziege AlexaFluor® | IF Invitrogen (Molecular
488 Probes), Karlsruhe
IgG Kaninchen | Ziege AlexaFluor® | IF Invitrogen (Molecular
633 Probes), Karlsruhe

2.7 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

2.7.1 Analytische Plasmidpraparation aus Bakterien

Fir die analytische Plasmidpraparation wurde eine einzelne E.coli-Kolonie in 2 ml
antibiotikahaltigem Medium Uber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert. Die Bakterienkultur
wurde in der exponentiellen Wachstumsphase durch eine Zentrifugation bei 6.000 rpm flr
funf Minuten geerntet und nachfolgend mittels alkalischer Lyse (Birnboim, H.C. und Doly, J.,
1979) aufgeschlossen und die Plasmid-DNS prapariert. Im Zuge der alkalischen Lyse wer-
den die Bakterien unter fir RNS, DNS und Proteine denaturierenden Bedingungen mittels
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SDS in Gegenwart von NaOH in der Kalte lysiert. Bei der anschlielenden Neutralisation er-
folgt eine Ko-Prazipitation von SDS, chromosomaler DNS und Proteinen. Die Plasmid-DNS
hingegen renaturiert und verbleibt in Lésung, aus der sie nachfolgend mittels Ethanol-Fallung
gewonnen werden kann. Die in dieser Arbeit bei der alkalischen Lyse verwendeten Lésun-
gen P1, P2 und P3 wurden von der Firma Qiagen hergestellt.

Bei der Durchfiihrung der alkalischen Lyse wurde das durch Zentrifugation gewonnene Zell-
pellet in 300 pl Puffer P1 resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte durch Zugabe von
300 pl Puffer P2 und eine finfmindatige Inkubation bei Raumtemperatur. Mit Hilfe des sauren
Bindungspuffers P3 wurde das Lysat anschliefend neutralisiert, wobei es flir zehn Minuten
auf Eis inkubiert wurde. Nach einer Zentrifugation bei 10.000 rpm und 4°C fir 15 Minuten
konnte der plasmidhaltige Uberstand in eine neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt und die DNS
durch Zugabe des 0,8fachen Volumens Isopropanol fir zehn Minuten bei Raumtemperatur
gefallt werden. Die Plasmid-DNS wurde anschlief3end durch eine Zentrifugation bei 13.000
rom und Raumtemperatur fir 15 Minuten gefallt und das Pellet in 70% Ethanol gewaschen.
Danach wurde die DNS getrocknet und in 20-50 pl sterilem Wasser gelost. Positive Klone mit
der gewlinschten Plasmid-DNS wurden mittels Restriktionsanalyse und Auftrennung der

Restriktionsfragmente auf einem analytischen Agarosegel identifiziert.

2.7.2 Praparative Plasmidisolierung aus Bakterien

Bei der praparativen Plasmidisolierung wurden ungefahr 500 pl Bakteriensuspension aus der
analytischen Plasmidpraparation in 250 ml antibiotikahaltigem Medium tber Nacht schittelnd
bei 37°C inkubiert. Die Plasmidpréparation aus der Ubernachtkultur erfolgte gemaR Herstel-
lerangaben (Qiagen Maxi Kit Protokoll). Die DNS-Konzentration wurde durch Messung der
Absorption bei 260 nm ermittelt. Die Reinheit der DNS-Losung konnte Uber den Quotienten
der Absorption bei 260 nm und 280 nm bestimmt und anschlieRend die Plasmid-DNS Uber

Restriktionsanalyse verifiziert werden.

2.7.3 Enzymatische Behandlung von DNS

Restriktionsanalyse von DNS

Restriktionsendonukleasen vom Typ |l erkennen spezifische, palindromische Erkennungsse-
quenzen von vier bis acht Basenpaaren doppelstrangiger DNS. Sie katalysieren die Hydroly-
se der Phosphodiesterbindungen beider Strange, infolgedessen DNS-Molekile mit definier-
ten Enden entstehen, welche sich fur Klonierungszwecke eignen.

Fir eine vollstandige enzymatische Reaktion wurden 2-5 Einheiten Restriktionsenzym pro ug
Plasmid-DNS eingesetzt. In Tab. 14 ist der allgemeine Ansatz eines Restriktionsverdaus

aufgelistet.
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Tabelle 14: Restriktionsverdau

Zusammensetzung

DNS x Ml (2 pg entsprechend)
Puffer (10x) 2 ul

Enzym 1l

H2Ovigest ad 20 pl

Die Menge des eingesetzten Enzyms sollte 10 % des Reaktionsvolumens nicht Gberschrei-
ten, da die Reaktion durch einen zu hohen Anteil des Enzymkonservierungsmittels Glyzerin
beeintrachtigt werden kann.

Die Restriktionsansatze wurden 1-2 Stunden bei 37°C inkubiert und mittels Gelelektrophore-

se analysiert.

Dephosphorylierung von DNS

Mit Hilfe der alkalischen Phosphatase werden die 5’-Enden eines Vektors dephosphoryliert,
so dass eine Selbstligation eines Vektors mir kompatiblen Enden vermieden und zudem die
gewunschte Ligation zwischen Vektor und DNS-Fragment beglnstigt wird.

Im Zuge der Dephosphorylierung wurde dem Reaktionsansatz nach dem Restriktionsverdau
bzw. der Linearisierung des Vektors eine Einheit alkalische Phosphatase zugegeben und
dieser dann eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Inaktivierung des
Enzyms bei 65°C flr zehn Minuten, um eine bei der nachfolgenden Ligation stérende En-

zymaktivitat zu vermeiden.

Ligation von DNS-Molekilen

Die DNS-Ligase des Bakteriophagen T4  katalysiert die  Bildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen einem 5’-Phosphat und einem 3’-Hydroxylende linearer
DNS-Molekile. Das Enzym verbindet sowohl Gberstehende als auch glatte Enden miteinan-
der. Eine effiziente Ligation doppelstrangiger DNS-Molekule erfordert ein passendes molares
Verhaltnis der zu ligierenden DNS-Fragmente. Dieses sollte in etwa 1:3 von Vektor zu DNS-
Fragment betragen.

Bei der Durchfiihrung der Ligation wurden dem DNS-Ansatz 2 pl 10x Reaktionspuffer und 1-
2 Einheiten T4 DNS-Ligase zugegeben und der Ansatz mit HoOpigest @uf 20 ul aufgefiillt. An-

schliel®end erfolgte die Ligation bei Raumtemperatur innerhalb von 60 Minuten.
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2.7.4 Transformation von E. coli Bakterien

Transformation chemokompetenter Bakterien

CaCl,-behandelte Bakterien konnen durch einen kurzen Hitzeschock mit Plasmid-DNS trans-
formiert werden (Cohen, S.N. et al., 1972).

Fir die Transformation wurden chemokompetente Bakterien der E. coli-Stamme DH5a
(Hanahan, D., 1983) und BL21 (DE3) gold verwendet. Nach vorsichtigem Auftauen der Bak-
teriensuspension auf Eis wurden 500 ng bis 1 pug der zu transformierenden Plasmid-DNS
zugegeben und die Bakterien fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Bak-
terien flr 40 Sekunden bei 42°C inkubiert und danach sofort fir zwei Minuten auf Eis abge-
kahlt. Nach Zugabe von 500 pl antibiotikafreiem LB-Medium wurden die Bakterien fur eine
Stunde bei 37°C geschuttelt, um die Expression der plasmidkodierten Antibiotikaresistenz zu
erreichen. 150 pl des Transformationsansatzes wurden auf LB-Platten mit dem entsprechen-
den Antibiotikum ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Positive Klone wurden an-

schlieffend Uber Plasmidisolierung und Restriktionsanalyse verifiziert.

Transformation elektrokompetenter Bakterien

Die elektrische Transformation ist im Vergleich zur Transformation mittels Hitzeschock we-
sentlich effizienter. Das Einschleusen der Fremd-DNS in die Bakterien erfolgt in diesem Fall
durch Elektroporation. Die bakterielle Suspension wird hierbei unter hoher Spannung einem
kurzen elektrischen Puls ausgesetzt. Dies fuhrt zur Ausbildung winziger Poren in der bakteri-
ellen Zellmembran, durch welche die Fremd-DNS direkt in das Zytoplasma aufgenommen
wird und anschlieend in den Zellkern gelangen kann.

Fir die Transformation von Plasmid-DNS aus Hefen wurden elektrokompetente Bakterien

des E. coli-Stammes DH5a (ElectroMAX™ DH5a-E™, Invitrogen) verwendet. Nach dem Auf-

tauen der Bakteriensuspension auf Eis und Zugabe der Plasmid-DNS erfolgte der Puls bei
2,0 kV und 25 pF (Elekroporationsgerat Gene Pulser |l, Bio-Rad). Die Bakterien wurden im
Anschluss in 1 ml S.0.C.-Medium eine Stunde bei 37°C schittelnd inkubiert. Zur positiven
Selektion der Bakterien mit den gewunschten Plasmiden wurde die Bakteriensuspension
anschlieRend auf Petrischalen mit antibiotikahaltigem LB-Agar ausgestrichen und Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Aus Einzelkolonien wurde danach die Plasmid-DNS isoliert, sequenziert
und die Identitat der DNS mittels BLASTN ermittelt.

2.7.5 Kryokonservierung von Bakterien

Fir eine dauerhafte Lagerung verschiedener Bakterienstamme wurden Glyzerinstammkultu-
ren angelegt. Hierzu wurden 500 pl einer sich in der exponentiellen Wachstumsphase befind-
lichen Bakterienkultur mit 500 pl sterilem Glyzerin vermischt und die Lésung vorsichtig ho-

mogenisiert. Anschlieend erfolgte eine Lagerung der Bakterien bei -80°C.
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2.7.6 Amplifikation von DNS-Molekiilen mittels PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird zur selektiven Vervielfaltigung definierter
Nukleinsaureabschnitte eingesetzt. Sie beruht auf der Eigenschaft der DNS-Polymerasen,
einzel-strangige DNS als Matrize fur die Synthese eines Komplementarstranges benutzen zu
kénnen, so dass auf diesem Wege extrem viele Kopien einer spezifischen DNS-Sequenz
produziert werden kdnnen (Mullis, K. et al., 1992). Die Grundlage einer PCR stellen zyklische
Temperaturveranderungen dar. Nach der Denaturierung der doppelstrangigen DNS durch
Hitze, hybridisieren spezifische Oligonukleotidprimer an die 5’- und 3’-flankierenden Sequen-
zen des zu amplifizierenden DNS-Fragments. An diese anknlpfend kann dann mit Hilfe einer
DNS-Polymerase ein DNS-Doppelstrang aus der einzelstrangigen Vorlage synthetisiert wer-
den. Nach der Synthese des Komplementéarstranges fiihrt eine sich wiederholende Abfolge
von Hitzedenaturierung, Primerhybridisierung und Verlangerung des DNS-Stranges Uber 30-
35 Zyklen zu einer exponentiellen Anreicherung des gewlnschten DNS-Fragmentes.

die Zusammensetzung von Standard-PCR-Anséatzen, wie sie im Zuge dieser Arbeit In dieser
Arbeit wurde fur die Durchfihrung der PCRs die DNS-Polymerase Pyrobest™ (Takara) aus
Pyrococcus sp. gewahlt, welche eine sehr gute Produktivitat und auf Grund ihrer Korrektur-

aktivitat (3’—>5’ Exonukleaseaktivitat) eine sehr geringe Fehlerrate aufweist. Tabelle 15 zeigt

verwendet wurden.

Tabelle 15: Standard-PCR-Ansatz

Reagenz Volumen
DNS ca. 100 ng
10x PCR-Puffer 5ul
dNTP-Mixtur (enthalt 2,5 mM jedes dNTPs) 4 ul
5’-Oligonukleotid (20 pmol) 1l
3’-Oligonukleotid (20 pmol) 1l
DNS-Polymerase (5 Einheiten/pl) 0,5 ul
H2Obigest ad 50 pl

Die Sequenzen der eingesetzten Oligonukleotide sind in Kapitel 2.4 angegeben.

Die Durchfuhrung samtlicher PCRs erfolgte, indem die Reaktion auf Eis angesetzt, kurz mit
einem Vortex-Gerat gemischt und abzentrifugiert wurde. In Tab. 16 sind die Bedingungen
aufgefuhrt, unter welchen die PCRs durchgefihrt wurden. Die Temperatur fir die Hybridisie-
rung der Oligonukleotidprimer ist sequenzabhangig und die Extensionsdauer jeder PCR
hangt von der GréRRe des zu amplifizierenden PCR-Produktes ab. In der Regel wird jedoch

ca. eine Minute pro 1000 Basenpaare bendtigt.
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Tabelle 16: Standard-PCR-Bedingungen

Funktion Dauer  Temperatur Zykluswiederholung Anzahl Zyk-
len

DNS-Denaturierung 10s 98°C

Primerhybridisierung 30s 55°-68°C x 30

Extension variabel 72°C

Pause 4°C

2.7.7 Fusion von PCR-Fragmenten

Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedene SLy1-Deletionsmutanten erstellt, indem defi-
nierte Bereiche der cDNS-Sequenz von SLy1 entfernt wurden. Dazu wurden PCR-
Fragmente hergestellt, die den zu deletierenden Bereich der cDNS aussparten und an-
schlie®end miteinander fusioniert werden konnten. Diese Technik wird als PCR-Ligation-
PCR Mutagenese bezeichnet (Ali, S.A. und Steinkasserer, A., 1995).

Bei der Durchfiihrung wurden zunachst die gewlnschten PCR-Fragmente mit Hilfe definier-
ter Oligonukleotide hergestellt, diese dann wie in Abschnitt 2.7.9 beschrieben auf ein Agaro-
segel aufgetragen, anschliefend aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Danach
wurden die einzelnen PCR-Fragmente mittels T4 Polynukleotidkinase phosphoryliert. Hierzu
wurden ungefahr ahnliche molare Mengen der zu fusionierenden Fragmente mit 10 mM ATP,
1x T4 Polynukleotidkinase-Reaktionspuffer und H;Opigest (Endvolumen: 50 ul) gemischt und
fur funf Minuten bei 70°C inkubiert. Nachfolgend wurden 50 Einheiten der T4
Polynukleotidkinase zugegeben und der Ansatz fir 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Aus den
Einzelan-satzen (phosphorylierte PCR-Fragmente) wurden je 5 ul enthommen und in einem
frischen Reaktionsgefal® mit dem zu fusionierenden Fragment gemischt. AnschlieRend er-
folgte die Ligation beider Fragmente durch die Zugabe von 400 Einheiten T4 DNS Ligase fiir
15 Minuten bei Raumtemperatur. Nachfolgend wurde mit 2 pl Ligationsansatz eine Fusions-
PCR durchgefihrt, indem die beiden aufieren Oligonukleotide der Fragmente fir die PCR
verwendet wurden. Die endgultigen PCR-Produkte konnten dann wieder auf ein Agarosegel
aufgetragen, ausgeschnitten und aufgereinigt werden (s. 2.7.9). Sie standen nun zur weite-

ren Klonierung in einen Expressionsvektor zur Verfugung.

2.7.8 Sequenzanalyse
In der vorliegenden Arbeit wurden samtliche DNS-Sequenzanalysen von der Firma GATC

Biotech, Konstanz durchgefiihrt.
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2.7.9 Agarosegelelektrophorese

Analytische Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Standardmethode fir die Auftrennung von DNS-
Fragmenten unterschiedlicher GroRe. Nukleinsauren sind innerhalb eines sehr groRen pH-
Bereichs negativ geladen und wandern daher im elektrischen Feld in Richtung Anode. Uber
einen weiten GroRRenbereich der DNS besteht eine lineare Abhangigkeit zwischen dem Loga-
rithmus (log+o) der Lange des Fragments (in bp) und der relativen Wanderungsdistanz (in cm,
bezogen auf die gesamte Wanderungsstrecke) im Agarosegel. Durch die Verwendung von
Ethidiumbromid in der Gelmischung, welches in die Doppelhelix der DNS interkaliert, fluo-
reszieren die Banden bei Bestrahlung mit UV-Licht (254-366 nm), da der eingebaute Farb-
stoff durch UV-Licht angeregt wird. Er emittiert infolgedessen Licht im orange-roten Bereich
(590 nm), so dass das Bandenmuster auch photographisch festgehalten und analysiert wer-
den kann.

Agarosegelelektrophoresen wurden durchgefihrt, indem 0,8-2 % (w/v) Agarose in TAE-
Puffer aufgekocht wurden, bis eine klare homogene Lésung entstand. Nach dem Abkuhlen
der Losung auf Handwarme wurde Ethidiumbromid (4 ug/ml) zugegeben, die Lésung in eine
Gelkammer mit den gewiinschten Kdmmen gegossen und gewartet, bis sich die Lésung zu
einer Gelmatrix verfestigt hatte. AnschlieRend wurde die Gelkammer mit dem erstarrten Gel
in eine Elektrophorese-Apparatur eingesetzt, mit TAE-Puffer Uberschichtet und die DNS-
Proben in die Geltaschen pipettiert. Je nach GelgroRRe erfolgte die Elektrophorese bei 80-100
V.

Praparative Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNS (ber Agarosegele wurde neben der DNS-
Analyse auch fiur die selektive Elution von PCR-Produkten und Plasmiden, beispielsweise
auch nach restriktionsenzymatischer Spaltung, genutzt. Nach der Agarosegelelektrophorese
(s. 0.) konnten gewlinschte DNS-Fragmente Uber die groRenspezifische Auftrennung im Gel
identifiziert und nachfolgend unter langwelliger UV-Beleuchtung (325 nm) daraus ausge-
schnitten werden. Aus dem isolierten Gelstick wurde die DNS mit Hilfe des ,High Pure PCR
Product Purification Kit“ (Roche) gewonnen. Die Vorgehensweise entsprach der dem Kit bei-

liegenden Anleitung des Herstellers.

Bestimmung von DNS-FragmentgroRen
Durch einen internen Standard im Gel kann die Gréfze der DNS-Molekile und gegebenen-
falls auch deren Konzentration abgeschatzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der

,MassRuler™ DNA Ladder Mix“ der Firma MBI Fermentas als GrofRenstandard verwendet.
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2.8 Proteinanalytische Methoden

2.8.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Fir die Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden 1x10” Zellen in 1 ml Zelllyse-Puffer auf-
genommen und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Mit Hilfe des im Puffer enthaltenen nicht-
ionischen Detergenzes NP-40 kdnnen sowohl viele ldsliche Kernproteine als auch
zytoplasmatische Proteine aus eukaryontischen Zellen herausgelost werden. Nach einer
anschlieBenden Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C wurde der Uberstand
in ein frisches Reaktionsgefall Uberfuhrt; der restliche Zelldebris wurde verworfen. Falls er-
forderlich erfolgte die Bestimmung des Proteingehaltes mittels BCA-Test (s. 2.8.6). Die
Lysate wurden zur Denaturierung in 5x Ladepuffer aufgenommen und fur finf Minuten bei
95°C aufgekocht. Anschlielend konnten die so erstellten Proteinlysate Uber SDS-

Polyacrylamidgele (s. 2.8.9) aufgetrennt und analysiert werden.

2.8.2 Dephosphorylierung von Gesamtzellextrakten

Fir die Dephosphorylierung von Gesamtzellextrakten aus Jurkat T-Zellen wurden pro Ansatz
4x10” Zellen 1 ml Zelllyse-Puffer - jedoch ohne Phosphatase-Inhibitoren - lysiert (s. 2.8.1)
und die Proteinkonzentration in den Lysaten mittels BCA-Test ermittelt (s. 2.8.6). Anschlie-
Rend wurden pro Ansatz 0,5 mg Gesamtprotein in 1x Reaktionspuffer (FastAP™ Buffer, MBI
Fermentas) mittels 33 Einheiten Phosphatase (FastAP™ Thermosensitive Alkaline
Phosphatase, MBI Fermentas) fur eine Stunde bei 37°C dephosphoryliert. Die Reaktion wur-
de gestoppt, indem Natriumorthovanadat (NazVO,) in einer Endkonzentration von 10 mM pro
Ansatz zugegeben wurde. AnschlieRend konnten die dephosphorylierten Lysate fir weitere

Analysen (z. B. Affinitatsprazipitation, s. 2.8.8) eingesetzt werden.

2.8.3 Fraktionierte Zelllyse

Mit Hilfe einer fraktionierten Zelllyse ist es moglich, die I6slichen Bestandteile des Zytoplas-
mas von den |8slichen Bestandteilen des Zellkerns zu separieren, ohne dabei den Zellkern
zu zerstoren.

Puffer A stellt einen hypotonischen Puffer dar, mit Hilfe dessen Wasser in die Zellen stromt,
so dass diese platzen. Bei diesem Vorgang bleibt der Nukleus aufgrund seiner stabileren
Doppelmembran intakt, lediglich gut I6sliche Bestandteile der Kernmembran und assoziierte
Proteine kdnnen in die zytosolische Fraktion gelangen.

Im zweiten Schritt werden die Zellkerne in einem hypertonen Puffer (Puffer B) resuspendiert,

so dass Wasser aus den Nuklei herausstromt. Dabei werden |0sliche Bestandteile aus den
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Zellkernen extrahiert. Zusatzlich werden durch die hohe lonenstarke auch Zellbestandteile
solubilisiert, die unter hypotonen Bedingungen unléslich sind.

Bei der Durchfiihrung der fraktionierten Zelllyse wurden die zu lysierenden Zellpellets ab-
hangig von der Menge der Zellen in Puffer A resuspendiert, zehn Minuten auf Eis lysiert und
zwei Minuten bei 2750 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand (zytoplasmatische Fraktion)
wurde anschlieRend in ein frisches Reaktionsgefald Uberflhrt und das verbleibende Zellpellet
in einem zu Puffer A aquivalenten Volumen an Puffer B resuspendiert. Nach einer Inkubation
von 20 Minuten auf Eis und einer Zentrifugation fur zwei Minuten bei 13.000 rpm und 4°C
konnte die Kern-Fraktion als Uberstand in ein frisches Reaktionsgefal Uberfiinrt werden.
Nachfolgend konnten beide Fraktionen flr weitere Versuche verwendet oder mittels SDS-
PAGE (s. 2.8.9) und Western Blot (s. 2.8.10) analysiert werden.

2.8.4 Zellfraktionierung (ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit)

Mit Hilfe des ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kits (Calbiochem-Merck) ist es

aufgrund der unterschiedlichen Ldslichkeit verschiedener subzellularer Kompartimente in
speziellen Reagenzien mdglich, diese subzelluldren Fraktionen voneinander zu trennen. Die
strukturelle Integritat der verschiedenen Kompartimente bleibt hierbei vor und wahrend der
Extraktion erhalten. Im Verlauf der Zellfraktionierung mit Hilfe dieses Kits erhalt man vier
Fraktionen mit abnehmender Komplexitdt des Proteoms. Der Extraktions-Puffer | |6st
zytosolische Proteine (Fraktion 1), wahrend Membranen und membrandse Organellen mit
Hilfe des Extraktions-Puffers Il gelost werden (Fraktion 2), ohne dass die Integritat von Zell-
kern und Zytoskelett zerstort wird. Anschlieflend erhalt man durch die Behandlung mit Ex-
traktions-Puffer 1ll die nukledre Fraktion (Fraktion 3), wohingegen Komponenten des
Zytoskeletts erst ganz zum Schluss mit Hilfe von Extraktions-Puffer IV geldst werden (Frakti-
on 4).

Im Zuge dieser Arbeit wurde eine Zellfraktionierung mit Hilfe des ProteoExtract® Subcellular
Proteome Extraction Kits an verschiedenen Jurkat T Zelllinien durchgefuhrt. Hierbei wurden
pro Ansatz jeweils 5x10° Zellen eingesetzt und die Fraktionierung anhand der Angaben des
Herstellers fur Suspensionszellen durchgefiihrt. Nach der Zellfraktionierung wurden die vier
verschiedenen Fraktionen mittels SDS-PAGE (s. 2.8.9) und Western Blot (s. 2.8.10) analy-
siert. Hierbei erfolgte auch eine Kontrolle der Reinheit der Fraktionen durch die Detektion

bestimmter Marker-Proteine mit Hilfe spezifischer Antikorper.

2.8.5 Zellfraktionierung (ProteoExtract® Cytosol/Mitochondria Fractionation Kit)

Mit Hilfe des ProteoExtract® Cytosol/Mitochondria Fractionation Kits (Calbiochem-Merck)

kénnen Saugetierzellen so fraktioniert werden, dass am Ende zwei Fraktionen erhalten wer-

den, namlich zum einen das Zytosol und zum anderen die Mitochondrien.
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Im Zuge dieser Arbeit wurde eine Zellfraktionierung mit diesem Kit an verschiedenen Jurkat
T Zelllinien durchgefiihrt. Hierbei wurden pro Ansatz jeweils 5x10” Zellen eingesetzt, und die
Vorgehensweise entsprach den im Kit beiliegenden Angaben des Herstellers. Anschlie3end
wurden die zwei verschiedenen Fraktionen mittels SDS-PAGE (s. 2.8.9) und Western Blot (s.
2.8.10) analysiert. Hierbei erfolgte auch eine Reinheitskontrolle fiur die beiden Fraktionen

durch die Detektion charakteristischer Marker-Proteine.

2.8.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels BCA-Test

Uber einen BCA-(Bicinchoninsaure-)Test (Smith, P.K. et al., 1985) kdnnen unbekannte Pro-
teinkonzentrationen kolorimetrisch quantifiziert werden. Die BCA-Methode zeichnet sich
durch eine hohe Sensitivitat und eine geringe Storanfalligkeit gegenlber Detergenzien aus.
Allerdings kdnnen komplexierende und reduzierende Verbindungen die Reaktion stéren. Der
Nachweis von Proteinen Uber einen BCA-Test beruht auf der Tatsache, dass die in der Pro-
be enthaltenen Proteine, genauer die Aminosauren Cystein, Tyrosin und Tryptophan, in ei-
nem alkalischen, wassrigen und kupferhaltigen Milieu Cu®* zu Cu* reduzieren kdnnen
(Biuret-Reaktion). Das einwertige Kupferion bildet nun nachfolgend mit zwei Molekiilen BCA
einen Farbstoffkomplex. Durch eine photometrische Messung bei 562 nm (Absorptionsma-
ximum des Komplexes) kann mit Hilfe einer durch einen Standard ermittelten Eichkurve die
Proteinkonzentration in den zu testenden Proben ermittelt werden.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde der BCA-Test mit Hilfe des BCA Protein Assay Kits (Pierce)

den Herstellerangaben entsprechend durchgefihrt.

2.8.7 Ko-Immunprazipitation von Proteinen

Die Ko-Immunpréazipitation wurde zur gezielten Anreicherung von Proteinen aus Zelllysaten
und zum Nachweis physiologischer Protein-Protein-Interaktionen eingesetzt. Im Zuge dieser
Arbeit wurden Proteine, die mit einer Flag-Markierung versehen waren mit Hilfe des Anti-
Flag® M2-Agarose Affinity Gels (Sigma-Aldrich) angereichert. Alle anderen Proteine wurden
mittels Protein G-Sepharose (Protein G-Sepharose 4 Fast Flow, GE Healthcare) prazipitiert.
Protein G ist ein bakterielles Protein von Streptokokken der Gruppe G und verfligt Uber eine
hohe Affinitdt und Spezifitat fur den Fc-Teil von IgGs aus unterschiedlichen Spezies. Somit
kénnen mittels Protein G-Sepharose Antikorper Uber nicht-kovalente Bindungen gebunden
werden, mit deren Hilfe anschlieRend eine Aufreinigung spezifischer Proteine und deren
Interaktionspartner in Proteingemischen ermdglicht wird.

Zur Vorbereitung der Ko-Immunprazipitation wurde das jeweilige Zelllysat zusammen mit
dem gewiinschten Antikdrper Uber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopf-Probenrotator
inkubiert, so dass eine Bindung des Antikérpers an das entsprechende Protein stattfinden

konnte. Die dabei verwendete Antikdrpermenge variierte je nach Antikdrper und richtete sich
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nach den Herstellerangaben. Dieser Schritt entfiel bei Proben, die Flag-markierte Proteine
enthielten, da diese mit dem Anti-Flag® M2-Agarose Affinity Gel inkubiert wurden. Anschlie-
Rend wurde dem Zelllysat-Antikdrper-Gemisch entweder in Lysepuffer gewaschene Protein
G-Sepharose oder gewaschenes Anti-Flag® M2-Agarose Affinity Gel zugesetzt, wobei die
Menge der Protein G-Sepharose bzw. der Agarose der Menge des Zelllysats angepasst
wurde. Zelllysaten aus 1x10’ Zellen (Lyse in 1 ml Lysepuffer) wurden beispielsweise 30-40 yl
Protein G-Sepharose/Agarose zugegeben. Das Gemisch wurde danach fir vier Stunden bei
4°C auf einem Uberkopf-Probenrotator inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben dreimal in
Waschpuffer B, zweimal in Waschpuffer C und einmal in 10 mM Tris-HCI pH 8,0 gewaschen.
Waschpuffer C ist ein Hochsalz-Puffer, der 500 mM NaCl enthalt. Mit Hilfe dieser hohen
Salzkonzentration ist es mdglich, unspezifische Protein-Protein-Interaktionen zu einem gro-
Ren Teil zu unterbinden. Allerdings kénnen durch die Behandlung der Proben mit einem sol-
chen Puffer auch eher schwache Proteinbindungen geldst werden.

Nachdem die Proben grindlich mit Hilfe einer Kaniile trocken gesaugt worden waren, wur-
den die Pellets anschlieend fur funf Minuten in 1x Protein-Auftragspuffer bei 95°C aufge-
kocht. Nach der Auftrennung der Proteine auf einem SDS-Polyacrylamidgel (s. 2.8.9) wurden

die Proben mittels Western Blot (s. 2.8.10) weiter analysiert.

2.8.8 Affinitatsprazipitation

Im Verlauf dieser Arbeit wurden fir einige Analysen zur Protein-Protein-Interaktion Affinitats-
prazipitationen mit rekombinanten (s. 2.8.14), Glutathion-S-Transferase-(GST)-markierten
Proteinen durchgefiihrt. Hierfiir wurden 4x10’ Zellen in jeweils 1 ml Zelllyse-Puffer lysiert und
anschliefend mit 10 ug an Glutathion-Sepharose (Glutathione Sepharose 4 Fast Flow, GE
Healthcare) gekoppeltem GST-Fusionsprotein (s. 2.8.14) versetzt. Als Kontrolle dienten da-
bei 10 uyg GST-Protein. Das Prinzip dieser Technik ist, dass die Glutathion-S-Transferase an
ihr Substrat Glutathion bindet, so dass das Fusionsprotein an die Sepharose gekoppelt wer-
den kann.

Die Bindung der GST-Fusionsproteine an die Glutathion-Sepharose erfolgte anhand der An-
leitung aus dem ,GST Gene Fusion Handbook® (GE Healthcare). Die Menge des an die
Sepharose gekoppelten Fusionsproteins wurde mittels SDS-PAGE und anschlieRender
Coomassie-Blau-Farbung (s. 2.8.11) abgeschatzt. Dabei wurden verschiedene Volumina des
an die Sepharose gebundenen GST-Fusionsproteins neben einem Standard (definierte Kon-
zentrationen an Rinderserumalbumin, BSA) auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und
dieses dann anschliefend mit Coomassie-Blau-Farbeldsung angefarbt.

Die Bindung von Proteinen aus dem Zelllysat an die gekoppelten GST-Fusionsproteine er-
folgte fiir mindestens drei Stunden oder (ber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopf-

Probenrotator. Anschlielend wurde die Sepharose viermal mit Zelllyse-Puffer gewaschen
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und dann in 15 yl Protein-Auftragspuffer fur finf Minuten bei 95°C denaturiert. Die weitere
Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot.

2.8.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein anionisches Detergenz, das stark an hydrophobe Berei-
che von Proteinen gebunden wird (1 g Protein bindet 1,4 g SDS) und diese denaturiert. Da-
bei wird eine stark negative Ladung eingefugt, die alle vorhandenen Ladungen der Proteine
Uberdeckt. Aus diesem Grund wandern die linearen Protein-SDS-Komplexe wahrend der
Elektrophorese ausschlieRlich zur Anode und verhalten sich im elektrischen Feld unabhangig
von der Aminosaurezusammensetzung der Proteine und dem isoelektrischen Punkt. Auf-
grund der Molekularsiebeigenschaften eines Polyacrylamidgels ist die Beweglichkeit der Pro-
teine eine lineare Funktion der Logarithmen ihrer Molmassen. Somit kann die relative
Molmasse (M,) eines Proteins anhand eines Protein-Standards ermittelt werden.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden Proteine Uber 4-12% Bis-Tris-Gradientengele der Firma
Invitrogen aufgetrennt. Dabei wurden die denaturierten Proben in die Taschen des Gels ge-
laden und bei 180 Volt aufgetrennt. Fir die spatere Bestimmung der relativen Molmasse der
Proteine wurde zusatzlich ein Molekulargewichtsmarker (Rainbow coloured protein high
molecular weight marker, GE Healthcare) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte so lange,
bis das im Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau die untere Grenze des Gels erreicht
hatte.

2.8.10 Western Blot (Immunoblot)

Die Technik des Western Blottings besteht seit 1979 (Towbin, H. et al., 1979; Renart, J. und
Sandoval, I.V., 1984) und dient dazu, die in einem Gel aufgetrennten Proteine Uber einen
Transfer (z. B. Elektrotransfer) auf einen Trager (z. B. Nitrozellulose oder
Polyvinylidenfluorid) zu Ubertragen und fir die nachfolgende Immundetektion mittels spezifi-
scher Antikérper zu immobilisieren.

Im Anschluss an eine SDS-PAGE (s. 2.8.9) wurde im Verlauf dieser Arbeit zunachst mit Hilfe
einer sogenannten ,Semidry“-Proteintransfer-Apparatur (Transblot SD, Bio-Rad) ein Elektro-
transfer der auf dem Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemem-
bran durchgefuhrt. Dabei wurde das Gel auf die in Transferpuffer getrankte Membran gelegt.
Unter- und oberhalb des Gel-Membran-Aufbaus befand sich zusatzlich noch jeweils ein in
Transferpuffer getranktes Filterpapier (Whatman 3 MM). Der Transfer erfolgte fur zwei Stun-
den bei 0,04 Ampere pro Gel. AnschlieRend wurde die Nitrozellulosemembran fiir eine Stun-
de bei Raumtemperatur in 5% Magermilchpulver-TBS-T blockiert. Danach erfolgte die Inku-
bation der Membran mit dem primaren, spezifischen Antikérper in 3% Magermilchpulver-
TBS-T Uber Nacht bei 4°C und leichtem Schitteln. Nachdem die Membran dreimal fur je-
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weils finf Minuten in TBS-T gewaschen worden war, erfolgte anschlieRend die Inkubation
mit dem an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten und ebenfalls in 3% Magermilchpulver-TBS-
T gel6ésten sekundaren Antikérper fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Danach wurde die
Membran dreimal fir jeweils zehn Minuten in TBS-T bei Raumtemperatur gewaschen. Die
Detektion des spezifisch gebundenen Antikérpers und somit des interessierenden Proteins
erfolgte mit Hilfe des ECL-Systems (GE Healthcare). Die Membran wurde fur drei Minuten in
der Detektionsldsung (bestehend aus gleichen Teilen der Lésungen A und B) im Dunkeln
inkubiert und anschlieend in eine Plastikfolie gelegt. Die spezifischen Signale wurden mit

Hilfe von speziellen Filmen (ECL Hyperfilm, GE Healthcare) detektiert.

2.8.11 Coomassie-Blau-Farbung

Mit Hilfe einer Coomassie-Blau-Farbung kdénnen Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel
angefarbt und fixiert werden. Der blaue Saurefarbstoff Coomassie-Brilliantblau bindet dabei
recht unspezifisch an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine.

Die Farbung der aufgetrennten Proteine wurde durch eine ca. 30-minitige Inkubation des
Gels bei Raumtemperatur in der Coomassie-Blau-Farbeldosung erzielt. Da zunachst das
komplette Gel blau angefarbt wird, erfolgte anschlieRend eine Entfarbung des Gels bei
Raumtemperatur in Coomassie-Blau-Entfarbeldsung. Das Gel wurde so lange auf einem
Schuttler in der Losung inkubiert, bis der Hintergrund farblos erschien. Danach wurde das
Gel mehrfach mit Wasser gewaschen und auch bis zur Ablichtung und elektronischen Spei-
cherung des Bandenmusters in Wasser aufbewahrt. AnschlieRend konnte das Gel entweder

getrocknet oder entsorgt werden.

2.8.12 Histondeacetylase-(HDAC-)Assay

Im Zuge dieser Arbeit wurden HDAC-Assays zur Bestimmung der Aktivitdt von HDAC1 in
Zelllysaten von transient transfizierten 293T Zellen durchgefihrt. Dabei wurden
Gesamtzelllysate (s. 2.8.1), nukleare Lysate (nach fraktionierter Zelllyse, s. 2.8.3) und Im-
munprazipitate (s. 2.8.7) aus Gesamtzelllysaten verwendet. Nach der Konzentrationsbe-
stimmung der im jeweiligen Lysat enthaltenen Proteine mittels BCA-Test (s. 2.8.6), wurde die
Aktivitat von HDAC1 mit Hilfe des HDAC Assay Kits (Millipore-Upstate) ermittelt. Hierbei er-
folgt die Detektion der HDAC-AKktivitat fluorometrisch, indem die Proben zunachst mit einem
fluoreszierenden HDAC-Substrat inkubiert werden, so dass bei Vorhandensein von HDAC-
Aktivitat das Substrat deacetyliert wird. Mit Hilfe einer nachfolgend zugegebenen Aktivator-
Lésung kann dann das Fluorophor vom deacetylierten Substrat abgeldst werden und Uber
ein Mikroplatten-Lesegerat (Multimode Microplate Reader (Mithras LB 940), Berthold Tech-
nologies) detektiert werden. Die HDAC-Assays wurden den Herstellerangaben entsprechend

durchgefihrt.
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2.8.13 Analyse von Lipid-Protein-Interaktionen
Im Verlauf dieser Arbeit wurde getestet, ob sowohl SLy1 als auch SLy2 mit Lipiden interagie-

ren kann. Dazu wurden sogenannte ,Membrane Lipid Strips™“, ,PIP Strips™*“ und ,PIP Ar-
rays™*“ (Echelon) mit Lysaten aus verschiedenen Jurkat Zelllinien inkubiert.

Das Prinzip dieser Analyse ist, dass es sich bei den ,Membrane Lipid Strips™*“, den ,PIP
Strips™*“ und den ,PIP Arrays™“ um hydrophobe Membranen handelt, auf die biologisch akti-

ve Lipide (z. B. Phosphoinositide, PIPs) punktférmig aufgetragen sind. Im Falle der ,Mem-
brane Lipid Strips™*“ und der ,PIP Strips™“ sind pro Lipidpunkt 100 pmol Lipid aufgebracht.
Bei den ,PIP Arrays™“ hingegen sind die Phosphoinositide in jeweils sieben verschiedenen
Konzentrationen aufgetragen, so dass es mdglich wird, die relative Starke der Protein-
Phosphoinositid-Bindung zu ermitteln.

Fiar die Durchfuhrung der Lipid-Protein-Interaktionsanalysen wurden pro Ansatz jeweils
1x10° Jurkat Zellen in 12 ml hypotonischen Lysepuffers resuspendiert und mit Hilfe einer
Spritze und Kanile mechanisch aufgeschlossen, indem die Zellsuspension mehrfach durch
die Kanule gepresst wurde. AnschlieBend wurde das Lysat flr eine Stunde bei 4°C und
100.000 x g ultrazentrifugiert, um die zytosolische Fraktion zu erhalten. Wahrenddessen
wurden die Lipid-Membranen fur mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur in 3% BSA-
TBS-T blockiert, wobei darauf zu achten war, dass das BSA in diesem Fall keine Fettsauren
enthielt. Uber Nacht konnten nun die Lipid-Membranen mit den Lysaten (1 + 1-Verdiinnung
mit Blockierldsung) bei 4°C schittelnd inkubiert werden. Nachfolgend wurden die Membra-
nen dreimal fir jeweils zehn Minuten in TBS-T gewaschen, flir eine Stunde bei Raumtempe-
ratur mit dem gewiinschten Primarantikorper inkubiert und nochmals wie zuvor gewaschen,
woraufhin sie schliellich ebenfalls fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem entspre-
chenden Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorper inkubiert wurden. Nach
einem weiteren Waschvorgang wurden die Membranen fur drei Minuten in ECL-

Detektionsldsung inkubiert und die Signale wie in Abschnitt 2.8.10 beschrieben detektiert.

2.8.14 Expression rekombinanter Proteine

Fir die Expression rekombinanter, GST-markierter Fusionsproteine wurde der E. coli-Stamm
BL21 (DE3) gold verwendet. Nach erfolgreicher Transformation der Bakterien mit dem ge-
wunschten Plasmid wurde jeweils eine Bakterienkolonie in 3 ml antibiotikahaltigem 2x YT-
Medium Uber Nacht bei 37°C schittelnd inkubiert. Diese Vorkultur wurde anschlief3end in
150-200 ml frisches, antibiotikahaltiges 2x YT-Medium Uberfuhrt und fir zwei bis drei Stun-
den bei 37°C auf einen Bakterienschuttler gestellt, bis die Absorption der Bakterienkultur bei
600 nm (ODggo) ca. 0,5 betrug. Nachfolgend wurde die Expression der Fusionsproteine in
den Bakterien mit Hilfe von 1 mM IPTG induziert. IPTG ist ein kinstlicher Induktor des Lak-

tose-Operons bei E. coli. Das im Verlauf dieser Arbeit verwendete Plasmid fiir die Expressi-
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on von GST-Fusionsproteinen (pGEX-4-T1) tragt das /acl®-Gen, mit dessen Hilfe die Expres-
sion der gewlinschten Proteine nach Zugabe von IPTG gestartet wird.

Nach einer weiteren Inkubationszeit von ungefahr zwei Stunden bei 37°C wurden die Bakte-
rien schliellich durch eine 20-mindtige Zentrifugation bei 3500 rpm geerntet. Die Bakterien-
pellets wurden nun in 7,5-10 ml kaltem PBS resuspendiert und zum Aufschlielen fir viermal
jeweils eine Minute auf Eis mit Ultraschall behandelt. Zwischen den Beschallungsvorgangen
wurde die Suspension fur jeweils eine Minute auf Eis stehen gelassen. Das Aufschlie3en der
Bakterien zeigt sich im Verlauf der Beschallung durch eine Klarung der zuvor relativ triben
Suspension.

Nach der Beschallung wurde der Suspension das Detergenz Triton X-100 (Endkonzentration
1%) zugeflugt, um eine bessere Ldslichkeit des Fusionsproteins zu erzielen. Nach einer 30-
mindtigen Inkubation der Suspension auf einem Uberkopf-Probenrotator bei 4°C wurden die
Proben bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert und anschlief’end der das gewiinschte Fusions-
protein enthaltende Uberstand abgenommen. Nachfolgend konnte der Uberstand zu gewa-
schener Glutathion-Sepharose gegeben werden, um das GST-markierte Fusionsprotein an
die Sepharose zu koppeln, so dass damit im Weiteren Affinitatsprazipitationen durchgeflhrt

werden konnten (s. 2.8.8).

2.9 Zellbiologische Methoden

2.9.1 Allgemeine Zellkultur

Die Arbeiten mit Zellkulturen fanden an Sterilbanken unter Verwendung steriler Materialien
und Lésungen statt. Zudem wurde grundsatzlich mit Laborhandschuhen gearbeitet. Die Kul-
tivierung der Zellen erfolgte in Brutschranken bei 37°C, 5-10% CO, und wasserdampfgesat-

tigter Atmosphare.

2.9.2 Kultivierung von Zelllinien
Suspensionszellen
Suspensionszellen (Jurkat T Zellen) wurden in RPMI-Medium (s. 2.2.4) in einer Dichte bis

ca. 5x10° Zellen/ml kultiviert. Die Zellen wurden jeden zweiten Tag passagiert.

Adhéarent wachsende Zellen
Adhéarente Zellen (293T Zellen, HeLa Zellen) wurden regelmafig mit frischem DMEM-
Medium (s. 2.2.4) versorgt und spatestens bei Erreichen der Konfluenz passagiert. Das Ab-

I6sen adharent wachsender Zellen erfolgte mit einer Trypsin/EDTA-LAsung fur ca. finf Minu-



2 Material und Methoden 55

ten bei 37°C. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von Zellkulturmedium gestoppt und die

Zellen neu ausgesat.

2.9.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach Anfarben der toten Zellen eines Aliquots der Zell-
suspension mit 0,16% Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer. Trypanblau ist ein saurer
Azofarbstoff, welcher an Zellproteine bindet. Es dringt durch defekte Zellmembranen toter
Zellen in das Zytosol und farbt diese Zellen in Gegensatz zu lebenden Zellen tiefblau.

Trypanblau wirkt zytotoxisch.

2.9.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Das Einfriermedium setzte sich aus 90% FKS und 10% DMSO zusammen. Es wurden je-
weils 5x10° bis 1x107 Zellen in 1 ml Einfriermedium aufgenommen, fur 30 Minuten bei -20°C
und flr weitere 24 Stunden bei -80°C gelagert. AnschlieRend wurden die Zellen zur Langzeit-
lagerung in flissigen Stickstoff tGberflhrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte moglichst rasch bei 37°C. Die Zellen wurden einmal in vor-

gewarmtem Zellkulturmedium gewaschen und danach in Medium ausgesat.

2.9.5 Transfektion adharenter Zellen

Kalziumphosphat- (CaPO,)-vermittelte Transfektion

Die transiente Transfektion von 293T Zellen erfolgte nach der CaPO,-Methode (Chen, C.A.
und Okayama, H., 1988). Am Tag vor der Transfektion wurden subkonfluent wachsende
293T Zellen mit Trypsin/EDTA (s. 2.9.2) von der Zellkulturschale abgelést und gezahlt (s.
2.9.3). Auf eine 10 cm-Kulturschale wurden anschlieRend 1x10° Zellen in 8 ml Kulturmedium
(s. 2.9.2) ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank bei 8% CO, kultiviert. Am folgenden Tag
wurden insgesamt 10 ug Plasmid-DNS mit 80 yl 1M CaCl, vermischt und mit HyOpigest auf
400 pl aufgeflllt. Nachfolgend wurden 400 pl 2x BBS-Lésung zu der DNS-CaCl,-Mischung
gegeben und grindlich gemischt. Nach einer 10-minttigen Inkubationszeit bei Raumtempe-
ratur, in der sich ein feinkérniger Niederschlag aus Kalziumphosphat und der DNS bildet,
wurde die Lésung tropfenweise unter standigem Schwenken der Kulturschale auf die Zellen
pipettiert, die das DNS-Prazipitat Uber Endozytose aufnehmen. Die Zellen wurden fur 24
Stunden im Brutschrank bei 8% CO, kultiviert und konnten anschlieend fir weitere Experi-
mente (z. B. Herstellung von Zellextrakten) verwendet werden. Die Transfektionseffizienz lag

immer bei Uber 90%.
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Transfektion mittels jetPEI™
Die transiente Transfektion von HelLa Zellen erfolgte mit Hilfe des Transfektionsreagenzes
jetPEI™ (Polyplus).

JetPEI™ ist ein wasserlosliches Polymer, das stabile Aggregate mit DNS bildet und die DNS
wahrend der Komplexbildung schiitzen soll. Die jetPEI™-DNS-Aggregate werden von den
Zellen Uber Endozytose aufgenommen. In den Endosomen soll das jetPEI™-Reagenz als ein

Protonenfanger fungieren, so dass der pH-Wert in diesen Organellen abgepuffert wird. Dies
wiederum fuhrt dazu, dass die Endosomen anschwellen und platzen, so dass die jetPEI™-
DNS-Komplexe in das Zytosol der Zellen entlassen werden. Zusatzlich soll das jetPEI™-
Reagenz das Einschleusen der DNS in den Zellkern begtinstigen.

Am Tag vor der Transfektion wurden subkonfluent wachsende Hela Zellen mit Tryp-
sin/fEDTA von der Zellkulturschale abgel6st (s. 2.9.2) und die Zellzahl bestimmt (s. 2.9.3).
AnschlieBend wurden die Zellen anhand der Herstellerinformationen mit definierter Zellzahl
ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank bei 8% CO, kultiviert. Am nachsten Tag wurde das
Kulturmedium gewechselt und die Transfektion laut Herstellerangaben durchgefihrt. Nach
einer 24-stindigen Kultivierung der Zellen im Brutschrank bei 8% CO, konnten weitere Ana-

lysen mit den transfizierten HeLa-Zellen erfolgen (z. B. Immunfluoreszenz).

2.9.6 Lentivirale Transduktion von Zellen

Der virale Gentransfer ist eine effektive Methode, um genetisches Material stabil in eine Viel-
zahl von Zielzellen zu schleusen.

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten lentiviralen Vektoren sind nicht replikationsfahig,
und sie durchlaufen den lentiviralen Replikationszyklus nur bis zur Integration in die Zielzelle.
Fir die Herstellung lentiviraler Uberstdnde wurden drei verschiedene Plasmide transient in
293FT Zellen transfiziert. Eines dieser drei Plasmide trug das Gen, das in der Zielzelle
exprimiert werden soll. Als Ausgangsvektor wurde das pWPI-Plasmid verwendet, welches

das zu exprimierende Gen unter der Transkriptionskontrolle eines EF1a-Promotors enthielt.

Zusatzlich besitzt der pWPI-Vektor unter der Kontrolle einer IRES-Sequenz einen offenen
Leserahmen flir das Grin-fluoreszierende Protein (eGFP). Somit handelt es sich bei pWPI
um einen bicistronischen Vektor. Beide Gene werden von langen terminalen Sequenzen
(LTR) flankiert, die fur die Verpackung und die Integration essenziell sind. Mit Hilfe der gru-
nen Fluoreszenz transduzierter Zellen kann die Transduktionseffizienz relativ einfach mittels
Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie ermittelt werden. Der pWPI-Vektor ent-
halt zudem auch noch alle weiteren flr Transkription, Verpackung, reverse Transkription und
Integration notwendigen cis-aktiven lentiviralen Sequenzen. Das Vektorkonstrukt weist
Deletionen im Bereich der U3-Region der 3’-LTRs auf, welche bei der reversen Transkription

als Matrize fir die U3-Region der 5’-LTRs dienen. Folglich besitzt die ins Genom der Zielzel-
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le integrierte provirale DNS Deletionen im lentiviralen Promotor und kann mit Hilfe dieses
Promotors nicht transkribiert werden. Aus diesem Grund wird der Vektor auch als ein sich
selbst inaktivierender Vektor bezeichnet.

Das zweite fir die Virusproduktion verwendete Plasmid tragt die Gene gag, pol und rev, wel-
che fir die Verpackung der Viren nétig sind. Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Vektor psPAX2 der zweiten Generation sind zusatzliche Gene des Virus wie zum Beispiel
vpr, vif, vpu oder nef deletiert (Zufferey, R. et al., 1998).

Das dritte Plasmid enthalt die genetische Information flr das G Protein des Vesicular Stoma-

titis Virus (VSV-G), das als Hullprotein zur Pseudotypisierung der Viren fungiert.

Virusproduktion mittels 293FT Zellen

Am Tag vor der Transfektion wurden 5x10° 293FT Zellen auf einer 10cm-Zellkulturschale in
DMEM-Medium (s. 2.2.4) ausgesat. Am nachsten Morgen erfolgte die Transfektion dieser
Zellen mit Hilfe der CaPO4-Methode. Dazu wurden 20 ug des pWPI-Vektors, 15 ug des Ver-
packungsvektors und 5 pg des Hiillproteinvektors gemischt und auf 250 pl mit 2,5 mM
HEPES aufgefillt. Nach der Zugabe von 250 pl 0,5M CaCl, wurde die Lésung unter Benut-
zung eines Vortex-Gerats zu 500 pl 2x HBS-L&sung pipettiert und 35 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert, so dass sich ein feiner Niederschlag aus Kalziumphosphat und DNS bilden
konnte. Wahrend dieser Zeit wurde ein Mediumwechsel bei den 293FT Zellen vorgenom-
men, indem das Kulturmedium der Zellen gegen 10 ml FKS-freies Medium ausgetauscht
wurde. AnschlieBend wurde der Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen pipettiert,
die danach flir sechs Stunden im Brutschrank bei 37°C kultiviert wurden. Nachfolgend wurde
das Medium mitsamt DNS-Prazipitat entfernt und 6 ml FKS-haltiges Kulturmedium zu den
293FT Zellen gegeben. 48 Stunden spater wurde der virenhaltige Uberstand geerntet. Dazu
wurde das Medium von den Platten abgenommen und fur finf Minuten bei 3000 rpm zentri-
fugiert, um Zellreste zu entfernen. AnschlieRend wurde der virenhaltige Uberstand durch ein
0,45 pm-Zellsieb filtriert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Langzeitlagerung

erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -80°C.

Lentivirale Transduktion von Jurkat Zellen

Der Virusuberstand wurde bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und mit 6 ug/ml Polybren ver-
setzt. Jeweils 1 ml des Viruslberstandes wurde in eine Vertiefung einer 24-Loch-Platte
pipettiert, pro Ansatz wurden 3x10* Jurkat Zellen zugegeben und die Mischung dreimal vor-
sichtig resuspendiert. Nach einer 20-miniitigen Aquilibrierungszeit im Brutschrank bei 37°C
wurde die Platte mit Parafilm umwickelt und fir zwei Stunden bei 1200 rpm und 32°C zentri-
fugiert. Anschliellend wurde die Parafilmabklebung entfernt und die Zellen fir weitere 1-3

Stunden im Brutschrank mit dem Virusiberstand inkubiert. Nach einem Mediumwechsel



2 Material und Methoden 58

wurden die Zellen Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C kultiviert und am nachsten Tag die
Transduktion noch einmal mit frischem Virusiberstand wiederholt, um die
Transduktionseffizienz zu steigern. Nach 7-14 Tagen wurde die Transduktionseffizienz dann
mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Bestimmung der GFP-Expression ermittelt. Zudem
konnten GFP-positive Zellen Uber einen durchflusszytometrischen Sortiervorgang angerei-
chert werden. Jurkat Zellen, die auf diese Weise behandelt wurden, blieben lber den Zeit-

raum der Analyse hinweg zu mindestens 95% dauerhaft GFP-positiv.

2.9.7 Immunfluoreszenz

Um die Lokalisation von intrazellularen Proteinen zu analysieren, wurde in der vorliegenden
Arbeit die Technik der Immunfluoreszenzfarbung angewendet. Dazu wurden am Tag vor der
Transfektion in einer 12-Loch-Platte 5x10* adharente Hela-Zellen pro Loch auf sterilen 16
mm-Deckglaschen ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit den entsprechenden
Konstrukten transfiziert (s. 2.9.5, jetPEI™-Protokoll). 24 Stunden nach der Transfektion wur-
de die Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen zunachst fir flnf
Minuten in PBS gewaschen und anschlieBend fur 15 Minuten bei Raumtemperatur in 4%
Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Nach einem weiteren 5-minltigen Waschschritt in PBS wur-
den die Zellen mit Hilfe einer 0,05%igen Saponin-Lésung fir 15 Minuten bei Raumtempera-
tur permeabilisiert. Nachfolgend wurden die Zellen fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur leicht
schwenkend in Blockierldsung inkubiert, woraufhin der primare Antikérper verdunnt in 0,1x
Blockierlésung fur eine Stunde zugegeben werden konnte. Nach dieser Inkubationszeit wur-
den die Zellen dreimal fur jeweils funf Minuten in 0,1x Permeabilisierungslésung gewaschen.
AnschlieBend wurde der Fluoreszenzfarbstoff-markierte sekundare Antikdrper in 0,1x
Blockierldsung verdunnt; die Zellen wurden fur 45 Minuten im Dunkeln in der Antikérperl6-
sung inkubiert. Nach zwei Waschschritten von jeweils funf Minuten in PBS erfolgte die
Anfarbung der Zellkerne mittels DAPI (1:2500 verdunnt in PBS) fir drei Minuten. Anschlie-
fend wurden die Zellen noch ein- bis zweimal in PBS fir jeweils finf Minuten gewaschen,
woraufhin die Deckglaschen mit Hilfe von FluoromountG auf Objekttrager geklebt werden
konnten.

Die Analyse der Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskops (Zeiss LSM 510).

Fir die Darstellung des nuklearen Anteils zu untersuchender Proteine wurde mittels der
Auswertungssoftware fir das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop die Fluoreszenz des zu
analysierenden Molekiils in einem definierten Bereich innerhalb des Zellkerns mehrerer Zel-
len detektiert und graphisch dargestellt. Hierbei wurde immer der niedrigste im Zellkern zu

detektierende Wert fur die Fluoreszenz eines bestimmten Proteins gewahlt.
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Durch einen Vergleich verschiedener Transfektionsansatze konnte somit eine mégliche Ver-
anderung des Kernanteils eines Proteins in An- oder Abwesenheit von anderen Molekilen
untersucht werden. Die Bestimmung der statistischen Signifikanz einer solchen Veranderung

wurde mit Hilfe des Student’s t-Test durchgefinhrt.

2.10 Arbeit mit Hefezellen im Hefe Zwei-Hybrid-System

2.10.1 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

Die Backerhefe S. cerevisiae wurde anhand etablierter Protokolle kultiviert (,Yeast Protocols
Handbook®, Clontech, 2001). Das Standardmedium fir den in der vorliegenden Arbeit ver-
wendeten Hefestamm AH109 ist das YPDA-Medium (s. 2.2.3). Fir die Selektion auf Auxo-
trophiemarker hingegen wird ein sogenanntes ,Drop-out‘-Medium (s. 2.2.3) verwendet, das
den gewilnschten Selektionsbedingungen entsprechend mit Hilfe eines ,Drop-out‘-
Supplements und gegebenenfalls weiterer Aminosauren hergestellt wird. Zur Kultivierung auf
festen Medien wurde den Kulturmedien 20 g/l Agar zugesetzt. Die Kultivierung in Flissigme-
dium erfolgte unter Schutteln in Erlenmeyerkolben. Die Kultivierung von Hefezellen erfolgt
generell bei 30°C. Eine Lagerung von Hefen auf Agar-Platten ist bei 4°C fur eine Dauer von
bis zu zwei Monaten mdglich. Fir eine langfristige Lagerung werden die Hefen in YPDA-

Medium mit einem Anteil von 25% Glyzerin (v/v) bei -80°C eingefroren.

2.10.2 Das Hefe Zwei-Hybrid-System

Fir die in der vorliegenden Arbeit durchgeflinrte Hefe Zwei-Hybrid-System-Analyse wurde
das sogenannte ,MATCHMAKER GAL4 Zwei-Hybrid-System“ von Clontech verwendet
(MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid Vectors Handbook, Clontech).

Die Grundlage eines Hefe Zwei-Hybrid-Systems ist die Tatsache, dass Transkriptionsfakto-
ren wie das Moleklil GAL4 eine Domanenstruktur besitzen. Die DNS-Bindedomane eines
Transkriptionsfaktors kann beispielsweise mit den Transkriptionsaktivatordomanen verschie-
dener anderer Transkriptionsaktivatoren in Fusionsproteinen kombiniert werden, ohne dass
ihre Funktion dabei beeintrachtigt wird. Somit eignet sich diese Methode fir die Suche nach
Interaktionspartnern von Proteinen. Das Koderprotein wird hierbei mit der DNS-
Bindedomane eines Transkriptionsfaktors fusioniert, wohingegen das Beuteprotein zusam-
men mit der Aktivatordomane des Transkriptionsfaktors exprimiert wird.

Als Kdderplasmid wurde in der vorliegenden Arbeit der Vektor pGBKT7 (Clontech) verwen-
det, welcher das Gen TRP1 fur die Synthese von Tryptophan tragt. In diesen Vektor wurde
die cDNS sowohl von SLy1 als auch von SLy2 kloniert. Als Beuteplasmid hingegen diente
eine murine T Zell-Lymphom-cDNS-Bibliothek auf der Basis des Vektors pACT (Clontech).



2 Material und Methoden 60

Dieser Vektor tragt das Gen LEUZ fir die Synthese von Leucin. Der im Verlauf der Arbeit
verwendete Hefestamm AH109 ist unter anderem auxotroph bezliglich der Aminosauren
Tryptophan, Leucin und Histidin. In Abb. 7 sind die Reportergene des Hefestamms AH109

dargestellt.

AH109 Constructs

T N R )
| menuas | mentara | MELT ‘

Abbildung 7: Reportergenkonstrukte in S. cerevisiae AH109
(nach MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3 & Libraries User Manual, Clontech, 1999)

Nach der Transformation der Hefen mit dem Kéderplasmid und der cDNS-Bibliothek konnte

auf Expression und Interaktion der Fusionsproteine folgendermalien selektioniert werden:

1. Selektion auf Expression des Koderproteins: Trp-freies Medium.

2. Selektion auf Expression von Beuteproteinen: Leu-freies Medium.

3. Selektion auf Interaktion von Kéderprotein und Beuteproteinen aus der cDNS-Bibliothek:
Trp-, Leu-, Ade- und His-freies Medium.

4. Detektion auf Interaktion von Kéderprotein und Beuteproteinen aus der cDNS-Bibliothek:

Hydrolyse von X-o-Gal zu einem blauen Farbstoff (MEL 1-Genprodukt: a-Galaktosidase).

2.10.3 Transformation von Hefezellen

Herstellung transformationskompetenter Hefezellen

Fir die Aufnahme von Fremd-DNS durch die Hefezellen wurde die Lithiumacetat-vermittelte
Methode ausgewahlt (Gietz, D. et al., 1992). Dazu mussten zunachst transformationskompe-
tente Hefezellen hergestellt werden. Hierbei wurde eine Hefezellkolonie des Stammes
AH109 von einer YPDA-Agarplatte in 50 ml YPDA-Medium uberflhrt und Gber Nacht bei
30°C schittelnd (200 UpM) angezogen. Die ODg sollte am nachsten Morgen etwa 0,6 be-
tragen. Die Zellen wurden dann durch eine 5-minitige Zentrifugation bei 4000 rpm und
Raumtemperatur sedimentiert, mit 20 ml sterilem Wasser gewaschen, nochmals zentrifugiert
und in 1 ml 1x TE/0,1M Lithiumacetat aufgenommen. Nach diesem Schritt sind die Hefezel-
len fur die Transformation vorbereitet und kénnen kurze Zeit auf Eis gelagert werden. Im Ge-

gensatz zu Bakterien wie E. coli ist es nicht mdglich, kompetente Hefezellen Gber einen lan-
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geren Zeitraum bei -80°C zu lagern. Sie missen daher vor jeder Transformation frisch her-
gestellt werden.

Transformation kompetenter Hefezellen mit Plasmid-DNS

Fir die Transformation von Hefen mit Plasmid-DNS ist eine sogenannte Trager-DNS nétig.
In der vorliegenden Arbeit wurde dazu Lachssperma-DNS (Sigma-Aldrich) benutzt. Der
Transformationsansatz setzte sich aus 50 ug Koéderplasmid, 25 pg cDNS-Bibliothek und 2
mg Lachssperma-DNS zusammen. Zu diesem Ansatz wurden 1 ml kompetente Hefezellen
gegeben und mit Hilfe eines Vortex-Gerates gut gemischt. AnschlieRend wurden 6 ml einer
frisch hergestellten PEG/Lithiumacetat-L6sung zugegeben, gut gemischt und der Ansatz fur
30 Minuten bei 30°C und 200 UpM inkubiert. Nach der Zugabe von 700 yl DMSO und vor-
sichtigem Invertieren des Transformationsansatzes erfolgte der Hitzschock fur 15 Minuten
bei 42°C im Wasserbad. AnschlieBend wurden die Hefezellen fur 1-2 Minuten auf Eis
inkubiert, woraufhin sie dann fur funf Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert wurden. Nach dem
Entfernen des Uberstandes wurden die pelletierten Hefezellen in 1ml 1 x TE-Puffer aufge-
nommen, auf den entsprechenden Selektionsagarplatten ausgestrichen und fir 3-7 Tage bei
30°C inkubiert.

2.10.4 Isolierung von Plasmid-DNS aus Hefezellen

Die Isolierung von Plasmid-DNS aus transformierten Hefezellen ist nur in sehr geringen Aus-
beuten und mit Verunreinigungen durch genomische DNS mdglich. Hefezellen besitzen un-
gefahr dreimal mehr genomische DNS als E. coli. Eine weitere Schwierigkeit stellt das Auf-
brechen der stabilen Zellwand der Hefen dar. In der vorliegenden Arbeit wurde flr die Isolie-
rung von Plasmid-DNS aus Hefen das YEASTMAKER Yeast Plasmid Isolation Kit (Clontech)
verwendet. Dazu wurden frische Einzelkolonien transformierter Hefen von der entsprechen-
den Selektionsplatte, die auf Interaktionen zwischen dem Kdderprotein und Beuteproteinen
aus der cDNS-Bibliothek hindeutete, gepickt und diese tber Nacht in 500 pl fliissigem Selek-
tionsmedium bei 30°C kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Hefezellen bei 14.000 rpm fur
funf Minuten zentrifugiert und anschliefend die Plasmid-DNS mit Hilfe des YEASTMAKER
Yeast Plasmid Isolation Kits den Herstellerangaben entsprechend isoliert.

Bei dieser Praparation liegen sowohl das Kdder- als auch das Beuteplasmid vor. Aus diesem
Grund muss die isolierte Plasmid-DNS fur eine Trennung von Kéder und Beute in einem wei-

teren Schritt in E. coli amplifiziert werden.

2.10.5 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNS aus Hefezellen
Mit der aus den Hefen isolierten Plasmid-DNS wurden elektrokompetente Bakterien (Elec-
troMAX™ DH50-E™, Invitrogen) wie in Abschnitt 2.7.4 beschrieben transformiert. Anschlie-

fend wurden auf LB-Platten mit Ampicillin die Bakterien selektioniert, welche die Beute-
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cDNS aus der Bibliothek trugen, da der Basisvektor der Bibliothek (pACT) das Ampicillin-
Resistenzgen enthalt. Nachfolgend wurden die auf den Selektionsplatten wachsenden Bak-
terienklone gepickt und Uber Nacht in 3 ml flissigem LB-Ampicillin-Medium schittelnd bei
37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde dann die Plamsid-DNS im Zuge einer Minipraparati-

on aus den transformierten E. coli isoliert (s. 2.7.1).

2.10.6 Sequenzanalyse der positiven Klone des Hefe Zwei-Hybrid-Systems

Die aus den Bakterien isolierte Plasmid-DNS (s. 2.10.5) wurde einer Sequenzanalyse (s.
2.7.8) unterzogen, um die Identitdt der Beute-cDNS aus der eingesetzten cDNS-Bibliothek
zu ermitteln. AnschlieBend wurde auf Nukleinsdureebene der sequenzierte DNS-Abschnitt
mittels Datenbankvergleich untersucht. Hierzu wurde das Programm BLASTN
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov./Blast.cgi) gewahlt, welches die Datenbanken GenBank, EMBL
und DDBJ durchsucht (Altschul, S.F. et al., 1990). BLASTN erkennt hierbei sehr ahnliche

Sequenzen mit hoher Homologie.
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3 Ergebnisse

3.1 Interaktionsanalyse des Adapterproteins SLy1

Die SLy Proteinfamilie besteht aus drei Mitgliedern. Das ,SH3 protein expressed in
Lymphocytes1“ (SLy1) war das erste Protein aus dieser Familie, das kloniert wurde. Es wur-
de im Zuge eines Adhasionsscreens aus einer T Zell-Lymphom-cDNS-Bibliothek isoliert und
nachfolgend als ein putatives Adapterprotein mit einer nuklearen Lokalisationssequenz
(NLS) neben einer SH3- und einer SAM-Domane charakterisiert, welches spezifisch in Lym-
phozyten exprimiert wird (Beer, S. et al., 2001). Zusatzlich befindet sich um den Leucinrest
an Position 266 in der Aminosauresequenz von SLy1 ein putatives leucinreiches nukleares
Exportsignal (NES), das mit Hilfe des Programms ,NES predictor (NetNES)“ vorhergesagt
wurde (http://www.cbs.dtu.dk/).

Eine weitere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass SLy1 in T und B Zellen nach einer Stimulati-

on des Antigenrezeptors spezifisch an einem Serinrest (Serin27) phosphoryliert wird (Astoul,
E. et al., 2003). Die charakteristische Domanenstruktur von SLy1 und dieser Phosphorylie-
rungsbefund legten die Vermutung nahe, dass es sich bei SLy1 um ein Adapterprotein im
Signalweg von Lymphozyten handeln koénnte. Die Analyse einer Mauslinie, die eine
trunkierte Version des SLy1-Proteins exprimiert (SLy1**) und die Analyse einer SLy1-
defizienten Mauslinie (SLy1™") ergaben, dass die Proliferation und Effektorfunktion von T und
B Lymphozyten nach Stimulation des Antigenrezeptors in vitro deutlich vermindert waren
(Beer, S. et al., 2005; Reis, B. et al., 2009). Zudem war in diesen Mauslinien die Entwicklung
der Lymphozyten beeintrachtigt, was sich durch eine Reduktion der Zellularitat in den peri-
pheren lymphatischen Organen darstellte (Beer, S. et al., 2005; Scheikl, T. et al., 2008; Reis,
B. et al., 2009). In vivo-Experimente zeigten eine verminderte AbstoRung semi-identischer
Herz-Allotransplantate (Beer, S. et al., 2005). Weitere Analysen ergaben, dass SLy1 ein anti-
apoptotisches Protein ist, das fur die Entwicklung von Thymozyten eine entscheidende Rolle
spielt, da in Abwesenheit eines funktionsfahigen SLy1-Proteins die Apoptoserate im Verlauf
der Thymozyten-Entwicklung erhoéht ist (Reis, B. et al., 2009). Bei samtlichen Analysen fiel
auf, dass die Expression der trunkierten Version des SLy1-Proteins die gleichen Ergebnisse
lieferte wie eine komplette Abwesenheit des SLy1-Molekils. Diese Beobachtung legte die
Vermutung nahe, dass die in der trunkierten SLy1-Version fehlenden Abschnitte eine ganz
entscheidende Rolle bei der Funktion des Proteins spielen. Dem verkirzten Protein SLy1A
fehlen im N-terminalen Bereich die Aminosauren 20 bis 100 von insgesamt 380 Aminosau-
ren. Dadurch sind im SLy1A-Molekll 50% der zweigeteilten NLS und die Phosphorylierungs-

stelle am Serin27 deletiert.
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Neben dem Wildtyp-SLy1-Protein und dem SLy1A-Molekul wurden im Verlauf der vorliegen-

den Arbeit noch weitere Deletionsmutanten von SLy1 analysiert, denen charakteristische
Bereiche dieses Molekiils fehlen. Die verwendeten Konstrukte sind in Abb. 8 zusammenge-

fasst.

SLy1-Konstrukte

Ser27
SLy1 WT ELSA ' ELS? SH3 SAM

ELSZ SH3 SAM

Ala

SLy1827->A LS1

SLy1A sH3 SAM
~ Ser27

SLy1ANLS rg Ls1 shHs SAM
~ Ser27

SLy1ASH3 Ls1 ELS? SAM
__Ser27 7

SLy1ASAM Lst ELsz SH3

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Doménenstruktur verschiedener SLy1-Konstrukte

Oben gezeigt ist das SLy1-Protein, wie es in Wildtyp-Mausen (WT) exprimiert wird. Die Phosphorylierungsstelle
am Serin27 ist markiert. Darunter dargestellt ist eine Version des SLy1-Molekiils, bei der diese Serin-
Phosphorylierungsstelle zu einem Alanin mutiert wurde, an dem keine Phosphorylierung mehr stattfinden kann.
Durch die Deletion der Aminosauren 20-100 im SLy1A-Protein kommt es ebenfalls zu einem Verlust der Phos-
phorylierungsstelle, zudem ist auch noch ein Teil der zweigeteilten NLS deletiert. In der SLy1-Mutante SLy1ANLS
hingegen ist die Phosphorylierungsstelle am Serin27 noch vorhanden, allerdings fehlt der zweite Teil der NLS. In
der SLy1ASH3-Mutante ist die SH3-Domane deletiert, und in der SLy1ASAM-Mutante fehlt die SAM-Domaéne.

Zuséatzlich zu den in Abb. 8 dargestellten SLy1-Konstrukten wurden fur Experimente zu einer
moglichen Homodimerisierung von SLy1 noch zwei weitere Mutanten verwendet. Dabei han-
delt es sich um SLy1-Molekile, bei denen putative PEST-Sequenzen deletiert wurden.
PEST-Sequenzen sind Bereiche in der Aminosaureabfolge von Proteinen, welche reich an
den Aminosauren Prolin (P), Glutamat (E) und Serin (S)/Threonin (T) (selten auch Aspartat)
sind, wodurch sich auch der Name dieser Motive ergibt. PEST-Sequenzen stellen eines der
haufigsten Signale zum Proteinabbau mittels Ubiquitinierung (proteosomaler Abbau), durch
Caspasen oder durch die Protease Calpain dar. Zudem sind PEST-Motive aber auch an vie-

len anderen zellularen Prozessen, wie beispielsweise der Phosphorylierung von Proteinen,
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der Zelladhasion oder auch Protein-Protein-Interaktionen, beteiligt. Anhand der mit Hilfe des
.PESTfind“-Programms (http://www.at.embnet.org/toolbox/pestfind/) vorhergesagten Starke
der jeweiligen PEST-Sequenz wurden die Konstrukte als SLy1A-PEST-H (H = High Score)

und SLY1APEST-L (L = Low Score) bezeichnet. Nach Angaben des ,PESTfind“-Programms

besitzen PEST-Motive ab einer Starke von +5 eine funktionelle Relevanz.
Die Lokalisation der putativen PEST-Sequenzen im SLy1-Protein und die fir sie vorherge-

sagte Starke sind in Abb. 9 gezeigt.

NLS1 NLS2

+8,74 +14,77

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von SLy1 inklusive der zwei putativen
PEST-Sequenzen

Dargestellt ist das Wildtyp-SLy1-Protein mit seiner zweigeteilten NLS, der SH3- und der SAM-Doméne sowie
zwei mit Hilfe des ,PESTfind“-Programms vorhergesagten potenziellen PEST-Motiven. Der Wert unterhalb dieser
Sequenzen steht flr die putative Starke dieser Motive. PEST-L bezeichnet die ,Low Score“-PEST Sequenz, wo-
hingegen PEST-H fur ,High Score“-PEST steht.

3.1.1 Subzellulare Lokalisation des SLy1-Proteins

Das wildtypische SLy1-Protein ist sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert
(Beer, S. et al., 2005), wobei sich der mehrheitliche Teil des Molekiils im Zellkern befindet.
Interessanterweise zeigt sich in primaren T Zellen, welche mit anti-CD3 und anti-CD28 ko-
stimuliert wurden, eine Translokation des SLy1-Proteins aus dem Nukleus in das Zytoplas-
ma, die nach 60-minltiger Stimulation vollstandig ist und mindestens zwei Stunden anhalt
(Reis, B., Dissertation).

Zudem war aus vorherigen Analysen bereits bekannt, dass das SLy1A-Protein eine zum
Wildtyp-Molekul abweichende subzelluldre Lokalisation aufweist, da die SLy1A-Mutante nicht
mehr im Nukleus, sondern nur noch im Zytoplasma zu finden ist (Beer, S. et al., 2005;
Scheikl, T. et al., 2008). Eine Stimulation von primaren T Zellen mit anti-CD3 und anti-CD28
verandert hierbei die Lokalisation des mutierten SLy1-Molekils nicht (Reis, B., Dissertation).

Aus diesem Grund wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit zunachst die subzellulare Loka-
lisation samtlicher SLy1-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein analysiert, um Auf-
schliisse darliiber zu erhalten, ob auch die Deletion weiterer charakteristischer Abschnitte
oder Domanen des SLy1-Proteins Veranderungen in der Lokalisation dieses Molekils her-
vorruft.

Fir die Analyse der subzellularen Lokalisation der verschiedenen SLy1-Proteine wurden

Jurkat T Zellen Uber ein lentivirales System mit den in Abb. 8 aufgefiihrten SLy1-Konstrukten
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und einem Kontrollvektor (pWPI) stabil transduziert. Hierbei waren diese Konstrukte jeweils
mit einer HA-Markierung versehen, so dass eine Detektion der Proteine Uber eine Western
Blot-Analyse mit Hilfe eines Antikdrpers gegen die HA-Markierung mdglich war. Anschlie-
Rend wurde eine subzellulare Fraktionierung der verschiedenen Jurkat Zelllinien mit Hilfe
des ,ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kits“ (Calbiochem-Merck) durchgefiihrt.
Dabei werden neben der zytosolischen Fraktion die Kern-, eine Membran- und die
Zytoskelettfraktion erhalten. Hierbei ist zu bemerken, dass die Membranfraktion neben der
Plasmamembran auch membrandse Organellen beinhaltet. Die praparierten Fraktionen wur-
den nachfolgend einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und einer Wes-

tern Blot-Analyse unterzogen.
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Abbildung 10: Subzellulédre Lokalisation der verschiedenen SLy1-Konstrukte
Stabil transduzierte Jurkat T Zellen, welche den Kontrollvektor pWPI oder die verschiedenen HA-markierten
SLy1-Konstrukte exprimieren, wurden mit Hilfe des ,ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kits* fraktio-

niert. Die dabei erhaltene zytosolische Fraktion wurde neben einer Membran-, der Nukleus- und der
Zytoskelettfraktion auf die Detektierbarkeit der verschiedenen SLy1-Proteine hin analysiert. Die ebenfalls aufge-

fuhrte Ladekontrolle zeigt die Expression der unterschiedlichen SLy1-Konstrukte in den Jurkat Zellen.

Wie Abb. 10 verdeutlicht, sind alle analysierten SLy1-Konstrukte sowohl in der zytosolischen
als auch in der Membranfraktion zu finden. Allerdings sind die Konstrukte in der
membrandsen Fraktion nur relativ schwach zu detektieren. Die Analyse der Kernfraktion
zeigt, dass alle SLy1-Molekile bis auf die SLy1A-Mutante im Nukleus der Jurkat Zellen
detektierbar sind. Dieser Befund deckt sich mit den zuvor verdffentlichten Daten beziiglich
der veranderten Lokalisation des SLy1A-Proteins im Vergleich zum wildtypischen SLy1

(Beer, S. et al., 2005; Scheikl, T. et al., 2008). Interessanterweise reicht die Deletion des
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zweiten Teils der NLS von SLy1 in der SLy1ANLS-Mutante nicht aus, um eine Lokalisation
dieses Molekills im Nukleus zu verhindern. In der Zytoskelettfraktion hingegen sind die ver-
schiedenen SLy1-Proteine nicht mehr nachzuweisen. Lediglich bei der SLy1ASH3-Mutante
ist eine schwache Bande sichtbar. Die Ladekontrolle zeigt die Expression der verschiedenen
SLy1-Konstrukte in den stabil transduzierten Jurkat T Zellen. Hierbei wird deutlich, dass die
Proteine in den Zelllinien deutliche Expressionsunterschiede aufweisen, so dass eine Quanti-
fizierung der Mengen des SLy1-Proteins in den verschiedenen Fraktionen nicht mdglich ist.
Die erzielten Resultate lassen lediglich eine Qualifizierung der SLy1-Lokalisation zu.

In Abb. 11 werden die der subzellularen Fraktionierung entsprechenden Kontrollen gezeigt.
Um die Reinheit der erhaltenen Fraktionen zu testen, wurden samtliche Proben Uber eine
Western Blot-Analyse mit einem Antikorper gegen Caspase-3 (zytosolischer Marker),
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP, Kernmarker) und Vimentin (Zytoskelettmarker)
inkubiert. Ein Marker furr die Uberpriifung der Membranfraktion von Jurkat Zellen konnte im

Zuge dieser Arbeit trotz Testung verschiedener Antikdrper nicht etabliert werden.
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Abbildung 11: Kontrollen zur Uberpriifung der Reinheit der subzellulidren Fraktionen

Fir die Uberprifung der Reinheit der im Zuge der SLy1-Fraktionierung erhaltenen Fraktionen wurden samtliche
Proben mit Hilfe einer Western Blot-Analyse mit Antikbrpern gegen spezifische Markerproteine inkubiert. Capase-
3 stellt ein zytosolisches, Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) ein nukledres und Vimentin ein Markermolekiil

fur das Zytoskelett dar.

Wie Abb. 11 zeigt, ist Caspase-3 erwartungsgemalfd nur in der zytosolischen und PARP nur
in der nuklearen Fraktion detektierbar. Lediglich in der Zytoskelettfraktion des wildtypischen
SLy1-Proteins ist zusatzlich eine PARP-Bande sichtbar. Vimentin stellt ein Intermediar-

filament des Zytoskeletts dar und liefert in der Western Blot-Analyse in samtlichen Fraktionen
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einen leichten Hintergrund. Allerdings ist eine deutliche Anreicherung dieses Molekdils in der
Zytoskelettfraktion detektierbar.

Aufgrund der bereits publizierten Funktion von SLy1 als ein neues anti-apoptotisches Mole-
kil bei der Entwicklung von Thymozyten (Reis, B. et al., 2009) bestand zusatzlich zu der in
Abb. 10 dargestellten subzelluldren Fraktionierung von SLy1 ein Interesse daran, ob SLy1 an
Mitochondrien zu finden ist, die fur den programmierten Zelltod eine entscheidende Rolle
spielen kénnen. Aus diesem Grund wurde im Zuge der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des
,ProteoExtract® Cytosol/Mitochondria Fractionation Kits“ (Calbiochem-Merck) eine Fraktio-
nierung von stabil transduzierten Jurkat Zellen durchgefiihrt. Hierbei wurden Zellen, die ei-
nen Kontrollvektor (pWPI) exprimieren, mit Zellen verglichen, welche das wildtypische SLy1-
Protein mit einer HA-Markierung generieren.

Wie Abb. 12 zeigt, ergab diese Fraktionierung, dass das wildtypische SLy1-Molekil erwar-
tungsgemal im Zytoplasma, aber auch in der mitochondrialen Fraktion nachweisbar ist. Eine
Ladekontrolle zeigt die Expression des SLy1-Proteins in den Jurkat-Zellen. Zur Uberpriifung
der Reinheit der beiden Fraktionen wurden als Markermolekule Caspase-3 (zytosolischer
Marker) und Tom20 (mitochondrialer Marker) verwendet. Hierbei fallt auf, dass Tom20 nicht
nur in der mitochondrialen, sondern auch in der zytosolischen Fraktion detektierbar ist, was
auf eine Verunreinigung der zytoplasmatischen Fraktion mit Mitochondrien hindeutet. Ent-
scheidend ist allerdings, dass bei der Mitochondrienfraktion keine Verunreinigung mit
zytosolischen Bestandteilen nachweisbar ist, denn in dieser Fraktion ist nur eine Tom20-

Bande und keine zusatzliche Caspase-3-Bande detektierbar.
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Abbildung 12: Zytosolische und mitochondriale Fraktionierung von SLy1
Dargestellt ist die zytosolische und mitochondriale Fraktionierung (,ProteoExtract® Cytosol/Mitochondria

Fractionation Kit“) von stabil transduzierten Jurkat Zellen, die entweder einen Kontrollvektor (pWPI) oder das
wildtypische SLy1-Protein mit HA-Markierung exprimieren. Eine Ladekontrolle zeigt die Expression des SLy1-
Molekiils. Zur Uberpriifung der Reinheit der einzelnen Fraktionen wurden in der Western Blot-Analyse die Anti-

kérper gegen Caspase-3 (zytosolisches Protein) und Tom20 (mitochondriales Protein) verwendet.

3.1.2 Homodimerisierung des SLy1-Proteins

Die Aufklarung des Interaktionsverhaltens von SLy1 kann einen wichtigen Beitrag zur funkti-
onellen Charakterisierung dieses Molekiils leisten. Proteine mit typischen Protein-Protein-
Interaktionsmodulen, wie zum Beispiel SH3- und SAM-Domaéanen, interagieren mit Hilfe die-
ser Domanen oftmals nicht nur mit anderen Molekllen, sondern sind auch in der Lage, Ho-
modimere zu generieren. Eine Homodimerisierung von Adaptermolekilen kann unterschied-
liche Auswirkungen auf die Funktion dieser Proteine haben. Zum einen kann sie die Interak-
tion der Adaptermolekile mit ihren Zielproteinen erst ermdglichen, zum anderen vermag eine
Homodimerisierung jedoch auch die Bindung eines Adapterproteins an ein Zielmolekil zu
verhindern, indem durch sie die Bindestelle flir das Zielmolekul blockiert wird.

Wie Abb. 8 zeigt, besitzt das SLy1-Protein sowohl eine SH3- als auch eine SAM-Domane, so
dass dieses Molekil ein putatives Adapterprotein darstellt, welches sowohl mit anderen Pro-
teinen als auch mit sich selbst interagieren kdnnte. Aus diesem Grund sollten im Zuge der

vorliegenden Arbeit zunachst eine mdégliche Homodimerisierung des wildtypischen SLy1-
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Proteins und eine ldentifizierung der zu einer Homodimerisierung beitragenden Doméane er-
folgen. Dazu wurde entweder ein Kontrollvektor (pSecTagB) oder ein myc-markiertes wildty-
pisches SLy1-Konstrukt (SLy1-myc) zusammen mit verschiedenen Flag-markierten SLy1-
Konstrukten transient in HEK 293T Zellen ko-transfiziert. Die Zellen wurden anschlieRend
lysiert und die Lysate als Ausgangsmaterial fur eine Ko-Immunprazipitation eingesetzt. Die
Ko-Immunprazipitation wurde mit anti-myc-gekoppelter Sepharose durchgefihrt und die Pro-
ben anschliellend mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western
Blot analysiert (s. Abb. 13).

pSecTagB SLy1-myc
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Abbildung 13: Homodimerisierung des SLy1-Proteins

HEK 293 T Zellen wurden entweder mit einem Kontrollvektor (pSecTagB, links) oder einem wildtypischen SLy1-
myc-Konstrukt (rechts) und verschiedenen Flag-markierten SLy1-Molekilen transient ko-transfiziert und eine
mdgliche Homodimerisierung der jeweiligen Proteine mittels Ko-Immunprazipitation (anti-myc-gekoppelte
Sepharose) sowie anschlieflender SDS-PAGE und Western Blot-Analyse detektiert. Eine Ladekontrolle zeigt die

Expression der verschiedenen Flag-markierten SLy1-Konstrukte.

Bei der Ko-Transfektion der Flag-markierten SLy1-Konstrukte mit dem Kontrollvektor sind
erwartungsgeman keine Proteinbanden im Western Blot detektierbar. Dieses Ergebnis zeigt,
dass die Flag-markierten SLy1-Proteine nicht unspezifisch an das myc-Epitop und/oder die
Sepharose binden. Bei der Ko-Transfektion der Flag-markierten SLy1-Molekile mit dem
SLy1-myc-Konstrukt hingegen zeigen sich im Western Blot eindeutige Proteinbanden, wel-
che auf eine Homodimerisierung des SLy1-Proteins hindeuten. Sowohl die beiden wildtypi-
schen SLy1-Molekile vermdgen miteinander zu interagieren als auch das wildtypische SLy1-
Protein mit dem SLy1ASAM-, dem SLy1ANLS-, dem SLy1APEST-H- und dem SLy1APEST-
L-Konstrukt. Besonders auffallig ist hierbei die besonders dicke Interaktionsbande bei der
Ko-Transfektion von SLy1 und SLy1APEST-H. Im Falle der Ko-Transfektion des wildtypi-

schen SLy1-Proteins mit der SLy1ASH3-Mutante jedoch findet eindeutig keine Homodimeri-

sierung mehr statt. Dieses Ergebnis liefert einen Hinweis darauf, dass die SH3-Domane von
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SLy1 flr die Homodimerisierung dieses Proteins verantwortlich ist. Neben der Ko-
Immunprazipitation ist auch eine Ladekontrolle aufgefiihrt, welche die Expression der ver-

schiedenen Flag-markierten SLy1-Konstrukte in den transfizierten HEK 293T Zellen zeigt.

3.1.3 Interaktion von SLy1 mit Lipiden

Eine Interaktion von Proteinen mit Lipiden kann (ber typische Protein-Lipid-Interak-
tionsdomanen wie zum Beispiel sogenannte ,Pleckstrin homology“- (PH-) Doméanen erfolgen,
welche an die Kopfgruppe von Phosphoinositiden binden kann. Mit Hilfe einer derartigen
Interaktion kénnen Proteine an die Plasmamembran andocken, um dort eine spezifische
Funktion 2zu erfillen. Neben ihrem Vorkommen in der Plasmamembran sind
Phosphoinositide auch im Zellkern zu finden. Hier sind sie an entscheidenden Prozessen der
Signalweiterleitung beteiligt.

Zusatzlich zu den typischen Protein-Lipid-Interaktionsdomanen existieren jedoch auch
polybasische Regionen (PBRs) in der Aminosauresequenz von Proteinen, mit deren Hilfe
diese Molekile ebenfalls an Lipide binden kdnnen. Solche polybasischen Regionen sind
reich an positiv geladenen Aminosauren wie beispielsweise Lysinen, welche an die negativ
geladenen Kopfgruppen von phosphorylierten Lipiden zu binden vermdgen.

SLy1 besitzt zwar keine typischen Protein-Lipid-Interaktionsdomanen, allerdings weist die
zweigeteilte NLS des Moleklls einen hohen Anteil an positiv geladenen Lysin- und
Argininresten auf.

Aus diesem Grund sollte im Zuge dieser Arbeit eine mogliche Interaktion von SLy1 mit Lipi-
den analysiert werden. Dazu wurden Lipidbindeexperimente mit sogenannten ,Membrane
Lipid Strips™“, ,PIP Strips™“ und ,PIP Arrays™*“ und Lysaten von stabil transduzierten Jurkat
T Zellen durchgefuhrt. Hierbei wurden Jurkat Zellen verwendet, die neben dem wildtypi-
schen, HA-markierten SLy1-Protein entweder einen Kontrollvektor (pWPI) oder verschiedene
HA-markierte Deletionsmutanten von SLy1 exprimieren. Die Lyse der Zellen erfolgte mit Hilfe
eines hypotonischen Lysepuffers, welcher keine Detergenzien enthalt, die eine Bindung an
Lipide storen kénnten. Zudem wurden die Zellen mechanisch durch mehrmaliges Aufziehen
in eine Spritze aufgeschlossen.

Bei den ,Membrane Lipid Strips™*, ,PIP Strips™“ und ,PIP Arrays™* handelt es sich um hy-
drophobe Membranen, auf die punktférmig biologisch aktive Lipide aufgebracht wurden (sie-
he Abb. 14 A). Nach der Inkubation der Membranen mit den jeweiligen Lysaten kann die
Bindung eines Proteins an die aufgetragenen Lipide mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers

detektiert werden.
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Abbildung 14: Interaktion von SLy1 mit Lipiden

A: Schematische Darstellung des Auftragmusters der ,Membrane Lipid Strips™*.

B: ,Membrane Lipid Strips™“ wurden mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, welche unterschiedliche, HA-

markierte SLy1-Konstrukte oder einen Kontrollvektor (pWPI) stabil exprimieren. Die Lyse der Zellen erfolgte mit

Hilfe eines hypotonischen Puffers ohne Detergenzien und durch mechanisches Aufschlielen der Zellen. Eine

Bindung der SLy1-Molekile an die auf die Strips aufgebrachten Lipide wurde Uber eine Detektion mit einem

Antikérper gegen das HA-Epitop sichtbar gemacht. Eine Ladekontrolle zeigt die Expressionsstarke der verschie-

denen SLy1-Konstrukte.
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Die Lipidbindeexperimente fiir die verschiedenen SLy1-Molekile mit den ,Membrane Lipid
Strips™“ sind in Abb. 14B dargestellt. Hierbei zeigt sich, dass nach der Detektion mit einem
Antikérper gegen das HA-Epitop im Falle der Leervektorkontrolle (pWPI) keine Bindung an
die vorhandenen Lipide zu detektieren ist. Das wildtypische SLy1-Molekil, sowie die
SLy1S27—A-, die SLy1ASH3- und die SLy1ASAM-Mutante hingegen zeigen eine Bindung
an Phosphatidylinositol-4-phosphat PI(4)P, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat PI(4,5)P-,
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat  (PIP;), Phosphatidat (Diacylglycerin-3-phosphat),
Phosphatidylserin und Cardiolipin (Diphosphatidylglycerin). Diese Lipide tragen alle eine ne-
gative Ladung. Cardiolipin stellt ein typisches Lipid der Mitochondrienmembran dar, wohin-
gegen die anderen Moleklle in der Plasmamembran zu finden sind. PI(4)P, PI(4,5)P, und
P1(3,4,5)P; sind zudem auch im Zellkern lokalisiert (Gozani, O. et al., 2005). Die Assoziation
von SLy1 mit Cardiolipin kdnnte die Anwesenheit von SLy1 in der mitochondrialen Fraktion
(s. Abb. 12) erklaren. Die Interaktion von SLy1 mit samtlichen anderen Lipiden hingegen
kann die Lokalisation von SLy1 in der Membranfraktion (s. Abb. 10) bewirken. Da jedoch
einige der Phosphoinositide, mit denen SLy1 interagiert, auch im Nukleus detektierbar sind,
besteht auch die Mdéglichkeit, dass SLy1 mit diesen Lipiden im Zellkern assoziiert. Interes-
santerweise vermag sowohl das SLy1A-Molekiil als auch die SLy1ANLS-Mutante nicht mehr
mit den zuvor genannten Lipiden zu interagieren. In beiden Molekuilen fehlt der zweite Teil
der zweigeteilten NLS. Zudem sind in der SLy1A-Mutante auch noch weitere Abschnitte der
N-terminalen SLy1-Sequenz inklusive der Phosphorylierungsstelle am Serin27 deletiert (s.
Abb. 8). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass SLy1 Uber die polybasische Region in der
NLS, welche eine relativ gro3e Anzahl positiv geladener Lysine und Arginine enthalt, mit ne-
gativ geladenen Lipiden interagiert. Zudem zeigt dieses Resultat, dass bereits die Deletion
des zweiten Teils der NLS von SLy1 ausreicht, die Bindung an die verschiedenen Lipide zu
unterbinden.

Eine Ladekontrolle zeigt in Abb. 14 B die Expression der verschiedenen SLy1-Konstrukte.
Hierbei ist deutlich eine unterschiedliche Expressionsstarke der Proteine in den jeweiligen
Zelllinien zu erkennen.

Da fir das SLy1-Protein mit Hilfe der ,Membrane Lipid Strips™“ bereits eine Bindung an
Phosphoinositide detektierbar war (s. Abb. 14 B), wurden weitere Lipidbindeexperimente mit
sogenannten ,PIP Strips™*“ und ,PIP Arrays™“ durchgefiihrt, um eventuell weitere Phospho-
inositid-Spezies, an welche SLy1 ebenfalls bindet, zu identifizieren und die relative Starke
einer solchen Bindung zu bestimmen. Im Vergleich zu den ,Membrane Lipid Strips™* sind
bei den ,PIP Strips™“ mehr Phosphoinositid-Spezies auf der Membran vorhanden, so dass
eine genauere Analyse des Phosphoinositid-Bindeverhaltens eines Proteins erfolgen kann
(s. Abb. 15 A). Mit Hilfe der ,PIP Arrays™“ kann die relative Starke der Protein-
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Phosphoinositid-Bindung analysiert werden, da hier verschiedene Phosphoinositide in je-
weils sieben unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen sind (s. Abb. 15 A rechts).

Die Vorgehensweise entsprach hierbei der, welche zuvor fir die ,Membrane Lipid Strips™*
angewendet wurde. Allerdings wurden bei diesen Experimenten lediglich das wildtypische

SLy1-Protein und eine Leervektorkontrolle (pWPI) analysiert.
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Abbildung 15: Interaktion von SLy1 mit Lipiden

A: Schematische Darstellung des Auftragmusters der ,PIP Strips™* (links) und des ,PIP Arrays™“ (rechts).

B: ,PIP Strips™* (links) und ein ,PIP Array™* (rechts) wurden mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, welche
entweder ein HA-markiertes, wildtypisches SLy1-Konstrukt oder einen Kontrollvektor (pWPI) stabil exprimieren.
Die Lyse der Zellen erfolgte mit Hilfe eines hypotonischen Puffers ohne Detergenzien und durch mechanisches
AufschlieBen der Zellen. Mit Hilfe des ,PIP Arrays™“ kann die relative Starke der Interaktion von SLy1 mit den
verschiedenen Phosphoinositiden abgeschatzt werden. Eine Bindung der SLy1-Molekile an die auf die Strips

aufgebrachten Lipide wurde Uber eine Detektion mit einem Antikdrper gegen das HA-Epitop sichtbar gemacht.
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Abbildung 15 B zeigt das Resultat des Lipidbindeexperiments mit den ,PIP Strips™“ und dem
.PIP Array™“. Die Leervektorkontrolle (pWPI) zeigt hierbei erwartungsgeman keine Bindung
an die vorhandenen Lipide. Das wildtypische SLy1-Konstrukt hingegen bindet sowohl an die
Monophoshoinositide PI(3)P, PI(4)P und PI(5)P, als auch an die Diphosphoinositide
PI1(3,4)P,, PI(3,5)P, und PI(4,5)P,, sowie an das Triphosphoinositid PI(3,4,5)P;. Die Bindung
von SLy1 an PI(4)P, PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P3; wurde zuvor auch schon mit Hilfe der ,Mem-
brane Lipid Strips™* gezeigt (s. Abb. 14 B), so dass diese Ergebnisse die Bindung verifizie-
ren. Ebenso konnte die Bindung von SLy1 an Phosphatidat und Phosphatidylserin sowohl
mit Hilfe des ,Membrane Lipid Strips™* und des ,PIP Strips™* gezeigt werden.

Interessanterweise scheint SLy1 die verschiedenen Phosphoinositide unterschiedlich stark
zu binden. Das Resultat des ,PIP Arrays™* verdeutlicht, dass SLy1 die drei
Monophosphoinositide ahnlich stark binden kann; bei den drei Diphosphoinositiden jedoch
zeigen sich klare Unterschiede. Am starksten vermag SLy1 an PI(3,5)P, zu binden. Die In-
teraktion mit PI(3,4)P, und PI(4,5)P, hingegen ist deutlich schwacher, aber miteinander ver-
gleichbar. Die Bindung von SLy1 an PI(3,4,5)P; ist deutlich detektierbar. Das Ergebnis des
,PIP Arrays™“ zeigt zudem, dass die Bindung von SLy1 an die verschiedenen
Phosphoinositide bei abnehmender Lipidmenge ebenfalls weniger stark detektierbar ist. Dies
verdeutlicht, dass die Starke der Interaktion von SLy1 mit diesen Molekilen von der vorhan-

denen Menge der Lipide abhangig ist.

3.1.4 Interaktion von SLy1 mit 14-3-3 Proteinen

Im Zuge einer weiteren Interaktionspartnersuche von SLy1 wurde die Aminosauresequenz
dieses Proteins naher analysiert. Insbesondere das bereits in Abschnitt 3.1.1 beschriebene,
stimulations- bzw. phosphorylierungsabhangige Translokationsverhalten des wildtypischen
SLy1-Molekdls erforderte eine genauere Analyse der flankierenden Sequenz um die Phos-
phorylierungsstelle von SLy1 (Serin27) (Bernhard Reis). Diese Betrachtung ergab, dass
durch die Phosphorylierung von SLy1 am Serin27 ein Sequenzmuster entsteht, welches bis
auf eine Position einer Konsensusbindestelle fur 14-3-3 Proteine entspricht (Dougherty, M.K.
und Morrison, D.K., 2004). Die in der Literatur (Dougherty, M.K. und Morrison, D.K., 2004)
angegebene Sequenz einer mdoglichen 14-3-3 Konsensusbindestelle lautet RSXpS/T XP
(Mode 1). Die Buchstaben entsprechen hierbei dem Einbuchstabencode der Aminosauren.
.X* steht in der genannten Konsensussequenz fiir eine beliebige Aminosaure, und ,p* weist
auf eine Phosphorylierung der nachfolgenden Aminoséaure hin.

Die SLy1-Sequenz um die Phosphorylierungsstelle am Serin27 lautet RSSpS FK (Aminosau-
ren 24-29). Somit ergibt sich eine bis auf die letzte Aminosaure identische

Aminosaureabfolge im Vergleich zu der zuvor genannten 14-3-3 Konsensusbindesequenz.
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Eine mehrfach in der Literatur beschriebene Funktion von 14-3-3 Proteinen besteht darin, mit
phosphorylierten Zielproteinen zu interagieren und dadurch eine im Zielprotein vorhandene
NLS zu maskieren. Dies bewirkt nachfolgend ein Zurtickhalten des Zielmolekils im Zytosol
(Tzivion, G. und Avruch, J., 2002; Mackintosh, C., 2004; Yoshida, K. et al., 2005).

Die NLS von SLy1 befindet sich in der Nahe der putativen 14-3-3 Bindestelle. In Abb. 16 ist
eine schematische Darstellung einer méglichen Interaktion von SLy1 und 14-3-3 Proteinen
gezeigt. Hierbei wird ersichtlich, dass durch die Interaktion von SLy1 mit 14-3-3 Molekulen
die NLS von SLy1 verdeckt wird. Mit diesem Befund kdnnte die ausschlieRliche Lokalisation

des phosphorylierten SLy1-Proteins (s. Abschnitt 3.1.1) im Zytoplasma erklart werden.

Ih’i’ﬂ'ﬁ?«?ﬁ

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Interaktion von phosphoryliertem SLy1 und 14-3-3 Proteinen
Durch die Phosphorylierung des SLy1-Proteins am Serin27 wird eine putative Bindestelle fir 14-3-3 Molekdile
generiert, welche sich in der Nahe des N-terminalen zweigeteilten nukledren Lokalisationssignals von SLy1 befin-

det (nach Reis, B., Dissertation).

Folglich sollte durch die Mutation der Phosphorylierungsstelle von einem Serin zu einem
Alanin, welches nicht phosphoryliert werden kann, die Bindung von SLy1 an 14-3-3 Molekiile
nicht mehr stattfinden kénnen.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden zunachst Ko-Immunprazipitationen durchgefihrt,
um eine mdgliche Interaktion des wildtypischen SLy1-Proteins mit 14-3-3 Molekulen zu zei-
gen. Dazu wurden HEK 293T Zellen transient entweder mit einem Kontrollvektor (pSecTagB)
oder einem wildtypischen SLy1-myc-Molekul und einem HA-markierten 14-3-3t-Konstrukt ko-
transfiziert. Nach der Zelllyse wurde die Ko-lImmunprazipitation mit anti-myc-gekoppelter
Sepharose durchgefuhrt und die Proben nachfolgend mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und Western Blot analysiert. In einem weiteren Ansatz wurden HEK 293 T
Zellen entweder mit einem Kontrollvektor (pWPI) oder einem wildtypischen SLy1-HA-
Konstrukt und einem myc-markierten 14-3-3p3-Konstrukt ko-transfiziert. Nach der Lyse der
Zellen erfolgte die Ko-Immunprazipitation mittels anti-HA-gekoppelter Sepharose (s. Abb.
17).
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Abbildung 17: Interaktion des SLy1-Proteins mit 14-3-3t und 14-3-3f

HEK 293 T Zellen wurden transient entweder mit einem Leervektor (pSecTagB) beziehungsweise mit einem wild-

typischen SLy1-myc-Konstrukt und einem HA-markierten 14-3-3t-Konstrukt (links), oder mit einem Leervektor
(PWPI) beziehungsweise mit einem wildtypischen SLy1-HA-Konstrukt und einem myc-14-3-33-Konstrukt (rechts)
ko-transfiziert. Eine mogliche Interaktion des SLy1-Molekils mit 14-3-3t (links) oder 14-3-3f (rechts) wurde an-

schlieRend mittels Ko-Immunprazipitation (links: anti-myc-gekoppelte Sepharose; rechts: anti-HA-gekoppelte
Sepharose) sowie anschliefender SDS-PAGE und Western Blot-Analyse detektiert. Ladekontrollen zeigen die
Expression des 14-3-3t-Konstrukts (links) und des 14-3-33-Molekiils (rechts).

Hierbei zeigt sich, dass sowohl 14-3-3t (links) als auch 14-3-3f (rechts) mit dem wildtypi-
schen SLy1-Protein interagieren kann. In den jeweiligen Leervektorkontrollen sind erwar-
tungsgemal keine Interaktionsbanden detektierbar. Die beiden zusatzlichen Banden in der
anti-HA-Ko-Immunprazipitation (rechts) bei ungefahr 60 kDa und 25 kDa stammen von der
schweren beziehungsweise der leichten Kette des bei der Ko-Immunprazipitation eingesetz-
ten Antikorpers gegen das HA-Epitop, welche durch den im Western Blot verwendeten se-
kundaren Antikorper (anti-Maus, Meerrettich-Peroxidase-konjugiert) ebenfalls detektiert wer-
den. Die Ladekontrollen in Abb. 17 zeigen die Expression des HA-14-3-3t1 (links) und des
myc-14-3-33-Konstrukts (rechts).

Zudem wurden im Zuge dieser Arbeit Affinitatsprazipitationen mit GST-markierten 14-3-3
Proteinen durchgefiihrt, um einerseits die Ergebnisse der Ko-Immunprazipitation zu unter-
mauern, andererseits jedoch auch, um eine moégliche Phosphorylierungsabhangigkeit der
Assoziation von SLy1 mit 14-3-3 Proteinen zu demonstrieren.

Die heterolog in Bakterien Uberexprimierten GST-14-3-3-Fusionskonstrukte wurden hierbei
an Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, welche

entweder untransduziert waren oder ein HA-markiertes, wildtypisches SLy1-Konstrukt oder
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die HA-markierte SLy1S27—A-Mutante exprimierten. Durch eine anschlieRende SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese und eine Western Blot-Analyse der Affinitatsprazipitations-
proben mit einem Antikdrper gegen das HA-Epitop konnte die Interaktion von SLy1 mit den
getesteten 14-3-3 Proteinen sichtbar gemacht werden (s. Abb. 18).

Jurkat SLy1-HA SLy1S827—A-HA
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Abbildung 18: Phosphorylierungsabhangige Interaktion von SLy1 mit 14-3-3f, -y, -n, -0, -€, <t und -

Heterolog in Bakterien exprimierte GST-14-3-3-Fusionskonstrukte wurden fur die Affinitatsprazipitation an
Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, die entweder untransduziert wa-
ren (Leerkontrolle), ein HA-markiertes, wildtypisches SLy1-Konstrukt oder die HA-markierte SLy1S27—A-Mutante
exprimieren. Im oberen Teil der Abbildung ist die Interaktion von SLy1 mit 14-3-38, -y, -n und -c gezeigt, welche
ohne eine Phosphorylierung am Serin27 (SLy1S27—A-Mutante) kaum noch detektierbar ist. Der untere Teil der
Abbildung zeigt die Assoziation von SLy1 mit 14-3-3¢, -c, -t und -{. Anzumerken ist, dass das Auftragsmuster
hierbei etwas von dem im oberen Teil der Abbildung abweicht. Obwohl die Interaktionsbanden schwécher als bei
den Proben aus dem oberen Abbildungsteil sind, lasst sich trotzdem deutlich die verminderte Bindung der
SLy1S27—A-Mutante an die getesteten 14-3-3 Molekule erkennen. In beiden Teilen der Abbildung zeigt die La-

dekontrolle die Expression der SLy1-Konstrukte.
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Mit Hilfe der Affinitatsprazipitation wurde die Bindung von SLy1 an alle sieben in Saugetieren
vorkommenden 14-3-3 Isoformen (B, v, M, o, €, T und {) analysiert. Im oberen Teil der Abbil-
dung ist die Interaktion von wildtypischem SLy1 mit GST-14-3-38, -y, -n und -c im Vergleich
zur SLy1S27—A-Mutante und einer Leerkontrolle (untransduzierte Jurkat Zellen) dargestellt.
Hierbei zeigen sich bei der Leerkontrolle nach einer Detektion mit einem Antikdrper gegen
das HA-Epitop erwartungsgemal’ keine Interaktionsbanden. Das wildtypische SLy1-Protein
hingegen interagiert mit den zuvor genannten 14-3-3 Isoformen. Dabei scheint SLy1 die Mo-
leklle mit unterschiedlicher Affinitdt zu binden, da die Starke der Interaktionsbanden unter-
schiedlich ist, die Expression des SLy1-Proteins in den verschiedenen Ansatzen jedoch iden-
tisch war (Ladekontrolle), und auch die Menge der jeweils eingesetzten GST-14-3-3 Molek-
le vergleichbar war (Daten nicht gezeigt).

Interessanterweise vermag die SLy1S27—A-Mutante kaum noch mit den getesteten 14-3-3
Isoformen zu interagieren. Die Ladekontrolle zeigt, dass die Expressionsstarke des wildtypi-

schen SLy1-Proteins und der SLy1S27—A-Mutante fast identisch waren, so dass die stark
verminderte Bindung der SLy1S27—A-Mutante an die 14-3-3 Proteine nicht mit einer gerin-
geren Expression dieses Molekuls zu erklaren ist.

Im unteren Teil der Abbildung ist die Assoziation von wildtypischem SLy1 mit GST-14-3-3¢, -
o, -t und -{ im Vergleich zu einer Leerkontrolle (untransduzierte Jurkat Zellen) und der
SLy1S27—A-Mutante dargestellt. Hierbei fallt auf, dass die Interaktion von SLy1 bei diesen
Proben insgesamt deutlich schwacher als bei den zuvor getesteten Proben ist. Es zeigt sich
allerdings ein ahnliches Ergebnis, denn das wildtypische SLy1-Protein bindet an die analy-
sierten 14-3-3 Isoformen, wohingegen die SLy1S27—A-Mutante eine deutlich schwachere
bis kaum noch detektierbare Assoziation mit den 14-3-3 Molekulen zeigt. Im Falle der Leer-
kontrolle sind erwartungsgemal keine Interaktionsbanden sichtbar. Die Ladekontrolle ver-
deutlicht eine ahnlich starke Expression des wildtypischen SLy1-Proteins und der SLy1-
S27—A-Mutante.

Dieses Resultat bestatigt die Annahme, dass wildtypisches SLy1 14-3-3 Proteine binden
kann. Hierbei wird eine Phosphorylierung von SLy1 vorausgesetzt. Die fur dieses Experiment
eingesetzten Jurkat Zellen waren zwar unstimuliert, allerdings konnte in vorherigen Analysen
mehrfach gezeigt werden, dass SLy1 in der Zellkultur eine erhdhte basale Phosphorylierung
am Serin27 aufweist (Bernhard Reis).

Die verminderte beziehungsweise kaum noch detektierbare Bindung der SLy1S27—A-
Mutante an 14-3-3 Proteine zeigt deutlich, dass die Assoziation von SLy1 mit 14-3-3 Moleku-

len phosphorylierungsabhangig stattfindet.
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3.1.5 Ansatze zur Identifizierung weiterer Interaktionspartner von SLy1

Die Suche nach weiteren Molekilen, welche mit SLy1 interagieren, ist fir die Charakterisie-
rung der zelluldren Funktion dieses Proteins von entscheidender Bedeutung.

Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit das Hefe Zwei-Hybrid-System angewendet. Als K&-
derprotein wurde entweder das komplette wildtypische SLy1-Molekil, die isolierte SH3-
Domane von SLy1 oder die isolierte SAM-Doméane eingesetzt. Hefezellen wurden mit diesen
Kdderkonstrukten und einer murinen T Zell-cDNS-Bibliothek ko-transformiert und auf Selek-
tionsplatten ausplattiert.

Trotz mehrmaligen Wiederholens dieser Experimente konnte kein Ergebnis mit Hilfe dieser
Technik erzielt werden, denn auf den Selektionsplatten waren auch nach mehrtagiger Kulti-
vierung bei 30°C keinerlei Hefeklone detektierbar.

Die Expression der verschiedenen Kdderkonstrukte in den Hefezellen wurde Uberprift und
war eindeutig mittels Western Blot-Analyse zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Die cDNS-
Bibliothek wurde zusatzlich flr andere Analysen eingesetzt und lieferte dabei Resultate.

Aus diesem Grund kann an dieser Stelle fir das Scheitern des Hefe Zwei-Hybrid-Systems

bei der Suche nach SLy1-Interaktionspartnern keine plausible Erklarung gefunden werden.

3.2 Interaktionsanalyse des Adapterproteins SLy2

Das zweite Mitglied der SLy Proteinfamilie ist das Molekul SLy2 (HACS1, Nash1). SLy2 stellt
ebenfalls ein putatives Adapterprotein mit einer zweigeteilten nukledren Lokalisationsse-
quenz (NLS) und einer SH3- sowie einer SAM-Doméane dar. Interessanterweise zeigen SLy1
und SLy2 die héchsten Homologien innerhalb dieser Doméanen. Ahnlich wie das Molekiil
SLy1 besitzt SLy2 ebenfalls ein potenzielles nukledres Exportsignal (NES). Bei SLy2 befin-
det sich diese leucinreiche Sequenz um den Aspartatrest 272. Diese putative NES wurde mit

Hilfe des Programms ,NES predictor (NetNES)* vorhergesagt (http://www.cbs.dtu.dk/).

Wie in Abschnitt 3.1 erwahnt, wird SLy1 in T und B Zellen am Serin27 nach Stimulation
phosphoryliert. SLy2 besitzt in seiner Aminosaureabfolge einen zum Serin27 (SLy1) korres-
pondierenden Serinrest an Position 23 (Serin23). Inwiefern SLy2 ein dhnliches Phosphorylie-
rungsmuster wie SLy1 aufweist, konnte bisher allerdings noch nicht abschlieBend geklart
werden. In primdren Thymozyten konnte gezeigt werden, dass nach Stimulation der Zellen
mittels PDBU/lonomycin die Gesamtphosphorylierung von SLy2 zunachst induziert wird und
nachfolgend zunimmt, wohingegen in malignen Zelllinien SLy2 eine konstitutive Phosphory-
lierung zeigt, welche sich nach Stimulation dieser Zellen nicht verandert (v. Holleben, M.,
Dissertation).

Zu Beginn dieser Dissertation war kaum etwas Uber das SLy2-Protein bekannt. Aufgrund der

Homologie zu SLy1 jedoch bestand grof3es Interesse, die Funktion von SLy2 zu beschreiben
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und diese Ergebnisse mit den bereits bekannten Resultaten beziglich der Funktion von
SLy1 zu vergleichen.

Interessanterweise konnten Claudio et al. zeigen, dass SLy2 in vielen Myelomen
Uberexprimiert wird (Claudio, J.O. et al., 2001). Zhu et al. hingegen beschreiben SLy2 im
Zusammenhang mit der Differenzierung von B Zellen (Zhu, Y.X. et al., 2004) und konnten in
einer neueren Publikation die Funktion dieses Proteins als ein immunoinhibitorisches Mole-
kal darstellen (Wang, D. et al., 2010).

Yamada et al. wiederum diskutieren in ihrer Publikation eine mdgliche Funktion von SLy2 als
ein Tumorsuppressor bei Lungenkarzinomen (Yamada, H. et al., 2008).

Somit deuten einige der bisher publizierten Funktionen von SLy2 auf eine eventuelle Rolle
dieses Proteins bei der Entstehung von Tumoren hin.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit sollte analog zu der Vorgehensweise fur SLy1 die funktio-
nelle Charakterisierung von SLy2 Uber eine Analyse des Interaktionsverhaltens dieses Mole-
kils erfolgen. Dazu wurden verschiedene SLy2-Konstrukte verwendet, welche in Abb. 19
zusammengefasst sind. Neben dem wildtypischen SLy2-Konstrukt wurden einige Mutanten

von SLy2 eingesetzt, bei denen charakteristische Sequenzabschnitte deletiert sind.

SLy2-Konstrukte

SLy2 WT ELS? SH3 SAM
Ala . ——

SLy2523 >A Ls1 Ez SHa | SAM
Ser23

SLy2ANLS %LS{ S5 SAM
Ser23

SLy2ASH3 IELsi ELSZ SAM

~ Ser23
SLy2ASAM IEsz ELSZ SH3

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur verschiedener SLy2-Konstrukte

Zuoberst ist das SLy2-Protein dargestellt, wie es in Wildtyp-Mausen (WT) exprimiert wird. Die potenzielle Phos-
phorylierungsstelle am Serin 23 ist markiert. Darunter wird eine Version des SLy2-Molekuls gezeigt, bei der diese
potenzielle Serin-Phosphorylierungsstelle zu einem Alanin mutiert wurde, an dem keine Phosphorylierung mehr

stattfinden kann. In der SLy2-Mutante SLy2ANLS hingegen ist die putative Phosphorylierungsstelle am Serin23
noch vorhanden, allerdings fehlt der zweite Teil der NLS. In der SLy2ASH3-Mutante ist die SH3-Domane deletiert,
und in der SLy2ASAM-Mutante fehlt die SAM-Domane.
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3.2.1 Subzellulare Lokalisation des SLy2-Proteins

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde zunachst analog zu SLy1 die subzellulare Lokalisa-
tion samtlicher SLy2-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein analysiert, um Aufschlisse
darlber zu erhalten, ob die Deletion charakteristischer Abschnitte oder Doméanen des SLy2-
Molekils Veranderungen in der Lokalisation hervorruft. Aus vorhergehenden Experimenten
war bereits bekannt, dass das wildtypische SLy2-Protein vergleichbar mit SLy1 sowohl im

Zytoplasma als auch im Kern lokalisiert ist und die SLy2ANLS-Mutante eine im Vergleich

zum Wildtyp-SLy2-Molekil deutlich verringerte nukledre Lokalisation zeigt (v. Holleben, M.,
Dissertation).

Fir die Analyse der subzelluldren Lokalisation der verschiedenen SLy2-Proteine wurden
Jurkat T Zellen Uber ein lentivirales System mit den in Abb. 19 aufgefihrten SLy2-
Konstrukten und einem Kontrollvektor (pWPI) stabil transduziert. Hierbei waren diese Kon-
strukte jeweils mit einer HA-Markierung versehen, so dass eine Detektion der Proteine Uber
eine Western Blot-Analyse mit Hilfe eines Antikorpers gegen das HA-Epitop mdglich war.
AnschlieRend wurde eine subzellulare Fraktionierung der verschiedenen Jurkat Zelllinien mit

Hilfe des ,ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kits* (Calbiochem-Merck) analog

zu SLy1 (s. 3.1.1). durchgefihrt.
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Abbildung 20: Subzellulédre Lokalisation der verschiedenen SLy2-Konstrukte
Stabil transduzierte Jurkat T Zellen, welche neben einem Kontrollvektor (pWPI) die verschiedenen HA-markierten
SLy2-Konstrukte exprimieren, wurden mit Hilfe des ,ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kits* fraktio-

niert. Die dabei erhaltene zytosolische Fraktion wurde neben einer Membran-, der Nukleus- und der
Zytoskelettfraktion auf die Detektierbarkeit der verschiedenen SLy2-Proteine hin analysiert. Die ebenfalls aufge-

fiihrte Ladekontrolle zeigt die Expression der unterschiedlichen SLy2-Konstrukte in den Jurkat Zellen.

Wie Abb. 20 verdeutlicht, sind alle analysierten SLy2-Konstrukte in der zytosolischen Frakti-
on zu finden. In der Membranfraktion hingegen sind relativ schwach das wildtypische SLy2-
Molekul, die SLy2S23—A-Mutante und das SLy2ANLS-Konstrukt zu identifizieren. Die
SLy2ASH3- sowie die SLy2ASAM-Mutante sind in dieser Fraktion nicht sichtbar. In diesem
Zusammenhang muss allerdings erwahnt werden, dass die Expression der SLy2ASAM-
Mutante generell sehr schwach und die Masse des exprimierten Deletionskonstrukts trotz

korrekter Sequenz viel geringer als erwartet war. Dies zeigt sich auch in der Ladekontrolle in
Abb. 20.
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Die Analyse der Kernfraktion ergibt, dass alle SLy2-Molekile in dieser Fraktion zu detektie-
ren sind, wobei die SLy2ANLS-Mutante erwartungsgemald deutlich schwacher als im Zyto-
plasma in dieser Fraktion vorkommt. Das SLy2ASH3-Konstrukt lokalisiert ebenfalls ziemlich
schwach, aber sichtbar, in der Kernfraktion, wohingegen die SLy2ASAM-Mutante in dieser
Fraktion nicht detektierbar ist. In der Zytoskelettfraktion ist keines der analysierten SLy2-
Molekule nachweisbar.

Die Ladekontrolle zeigt die Expression der verschiedenen SLy2-Proteine in den jeweiligen
Zelllinien. Hierbei wird deutlich, dass die Expression der Konstrukte - mit Ausnahme der
SLy2ASAM-Mutante - untereinander relativ gut vergleichbar ist. Somit kann diese subzellula-
re Fraktionierung nicht nur qualitativ, sondern auch annahernd quantitativ ausgewertet wer-
den.

In Abb. 21 werden die der subzellularen Fraktionierung entsprechenden Kontrollen gezeigt.
Analog zu SLy1 wurde die Reinheit der verschiedene Fraktionen mit Antikdrpern gegen
Caspase-3 (zytosolischer Marker), Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP, Kernmarker) und
Vimentin (Zytoskelettmarker) inkubiert.

Wie Abb. 21 verdeutlicht, ist Caspase-3 erwartungsgemaf nur in der zytosolischen und
PARP nur in der nukledren Fraktion detektierbar. Vimentin stellt ein Intermediarfilament des
Zytoskeletts dar und liefert in der Western Blot-Analyse in der zytosolischen sowie der nu-
klearen Fraktion einen leichten Hintergrund. Allerdings ist eine deutliche Anreicherung dieses

Molekdls in der Zytoskelettfraktion detektierbar.



3 Ergebnisse 86

Zytoplasma Membranen Nukleus Zytoskelett
¥ v Ty ¥y ¥ Yy ¥ & Yy ¥ &
v’,v,v’b V!;I‘;Z‘Q"b V‘,v, &‘k ¥ ¥ cé’b
RIK-IR IR NG NG
vy F v SF K v S X v K
T TV Y N AN Y Y RSNV NSNS
SIFPFY IFPTFTY PPy Yy IPPyy
Y N R e o o S S
2 2 WB: anti-
e
VW= Caspase- 3,
35 kDa
— — - WB: anti-
- PARP,
113 kDa
Pp— WB: anti-
Vimentin,
55 kDa

Abbildung 21: Kontrollen zur Uberpriifung der Reinheit der subzelluliren Fraktionen

Fiir die Uberpriifung der Reinheit der im Zuge der SLy2-Fraktionierung erhaltenen Fraktionen wurden samtliche
Proben mit Hilfe einer Western Blot-Analyse mit Antikdrpern gegen spezifische Markerproteine inkubiert. Capase-
3 stellt ein zytosolisches, Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) ein nukledres und Vimentin ein Markermolekiil

fir das Zytoskelett dar.

Analog zu der Lokalisationsanalyse fir SLy1 wurde fur SLy2 ebenfalls eine zusatzliche Frak-
tionierung in eine zytosolische und eine mitochondriale Fraktion mit Hilfe des ,ProteoExtract®
Cytosol/Mitochondria Fractionation Kits“ (Calbiochem-Merck) vorgenommen, um das Lokali-
sationsverhalten beider Molekile vergleichen zu kénnen.

Dazu wurden Jurkat Zellen, die einen Kontrollvektor (pWPI) exprimieren, mit Zellen vergli-
chen, welche das wildtypische SLy2-Protein mit einer HA-Markierung generieren.

Wie Abb. 22 zeigt, ergab diese Fraktionierung, dass das wildtypische SLy2-Molekil erwar-
tungsgemal im Zytoplasma, aber auch in der mitochondrialen Fraktion nachweisbar ist. Eine
Ladekontrolle zeigt die Expression des SLy2-Proteins in den Jurkat Zellen. Zur Uberprifung
der Reinheit der beiden Fraktionen wurden als Markermolekule Caspase-3 (zytosolischer
Marker) und Tom20 (mitochondrialer Marker) verwendet. Hierbei fallt auf, dass Tom20 nicht
nur in der mitochondrialen, sondern auch in der zytosolischen Fraktion detektierbar ist, was
auf eine Verunreinigung der zytoplasmatischen Fraktion mit Mitochondrien hindeutet. Ent-
scheidend ist allerdings, dass bei der Mitochondrienfraktion keine Verunreinigung mit
zytosolischen Bestandteilen nachweisbar ist, denn in dieser Fraktion ist nur eine Tom20-

Bande und keine zusatzliche Caspase-3-Bande detektierbar.
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Abbildung 22: Zytosolische und mitochondriale Fraktionierung von SLy2

Dargestellt ist die zytosolische und mitochondriale Fraktionierung (,ProteoExtract® Cytosol/Mitochondria
Fractionation Kit“) von stabil transduzierten Jurkat Zellen, die entweder einen Kontrollvektor (pWPI) oder das
wildtypische SLy2-Protein mit HA-Markierung exprimieren. Eine Ladekontrolle zeigt die Expression des SLy2-
Molekiils. Zur Uberpriifung der Reinheit der einzelnen Fraktionen wurden in der Western Blot-Analyse die Anti-
korper gegen Caspase-3 (zytosolisches Protein) und Tom20 (mitochondriales Protein) verwendet. Die Linien in
der Mitte der Western Blots zeigen an, dass die dargestellten Ergebnisse zwar auf ein und demselben SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen wurden, allerdings der Kontrollvektor und das wildtypische SLy2-Konstrukt nicht
direkt nebeneinander platziert worden sind. Aus diesem Grund mussten die Blots auseinander geschnitten und

wieder zusammengefligt werden.

3.2.2 Homodimerisierung des SLy2-Proteins

Fir die funktionelle Charakterisierung von SLy2 sollte im Zuge der vorliegenden Arbeit das
Interaktionsverhalten dieses putativen Adapterproteins analysiert werden.

Wie Abb. 19 zu entnehmen ist, besitzt das SLy2-Protein neben einer SH3- auch eine SAM-
Domaéne, so dass dieses Molekil sowohl mit anderen Proteinen als auch mit sich selbst in-
teragieren konnte. Aus diesem Grund sollte im Zuge der vorliegenden Arbeit analog zu SLy1
eine mdgliche Homodimerisierung des wildtypischen SLy2-Proteins und die eventuelle Iden-
tifizierung der zu einer Homodimerisierung fuhrenden SH3-Doméane von SLy2 erfolgen, da
aus den Experimenten zu SLy1 bereits bekannt war, dass dieses Molekul Uber seine SH3-

Domane homodimerisiert (s. Abb. 13).
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Dazu wurden entweder ein Kontrollvektor (pEFmyccyto) oder ein myc-markiertes wildtypi-
sches SLy2-Konstrukt (SLy2-myc) zusammen mit einem HA-markierten wildtypischen SLy2-
Konstrukt (SLy2-HA) oder mit der HA-markierten SLy2ASH3-Mutante transient in HEK 293T
Zellen ko-transfiziert. Die Zellen wurden anschlieRend lysiert und die Lysate als Ausgangs-
material flr eine Ko-Immunprazipitation eingesetzt. Die Ko-Immunprazipitation wurde mit
anti-myc-gekoppelter Sepharose durchgeflhrt. Die Analyse der Proben erfolgte anschlie-
Rend mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot (Abb.
23). Neben der Ko-Immunprazipitation ist auch eine Ladekontrolle aufgefuhrt, welche die
Expression der HA-markierten SLy2-Konstrukte in den transfizierten HEK 293T Zellen zeigt.
Das wildtypische SLy2-Molekll liefert dabei die grofiere Bande, die SLy2ASH3-Mutante hin-

gegen ist aufgrund der Deletion der SH3-Doméane etwas kleiner.

pEFmyccyto SLy2-myc

¥ X
y Ly &
:\\,}z‘,\yg’g‘,\y

WB: anti-HA

55 kDa : IP: anti-myc
-

55 kDa N
Ladekontrolle
‘ - WB: anti-HA

Abbildung 23: Homodimerisierung des SLy2-Proteins

HEK 293 T Zellen wurden entweder mit einem Kontrollvektor (bEFmyccyto, links) oder einem wildtypischen SLy2-
myc-Konstrukt (rechts) und einem HA-markierten wildtypischen SLy2-Konstrukt beziehungsweise einer HA-
markierten SLy2ASH3-Mutante transient ko-transfiziert. Eine mogliche Homodimerisierung der jeweiligen Proteine
wurde mittels Ko-Immunprazipitation (anti-myc-gekoppelte Sepharose) sowie anschliefender SDS-PAGE und
Western Blot-Analyse detektiert. Eine Ladekontrolle zeigt die Expression der beiden HA-markierten SLy2-
Konstrukte, wobei das wildtypische SLy2-Protein die grdfiere Proteinbande liefert. Die Banden unterhalb der

eigentlichen SLy2-Banden stellen Abbauprodukte der SLy2-Molekdle dar.

Bei der Ko-Transfektion der beiden HA-markierten SLy2-Konstrukte mit dem Kontrollvektor
sind erwartungsgemal keine Proteinbanden im Western Blot detektierbar. Dieses Ergebnis

zeigt, dass die HA-markierten SLy2-Proteine nicht unspezifisch an das myc-Epitop und/oder
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die Sepharose binden. Bei der Ko-Transfektion der HA-markierten SLy2-Molekiile mit dem
SLy2-myc-Konstrukt hingegen zeigt sich im Western Blot lediglich im Falle der Ko-
Transfektion mit dem wildtypischen SLy2-HA-Konstrukt eine eindeutige Proteinbande, wel-
che auf eine Homodimerisierung des SLy2-Proteins hindeutet. Im Falle der Ko-Transfektion
des wildtypischen SLy2-Proteins mit der SLy2ASH3-Mutante jedoch findet, ebenso wie bei
SLy1, keine Homodimerisierung mehr statt. Dieses Ergebnis liefert einen Hinweis darauf,
dass auch die SH3-Domane von SLy2 fur die Homodimerisierung dieses Proteins verant-
wortlich ist.

Die zusatzlich detektierbaren Banden in Abb. 23 stellen Abbauprodukte der SLy2-Konstrukte

dar.

3.2.3 Interaktion von SLy2 mit Lipiden

Ebenso wie SLy1 besitzt SLy2 zwar keine typischen Protein-Lipid-Interaktionsdomanen, al-
lerdings weist auch die zweigeteilte NLS von SLy2 einen hohen Anteil an positiv geladenen
Lysin- und Argininresten auf.

Aus diesem Grund sollte im Zuge dieser Arbeit analog zu SLy1 eine mdgliche Interaktion von
SLy2 mit Lipiden analysiert werden. Dazu wurden — wie bereits in Abschnitt 3.1.3 beschrie-
ben - Lipidbindeexperimente mit sogenannten ,Membrane Lipid Strips™*, ,PIP Strips™*“ und
,PIP Arrays™* und Lysaten von stabil transduzierten Jurkat T Zellen durchgeflhrt. Hierbei
wurden Jurkat Zellen verwendet, die neben dem wildtypischen, HA-markierten SLy2-Protein
entweder einen Kontrollvektor (pWPI) oder verschiedene HA-markierte Deletionsmutanten
von SLy2 exprimieren.

In Abb. 24 ist das Resultat des Lipidbindexperiments fir die verschiedenen SLy2-Molekule
mit den ,Membrane Lipid Strips™*“ dargestellt, auf denen typische Membranlipide zu finden

sind.
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Abbildung 24: Interaktion von SLy2 mit Lipiden
,Membrane Lipid Strips™“ wurden mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, welche unterschiedliche, HA-

markierte SLy2-Konstrukte oder einen Kontrollvektor (pWPI) stabil exprimieren. Die Lyse der Zellen erfolgte mit
Hilfe eines hypotonischen Puffers ohne Detergenzien und durch mechanisches Aufschliefen der Zellen. Eine
Bindung der SLy2-Molekile an die auf die Strips aufgebrachten Lipide wurde lber eine Detektion mit einem Anti-
korper gegen das HA-Epitop sichtbar gemacht. Eine Ladekontrolle zeigt die Expressionsstarke der verschiedenen
SLy2-Konstrukte.

Hierbei zeigt sich nach der Detektion mit einem Antikérper gegen das HA-Epitop ein ahnli-
ches Ergebnis wie bei SLy1. Im Falle der Leervektorkontrolle (pWPI) ist erwartungsgeman
keine Bindung an die vorhandenen Lipide zu detektieren, allerdings ist auch bei der
SLy2ASAM-Mutante keine Lipidassoziation sichtbar. Dieser Befund lasst sich allerdings mit
der nur sehr geringen Expression dieser Mutante erklaren (siehe Ladekontrolle). Zudem ist
unklar, ob diese Mutante tberhaupt funktionsfahig ist, da — wie bereits in Abschnitt 3.2.1 be-
schrieben - die Masse dieses Molekuls deutlich von der zu erwartenden abweicht.

Das wildtypische SLy2-Molekul sowie die SLy2S23—A- und die SLy2ASH3-Mutante hinge-
gen zeigen eine Bindung an die negativ geladenen Lipide Phosphatidylinositol-4-phosphat
P1(4)P, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat Pl(4,5)P,, Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphos-
phat (PIP3), Phosphatidat (Diacylglycerin-3-phosphat) und Cardiolipin (Diphosphatidylgly-

cerin). Cardiolipin stellt ein typisches Lipid der Mitochondrienmembran dar, wohingegen die
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anderen Molekiile in der Plasmamembran zu finden sind. PI(4)P, PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P;
sind zudem auch im Zellkern lokalisiert (Gozani, O. et al., 2005). Die Assoziation von SLy2
mit Cardiolipin kénnte — ebenso wie bei SLy1 - die Anwesenheit von SLy2 in der mitochon-
drialen Fraktion (s. Abb. 22) erklaren. Durch die Interaktion von SLy2 mit samtlichen anderen
Lipiden hingegen kdnnte die Lokalisation von SLy2 in der Membranfraktion (s. Abb. 20) er-
klart werden. Da jedoch einige der Phosphoinositide, mit denen SLy2 interagiert, auch im
Nukleus detektierbar sind, besteht auch die Mdglichkeit, dass SLy2 mit diesen Lipiden im
Zellkern assoziiert. Interessanterweise vermag die SLy2ANLS-Mutante — genauso wie die
SLy1ANLS-Mutante - nicht mehr mit den zuvor genannten Lipiden zu interagieren. In beiden
Molekulen fehlt der zweite Teil der zweigeteilten NLS. Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass auch SLy2 Uber die polybasische Region in der NLS, welche eine relativ grol3e Anzahl
positiv geladener Lysine und Arginine enthalt, mit negativ geladenen Lipiden interagiert. Zu-
dem zeigt dieses Resultat, dass bereits die Deletion des zweiten Teils der NLS von SLy2
ausreicht, die Bindung an die verschiedenen Lipide zu unterbinden.

Eine Ladekontrolle zeigt in Abb. 24 die Expression der verschiedenen SLy2-Konstrukte.
Hierbei zeigt sich, dass die Expressionsstarken der verschiedenen SLy2-Proteine in den je-
weiligen Zelllinien einigermalfien vergleichbar sind. Lediglich die SLy2ASAM-Mutante weist
das bereits zuvor beschriebene, nicht erklarbare Expressionsverhalten auf.

Analog zu den SLy1-Experimenten wurden nachfolgend ebenfalls Lipidbindeexperimente fur
SLy2 mit den sogenannten ,PIP Strips™“ und ,PIP Arrays™“ durchgeflhrt.

Bei diesen Experimenten wurden — wie bei SLy1 - lediglich das wildtypische SLy2-Protein

und eine Leervektorkontrolle (pWPI) analysiert (s. Abb. 25).
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Abbildung 25: Interaktion von SLy2 mit Lipiden

,PIP Strips™“ (links) und ein ,PIP Array™* (rechts) wurden mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, welche ent-
weder ein HA-markiertes, wildtypisches SLy2-Konstrukt oder einen Kontrollvektor (pWPI) stabil exprimieren. Die
Lyse der Zellen erfolgte mit Hilfe eines hypotonischen Puffers ohne Detergenzien und durch mechanisches Auf-
schlieRen der Zellen. Mit Hilfe des ,PIP Arrays™* kann die relative Starke der Interaktion von SLy2 mit den ver-

schiedenen Phosphoinositiden abgeschatzt werden. Eine Bindung der SLy2-Molekiile an die auf die Strips aufge-

brachten Lipide wurde Uber eine Detektion mit einem Antikérper gegen das HA-Epitop sichtbar gemacht.

Die Leervektorkontrolle (pWPI) ergibt keine Bindung an die vorhandenen Lipide. Das wildty-
pische SLy2-Konstrukt assoziiert sowohl mit den Monophoshoinositiden PI(3)P, PI(4)P und
PI(5)P und den Diphosphoinositiden PI(3,4)P,, PI(3,5)P, und PI(4,5)P,, sowie mit dem
Triphosphoinositid PI(3,4,5)P;. Die Bindung von SLy2 an PI(3,4)P, und P1(4,5)P, ist allerdings
nur sehr schwach detektierbar. Die Interaktion von SLy2 mit PI(4)P, P1(4,5)P, und PI(3,4,5)P;
konnte zuvor auch schon mit Hilfe der ,Membrane Lipid Strips™* identifiziert werden (s. Abb.
24). Ebenso wurde die Bindung von SLy2 an Phosphatidat sowohl mit Hilfe des ,Membrane
Lipid Strips™* als auch mit Hilfe des ,PIP Strips™* detektiert (s. Abb. 24 und 25).

Wie bereits erwahnt, scheint SLy2 mit den verschiedenen Phosphoinositiden unterschiedlich
stark zu assoziieren. Das Ergebnis des ,PIP Arrays™* zeigt, dass SLy2 die drei
Monophosphoinositide ahnlich stark binden kann (s. Abb. 25). Es ergibt sich allerdings eine
leichte Praferenz fur PI(5)P.

Bei den drei Diphosphoinositiden jedoch sind klare Unterschiede erkennbar. Am starksten
vermag SLy2 — vergleichbar mit SLy1 - an PI(3,5)P, zu binden. Die Interaktion mit PI(3,4)P,
und PI(4,5)P, hingegen ist nur sehr schwach zu erkennen. Die Bindung von SLy2 an
PI1(3,4,5)P;ist deutlich detektierbar.
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Das Resultat des ,PIP Arrays™* verdeutlicht zudem, dass die Assoziation von SLy2 mit den

verschiedenen Phosphoinositiden bei abnehmender Lipidmenge ebenfalls weniger stark
detektierbar ist (s. Abb. 25). Somit ist die Starke der Interaktion von SLy2 mit diesen Molek-
len von der vorhandenen Menge der Lipide abhangig. Lediglich in der Titrationsreihe von
P1(3,4,5)P; ist die abnehmende Bindung von SLy2 an dieses Lipid mit sinkender Lipidmenge

nicht ganz so deutlich zu erkennen.

3.2.4 Interaktion von SLy2 mit 14-3-3 Proteinen

Aufgrund des Vorhandenseins einer putativen 14-3-3 Konsensusbindesequenz um das Se-
rin27 in der Aminosaureabfolge von SLy1, wurde auch bei SLy2 um das Serin23 herum nach
einer solchen Bindesequenz gesucht. Wie bereits zuvor beschrieben handelt es sich bei dem
Serin23 von SLy2 um eine zum Serin27 (SLy1) homologe potenzielle Phosphorylierungsstel-
le. Zudem konnte fir SLy1 die Interaktion mit 14-3-3 Proteinen bestatigt und ihre Abhangig-
keit von einer Phosphorylierung am Serin27 gezeigt werden.

Die in der Literatur (Dougherty, M.K. und Morrison, D.K., 2004) angegebene Sequenz einer
moglichen 14-3-3 Konsensusbindestelle lautet RSXpS/T XP (Mode 1). Die SLy2-Sequenz
um die putative Phosphorylierungsstelle am Serin23 besitzt die Sequenz RSSpS FG (Ami-
nosauren 20-25). Somit ergibt sich — genauso wie bei SLy1 - eine bis auf die letzte Amino-
saure identische Aminosaureabfolge im Vergleich zu der zuvor genannten 14-3-3
Konsensusbindesequenz.

Wie bereits in Abschnitt 3.1.4 erwahnt interagieren 14-3-3 Proteine mit phosphorylierten
Zielproteinen und kénnen dadurch eine im Zielprotein vorhandene NLS maskieren. Dies be-
wirkt nachfolgend ein Zurtickhalten des Zielmolekils im Zytosol (Tzivion, G. und Avruch, J.,
2002; Mackintosh, C., 2004; Yoshida, K. et al., 2005).

Ebenso wie bei SLy1 befindet sich die NLS von SLy2 in der Nahe der putativen 14-3-3 Bin-
destelle. In Abb. 26 ist eine schematische Darstellung einer moéglichen Interaktion von SLy2
und 14-3-3 Proteinen dargestellt. Hierbei wird ersichtlich, dass eine Interaktion von SLy2 mit
14-3-3 Molekilen die NLS von SLy2 verdecken wirde.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Interaktion von phosphoryliertem SLy2 und 14-3-3 Proteinen
Durch eine potenzielle Phosphorylierung des SLy2-Proteins am Serin23 wird eine putative Bindestelle fir 14-3-3
Molekiile generiert, welche sich in der Nahe des N-terminalen zweigeteilten nukledren Lokalisationssignals von
SLy2 befindet.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden zunachst Ko-Immunprazipitationen durchgefiihrt,
um eine mogliche Interaktion des wildtypischen SLy2-Proteins an 14-3-3 Molekile zu zeigen.
Dazu wurden HEK 293T Zellen transient entweder mit einem Kontrollvektor (pWPI) oder ei-

nem wildtypischen SLy2-HA-Molekil und einem myc-markierten 14-3-33-Konstrukt ko-
transfiziert. Das myc-14-3-33-Konstrukt wurde dabei exemplarisch als eine der sieben
Isoformen der 14-3-3 Proteine eingesetzt. Nach der Zelllyse wurde die Ko-Immunpra-
zZipitation mit anti-HA-gekoppelter Sepharose durchgefihrt und die Proben nachfolgend mit-
tels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot analysiert. In Abb. 27 ist das
Ergebnis des Experiments dargestellt. Hierbei zeigt sich, dass 14-3-33 mit dem wildtypischen
SLy2-Protein interagieren kann. In der Leervektorkontrolle ist erwartungsgemal keine Inter-
aktionsbande detektierbar. Die Ladekontrolle in Abb. 27 zeigt die Expression des myc-14-3-
3p-Konstrukts.
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Abbildung 27: Interaktion des SLy2-Proteins mit 14-3-33
HEK 293 T Zellen wurden transient entweder mit einem Leervektor (pWPI) oder mit einem wildtypischen SLy2-

HA-Konstrukt und einem myc-14-3-33-Konstrukt ko-transfiziert. Eine moégliche Interaktion des SLy2-Molekiils mit
14-3-3 wurde anschlieBend mittels Ko-Immunprazipitation (anti-HA-gekoppelte Sepharose) sowie anschliel3en-
der SDS-PAGE und Western Blot-Analyse detektiert. Die Ladekontrolle zeigt die Expression des 14-3-3f3-

Molekiils.

Zudem wurden im Zuge dieser Arbeit analog zu SLy1 Affinitatsprazipitationen mit GST-
markierten 14-3-3 Proteinen durchgefihrt, um einerseits das Resultat der Ko-
Immunprazipitation zu untermauern, andererseits jedoch auch, um eine mégliche Interaktion
von SLy2 mit weiteren Isoformen der 14-3-3 Proteine zu analysieren. Zusatzlich sollte eine
mogliche Phosphorylierungsabhangigkeit der Assoziation von SLy2 mit 14-3-3 Proteinen
untersucht werden. Dies konnte fur SLy1 zuvor gezeigt werden (s. Abschnitt 3.1.4).

Die heterolog in Bakterien exprimierten GST-14-3-3-Fusionskonstrukte wurden hierbei an
Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, welche ent-
weder mit einem Leervektor (pWPI) transduziert worden waren oder ein HA-markiertes, wild-

typisches SLy2-Konstrukt oder die HA-markierte SLy2S23—A-Mutante exprimieren. Durch

eine anschliellende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und eine Western Blot-Analyse
der Affinitatsprazipitationsproben mit einem Antikérper gegen das HA-Epitop konnte die In-
teraktion von SLy2 mit den getesteten 14-3-3 Proteinen sichtbar gemacht werden.

In Abb. 28 ist das Ergebnis der Affinitdtsprazipitation dargestellt. Es wurde in diesem Expe-
riment die Bindung von SLy2 an alle sieben in Sdugetieren vorkommenden 14-3-3 Isoformen

(B, v, m, o, € T und {) analysiert.
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Abbildung 28: Interaktion von SLy2 und SLy2S23—A mit 14-3-3f, -, -, -€, -6, <t und -{

Heterolog in Bakterien exprimierte GST-14-3-3-Fusionskonstrukte wurden fir die Affinitdtsprazipitation an
Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, die entweder mit einem Leervek-
tor (PWPI) transduziert worden waren, oder ein HA-markiertes, wildtypisches SLy2-Konstrukt beziehungsweise

die HA-markierte SLy2S23—A-Mutante exprimieren. Gezeigt wird die Interaktion von SLy2 mit 14-3-38, -y, -n, -¢, -
o, -t und -, welche auch ohne eine Phosphorylierung am Serin23 (SLy2S23—A-Mutante) noch detektierbar ist.

Die Ladekontrolle demonstriert die vergleichbare Expression der beiden SLy2-Konstrukte.

Bei der Leerkontrolle zeigen sich erwartungsgemaf nach einer Detektion mit einem Antikor-
per gegen das HA-Epitop keine Interaktionsbanden. Das wildtypische SLy2-Protein hingegen
interagiert mit den zuvor genannten 14-3-3 Isoformen. Dabei scheint SLy2 — ebenso wie
SLy1 - die Molekiile mit unterschiedlicher Affinitat zu binden, da die Starke der Interaktions-
banden unterschiedlich ist, die Expression des SLy2-Proteins in den verschiedenen Ansat-
zen jedoch identisch war (Ladekontrolle), und auch die Menge der jeweils eingesetzten GST-
14-3-3 Molekiile vergleichbar war (Daten nicht gezeigt). Insbesondere die Isoformen 14-3-3c
und 14-3-3t scheinen sehr schlecht bis gar nicht an SLy2 binden zu kdnnen, da in beiden
Fallen nur eine sehr schwache Interaktionsbande zu detektieren ist.

Im Gegensatz zu der SLy1S27—A-Mutante vermag das SLy2S23—A-Konstrukt ebenfalls mit
den getesteten 14-3-3 Isoformen zu interagieren. Die Ladekontrolle zeigt, dass die Expressi-

onsstarke des wildtypischen SLy2-Proteins und der SLy2S23—A-Mutante fast identisch wa-
ren, so dass die deutliche Bindung der SLy2S23—A-Mutante an die 14-3-3 Proteine nicht mit
einer erhdhten Expression dieses Molekuls zu erklaren ist. Im Vergleich zum wildtypischen

SLy2-Protein ist die Assoziation der SLy2S23—A-Mutante mit den 14-3-3 Isoformen jedoch
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geringflgig vermindert. Insbesondere bei 14-3-3c zeigt sich eine deutlich geringere Interakti-
on der SLy2S23—A-Mutante mit diesem Molekdil.

Dieses Resultat bestatigt die Annahme, dass wildtypisches SLy2 14-3-3 Proteine binden
kann. Die Phosphorylierung am Serin23 scheint bei dieser Bindung eine Rolle zu spielen, ist
fur sie eventuell jedoch nicht unbedingt entscheidend. Hierbei zeigt sich ein Unterschied zu
der Assoziation von SLy1 mit 14-3-3 Proteinen.

Vergleichbar zwischen SLy1 und SLy2 ist jedoch, dass beide Molekule am starksten mit 14-
3-3y und 14-3-3n interagieren.

Da mit Hilfe der SLy2S23—A-Mutante eine Phosphorylierungsabhangigkeit der Bindung von
SLy2 an 14-3-3 Proteine nicht nachweisbar ist, wurde im Zuge der vorliegenden Arbeit ein
weiteres Experiment durchgefiihrt, um diesen Aspekt ndher zu beleuchten. Dazu wurden
Affinitatsprazipitationen exemplarisch mit zwei 14-3-3 Isoformen — 14-3-3p und 14-3-3c - und
einer GST-Kontrolle (pGEX-4-T1, GST-Leervektor) analog zu den vorherigen Versuchen
durchgefihrt. Die Zelllysate, mit denen die 14-3-3 Molekile inkubiert wurden, wurden aller-
dings vorher mit Hilfe einer Phosphatase unspezifisch dephosphoryliert. Hierbei kamen
Lysate von Jurkat T Zellen zur Anwendung, welche stabil entweder einen Kontrollvektor

(pWPI) oder das wildtypische SLy2-Protein exprimieren (s. Abb. 29).
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Abbildung 29: Phosphorylierungsabhangige Bindung von SLy2 an 14-3-3 und 14-3-3¢
Fir die Affinitdtsprazipitation wurden exemplarisch GST-markiertes 14-3-3p und 14-3-3c neben einer GST-
Kontrolle (pGEX-4-T1) heterolog in E. coli exprimiert, an Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit
dephosphorylierten Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, die ein HA-markiertes, wildtypisches SLy2-Konstrukt
exprimieren. Eine Interaktion von SLy2 mit den zwei getesteten 14-3-3 Isoformen ist nach einer unspezifischen
Dephosphorylierung der eingesetzten Zelllysate nicht mehr detektierbar. Die Ladekontrolle zeigt die Expression

des wildtypischen SLy2-Proteins
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Es zeigt sich, dass nach einer Dephosphorylierung der in die Affinitatsprazipitation einge-
setzten Lysate eine Bindung an 14-3-38 und 14-3-3c nicht mehr stattfindet. Eine Ladekon-
trolle zeigt die vergleichbare Expression des wildtypischen SLy2-Molekils in den verschie-
denen Ansatzen. Die Ladekontrolle ist bei diesem Experiment von entscheidender Bedeu-
tung, da die zur Dephosphorylierung eingesetzte Phosphatase unter Umstanden auch eine
Protease-Aktivitat entwickeln kann, durch die nachfolgend Proteine im Lysat abgebaut wer-
den.

Dieser Befund deutet darauf hin, dass die Assoziation von SLy2 mit 14-3-3 Proteinen phos-
phorylierungsabhangig stattfindet. An welcher Aminosaure die Phosphorylierung erfolgen
muss, lasst sich mit Hilfe dieses Experiments allerdings nicht klaren.

Eine interessante Fragestellung im Zusammenhang mit der dargestellten Interaktion von
SLy2 mit 14-3-3 Proteinen ist die, ob die Assoziation von SLy2 mit diesen Molekilen einen
Einfluss auf die subzellulare Lokalisation des SLy2-Proteins austibt. Wie bereits zuvor be-
schrieben, besteht eine haufige Funktion von 14-3-3 Proteinen darin, durch die Interaktion
mit einem Zielmolekil eine in der Aminosaureabfolge des Zielmolekiils vorhandene nukleare
Lokalisationssequenz (NLS) zu maskieren. Dadurch wird das Zielprotein im Zytoplasma zu-
rickgehalten.

Um diesen Aspekt der Interaktion von SLy2 mit 14-3-3 Proteinen naher zu beleuchten, wur-
den im Zuge dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit Dr. Cornelia Beuter-Gunia HelLa Zellen
transient entweder mit einem HA-markierten wildtypischen SLy2-Molekll oder einem myc-
14-3-3p3-Konstrukt transfiziert. In einem weiteren Ansatz wurden beide Plasmide zusatzlich
ko-transfiziert. AnschlieRend erfolgte eine intrazellulare Anfarbung der Proteine mit Antikor-
pern gegen das HA- und das myc-Epitop. Der Zellkern wurde zusatzlich mit DAPI sichtbar

gemacht.
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Abbildung 30: Subzelluldre Lokalisation von SLy2 in An- und Abwesenheit von 14-3-3f
Dargestellt sind Immunfluoreszenzfarbungen von HelLa Zellen, welche transient entweder einzeln mit einem HA-
markierten wildtypischen SLy2-Konstrukt (rote Fluoreszenz) oder einem myc-14-3-33-Konstrukt (griine Fluores-

zenz) transfiziert, beziehungsweise mit beiden Expressionsvektoren gleichzeitig ko-transfiziert wurden. Eine Ko-
Lokalisation beider Proteine im Ko-Transfektionsansatz wird durch die Gelbfarbung in der Uberlagerung ange-
zeigt. Der nukledre Anteil von SLy2 wurde sowohl im Einzeltransfektionsansatz (SLy2-HA) als auch im Ko-

Transfektionsansatz (SLy2-HA + myc-14-3-38) durch die Bestimmung der Intensitat der SLy2-Farbung in einem
definierten Bereich durch den Zellkern ermittelt (rote Linien durch die entsprechenden Zellen). Das Ergebnis die-
ser Analyse wurde graphisch dargestellt (Graphen neben den Mikroskopbildern), indem die nukleare Intensitat
von SLy2 (schwarze Linie), DAPI (graue Linie) und — im Falle des Ko-Transfektionsansatzes — von myc-14-3-3f3
(schwarze gestrichelte Linie) analysiert wurden. Die statistische Signifikanz des reduzierten nukledren Anteils von

SLy2 in Anwesenheit von 14-3-3f ist dem Balkendiagramm neben den beiden Graphen zu entnehmen (n = 7,

Student’s t-Test, p < 0,0001). Die weif3e Linie in den Mikroskopbildern entspricht 20 pym.

Nach der intrazellularen Farbung wurde die Lokalisation des wildtypischen SLy2-Proteins
beziehungsweise die Lokalisation von 14-3-3p in den nur mit einem Plasmid transfizierten
HeLa Zellen mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. In den ko-
transfizierten HeLa-Zellen hingegen konnte die subzelluladre Lokalisation von SLy2 unter dem
Einfluss von 14-3-3f dargestellt und mit der in den einzeln transfizierten HeLa Zellen vergli-
chen werden. Zudem wurde eine quantitative Analyse des nuklearen Anteils von SLy2 in An-
oder Abwesenheit von 14-3-3 durchgefuhrt und graphisch dargestellt (s. Abb. 30). SLy2
(rote Fluoreszenz) befindet sich in den einzeln transfizierten Zellen erwartungsgemaf sowohl
im Zytosol als auch zu einem geringeren Anteil im Zellkern. Im Mikroskopbild ist der Kernan-
teil von SLy2 allerdings nur sehr schlecht zu erkennen. Aus diesem Grund wurde eine Ana-
lyse des nuklearen Anteils von SLy2 Uber einen definierten Bereich quer durch den Nukleus
vorgenommen und graphisch dargestellt. Dieser definierte Bereich ist als rote Linie durch die

jeweilige Zelle dargestellt und entspricht der Intensitat der SLy2-Farbung in diesem Areal. In
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der Grafik ist die Lange des analysierten Bereichs als ,Distanz [um]* angegeben. Zum Ver-
gleich wurde zusatzlich die Intensitat der DAPI-Kernfarbung in demselben Bereich ermittelt
und ebenfalls graphisch erfasst. Das Ergebnis ist in der Graphik rechts neben den
Mikroskopbildern gezeigt. Fur die graphische Darstellung wurde der jeweils niedrigste
nukleédre Intensitatswert verwendet. Hierbei wird deutlich, dass SLy2 in der Einzeltransfektion
einen deutlichen Anteil im Nukleus besitzt. Die beiden ,Spitzen“ der SLy2-Kurve links und
rechts neben der nukledren Fraktion von SLy2 stellen den zytoplasmatischen Anteil von
SLy2 dar.

Das myc-14-3-3p-Konstrukt wurde in griin angefarbt. In der Einzeltransfektion ist deutlich zu
erkennen, dass dieses MolekUll erwartungsgemaf im Zytoplasma und zu einem geringeren
Anteil im Nukleus lokalisiert.

Eine Ko-Lokalisation beider Proteine in der Ko-Transfektion zeigt sich durch eine Gelbfar-
bung in der Uberlagerung. Abbildung 30 zeigt deutlich, dass SLy2 und 14-3-3p im Zytoplas-
ma von ko-transfizierten HeLa Zellen ko-lokalisieren.

Zudem beweist die graphische Darstellung des nukledren Anteils von SLy2, DAPI und 14-3-
3B, dass SLy2 und 14-3-3f in der Ko-Transfektion zu einem vergleichbaren Anteil im Nu-
kleus vorkommen, da sich ihre beiden Kurven in der Graphik Gberlagern.

Interessanterweise nimmt der Kernanteil von SLy2 in Anwesenheit von 14-3-38 um ca. 50%
ab (s. Balkendiagramm). Diese Analyse demonstriert die statistische Signifikanz der Reduk-

tion des Kernanteils von SLy2 in Anwesenheit von 14-3-30.

3.2.5 Identifizierung weiterer Interaktionspartner von SLy2

3.2.5.1 Interaktion von SLy2 mit SAP30

Fir die funktionelle Charakterisierung des putativen Adapterproteins SLy2 ist die Suche nach
weiteren Interaktionspartnern von essenzieller Bedeutung.

Aus diesem Grund wurde im Zuge der vorliegenden Arbeit analog zu SLy1 eine Interaktions-
partnersuche mit Hilfe des Hefe Zwei-Hybrid-Systems durchgefihrt. Als Kéderprotein diente
dabei das komplette wildtypische SLy2-Molekdl, die isolierte SH3-Doméane von SLy2 oder
die isolierte SAM-Domane. Hefezellen wurden mit diesen Koderkonstrukten und einer
murinen T Zell-cDNS-Bibliothek ko-transformiert und auf Selektionsplatten ausplattiert.

Fir SLy2 lieferte der Versuchsansatz mit dem kompletten wildtypischen Protein acht Hefe-
klone auf den Trp, Leu, His', X-a-Gal'-Selektionsplatten. Bei dem Ansatz mit der SAM-
Domane von SLy2 als Kdédermolekil wurden 31 Hefeklone auf den Selektionsplatten erhal-
ten. Nach der Plasmidisolierung aus den Hefeklonen wurden elektrokompetente E. coli mit
der gewonnenen DNS transformiert und auf Selektionsplatten ausgestrichen. Anschlielend
wurde die Plasmid-DNS aus den Bakterien isoliert. Eine Sequenzanalyse lieferte fur einen

Hefeklon aus dem Versuchsansatz mit dem wildtypischen SLy2-Protein die Sequenz des
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Molekils ,ribosomal protein L12“ (rpL12, GenBank accession number: L04280), fir einen
weiteren Klon die Sequenz des Proteins ,Sin3-associated polypeptide 30 (SAP30, GenBank
accession number: AF075136). Die Sequenzen der restlichen Klone aus diesem Ansatz
konnten nicht ausgewertet werden. Das Ergebnis der Sequenzanalyse der sequenzierbaren
Hefeklone aus dem Versuchsansatz mit der SAM-Doméne von SLy2 ist in Tab. 17 im An-
hang aufgefuhrt.

SAP30 ist ein nukleares Protein mit einer Masse von 30 kDa und eine Komponente des
Sin3-HDAC1-Ko-Repressor-Komplexes, welcher die Transkription vieler unterschiedlicher
Gene beeinflusst. Der Komplex spielt bei der Regulation essenzieller zellularer Prozesse —
wie beispielsweise der Proliferation, der Zelldifferenzierung, dem Zellzyklus oder der embry-
onalen Entwicklung — ganz entscheidende Rollen.

Fir die Verifizierung des Resultats aus dem Hefe Zwei-Hybrid-System wurde im Zuge dieser
Arbeit die Interaktion von SLy2 und SAP30 mittels Ko-Immunprazipitation analysiert. Dazu
wurden HEK 293T Zellen transient entweder mit einem Kontrollvektor (pEFmyccyto) oder
einem myc-markierten wildtypischen SLy2-Konstrukt und einem Flag-markierten SAP30-
Konstrukt ko-transfiziert. Nach der Zelllyse erfolgte die Ko-Immunprazipitation mittels anti-
myc-gekoppelter Sepharose, und die Proben wurden (ber eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und nachfolgender Western Blot-Analyse untersucht (s. Abb. 31 A). Hier-
bei zeigt sich, dass SAP30 mit dem wildtypischen SLy2-Protein interagieren kann. In der
Leervektorkontrolle ist erwartungsgemal keine Interaktionsbande detektierbar. Die Ladekon-
trolle zeigt die Expression des Flag-SAP30-Konstrukts.

In Abb. 31 B hingegen ist eine Ko-Immunprazipitation mit anti-Flag-gekoppelter Sepharose
dargestellt. Flr dieses Experiment wurden HEK 293T Zellen transient entweder mit einem
Leervektor (pFlag-CMV-2) oder einem Flag-markierten SAP30-Konstrukt und einem myc-
markierten wildtypischen SLy2-Konstrukt ko-transfiziert. Das Resultat dieser Ko-Immun-
prazipitation bestatigt das Ergebnis der anti-myc-Ko-Immunprazipitation (s. Abb. 31 A), denn
auch hier findet eine Bindung von SLy2 und SAP30 statt. In der Leervektorkontrolle ist eben-
falls erwartungsgemal keine Interaktionsbande detektierbar. Die Ladekontrolle zeigt die Ex-

pression des SLy2-myc-Konstrukts.
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Abbildung 31: Interaktion des SLy2-Proteins mit SAP30

A: HEK 293 T Zellen wurden transient entweder mit einem Leervektor (pEFmyccyto) beziehungsweise mit einem
wildtypischen SLy2-myc-Konstrukt und einem Flag-SAP30-Konstrukt ko-transfiziert. Eine Interaktion des SAP30-
Molekils mit SLy2 wurde anschlieRend mittels Ko-Immunpréazipitation (anti-myc-gekoppelte Sepharose) sowie
anschlielender SDS-PAGE und Western Blot-Analyse detektiert. Die Ladekontrolle zeigt die Expression des
SAP30-Molekiils.

B: HEK 293 T Zellen wurden transient entweder mit einem Leervektor (pFlag-CMV-2) beziehungsweise mit einem
Flag-markierten SAP30-Konstrukt und einem SLy2-myc-Konstrukt ko-transfiziert. Die Interaktion des SLy2-
Molekiils mit SAP30 wurde anschliefsend mittels Ko-Immunprazipitation (anti-Flag-gekoppelte Sepharose) sowie
anschlielender SDS-PAGE und Western Blot-Analyse detektiert. Die Ladekontrolle demonstriert die Expression
des SLy2-Molekills.

Zuséatzlich wurde in dieser Arbeit die Assoziation von SLy2 und SAP30 mit Hilfe einer Affini-
tatsprazipitation untersucht. Hierfir wurde entweder ein GST-markiertes SAP30-Konstrukt
oder als Kontrolle der GST-Leervektor (pGEX-4-T1) heterolog in E. coli exprimiert, an
Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, welche ent-
weder mit einem Leervektor (pWPI) transduziert worden waren oder ein HA-markiertes wild-
typisches SLy2-Konstrukt exprimierten. Durch eine anschlieliende SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und eine Western Blot-Analyse der Affinitatsprazipitationsproben mit ei-
nem Antikérper gegen das HA-Epitop konnte die Interaktion von SLy2 mit SAP30 sichtbar
gemacht werden. In der GST-Leervektorkontrolle zeigt sich erwatungsgemaf keine Interakti-
onsbande (s. Abb. 32).
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Abbildung 32: Interaktion des SLy2-Proteins mit SAP30

Das heterolog in Bakterien tUberexprimierte GST-SAP30-Fusionskonstrukt wurde fiir die Affinitatsprazipitation an
Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit Lysaten von Jurkat T Zellen inkubiert, die entweder mit einem Leervek-
tor (PWPI) oder einem HA-markierten wildtypischen SLy2-Konstrukt transduziert worden waren. Als Kontrolle
diente die heterologe Uberexpression des GST-Leervektors (0GEX-4-T1). Die Ladekontrolle zeigt die Expression
des SLy2-Molekills.

3.2.5.2 Interaktion von SLy2 mit HDAC1

Wie bereits in Abschnitt 3.2.5.1 erwahnt, handelt es sich bei SAP30 — einem mit SLy2 inter-
agierenden Protein - um eine Komponente des sogenannten Sin3-HDAC1-Ko-Repressor-
Komplexes.

Aus diesem Grund bestand ein Interesse daran, ob SLy2 zuséatzlich auch an andere Molek-
le dieses Ko-Repressor-Komplexes binden kann.

Die Histondeacetylase 1 (HDAC1) ist ein entscheidendes Protein in diesem Komplex, da es
uber die Deacetylierung von Histonen einen direkten Einfluss auf die Struktur des Chroma-
tins und damit auf die Regulation der Transkription bestimmter Gene nimmt. Zudem ist be-
kannt, dass HDAC1 mit SAP30 interagiert (Zhang, Y. et al., 1998).

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde eine potenzielle Interaktion von SLy2 mit HDAC1
mittels Ko-Immunprazipitation untersucht. Hierfir wurden HEK 293T Zellen transient entwe-
der mit einem Kontrollvektor (pcDNA3.1-Flag) oder einem Flag-markierten HDAC1-Konstrukt
und einem myc-markierten SLy2-Konstrukt ko-transfiziert. Nach der Zelllyse erfolgte die Ko-
Immunprazipitation mittels anti-Flag-gekoppelter Sepharose, und die Proben wurden Uber
eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und nachfolgenden Western Blot-Analyse unter-
sucht (s. Abb. 33 A).

Hierbei wird deutlich, dass SLy2 HDAC1 bindet. In der Leervektorkontrolle ist erwartungs-
gemal keine Interaktionsbande detektierbar. Die Ladekontrolle zeigt die Expression des
SLy2-myc-Konstrukts.

In Abb. 33 B wiederum ist eine Ko-Immunprazipitation mit anti-myc-gekoppelter Sepharose
dargestellt. Flr dieses Experiment wurden HEK 293T Zellen transient entweder mit einem

Leervektor (pEFmyccyto) oder einem SLy2-myc-Plasmid und einem Flag-markierten
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HDAC1-Konstrukt ko-transfiziert. Das Resultat dieser Ko-Immunprazipitation bestatigt das
Ergebnis der anti-Flag-Ko-Immunprazipitation (s. Abb. 33 A), denn auch hier findet eine In-
teraktion von HDAC1 und SLy2 statt. In der Leervektorkontrolle ist ebenfalls erwartungsge-
mal keine Interaktionsbande detektierbar. Die Ladekontrolle zeigt die Expression des

HDAC1-Flag-Konstrukts.
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Abbildung 33: Interaktion des SLy2-Proteins mit HDAC1

A: HEK 293 T Zellen wurden transient entweder mit einem Leervektor (pcDNA3.1-Flag) beziehungsweise mit
einem HDAC1-Flag-Konstrukt und einem SLy2-myc-Plasmid ko-transfiziert. Eine Bindung des SLy2-Molekiils an
HDAC1 wurde nachfolgend mittels Ko-Immunpréazipitation (anti-Flag-gekoppelte Sepharose) sowie anschlie3en-
der SDS-PAGE und Western Blot-Analyse detektiert. Die Ladekontrolle demonstriert die Expression des SLy2-
Proteins.

B: HEK 293 T Zellen wurden transient entweder mit einem Leervektor (PEFmyccyto) beziehungsweise mit einem
myc-markierten SLy2-Konstrukt und einem HDAC1-Flag-Plasmid ko-transfiziert. Die Interaktion des HDAC1-
Molekils mit SLy2 wurde anschlieRend mittels Ko-Immunpréazipitation (anti-myc-gekoppelte Sepharose) sowie
anschlieRender SDS-PAGE und Western Blot-Analyse detektiert. Die Ladekontrolle zeigt die Expression des
HDAC1-Molekiils.

3.2.5.3 SLy2 bildet einen terndaren Komplex mit SAP30 und HDAC1

Aufgrund der Tatsache, dass SLy2 sowohl mit SAP30 als auch mit HDAC1 interagiert und
HDAC1 wiederum an SAP30 bindet, bestand ein Interesse daran, ob SLy2 einen Komplex
mit beiden Molekulen bildet.

Fir dieses Experiment wurden HEK 293T Zellen transient mit Flag-SAP30, HDAC1-Flag und

entweder einem Kontrollvektor (P EFmyccyto) oder einem myc-markierten SLy2-Konstrukt ko-
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transfiziert. Nach der Zelllyse wurde eine Ko-Immunprazipitation mit anti-myc-gekoppelter
Sepharose durchgefiihrt. Die Proben wurden anschliefend auf ein SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen und mittels Western Blot analysiert (s. Abb. 34).

Nach der Prazipitation des SLy2-Proteins ist sowohl SAP30 als auch HDAC1 in dem Prazipi-
tat zu detektieren. Dies deutet auf eine Komplexbildung der drei Molekdule hin. In der Leer-

vektorkontrolle sind erwartungsgemaf keine Interaktionsbanden sichtbar.
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Abbildung 34: SLy2 bildet einen terndren Komplex mit SAP30 und HDAC1

HEK 293 T Zellen wurden transient mit Flag-SAP30, HDAC1-Flag und entweder einem Leervektor (pbEFmyccyto)
oder mit einem myc-markierten SLy2-Konstrukt ko-transfiziert. Die gleichzeitige Interaktion von HDAC1 und
SAP30 mit SLy2 wurde anschliefend mittels Ko-Immunprazipitation (anti-myc-gekoppelte Sepharose) sowie
anschlieRender SDS-PAGE und Western Blot-Analyse detektiert. Die Ladekontrolle zeigt die Expression von

HDAC1 und SAP30.

3.2.5.4 SLy2 erhoht die Aktivitat von HDAC1

SLy2 interagiert gleichzeitig mit zwei Komponenten des Sin3-HDAC1-Ko-Repressor-
Komplexes, namlich mit SAP30 und mit HDAC1. Die Histondeacetylase 1 in diesem Kom-
plex reguliert die Transkription unterschiedlicher Gene.

Aufgrund der molekularen Interaktion von SLy2 und HDAC1 wurde im Zuge der vorliegenden
Arbeit die Aktivitat von HDAC1 in An- und Abwesenheit von SLy2 bestimmt, um festzustel-
len, ob die Assoziation beider Molekile einen Einfluss auf die Aktivitdt des Enzyms hat. Dazu
wurden HEK 293T Zellen transient entweder mit einem Kontrollvektor (pcDNA3.1-Flag), ei-
nem SLy2-HA-Plasmid oder einem HDAC1-Flag-Konstrukt transfiziert. In einem weiteren
Ansatz wurden zudem SLy2-HA und HDAC1-Flag ko-transfiziert. In einem Versuchsansatz

wurde aus den transfizierten Zellen das Gesamtzelllysat gewonnen, in einem anderen An-
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satz hingegen wurde eine fraktionierte Zelllyse durchgefiihrt, bei der eine zytoplasmatische
und eine nukleare Fraktion erhalten werden. In beiden Fallen erfolgte eine Bestimmung der
Proteinkonzentration mit Hilfe eines BCA-Tests.

In einem dritten Experiment wurde das Gesamtzelllysat fir eine Ko-Immunprazipitation mit
anti-Flag-gekoppelter Sepharose verwendet, um das HDAC1-Flag-Protein zu prazipitieren.
Die Bestimmung der Aktivitdt von HDAC1 erfolgte mit Hilfe des ,HDAC Assay Kits* (Upstate).
Die Detektion findet hierbei Uber einen fluorimetrischen Nachweis statt. Bei der Durchfiihrung
der HDAC Assays wurde entweder das Gesamtzelllysat, der Kernextrakt oder die Ko-
Immunprazipitation eingesetzt. Bei der Auswertung der Tests wurde die in jeder Probe erziel-
te HDAC-AKktivitat auf die darin enthaltene Proteinmenge normalisiert. Die dabei erhaltene
relative HDAC-Aktivitat wurde anschlieBend zu der Aktivitat in der Leervektorkontrolle in Be-
ziehung gesetzt, welche zuvor als ,1“ definiert worden war. Dieser Wert wurde anschlie3end
als ,fold induction” bezeichnet.

In Abb. 35 A ist das Ergebnis fir den HDAC1-Aktivitatstest mit dem Gesamtzelllysat darge-
stellt. Hierbei zeigt sich eine deutliche Steigerung der HDAC1-Aktivitat in Anwesenheit von
SLy2. Die Kontrolle und SLy2 allein weisen eine deutlich geringere HDAC-Aktivitat als
HDACH1 allein und HDAC1 in Anwesenheit von SLy2 auf.

Abbildung 35 B hingegen zeigt die Steigerung der Aktivitdt von HDAC1 in Anwesenheit von
SLy2 im Kernextrakt der transfizierten Zellen. Der Unterschied zwischen HDAC1 allein und
HDAC1 in Kombination mit SLy2 ist hierbei noch deutlicher zu erkennen als im
Gesamtzelllysat. Dieser Befund entspricht den Erwartungen, da HDAC1 seine enzymatische
Aktivitat im Zellkern austibt.

In Abb. 35 C ist die Aktivitdt von HDAC1 nach einer Ko-Immunprazipitation dargestellt. Die-
ses Experiment wurde durchgefiihrt, um ganz spezifisch die Enzymaktivitdt von HDAC1 zu
demonstrieren, da dieses Molekil im Zuge der Prazipitation angereichert wurde. Auch hier-
bei wird die Steigerung der HDAC1-Aktivitat in Anwesenheit von SLy2 sichtbar. Der Western
Blot rechts neben dem Diagramm flr die Enzymaktivitdt zeigt das prazipitierte HDAC1-
Protein. Hierbei wird deutlich, dass in dem Prazipitat ,HDAC1 + SLy2“ weniger HDAC1 ent-
halten war als in der Probe ,HDAC1“. Da jedoch die Steigerung der HDAC1-Aktivitat in der
Probe ,HDAC1 + SLy2“ auch so schon erreicht werden kann, ist anzunehmen, dass der Un-
terschied zwischen beiden Proben bei einer vergleichbar prazipitierten HDAC1-Menge noch
deutlicher ausgefallen ware.

Die Anwesenheit von SLy2 im HDAC1-Prazipitat wurde durch eine Western Blot-Analyse mit
einem Antikérper gegen das HA-Epitop Uberprift und konnte nachgewiesen werden (Daten

nicht gezeigt). Dieser Befund bestatigt die Interaktion beider Molekiile.
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Abbildung 35: SLy2 erhoht die Aktivitat von HDAC1

A: HEK 293T Zellen wurden transient entweder mit einem Kontrollvektor (pcDNA.3.1-Flag), einem SLy2-HA-
Konstrukt oder einem HDAC1-Flag-Plasmid transfiziert. In einem weiteren Ansatz wurden das HDAC1-Flag-
Konstrukt und das SLy2-HA-Plasmid ko-transfiziert. Der HDAC1-Aktivitatstest erfolgte mit dem Gesamtzelllysat.
Die ermittelte Enzymaktivitdt wurde auf die jeweilige Proteinmenge normalisiert, die mit Hilfe eines BCA-Tests
bestimmt worden war. Anschlieend wurde die normalisierte HDAC1-Aktivitat in der Leervektorkontrolle als ,1“
festgelegt und die Enzymaktivitdten der restlichen Proben zu dieser Kontrolle in Beziehung gesetzt (fold
induction). Hierbei zeigt sich im Gesamtzelllysat eine deutliche Steigerung der HDAC1-Aktivitat in Anwesenheit
von SLy2 (n = 6).

B: Die Transfektion der HEK 293T Zellen erfolgte wie im Abbildungsteil A beschrieben. Es wurde eine fraktionier-
te Zelllyse durchgeflhrt, bei der eine zytoplasmatische und eine nukleare Fraktion erhalten wurde. Nach der Pro-
teinbestimmung mittels BCA-Test fand der HDAC1-Aktivitatstest mit dem Kernextrakt der transfizierten Zellen wie
in Abbildungsteil A beschrieben statt. Die Steigerung der Aktivitat von HDAC1 in Anwesenheit von SLy2 ist in der
nuklearen Fraktion der transfizierten Zellen noch deutlicher zu erkennen als im Gesamtzelllysat. Die Abbildung

zeigt eines von drei unabhangigen Experimenten.
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C: HEK 293T Zellen wurden wie zuvor beschrieben transfiziert. AnschlieRend wurde das Gesamtzelllysat fiir eine
Ko-Immunprazipitation mit anti-Flag-gekoppelter Sepharose verwendet, um HDAC1 zu prazipitieren. Der HDAC1-
Aktivitatstest wurde nachfolgend mit den verschiedenen Prazipitaten durchgefiihrt. Hierbei ist eine deutliche Stei-
gerung der Aktivitdt von HDAC1 in Anwesenheit von SLy2 zu erkennen. Zusatzlich zeigt ein Western Blot die in
den verschiedenen Ansatzen prazipitierte HDAC1-Menge. Die Abbildung stellt eines von drei unabhangigen Ex-

perimenten dar.

Die in den Abbildungen 31-35 dargestellten Ergebnisse demonstrieren, dass im Zuge dieser
Arbeit das putative Adapterprotein SLy2 als eine neue Komponente des SAP30-HDAC1-

Komplexes identifiziert werden konnte, welche die Aktitviat von HDAC1 reguliert.
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4 Diskussion

4.1 Die SLy Proteinfamilie putativer Adaptermolekiile

Adapterproteine stellen Molekiile dar, die konstitutive oder induzierbare Protein-Protein- oder
Protein-Lipid-Interaktionen mit Hilfe spezieller Interaktionsdomanen vermitteln. Gleichzeitig
fehlt Adapterproteinen eine eigene enzymatische Aktivitat. Durch die Assoziation von Adap-
tern mit ihren unterschiedlichen Bindepartnern kénnen groRe Proteinkomplexe generiert
werden, welche an entscheidenden intrazelluldren Signalwegen beteiligt sind.

Im Zusammenhang mit der Identifizierung des ersten Mitglieds der SLy Proteinfamilie — SLy1
— zeigte eine Analyse der Aminosauresequenz dieses Molekils, dass SLy1 neben einer
SH3- auch eine SAM-Domane besitzt. Bei diesen Modulen handelt sich um typische Interak-
tionsdomanen. Da fur SLy1 keine Enzymdomanen gefunden werden konnten, erfillte dieses
Protein entscheidende Kriterien flr eine Funktion als ein neuer Lymphozyten-spezifischer
Adapter (Beer, S. et al.,, 2001). Neben der SH3- und der SAM-Domane weist SLy1 eine
zweigeteilte nukleare Lokalisationssequenz (NLS) auf (s. Abb. 3).

Sowohl die spezifische Phosphorylierung von SLy1 am Serin27 nach einer Stimulation von T
Zellen Uber den Antigenrezeptor (Astoul, E. et al., 2003) als auch die beeintrachtigte Prolife-
ration von SLy1™” oder SLy1¥* T Zellen in Folge einer allogenen Aktivierung der Zellen deu-
ten auf eine Funktion von SLy1 als ein Adapterprotein in der Antigenrezeptor-Signalkaskade
von Lymphozyten hin (Beer, S. et al., 2005; Reis, B. et al., 2009).

Das zweite Molekul der SLy Proteinfamilie — SLy2 — wurde von zwei verschiedenen Arbeits-
gruppen fast zeitgleich kloniert und entweder als HACS1 (Claudio, J.O. et al., 2001) oder
Nash1 (Uchida, T. et al., 2001) bezeichnet. Aufgrund seiner Homologie zu SLy1 wird dieses
Protein in der vorliegenden Arbeit SLy2 genannt.

SLy1 und SLy2 besitzen eine identische Domanenstruktur. Die Gesamthomologie beider
Proteine betragt zwar nur ungefahr 43%, innerhalb der Domanen jedoch weisen die Moleki-
le eine hohe Homologie auf.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen SLy1 und SLy2 besteht jedoch in ihrem Expressi-
onsmuster. SLy1 ist ein strikt Lymphozyten-spezifisches Protein, wohingegen SLy2 ein deut-
lich breiteres Expressionsspektrum zeigt, da es in hamatopoetischen Geweben,
Endothelzellen, Muskel- und Herzgewebe, Gehirn, Lunge und auch Myelomen exprimiert
wird (Beer, S. et al., 2001; Claudio, J.O. et al., 2001; Uchida, T. et al., 2001).
Interessanterweise lieferte eine BLAST-Analyse der SH3- und der SAM-Domaéanen von SLy1
und SLy2 kaum vergleichbare Sequenzen in den SH3- und SAM-Domanen anderer Adap-

termolekile. Mit 42% bestand die héchste Homologie zu der SH3-Domane des Molekdls
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,CD2-associated protein“ (CD2-AP). Aufgrund dieses Befunds scheint es sich bei den SLy-
Proteinen um eine eigene Familie von Adaptern zu handeln.

Das dritte Mitglied der SLy Familie ist das Molekil SASH1, welches 2003 identifiziert wurde
(Zeller, C. et al., 2003). SASH1 unterscheidet sich von SLy1 und SLy2, da es zum einen
deutlich groRer ist (SASH1: 110 kDa, SLy1: 55 kDa, SLy2: 48 kDa), zum anderen aber auch
eine abweichende Domanenstruktur aufweist. SASH1 besitzt neben der zweigeteilten NLS
sowie der SH3- und der SAM-Domane am N-Terminus ein sogenanntes ,coiled-coil-Motiv*
und am C-Terminus eine zweite SAM-Domane. Die Homologie zwischen den Modulen, die in
allen drei Proteinen vorkommen, ist jedoch sehr hoch, so dass SASH1 als ein Mitglied der
SLy Proteinfamilie anzusehen ist.

Evolutionare Gesichtspunkte legen die Vermutung nahe, dass das SASH7-Gen das ur-
sprunglichste der SLy Familie ist, da sich Orthologe sowohl in Arthropoden als auch in Dro-
sophila melanogaster und Vertebraten finden. Das SLy7- sowie das SLy2-Gen hingegen
existieren nur in Knochenfischen und Landwirbeltieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Interaktionsverhalten von SLy1 und SLy2 naher unter-

sucht, um Hinweise auf die Funktion beider Proteine zu erhalten.

4.2 Interaktionsanalyse der putativen Adaptermolekile SLy1 und
SLy2

Fir eine funktionelle Charakterisierung der putativen Adapterproteine SLy1 und SLy2 ist die
Suche nach Interaktionspartnern von entscheidender Bedeutung, da erst die Bindung von
Adaptern an ihre Zielmolekiile die Funktion dieser Proteine bewirkt. Die Assoziation von
SLy1 und SLy2 mit anderen Molekilen sollte dabei erwartungsgemalf’ tber deren Interakti-

onsmodule — die SH3- und die SAM-Domane — stattfinden.

4.2.1 Subzellulare Lokalisation des SLy1- und SLy2-Proteins

Die Analyse der subzelluldren Lokalisation des wildtypischen SLy1- und SLy2-Proteins im
Vergleich zu Deletionsmutanten (s. Abb. 8 und Abb. 19) Iasst einen ersten Rlckschluss da-
rauf zu, ob aufgrund des Fehlens charakteristischer Sequenzbereiche eine abweichende
Lokalisation beider Molekile zu beobachten ist. Dies kann nachfolgend einen Einfluss auf
das Interaktionsverhalten der Proteine ausuben, da die Bindung von SLy1 und SLy2 an an-
dere Molekiile mdglicherweise nur in ganz bestimmten zelluldaren Kompartimenten stattfindet.
Aus vorherigen Analysen war bereits bekannt, dass das wildtypische SLy1-Protein sowohl im
Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert (Beer, S. et al., 2005), wobei sich der mehrheitli-

che Teil des Molekils im Zellkern befindet. Zudem findet in primaren T Zellen, welche mit
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anti-CD3 und anti-CD28 ko-stimuliert wurden, eine Translokation des SLy1-Proteins aus dem
Nukleus in das Zytoplasma statt, die nach 60-mintiger Aktivierung der Zellen vollstandig ist
und mindestens zwei Stunden anhalt (Reis, B., Dissertation).

Auflerdem konnte in vorherigen Studien fur das SLy1A-Protein, welchem neben der Phos-
phorylierungsstelle am Serin27 auch ein Teil der NLS fehlt, eine zum Wildtyp-Molekll abwei-
chende subzellulare Lokalisation beschrieben werden, da die SLy1A-Mutante nicht mehr im
Zellkern, sondern nur noch im Zytoplasma zu finden ist (Beer, S. et al., 2005; Scheikl, T. et
al., 2008). Eine Stimulation von primaren T Zellen mit anti-CD3 und anti-CD28 hat hierbei auf
die Lokalisation des mutierten SLy1-Molekuls keinen Einfluss (Reis, B., Dissertation).

Fir das wildtypische SLy2-Protein konnte in vorherigen Experimenten ebenfalls sowohl eine
zytoplasmatische als auch eine nukledre Lokalisation beschrieben werden (v. Holleben, M.,
Dissertation). Ob SLy2 allerdings ein ahnliches Translokationsverhalten wie SLy1 nach Sti-
mulation der Zellen aufweist, ist bislang noch nicht abschlieliend geklart.

Die im Zuge dieser Arbeit generierten Ergebnisse bezlglich der subzellularen Lokalisation
von SLy1 und SLy2 bestéatigen die bestehenden Befunde (s. Abb. 10 und Abb. 20). Die im
Verlauf der Zellfraktionierung verwendeten Jurkat T Zellen waren zwar unstimuliert, aller-
dings besitzen diese Zellen einen gewissen Grad an Grundstimulation, was sich zum Bei-
spiel in einer erhdhten basalen Phosphorylierung von SLy1 am Serin27 in Tumorzelllinien
zeigt (Bernhard Reis).

Das wildtypische SLy1-Molekil ist, genauso wie das wildtypische SLy2-Protein, in der Zell-
fraktionierung allerdings nicht nur im Zytosol und im Nukleus zu detektieren, sondern befin-
det sich zu einem relativ geringen Anteil auch in der Membranfraktion. Dieses Ergebnis legt
nahe, dass SLy1 und SLy2 eventuell auch in Komplexen an der Zellmembran vorkommen
kénnten, welche nach einer Stimulation von Zellen generiert werden. Dieser Befund kénnte
auch mit der im Zuge der vorliegenden Arbeit dargestellten Bindung von SLy1 und SLy2 an
Membranlipide erklart werden (s. Abb. 14 B und Abb. 24). Fir SLy1 ist bekannt, dass dieses
Protein nach einer Stimulation von T Zellen Uber den Antigenrezeptor spezifisch am Serin27
phosphoryliert wird (Astoul, E. et al., 2003; Reis, B. Dissertation). Dieser Befund legt nahe,
dass SLy1 in der Signalkaskade von T Zellen eine wichtige Rolle spielt und dabei auch in
Komplexen in der Nahe des membranstandigen T Zellrezeptors vorkommen konnte. Zudem
zeigen Immunfluoreszenz-Analysen mit HeLa Zellen, welche stabil mit einem HA-markierten,
wildtypischen SLy1-Konstrukt transduziert wurden, eine Lokalisation von SLy1 in der Nahe
der Plasmamembran (Daten nicht gezeigt).

Im Zuge der Zellfraktionierung ist in der Membranfraktion allerdings nicht nur die Plasma-
membran, sondern sind vielmehr auch membrandse Organellen enthalten. Wildtypisches
SLy1 und SLy2 sind in der Zytosol/Mitochondrien-Fraktionierung auch in der mitochondrialen
Fraktion detektierbar (s. Abb. 12 und Abb. 22) und binden an das typische Mitochondrien-
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membranlipid Cardiolipin (s. Abb. 14 B und Abb. 24). Dieser Befund kann ebenfalls zu dem
beobachteten Anteil von SLy1 und SLy2 in der Membranfraktion beitragen.

Das Resultat, dass SLy1 in der Mitochondrienfraktion zu detektieren ist, unterstitzt den be-
reits publizierten Befund, dass SLy1 als ein anti-apoptotisches Molekil wahrend der Entwick-
lung von Thymozyten fungiert (Reis, B. et al., 2009). Apoptotische Prozesse finden zu weiten
Teilen an Mitochondrien statt. Das Mitochondrienlipid Cardiolipin spielt hierbei eine ganz ent-
scheidende Rolle, da das pro-apoptotische Molekul tBid, welches im Zytosol nach der
Proteolyse von Bid durch Caspase-8 entsteht, an Cardiolipin bindet (Lutter, M. et al., 2000).
Nachfolgend kommt es zu der Freisetzung von Cytochrom c, so dass die Integritat der auf3e-
ren Mitochondrienmembran zerstort wird (Lutter, M. et al., 2000).

Welche molekulare Funktion SLy1 als ein anti-apoptotisches Protein bei diesen Prozessen
ausuben konnte, ist bislang noch nicht bekannt. In diesem Zusammenhang konnte die Identi-
fikation von SLy1-Interaktionspartnern eventuell einen Beitrag zum tieferen Verstandnis der
anti-apoptotischen Funktion von SLy1 liefern.

Eine Funktion von SLy2 bei apoptotischen Prozessen wurde bislang noch nicht analysiert, so
dass fiur das Vorkommen von SLy2 in der mitochondrialen Fraktion noch keine Verknipfung
zu anderen Analysen besteht.

Alle weiteren untersuchten SLy1- und SLy2-Deletionsmutanten (s. Abb. 8 und Abb. 19) — mit
Ausnahme des SLy1A-Molekiils - sind, genauso wie die wildtypischen Proteine, sowohl im
Zytosol als auch im Zellkern und in der Membranfraktion zu detektieren. Fir die
SLy1S27—A-Mutante wurde in vorherigen Studien eine vermehrte Lokalisation im Nukleus
beschrieben (Reis, B., Dissertation). Ein solches Ergebnis ist in der im Zuge der vorliegen-
den Arbeit durchgeflihrten Zellfraktionierung nicht eindeutig identifizierbar (s. Abb. 10). Aller-
dings zeigt diese Mutante trotz der relativ gering eingesetzten Proteinmenge eine deutliche
Bande in der Kernfraktion (s. Abb. 10). Diese Bande ist dicker als die in der zytosolischen
Fraktion. Eine genaue Quantifizierung der in den jeweiligen Fraktionen vorkommenden Pro-
teinmenge ist jedoch innerhalb der durchgeflhrten Zellfraktionierung schwierig. Die Resulta-
te sind eher qualitativ zu betrachten. Eine verstarkte Lokalisation des SLy1S27—A-Proteins
im Nukleus kénnte durch die kaum noch vorhandene Interaktion mit 14-3-3 Proteinen erklart
werden (s. Abb. 18). Uber diese Assoziation werden in vielen Fallen Proteine im Zytoplasma
zurtickgehalten (Tzivion, G. und Avruch, J., 2002; Mackintosh, C., 2004; Yoshida, K. et al.,
2005).

Fir die SLy2S23—A-Mutante ist keine verstarkte Lokalisation im Zellkern zu detektieren. Da
dieses Molekul — anders als das SLy1S27—A-Konstrukt — weiterhin in der Lage ist, an 14-3-

3 Proteine zu binden (s. Abb. 28), kdnnte dies eine Erklarung fur den beobachteten Unter-

schied zwischen SLy1 und SLy2 sein.
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Die SLy1ANLS-Mutante befindet sich — genauso wie das SLy2ANLS-Molekdl - interessan-
terweise auch in der Membranfraktion (s. Abb. 10 und Abb. 20), wobei diese Molekule nicht
mehr an Lipide binden kénnen (s. Abb. 14 B und Abb. 24). Das Vorkommen dieser
Deletionsmutanten in der membrandsen Fraktion kénnte durch die Generierung von Homo-
dimeren erklart werden (s. Abb. 13 und Abb. 23). Zudem besteht die Mdglichkeit, dass die
SLyANLS-Molekule mit anderen Proteinen interagieren, welche in einem Komplex an der
Plasmamembran zu finden sind. Ein weiterer interessanter Befund ist, dass die SLyANLS-
Mutanten in der Kernfraktion lokalisieren, obwohl der zweite Teil der NLS in diesen Konstruk-
ten fehlt. Dies deutet darauf hin, dass die Deletion dieses Teils der NLS nicht ausreicht, um
das Vorkommen von SLy1 und SLy2 im Nukleus zu unterbinden. Eine weitere Moglichkeit
besteht auch hier in der Homodimerisierung oder Interaktion mit anderen Proteinen.

Sowohl das ASH3-Konstrukt von SLy1 und SLy2 als auch die SLy1ASAM-Mutante zeigen
eine mit dem Wildtyp-Molekil vergleichbare subzellulare Lokalisation. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass die Deletion beider Domanen fir die Lokalisation der Proteine keine Rolle spielt.
Die Lokalisation der SLy2ASAM-Mutante kann mit Hilfe der Zellfraktionierung kaum analy-
siert werden, da dieses Konstrukt nur sehr schwach in den transduzierten Jurkat Zellen
exprimiert wird und die Grofe des Molekuls deutlich kleiner als erwartet ist. MAglicherweise
ist die Mutante nicht stabil und wird proteolytisch gespalten. Eine Sequenzanalyse des
exprimierten Proteins kénnte fiir die Uberprifung dieser Hypothese hilfreich sein. Anderer-
seits konnte die Deletion der SAM-Domane von SLy2 einen Einfluss auf posttranslationale
Modifikationen des SLy2-Proteins ausliben, wodurch eine derartige GréfRenveranderung
ebenfalls erklart werden konnte.

Die SLy1A-Mutante ist nicht mehr in der Kernfraktion nachzuweisen. Dieses Ergebnis deckt
sich mit vorherigen Beobachtungen (Beer, S. et al., 2005; Scheikl, T. et al., 2008; Reis, B.,
Dissertation). Da das SLy1ANLS-Konstrukt und das SLy1S27—A-Protein im Nukleus
detektierbar sind, scheint der Bereich, welcher neben dem zweiten Teil der NLS und der

Phosphorylierungsstelle am Serin27 zusatzlich in der SLy1A-Mutante deletiert ist, flr das
Fehlen in der Kernfraktion verantwortlich zu sein. Moglicherweise findet im Falle der SLy1A-

Mutante jedoch auch eine Interaktion mit anderen Molekilen nicht mehr statt, so dass sich
die subzellulare Lokalisation dieses Proteins verandert.

AA

Weitere Analysen des SLy1A-Konstrukts oder der SLy1%*-Mauslinie konnten zur Aufklarung

des beobachteten Phanomens dienlich sein. Ein zu der SLy1A-Mutante analoges Molekdl
von SLy2 wurde nicht hergestellt, so dass nicht Uberprift werden kann, ob eine solche
Deletionsmutante von SLy2 ebenfalls nicht mehr im Zellkern lokalisiert.

Insgesamt liefert die im Verlauf der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Zellfraktionierung

wertvolle Basisinformationen bezliglich der subzellularen Lokalisation von SLy1 und SLy2 in
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An- und Abwesenheit charakteristischer Sequenzabschnitte. Zudem lassen sich Quervernet-

zungen zu anderen Analysen der vorliegenden Arbeit erkennen.

4.2.2 Homodimerisierung des SLy1- und SLy2-Proteins

SH3- und SAM-Domanen sind typische Interaktionsmodule bei Adapterproteinen.
SH3-Domanen wurden urspringlich als an prolinreiche Sequenzen bindende Module identi-
fiziert (Feng, S. et al., 1994). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass diese Domanen ebenfalls
mit arginin- und lysinreichen Abschnitten assoziieren (Kang, H. et al., 2000; Berry, D.M. et
al., 2002). Zusatzlich konnte eine Bindung an Ubiquitin gezeigt werden (Stamenova, S.D. et
al., 2007). Sogenannte ,helically extended” (hSH3)-Domanen wiederum sind in der Lage, mit
Lipiden zu interagieren (Heuer, K. et al., 2005). Neben der Verknupfung unterschiedlicher
Proteine Uber SH3-Domanen und ihre Zielsequenzen wurde jedoch auch die
Homodimerisierung von Proteinen mit Hilfe von SH3-Domanen beschrieben. Beispiele hier-
fur sind das Protein IB1 (Kristensen, O. et al., 2006), die humane Kinase Lck (Romir, J. et al.,
2007) und die Tyrosin-Kinase Csk (Levinson, N.M. et al., 2009). Diese Beobachtungen legen
nahe, dass SH3-Domanen in ihrem Interaktionsverhalten deutlich vielfaltiger sind als zu-
nachst angenommen.

SAM-Domanen sind wie SH3-Module an vielfaltigen biologischen Prozessen beteiligt und
zeigen ein breites Spektrum an Interaktionsmdglichkeiten. Eine vielfach beschriebene Funk-
tion von Adaptern mit SAM-Domanen ist die Generierung von Homo- oder Heterodimeren.
Zudem koénnen SAM-Domanen auch zur Bildung von Oligomeren beitragen. Eine Bindung
von SAM-Domanen an RNS wurde ebenfalls beschrieben (Kim, C.A. und Bowie, J.U., 2003).
In weiteren Studien konnte zusatzlich auch eine Bindung von SAM-Domanen an Lipide ge-
zeigt werden (Barrera, F.N. et al., 2003; Li, H. et al., 2007).

Da SLy1 und SLy2 sowohl eine SH3- als auch eine SAM-Doméane besitzen und flr beide
Module die Generierung von Homodimeren beschrieben wurde, bestand ein grof3es Interes-
se an einer méglichen Homodimerisierung beider Proteine.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen in der Tat die
Homodimerisierung von SLy1 und SLy2, welche Uber die SH3-Domane vonstatten geht (s.
Abb. 13 und Abb. 23). Sowohl die SLy1ASAM- als auch die SLy1ANLS-, die SLy1APEST-H-
und die SLy1APEST-L-Mutante interagieren genauso wie das wildtypische SLy1-Protein mit
einem anderen wildtypischen SLy1-Konstrukt.

Das erste Beispiel fur eine Homodimerisierung Uber eine SH3-Domane war das Protein
Jslet-brain 1 (IB1 oder JIP-1), dessen stabiles Homodimer vielfaltige Funktionen — zum Bei-
spiel die Regulation der Insulinsekretion - beeinflusst (Kristensen, O. et al., 2006). I1B1 stellt
ein Gerustprotein dar, welches im Signalweg der ,c-Jun N-terminal kinase“ (JNK) fungiert

(Kristensen, O. et al., 2006). Ahnlich wie bei SLy1 und SLy2 waren bis zur Identifizierung der
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Homodimerisierung von IB1 Uber seine SH3-Doméane keine anderen Proteine bekannt, die
an dieses Modul binden. Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden unter anderem in Ko-
Operation mit Dr. Bernhard Reis etliche Versuche unternommen, sowohl fiir die SH3- als
auch fur die SAM-Domane von SLy1 Interaktionspartner zu finden. Eine Affinitatsprazipitati-
on mit einer GST-markierten SLy1-SH3-Doméane beziehungsweise einer GST-markierten
SLy1-SAM-Domane lieferte keinerlei Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Ebenso konnten auch
mit Hilfe des Hefe Zwei-Hybrid-Systems keine Interaktionspartner fur die SH3- und die SAM-
Domane von SLy1 identifiziert werden. Hier lassen sich Parallelen zu IB1 erkennen. Fur die
SH3-Domane von SLy2 konnte in vorherigen Analysen das Protein Cortactin als Interakti-
onspartner gefunden werden (v. Holleben, M., Dissertation). Fir das SAM-Modul von SLy2
sind bislang jedoch noch keine interagierenden Proteine bekannt.

Die Aminosaureabfolge von IB1 enthalt sieben PXXP-Motive, welche typischerweise mit
SH3-Domanen interagieren. Allerdings ist an der Homodimerisierung von IB1 kein PXXP-
Motiv beteiligt, da die SH3-Doméane selbst keine solche Sequenz aufweist (Kristensen, O. et
al., 2006).

Die Analyse der Aminosauresequenz von SLy1 zeigt, dass dieses Protein ebenfalls drei
PXXP-Motive besitzt. SLy2 hingegen weist keinerlei PXXP-Sequenzabschnitte auf.
Vergleichbar mit IB1 ist in der SH3-Domane von SLy1 jedoch kein solches Motiv vorhanden.
Ein PXXP-Motiv findet sich bei SLy1 allerdings in der PEST-Sequenz mit der vorhergesagten
hohen Starke (PEST-H, s. Abb. 9). Interessanterweise ist bei der Homodimerisierung des
wildtypischen SLy1-Proteins mit der SLy1APEST-H-Deletionsmutante eine sehr dicke Inter-
aktionsbande zu erkennen (s. Abb. 13). Der Grund fir dieses Phanomen ist bislang nicht
bekannt. Allerdings besteht die Mdglichkeit, dass durch die Deletion des PEST-H-Moduls,
und damit einer PXXP-Sequenz, die Interaktion mit der SH3-Doméane eines anderen Mole-
kuls nicht mehr stattfinden kann und somit die Homodimerisierung von SLy1 erleichtert wird.
Insgesamt ist die funktionelle Konsequenz einer Homodimerisierung von SLy1 und SLy2
noch nicht bekannt. Homodimerisierungen im Allgemeinen stellen allerdings wichtige regula-
tive Mechanismen dar, um die Funktion von Proteinen zu modulieren. Es besteht zum Bei-
spiel die Mdglichkeit, dass Proteine erst als Homodimer funktionell aktiv werden. Auf der an-
deren Seite kann eine Homodimerisierung auch die Assoziation eines Proteins mit anderen
Molekdilen verhindern. Fir IB1 konnte gezeigt werden, dass dieses Molekil als ein Homodi-
mer die Aktivitat des Enzyms JNK erhoéht (Kristensen, O. et al., 2006).

Weitere Untersuchungen bezuglich der Homodimerisierung von SLy1 und SLy2 kdnnten
wichtige Bausteine im Zuge der Charakterisierung der molekularen Funktion dieser Proteine
liefern. Zudem ware eine Strukturanalyse der SH3-Domanen von SLy1 und SLy2 aulerst
interessant, um strukturelle Gegebenheiten und Konsequenzen einer Homodimerisierung

Uber dieses Modul ndher zu beleuchten. Die Kristallstrukturaufklarung der SH3-Domane von
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IB1 beispielsweise ergab, dass bei der Homodimerisierung dieses Molekils drei Aminosau-
ren in der SH3-Doméane entscheidend sind, bei deren Mutation das Dimer instabil wird
(Kristensen, O. et al., 2006).

Im Zuge dieser Arbeit wurden bereits Vorarbeiten fir die Strukturaufklarung der Domanen
von SLy1 und SLy2 geleistet, welche in Ko-Operation mit der Arbeitsgruppe von Prof. D.
Willbold in Julich durchgeflihrt werden soll.

4.2.3 Interaktion von SLy1 und SLy2 mit Lipiden

Neben ,klassischen® Lipidinteraktionsdomanen wurden sowohl SH3-Domanen als auch
SAM-Domanen bereits als an Lipide bindende Module identifiziert (Barrera, F.N. et al., 2003;
Heuer, K. et al., 2005; Li, H. et al., 2007). Des Weiteren existieren auch polybasische Regio-
nen (PBRs) in der Aminosauresequenz von Proteinen, mit Hilfe derer diese Molekile eben-
falls mit Lipiden assoziieren kénnen. Polybasische Regionen sind reich an positiv geladenen
Aminosauren, wie beispielsweise Lysinresten, die an negativ geladene Kopfgruppen von
phosphorylierten Lipiden binden kénnen.

SLy1 und SLy2 besitzen keine typischen Protein-Lipid-Interaktionsdomanen. Allerdings ist
neben der SH3- auch eine SAM-Domane vorhanden, und die zweigeteilte NLS von SLy1 und
SLy2 weist einen hohen Anteil an positiv geladenen Lysin- und Argininresten auf und stellt
somit eine polybasische Region dar. Ein weiteres Indiz fir eine mdgliche Interaktion von
SLy1 und SLy2 mit Lipiden ist die Tatsache, dass beide Proteine in der Zellfraktionierung in
der membrandsen und in der mitochondrialen Fraktion zu detektieren sind (s. Abb. 10 und
Abb. 12 sowie Abb. 20 und Abb. 22). Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit
Lipidinteraktionsanalysen flir SLy1 und SLy2 durchgefiihrt. Diese ergaben, dass die wildtypi-
schen Proteine, die SLy1S27—A-, die SLy2S23—A-, die SLy1ASAM-Mutante sowie die
ASH3-Konstrukte beider Molekile mit typischen Membranlipiden interagieren. Fir das
SLy2ASAM-Protein kann bezuglich einer Lipidinteraktion keine Aussage getroffen werden,
da die bereits erwahnten Probleme mit diesem Konstrukt auch bei diesem Experiment zu
Tage traten.

Das SLy1A-Molekul und auch die ANLS-Mutanten von SLy1 und SLy2 zeigen hingegen kei-
ne Assoziation mit Lipiden mehr (s. Abb. 14 B und 24).

SLy1 und SLy2 binden sowohl an die Monophosphoinositide PI(3)P, PI(4)P und PI(5)P als
auch an die Diphosphoinositide PI(3,4)P,, PI(3,5)P, und PI(4,5)P, sowie an das Triphospho-
inositid P1(3,4,5)P; (s. Abb. 14 B und Abb. 15 B sowie Abb. 24 und Abb. 25).

Zuséatzlich ist eine Assoziation beider Proteine mit Phosphatidat (Diacylglycerin-3-phosphat),
Phosphatidylserin und Cardiolipin (Diphosphatidylglycerin) zu beobachten (s. Abb. 14 B und
Abb. 15 B sowie Abb. 24 und Abb. 25). Die Bindung von SLy1 und SLy2 an die verschiede-
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nen Phosphoinositide ist zudem von der vorhandenen Lipidmenge abhangig und geschieht
mit unterschiedlicher Affinitat (s. Abb. 15 B und Abb. 25).

Alle Lipide, an die SLy1 und SLy2 binden, tragen eine negative Ladung und stellen entweder
typische Lipide der Plasma- oder der Mitochondrienmembran (Cardiolipin) dar. PI(3)P,
PI(4)P, PI(5)P, PI(4,5)P, und PI(3,4,5)P; sind zudem auch im Zellkern lokalisiert (Gozani, O.
et al., 2005).

Die Bindung von SLy1 und SLy2 an Cardiolipin kann gut mit der Mitochondrienlokalisation
beider Proteine erklart werden. Moglicherweise ist die Assoziation mit Cardiolipin entschei-
dend fur die Funktion von SLy1 als ein anti-apoptotisches Molekul wahrend der Entwicklung
von Thymozyten (Reis, B. et al., 2009).

Die Bindung von SLy1 und SLy2 an typische Lipide der Plasmamembran ware eine Erkla-
rung fur die Detektion beider Proteine in der Membranfraktion. Das am haufigsten in der
Zellmembran vorkommende Phosphoinositid ist PI(4,5)P,, an welches SLy1 und SLy2 unter
anderem binden. Allerdings sind, wie bereits erwahnt, ein Teil der mit SLy1 und SLy2 inter-
agierenden Lipide auch im Zellkern lokalisiert und modulieren dort eine ganze Reihe
nuklearer Prozesse (Martelli, A.M. et al., 2004), unter ihnen auch PI(4,5)P,. Dieses Lipid in-
duziert beispielsweise in T Zellen die Assoziation des sogenannten ,SWI/SNF-like BAF-
Komplexes* mit Chromatin wahrend der Stimulation der Zellen mit Antigenen und scheint
auch beim Splicen von pra-mRNS-Molekllen eine wichtige Rolle zu spielen (Boronenkov,
I.V. et al., 1998; Zhao, K. et al., 1998; Osborne, S.L. et al., 2001).

Die im Zuge der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Lipidinteraktionsexperimente geben
keinen direkten Hinweis darauf, in welchem Zellkompartiment die Assoziation von SLy1 und
SLy2 mit den jeweiligen Lipiden stattfindet. Dazu waren noch weitergehende Analysen nétig.
Allerdings demonstrieren die in Abb. 14 B und Abb. 24 dargestellten Resultate eindeutig,
dass sowohl das SLy1A-Molekdl als auch die ANLS-Mutanten von SLy1 und SLy2 nicht mehr
an Lipide binden kdnnen. Dies bestatigt die Annahme, dass die polybasische Region in und
um die zweigeteilte NLS herum fir die Interaktion mit den negativ geladenen Lipiden verant-
wortlich ist. Das SLy1A-Molekdil lokalisiert nur noch im Zytoplasma (s. Abb. 10). Es ist, ge-
nauso wie die ANLS-Mutanten von SLy1 und SLy2, aber auch noch in der Membranfraktion
zu detektieren. Da alle Molekule nicht mehr eigenstandig mit Lipiden interagieren kénnen, ist
ihr Auftreten in der Membranfraktion eventuell durch die Assoziation mit anderen Proteinen
oder durch eine Homodimerisierung zu erklaren. Falls SLy1 und SLy2 auch im Zellkern mit
Lipiden interagieren kdnnen, ware in diesem Zusammenhang eine interessante Fragestel-
lung, ob in der ANLS-Mutante von SLy1 und SLy2 Veranderungen bei nukledren Prozessen
zu verzeichnen sind, da diese Molekule immer noch im Zellkern zu detektieren sind, aber

nicht mehr mit Lipiden interagieren.
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Sowohl die SLy1ASAM-Mutante als auch die ASH3-Konstrukte von SLy1 und SLy2 binden
an Lipide. Somit kénnen diese beiden Module fir die Lipidinteraktion ausgeschlossen wer-
den. Im Falle der SH3-Domanen war eine Assoziation mit Lipiden allerdings auch eher un-
wahrscheinlich, da dieses Modul keine Sequenzahnlichkeit mit den mit Lipiden interagieren-
den sogenannten ,helically extended® (hSH3)-Domanen aufweisen.

Insgesamt liefert die im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrte Lipidinteraktionsanalyse von SLy1
und SLy2 sehr interessante Einsichten in das Interaktionsverhalten dieser Proteine. Lipide
sind fur die Regulation und Kontrolle vieler zellularer Funktionen von essenzieller Bedeutung.
Insbesondere spielen sie flr die Signaltransduktion eine wichtige Rolle.

Vorherige Analysen zu SLy1 zeigen, dass dieses Molekul in der Signaltransduktion nach der
Stimulation von T Zellen Uber den T Zellrezeptor involviert sein kénnte. Hierbei ist nicht aus-
zuschlielRen, dass eine Assoziation mit Lipiden dabei eine wichtige Rolle spielt. Weiterge-
hende Untersuchungen sind fir eine Validierung dieser Vermutung allerdings vonnéten.
Ebenso sind weiterflihrende Analysen bezuglich der funktionellen Relevanz der Lipidbindung

von SLy2 nétig.

4.2.4 Interaktion von SLy1 und SLy2 mit 14-3-3 Proteinen

Durch die Phosphorylierung von SLy1 am Serin27 entsteht ein Sequenzmuster, welches bis
auf eine Position einer Konsensusbindestelle flr 14-3-3 Proteine entspricht (Dougherty, M.K.
und Morrison, D.K., 2004). Die putative Phosphorylierung von SLy2 am Serin23 generiert
ebenfalls eine solche Konsenssussequenz.

Die Interaktion von 14-3-3 Proteinen mit ihren Zielmolekiilen dient oftmals der Regulation der
subzellularen Lokalisation letzterer (Muslin, A.J. und Xing, H., 2000). Haufig findet die Bin-
dung von 14-3-3 Proteinen in der Nahe der NLS ihrer Zielmolekile statt, wodurch diese
maskiert wird. Dies bewirkt nachfolgend eine Retention des Zielproteins im Zytoplasma. Zu-
satzlich kann die Bindung an 14-3-3 Proteine eine ,Gerustfunktion“ darstellen, so dass ma-
kromolekulare Komplexe entstehen kénnen. Die Bindung an 14-3-3 Proteine kann beim
Interaktionspartner auch eine Konformationsanderung bewirken, die wiederum fir die Eigen-
schaften dieses Molekils entscheidend ist (Dougherty, M.K. und Morrison, D.K., 2004;
Bridges, D. und Moorhead, G.B., 2005).

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, interagieren wildtypisches SLy1 und SLy2 mit
allen sieben in Sdugetieren bekannten Isoformen der 14-3-3 Proteine (s. Abb. 18 und Abb.
28). Im Falle einer Mutation der Phosphorylierungsstelle von SLy1 am Serin27 zu einem
Alanin wird diese Interaktion fast vollstdndig unterbunden (s. Abb. 18). Die Phosphorylie-
rungsstelle von SLy1 liegt zwischen den beiden Teilen der NLS. Somit kdnnte die Interaktion
von SLy1 mit 14-3-3 Proteinen einen wichtigen regulativen Mechanismus fur die subzellulare

Lokalisation dieses Molekils darstellen. Die subzelluldre Fraktionierung ergab, dass die
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SLy1S27—A-Mutante zwar auch im Zytosol lokalisiert, die deutlich dickere Bande im Nu-
kleus weist jedoch auf eine verstarkte nukleare Lokalisation hin (s. Abb. 10). Vorherige Ana-
lysen zeigen ein vergleichbares beziehungsweise noch deutlicheres Ergebnis (Reis, B. Dis-
sertation).

Die Tatsache, dass bei der SLy1S27—A-Mutante noch eine leichte Interaktionsbande mit 14-
3-3 Proteinen zu erkennen ist, kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die Phosphorylierung
am Serin27 zwar die wichtigste Voraussetzung fir die Assoziation mit diesen Molekilen ist,
aber eventuell noch andere Phosphorylierungsstellen eine untergeordnete Rolle spielen.
Dies ware auch eine Erklarung fur den Anteil der SLy1S27—A-Mutante im Zytoplasma.
Interessanterweise sollte das SLy1A-Molekiil aufgrund des Fehlens der Phosphorylierungs-
stelle am Serin27 ebenfalls nur sehr schlecht mit 14-3-3 Proteinen interagieren kénnen. Aus
diesem Grund sollte man fur diese Mutante eine verstarkte Lokalisation im Zellkern erwarten.
Dies ist, wie bereits mehrfach erwahnt, nicht der Fall, denn das SLy1A-Konstrukt befindet
sich ausschlieBlich im Zytosol (s. Abb. 10). Somit zeigt sich, dass dieses Lokalisationsverhal-
ten durch die teilweise Deletion der NLS und nicht durch das Fehlen der Phosphorylierungs-
stelle zustande kommt. Eine Interaktion des SLy1A-Proteins mit 14-3-3 Proteinen im Zyto-
plasma sollte vermutlich aber ahnlich schlecht wie bei der SLy1S27—A-Mutante mdglich
sein.

Zusammen mit Resultaten aus vorherigen Analysen zur subzelluldren Lokalisation von SLy1
liefert die in der vorliegenden Arbeit dargestellte Interaktion von SLy1 mit 14-3-3 Proteinen

einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der molekularen Funktion von SLy1.

Im Gegensatz zu dem SLy1S27—A-Konstrukt ist die SLy2S23—A-Mutante immer noch in

der Lage, ahnlich stark wie das wildtypische SLy2-Protein an 14-3-3 Proteine zu binden (s.
Abb. 28). Dieser Befund deutet darauf hin, dass die putative Phosphorylierung von SLy2 am
Serin23 allein nicht ausschlaggebend fur die Assoziation mit 14-3-3 Proteinen ist. Vielmehr
scheinen noch weitere Phosphorylierungsstellen fur diese Interaktion essenziell zu sein. Um
das Serin23 herum befinden sich noch zwei weitere Serine, welche ebenfalls phosphoryliert
werden kénnten. Insgesamt besitzt SLy2 54 Serine und 19 Threonine, so dass etliche weite-
re Mdglichkeiten flr eine phosphorylierungsabhangige Assoziation mit 14-3-3 Proteinen be-
stehen. Oftmals bendtigen 14-3-3 Proteine mehr als eine Phosphorylierung an ihrem Zielpro-
tein, um mit diesem interagieren zu kdnnen, da 14-3-3 Molekile haufig als Dimere vorkom-
men und auch als solche an ihre Zielproteine binden.

In der Aminosaureabfolge von SLy2 konnte keine weitere eindeutige 14-3-3
Konsensusbindestelle identifiziert werden. In der Literatur sind jedoch viele Beispiele be-

schrieben, bei denen eine Interaktion von Molekilen mit 14-3-3 Proteinen Uber untypische
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Bindemotive stattfindet. Eine weitere Méglichkeit besteht auch in einer phosphorylierungsun-
abhangigen Assoziation.

Diese Hypothese konnte fir SLy2 allerdings nicht bestatigt werden, da nach einer unspezifi-
schen Dephosphorylierung von SLy2-enthaltenden Lysaten eine Interaktion mit 14-3-3 Prote-
inen nicht mehr nachweisbar war (s. Abb. 29). Dieses Resultat liefert jedoch keinen Hinweis
darauf, welche Phosphorylierungsstellen in der Aminosauresequenz von SLy2 fur die Asso-
ziation mit 14-3-3 Proteinen entscheidend sind. Fur eine solche Analyse mussten neben dem
SLy2S23—A-Konstrukt auch weitere Mutanten von SLy2 erstellt werden, bei denen potenzi-
elle Phosphorylierungsstellen mutiert sind.

Die Bindung von SLy2 an 14-3-3 Proteine wurde im Zuge der vorliegenden Arbeit nicht nur
mittels Affinitatsprazipitation (s. Abb. 28) und Ko-Immunprazipitation (s. Abb. 27), sondern
auch mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen (s. Abb. 30) in Kooperation mit Dr. Cornelia
Beuter-Gunia dargestellt. Hierbei wird deutlich, dass SLy2 und 14-3-3f3, welches exempla-
risch fir die 14-3-3 Proteinfamilie ausgewahlt wurde, erwartungsgemalf im Zytoplasma der
transfizierten HelLa Zellen ko-lokalisieren. Zudem zeigte die Analyse des nukledren Anteils
von SLy2 in An- und Abwesenheit von 14-3-3f3, dass dieser Anteil um ungefahr 50% redu-
ziert wird, wenn 14-3-3 anwesend ist. Dieses Resultat bestatigt die bereits erwahnte haufi-
ge Funktion einer Assoziation mit 14-3-3 Proteinen, dass die Bindung von 14-3-3 Molekdlen
an ihre Zielproteine zu einer Retention letzterer im Zytoplasma fihrt. Aufgrund der Tatsache,
dass die SLy2S23—A-Mutante immer noch an 14-3-3 Proteine bindet, eine unspezifische
Dephosphorylierung von SLy2 die Assoziation jedoch unterbindet und die Interaktion von
SLy2 mit 14-3-3 Proteinen die subzellulare Lokalisation von SLy2 beeinflusst, ist anzuneh-
men, dass eine weitere Phosphorylierungsstelle in der Nahe der zweigeteilten NLS von SLy2
fur die Assoziation mit 14-3-3 Proteinen essenziell ist. Die potenzielle Phosphorylierung am
Serin23 kann dabei auch eine Rolle spielen.

Die im Zuge der vorliegenden Arbeit generierten Befunde bezliglich der Interaktion von SLy2
mit 14-3-3 Proteinen und deren Einfluss auf die subzellulare Lokalisation von SLy2 liefern
wertvolle Informationen fir die funktionelle Charakterisierung dieses Proteins und kénnen als

Grundlage fur weitere Analysen sehr hilfreich sein.

4.2.5 ldentifizierung weiterer Interaktionspartner von SLy1 und SLy2

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Suche nach weiteren Interaktionspartnern von
SLy1 mit Hilfe des Hefe Zwei-Hybrid-Systems flhrte zu keinem Ergebnis. Auch andere An-
satze zur Identifizierung an SLy1 bindender Proteine lieferten keine Resultate. Ein Grund flr
das Scheitern der unterschiedlichen experimentellen Ansatze ist nicht bekannt. Moglicher-
weise wurden bislang noch nicht die richtigen Bedingungen fir die Interaktionsanalyse von

SLy1 eingesetzt.
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Eine Heterodimerisierung von SLy1 und SLy2 konnte sowohl in vorherigen Analysen als
auch in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Die Interaktionanalyse von SLy2 mit Hilfe des Hefe Zwei-Hybrid-Systems lieferte als Ergeb-
nis das Protein ,Sin3-associated polypeptide 30“ (SAP30). Die Assoziation zwischen SLy2
und SAP30 konnte nachfolgend ebenfalls durch Ko-Immunprazipitationen (s. Abb. 31) und
Affinitatsprazipitationen (s. Abb. 32) bestatig werden.

SAP30 stellt eine Komponente des sogenannten Sin3-HDAC1-Ko-Repressorkomplexes dar,
welcher aus mindestens zehn Polypeptiden besteht, deren molekulare Funktion in diesem
Komplex in vielen Fallen noch nicht aufgeklart ist. Bekannte Molekile des Komplexes sind
neben Sin3 und SAP30 auch die Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2. Fur SAP30 konn-
te bereits eine molekulare Interaktion mit Sin3 und HDAC1 nachgewiesen werden (Zhang, Y.
et al., 1998). Des Weiteren wird SAP30 als ein Gerustprotein beschrieben, welches ver-
schiedene Transkriptionsrepressoren — zum Beispiel das Molekul ,Yin Yang1“ (YY1) — oder
Ko-Repressoren wie die Proteine ,CBF1-interacting corepressor® (CIR), ,Retinoblastoma-
binding protein1“ (RBP1) oder ,Nuclear receptor corepressor® (N-CoR) mit dem Sin3-
HDAC1-Komplex assoziiert (s. Abb. 36).

histone
deacetylation

Abbildung 36: Modell fiir die Funktion von SAP30 bei der N-CoR-vermittelten Transkriptionsrepression
Die Repression durch spezifische Transkriptionsfaktoren - wie durch den an Transhydroxytamoxifen (TOT)-
gebundenen Ostrogen-Rezeptor (ER) — erfordert die Interaktion mit einem Ko-Repressorkomplex, welcher aus N-
CoR, mSin3, HDAC und SAP30 besteht. Die nachfolgende Deacetylierung der mit den Zielgenen assoziierten
Nukleosomen induziert chromosomale Veranderungen, welche zu einer Inhibierung der Transkription der
Zielgene fiihren (nach Laherty, C.D. et al., 1998).

Neuere Studien belegen allerdings, dass SAP30 im Gegensatz zu Sin3 selbst an DNS bin-
den kann (Viiri, K.M. et al., 2009). So konnten Viiri et al. demonstrieren, dass SAP30 an nu-
kledre Monophosphoinositide bindet, und dass diese Lipidinteraktion die Assoziation von
SAP30 mit DNS reguliert (Viiri, K.M. et al., 2009).
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte neben der Interaktion von SLy2 mit SAP30 auch
die Bindung von SLy2 an HDAC1 gezeigt werden (s. Abb. 33). HDAC1 ist, wie bereits er-
wahnt, ein weiteres Molekll des Sin3-Komplexes und sorgt durch die Deacetylierung von
nukleosomalen Histonen flir die Transkriptionsrepression von Zielgenen. Darlber hinaus
konnte in dieser Arbeit die Generierung eines ternaren Komplexes bestehend aus SLy2,
SAP30 und HDAC1 dargestellt werden (s. Abb. 34). Funktionell wurde des Weiteren eine
gesteigerte enzymatische Aktivitat von HDAC1 in Anwesenheit von SLy2 beobachtet (s. Abb.
35).

Als Negativkontrolle wurde eine mdgliche Interaktion von SLy1 mit SAP30 und HDAC1 ana-
lysiert. SLy1 assoziiert jedoch weder mit SAP30 noch mit HDAC1 (Daten nicht gezeigt). Die-
ser Befund stellt einen interessanten Unterschied zwischen den beiden Mitgliedern der SLy
Proteinfamilie dar und weist auf eine voneinander abweichende Funktion beider Molekule
hin.

Das putative Adapterprotein SLy2 besitzt mit seiner SH3- und SAM-Doméane zwei typische
Interaktionsmodule. Moglicherweise fungiert SLy2 als ein Geristmolekdl im SAP30-HDAC1-
Komplex, welches durch die Interaktion mit weiteren Proteinen zu der Generierung eines
Multiprotein-Komplexes beitragt, der nachfolgend die Aktivitdt von HDAC1 beeinflusst. Die
genaue Charakterisierung der Funktion von SLy2 im SAP30-HDAC1-Komplex bedarf aller-
dings weiterer Analysen. Eine interessante Fragestellung in diesem Zusammenhang ist, ob
SLy2 neben SAP30 und HDAC1 auch mit anderen Molekilen des beschriebenen Sin3-
HDAC1-Komplexes interagiert.

In vorherigen Analysen konnte gezeigt werden, dass Proteine, die mit Histondeacetylasen
assoziieren, in vielen Fallen eine ko-aktivierende Funktion auf die HDACs ausiiben (Gallinari,
P. et al., 2007). Aufgereinigte, rekombinante HDACs sind — mit Ausnahme von HDACS8 — in
der Regel enzymatisch inaktiv (Sengupta, N. und Seto, E., 2004).

Das Molekil ,Suppressor of defective silencing3“ (SDS3) wurde beispielsweise als eine neue
integrale Komponente des Sin3-HDAC1-Komplexes identifiziert, welche die Aktivitdt von
HDAC1 steigert (Alland, L. et al.,, 2002). Die Assoziation spezifischer Proteine mit
Histondeacetylasen inklusive einer Steigerung der enzymatischen Aktivitat der HDACs kénn-
te einen generellen Mechanismus darstellen, der fir eine raumliche Beschrankung der
HDAC-Aktivitat an spezifischen Promotor-Stellen sorgt (Gallinari, P. et al., 2007). Die Rekru-
tierung des Sin3-HDAC1-Komplexes zu solchen Promotor-Stellen findet mit Hilfe von Protei-
nen statt, die sequenzspezifisch an DNS binden.

Claudio et al. zeigen eine Expression des humanen SLy2-Gens in Myelomzelllinien sowie in
Proben von Patienten, welche an einer akuten myeloiden Leukamie erkrankten (Claudio,
J.O. et al,, 2001). Yamada et al. hingegen beschreiben eine Herunteregulierung der SLy2-

Expression in humanen Lungenkarzinomzelllinien (Yamada, H. et al., 2008). Ferner diskutie-
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ren die Autoren eine mdgliche Rolle von SLy2 als ein Tumorsuppressor. Allerdings konnte
die genaue Funktion von SLy2 bei der Entstehung von Lungentumoren im Zuge dieser Pub-
likation nicht dargestellt werden.

Interessanterweise assoziiert der Tumorsuppressor ,Inhibitor of cell growth1b® (ING1b) eben-
falls mit dem Sin3-HDAC1-Komplex (Skowyra, D. et al., 2001). ING1b vermag Uber seinen
sogenannten ,plant homeodomain (PHD) finger* an DNS zu binden (Skowyra, D. et al,,
2001). PHD-Finger sind Module, welche haufig in nuklearen Proteinen gefunden werden, die
einen regulativen Einfluss auf das Chromatin austben kénnen. Zudem wurde beschrieben,
dass PHD-Finger als nukleare Rezeptoren fir Phosphoinositide dienen (Gozani, O. et al.,
2005).

Es gibt zwar keinen Hinweis darauf, dass SLy2 einen PHD-Finger besitzt, allerdings konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Assoziation von SLy2 mit Phosphoinositiden tber die
polybasische NLS dieses Molekils gezeigt werden. Unter den mit SLy2 interagierenden
Phosphoinositiden befanden sich Spezies, die auch im Zellkern vorkommen. Da jedoch bis-
lang noch nicht geklart werden konnte, in welchem Zellkompartiment die Lipidinteraktion von
SLy2 stattfindet, bedarf es weiterer Analysen, um eine mogliche Relevanz der Bindung von
SLy2 an Phosphoinositide bezuglich der Funktion dieses Molekuls im SAP30-HDAC1-
Komplex darstellen zu kbnnen.

Die im Verlauf dieser Arbeit erzielten Resultate im Hinblick auf die Interaktion von SLy2 mit
SAP30 und HDAC1 und die gesteigerte Aktivitat von HDAC1 in Anwesenheit von SLy2 sind
wichtige Bausteine fur die funktionelle Charakterisierung dieses Proteins. Sie beschreiben
SLy2 als eine neue, wahrscheinlich temporare, Komponente eines mittlerweile gut beschrie-
benen Komplexes.

Ungeklart ist allerdings, mit welchem Sequenzabschnitt SLy2 an SAP30 und HDAC1 bindet.
Sowohl fir SAP30 als auch fir HDAC1 konnte bislang keine Interaktion mit anderen Molek-
len Uber SH3- oder SAM-Domanen nachgewiesen werden. Analog dazu bindet sowohl die
SLy2ASH3- als auch die SLy2ASAM-Mutante weiterhin an SAP30 und HDAC1 (Daten nicht
gezeigt). Aus diesem Grund mussten in weiterfUhrenden Analysen grof3ere Abschnitte der
SLy2-Sequenz deletiert und nachfolgend die Assoziation mit SAP30 und HDAC1 untersucht
werden.

Eine Funktion von SLy2 bei der Entstehung von Tumoren ist noch nicht abschlie’iend analy-
siert.  Aufgrund der Tatsache, dass der SAP30-HDAC1-Komplex seine
transkriptionsreprimierende Funktion auf eine Vielzahl von Genen austibt, besteht die Mog-
lichkeit, dass SLy2 seine potenzielle Aufgabe bei der Entstehung von Tumoren Uber diesen
Komplex wahrnimmt. Wie bereits erwahnt, assoziieren auch Tumorsuppressoren wie das
Molekul ING1b mit dem SAP30-HDAC1-Komplex und erflllen ihre Funktion mit Hilfe dieses

Komplexes.
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Fir das dritte Mitglied der SLy Proteinfamilie, SASH1, konnte bislang schon eine
Tumorsuppressorfunktion bei Brust-, Leber- und Kolonkarzinomen identifiziert werden (Zel-
ler, C. et al., 2003; Rimkus, C. et al., 2006). Aus diesem Grund ist es denkbar, dass auch die
anderen Mitglieder der SLy Familie eine Rolle bei der Tumorentstehung spielen. Eine Inter-
aktion von SASH1 mit Komponenten des SAP30-HDAC1-Komplexes wurde bislang aller-
dings nicht untersucht.

Weiterfilhrende Analysen, insbesondere auch mit den mittlerweile generierten SLy2 - und
den SLy2-transgenen Mausen, kdnnen in Zukunft zusatzliche Erkenntnisse uUber die genaue
molekulare Funktion von SLy2 als Komponente des SAP30-HDAC1-Komplexes liefern.
Bislang konnte noch kein direkter Zusammenhang zwischen einer zuvor beschriebenen
Funktion von SLy2 als ein neuer Regulator des Aktin-Zytoskeletts (v. Holleben, M., Disserta-
tion) und der Anwesenheit von SLy2 im SAP30-HDAC1-Komplex gefunden werden. Aller-
dings ist bekannt, dass die Transkription von RhoB, einem Mitglied der Rho Familie kleiner
GTPasen, gewebsspezifisch im  Verlauf des  Zellalterungsprozesses  durch
Histonmodifikationen Gber HDAC1 herunterreguliert wird. RhoB ist entscheidend fir die Or-
ganisation des Aktin-Zytoskeletts und spielt eine essenzielle Rolle bei maligner Transforma-
tion sowie bei genotoxischer, stressinduzierter Signalweiterleitung (Yoon, Y.S. et al., 2007).
In vorherigen Analysen konnte gezeigt werden, dass RhoB als ein Tumorsuppressor bezie-
hungsweise als ein negativ modulierendes Molekul beim Fortschreiten von Tumoren fungiert
(Prendergast, G.C., 2001). Das Herunterregulieren der Transkription des RhoB-Gens im Zu-
ge des Alterungsprozesses kann somit zu einer vermehrten, gewebsspezifischen malignen
Transformation von Zellen fihren (Yoon, Y.S. et al., 2007).

Die beschriebenen Effekte von SLy2 auf das Aktin-Zytoskelett scheinen (ber das ebenfalls
zur Rho-Familie kleiner GTPasen gehdrende Molekil Rac1 vermittelt zu werden (v.
Holleben, M., Dissertation). Bislang ist allerdings ungeklart, ob auch andere Mitglieder der
Rho-Familie an einem Effekt von SLy2 auf das Zytoskelett beteiligt sind. Moglicherweise fin-
det die Modifikation des Zytoskeletts durch SLy2 unter anderem Uber eine transkriptionelle
Regulation statt. Fir eine vollstandige Aufklarung dieser Befunde sind allerdings weiterfiih-

rende Analysen vonndten.

4.3 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ein wichtiger Beitrag zum Verstandnis des molekularen
Interaktionsverhaltens der putativen Adapterproteine SLy1 und SLy2 geleistet. Es konnten
grundlegende Informationen Uber die subzellulare Lokalisation der wildtypischen Proteine im

Vergleich zu Deletionsmutanten von SLy1 und SLy2 gewonnen werden.
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Die Interaktionsanalyse von SLy1 und SLy2 ergab eine Homodimerisierung beider Molekule
Uber die SH3-Domane. Die funktionelle Relevanz dieser Homodimerisierung wird in weiter-
fuhrenden Analysen zu klaren sein. Insbesondere die Strukturaufklarung der vollstandigen
Proteine beziehungsweise der SH3- und der SAM-Domane von SLy1 und SLy2 kénnen hier-
bei einen wichtigen Beitrag leisten.

In dieser Arbeit konnte neben der Homodimerisierung von SLy1 und SLy2 auch deren Asso-
ziation mit negativ geladenen Lipiden identifiziert werden. Die Bindung von Molekilen an
Lipide kann einen ganz entscheidenden Einfluss auf ihre molekulare Funktion austben. In-
wieweit die Interaktion von SLy1 und SLy2 mit Lipiden regulativ auf die Funktion beider Pro-
teine einwirkt, muss in weiteren Experimenten aufgeklart werden. Besonders aufschlussreich
in diesem Zusammenhang wird die Fragestellung sein, in welchem Zellkompartiment SLy1
und SLy2 an die identifizierten Lipide binden. Fraktionierte Zelllysen kdnnen hierbei Auf-
schluss geben.

Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die Darstellung einer molekularen Interakti-
on von SLy1 und SLy2 mit 14-3-3 Proteinen. Diese Assoziation scheint einen essenziellen
Einfluss auf die Regulation der subzelluléaren Lokalisation beider Molekulle auszuuben, da fur
SLy2 gezeigt werden konnte, dass der nukleare Anteil dieses Proteins in Anwesenheit von
14-3-3p um ungefahr 50% abnimmt. Eine analoge Analyse fir SLy1 muss in zukunftigen
Experimenten durchgeflihrt werden. Die Identifikation einer Bindung von SLy1 und SLy2 an
14-3-3 Proteine stellt eine wichtige Erkenntnis fiur die molekulare Charakterisierung beider
Proteine dar und kann in weiterfUhrenden Analysen als eine entscheidende Grundlage fur
das Verstandnis des Lokalisations- und Interaktionsverhaltens von SLy1 und SLy2 genutzt
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Interaktionspartner von SLy2 identifiziert: SAP30 und
HDAC1. Zudem konnte eine Steigerung der enzymatischen Aktivitdt von HDAC1 in Anwe-
senheit von SLy2 dargestellt werden. Dieses Resultat demonstriert eine nukleare Funktion
von SLy2, welche mdglicherweise die Basis fur die Gesamtfunktion von SLy2 darstellt. Zu-
kunftige Experimente, insbesondere die ldentifikation von Zielgenen, die durch die Anwe-
senheit von SLy2 im SAP30-HDAC1-Komplex beeinflusst werden, kénnen noch tiefer ge-
hende Einblicke in die funktionelle Relevanz von SLy2 im SAP30-HDAC1-Komplex liefern.
Eine Analyse der SLy2"- und der SLy2-transgenen Mause wird dabei ebenfalls von Nutzen

sein.
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5 Zusammenfassung

Die putativen Adapterproteine der SLy (SH3 Protein expressed in Lymphocytes) Familie sind
durch das Vorhandensein einer SH3- und einer SAM-Domane sowie einer zweigeteilten nu-
kledren Lokalisationssequenz (NLS) charakterisiert. Fur ein tieferes Verstandnis der moleku-
laren Funktion von SLy1 und SLy2 wurden in der vorliegenden Arbeit das Interaktionsverhal-
ten sowie die subzellulare Lokalisation von SLy1 und SLy2 analysiert.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass beide Proteine sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern lokalisieren. Sie sind zudem in der Membran- und der Mitochondrienfraktion
detektierbar. Weder die Deletion der SH3- und der SAM-Doméne noch die Deletion des
zweiten Teils der NLS verandert die subzellulare Lokalisation beider Molekile wesentlich.
Lediglich das SLy1A-Protein, bei dem ein Teil der NLS und die phosphorylierbare Aminosau-
re Serin27 deletiert sind, weist eine ausschlieBlich zytoplasmatische Lokalisation auf.

Im Zuge der Interaktionsanalyse von SLy1 und SLy2 konnte eine Uber die SH3-Doméane
vermittelte Homodimerisierung sowie eine Assoziation von SLy1 und SLy2 mit negativ gela-
denen Lipiden identifiziert werden. Die Lipid-Interaktion von SLy1 und SLy2 findet mit Hilfe
einer polybasischen Region in und um die NLS beider Molekdle statt. Bei den mit SLy1 und
SLy2 interagierenden Lipiden handelt es sich um Membran- und nukleare Lipide.

Im weiteren Verlauf konnte eine phosphorylierungsabhangige Bindung beider SLy-Molekile
an 14-3-3 Proteine dargestellt und insbesondere fir SLy2 ein regulativer Mechanismus die-
ser Interaktion bezuglich der subzelluldren Lokalisation aufgezeigt werden. Die Assoziation
von SLy2 mit 14-3-3 Proteinen bewirkt eine Retention des Molekuls im Zytoplasma. Fiur SLy1
wurde die Phosphorylierung am Serin27 als hauptverantwortliche Phosphorylierungsstelle in
Bezug auf die Interaktion mit 14-3-3 Proteinen identifiziert. Die bei SLy2 dazu analoge, po-
tenzielle Phosphorylierungsstelle am Serin23 spielt bei der Assoziation mit 14-3-3 Proteinen
hingegen eine eher untergeordnete Rolle.

Far die Suche nach weiteren Interaktionspartnern von SLy1 und SLy2 wurde das Hefe Zwei-
Hybrid-System angewendet, mit dessen Hilfe flir SLy1 keine Interaktionspartner gefunden
werden konnten. Fir SLy2 konnte als Interaktionspartner das Molekil SAP30 identifiziert
werden, welches eine Komponente des nuklearen Sin3-HDAC1-Komplexes ist. SchlieRlich
konnten neben der Bindung von SLy2 an SAP30 auch die Interaktion von SLy2 mit der
Histondeacetylase HDAC1 und die Generierung eines ternaren Komplexes bestehend aus
SAP30, HDAC1 und SLy2 mittels Ko-Immunprazipitation gezeigt werden. Funktionell bewirkt
die Assoziation von SLy2 mit HDAC1 eine Steigerung der enzymatischen Aktivitdt von
HDACH1. Der beobachtete Befund stellt eine wichtige Grundlage flr eine weitere funktionelle
Charakterisierung von SLy2 dar und kénnte eine Erklarung der Funktion von SLy2 bei der

malignen Transformation von Zellen liefern.
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6 Summary

The putative adaptor proteins of the SLy (SH3 Protein expressed in Lymphocytes) family are
characterized by the existence of a SH3- and a SAM domain as well as a bipartite nuclear
localization sequence (NLS).

For a deeper understanding of the molecular function of SLy1 and SLy2 the interaction be-
haviour as well as the subcellular localization of SLy1 and SLy2 were analyzed in the present
work.

First of all it could be shown that the two proteins localize both in the cytoplasm and in the
nucleus. They are furthermore detectable in the membrane and in the mitochondria fraction.
Neither the deletion of the SH3 and of the SAM domain nor the deletion of the second part of
the NLS considerably changes the subcellular localization of both molecules. Only the SLy1A
protein which lacks a part of the NLS and the phosphorable amino acid serine27 shows an
exclusive cytoplasmic localization.

In the course of the interaction analysis of SLy1 and SLy2 a homodimerization mediated via
the SH3 domain as well as an association of SLy1 and SLy2 with negatively charged lipids
could be identified. The lipid interaction of SLy1 and SLy2 occurs via a polybasic region in
and around the NLS of both molecules. The lipids that interact with SLy1 and SLy2 are
membrane as well as nuclear lipids.

In the further course a phosphorylation-dependent association of both SLy molecules with
14-3-3 proteins and in particular for SLy2 a regulative mechanism of this interaction concer-
ning the subcellular localization of SLy2 were shown. The association of SLy2 with 14-3-3
proteins causes retention of the molecule in the cytoplasm. For SLy1 the phosphorylation at
serine27 was identified to be the main responsible phosphorylation site with respect to the
interaction with 14-3-3 proteins. On the other hand the analogous potential SLy2 phosphory-
lation site at serine23 only plays a subordinate role with regard to the association with 14-3-3
proteins.

For the search of further interaction partners of SLy1 and SLy2 the yeast two hybrid system
was applied that did not result in finding interaction partners for SLy1. For SLy2 the molecule
SAP30 could be identified as an interaction partner which is a component of the nuclear
Sin3-HDAC1 complex. Finally next to the association of SLy2 with SAP30 also the interaction
of SLy2 with the histone deacetylase HDAC1 and the generation of a ternary complex com-
posed of SAP30, HDAC1 and SLy2 were shown by means of co-immunoprecipitation. Func-
tionally the association of SLy2 with HDAC1 causes an increase of the enzymatic activity of
HDAC1. The observed findings represent an important basis for a further functional charac-
terization of SLy2 and might provide an explanation for the function of SLy2 with respect to

the malignant transformation of cells.
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Tabelle 17: Sequenzierergebnis der Hefeklone aus dem Versuchsansatz mit der

SLy2SAM-Domaéne als Kéderprotein

Hefeklon Sequenzierergebnis

1-7 .Proliferating cell nuclear antigen” (Pcna)

8-9 »1ransmembrane protein 1“ (Tmem1)

10 — 11 .Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1”

12 »Zinc finger protein 655*

13 »Zinc finger protein 251¢

14 »2Ancient ubiquitous protein“ (Aup1)

15 ,A kinase anchor protein (Gravin) 12 (Akap12)

16 ,actin, beta”

17 ~otem-loop binding protein® (Slbp)

18 »Activating signal cointegrator 1 complex subunit 3-like”
19 .Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1* (Hnrph1)
20 ,Heat shock protein 9“ (Mortalin)

21 ,Non-POU domain containing, octamer binding protein“ (Nono)

22 ,BH3 interacting death agonist” (Bid)
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