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2.Zusammenfassung

2. Zusammenfassung

Die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK), ein Mitglied der Familie der MAP-Kinasen (Mi-
togen Activated Protein Kinases), wirkt als signalubertragender Effektor, der den klei-
nen GTPasen der Rho—Familie Rac und Cdc42 nachgeschaltet ist. Rho-GTPasen
spielen eine Schlusselrolle in der Regulation von zellularen Aktinstrukturen und steu-
ern Prozesse in der Zelle, die Anderungen der Aktinstruktur erfordern, wie z.B. Ande-
rungen der Zellmorphologie, Zellmigration, Wachstum und Differenzierung.
Genetische Studien an der Fruchtfliege Drosophila melanogaster konnten eine Rolle
des Drosophila-JNK-Homologs DJNK(basket) in der Regulation von Zellbewegungen
und Zellmorphologieanderungen wahrend der Drosophila-Embryogenese zeigen.
Inhibierung der Funktion von DJNK auf allen Stufen der DJNK-Signaltransduktions-
kaskade fuhrt zum sogenannten dorsal closure-Phanotyp der Embryonen mit fehlen-
der Zellstreckung und fehlender Migration dorsaler Epithelzellen.

Der molekulare Mechanismus, mit dessen Hilfe Rho-GTPasen Aktinstrukturen regu-
lieren und wie JNK Einfluss auf Zellmorphologie und Zellbewegung nimmt, ist bisher
nicht bekannt. Die Identifizierung neuer, mit JNK interagierender Proteine konnte
zum besseren Verstandnis der Funktion und Regulation von JNK fuhren.

In dieser Arbeit wurde ein Yeast-Two-Hybrid-Screen mit dem Drosophila-Homolog
DJNK/basket durchgefuhrt, der zur Entdeckung des Drosophila-Proteins p150-Spir
als Interaktionspartner von DJNK fuhrte. Der C-terminus des p150-Spir-Proteins ent-
halt eine JNK-Interaktionsdomane, ein DEJL-Motiv (Docking Site for Erk and JNK,
LxL) und wird von aktivierten JNK-Proteinkinasen phosphoryliert.

p150-Spir ist ein Multi-Domanen-Protein, das in seiner aminoterminalen Halfte eine
Aufeinanderfolge von vier WH2-Domanen (Wiskott Aldrich Homology Domain 2) ent-
halt. WH2-Domanen binden monomeres Aktin, Proteine mit WH2 Domanen, wie z.B.
WASP oder WAVE sind Aktinreorganisatoren. Die transiente Uberexpression von
p150-Spir in NIH3T3-Mausfibroblasten fuhrt ebenfalls zu einer Aktinreorganisation.
Eine weitere Domane in p150-Spir ist eine modifizierte FYVE-Zinkfinger-Struktur
(mFYVE) im zentralen Bereich des Proteins, die fur die subzellulare Lokalisation von
p150-Spir von Bedeutung ist. Mutationen, welche die Zinkfingerstruktur zerstéren,
fihren bei Uberexpression in NIH3T3-Zellen zu einer zytoplasmatischen Lokalisation
der mutierten p150-Spir-Proteine, wahrend Wildtyp-p150-Spir perinuklear akkumu-
liert.Spir-Proteine sind evolutionar hoch konserviert. Es konnten Spir-ahnliche Se-
quenzen auf den humanen Chromosomen 16 und 18, in der Maus und in der See-
scheide Ciona savignyi gefunden werden. Der hochste Grad an Konservierung be-
steht im Bereich der funktionellen Proteindomanen. Ein in allen Spir-Proteinen ent-
haltenes, als Spir-Box bezeichnetes hoch konserviertes Sequenzmotiv befindet sich
unmittelbar vor dem mFYVE-Zinkfinger. Die Spir-Box zeigt Strukturverwandschaft zur
Rab-GTPase-Bindungsregion in Rabphilin 3A, einem Protein, das ebenfalls eine
FYVE-Domane besitzt. Rab-GTPasen sind wie FYVE-Domanenproteine in die Regu-
lation zellularer Vesikeltransportprozesse involviert. Das Vorhandensein beider Do-
manen in p150-Spir deutet auf eine Rolle des Proteins in zellularen Transportprozes-
sen hin. Ein denkbares Modell ware, dal} p150-Spir unter der Kontrolle von JNK-
Signalen zellulare Aktinstrukturen reguliert, die fUr Transportprozessse in der Zelle
von Bedeutung sind; p150-Spir fungiert damit moglicherweise als direktes Bindeglied
zwischen MAPK-Signaltransduktionskaskaden und dem Aktinzytoskelett.
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Summary

c-Jun-N-terminal kinases (JNKs) are members of the MAPK family (mitogen activated
protein kinases) and act as downstream effectors of Rho family-GTPases, Rac and
Cdc42. Rho family GTPases are involved in the regulation of cellular actin structures
and control cellular processes which require remodelling of the actin skeleton, such
as morphological changes, migration, growth and differentiation.

A role for the Drosophila JNK-homolog DJNK/basket in the regulation of cell move-
ment and cell shape changes during Drosophila embryogenesis arises from its func-
tion in the process of dorsal closure. Inhibition of the DJNK-cascade results in a mu-
tant phenotyp, where the dorsal elongation and migration of the epithelial cells fails.
However, a direct link between JNK signaling and actin reorganization has not yet
been established.

A Yeast-Two-Hybrid-Screen using DJNK as a bait led to the discovery of the new
Drosophila protein p150-Spir. p150-Spir is a multi-domain protein with a stretch of
acidic amino acids, a cluster of 4 WH2-domains (Wiskott Aldrich Homology Domain
2), a Spir-Box and a modified FYVE zinc-finger motif (mFYVE). In addition, the C-
terminus of p150-Spir harbors a docking site for ERK and JNK, LXL (DEJL-motif) and
is phosphorylated by JNK in vitro and in vivo. When coexpressed with p150-Spir in
NIH3T3 cells, JNK translocates to and colocalizes with p150-Spir at discrete spots
around the nucleus.

In its N-terminal part p150-Spir possesses 4 WH2-Domains. WH2-domains bind
monomeric actin and WH2-family proteins, such as WASP and WAVE are involved in
actin reorganization. We can show that in NIH3T3 mouse fibroblasts, p150-Spir co-
localizes with F-actin and its overexpression induces clustering of filamentous actin
around the nucleus.

A modified FYVE zinc-finger structure (mFYVE) is located in the central region of the
protein. FYVE-fingers mediate cell membrane localization of proteins. Disruption of
the p150-Spir mFYVE-structure by deletion mutagenesis or cysteine/serine substitu-
tions shows that the mFYVE-domain determines the subcellular localisation of p150-
Spir. In contrast to the perinuclear distribution of the wild type p150-Spir, the mutated
protein exhibits a uniform cytoplasmic distribution.

Spir-family proteins are highly conserved among different species. Comparison of
Drosophila p150-Spir sequences to EST data bases identified similar sequences in
human (on chromosomes 16 and 18), mouse and the ascidian Ciona savignyi. A con-
served sequence motif found in all Spir proteins - called Spir-Box - is located in the
N-terminus, next to the mFYVE domain. Close inspection of the Spir-Box sequence
revealed homology to the GTPase binding region of Rabphilin 3A, a FYVE domain
containing protein which binds the small GTPase Rab3a. Rab-GTPases are involved
in the regulation of cellular vesicle trafficking processes. The presence of a mFYVE
domain in p150-Spir protein and a Spir-Box - a possible Rab-GTPase binding motif -
suggests a potential function of Spir proteins in vesicel transport. In a possible model
Spir initiates remodelling processes of the actin cytoskeleton, necessary for cellular
transport processes under the control of JNK signals and thereby provides a direct
link between MAPK-signaling and the actin cytoskeleton.
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3. Einleitung

3.1. MAPKinase Kaskaden und intrazellulare Signaltrans-
duktion

Jede Zelle in einem vielzelligen Organismus ist einer Vielzahl von Signalen aus ihrer
Umgebung ausgesetzt. Neben Veranderungen durch Umwelteinflisse wie beispiels-
weise Nahrstoffangebot, Osmolaritat, pH-Wert, Temperatur wird sie mit den ver-
schiedensten molekularen Botenstoffen wie Wachstumsfaktoren, Hormonen, Cytoki-
nen, Neurotransmittern in Kontakt kommen. Die Reaktion auf diese Signale erfordert
einerseits eine Antwort, die spezifisch fur die jeweilige Zelle ist, wie die Entscheidung
zwischen Zellteilung oder Ruhephase, Uberleben oder Apoptose, Wachstum oder
Differenzierung. Gleichzeitig mul® die Reaktion der Zelle aber auch in Koordination
mit den Aktivitaten der anderen Zellen in Geweben und Organen erfolgen, um so
komplexe physiologische Prozesse wie Wachstum, Entwicklung, Differenzierung,
Reizverarbeitung, Motorik, Immunantwort und letztendlich das Uberleben des Ge-
samtorganismus zu gewabhrleisten.

Signale, die von auf’en an die Zellmembran gelangen, miussen in die Zelle aufge-
nommen und verarbeitet, d.h. zu den spezifischen Zielproteinen und Zielgenen gelei-
tet werden, damit eine adaquate Antwort auf den externen Reiz erfolgen kann, ein
Prozess, den man als intrazellulare Signaltransduktion bezeichnet. Einige Signalmo-
lekule, wie beispielweise Steroidhormone oder Retinoide, sind hydrophob und klein.
Sie kénnen direkt durch die Plasmamembran diffundieren und intrazellulare Zielpro-
teine aktivieren. Die meisten extrazellularen Botenstoffe, wie beispielsweise Peptid-
hormone, Wachstumsfaktoren oder Immunglobuline sind hydrophil und kénnen die
Zellmembran nicht durchdringen. Sie mussen ihre Signale Uber die Bindung an Ober-
flachenrezeptoren auf der Zellmembran vermitteln. Jeder Zelltyp verfugt dabei Gber
eine spezifische Rezeptorausstattung, was eine erste Selektion der Signale bedeu-
tet. Man unterscheidet verschiedene Typen von Zellmembranrezeptoren, die extra-
zellulare Signale auf unterschiedliche Weise Ubertragen. lonenkanal-gekoppelte Re-
zeptoren spielen eine Rolle bei der Signallibertragung durch Neurotransmitter. Sie
regulieren Uber Konformationsénderungen von lonenkanalproteinen die Offnung oder

SchlieBung von lonenkanalen. Die daraus resultierenden Veranderungen der extra-
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und intrazelluldren lonenkonzentrationen bewirken eine Veranderung des Membran-
potentials der Zelle und die Ausbildung eines Aktionspotentials, durch das beispiels-
weise in Nervenzellen oder im Myokard Signale weitergeleitet werden.
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, wie z.B. der Glucagon- oder Serotoninrezeptor,
fuhren nach Ligandenbindung zur Aktivierung eines G-Proteins Uber die Bindung von
GTP. Die auch als heptamere oder Serpentin-Rezeptoren (STMR) bezeichneten Re-
zeptoren besitzen sieben Transmembrandomanen und sind mit heterotrimeren G-
Proteinen assoziiert. Die aus je einer o, und y Untereinheit bestehenden G-Proteine
binden im inaktiven Zustand GDP (Guanosindiphosphat) an die a-Untereinheit, das
nach Aktivierung des Rezeptors gegen GTP (Guanosintriphosphat) ausgetauscht
wird, wobei ein a-Monomer vom By-Dimer dissoziiert. Die a-Untereinheit aktiviert ein
Zielprotein, meist ein membrangebundenes Enzym, wie beispielsweise eine Adeny-
latzyklase, die das Signal Uber sekundare Botenstoffe (second messenger), wie
cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) oder Ca®* weiterleitet. Aktivierte G-
Proteine konnen in einigen Fallen auch zur Konformationsanderung von lonenkana-
len fUhren und auf diese Weise Signale vermitteln.

Eine weitere Gruppe von Membranrezeptoren sind die enzymassoziierten Rezepto-
ren. Enzymassoziierte Membranrezeptoren kdnnen entweder selbst intrinsische En-
zymaktivitat in ihrer zytoplasmatischen Domane besitzen oder ohne eigene intrinsi-
sche katalytische Aktivitat mit einem Enzym assoziiert arbeiten. Bei den Enzymen
handelt es sich meist um Proteinkinasen. Proteinkinasen Ubertragen Phosphatgrup-
pen auf die Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin und werden dementsprechend
als Serin/Threonin- oder Tyrosinkinasen bezeichnet. Bei den meisten Wachstumsfak-
torrezeptoren, wie dem Rezeptor fur den epidermalen Wachstumsfaktor EGF (epi-
dermal growth factor), dem Plattchenwachstumsfaktor PDGF (platelet derived growth
factor), dem neuronalem Wachstumsfaktor NGF (neuronal growth factor) oder auch
dem Insulinrezeptor handelt es sich um Rezeptoren mit intrinsischer Tyrosinkinase-
Aktivitat in ihrer zytoplasmatischen Domane: Rezeptortyrosinkinasen (RTK). RTK
dimerisieren durch Ligandenbindung, was zur Autophosphorylierung bestimmter zy-
toplasmatischer Tyrosinreste durch die intrinsische Proteinkinaseaktivitat fuhrt. Diese
spezifischen Phosphotyrosine bilden Erkennungssequenzen fur Adapterproteine, die
SH2-Domanen (src homology domain) enthalten und Uber Proteinkomplexbildung
aktivierte Wachstumsfaktorenrezeptoren mit intrazellularen Signaltransduktionswe-

gen verbinden.
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Rezeptoren ohne eigene Kinaseaktivitat, wie die meisten Cytokinrezeptoren, kdnnen
uber Assoziation mit intrazellularen Tyrosinkinasen zur Aktivierung von Zielproteinen
fuhren. Dazu werden haufig Adaptermolekule, die keine katalytische Aktivitat besit-
zen, auf Serin/Threonin-Kinasen oder Nicht-Rezeptortyrosinkinasen Ubertragen.

Proteinkinasen kénnen Proteine durch die Ubertragung von Phosphatresten aktivie-
ren, ein Mechanismus, der bei Signaltransduktionsprozessen in eukaryotischen Zel-
len sehr haufig zum Einsatz kommt. [Hunter 1995] Es wird vermutet, dal} mehr als
1% der menschlichen Gene fur Proteinkinasen kodieren. Eine einzige Saugetierzelle
kann mehr als 100 verschiedene Proteinkinasen besitzen. [Alberts et al.1994] Die
Zelle verfugt damit Uber ein breites Repertoire von Proteinkinasen, die Signale auf
ihre jeweiligen spezifischen Substrate Ubertragen kénnen. Bei den Zielproteinen
handelt es sich dabei oft ebenfalls um Proteinkinasen, die nach Aktivierung das Sig-
nal wiederum an eine nachgeschaltete Substratkinase weiterleiten und Signal-
transduktionskaskaden bilden. Die Kaskaden fuhren meist zur Modifizierung von
Transkriptionsfaktoren im Zellkern, die eine Veranderung des Genexpressions-
musters der Zelle zur Folge haben kann und so die Reaktion auf das empfangene

Signal einleiten.

Die Zahl der charakterisierten Signalwege in Zellen hat in den letzten Jahren standig
zugenommen. Die ldentifikation immer neuer Signalkomponenten und die Auf-
deckung zahlreicher Interaktionen der beteiligten Proteine untereinander zeigt eine
starke Verflechtung der verschiedenen Signalwege, was eine Vielzahl von hochregu-

lierten zellularen Reaktionen ermoglicht.

Eine stark vereinfachte Ubersicht der am besten charakterisierten Signalwege, die in
den folgenden Kapiteln noch naher erlautert werden, ist in Abb.1 dargestellit.

Die Signalweiterleitung durch MAPKinasekaskaden

Zu den am besten charakterisierten intrazellularen Signalkaskaden zahlen die MAP-
Kinasen (mitogen activated protein kinases). MAPK werden durch verschiedene Sig-
nale, wie mitogene Stimuli in Form von Wachstumsfaktoren, Cytokinen oder Umwelt-
stressfaktoren, wie UV-Strahlung, Hitze oder toxische Substanzen vorwiegend Uber

enzymgekoppelte oder G-Protein gekoppelte Membranrezeptoren aktiviert und
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Abb.1: Schematische Darstellung einiger Signaltransduktionswege (nach S.Ludwig,MSZ)

Diese vereinfachte Ubersicht zeigt eine Auswahl bisher charakterisierter Signalmolekiile, die,
z.T. in Kaskaden organisiert, Signale von der Plasmamembran in den Zellkern weiterleiten.
Die verschiedenen Signalwege sind durch zahlreiche Quervernetzungen miteinander ver-
knupft.

sind an der Regulation zahlreicher zellularer Prozesse wie Migration, Proliferation,
Differenzierung, Apoptose und Reaktion auf Umwelteinflisse beteiligt. Es sind evolu-
tionar hoch konservierte zytoplasmatische Proteinkinasen, die hierarchisch in Form
einer Kaskade angeordnet sind und die Weiterleitung von Signalen durch Phosphory-
lierung ihrer Substrate an Serin- und Threonin-Aminosaureresten, die zu einem Pro-
linrest C-terminal benachbart sind, (S/T-P-Motive), vermitteln. [Jacobs et al. 1999;
Alvarez et al. 1991; Davis 1993; Hanks und Hunter 1995] Dabei phosphoryliert und
aktiviert eine Serin/Threonin-Kinase (mitogen-activated protein kinase kinase kinase ,
MKKK oder membrane shuttle kinase) die nachfolgende MKK (dual specifity kinase),
die Signale Uber Serin/Threonin- und Tyrosin-Phosphorylierung auf die MAPK (nuc-
lear shuttle kinase) Ubertragt, die entweder direkt in den Zellkern transloziert und dort

10



3.Einleitung
Transkriptionsfaktoren aktiviert oder weitere Zielproteine, oft ebenfalls Kinasen, akti-
viert.(—> Abb.2)
Bisher wurden mindestens drei Gruppen von MAP-Kinasen gefunden: ERK (extra-
cellular signal regulated kinase), JNK/ISAPK (Jun-N-terminal kinase/stress activated
protein kinase), wobei JNK das humane und SAPK das murine Homolog bezeichnet
und CSBP/p38 (CSAID ™/ cytokine suppressive anti-inflammatory drug binding pro-
tein / Protein von 38 kDa ), mit CSBP als humanem und p38 als murinem Homolog.
[Schaeffer und Weber 1999; Widmann et al. 1999]
Der Prototyp eines mitogen-aktivierten Signalweges, auch als klassische zytoplas-
matische Kaskade bezeichnet, da als erste MAPK-Kaskade in Saugern beschrieben
[Daum et al. 1994], ist die Ras-Raf-MEK-Erk-Kaskade, die zu Aktivierung der MAPK-
Erk fuhrt, was in Abhangigkeit von Starke und Signaldauer Proliferation, Schutz vor

Apoptose oder Wachstumsinhibierung und Differenzierung der Zielzelle bewirkt.

Stimulus Abb.2: Schema einer MAP-Kinase-
kaskade.
Kinasen werden durch die Ubertra-
Aktivatoren gung von Phosphatresten auf die

Aminosauren Serin, Threonin und
Tyrosin aktiviert. Die aktivierten Ki-
nasen phosphorylieren nachgeschal-
tete Substrate, oft ebenfalls Kinasen,
die dadurch aktiviert werden und so
das Signal an ihre Zielproteine weiter-
geben.

@@

|UJ
~_

g
(=

Phosphorylierungsmotive:

Y Erk, p38 : Thr-Glu-Tyr
Thr-Gly-Tyr

JNK: Thr-Pro-Tyr

v /@ [Davis 2000]

Zielproteine
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3.Einleitung
Initiiert wird diese Kaskade beispielsweise durch die Bindung von Wachstumsfak-
toren, wie EGF, NGF oder PDGF an eine RTK, was zur Aktivierung der Rezeptoren
durch Oligomerisierung und Autophoshorylierung fuhrt. Die dadurch entstehenden
Phosphotyrosine dienen als Bindestelle fur die SH2-Doméane des Adapterproteins
Grb2, welches Uber seine SH3-Domanen an prolinreiche Regionen des GDP-
Austauschfaktors Sos (Son of sevenless) bindet und so an die Plasmamembran re-
krutiert wird, wo es das ebenfalls membranstandige kleine G-Protein Ras durch den
Sos katalysierten Guanosinnukleotidaustausch aktiviert. [McCollam et al. 1992; Bu-
day und Downward 1993; Koretzky 1997; Schlessinger 1993] Kleine G-Proteine der
Ras-Familie agieren als molekulare Schalter, die zwischen einer aktiven, GTP ge-
bundenen und einer inaktiven, GDP gebundenen Form wechseln konnen. [Katz und
McCormick 1997; Koide et al. 1993; Kolch et al.1992] Ras bindet die zytosolische
Serin/Threonin-Kinase c-Raf—1 (MKKK) [Avruch et al.1994; Stokoe et al. 1994; Rapp
1991; Rapp et al. 1985; Rapp et al. 1983] an die Plasmamembran und aktiviert diese
vermutlich in Kooperation mit verschiedenen weiteren Faktoren, wie z.B. Src und
PKC (Phosphokinase C.) [Marais et al. 1995, Marais und Marshall 1996, Marquardt
et al. 1994] Raf selber phosphoryliert und aktiviert dann die dualspezifische Kinase
MEK (MAPK/Erk Kinase), die wiederum ihr Substrat, die MAPK Erk (Erk1/p44; Erk
2/p42), an Serin/Threonin und Tyrosinresten (Thr-Glu-Tyr-Motiv) phosphoryliert. [Da-
vis 2000; Alessi et al.1996; Zheng und Guan 1994; Huang et al. 1993; Dent et
al.1992; Kyriakis et al. 1992; Rapp 1991] Aktiviertes Erk gelangt in den Zellkern und
phosphoryliert dort Transkriptionsfaktoren wie z. B. Elk—1, ATF-2 und SAP-1, was die
Transkription spezifischer Gene einleitet [Davis 1993; Thomas 1992; Boulton et
al.1991], oder auch Substrate im Zytoplasma wie z.B. die Serin/Threonin Kinasen
3pK, MK2, RSK1 P9 (ribosomal S6 kinase oder MAPKAP Kinase1), Phospholipase
A2, welche wiederum eigene Zielproteine aktivieren. [Ludwig et al. 1996; Hill und
Treisman 1996; Sithanandam et al. 1996, Daum et al. 1994; Blenis 1993] Neben
dem vorwiegend durch mitogene Signale stimulierten Erk-Signalweg sind mindestens
zwei weitere, ahnlich aufgebaute Signalkaskaden bekannt, die zur Aktivierung der
MAPK JNK/SAPK und CSBP/p38 fuhren. Diese sogenannten Stress-aktivierten Kas-
kaden werden durch proinflammatorische Cytokine, wie den Tumor-Nekrose-Faktor
o (TNFa), Interleukine oder StreRinduktoren, wie ultraviolettes Licht, osmotischen-

oder Hitzeschock oder zytotoxische Substanzen, wie Anisomycin oder Arsenit akti-
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3.Einleitung
viert und zeigen als Effekte Apoptose, Transformation, Differenzierung, Immun-
reaktion oder Adaptation an veranderte Umweltbedingungen. [Ip und Davis 1998;
Raingenaud et al. 1996 ] Die p38—Kaskade fuhrt vermutlich Uber die kleinen GTP-
asen Rac und Cdc42 Uber eine noch nicht charakterisierte MKKK zur Aktivierung von
MKK6 (MKK), deren Substrat, die MAPK p38, von der bisher vier Isoformen isoliert
wurden, an Threonin-Glycin-Tyrosin-Motiven phosphoryliert wird. [Davis 2000] Akti-
viertes p38 aktiviert im Zellkern unter anderen die Transkriptionsfaktoren c-Jun,
ATF2, SRF und CREB, hat aber auch zahlreiche zytoplasmatische Zielproteine (—
Abb.1 und 4), die ebenfalls von anderen MAPK aktiviert werden kdnnen. [Kumar et
al.1997; Jiang et al. 1997; Han et al. 1996; Lee et al. 1994] Die JNK/SAPK-Kaskade
wird im nachsten Kapitel (— 3.2.) beschrieben.
Die Vielzahl beschriebener Proteininteraktionen zwischen den Signalwegen zeigt,
dald es sich bei den MAPK-Signalkaskaden keineswegs um lineare Wege handelt,
sondern um Netzwerke von Proteininteraktionen. Wahrend auf der Ebene der MKK
und MAPK in Relation weniger Proteine gefunden wurden, (— Abb.1 und 4 ), zeigt
sich eine grolde Divergenz an Proteinen und Interaktionen auf Ebene der MKKK und
ebenfalls auf Ebene der Substrate der MAPK. Die Zahl der bekannten MKKK und
MKK Ubertrifft die der MAPK, auch wenn man berucksichtigt, da® von den MAPK
verschiedene Isoformen isoliert wurden, die zellspezifisch exprimiert werden. [Gar-
rington und Johnson 1999; Widmann et al. 1999; Ip und Davis 1998; Jiang et al.
1993] Es existieren zahlreiche Quervernetzungen in Form von Proteinen, deren Sub-
strate in verschiedenen Kaskaden liegen. So kann z.B. MLK3/SPRK (mixed linage
kinase 3/ SH3-domain-containing proline-rich kinase) oder Cot/Tpl (cancer osaka
thyroid/ tumor progression lokus 2) sowohl MEK in der Erk-Kaskade als auch
SEK/MKK4 im JNK-Signalweg aktivieren. [Hagemann et al. 1999; Fanger et al. 1997,
Rana et al. 1996] Trotzdem fuhrt die Aktivierung eines MAPK-Signalweges nor-
malerweise nicht zur Aktivierung anderer MAPK-Wege, spezifische Signale bewirken
also spezifische Zellantworten. Es wird angenommen, das die Vernetzung der Sig-
nalkaskaden dabei wichtige regulatorische Funktionen erflllt. Eine wesentliche Rolle
bei der Regulation der Signalweiterleitung spielen Interaktionen der Kaskadenkom-
ponenten mit sogenannten Bricken- oder Gerustproteinen (scaffolds). Scaffoldpro-
teine wurden fur verschiedene Kaskadenmitglieder gefunden und scheinen diese
Isoform-spezifisch zu binden, in raumliche Nahe zu bringen und so Multiproteinkom-

plexe auszubilden. Durch diese Proteinkomplexbildung ist eine gezielte Aktivierung
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3.Einleitung
der Kaskaden und damit Weiterleitung der Signale zu den Effektoren mdglich, die

Signale werden sozusagen gebahnt. (— Abb.3)

Wachstums- Zytokine Zytokine
faktoren Strefl StreR

| ! }

3 :
(& (E (o
:

l

Abb3: Brickenproteine (Scaffolds) binden spezifisch Komponenten der Signal-
kaskade und bilden Multiproteinkomplexe. Dadurch wird die Signaleffizienz
verstarkt.

FUr die Erk-Kaskade wurde das Scaffoldprotein MP1 (MEK-Partner-1) gefunden,
welches MEK-1 und Erk-1 binden und so deren Aktivierbarkeit durch Raf erhdhen
kann. Die Isoformen MEK2 und Erk2 werden nicht von MP1 gebunden. Auch flr die
JNK/SAPK-Kaskade wurden mehrere Scaffoldproteine beschrieben. [Garrington und
Johnson 1999; Schaeffer und Weber 1999; Yasuda et al. 1999; Ito et al. 1999; Whit-
marsh et al.1998; Elion 1998; Dickens et al.1997; Xu und Cobb 1997] Die Zahl der
beschriebenen an den MAPK-Signalwegen beteiligten Proteine und Protein-
interaktionen wachst standig und deutet auf eine fast unerschopfliche Komplexitat
und Kombinationsvielfalt in der Vernetzung der verschiedenen Signalwege hin. Die
Frage, wie die Zelle aus der Vielzahl von Moglichkeiten der Signallbertragung auf
einen bestimmten Stimulus die adaquate Reaktion wahlt, bleibt Gegenstand intensi-

ver Forschung.
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3.2. Die JNK/SAPK-Proteinkinasekaskade

3.2.1. Aufbau und Funktion der JNK-Kaskade in Saugetieren

Der auch als Stress-aktivierte Kaskade bezeichnete JNK/SAPK (c-jun-N-terminal ki-
nase/stress-activated protein kinase ) Signalweg ist ebenfalls hierarchisch aufgebaut.
Zur Aktivierung der Kaskade fuhren zellulare Stressinduktoren (proinflammatorische
Cytokine, Interleukine, TNFa, LPS), apoptotische Signale (Ceramide), Umweltstress
(UV-Strahlung, Scherkrafte, osmotischer Schock, Hitze) und toxische Agentzien
(Proteinsynthesehemmer, wie Anisomycin, Arsenit), sie kann aber auch durch mito-
gene Stimuli, wie Wachstumsfaktoren erfolgen.[Tibbles et al. 1999; Garrington und
Johnson 1999, Kyriakis et al. 1992] Als Rezeptoren der JNK-Kaskade fungieren so-
wohl G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren als auch enzymgekoppelte Rezeptoren. Das
Signal wird von den kleinen GTPasen der Rho-Familie Rac und Cdc42 weitergeleitet;
es wurden aber auch Verbindungen zu Ras-initiierten Signalwegen gezeigt. [Minden
et al. 1994] Rac/Cdc42 binden in ihrer GTP-beladenen Form die MKKKK PAK (p217-
activated kinase) oder GCK (germinal center kinase) uber deren CRIB-Domane
(cdc/rac interactiv binding region). | Burbelo et al.1995; Zhang et al. 1995; Minden et
al. 1994] PAK kann dann sowohl den JNK als auch den p38-Signalweg aktivieren,
wahrend GCK JNK-spezifisch ist. [Fanger et al.1997] PAK und GCK gehodren zur
Gruppe der Ste20 Kinasen (steril 20 kinase), und fuhren zur JNK-Aktivierung, wobei
der genaue Mechanismus nicht bekannt ist, da keine direkte Aktivierung und
Phosphorylierung der MKKK MEKK (mitogen-activated protein/ERK kinase kinase)
gezeigt werden konnte und wahrscheinlich noch zusatzliche Proteine an der JNK-
Aktivierung Uber diesen Weg beteiligt sind. Fiur die Aktivierung durch Cytokine, wie
den TNF-Rezeptor, nimmt man beispielsweise eine Signalvermittiung Uber Adapter-
proteine der TRAF-Familie (TNF-receptor associated factors) an. [Davis 2000, Ip und
Davis 1998] Aktiviertes Rac/Cdc42 ist in der Lage, die MEKK-Isoformen MEKK1 und
MEKK4 direkt zu aktivieren [Ip und Davis 1998]. In der JNK-Kaskade kdnnen mehre-
re Proteine als MKKK fungieren. Bisher wurden 11 verschiedene Proteine beschrie-
ben [Davis 2000; Widmann et al. 1999]: MEKK-1 [Lange-Carter et al. 1993], MEKK2
und MEKKS [Blank et al.1996], MEKK4/MTK1 [Gerwins et al.1997; Takekawa et al.
1997], Tpl1/Cot [Hagemann et al. 1999; Salmeron et al. 1996; Aoki et al. 1991],
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MUK/ DLK/ ZPK [Hirai et al. 1997; Holzmann et al. 1994; Reddy et al. 1988], MLK-
2/MST [ Hirai et al. 1997; Dorow et al. 1995], MLK-3/SPRK/PTK-1 [Rana et al. 1996;
Gallo et al. 1994; Ing et al. 1994], TAK1 [Yamaguchi et al. 1995],
ASK1/MKKK5/MEKKS5 [Wang et al. 1996, Ichijo 1997], ASK2/MAPKKK6 [Wang et al.
1998], wobei zahlreiche Verbindungen zur Erk- und p38-Kaskade bestehen. (—
Abb.4). Ob alle beschriebenen Proteine physiologische Bedeutung haben bzw. rele-
vant fiir spezifische Stimuli sind, ist dabei umstritten, da die meisten Daten auf Uber-
expressionsstudien in Zellsystemen beruhen. [Davis 2000] Die genannten MKKK
phosphorylieren und aktivieren im JNK-Signalweg die Kinasen MKK4/JNKK/SEK-
1(SAPK/Erk-kinase) und MKK7. MKK7 bindet spezifisch JNK, wahrend MKK4 auch
als Aktivator von p38 fungieren kann. [lp und Davis 1998] Man nimmt an, da® MKK4
primar durch Umweltstress aktiviert wird und die Aktivierung der JNK-Kinase Uber
eine Interaktion von MKK4 mit ABP 280 (actin binding protein 280) erfolgt. MKK7
dient Uberwiegend als Ubertrager von Signalen nach Cytokineinwirkung, wie TNFa
oder Interleukin-1. [Davis 2000] MKK4 und MKK7 phosphorylieren JNK im TPY-
Motiv an Threonin- und Tyrosinresten, die benachbart zu Prolinen liegen. (— Abb.2)
[Whitmarsh und Davis 1996; Derijard et al. 1994]. Aktiviertes JNK wird in den Zell-
kern transportiert und kann dort verschiedene Transkriptionsfaktoren phosphorylie-
ren. Bekannte Substrate fur JNK sind z.B. die Transkriptionsfaktoren c-Jun, Jun-D,
ATFa, ATF2, Elk-1 und Sap-1, aber auch zytoplasmatische Proteine, wie z.B. die
Kinase 3pK konnen von JNK aktiviert werden.[lp und Davis 1999; Ludwig et al.1996;
Livingstone et al 1995; van Dam et al. 1995] Bisher wurden 3 JNK-Gene (jnk1, jnk2,
Jjnk3) beschrieben. Wahrend JNK1 und JNK2 ubiquitar exprimiert werden, ist JNK3 in
Gehirn, Herz und Testis nachweisbar. Durch alternatives Splei3en kdnnen von jedem
der 3 JNK-Gene unterschiedliche Isoformen (JNK1a,B,y,8; JNK2a.,B,y,6 und JNK3a,
B) als Proteine von 46 bzw. 55 kDa Molekulargewicht existieren, die sich in ihrer
Substratspezifitat unterscheiden und gewebsspezifisch vorkommen. [Tibbles und
Woodgett 1999; Schaeffer und Weber 1999; Ip und Davis 1998] Die starke Vernet-
zung der JNK-Kaskade mit verschiedenen Signalwegen, wie den anderen Kaskaden
der MAPK-Gruppe oder mit Regulatoren des Zytoskeletts, wie Rac, Cdc42, PAK,

ABP wirft wiederum Fragen bezuglich der Regulation dieses komplexen Netz-
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Abb.4: Ubersicht tiber die MAPK-Kaskaden

werkes und der physiologischen Relevanz der verschiedenen Wege auf. Auch fur die
JNK-Kaskade wurden Scaffold-Proteine identifiziert, die spezifische Komponenten
der Kaskade binden und so die Signalweiterleitung auf bestimmte Stimuli regulieren:
die JIP-Proteine (JNK-interacting protein) JIP1, JIP2 und JIP3 und JSAP (JNK/
SAPK-associated protein 1), welches vermutlich eine SpleiRvariante von JIP3 dar-
stellt. [Davis 2000; Yasuda et al. 1999; Garrington und Johnson 1999; Ito et al.1999;
Whitmarsh et al.1998; Dickens et al. 1997] JIP-Proteine vermitteln und verstarken
spezifisch die Signale von MLK, aber nicht die von MEK Kinasen. JIP1 bindet HPK1
(hematopoietic progenitor kinase 1) eine Ste20 Kinase, MLK3, MKK7 und JNK.
JSAP1 bindet MEKK1, MKK4 und bevorzugt JNK3, JNK1 und JNK2 werden wesent-
lich schwacher gebunden. Fur MEKK1 selbst konnte zusatzlich zu seiner Kinasefunk-
tion als Aktivator von MKK4 eine Komplexbildung mit MKK4 und JNK gezeigt wer-
den, die zur Verstarkung des JNK-Signals fuhrt. [Garrington und Johnson 1999; Xu
und Cobb 1997] (— Abb.3) Als weiteres mogliches Scaffold—Protein wurde kurzlich
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3.Einleitung
Filamin, ein aktinbindendes Protein beschrieben, das Signale von Cytokinrezeptoren
an JNK Ubertragt und MKK4 und das Adaptorprotein TRAF 2 bindet. [Davis 2000]

Funktionen der JNK-Kaskade

JNK-Signale sind in zahlreiche zellulare Reaktionen integriert. Es wurden Effekte bei
der Regulation von Proliferation, Wachstum, Immunantwort, Apoptose und onko-
gener Transformation, bei Veranderungen von Zelloberflachenstrukturen mit Um-
strukturierung des Aktinzytoskeletts, aber auch eine Rolle bei Prozessen in der Em-
bryonalentwicklung beobachtet.

JNK phosphoryliert zahlreiche Transkriptionsfaktoren, wodurch deren transkriptio-
nelle Aktivitat erhoht wird. Ein Substrat von JNK ist der Transkriptionsfaktor c-Jun,
der an den Serinresten S63 und S73 in seiner Aktivierungsdomane phosphoryliert
wird, was zur Stabilisierung und Verlangerung seiner Halbwertszeit fuhrt. [Ip und Da-
vis 1998; Pulverer et al 1991] C-Jun ist Bestandteil des AP-1 (activator protein-1)
Komplexes, der die Expression vieler friher Gene der Stressantwort (immediated
early genes) steuert. Neben Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie c-Jun, ATF2,
ATFa, JunD, Elk-1 und Sap-1 konnte auch eine Repressor-Funktion von JNK fur den
NFAT-4 Transkriptionsfaktor (nuclear factor for activated T-cells) in T-Zellen gezeigt
werden, was allerdings nur fur diese Isoform von NFAT zutraf. Da die Expression der
Isoformen gewebsspezifisch erfolgt, ware eine zellspezifische Regulation der JNK-
Funktion auf transkriptioneller Ebene zu postulieren. [Ip und Davis 1998].

Es gibt eine Reihe von Hinweisen auf eine mogliche Relevanz von JNK in der Tu-
morentstehung. Die Aktivierung des an malignen Transformationen beteiligten
Transkriptionsfaktors AP-1 Uber die c-Jun Phosphorylierung durch JNK [aRt eine
mdgliche Verbindung zwischen JNK-Kaskade und onkogener Zelltransformation an-
nehmen. C-Jun ist fur die Ras-induzierte Zelltransformation notwendig, Ras induziert
die Phosphorylierung von c-Jun an den Phosphorylierungsstellen von JNK. Werden
diese Phosphorylierungsstellen mutiert, wird die Ras-induzierte Transformation der
Zellen unterdruckt. [Davis 2000] JNK ist in verschiedenen Tumorzellinien konstitutiv
aktiv, die transformierende Wirkung einiger Onkogene ist JNK-abhangig. Beobachtet
wurden JNK-Aktivierung bei onkogener Transformation durch das met-Onkogen und
in mit HTLV-1 (human T cell-leukemia virus 1) transformierten Zellen. Weiterhin wird
in der Literatur eine mogliche Beteiligung von JNK bei der Transformation von
NIH3T3-Zellen durch v-CRK (v-crack-like), die durch dominant negatives MKK4 ver-
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hindert werden kann, sowie eine konstitutiv erhdhte JNK-Aktivitat in bcr-abl-trans-
formierten leukamischen pra-B-Lymphozyten beschrieben. Durch Gabe von domi-
nant-negativem c-Jun kann die bcr-abl vermittelte Zelltransformation inhibiert wer-
den. [Ip und Davis 1998, Tanaka et al. 1997; Raitano et al.1995] Den selben Effekt
zeigt die Uberexpression von JIP1, die zur Retention von JNK im Zytoplasma fiihrt.
[l[p und Davis 1998; Dickens et al. 1997] Das Vorhandensein von Mutationen des
MKK4-Gens in zahlreichen humanen Tumoren, wie z.B. homozygote Deletionen von
MKK4 in Lungen- und Pankreaskarzinomzellinien kénnten Hinweise auf eine mog-
liche Funktion von Mitgliedern der JNK-Kaskade als Tumorsuppressorgene darstel-
len zumal der Genlokus von MKK4 auf Chromosom 17 nahe dem Lokus des Tumor-
suppressorgens p53 liegt. [Ip und Davis 1998; Teng et al. 1997] Es ist unklar, ob
JNK eine generelle Rolle in der onkogenen Transformation spielt oder ob es sich um
zelltypspezifische und vom biologischen Kontext abhangige Effekte handelt. Es gibt
Hinweise auf unterschiedliche Wirkung von JNK-Signalen in Tumorzellen und norma-
len Zellen. JNK-Aktivierung kann in Tumorzellen, die die Tumorsuppressorgene p53
oder Rb (retinoblastoma protein) verloren haben, antiapoptotisch und wachstumsfor-
dernd wirken. Ebenso ware denkbar, dal® ein Verlust der JNK-Funktion zur Trans-
formation fuhren kann, da JNK im Zusammenhang mit der Induktion apoptotischer
Reaktionen beschrieben wird und transformierte Zellen, in denen diese JNK-Funktion
fehlt, Gberleben kdnnten. [Davis 2000] Die Daten uber einen Zusammenhang zwi-
schen JNK und Apoptose (programmierter Zelltod) sind allerdings widerspruchlich.
JNK wird durch Stressreize und Cytokine wie beispielsweise TNFa aktiviert, die zur
Apoptose der Zelle fihren kdénnen. In einigen Zelltypen scheint JNK proapoptotisch
zu wirken, in anderen Fallen antiapoptotische Signale auszusenden. Eine proapopto-
tische Funktion von JNK-Signalen wurde in PC12-Zellen und in Neuroblastomazellen
beschrieben, auch zeigen fur hirnspezifisch exprimiertes JNK3 homozygot defiziente
Mause eine stark verminderte neuronale Apoptose in Reaktion auf neuronale Stress-
ereignisse. In Jukat-T-Zellen spielt JNK eine Rolle bei Uber Cdc42 und Rac-
Aktivierung induzierter Apoptose, wahrend die Fas-vermittelte Apoptose in diesen
Zellen durch Hemmung des JNK-Signalweges nicht geblockt wird. Auch fur eine
TNFa vermittelte Apoptose ist eine JNK—Aktivierung nicht essentiell. [Ip und Davis
1999; Yang et al. 1997; Whitmarsh und Davis 1996 ] Neuere Studien vermuten eine
Rolle von JNK sowohl in der Aktivierung von bestimmten Apoptose induzierenden
Signalwegen als auch in der Stimulierung von Uberlebens-Signalwegen wie z.B. (iber
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NF«B, Akt/PKB und ERK jeweils in Abhangigkeit vom biologischen Kontext, d.h. z. B.

von der Dauer und Intensitat des Signals, der Art der Stimulation und vom Zelltyp. So
scheint JNK fur stress-induzierte Apoptosesignale z.B. nach UV-Bestrahlung not-
wendig zu sein, die Uber den mitochondrialen und Caspase 9 vermittelten Signalweg
Ubertragen werden. Auch ist JNK flr normale Apoptosevorgange wahrend der Em-
bryonalentwicklung in Mausen erforderlich. [Davis 2000; Chen und Tan 2000]

Die JNK-Kaskade scheint auch eine Rolle in der Immunantwort der Zelle und den
damit verbundenen Reaktionen wie Entziindung und Wundheilung zu spielen. Eine
JNK-Aktivierung wurde bei Kostimmulation von T-Lymphozyten, Thymozytenprolife-
ration und Interleukin-2 und TNFa-Sekretion beschrieben. In Endothelzellen, die
nach Cytokinexposition mit TNFa-Sekretion reagieren, ist diese Immunreaktion mit
der Expression von E-Selectin, einem die Leukozytenadhasion vermittelnden Stoff,
verbunden. Im Promotor des E-Selectin-Gens findet man AP-1-Bindungssequenzen
fur Dimere aus ATF2 und c-Jun, deren Bildung JNK-abhangig ist, was die Notwen-
digkeit des JNK-Signals fur diese Immunreaktion zeigt.[Ip und Davis 1998; Read et
al.1997; Whitmarsh und Davis 1996]

In verschiedenen Arbeiten wurde die Notwendigkeit von JNK-Signalen fur Prozesse
in der Embryonalentwicklung in Drosophila melanogaster gezeigt, die mit der Bewe-
gung von embryonalen Epithelzellschichten und dem Umbau des Aktinzytoskeletts
einhergehen. Es ist bekannt, dal} die kleinen GTPasen Rac und Cdc 42 Aktinfila-
ment-Rearrangements vermitteln und entscheidend an der Organisation und Regula-
tion von zellularen Aktinstrukturen beteiligt sind, die Veranderungen der Zellmorpho-
logie und Zellbewegungen bewirken. Die Uberexpression von Rac induziert in adha-
renten Saugerzellen die Ausbildung von zellmembrannahen Aktin-Ansammlungen
(membrane ruffles) und Lamellopodien (Ausstulpungen der Plasmamembran), wah-
rend Cdc42-Uberexpression zur Filopodienbildung (Mikrospikes) fuhrt. [Hall 1998,
van Aelst und D Souza-Schorey 1997] Da Rac und Cdc42 Mitglieder der JNK-Kas-
kade aktivieren, [Garington und Johnson 1999; Fanger et al. 1997; Minden et al.
1995; Coso et al. 1995] liegt die Schlul3folgerung nahe, da® JNK-Signale an der Re-
gulation des Zytoskeletts beteiligt sind. Konstitutiv aktive Mutanten von Rac und
Cdc42, die keine JNK-Aktivierung mehr vermitteln kdnnen, induzieren immer noch
Aktinreorganisation in Zellen. Diese Prozesse laufen innerhalb von Minuten ab, zu
schnell, um allein durch Signale, die Uber Veranderung der Genexpression zur Pro-

teinsynthese fuhren, wie sie MAPK bewirken, erklart werden zu kénnen.[Nobes et
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Hall 1995; Ridley et al. 1992] Vermutlich existieren noch andere Moglichkeiten einer
schnelleren Ubermittlung dieser Signale in der Zelle, z.B. (iber im Zytoplasma vorlie-
gende Proteine, die durch JNK aktiviert werden und zu Zellmorphologieanderungen

nach Stressignalen fuhren.

3.2.2. Aufbau und Funktion der JNK-Kaskade in Drosophila melano-
gaster

Die JNK-Kaskade ist zwischen verschiedenen Spezies evolutionar hoch konserviert.
Die JNK-Signaltransduktionskaskade in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
zeigt einen hohen Grad an Homologie zu den Vertebraten-Proteinen sowohl im hie-
rarchischen Aufbau des Signalweges als auch in den DNA- und Protein-sequenzen
der einzelnen Kaskadenbestandteile. Fur nahezu alle Mitglieder des JNK-
Signalweges mit Ausnahme von MEKK1 wurden Homologe in der Fliege gefun-
den.(— Abb.5) Das Drosophila-JNK-Homolog DJNK (basket) zeigt beispielsweise
uber 80% Sequenzhomologie zur Sauger-JNK, ahnliches gilt fur DJun und andere
Kaskadenmitglieder. Der hohe Grad an evolutionarer Konservierung im Kaskaden-
aufbau 18Rt gleiches fur die Funktion vermuten und bietet an, Drosophila als Modell
fur genetische und molekularbiologische Studien der JNK-Signalkaskade zu nutzen,
um die zahlreichen, oft widerspruchlich erscheinenden Effekte der JNK-Signal-
weiterleitung zu analysieren, zu erklaren und die Ergebnisse auf Vertebraten zu G-
bertragen. [Noselli und Agnes 1999; Goberdhan und Wilson 1998; Ip und Davis
1998; Noselli 1998; Holland et al. 1997; Sluss et al. 1996; Riesgo-Escovar et al.
1996; Glise et al. 1995] Drosophila melanogaster bietet dabei den Vorteil eines gut
charakterisierten Modellorganismus, in dem Uber zahlreiche etablierte Verfahren wie
z.B. Mutantenanalysen, transgene Tiere oder genetische Screens die Beteiligung der
Signalkaskaden in bestimmten Entwicklungsprozessen untersucht werden kann. So
konnte beispielsweise murines MKK7 in Fliegenembryonen, denen Hep (hemipte-
rous), das MKK7-homologe Protein fehlte, dessen Funktion Ubernehmen und den
mutanten Phanotyp verdrangen. [Ip und Davis 1998; Goberdhan und Wilson 1998]
JNK-Signale steuern in der Drosophila-Embryogenese den Prozess der dorsalen
SchlieBung (dorsal closure, DC), der mit morphologischen Umbauprozessen im

Embryo die die Bewegung embryonaler Epithelzellschichten erfordern und mit der
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Umorganisation des Zytoskeletts in den betreffenden Zellen einhergeht. Mutationen
in den Drosophila-Homologen MKK7/ Hep, DJNK/Bsk und DJun flhren im Drosophi-
la Embryo alle zu ahnlichen rezessiv-letalen Phanotypen. In Embryonen, in denen
die genannten Gene nicht funktionstlchtig sind, fihren die lateral und ventral gele-
genen ektodermalen Epithelzellen, die sich bei normalem Verlauf der Embryogenese
nach dorsal verlagern, strecken und die darunterliegenden Amnioserosazellen bede-
cken, diese morphologischen Veranderungen nicht aus; die betroffenen Emryonen
zeigen dorsal ein Loch. Die Expression von dominant inhibitatorischen Mutanten von
DRac und DCdc42 fuhrt ebenfalls zu diesem als ,dorsal open“ bezeichneten Pheno-
typ. Die dorsale SchlieBung des Embryos wird durch spezifische Aktivierung der JNK
in einer Zellreihe am Rand des lateralen Ektoderms, den Saumzellen (leading edge,
LE-Zellen) eingeleitet, die als erste Zellreihe beginnt, sich dorsoventral zu strecken.
Welches Signal zur JNK-Aktivierung und damit zur Differenzierung der LE-Zellen
fuhrt, ist nicht bekannt. Einige Autoren vermuten einen Zusammenhang mit Signal-
proteinen der Zellpolaritat, wie dem Serpentin-Rezeptor Frizzled, der Signale an die
JNK-Kaskade in Drosophila GUbertragen kann. [Noselli und Agnes 1999; Ip und Davis
1998; Noselli 1998] JNK aktiviert in den LE-Zellen die Expression der Transkriptions-
faktoren D-Jun, D-Fos und Aop/yan (anterior open), eines ETS-Domanen-Proteins,
die alle fir DC essentiell sind, wie Experimente mit Mutanten zeigten. Wahrend D-
Jun und D-Fos den DC-Prozess fordern, inhibiert Aop die JNK-Aktivitat und wird von
DJNK durch Phosphorylierung inaktiviert. Die LE-Zellen sind durch die spezifische
Expression von zwei DJun-abhangigen Proteinen, Puc (puckered ) und Dpp (deca-
pentaplegic) gekennzeichnet. Die MAPK-Phosphatase Puc wird nur in den LE-Zellen
exprimiert, wahrend Dpp, ein Mitglied der TGFR (fransforming growth factor [3)
Superfamilie und Homolog des Vertebraten-BMP-4 (bone morphogenetic protein 4)
auch in den angrenzenden lateralen Epidermiszellen exprimiert wird und dort die
Zellstreckung einleitet. [Ip und Davis 1998; Noselli 1998; Goberdhan und Wilson
1998] Die Kontrolle und Regulation der komplexen Prozesse von gerichteter Zell-
streckung und Migration wahrend des DC scheint im Zusammenspiel zwischen JNK-
Kaskade und anderen Signalen zu erfolgen. Die dualspezifische Phosphatase Puc,
deren auf die LE-Zellen begrenzte Expression durch DJun gesteuert wird, kann im
Sinne einer negativen Ruckkopplung JNK inaktivieren und so die Signalintensitat
kontrollieren. Die JNK-abhangige Expression von Dpp, dessen Konzentration in den

LE-Zellen am hochsten ist und in den benachbarten lateralen Epithelzellschichten
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3.Einleitung
abnimmt, [Noselli 1998] scheint wichtig fur die Elongation und die gerichtete Migra-
tion dieser Zellen nach dorsal zu sein und eine Kooperation zwischen JNK-Kaskade
und TGFR-Weg darzustellen. Bei Fehlen oder Verlust der Dpp Expression wahrend
des DC werden morphologische Veranderungen der LE-Zellen beschrieben, die auf
Defekte im Zytoskelett deuten. [Martin-Blanco 1997] Dpp ubertragt Signale an die
TGFR-Rezeptoren Tkv (thick veins) und Punt.

Vertebraten Drosophila
X
Signal Umweltstress, Cytokine Dorsal Closure
Toxine, Wachstumssignale Immunantwort
Rezeptor @ @
) !
GTPase Rac1, CDC42 DRAC1, DCDC42
I !
MAPKKKK PAK, GCK DPAK
| Cot, Tpl-2,MLK3 !
MAPKKK MEKK1 ?
1 1
MAPKK MKK4, MKK7 Hep
! !
MAPK JNK1,JNK2, JNK3 ‘ DJNK/BSK
!
TF C-Jun, JunD,JunB, Djun AOP
ATF2,ELK1 5 5
2 —
PUC
— —
Zielgene TGFR bPP
X
Antworten Proliferation Zellmorphologie-
Differenzierung anderung,
Uberleben/Apoptose Zellbewegung
Stressreaktion Immunantwort
Migration, Invasivitat
Wundheilung

Abb. 5: Die JNK-Kaskade ist in Vertebraten und Drosophila konserviert. Ubersicht (iber den
Aufbau und einige physiologische Prozesse, in denen JNK-Signale eine Rolle spielen

Der Mechanismus, Uber den Dpp die Zellmigration steuert, ist unklar, vermutet wird
eine Modulation der Zelladhasion Uber den Umbau von Zell-Matrix-Kontakten, da in
den Zellen Filopodienbildungen mit Aktinbricken nachweisbar sind. Dabei zeigen
sich Parallelen zu Prozessen in Vertebraten, wie Wundheilung und Invasivitat bei
epithelialen Karzinomen, die ebenfalls TGF3 und JUN/AP1-Signalabhangigkeit zei-
gen. Die Migration humaner Keratinozyten im Prozess der Hautregeneration nach
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3.Einleitung
Verletzungen beispielsweise zeigt starke Analogie zu den Vorgangen beim DC, so
dald dieses als Modell fur die Untersuchung normaler und pathologischer Epithel-
zellmigration in Vertebraten genutzt werden kann. [Stronach und Perrimon 1999; No-
selli 1998] Es scheinen noch zahlreiche weitere Proteine an dem komplexen Prozess
des DC beteiligt zu sein. Mutationen in Membranstrukurproteinen und Zytoskelett
assoziierten Proteinen wie z.B. | (1) myospheroid (R-integrin), zipper (non muscle
myosin heavy chain) und coracle (4-1-Protein an Zell-Zell-Verbindungen), oder den
PDZ-Doméanen-Proteinen Canoe und ZO1, die DJNK an die Plasmamembran rekru-
tieren, fiUhren ebenfalls zu einem dorsal open-Phanotyp, was auf eine Funktion die-
ser Proteine beim DC hindeutet. [Noselli und Agnes 1999; Stronach und Perrimon
1999; Ip und Davis 1998] Neben Zytoskelett und Zelladhasivitat scheinen JNK-
Signale auch die Determination der Zellpolaritat in Epithelzellen zu beeinflussen. In
den LE-Zellen findet man eine apikale Akkumulation von F-Aktin, Myosin, DPAK,
Phosphotyrosinen, Fascilin Ill und coracle. Die asymmetrische Lokalisation dieser
Proteine kdnnte eine Rolle bei der Elongation der LE-Zellen zu spielen. Bei Mutanten
des JNK-Weges, die beispielsweise DJun und Puc betreffen, bei denen die betroffe-
nen LE-Zellen keine Elongation zeigen, fehlt die Akkumulation dieser Proteine. [Ta-
teno et.al. 2000; Stronach und Perrimon 1999; Ip und Davis 1998] Auch zeigen Ex-
perimente zur Augen-und Flagelentwicklung bei Drosophila, daly DJNK-Signale die

Determination der Zellpolaritat in Epithelzellen beeinfluBen.[ Mlodzik 1999 ]
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3.3. Gegenstand der Arbeit

Wie in den vorhergegangenen Kapiteln dargestellt, beeinflult die JNK-Kaskade eine
Vielzahl von zellularen Funktionen, wie Stressreaktion, Proliferation, Differenzierung,
Apotose, Immunantwort, Wundheilung, Zelladhasion, Polaritdt und morphologische
Umgestaltungsprozesse wahrend der Embryonalentwicklung. Diese Prozesse sind
fast immer mit Zellbewegungen und Zellmorphologiedanderungen assoziiert, also
letztendlich mit der Reorganisation des Zytoskeletts und dessen Bestandteilen, wie
z.B. Aktin und Mikrotubuli, verbunden. Obwohl viele Hinweise auf eine Rolle von
JNK-Signalen bei Umbauvorgangen des Zytoskeletts deuten und die Aktivatoren der
JNK-Kaskade, die kleinen G-Proteine der Rho-Familie Rac und Cdc 42, zu Schlis-
selproteinen in der Regulation des Zytoskellets gehéren, wurde eine direkte Verbin-
dung zwischen JNK und dem Zytoskelett bisher nicht gefunden. Ziel der vorliegen-
den Arbeit war es, nach weiteren Bindegliedern im JNK-Signalweg, d.h. nach neuen
Interaktionspartnern der JNK-Kinase zu suchen.

Dabei wurde das Yeast-Two-Hybrid-System als Methode zur Identifikation unbe-
kannter Protein-Interaktionen genutzt. Als Modellsystem wurde die Fruchtfliege Dro-
sophila melanogaster gewahlt. Strukur und Funktion der JNK-Kaskade liegen in Dro-
sophila hoch konserviert vor und der bereits gut charakterisierte Prozess des dorsal
closure in der Embryonalentwicklung erleichtert es, neue Proteine funktionell in vivo
zu untersuchen. Der hohe Konservierungsgrad der Kaskade lalt vermuten, dafl
neue gefundene Proteine ebenfalls konserviert sind und zur ldentifikation der Ver-
tebraten-Homologe fuhren konnten.
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4.1. Gerate

Artikel

Analysenwaage
Autoklav
Blottingkammer
Brutschranke
Computer
Eismaschine
Elektrophorese-
kammern
Exponierkassetten
Feinwaage
Filmentwickler

Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C
Gewebekulturschrank
Grobwaage
Heizblécke
Hybridisierungsofen
Klhlschrank
Kahlzentrifuge
Luftschittler

Magnetruhrer
Microlumat LB96P

Firma

Sartorius
Webeco
Hoefer
Memmert
Vobis
Scotsman

Institutswerkstatt,
Bio-Rad

Dr. Goos-Suprema

Mettler
Kodak

Liebherr

Nunc

Heraeus
Satorius

Gebr. Liebisch
MW G-Biotech
Liebherr
Heraeus

New Brunswick
Scientific

GLW

EG&G Berthold

Artikel

Mikroskop
Mikrowelle
Netzgerate
Orbitalschuttler
PCR Gerat
pH-Meter
Phospho-Imager
BAS 2000
Photometer
Pipetten
Wasserbad

Sequencer
Sterilbank
Tischzentrifuge
Ultra-Turrax T25
UV-Crosslinker
UV-Fotoanlage
Vibrax VX2
Vortex-Gerat
Wecker

Zahlkammer
Zentrifugen
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Firma

Leica

Siemens

Bio-Rad

Bellco Biotechnology
Perkin Elmer

WTW

Fuiji

Hitachi
Gilson
GFL

ABI PRISM 377
Heraeus

Eppendorf

Janke & Kunkel
Hoefer

Herolab, Kaiser, Sony
Janke und Kinkel
Scientific Industries
Roth

Neubauer (improved)

Heraeus Megafuge 1.0R,
J2-HS Beckmann
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4.2. Chemikalien und Reagenzien (Chemikalienverzeichnis)

4.2.1 Chemikalien

Artikel

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid19:1
und 37.5:1

Adenin

Agar select
Agarose, ultra pure
3AT:3Amino1,2,4-triazol
Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat
Ampicillin
Anisomycin
Antipain

Aprotinin

L-Arginin

Arsenit

ATP
[a-**P]dATP
Bacto-Agar
Benzamidin

Borsaure

Bromphenol Blau
Calciumchlorid

Chloroform

Coomassie-Blue G

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
DTT (Dithiothreitol)

DMF (Dimethylformamid)

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium DMEM

EDTA
EGTA
Eisessig

Firma

Merck
Bio-Rad

Sigma
Sigma
Gibco-BRL
Sigma
Merck
Fluka
Sigma
Sigma
Boehringer
Boehringer

Sigma

Sigma
Sigma
Amersham
Difco
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco-BRL

Sigma
Sigma
Sigma

Artikel

Essigsaure

Ethanol, abs.
Ethidiumbromid

Fettfreie Trockenmilch
Fotales Kalberserum
Formaldehyd
GSH-Sepharose

D (+)-Glucose-Monohydrat
Glycin

Glycerol

Hefe-Stickstoff (Basis)
ohne Aminosauren

Hefe-Extrakt
HEPES
L-Histidin
L-Isoleucin
IPTG

Kaliumacetat
Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Lachssperma-DNA
LB-Broth Base

L-Leucin

Leupeptin

Lipofectamine ™ Reagent
Lithiumacetat

L-Lysin
Magnesiumacetat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol

Methanol
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Firma

Applichem

Aplichem
Gibco-BRL

Nestlé

PAN Systems
Sigma
Bohringer
Merck

Sigma

Sigma
GibcoBRL

Gibco-BRL
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco-BRL
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Ruhl AG
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L-Methionin Sigma 2-Propanol Merck
MOPS-Saure Sigma Protein A-Agarose Boehringer
Natriumacetat Sigma Protein G-Agarose Boehringer
Natriumchlorid Sigma Phenylalanin Sigma
Natriumdihydrogenphosphat Merck Saccharose Merck
Natriumhydroxid Sigma Salzsaure, rauchend Merck
Natriumfluorid Sigma SDS ultra pure Roth
Natrium Orthovanadat Sigma TB-Broth Sigma
Natrium Pyrophosphat Sigma TEMED Sigma
Nonidet P40 (NP40) Sigma L-Threonin Sigma
dNTPs Peglab Tris Base Sigma
PBS Gibco-BRL  Triton X-100 Sigma
Ponceau S Sigma Trizma Hydrochlorid Sigma
Bacto-Pepton Difco Trypsin/EDTA Gibco-BRL
ProteinA-Agarose Bohringer  Bacto-Trypton Gibco-BRL
Phenol:Chloroform:lso- ApliChem L-Tryptophan Sigma
amylalkohol Tryzol LifeTechnol
Polyethylenglykol 4000 (PEG) Roth Tyrosin Sigma
Quick-Hybe Stratagene  Tween 20 Sigma
Pipes Sigma Uracil Sigma
Pepstatin Sigma X-Gal MBI

PMSF Sigma Xylencyanolblau

Ponceau S Sigma Sigma
4.2.2 Enzyme

Die Restriktionsendonukleasen, die verwendet wurden, stammten von den Firmen MBI-

Fermentas und NEB (New England Biolabs).

Sonstige Enzyme :

Enzym

Calf Intestinal Phosphatase (CIP)

Klenow Fragment
RNAse A

Pwo-DNA-Polymerase

Firma

NEB, MBI
NEB
Sigma
Peqglab

Pfu-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase
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4.2.3 Molekulargewichtsmarker

Molekulargewichtsmarker fur Proteine:

Prestained Molecular Weight Standart Mixture (Amersham RPN 800)
(gefarbtes Molekulargewichts-Standard Gemisch)

Molekulargewichtsmarker fur DNA:

1 kb Ladder (Gibco-BRL)
1 kb Ladder (Peqlab)

4.2.4 Reagenziensatze (Kits)

Kit Firma
ECL Western Blotting Detection Amersham
Plasmid Maxi Kit QIAGEN
Plasmid Mini Kit QIAGEN
QlAquick Gel Extraction Kit QIAGEN
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN
Quick Change™ Site Directed Mutagenesis Kit ~ Stratagene
dNTP(ATP, CTP,GTP,TTP) Peqlab
Random-DNA-labeling-Kit Boehringer

4.3. Bakterienstamme, Hefestamme, Zellinien

Escherichia coli; DH5a
Subcloning Efficiency DH50. ™ Competent Cells (Gibco BRL), oder selbst hergestellt,

(- 5.1.2)

Saccharomyces cerevisiae; Y190 [Clontech, Yeast Protocols Handbook,
Appendix F]

MATa ura 3-52 his 3-200 ade 2-101 lys 2-801 trp 1-901 leu 2-3, 112, gal 4A ,gal 80A ,cyh'2,
LYS2::GAL1 UAS-HIS-TATA-HISS, URAS3::GAL1 1UA- GALA1 -TATA-LaCZ,

Reporter HIS3, lacZ, Transformations-Marker trp1, leu2, cyh2
Herkunft: Clontech

NIH3T3-Zellen [Jainchill et al. 1969]

Bei den NIH3T3-Zellen (ATCC [America Type Culture Collection] CRL-1711) handelt es sich
um immortalisierte, embryonale, kontakt-inhibierte Maus-Fibroblasten. Sie wachsen bei einer
Temperatur von 37°C als Monolayer
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4.4.Plasmide

pBluescript KS
bakterieller Klonierungsvektor mit Ampicillin-Resistenz, (Stratagene)

pCDNA3
eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV Promotor, (Invitrogen)

pPEBG
eukaryotischer Expressionsvektor, GST-Epitop, (S. Ludwig, MSZ)

pPGEX4T1, 4T2, 4T3
bakterieller Expressionsvektor mit GST-Fusionsprotein in 3 verschiedenen Leserahmen
(Amersham Pharmacia )

pAS2-1
Two-Hybrid -Klonierungsvektor mit GAL4-DNA-Bindungsdoméane, TRP1-Defizienz, ColE1
origin, Ampicillinresistenz, (Clontech)

pPACT-2
Two-Hybrid -Klonierungsvektor mit GAL4-DNA- Aktivierungsdomane, LEU2-Defizienz, ColE1
origin, Ampicillinresistenz, (Clontech)

Es wurden folgende Expressionskonstrukte in den Experimenten verwendet:

pAS2-1 ERK2 (U. Rennefahrt, MSZ)
pAS2-1JNK2 (U. Rennefahrt, MSZ)
pAS2-1p38 (U. Rennefahrt, MSZ)
pACT2-JIP1JBD (U. Rennefahrt, MSZ)
pCMV5 MLK3 (J. Hartkamp, MSZ)
pCMV5CotAC (D. Matenia, MSZ)
pCMV5 Myc-Erk2-MEK-1-LA (M.H. Cobb, Southestern University Texas)
pcDNA3 JNK/MKK?7 (U. Rennefahrt, MSZ)
pEBG-GST-JNK2 (S. Ludwig, MSZ)
pBS-DJNK (E.Hafen, Zirich)
pAS2-1 DJNK

DJNK wurde mit PCR (aus pBS-DJNK) mit den artefiziellen Restriktionsenzymschnittstellen
Ncol und BamHI amplifiziert und in pAS2-1 subkloniert

forward Primer : 5°CGT ACC ATG GAG ATG ACG ACA GCT CAG CAC CAA 3

reverse Primer : 5°GCG GAT CCT TAG CTC CTT CCACTG CTC CAC AG 3

BJ4-myc-Spir

Die vollstandige p150-Spir-cDNA wurde aus den Drosophila-EST-Klonen GH 10380 und LD
37577 zusammengesetzt. Dazu wurden die Nukleotide 1- 670 aus GH 10380 mit PCR
amplifiziert, dabei mit Restriktionssschnittstellen fir BamHI und Accl versehen und mit einem
myc-Epitop fusioniert

(forward Primer: 5°GCG GAT CCG CCG CCA TGG AGC AGA AGC TGA TCT CCG AGG
AGG ACC TGA CGG AGC ACC AGG CCGAGGAG 3

reverse Primer: 5GCA CTC CTC GTC CTC CGG CAG ATT 37)

Die Nukleotide 671-3060 wurden aus LD 37577 mit Accl und Clal ausgeschnitten. Beide
Fragmente wurden in den eukaryotischen Expressionsvektor BJ4 kloniert .
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pcDNA3-p150-Spir-MT
Die p150-Spir cDNA wurde einschlieBlich des myc-Epitops mit Hindlll ausgeschnitten und in
pcDNAZ3 subkloniert

pEBG-p150-Spir
p150Spir wurde aus pcDNA3-p150-Spir-MT mit BamHI ausgeschnitten und in pEBG subklo-
niert.

PGEX4T3-Spir-JBD (Klon1)
Die JBD von p150-Spir (AA902-1020) wurde aus pACT2 (im Two-Hybrid-Screen gefundene
Sequenz Klon 1) mit BamHI und Xhol ausgeschnitten und in pGEX4T3 subkloniert.

pcDNA3-MT Spir AC-term (Deletionsmutante der mFYVE-Domane)
Die Aminosauren 2-777 wurden aus pcDNA3-p150-Spir-MT mit BamHI und EcoRI
ausgeschnitten und in pcDNAS3 subkloniert.

Die folgenden Mutanten der mFYVE-Domane wurden aus pcDNA3-p150-Spir-MT mittels
site-directed-in-vitro-mutagenesis ( — 5.2.4 ) hergestellt. Darunter sind die fur die Mutage-
nese der jeweiligen Cysteine in Serine verwendeten PCR-Primersequenzen aufgefihrt. Die
verglichen zur Wildtypsequenz veranderten Nukleotide sind unterstrichen

pcDNA3 MT p150-SpirAC 1,2 S
forward Primer : 5GTC GCG TCT CCT TCC TGT CCC TGC GCA CTC 3
reverse Primer : 5GAG TGC GCA GGG ACA GGA AGG AGACGC GAC 3

pcDNA3 MT p150-SpirAC 3,4 S

oberer Primer : 5°CAT TCA GTC CAAGTT GTC CCAGCG CACGGTC &
reverse Primer : 5"GAC CGT GCG CTG GGA CAACTT GGACTG AATG &
pcDNA3 MT p150-SpirAC 5,6 S

forward Primer: 5°CGC ACG GTC TCC GCC AAG TCC TAT ACC AAG &
reverse Primer : 5CTT GGT ATA GGA CTT GGC GGA GAC CGT GCG &
pcDNA3 MT p150-SpirAC 7,8 S

oberer Primer: 5GTG ACC GTG TCC AAC GAC TCC CAGGGACTG &
reverse Primer: 5’CAG TCC CTG GGA GTC GTT GGA CAC GGT CAC 3

Folgende Konstrukte mit jeweils vier mutierten Cysteinen wurden mit Hilfe der oben genann-
ten Primer aus den Doppel-Cysteinmutanten hergestellt:

pcDNA3 MT p150-Spir AC1,2,3,4S
pcDNA3 MT p150-Spir AC 3,4,5,6 S
pcDNA3 MT p150-Spir A C 5,6,7,8, S
pcDNA3 MT p150-Spir AC 1,2,5,6 S
pcDNA3 MT p150-Spir AC 1,2,7,8 S
pcDNA3 MT p150-Spir A C 3,4,7,8 S
pcDNA3-p150Spir-MT AF,F/AA

forward Primer: 5°CTC GGT TCT CGG CCG CCG GTC CCT GGG 3
reverse Primer : 5CCC AGG GAC CGG CGG CCG AGAACCGAG &
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pcDNA3-p150-Spir-MT AWH2 (AS 369-480)
oberer Primer: 5CGA CTG GGC ACG CAC CCC GCC AGAAG &
reverse Primer: 55CTT CTG GCG GGG TGC GTG CCCAGTCG 3

es wurden folgende EST-Klone fir Klonierungen bzw. in Experimenten verwendet :

Drosophila-EST GH 10380; Al 113886
Drosophila-EST LD 37577; Al 5118150

4.5. Medien zur Aufzucht von Bakterien und Hefen

4.5.1.Bakterienmedien

LB-Medium

22 g LB Broth wurden in 1000 ml Aqua bidest. geldst und autoklaviert. Sollten LB-Boden-
agarplatten gegossen werden, wurden dem Medium vor dem Autoklavieren 11 g Agar Select
zugegeben. Nach Abkuhlen des Mediums auf 50-60°C wurde 1 ml Ampicillin (100 mg/ml)
zugegeben.

SOC-Medium

2% (w/v) Bacto Trypton (20 g), 0,5% (w/v) Hefeextrakt (5 g), 10 mM NacCl (0,58 g), 2,5 mM
KCI (0,186 g), 10 mM MgCl, (10 ml 1M MgCl;) und 10 mM MgSO, (10 ml 1M MgSQ,)
wurden in 980 ml Aqua bidest. geldst, mit NaOH auf pH 6,7-7,0 eingestellt und autoklaviert.
Nach dem Abkuihlen wurden 20 ml einer sterilen 1M Glucose-Lésung zugegeben und
vermischt.

TB-Medium
47 g TB Broth und 8 ml Glycerin wurden in 1000 ml Aqua bidest. geldst und autoklaviert. Vor
Gebrauch wurde 1 ml Ampicillin (100 mg/ml) zugegeben.

2x TY+Amp.-Medium

16 g Bacto Trypton, 10 g Hefe-Extrakt und 5 g NaCl wurden in 1 | Aqua bidest. geldst, mit
NaOH auf pH 7,4 eingestellt und autoklaviert. Nach Abklhlen des Mediums wurde 1 ml
Ampicillin (100 mg/ml) zugegeben. Sollten Platten gegossen werden, wurde vor dem
Autoklavieren 15 g Agar Select zugegeben.
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4.5.2. Hefe-Medien

Aminosaure-Dropout-Losung (100x Stock)

Arginin 0,29
Histidin 0,19
Isoleucin 0,69
Leucin 0,69
Lysin 049
Methionin 0,19
Phenylalanin 0,649
Threonin 0,5¢
Tryptophan 0,49

wurden in 100 ml Aqua bidest. geldst, sterilfiltriert und bei 4°C gelagert. Die im
jeweiligen Dropout nicht bendtigten Aminosauren wurden weggelassen.

20 % (w/v) Glucose
200g D (+) Glucose wurde in 1000 ml Aqua bidest. geldst und autoklaviert.

Selektionsmedium

8 g Difco Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosauren, 55 mg Tyrosin, 55 mg Uracil und
55 mg Adenin wurden in 1 | Aqua bidest. geldst, autoklaviert, auf 50-60 °C abkuhlen
gelassen und mit 100 ml 20 % Glucose und 10 ml der bendtigten Aminosaure-
Dropout-Lésung versetzt.

Far die Herstellung von Kulturplatten wurde vor dem Autoklavieren 22 g Agar
eingewogen.

Vollmedium (YEPD)

11 g Hefe-Extrakt, 22 g Bacto-Pepton und 55 mg Adenin wurden in 1 | Aqua bidest.
geldst, autoklaviert und auf 50-60°C abklhlen gelassen. Anschlielend wurden 100
ml 20% Glucose zugegeben.

Far die Herstellung von Kulturplatten wurde vor dem Autoklavieren 22 g Bacto-Agar
eingewogen.

4.5.3. Zellkulturmedium

NIH3T3-Zellen Medium
Zu 500 ml DMEM wurden 50 ml FCS (Hyclone), 5 ml Penicillin/Streptomycin (End-
konzentration jeweils 100 U/ml) und 5 ml L-Glutamin (Endkonzentration 200 mM) gegeben.
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4.6. Verbrauchsmaterialien

Artikel
Blottingpapier, 3 MM, 190 g/m?
Bottle Top Filter 0,22 upm

Firma
Schleicher & Schuell
Nalge Nunc International

4 Material

ECL-Hyperfilm Amersham
Eppendorf Combitips Eppendorf
Eppendorf-Gefalie 1,5 ml Hartenstein
Frischhaltefolie alio
Gewebekulturflaschen Sarstedt
Gewebekultur-Roller-Bottles Sarstedt
Gewebekulturschalen Sarstedt
Glasperlen 0,45-0,5 mm Sigma
Greiner-Rohrchen 15 ml, 50 ml Greiner
Hybond™-C extra 82 mm Amersham
Hyperfilm™-MP Amersham
Kulturschalen 9 cm Sarstedt
Kulturschalen 15 cm Greiner
Mullbinden Apotheke
Parafilm Hartenstein
Poly Screen PVDF Transfer Membran NEN™ Life Science Products
Polystyrenréhrchen 5 ml Sarstedt

Protran Nitrozellulose Transfer-Membran Schleicher & Schuell

Sterilfilter Millex®-GS 0,22 ym Millipore
Whatman-Rundfilter 8,5 cm Whatman
Zahnstocher Denta

4.7. Puffer und Losungen (alphabetisch)

10 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)
1g Ammoniumpersulfat wurde in Aqua bidest. gelost und auf 10 ml aufgefiillt. Die Lésung
wurde als 1ml Aliquots bei -20°C gelagert.

10 % (w/v) Ampicillin
1 g Ampicillin wurde in 10 ml Aqua bidest. geldst, sterilfiltriert, aliquotiert und eingefroren.

1M 3 AT (3-Amino-(2,3,4)-triazol)
8.4g 3-AT wurden in 100 ml sterilem Aqua bidest geldst, sterilfiltriert und bei 4°C gelagert

Blocking-Puffer fiir Western-Blots
5 % (w/v) Trockenmilchpulver (5 g) wurde in 1x PBS/Tween (100 ml) geldst.

Coomassie Farbe und Entfarbelésung

0.5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G, 50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure

5 g Coomassie Brilliant Blue G wurden zu einer Mischung aus 500 ml Methanol und 100 ml
Essigsaure (99%) gegeben. Fir die Entfarbeléssung wurde die selbe Zusammensetzung
ohne Coomassie BrillantBlue G verwendet.
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1000x Cycloheximid Stocklésung
50 mg Cycloheximid wurden in 50 ml sterilem Aqua bidest gel6st, steril filtriert und bei 4°C
gelagert.

DEPC-behandeltes Wasser
1000 ml Wasser wurden mit 500 pl DEPC versetzt und Uber Nacht auf einem Magnetrihrer
bei 25°C gerlhrt, danach autoklaviert.

DNA Probenpuffer

9 mM Tris/HCI (pH 7,4), 0,45 mM EDTA, 46 % (v/v) Glycerol, (0,005 % (w/v)) Bromphenol-
blau und (0,005 % (w/v)) Xylencyanolblau

4.5 ml TE-Puffer pH7.4, 4.6 ml Glycerin, 0.2 ml 10% SDS-Lésung, 50ul 1% Bromphenolblau
(w/v) und 50ul 1% Xylencyanolblau (w/v) wurden zusammengegeben und mit Aqua dest. auf
10 ml aufgefllt.

1 M DTT-L6sung
1.545 g DTT wurde in 10 ml sterilem Wasser gelost, sterilfiltriert (0,22 um Porengréfe) und
in 1 ml Aliquots bei -20°C aufbewahrt.

0.5 M EDTA-L6sung pH 8.0
18.6 g EDTA wurden in 50 ml sterilem Aqua dest. geldst, mit 1M NaOH auf pH 8.0 eingestellt
und auf ein Endvolumen von 100 ml aufgefullt. Die Lésung wurde autoklaviert.

Ethidiumbromid-Stammlésung
400 mg Ethidiumbromid wurden in 40 ml Wasser geldst und lichtgeschutzt bei 4°C aufbe-
wahrt.

10x FGRB (Formamid Gel-Running-Puffer), Laufpuffer fiir RNA-Gele

3.4 g Natriumacetat, 1.9 g EDTA, 20.9 g MOPS-Saure wurden in 450 ml DEPC-behandeltem
Wasser geldst, der pH mit 2N NaOH auf 7.0 eingestellt und mit DEPC-Wasser auf 500 ml
aufgefillt.

ICKA Kinasepuffer (Immuno-Complex-Kinase-Assay-Buffer)

50 mM HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 2,5 mM EGTA, 1% Triton X100 und
10% (v/v) Glycerol wurden in Aqua bidest. geldst. Kurz vor Verwendung des Puffers wurden
1mM DTT, 2ug/ml Leupeptin, 2ug/ul Aprotinin, TmM PMSF, 10 mM NaF, 0,2mM Na; VO,
und 100 uM ATP zugegeben.

1 MIPTG
2.38 g IPTG wurden in 8 ml sterilem Wasser geldst, auf 10 ml aufgefullt, steril filtriert und als
1ml Aliquots bei —20°C eingefroren.

1x Lammli-Puffer (Protein-Probenpuffer)

60 mM Tris-base (pH 6,8), 10% (v/v) Glycerin, 3% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol,
0,005% (w/v) Bromphenolblau

0.6 ml 1M Tris-HCI-Puffer pH 6.8, 1ml Glycerin, 0.5 ml 3-Mercaptoethanol, 1.5 ml 20% (w/v)
SDS-Lésung und 50 pl 1% (w/v) Bromphenolblau wurden in 10 ml Aqua bidest. gelést und
als 1ml Aliquots bei —20°C eingefroren.

5x Lammli-Puffer (Protein-Probenpuffer)

300 mM Tris-base (pH 6,8), 50% (v/v) Glycerin, 15% (w/v) SDS, 25% (v/v) 3-Mercapto-
ethanol, 0,025% (w/v)) Bromphenolblau

3 ml 1M Tris-HCI-Puffer pH 6.8, 5 ml Glycerin, 2.5.ml 3-Mercaptoethanol, 7,5 ml 20% (w/v)
SDS-Ldsung und 250 ul 1%Bromphenolblau wurden in 10 ml Aqua bidest. geldst und als 1ml
Aliquots bei —20°C eingefroren.
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1 M Lithium-Acetat (10x Stammlésung)
10.2 g LiAc wurden in 100 ml Aqua bidest. gel6st und auf pH 7,5 eingestellt.

PBS/Tween
0,05% (v/v) Tween 20 (250 pl) wurden mit PBS (500 ml) vermischt.

50 % PEG (w/v)
500 g PEG 4000 wurden in Aqua bidest. geldst, auf 1000 ml aufgefiillt und dann steriffiltriert.

Plate-Mixture
Zu 89 ml 45% PEG 4000 (225 g in 500 ml Aqua bidest. gelost,steril filtriert),wurden 10 ml
1 M Lithiumacetat, 1ml 1 M Tris-Cl (pH 7,5) und 0,2 ml 0,5 M EDTA gegeben.

Ponceau S-Lésung
0.2% (w/v) Ponceau-S in 3% (w/v) Trichloressigsaure
1g Ponceau-S und 15 g Trichloressigsaure wurden in 500 ml Wasser geldst.

10x Proteingel-Laufpuffer (SDS-Page)
190 mM Gilycin, 25 mM Tris und 0,1% SDS (w/v)
60 g Tris, 287,5 g Glycin und 20 g SDS wurden in 2000 ml Aqua bidest. geldst.

Protein-Lysis-Puffer (TPE)

1%Triton X 100, 100 mM EDTA

2 ml Triton X 100 und 40 ml 0.5 M EDTA wurden in 1x PBS gel6st, auf 200 ml Endvolumen
aufgefiillt und bei 4°C gelagert. Vor Einsatz wurden folgende Proteinaseinhibitoren frisch
dazugegeben: 1% Aprotinin, 5 pg/ml Antipain, 0.5 pg/ml Leupeptin, 0.7 pg/ml Pepstatin A,
1 mg/ml PMSF.

Protein-Transferpuffer (Western-Transfer)

25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol

6 g Tris, 28,8 g Glycin und 400 ml Methanol wurden zusammengegeben und mit Aqua bidest
auf 2000 ml aufgefillt.

Protein-Waschpuffer

50 mM Tris pH7.5, 100 mM EDTA pH 7.5 und 0.1 % Tween 20

25 ml 1M Tris, 2.5 ml 20% Tween und 100 ml 0.5 M EDTA pH 7.5 wurden in 400 ml kaltem
Aqua bidest. geldst, auf ein Endvolumen von 500 ml aufgefullt und bei 4°C gelagert.

RNA-Probenpuffer
0.4 ml 37% Formaldehyd, 1.4 ml Formamid, 0.2 ml 10x FGRB, 0.12 ml 0.5% Bromphenol-
blau-Ldsung

10% SDS-L6sung

50 g SDS wurden in 400 ml Aqua bidest geldst und auf 68°C erwarmt, der pH mit einigen
Tropfen konzentrierter Schwefelsaure auf 7.2 eingestellt und das Volumen mit Aqua bidest
auf 500 ml aufgeflillt.

20x SSC-Losung
175,3 g NaCl, 88.2 g Na-Citrat wurden in 800 ml Aqua bidest gel6st, der pH auf 7.0 ein-
gestellt, auf ein Endvolumen von 1000 ml aufgefiillt und autoklaviert.

STET-Puffer

8 % (w/v) Saccharose (8 g), 50 mM EDTA (10 ml 0,5M EDTA), 50 mM Tris-Cl pH 8 (5 ml 1M
Tris-Hcl pH 8) und 5 % (v/v) Triton X-100 (5 ml) wurden in Aqua bidest. geldst und auf ein
Endvolumen von 100 ml aufgefullt.
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TAE-Puffer

40 mM Tris-Cl, 40 mM Eisessig, 2 mM EDTA pH 7,8

4,84 g Tris-Cl, 1 ml Eisessig, 2 ml 0,5M EDTA pH 8,0 wurden zu 800 ml Aqua bidest geben,
der pH auf 7,8 eingestellt und das Volumen auf 100 ml aufgefllt.

50xTAE-Puffer

2 M Tris-Cl, 2 M Eisessig, 100 mM EDTA pH 7,8

242 g Tris-Cl, 57,1ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 wurden zu 800 ml Aqua bidest
geben, der pH auf 7,8 eingestellt und das Volumen auf 100 ml aufgeflllt.

TB-Puffer

10 mM PIPES (1,5 g), 15 mM CaCl, (1,1 g) und 250 mM KCI (9,3 g) wurden in 400 ml Aqua
bidest. gelést und mit KOH auf pH 6,7 eingestellt. Anschlielend wurden 55 mM MnCl, (x 2
H> O) zugegeben (5,4 g), auf ein Endvolumen von 500 ml mit Aqua bidest. aufgefillt und ste-
ril filtriert (0,22 pym).

10xTBE-Puffer

1 M Tris-Base, 20 mM EDTA und 0,9 M Borsaure

108g Tris, 55 g Borsaure und 40 ml 0.5M EDTA (pH 8.0) wurden in Aqua bidest. gel6st, auf
pH 8,3 eingestellt und auf 1000 ml aufgefillt.

TE-Puffer

20 mM Tris-Base pH 7.4, 1mM EDTA

2.42 g Tris und 0.37 g EDTA wurden in 900 ml Aqua bidest gel6st, mit konz. HCI ein pH-Wert
von 7.4 eingestellt und mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgeflllt. Die Lésung wurde autoklaviert.

TE-Puffer (100x Stock-Lésung)

1 M Tris-Cl (121 g) wurde in 800 ml Aqua bidest. gel6st, mit HCI auf pH 7.4eingestellt, 100
mM EDTA (100 ml 0,5 M EDTA) wurden zugegeben, der pH nachreguliert und auf ein
Endvolumen von 1000 ml aufgefillt. Die Lésung wurde autoklaviert, bevor sie in einer
Verdunnung von 1:100 verwendet wurde.

1M Tris-HCI-Puffer pH 9.5, 8.0, 7.4, 6.8
121.1 g Tris wurden in 900 ml Wasser gel6st, der entsprechende pH mit konzentrierter HCI
eingestellt, die Lésung mit Wasser auf 1000 ml aufgefillt und autoklaviert.

X-Gal Stock-Lésung
20 mg/ml X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid) wurde in DMF gelést,
aliquotiert und bei -20°C in Dunkelheit gelagert.

Z-Puffer

60 mM Na,HPO, x 7H,0, 40 mM NaH,PO,4x H,O, 10 mM KCI und 1 mM MgSQO,4 x 7H,0
16.1 g Na;HPO, x 7H,0, 5.5 g NaH,PO, x H,O, 750 mg KCI und 250 MgSO, x 7H,O wurden
in 800 ml Aqua bidest. gel6st, der pH auf 7,0 eingestellt, das Volumen auf 1000 ml aufgefillt
und autoklaviert.

Z-Puffer/X-Gal-Mix

10 ml Z-Puffer wurden mit 27 ul B-Mercaptoethanol und 500 ul X-Gal Stocklésung vermischt,
so daf} sich eine Endkonzentration von 1 mg X-Gal pro 1 ml Puffer ergab. Diese Mixtur wur-
de immer erst kurz vor ihrer Verwendung angesetzt.
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4.8. Sonstiges

Antikorper

anti-cMyc 9E10-Antikorper (monoklonaler anti-Maus-Antikérper,MSZ)
TRITC-gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikérper, Dianova

FITC-gekoppelter anti-Phalloidin-Antikorper, Molucular Probes

FITC-gekoppelter anti-cMyc 9E10-Antikorper, Santa Cruz

anti-GST-4H3-Antikérper (monoklonaler anti-Maus-Hybridoma-Uberstand, nanotools)
anti-HA-Antikorper (polyklonaler anti-Maus-Antikérper, MSZ)

anti-hu-JNK1FL sc571 (polyklonaler anti-Kaninchen-Antikérper, Santa Cruz)

Sekundare Antikorper

Die verwendeten sekundaren Antikérper waren Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte Antikor-
per (Amersham), die gegen Kaninchen- oder Maus-Antikorper gerichtet sind. Sie wurden in
der Western-Blot-Detektion 1:5000 verdinnt verwendet.

rekombinante Proteine

GST-c-Jun, MBP

Bakteriell exprimiertes MBP und c-Jun werden routinemaflig im MSZ hergestellt und gerei-
nigt.

Bakteriell exprimiertes GST-p150-Spir-JBD wurde wie unter (— 5.3.1) beschrieben
hergestellt und gereinigt.

Sduregewaschene Glasperlen

Die Glasperlen wurden Uber Nacht unter leichtem Schwenken in 1 N HCI und anschlief3end
mehrmals mit Aqua bidest. gewaschen. Die Perlen wurden bei 80°C im Trockenschrank
getrocknet.

cDNA-Bibliothek fiir den Yeast-Two-Hybrid-Screen

Drosophila melanogaster embryo (21h Canton S.Embryos) MATCHMAKER cDNA Bibliothek,
Clontech, 1L4003AH

Primersequenzen fiir die Sequenzierung der EST-Klon-DNA-Sequenzen u.Two-Hybrid-
Klone

GH 10380 pACT-2 AD

5°(1) CAA CTG CAG CAG CAG CAG ATC TAA TAC CAC TAC AAT GGATGA TG
3’(1) CAA GAT CAT GGC GTG GGC ATC

LD 37577 pPACT-2 rueck

5°(1) GAT CAA GGC GTC GGA ATC ATC GTG CAC GAT GCACAG TTG AAG TG
3°(1) CTG CAT ACA ACC GCC CAC

T7 T3

AAT ACG ACT CAC TAT AGG GAG AC ATT AAC CCT CAC TAA AG
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Methoden

Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Methoden den Laborhandbichern
"Molecular cloning: a laboratory manual" von Sambrook et al.,"Current Protocols in Molecular
Biology" von Ausubel et al. und “Gentechnische Methoden von Gassen und Schrimpf ent-
nommen.

5.1.Bakterien

5.1.1. Aufzucht von Bakterien in Fliissigmedien (Ubernachtkulturen)

Alle verwendeten Plasmide enthalten ein Ampicillin-Resistenzgen fur die Selektion in Bakte-
rien. Plasmid-transformierte Bakterien (— 5.1.3.) wurden auf LB+Amp.-Platten Uber Nacht
bei 37°C selektioniert. Fiir Ubernachtkulturen wurde eine Bakterienkolonie mit einer sterilen
Impfése in LB+Amp.- oder TB+Amp.-Medium (2 ml) tGber Nacht bei 37°C im Luftschittler
aufgezogen (Vorkultur). Die Kultur wurde dann benutzt, um Glyceroldauerkulturen (— 5.1.4.)
anzulegen oder Plasmid-DNA im kleinen oder grof3en MalRstab zu praparieren (— 5.2.2).
Zum Animpfen der Ubernachtkultur wurde der Glycerolstock von auRen an der Oberflache
soweit angetaut, dafd mit einer ausgeglihten Impfése etwas von der Kultur aufgenommen
und in LB-Amp.- oder TB-Amp.-Medium Uberfihrt werden konnte. Die Glyceroldauerkultur
wurde dann sofort wieder bei -80°C gelagert.

5.1.2. Herstellung von ultrakompetenten Bakterien [Inoue et al. 1990]

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurde der Escherichia coli Stamm DH5a verwendet.
Diese Bakterien kdnnen durch Behandlung mit einem Calciumchlorid enthaltenden Puffer
(TB-Puffer) kompetent gemacht werden, d.h. dazu gebracht werden, Plasmid-DNA aus dem
umgebenden Medium aufzunehmen. Mit einem sterilen Zahnstocher wurden DH5a aus ei-
nem bei -80°C gelagerten Glycerolstock auf einer LB-Platte ausgestrichen und tber Nacht
bei 37°C inkubiert. 500 ml SOB-Medium in einem 2-I-Kolben wurden mit ca. 25 grof’en DH5a
Kolonien angeimpft und bei 18°C im Wasserbadschlittler bis zu einer ODgy von 0,6 kultiviert.
Die Kultur wurde 10 Minuten auf Eis abgekuhlt und anschlieffiend 10 Minuten bei 1600xg und
4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 160 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert. Es folgten
10 Minuten Inkubation auf Eis und danach 10 Minuten Zentrifugation. Das Pellet wurde in 40
ml TB-Puffer aufgenommen. Unter leichtem Schwenken wurde DMSO bis zu einer Endkon-
zentration von 7% (2,8 ml) zugegeben, um die Bakterien einfrieren zu kénnen. Nach 10 Mi-
nuten Inkubation der Zellsuspension auf Eis wurde sie a 50 pl fir Plasmid-Transformationen
und a 200 pl fur Ligations-Transformationen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefro-
ren und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

Die Kompetenz der Bakterien wird in Anzahl der transformierten Bakterien (= Klone) pro ein-
gesetzte DNA (ug) angegeben und lag durchschnittlich bei 10® Klonen pro 1 pg verwendeter
Plasmid-DNA.
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5.1.3.Transformation von kompetenten Bakterien mit Plasmiden

25-50 pl Aliquots der ultrakompetenten DH5a (— 5.1.2 oder Gibco) wurden langsam auf Eis
aufgetaut und mit 1 bis 5 pl Plasmid-DNA/Ligationsansatz vorsichtig vermischt. Die Zellen
wurden fur 30 Minuten auf Eis inkubiert, dann fir 90 Sekunden einem Hitzeschock von 42°C
ausgesetzt und erneut 2 Minuten auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 800 ul SOC-Flis-
sigmedium wurden die Zellsuspensionen fir 1 h bei 37°C in einem Luftschittler geschuttelt,
um sicherzustellen, dal} sich die Plasmide etablieren und z.B. eine Ampicillinresistenz pha-
notypisch auspragen kénnen. Dann wurden sie a 200 ul auf LB+Amp.-Platten ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank kultiviert.

5.1.4.Glyceroldauerkulturen

Fir die Lagerung der Bakterien wurden diese in glycerolhaltiges Medium Uberfihrt. Hierzu
wurden 800 ul einer frischen Bakterienlibernachtkultur und 200 pl Glycerol in ein 1,5 ml Re-
aktionsgefald gegeben, gut durchmischt und bei -80°C eingefroren.

5.2. DNA und RNA

5.2.1. Konstruktion von Expressionsplasmiden

Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe der PCR

Die PCR (polymerase chain reaction) ist eine Abfolge mehrerer Zyklen von Denaturierung
der DNA in Einzelstrange bei 94°C, abkuhlen der Reaktion auf die sogenannte Annealing-
Temperatur (Ta), die fir jeden Primer spezifisch und abhangig von seiner Nukleotidsequenz
und Schmelztemperatur ist. Dabei lagern sich die Primer an homologe Sequenzen der Ein-
zelstrang-DNA an. Die Annealing-Temperatur richtet sich nach der niedrigsten Schmelztem-
peratur der beiden Primer und sollte 2-5°C unterhalb dieser liegen. Es folgt die Elongati-
onsphase bei 72°C, bei der die DNA-Polymerase die Neusynthese der komplementaren
DNA an den 3'-OH-Enden der Primern durchflihrt. Die Elongationszeit richtet sich dabei
nach der GréRe des zu amplifizierenden Fragmentes und der Synthesegeschwindigkeit der
verwendeten DNA-Polymerase.

Fir die Reaktion wurden pro Ansatz 10 ul 10x Reaktionspuffer der Polymerase, 1,5 ul MgCl,
(25 mM-Stock), sofern es nicht bereits im Puffer enthalten war, 8 ul dNTP (10 mM-Stock),
jeweils 1 ul der beiden Primer (10 pM-Stock),1-5 ul DNA (50-100ng) und Aqua bidest auf ein
Endvolumen von 97.5 pul eingesetzt. Die DNA wurde bei einer Temperatur von 94°C fir 60
Sekunden in der PCR-Maschine denaturiert und dann 2,5 ul Pwo-Polymerase zugegeben.
Da bei den zur Klonierung entworfenen Primern Gberhangende nicht homologe DNA-Enden,
die Erkennungssequenzen flr den spateren Restriktionsverdau, synthetisiert werden sollen
und deshalb die Primersequenz nicht vollig mit der Sequenz der Ausgangs-DNA Uberein-
stimmt, wurde die PCR mit 5 Zyklen eines unspezifischen Annealingschrittes fir jeweils 90
Sekunden mit einer Temperatur 10°C unterhalb der eigentlichen Ta des Primers begonnen.
In einem zweiten PCR-Schritt mit der héheren, nun fir das Annealing der Primer an die
Fragmente passenden Ta sollte die Spezifitat der Reaktion erhéht werden. Dieser Zyklus
wurde 25-30 mal wiederholt. Die Elongation erfolgte in beiden PCR-Schritten bei 72°C und
dauerte abhangig von der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments und der verwen-
deten Polymerase, wobei die z.B. Pwo-Polymerase ca.2 Minuten pro kb DNA benétigte. Ein
Aliquot der amplifizierten DNA wurde zur Kontrolle der PCR mit 5 yl DNA-Probenpuffer ver-
mischt und je nach erwarteter ProduktgroRe auf ein entsprechend prozentiges Agarosegel
aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gel eluiert, sofern die PCR ein
Fragment der richtigen Grofie amplifiziert hatte.
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Restriktionsverdau von DNA (praparativ und analytisch)

Folgende Reaktionsansatze wurden standardmaiig verwendet:

¢ analytischer Verdau (20 ul): 3-5 ul Plasmid-DNA (0,1-1 ugDNA), 2 ul Reaktionspuffer, 1 ul
Restriktionsenzym, mit Aqua bidest. auf 20 yl Gesamtvolumen auffillen

e praparativer Verdau (20 ul): 5-10 ul Plasmid-DNA (1-5 ug DNA), 2 ul Reaktionspuffer, 1 ul
Restriktionsenzym, mit Aqua bidest. auf 20 yl Gesamtvolumen auffillen

Der Ansatz wurde fiir 1 bis 3 Stunden bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inku-
biert. Anschlieend wurde die Vollstandigkeit des Verdaues durch elektrophoretische Auf-
trennung auf einem Agarosegel kontrolliert .

Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen.

Je nach aufzutrennender DNA-FragmentgrofRe wurden 0,8-2%ige Agarosegele verwendet.
Z.B. wurde fur die Herstellung eines 1%igen Geles 1 g Agarose zusammen mit 100 ml 0,5x
TAE in der Mikrowelle aufgekocht. Nachdem die Lésung auf ca. 50°C abgekuhlt war, wurde
1 pl Ethidiumbromid-Stammlésung pro 100 ml hinzugefligt.Die Agaroselésung wurde in ab-
gedichtete Gelschlitten gegossen und ein Kamm blasenfrei eingesetzt. Nach erfolgter Poly-
merisierung bei Raumtemperatur konnte der Gelschlitten dann in eine Elektrophoresekam-
mer eingelegt und mit 0,5xTAE Uberschichtet werden.Die Taschen wurden mit den DNA-
Proben (1-20 yl DNA + 1-5 ul DNA-Probenpuffer) beladen. In eine Tasche wurden 0.5 ug
eines standardisierten DNA-Langenmarkers (1 kb Ladder) gegeben, mit dessen Hilfe die
Fragmentgrofen der aufgetrennten DNA abgeschatzt werden konnten. Das Gel lief bei kon-
stanter Spannung von 80 V fiir 30-60 Minuten und wurde anschliefsend unter UV-Licht (A =
365 nm) photographiert.

Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die durch Ethidiumbromid-Interkalierung unter UV-Licht fluoreszierenden DNA-Banden wur-
den auf einem UV-Lichtkasten (A = 365 nm) mit einem Skalpell aus dem Agarose-Gel aus-
geschnitten. Die in den Gelstlicken eingeschlossene DNA wurde mit Hilfe des QIAquick Gel-
Extraktions-Kits dem Herstellerprotokoll folgend extrahiert.

Herstellung von blunt-end-Fragmenten

Fur das Auffillen von 5'-Uberhangenden DNA-Enden wurde das Enzym DNA-Polymerase |
Large Fragment (Klenow, NEB) verwendet. Zum Restriktionsansatz wurde 1 ul einer 10 mM
dNTP-Lésung und 2 ul Klenow gegeben. Dann wurde er fir 1%z h bei Raumtemperatur inku-
biert und anschliellend mit Hilfe des QIAquick PCR-Purification Kits nach Herstellerprotokoll
aufgereinigt

Das Enzym T4-DNA-Polymerase wurde fur das Entfernen von 3'-Uberhdngenden DNA-
Enden verwendet. Zum Restriktionsansatz wurden 1 pl einer 10 mM dNTP-L6sung und 2 pl
T4-Polymerase (NEB) gegeben. Dann wurde er flr 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieend mit Hilfe des QIAquick PCR-Purification Kits aufgereinigt.

Dephosphorylierung von Vektor-DNA mit alkalischer Phosphatase

Direkt im Anschlufd an den Restriktionsverdau wurden 10-20 ul Aqua bidest., 5 ul 10x CIP-
Puffer und 1 ul CIP (10 U, NEB) hinzugefiigt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde
die Reaktion durch eine Inkubation fir 10 min bei 75°C gestoppt. Anschlielend wurde die
DNA nach elektrophoretischer Auftrennung mit Hilfe des QIAquick-Gelextraktions-Kits oder
der Restriktionsverdau direkt mit Hilfe des Q/Aquick PCR Purification-Kits aufgereinigt

Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Aufzureinigende DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des QlAquick PCR-Purification-Kits dem
Herstellerprotokoll folgend Uber Saulen aufgereinigt und mit 30 ul Elutionspuffer (10 mM Tris
pH 8,5) aus der Saulenmatrix eluiert.
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5.2.2. Plasmidisolation aus Escherichia coli

Plasmid-DNA Praparation aus E. coli (kleiner MaRstab, Miniprep )

1,5 ml einer 2ml Ubernachtkultur transformierter Bakterien in LB+Amp.-Flissigmedium wur-
den in ein Eppendorf-Gefaly dberfuhrt. In der Tischzentrifuge wurden die Bakterien bei
12.000 xg fiir 1 Minute pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 200 pl
Puffer 1 (Quiagen) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul Puffer 2 (Quiagen) wurde das
Eppendorf-Gefall mehrmals vorsichtig gewendet und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen
gelassen, bevor 200 ul Puffer 3 (Quiagen) zugegeben wurden. Nach erneutem Durchmi-
schen folgten 5 Minuten Inkubation auf Eis mit anschlieRender Zentrifugation fir 20 Minuten
bei 12.000xg. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefal tberfiihrt und die DNA
durch Zugabe von 500 pul 100% Isopropanol gefallt. Nach 15 mindtiger Zentrifugation bei
12.000xg wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 70% Ethanol gewaschen und fiir 10
Minuten getrocknet. Schliel3lich wurde die DNA in 30 ul 1xTris Puffer gel6st.

Plasmid-DNA Praparation aus E. coli (groBer MaRstab, Maxiprep)

Die fur Anwendungen, wie Sequenzierung oder Transfektion von Saugerzellen bendtigten
groReren Mengen an gereinigter Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi
Kits isoliert. Dabei wurden Bakterienkulturvolumen von 100 ml oder 500 ml verwendet und im
weiteren nach dem Herstellerprotokoll vorgegangen. Die isolierten DNA-Pellets wurden je
nach PelletgréRRe in 300-500 pl 1xTris-Puffer geldst und bei -20°C eingefroren. Zuvor wurden
3 ul der DNA-L&sung fur eine Konzentrationsbestimmung abgenommen (s.u.).

Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte durch photometrische Messung der opti-
schen Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm (entspricht dem Absorptionsmaximum) und
280 nm. Der Quotient aus diesen beiden MelRRdaten (OD,50/OD2gp) erlaubt eine Aussage Uber
den Reinheitsgrad der DNA. Er sollte zwischen 1,8 und 2,4 liegen. Eine optische Dichte von
1 entspricht bei doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50 ug/ml, bei einzel-
strangiger DNA und RNA von 40 pg/ml.

Die Konzentration der DNA wurde folgendermalien berechnet:

C= ODy¢ x 50 x Verdinnungsfaktor C: Konzentration in mg/ml
OD: Optische Dichte

5.2.3. Automatische DNA-Sequenzierung mit dem ABI PRISM 377
Integrated Thermal Cycler

Fir jede Reaktion wurden folgende Reagentien gemischt:

1 4g DNA template

1,0 yl Primer (10 pmol)

ddH»0 ad 16 ul Endvolumen

Die Sequenzierreaktion, Probenaufbereitung und Probenanalyse wurde von R. Krug (MSZ,
Wrzburg) durchgefuhrt

5.2.4. Einbringen von Punkt-oder Deletionsmutationen mit Hilfe des
Quick Change™ Site-Directed Mutagenesis Kit

Der QuickChange ™ Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene ist ein auf der PCR-
basierender Kit, mit dessen Hilfe Punktmutationen in bekannte, in ein Plasmid hineinklonierte
DNA-Sequenzen eingefligt werden oder auch DNA-Abschnitte deletiert werden kénnen. Fr
Punktmutationen wurden Primer generiert, die homolog zu der zu mutierenden DNA-
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Sequenz sind, zusatzlich aber eine oder mehrere der gewilinschten Punktmutationen tragen.
Far Deletionsmutationen wurden Primer entworfen, deren halbe Nukleotidsequenz homolog
zur Sequenz vor dem zu deletierenden Abschnitt und deren andere Halfte homolog zur Se-
quenz nach dem zu deletierenden Abschnitt ist. In einer PCR-Reaktion wurde dann das
komplette Plasmid amplifiziert und die Mutation inseriert. Die Durchflihrung erfolgte nach
dem Herstellerprotokoll.

5.2.5. RNA-Extraktion

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen oder Geweben erfolgte nach der optimierten
Guanidinisothiocyanat/Phenol-Extraktionsmethode mittels TRIzol™ Reagent (Life Technolo-
gies) oder peqGOLD TriFast™ (Peqlab) nach dem Herstellerprotokoll. Die Konzentration und
Reinheit der RNA wurde mittels photometrischer OD-Messung bei 260 und 280 nm Wellen-
lange bestimmt, wobei der A ,50, 280 —Quotient zwischen 1.6 und 1.8 liegen sollte. ( —» 5.2.2.)

5.2.6. Northern Blot

Elektrophoretische Auftrennung von RNA

Zur elektrophoretischen Auftrennung der RNA wurde ein denaturierendes Formaldehyd-
Agarosegel benutzt. (1% Agarose, 6,1% Formamid) Dazu wurden 1 g Agarose in 73,4 ml
DEPC-behandeltem dest. Wasser durch Kochen in der Mikrowelle geldst, nach Abklhlen der
Lésung auf 50°C 16.6 ml 37% Formaldehyd-Lésung und 10 ml 10x FGRB-Puffer zugegeben
und das Gel in der Gber Nacht in 1% SDS und 0,01 M NaOH inkubierten Gelform unterm
Abzug gegossen.

Jeweils zwischen 10 und 15 ug Gesamt-RNA wurde mit DEPC-behandeltem Wasser auf ein
Endvolumen von 15 pl erganzt und 5 ul RNA-Probenpuffer zugegeben. Die Proben wurden
15 min bei 65°C inkubiert, fir 3 min auf Eis gestellt, 3 ul Ethidiumbromidiésung fir RNA zu-
gegeben und fir 5 sec herunterzentrifugiert.

Nach Auspolymerisierung wurde das Gel in 1x Formaldehyd-Gellaufpuffer flir 5 min bei einer
Spannung von 5V/cm vorlaufen gelassen und dann mit den RNA-Proben beladen. Die E-
lektrophorese bei einer Spannung von 3-4V/cm wurde fur etwa 2 h fortgesetzt, bis die Brom-
phenolblau-Lauffront etwa 8 cm gelaufen war. Das Gel wurde dann flir 20 min in 0,05N Na-
OH-L&sung eingelegt, mit RNasefreiem Wasser gesplilt und fir 45 min in 20 x SSC inkubiert.

Transfer der RNA auf die Membran

Far den Transfer der RNA auf die Membran wurde ein Sockel, der etwas grof3er als das Gel
war, in eine Glasschale gelegt und mit einem Stlick 3 mm starkem Whatmann-Papier so be-
deckt, das die Papierenden Kontakt zum Pufferreservoir in der Glasschale hatten und eine
Briicke Uber den Sockel bildeten. Die Glasschale wurde mit 20 x SSC gefillt, so dal die Pa-
pierbriicke sich mit der Losung vollsaugen konnte und sorgfaltig alle Luftblasen zwischen
Unterlage und Papier entfernt. Eine Nylonmembran, deren Rander etwa 1mm Uber die Ran-
der des Gels hinausreichten, wurde mit dest. \Wasser benetzt und fiur 5 min in 20x SSC ein-
gelegt. Das Gel wurde mit der Unterseite nach oben auf das Papier gelegt, mit Parafilmstrei-
fen umrandet und mit der feuchten Nylonmembran luftblasenfrei bedeckt. Auf diesen Stapel
wurden nun nochmals zwei Whatmannpapierstiicke in Gelgrosse, die vorher in SSC ge-
taucht wurden, gelegt und ca. 10 cm hoch mit Papierlagen bedeckt, die mit einem 500 g Ge-
wicht beschwert und fixiert wurden. Der Transfer erfolgte fur 6-18 Stunden bei Raumtempe-
ratur. Danach wurde die Membran nach Lufttrocknung in Haushaltsfolie gewickelt und die
RNA durch 5 min Bestrahlung in einem UV-Transluminator kovalent an die Membran gebun-
den.
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Radioaktive Markierung der DNA-Sonde durch “random priming*“

Die DNA, die als Sonde zur Detektion der mRNA auf der Northern-Blot-Membran verwendet
werden sollte, wurde mit Hilfe eines random-primed-DNA-labeling-Kits (Bohringer) radioaktiv
markiert. Dazu wurden zwischen 50-200 ng doppelstrangiger DNA von einer Lange von 200
bis 1000 bp in 9 ul Endvolumen TE-Puffer gelést und bei 100°C fur 10 min denaturiert. Un-
mittelbar danach wurde die Probe fir 5 min auf Eis gestellt. Nach kurzer Zentrifugation wur-
den je 1 pl dATP, dGTP und dTTP, 2 ul 10x Reaktionspuffer, 50uCi o->*-P-dCTP und 1 pl
Klenow-Enzym zugegeben und die Probe fir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
dann durch Zugabe von 1 ul 0,5 M EDTA pH 8 abgestoppt. Nach Zugabe von 100 pl salmon-
sperm-carrier-DNA wurde die Probe nochmals 2 min gekocht und dann mit 500 ul vorge-
warmter Quick-Hybe-Hybridisierungslésung (Stratagene) vermischt.

Hybridisierung

Die Quick-Hybe-Lésung (Stratagene) wurde nach kurzem Schiitteln fir 20 min im Wasser-
bad bei 63°C vorgewarmt und dann 15-20 ml in eine Hybridisierungsrohre gefiillt. Nach kur-
zem Anfeuchten der Membran mit destilliertem Wasser wurde diese eingerollt und in die
Roéhre mit der Quick-Hybe-Losung gegeben, die die Membran Uberall benetzen sollte. Die
Roéhre wurde fir 30 min bei 65°C im Rollerofen prahybridisiert und dann die denaturierte ra-
dioaktiv markierte Sonde (siehe oben) zugegeben. Es folgte die Hybridisierung fir 4 Stunden
bei 63°C. Nach Waschen der Membran fur 2x 15 min in Waschpuffer 1 (2x SSC, 0,1% SDS)
wurde die Membran in Waschpuffer 2 (0,1x SSC, 0,1% SDS) 2x 15 min im Rollerofen inku-
biert und schlielilich in die Filmexpositionskassettte gelegt. Durch Autoradiografie konnten
nun die Signale ausgewertet werden.

5.3. Proteine

5.3.1.Bakterielle Expression und Aufreinigung rekombinanter
Proteine

Fir die Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen wurden Bakterien des Stammes E.coli
DH5a verwendet. Die flr die Expression von GST-Proteinen benutzten pGEX-Vektoren
(Pharmacia) besitzen einen LacZ-Promoter, der dieTranskription des GST-Fusions-Gens
kontrolliert. Die Expression wird durch IPTG (Isopropyl B-D-thiogalactopyranosid) induziert.
Die Aufreinigung aus den Bakterienlysaten erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Phar-
macia, wobei die GST-Fusionsproteine durch Bindung an eine Glutathion-Sepharose-Matrix
(Glutathion-Sepharose 4B) von den anderen bakteriellen Proteinen separiert und dann von der
Matrix durch Zugabe von freiem Glutathion eluiert werden

Die das Plasmid mit dem GST-Konstrukt enthaltenden Bakterien wurden in 50 ml LB-
Medium mit 50 ng/ml Ampicillin Gber Nacht bei 37°C und 220 UpM wachsen gelassen. Diese
Ubernachtkultur wurde dann in einen Erlenmeyerkolben in 600 ml LB-Medium mit Ampicillin
Uberimpft und fir ca. 4 Stunden bis zu einer ODgyy von 0.8 weiterwachsen gelassen. Nach
Erreichen der gewunschten Dichte der Bakterienkultur erfolgte die Induktion der Trans-
kription des vom lac-Z-Promotor kontrollierten GST-Konstrukts durch Zugabe von 0,1 mM
IPTG. Nach Wachsen der Bakterien fir 4-8 Stunden (abhéngig vom gewlinschten Protein)
bei 25°C und 220 UpM wurde die Kultur fir 30 Minuten bei 4°C und 4000UpM in einer
Beckmann-Zentrifuge abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 15 ml Lysepuffer (TPE) ver-
setzt mit Proteinseinhibitoren (— 4.7.) resuspendiert. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis,
um eine Degradation der Proteine zu vermeiden. Das Lysat wurde dreimal fir eine Minute in
Intervallen sonifiziert, um die Bakterienwand voéllig aufzuschliesen und die DNA zu fragmen-
tieren. Die Zellfragmente wurden in der Beckmann-Zentrifuge im SS34 Rotor bei 14000 UpM
und 4°C fir 30 Minuten herunterzentrifugiert und der Uberstand, welcher die Iéslichen GST-
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Fusionsproteine enthielt, mit Glutathion-Sepharosebeads (300-500 ug Beadvolumen) Uber
Nacht bei 4°C auf einem Nutator inkubiert. Die so an der Sepharose immobilisierten Proteine
wurden dann einmal mit Lysepuffer und zweimal mit Protein-Waschpuffer gewaschen und
bis zur weiteren Verwendung als 1:1 Suspension in Waschpuffer bei 4°C gelagert. Die Inte-
gritdt, Konzentration und Spezifitdt der aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurde durch
SDS-PAGE (— 5.3.3.) mit anschliessender Coomassie-Blaufarbung (— 5.3.2.) im Vergleich
zu BSA-Standards und mittels Immunodetektion im Westernblot (— 5.3.3.) verifiziert.

5.3.2. Farben von Proteingelen mit Coomassie-Blau

Die durch SDS-Page aufgetrennten Proteine kdnnen durch Anfarbung mit Coomassie-Blau
auf dem Gel sichtbar gemacht werden. Das Proteingel wurde dafur flr 30 min in Coomassie-
Blau-Farbeldsung gelegt und im Anschluss fir 4 h bis tber Nacht auf dem Schttler in Ent-
farbelésung unter mehrmaligem Wechseln des Entfarbers gewaschen, bis der Uberschussige
Farbstoff entfernt und die einzelnen Proteinbanden deutlich sichtbar waren.

5.3.3. Western-Blot

Der Nachweis exprimierter Proteine wird in Western-Blot-Experimenten gefuhrt. In Zell-
extrakten (— 5.3.4) enthaltene Proteine werden durch SDS-PAGE ihrer GroRe nach auf-
getrennt, auf Nitrozellulosefilter Ubertragen (Blotting) und dann mit spezifischen Antikdrpern
nachgewiesen. Dabei wird der Antikdrper-Antigen-Komplex durch Zugabe eines sekundaren
Antikorpers sichtbar gemacht, der an ein Enzym (HRP, horseradish-peroxidase) gekoppelt
ist, welches ein Substrat zur Lichtemission anregen kann.

Auftrennung von Proteinen durch eindimensionale SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurden Trenngele zwischen 6,5 und 12% Polyacrylamidgehalt mit einem pH-Wert von 9
verwendet. Das 3,75%ige Sammelgel hatte einen pH-Wert von 6,8. Die gewahlte Prozentig-
keit des Trenngels richtete sich nach der Grélke des nachzuweisenden Proteins. Je kleiner
das Protein war, um so hdherprozentig wurde das Trenngel gewahlt. Trenn- und Sammel-
gele wurden aus einer 33,9% bzw. 21% Acrylamid/ Bisacrylamid Stammlésung durch Zuga-
be entsprechender Mengen an Tris-Cl, Wasser, SDS, TEMED und APS gemischt:

Trenngel Sammelgel

6 % 10 % 12 %
Acrylamid- 5,85ml 9,3ml 11,16 ml Acrylamid- 2,25 ml
Bisacrylamid (37.5:1) Bisacrylamid

(19:1)

3 M Tris-Cl pH 9 3,8ml 3,8 ml 3,8 ml 1 M Tris-Cl pH 6,8 1,25 ml
Aqua bidest 19,195 ml |15,7 ml |[13,84 ml |Aqua bidest. 6,25 ml
20 % SDS 150 pl 150 pl 150 pl 20 % SDS 50 pl
TEMED 30 pl 30 ul 30 pl TEMED 15yl
10 % APS 150 pl 150 pl 150 pl 10 % APS 100 pl

Die Gele wurden zwischen zwei aufrecht stehenden Glasplatten (Grundplatte 18x11,5cm,
Ohrenplatte 18 x 9,5 cm), die durch Spacer an den Seiten und unten getrennt waren, gegos-
sen. Die Trenngelldsung wurde bis 2 cm unter den oberen Rand der Ohrenplatte gegossen
und mit 2-Propanol Uberschichtet. Nach Auspolymerisierung und Entfernung des 2-
Propanols wurde das Sammelgel gegossen und ein Gelkamm luftblasenfrei eingesetzt, der
nach Auspolymerisation des Sammelgels wieder herausgezogen wurde. AnschlieRend wur-
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de das Gel in die Gel-Elektrophoresekammer (Sigma) eingespannt und mit 1x SDS-Page-
Laufpuffer beflllt.

Die Proteinproben wurden in 1xLammlipuffer gelést und fir 5 Minuten bei 100°C gekocht.
Jede Kammtasche wurde mit 10-20 ul Probe bzw. mit 10 ul Proteinmarker beladen. Das Gel
wurde bei einer konstanten Stromstérke von 36 mA ca. 2,5 h laufen gelassen, bis die Brom-
phenolblaufront das untere Ende des Gels erreicht hatte.

Elektrophoretischer Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf eine
Nitrozellulosemembran (Blotten)

Das Blotten erfolgte mit einer Elektroblotkammer von Sigma, die mit SDS-Transferpuffer ge-
fullt war. Eine Nitrozellulosemembran und 4 3MM-Whatmann-Filterpapierstiicke wurden auf
GroRRe des Geles zugeschnitten. Whatmannpapier und 2 Schaumstoffschwamme aus der
Blotapparatur wurden in SDS-Transferpuffer aquilibriert, die Nitrozellulosemembran fir eine
Minute mit destilliertem Wasser befeuchtet. Der Blot wurde in folgender Reihenfolge im Plas-
tikeinsatz der Blotapparatur luftblasenfrei gestapelt: Schaumstoffschwamm, 2 Lagen What-
mannpapier, Gel, Membran, 2 Lagen Whatmanpapier, Schaumstoffschwamm. Der Blot im
Plastikeinsatz wurde in die Blottingkammer in den Transferpuffer so eingesetzt, das die Nit-
rozellulosemembran in Richtung Anode und das Gel zur Katode zeigte. Der Transfer fand
unter konstanter Stromstarke von 560 mA (0.8A/cm?) fiir 1,5 h statt.

Farbung der Membran mit Ponceau S

Um den Transfer zu kontrollieren, wurde die Nitrozellulosemembran fiir 5 min in Ponceau S
Lésung geschwenkt und anschliefliend unter flieRendem Wasser solange entfarbt, bis Pro-
teinbanden sichtbar wurden. AnschlieRend wurde die Membran mit PBS-Tween-Puffer wie-
der entfarbt.

Immundetektion von Proteinen (Immunoblot)

Zum immunologischem Nachweis der Proteine wurde die Membran mit spezifischen Antikor-
pern inkubiert. Hierzu wurden zunachst unspezifische Bindungstellen durch Inkubation des
Nitrozellulosefilters flir mindestens 1 h in Blockingpuffer abgesattigt Anschlieend wurde der
erste Antikorper, verdinnt in der gewlnschten Konzentration in Blockingpuffer, auf die
Membran gegeben. Nach 1- 3 h Inkubation auf dem Schdttler bei Raumtemperatur wurde mit
PBST 3 x 10 Minuten gewaschen. Es folgten 45 Minuten Inkubation mit dem sekundaren,
Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Antikérper (1:5000 in PBS-Tween/Blockingpuffer 3:1 viv
verdunnt). Danach wurde der Blot erneut wie oben beschrieben gewaschen und eine ECL
(Enhanced Chemoluminiscence) Nachweisreaktion durchgefihrt. Dazu wurden fur 1 Minute
1-5 ml der beiden 1:1 vermischten ECL-L6sungen Uber den Filter gegeben, dieser anschlies-
send getrocknet, mit Klarsichtfolie umhllt und in einer ECL-Expositionskassette plaziert. Die
Proteinbanden konnten durch Auflegen eines ECL-Hyperfilms autoradiografisch dokumen-
tiert werden.

5.3.4.Gewinnung von Proteinen aus Zell-Lysaten

Um exprimierte Proteine untersuchen zu kdénnen, wurden die Zellen durch Wahl entspre-
chender Lysispuffer (wie z.B. IKCA-Lysispuffer) aufgebrochen und gréRere unldsliche Zell-
bestandteile abzentrifugiert. Die Zell-Lysate konnten dann verwendet werden, um Protein-
expression nachzuweisen (—5.3.2), in Koimmunprazipitationsexperimenten Komplexbildung
zweier oder mehrerer Proteine zu zeigen (— 5.3.6.) oder in Kinase-Assays funktionelle Be-
ziehungen zwischen interagierenden Faktoren zu untersuchen (— 5.3.7.).

Sollten Totalproteinlysate aus Zellen ohne weitere Zwischenexperimente direkt auf SDS-
Polyacrylamidgelen analysiert werden, wurde wie folgt vorgegangen:

NIH3T3-Zellen, konfluent oder subkonfluent gewachsen, wurden nach einmaligem Waschen
mit PBS mit einer adaquaten Menge 1x Lammlipuffer versetzt (100 ul Lammlipuffer pro Ver-
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tiefung einer 6-Loch-Zellkulturplatte). Die lysierten Zellen wurden in Eppendorfgefasse pipet-
tiert, fir 5 Minuten bei 100°C gekocht, kurz zentrifugiert und anschliessend auf ein Proteingel
geladen bzw. bei —20°C gelagert.

5.3.5. Isolierung von Proteinextrakten aus Hefezellen

1ml einer Hefe-Ubernachtkultur wurden 1:50 verdiinnt in 10 ml frischem YPD-Medium ange-
setzt und bis zu einer OD ¢y von 0,5-0,8 kultiviert. Die Hefezellkultur wurde kurz auf Eis ge-
stellt, zentrifugiert (2300 UpM, 4°C, 3 min), das Pellet zweimal mit destilliertem Wasser ge-
waschen und in ein Eppendorf-Cap uberfuihrt. Das Pellet wurde in flissigem Stickstoff
schockgefroren und nach Zugabe von etwa der 5-fachen Menge des Pelletvolumens an
Lammli Puffer fir 10 min aufgekocht. Zwischenzeitlich wurde die Probe durch kraftiges Vor-
texen durchmischt und anschliessend auf Eis gestellt. Zum Aufbrechen der Zellwande wur-
den sauregewaschene Glasperlen zugegeben und die Caps flr 10 min im Vibrax-Schiittler
geschittelt. Nach nochmaligem Aufkochen fur 5 min wurden die Lysate erneut zentrifugiert
(5000 Upm, 4°C, 3min) und die Uberstande mit den geldsten Proteinen in ein neues Cap
Uberfihrt. Die Proben konnten nun auf ein SDS-Gel geladen oder bis zur Weiterverwendung
bei —20°C gelagert werden.

5.3.6.Prazipitation- und Koimmunoprazipitation

800 pl Zellysat (— 5.3.4) (die Proteinkonzentrationen zu vergleichender Ansatze wurden aus
identisch ausgesaten Zellkulturansatzen isoliert) wurden in Eppendorf-Gefalen vorgelegt
und 1 ug Antikérper gegen das zu prazipitierende Protein zugefigt. Die Proben wurden flr
1.5 h auf Eis gestellt, um die Immunprazipitation l6slicher Antigen-Antikérperkomplexe zu
ermdglichen. AnschlieRend wurden 20 pl Protein-A- oder G-Agarose hinzugegeben und die
Mixtur far 2 h bei 4 °C auf einem Rotarimischer inkubiert. In dieser Zeit konnten sich unlsli-
che Komplexe zwischen Fc-Epitop des Antikérpers und den Agarose-Perlen bilden, die
durch 1 minutige Zentrifugation bei 150x g sedimentiert wurden. Der Bodensatz wurde 2x mit
1 ml Lysispuffer gewaschen, bevor 30-50 ul 2x Lammli zugegeben und 5 Minuten bei 100°C
gekocht wurde. Die Proben wurden dann durch SDS-PAGE aufgetrennt und in Western-
Blots (— 5.3.3) auf koprazipitierte Proteine untersucht.

5.3.7.Kinaseassay

Je nachdem, ob in Zellen selbst liberexprimierte Kinasen und Substrate untersucht oder bak-
terielle GST-Fusionsproteine als Substrate angeboten werden, unterscheidet man in vivo
und in vitro-Kinaseassays. Nach der Zellyse mit dem entsprechendem Lysispuffer (— 4.7.)
und Immunprazipitation der Kinase (— 5.3.6.) wurden radioaktiv markiertes ATP und fir die
in in vitro—Untersuchung Substrate zugegeben. Je nach Aktivierungszustand ist die Kinase in
der Lage, ihr Substrat unter Verwendung des radioaktiven Phosphates zu phosphorylieren.
Nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE (— 5.3.3) kann der Phosphorylierungsgrad
des Substrates durch Autoradiografie oder am Phosphoimager qualitativ und quantitativ aus-
gewertet werden.

Die ersten Schritte bei einem Kinase-Assay waren identisch mit jenen in der Koimmunoprazi-
pitation. Zellen wurden mit IKCA-Lysispuffer lysiert und die zu untersuchenden Proteine mit
spezifischen Antikérpern immunprazipitiert (— 5.3.6.). Das Prazipitat wurde 2x mit 1ml Ly-
sispuffer und 1x mit Kinasepuffer gewaschen. Die Pellets wurden mit 30 ul Kinasepuffer, der
die entsprechenden Substrate und pro Reaktion 10 uCi [y*?P]-dATP enthielt, vermischt und
30 Minuten bei 37°C auf einem Schiuttler inkubiert. Die Reaktion wurde dann mit 10 ul 5x
Protein-Probenpuffer gestoppt, die Proben bei 95°C 5 Min. erhitzt, die Agarosepartikel pelle-
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tiert und der Uberstand mittels Immunblot mit spezifischen Antikérpern gegen die immun-
prazipitierten Proteine analysiert.

5.4. Zellkultur

5.4.1. Aufzucht von NIH3T3 Mausfibroblastenzellen

Bei NIH3T3-Zellen handelt es sich um immortalisierte, embryonale Maus-Fibroblasten.
NIH3T3-Zellen kdnnen gut mit eukaryotischen Expressionsplasmiden transfiziert werden und
exprimieren dann transient bzw. stabil die kodierten Proteine.

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer Sterilbank durchgefiihrt. Die adharend wach-
senden Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS als Monolayerkulturen in T75 Kulturflaschen
bei 37°C und 5% CO, im Gewebekulturbrutschrank vermehrt. Sobald die Zellen nahezu Kon-
fluenz erreicht hatten, wurde das Medium abgesaugt und sie wurden vorsichtig mit 5 ml PBS
ohne Calcium und Magnesium gewaschen. Es folgte eine Behandlung mit 3-5 ml
Trypsin/EDTA fur 2-5 Minuten im Brutschrank. Dadurch l6sen sich die Zellen vom Unter-
grund ab. Durch Zugabe von frischem Medium wurden die Zellen 1:5 bis 1:10 gesplittet und
in neue Kulturflaschen Uberflihrt. Nach 24 h in Kultur hatten sich die Zellen angeheftet und
das Medium wurde erneuert.

5.4.2.Transiente Transfektion mit Lipofectamin

Fir Transfektionsexperimente wurden 0,25x10° Zellen pro Loch einer 6-Loch-Platte aus-
gesat. In Transfektionsrohrchen wurden pro Ansatz 100 yl DMEM-Medium ohne Serum mit
insgesamt 1,5 ug DNA vorgelegt. Diesem Gemisch wurden jeweils 100 ul DMEM mit 6 pl
Lipofectamin zugefligt und 30 min stehen gelassen, um ddas Eindringen der DNA in die Li-
posomen zu ermdglichen. In der Zwischenzeit wurden die Zellen in den 6-Loch-Platten
zweimal mit serumfreien DMEM-Medium gewaschen, um samtliche Serumriickstande zu
beseitigen, die die Transfektionseffizienz erniedrigen kdénnen. SchlieBlich wurden auf die
Zellen die 200 pl Lipofektionsgemisch und 800 ul serumfreies DMEM-Medium pro Loch ge-
geben und die Platten fur 5 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach 5 h Transfek-
tionszeit wurde die Transfektionslésung abgesaugt, die Zellen mit 2ml frischem DMEM-
Medium mit Serum pro Loch geflttert und fiir 48 h kultiviert.

5.4.3. Immunfluoreszenz

NIH3T3-Zellen wurden wie oben beschrieben in 6-Loch-Platten mit Lipofectamin transfiziert.
Um eine fir die Immunfluoreszenz zu hohe Zelldichte zu vermeiden wurden die Zellen nach
24 h in Kultur mit 800 pl Trypsin/EDTA trypsinisiert.(— 5.4.1) 200 pl der Zellsuspension wur-
den in eine neue 6-Lochplatte auf sterile Deckglaschen (rund, Durchmesser 8 mm) ausgesat
und fur weitere 24 h kultiviert.Die restlichen 600 pl Zellsuspension wurden nach Zugabe von
2 ml frischem DMEM-Vollmedium pro Loch ebenfalls fflir 24 h weiterkultiviert, um Proteinly-
sate zur Kontrolle der Transfektionseffizienz herzustellen. Zur immunzytochemischen Anfar-
bung intrazellularer Proteine wurden die Zellen auf den Deckglaschen in den 6-Loch-Platten
nach Absaugen der Mediums zunachst zweimal mit PBS gewaschen und anschliessend mit
800 pl 3,7% Paraformaldehyd in PBS fiuir 20 min bei 4°C fixiert. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS erfolgte die Permeabilisierung der Zellmembranen durch Inkubation fir 4 min mit
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800 pul 0,2% TritonX-100 in PBS. Nach nochmaligem Wiederholen des Waschschrittes und
sorgfaltigem Absaugen des PBS rund um die Deckglaschen wurden auf jedes Deckglaschen
50 pl vom spezifischen Antikdrper (in der gewtinschten Konzentration in PBS mit 1% FCS
verdunnt, meist in Konzentrationen zwischen 1-2.5 ng/ml) pipettiert und die Platten fur 1 h in
einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Handelte es sich dabei um einen mit
dem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikdrper (z.B. anti-Myc-FITC) erfolgte die Inkuba-
tion im Dunkeln.Wurde ein sekundarer, fluoreszenzfarbstoffmarkierter Antikorper verwendet,
der spezifisch das Fc-Epitop des primaren Antikoérpers erkennt, erfolgte nach Abwaschen
des primaren Antikérpers mit PBS der Einsatz wie oben beschrieben und eine Inkubation flr
1 him Dunklen.

Dann wurde dreimal mit PBS und einmal mit bidestilliertem Wasser gewaschen, um Salzab-
lagerungen zu entfernen. Objekttrager wurden mit jeweils einem Tropfen Moviol (Harlow and
Lane, 1988) benetzt, die Deckglaschen kopfuber mit den Zellen nach unten daraufgegeben
und so in das Kunstharz eingebettet. Das Moviol hartete Gber Nacht aus und die Objekttra-
ger wurden bei 4°C im Dunkeln bis zur Auswertung mit dem Fluoreszenzmikroskop gelagert.
Durch die Einbettung im Kunstharz Moviol und das darin enthaltene DABCO, welches das
Ausbleichen der Farbung reduziert, sind die Objekte so fur Monate stabil.

5.5. Hefe-Two-Hybrid-System

Das Yeast-Two-Hybrid-System (YTH-System) ist ein hochsensitives in vivo Assay, um Pro-
tein-Protein-Interaktionen im Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae zu detektieren.
Das Prinzip des erstmals von Fields und Song beschriebenen Systems [Fields und Song
1989] beruht auf der Rekonstitution des GAL4-Transkriptionsfaktors aus einer DNA-
Bindedomane und einer Transaktivierungsdomane, was zur Expression von Reportergenen
in der Hefe fuhrt.(— Abb.6) [Fields und Sternglanz 1994; Licitra und Liu 1996; Leanna und
Hannink 1996; Shih et al.1996; Vidal et al. 1996 1 und 2; Broder et al.1998]. Die cDNAs der
auf ihre Interaktion zu testenden Proteine (Bait und Prey) missen in Hefeexpressionsplas-
mide kloniert sein und nach Transformation in den Two-Hybrid Hefestamm als Fusions-
proteine mit der DNA-bindenden Domane (DB) oder der Transaktivierenden Domane (TA)
des Gal-4 Transkriptionsfaktors exprimiert werden. (— Abb.7) Der Two-Hybrid-Hefestamm
enthalt die Reportergene lacZ (3-Galaktosidase) und HIS3 unter der Kontrolle eines Gal4-
responsiven Promotors (UAS, upstream activating sequence). Bei Interaktion zwischen Bait
und Prey wird der Gal4-Transkriptionsfaktor durch Interaktion seiner Aktivierungs-und Bin-
dungsdomane wieder funktionstlichtig und kann an den Promotor binden, was zur Expres-
sion von R-Galaktosidase (LacZ) und Histidin fuhrt
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Prinzip des Yeast-Two-Hybrid-Systems

Gal-4-DNA-Bindedomine Gal-4-DNA-transaktivierende
mit bait-Protein Domine mit prey-Protein (x)

1
X B

inaktive Reportergene

Die beiden auf Interaktion zu testenden Proteine (Bait und Prey) wurden mit der
DNA-Bindungs bzw. Transaktivierungsdoméine des Gal-4-Transkriptionsfaktors
fusioniert.

Aktive Reportergene

Bei Interaktion von Bait-und Prey-Protein wird der Gal-4-Transkriptionsfaktor
wieder rekonstituiert und funktionsfihig, was zur Aktivierung Gal-4-abhangiger
Reportergene in der Hefezelle fiihrt. Anhand der Produkte dieser Reportergene
ist eine Selektion der Hefeklone, die positive Interaktionen enthalten, moglich.

Abb 6: Prinzip des Yeast-Two-Hybrid-Systems [nach C.Hagemann 1999]

5.5.1. Yeast-Two-Hybrid-Screen

Mit Hilfe des YTH-Systems ist es moglich, cDNA-Expressionsbibliotheken zu durchsuchen
um in der Hefe neue Proteine (Prey-oder Beute-Proteine) zu identifizieren, die mit einem
Bait-(Kdder)-Protein in Wechselwirkung treten kénnen (Abb.6 ) In YTH-Screens verwendete
Hefestdmme sind flr die Synthese verschiedener Aminosauren auxotroph, die als Selek-
tionsmarker dienen, d.h. die entsprechenden Gene, um auf Mangelmedien wachsen zu kén-
nen, fehlen dem Wildtyp-Hefestamm und mussen ihm nach Transformation vom Bait- bzw.
Prey-Plasmid zur Verfigung gestellt werden. Der Hefestamm Y190 z.B. ist auxotroph fir die
Synthesen der Aminosauren Leucin und Tryptophan. Das Bait-Plasmid pAS2-1 tragt als Se-
lektionsmarker ein Gen, das den defekten Tryptophan-Syntheseweg von Y190 repariert, das
Prey-Plasmid pACT-2 das entsprechende Gen fir den Leucin-Syntheseweg. Durch entspre-
chende Wahl der Kulturmedien kann man so nach Transformation der Hefe mit den Plasmi-
den auf das Vorhandensein beider Plasmide in der Hefezelle selektieren. Im Hefestamm
Y190 ist auch das endogene HIS3-Gen zerstort, erst nach Aktivierung des GAL-4 abhangi-
gen HIS3-Reportergens nach Interaktion beider jeweils mit DB und TA fusionierten Proteine
kénnen die Hefen auf Histidin-Mangelmedium wachsen. So lassen sich durch Wachstums-
selektion Hefeklone mit Protein-Protein-Interaktionen detektieren. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Bait-Plasmid (pAS2-1 DJNK) und die Prey-Plasmide einer cDNA-Bibliothek (Clon-
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tech Matchmaker embyonale Drosophila melanogaster c-DNA Expressionsbibliothek) im
Hefe-Expressionsplasmid pACT-2) in die Hefe (Hefestamm Y190) transformiert. Hefezellen,
die das Bait oder Prey-Protein exprimieren, kdbnnen entsprechend dem im jeweiligen Plasmid
kodierten Selektionsmarker auf -Leu oder -Trp-Mangelmedium wachsen, auf -Leu/-Trp/-His-
Mangelmedium jedoch nur, wenn die exprimierten Fusionsproteine miteinander interagieren,
weil nur dann das Histidin-Reportergen exprimiert wird.

Bait Prey
. Abb.7: Schema eines Yeast-
Gal4 DB-DJNK Gal4 TA-X

v Two-Hybrid-Screens.
v Die auf Interaktion zu testenden
Proteine (Bait und Prey) werden
in Hefe-Expressionsplasmiden in
Fusion mit der DNA-Bindungs-
Doméane (DB) bzw. Transakti-

f vierenden Domane (TA) des
Transformation der Plasmide \ Ga|4-TranSkriptionsfaktors in den

in den Hefe-Reporterstamm

0 Hefestamm (Y190) transformiert.
@ Nur bei Interaktion beider Protei-

Hefe-Repertecstamm ne kommen DB und TA in raumli-

che Nahe, der Gal4-TF wird re-
konstituiert und funktionsfahig,
was zur transkriptionellen Aktivie-
rung der Gal4 abhangigen Repor-
tergene His3 und LacZ fiihrt. Wird
das Hefegen His3 exprimiert,
kdnnen die positiven Transfor-
manden auf Selektionsmedien
ohne Histidin wachsen, bei Ex-
pression des E.coli-Gens LacZ
(R-Galactosidase) kann x-Gal
gespalten werden, was durch der
Blaufarbung der positiven Klone
nach Substratgabe (X-Gal-Filter-
Assay) nachweisbar ist.

Wachstum positiver Klone auf Selektions- X-Gal-Filterassay positiver Klone
platten (Leu-, Trp-, His-) Priifen der Aktivitit des lac-Z-Reportergens

Dazu wurde zunachst das Bait pAS2-1 DJNK in Y190 transformiert und auf Selektionsplatten
(-Trp) wachsen gelassen. Ein erster X-Gal Assay der gewachsenen Hefeklone (— 5.5.4.)
zeigt, ob das Bait-Protein exprimiert wird. Gleichzeitig wird so kontrolliert, ob es allein eine
Reportergenaktivierung hervorrufen kann, was zu falsch positiven Ergebnissen flihren wir-
de. Bleibt die Kontrolle negativ, kann der eigentliche Screen durchgefihrt werden.

Der das Bait-Protein exprimierende Hefestamm wird mit einer cDNA-Bibliothek transformiert
(— 5.5.3) und auf Selektionsmedium (-Trp,-Leu,-His) gegeben. Die wachsenden Klone wer-
den mit dem X-Gal Filterassay (— 5.5.4) auf Aktivitat des B-Galctosidase-Reporters getestet.
Anschlieend 14t man die positiven Klone das Bait-Plasmid verlieren (— 5.5.4). Da es mog-
lich ist, dal® das Prey auch ohne Bait die Reportergene aktivieren kann, schlief3t sich nun ein
weiterer X-Gal-Test an, bei dem alle in dem Falle falsch positiven Klone aussortiert werden.
Die cDNAs der Prey-Proteine kdnnen dann durch Sequenzierung identifiziert werden (—
5.2.3.). In direkten Two-Hybrid Tests (— 5.5.3.) wird die Interaktion von Bait und Prey noch
einmal bestatigt, bevor durch Koimmunprazipitationsexperimente, Kinase-Assays (— 5.3.6.)
oder andere Methoden die Interaktion durch eine andere biochemische Methode verifiziert
und versucht werden kann, die physiologische Funktion der identifizierten Wechselwirkung
aufzuklaren
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5.5.2.Titerbestimmung und Amplifikation der cDNA-Bibliothek

Um eine cDNA-Expressionsbibliothek mit einen Two-Hybrid Screen durchsuchen zu kénnen,
mussen die enthaltenen cDNAs meist, um genug Material vorliegen zu haben, durch Trans-
formation in E.coli amplifiziert werden. Nach einer Ubernachtinkubaton bei 37°C wird zu-
nachst der Titer (cfu (colonie forming units)/ml), die Zahl der in der Bibliothek enthaltenen
unabhangigen Klone der cDNA-Bibliothek bestimmt. Fir einen Two-Hybrid Screen sollte
dieser etwa < 10° cfu/ml betragen. Zur Titerbestimmung werden zwei Verdiinnungen der
Originalglycerinkultur der Bibliotheken hergestellt: A) 1:10°> und B) 1:10°. 1 ul der Verdiin-
nung A und 50 bzw. 100 ul der Verdiinnung B wurden in 50 ul Medium auf eine vorgewarmte
LB-Agarplatte ausgestrichen. Um bei der Amplifikation 2-3 x die Anzahl der unabhangigen
Klone in der Bibliothek zu erhalten, wurde entsprechend dem Titer ein bestimmtes Volumen
der Glyceroldauerkulturen so mit LB-Medium verdinnt, dal® auf jeder der etwa 150 Agarplat-
ten von 150 mm Durchmesser ca. 50000 Kolonien/Platte wuchsen (20 h, 37°C).

Das Wachsen der Transformanden auf festem Medium soll die ungleichmaflige Amplifikation
einzelner Klone minimieren. Pro Platte wurden 2 ml LB-Medium zugegeben und die Klone
mit einem Zellschaber abgekratzt. Sie wurden in eisgeklhlten Zentrifugenbechern gesam-
melt. Insgesamt betrug das Volumen der Bakteriensuspension 2 |, welche nach dem Ab-
schaben noch 2 bis 4 h bei 37°C inkubiert wurde. Anschlielend wurde eine Plasmid-DNA-
Praparation im groRen Mal3stab (Quiagen-Mega-Plasmid-Purification-Kit) durchgefthrt, wo-
bei die Volumina der verwendeten Lésungen dem groRen Volumen des hier vorliegenden
Zellpellets angepalt wurden. Die DNA wurde mit Tris (10 mM, pH 8) geldst und die Konzent-
ration photometrisch bestimmt. Mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde der Reinheitsgrad
der DNA und das Vorkommen eventuell noch enthaltener RNA Uberpruft.

5.5.3. Transformation und Two-Hybrid-Tests

Transformation mit Plasmiden (small scale)

Eine Hefekolonie wurde fiir eine Ubernachtkultur in 50 ml YEPD Medium inokuliert und im
Wasserbadschuttler bei 30°C kultiviert. Jeweils 1 ml dieser Zellkultur wurde in ein steriles
Eppendorf-Gefald gegeben und 5 Sekunden in der Tischzentrifuge herunterzentrifugiert. Der
Uberstand wurde bis auf einen Rest von 50-100 pl abgenommen. Im verbliebenen Medium
wurde das Pellet resuspendiert. Anschliefend wurden 2 pl Carrier-DNA und ca. 1 pg Plas-
mid-DNA (~1-3 ul) hinzugefugt und gut gevortext. Bei Carrier-DNA handelt es sich um un-
spezifische, einzelstrangige DNA aus Lachs-Sperma (Gibco), die im Transformationsansatz
die Aufnahme von Plasmid-DNA durch Hefezellen unterstitzt. Es folgte die Zugabe von 0,5
ml Plate-Mixture und von 20ul DTT (1M), zwischendurch wurdeder Transformationsansatz
immer wieder gemischt. Die Eppendorf-Gefalte wurden anschliefiend flir 6-8 h oder Uber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem 10 minttigen Hitzeschock von 42°C wur-
den 200 ul Zellen in Bodenndhe des Reaktionsgefalles entnommen und auf Selektionsplat-
ten ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte bei 30°C, bis nach ca. 3 Tagen Klone sichtbar
wurden.

Direkte Two-Hybrid-Tests

Bait- und Prey-Plasmide zweier bekannter Proteine wurden gemeinsam in Y190 trans-
formiert.(— 5.5.3) Die Transformanten wurden zunachst auf -Leu/-Trp-Kulturplatten heran-
gezogen, bevor Nitrozellulosefilter fir X-Gal Filtertests auf -Leu/-Trp/-His Kulturplatten gelegt
wurden. Auf diese Filter wurden dann mit sterilen Zahnstochern einzelne Kolonien linienfor-
mig ausgestrichen. Die Kulturschalen mit den Filtern wurden Uber Nacht bei 30°C im Brut-
schrank kultiviert. Am nachsten Tag war Wachstum (Protein-Protein-Interaktion) gut von
Nichtwachstum (keine Wechselwirkung) unterscheidbar und es wurde zur Absicherung der
Ergebnisse ein X-Gal Assay durchgeflhrt.
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3-AT-Titration

Der verwendete Hefestamm Y190 gilt zwar als auxotroph fir das Histidin-Reportergen, kann
aber teilweise trotzdem in Histidinmangelmedium wachsen. Um Histidin als Selektions-
marker verwenden zu kdnnen gibt man daher den kompetitiven Inhibitor des Hefe HIS3-
Proteins 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) ins Selektionsmedium. In bestimmter Konzentration
unterdriickt 3-AT das Hintergrundwachstum nichttransformierter Y190-Klone auf —His-Plat-
ten. Da die optimale 3-AT-Konzentartion vom transformierten Plasmid im Hefestamm ab-
hangt und eine zu hohe Konzentration frisch transformierte Hefezellen abtéten kann, mufy
die optimale 3-AT-Konzentration flir jedes in Y190 transformierte Bait-Plasmid ermittelt wer-
den. Daflir wurden mit pAS21DJNK transformierte Y190 Hefezellen auf -Trp/-His—
Selektionsmedium-Platten, die jeweils 3-AT in den Konzentrationen von 25, 35, 45, 55 und
60 mM enthielten ausplattiert und bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Die niedrigste 3-AT
Konzentration, bei der nach 1 Woche Inkubationszeit nur kleine Kolonien unter 1mm Durch-
messer wachsen konnten, wurde als optimale Konzentartion fir das jeweilige Bait Protein im
weiteren fur die Selektion verwendet, im Falle von DJNK betrug die optimale 3-AT-
Konzentration 35 mM.

Transformation von Y190 fiir YTH-cDNA-Bibliothek Screens (large scale)
Die Transformation erfolgte nach Anleitung des “Clontech Matchmarker GAL4 Two-Hybrid
User Manuals®. Die Transformation des Bait-Pasmids und der Bibliotheksplasmide erfolgte
sequenziell, d.h. der Hefestamm Y 190 wurde zuerst mit dem pAS21DJNK transformiert
(small scale, — 5.5.3). Selektionierte Transformanten wurden herangezogen und dann in
einem zweiten Transformationsschritt mit den Bibliotheks-Prey-Plasmiden transformiert. Ko-
lonien, die mdgliche Wechselwirkungen zwischen Bait und Prey anzeigen, erschienen nach
ca. 6-10 Tagen Inkubation im 30°C Brutschrank.

Bestimmung der Transformationseffizienz

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz wurden 10 pl, 20 uyl und 50 pl Aliquots der
transformierten Zellsuspension auf -Leu/-Trp-Platten ausgestrichen und bei 30°C fir 2-3 Ta-
ge im Brutschrank inkubiert. Die gewachsenen Hefekolonien wurden gezahlt und auf das
Volumen des Gesamtansatzes sowie auf die Menge der insgesamt eingesetzten Bibliotheks-
cDNA hochgerechnet. Diese Werte geben die Zahl der insgesamt gescreenten Transforman-
ten bzw. die Transformationseffizienz pro ug DNA an.

5.5.4. X-Gal-Filter-lift-Assay (Lac-Z-Assay)

Nitrozellulosefilter (Hybond™-C Extra, Amersham) wurden auf die entsprechenden Selek-
tionskulturschalen gelegt und zu testende Y 190-Kolonien auf ihnen ausgestrichen. Die Hefen
wurden Uber Nacht bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Filter
mit nach oben weisender Kolonieseite in flissigen Stickstoff getaucht, wodurch die Zellen
aufbrachen und dann bei Raumtemperatur kurz aufgetaut.

In leere Kulturschalen wurde je 1,8 ml Z-Puffer/X-Gal-Mix gegeben. Ein Whatman-Rundfilter
wurde hineingelegt und auf seine Oberflache mit nach oben zeigender Kolonieseite der auf-
getaute Nitrozellulosefilter aufgelegt. Die Petrischale wurde mit Parafilm abgedichtet und bei
30°C im Brutschrank inkubiert. Nach 30 Minuten, 4 h und 12 h wurde auf Blaufarbung kon-
trolliert. Dabei gibt der Zeitpunkt des Auftretens einer ersten Blaufarbung einen groben Hin-
weis auf die Starke der Wechselwirkung (30 Minuten = starke, 4 h = mittlere und 12 h =
schwache Interaktion). Die Filter wurden unter dem Abzug getrocknet und aufbewahrt.
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5.5.5. Bait-Elimination/Cycloheximid-Gegenselektion

Unter im lacZ-Test positiven Kolonien kdnnen sich falsch Positive befinden, wenn das Prey-
Protein beispielsweise allein an die DNA binden kann und dadurch auch ohne Wechselwir-
kung mit dem Bait-Protein die Reportergene zur Expression angeregt werden. Falsch positi-
ve Zellen kénnen identifiziert werden, indem man durch geeignete Selektionsbedingungen
die Hefe veranlal3t, das Bait-Plasmid zu verlieren und nur noch das Prey-Protein zu expri-
mieren. Alle Kolonien mit wirklicher Wechselwirkung zwischen Bait- und Prey-Protein sollten
im lacZ-Assay nach Zugabe von X-Gal weil} bleiben, die falsch positiven weiter blaue Far-
bung zeigen. Hefestdmme wie CG-1945 und Y190 tragen das cyh'2 Mutantenallel und sind
damit Cycloheximid resistent. Das Wildtyp-Gen CYH®2 ist cyh’2 gegeniiber dominant. Wird
ein solcher Hefestamm mit einem Plasmid wie pAS2.1 transformiert, welches das Wildtyp-
Gen CYH®2 kodiert, wird der Stamm Cycloheximid-sensitiv. So kann man Hefezellen selek-
tieren, die spontan das CYH®2-tragende Bait-Plasmid verloren, das Prey-Plasmid aber be-
halten haben, indem man die Kotransformanten auf Cycloheximid-haltigen Selektionsplatten
ohne Leucin ausstreicht. Von jedem zu testenden Kotransformanten (Cyh®) wurde eine 1-3
mm grofde Kolonie gepickt und in 200 pl sterilen Wasser resuspendiert. 100 yl davon sowie
100 pl einer 1:100 Verdinnung wurden auf -Leu/+Cycloheximid Platten (10 ug/ml fir Y190)
ausgestrichen und die Platten fiir 3-5 Tage bei 30°C inkubiert, bis individuelle CyhR-Kolonien
erschienen. Zur Kontrolle wurden die Klone nochmals auf -Trp und -Leu Selektionsplatten
aufgetragen. Klone, die nur noch das Prey-Protein enthielten, sollten nur noch auf Tryp-
tophanmangelmedium, aber nicht mehr auf Leucinmagelplatten wachsen kénnen und im lac-
Z-Farbetest weil bleiben. Von diesen sogenannten echt positiven Cyh®-Segreganten konnte
das Prey-Plasmid isoliert werden.

5.5.6. DNA-Gewinnung, Sequenzierung und Identifikation

Plasmid-DNA-Gewinnung aus Hefe

1,5 ml einer Hefe-Ubernachtkultur wurden 10 Sekunden bei 12.000 x g in der Tischzentrifuge
sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 100 yl STET-Puffer resuspendiert und nach Zugabe
von 100 ul Glasperlen fir 5 Minuten im IKA-Vibrax geschiittelt. Nach erneuter Zugabe von
100 ul STET-Puffer wurde der Ansatz gevortext und flr 3 Minuten bei 100°C gekocht. Nach
Abklhlung auf Eis und 10 minttiger Zentrifugation bei 4°C (12.000 x g) wurden 100 pul des
Uberstandes in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt, welches bereits 50 yl 7,5 M Ammo-
niumacetat enthielt. Es folgten 30 Minuten Inkubation bei -20°C und 10 Minuten Zentrifuga-
tion (12.000 x g) bei 4°C. 100 pl des Uberstandes wurden zu 400 pl vorgekiihltem 100%igem
Ethanol gegeben, gemischt, 5 Minuten auf Eis gestellt und dann 10 Minuten mit 12.000 x g
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in 10-20 pl 1x TE gel6st. Zur weiteren
Amplifikation wurden auf diese DNA-L6sung 200 pl ultrakompetente DH5a gegeben und mit
den Hefeplasmiden transformiert. Zur Gewinnung der Plasmid-DNA wurden Plasmidprapara-
tionen durchgefihrt .

Identifikation von cDNA-Sequenzen durch computergestiitzten Datenbank-
vergleich

DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe der Blast-Search-Funktion des

1011 National Center for
Biotechnology Information

www.ncbi.nim.nih.gov/index.html

im World Wide Web des Internet identifiziert.
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6. Ergebnisse

6.1. Klonierung der Two-Hybrid-Konstrukte, Test auf Expression in

der Hefe und Funktionalitat im Two-Hybrid-Assay

Als Koderprotein (Bait) fur den Two-Hybrid-Screen wurde die Drosophila melano-
gaster c-Jun-N-terminale Kinase DJNK (basket) verwendet. Dazu wurde die vollstan-
dige cDNA mittels PCR in das Gal-4-BD-Plasmid pAS2-1 kloniert (— 4.4.) und die
Korrektheit der Klonierung durch Sequenzierung kontrolliert. Die Expression des
DJNK-Proteins in Y190-Hefezellen wurde mittels Westernblot analysiert und in
direkten Two-Hybrid-Tests durch Interaktionstests zwischen DJNK und dem murinen
Scaffold-Protein JIP-1 (JNK-interacting-Protein1) getestet. (— 6.3., vgl. Abb.8,

Positivkontrolle )

6.2. Screen einer embryonalen Drosophila melanogaster cDNA-

Expressionsbibliothek

Die beschriecbenen Effekte des DJNK-Signalweges in Drosophila, die zum
sogenannten ,dorsal closure Phanotyp flhren, zeigen sich wahrend der Embryonal-
entwicklung der Fliegen. Aus diesem Grund wurde fur die Suche nach neuen Inter-
aktionspartnern fur DJNK eine embryonale Drosophila melanogaster cONA Expres-
sionsbibliothek verwendet.

Insgesamt wurden 8.23 x 10° Klone gescreent. Von urspriinglich 172 Histidin- und
LacZ-positiven Klonen wurden 44 Klone als positiv gewertet, da der Histidin- und
LacZ- positive Phanotyp in Abhangigkeit von der Prasenz des DJNK enthaltenden
Bait-Plasmids in der Hefezelle bestand.

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Analyse von Gen-und Proteinstrukur
und Funktion des als p150-Spir (— 6.3.) bezeichneten identifizierten neuen

Interaktionspartners von DJNK.
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6.3. Identifizierung der Exon-Intron- Struktur des spir-Gens

Vier der im Two-Hybrid-Screen gefundenen Klone, die mit DINK interagierten, hatten
identische Nukleotidsequenzen, die sich nur in der Lange der isolierten cDNA-
Sequenz unterschieden. Alle 4 Klone zeigten eine stark positive Reaktion in /ac-Z-
Reportergentest auf die Fahigkeit, x-Gal zu spalten.(— 5.5.4.) Eine Blaufarbung trat
bereits nach 30 Minuten auf. Diese Interaktion war mit DJNK und Sauger-JNK-
(getestet an Ratten-JNK2) und in geringerer Starke auch mit Sauger-p38
nachweisbar, aber nicht mit Sduger-ERK2. (— Abb. 8 )

DJNK JNK ERK2
| 4
.t '3
DM spir [ g
'
a8
JIP-1 JBD i)

Abb.8 : LacZ-Assay: Abgebildet ist ein Filter mit Hefeklonen, in denen die Interaktionen von
einem der isolierten cDNA-Klone, hier als Spir bezeichnet, mit verschiedenen Proteinen
getestet wurde. Bei Interaktion zwischen den Proteinen kommt es zur Aktivierung des lac-Z-
Reportergens, was sich in der Blaufarbung der positiven Klone nach Gabe des Substrats
x-Gal zeigt. Spir (DM spir) interagiert mit DJNK (pAS2-1DJNK), JNK-2 (pAS2-JNK2), aber
nicht mit ERK2 (pAS2-ERK2). Als Positivkontrolle wird die Interaktion von DJNK (pAS2-
DJNK) und JNK2 (pAS2-JNK2) mit der JNK-bindenden Domane (JBD) von murinem JIP-1
(PACT-2JIP-1) gezeigt.
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Zeitgleich fand die Arbeitsgruppe von Lynn Manseau (University of Arizona) einen
cDNA-Klon identischer Sequenz. Die loss-of-function-Mutation des Gens spire (spir)
fuhrt in Fliegenembryonen zu einem letalen Phanotyp, weshalb der im Two-Hybrid-
Screen gefundene Interaktionspartner fir DJNK im folgenden als p150-Spir bezeich-
net wird. [Wellington et al 1999] Bei den im Two-Hybrid Screen isolierten cDNA-
Klonen handelte es sich nicht um die vollstandige flr p150-Spir codierende Sequenz,
sondern um eine Teilsequenz, die bis zum Stopcodon reichte, der aber das Start-
codon am 5°-Ende fehlte. Nach Sequenzierung der DNA und Translation in die
Aminosauresequenz zeigten die Klone offene Leserahmen von 171, 119, 60 bzw. 53
Aminosauren. Der kodierende Bereich des kirzesten cDNA- Klons, dessen Protein
noch mit JNK interagierte, umfasste die letzten carboxyterminalen 53 Aminosauren
von p150-Spir.

Vergleiche der isolierten cDNA-Sequenzen mit genomischen DNA-Datenbanken
fuhrten zur ldentifikation des genomischen Drosophila- P1-Phagenklons DS05187.
Eine computergestutzte Exon-Intron-Analyse der Sequenz des genomischen Klones
lie® mit hoher Wahrscheinlichkeit die Lokalisation der gefundenen Klone in einem
Exon vermuten. Auf Grund des Vergleichs der genomischen Sequenz mit EST
(expressed-sequence-tags)-Datenbanken wurden 4 cDNA-Klone gefunden, welche
moglicherweise den vollstandigen offenen Leserahmen des Gens enthalten. Die
Klone wurden bestellt und ihre DNA-Sequenzen analysiert. Sequenzvergleiche zwi-
schen den cDNA-Sequenzen und der genomischen Sequenz zeigten, dald die cDNA-
Klone die gesamte kodierende Sequenz des p150-spir-Gens umfassten. So konnte
die komplette Exon-Intron-Struktur des Gens ermittelt und in die Aminosauresequenz
des p150-Spir-Proteins translatiert werden. Das p150-spir-Gen besteht aus 17 Exons
und besitzt einen offenen Leserahmen von 1020 Aminosauren. (— Abb.9) Die

komplette DNA und Proteinsequenz befindet sich im Anhang.
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6.4. Domanenstruktur von p150-Spir

p150-Spir ist ein Multidomanenprotein, das in seiner aminoterminalen Halfte vier auf-
einanderfolgende WH2 (Wiskott Aldrich Protein Homology Domain 2) Domanen
besitzt. (—7.2.) WH2-Domanen binden monomeres Aktin. Proteine der sogenannten
WH2-Protein-Familie wie WASP (Wiskott Aldrich Syndrom Protein) oder WAVE sind
an der Reorganisation von Aktinstrukturen beteiligt.

Eine weitere im Protein enthaltene Domaéane ist eine modifizierte FYVE-Zinkfinger-
Struktur (MFYVE) mit 8 Cysteinen im zentralen Bereich des Proteins. FYVE-
Zinkfinger (der Name leitet sich von den ersten beschriebenen Proteinen mit diesen
Domanen Fab1, YGLO23, Vsp27und EEA1 ab) binden das Membranlipid Phos-
phatydilinositol-3-Phosphat (PtdIns-3-P) und vermitteln so eine Interaktion zwischen
FYVE-Domanen enthaltenden Proteinen und Membranstrukturen. FYVE-Domanen-
Proteine sind in zellulare Vesikeltransportprozesse involviert. Die FYVE-Domanen-
struktur in p150-Spir zeigt im Vergleich zu den bekannten FYVE-Domanen einige
Unterschiede, weshalb sie als modifizierte FYVE-Domane (mFYVE) bezeichnet wird.
Neben einer Insertion von 197 Aminosauren zwischen dem 6. und 7. Cystein, die in
variierender Lange in allen Spir-Proteinen vorkommt (— vgl. 7.4., Abb.27), fehlt im
FYVE-Zinkfingermotiv der Spir-Proteine eine in der klassischen FYVE-Domane
enthaltene Folge von basischen Aminosauren, die fur die Bindung von Ptdins-3—P
essentiell sind. Vermutlich bindet die mFYVE-Domane in p150-Spir andere
Substrate. (> 7.3.).

p150-Spir
mFYVE
acidic WH2 Spir-Box DEJL
N | [ [T [ T L Bic
C1-6 T C7,8
aa 197

Abb.10: Proteindomanenstruktur von p150-Spir. Das Protein besitzt ein N-terminales
saures Sequenzmotiv (acidic domain), vier WH2-Domanen, eine in allen Spir-Proteinen
konservierte Spir-Box, eine modifizierte FYVE-Doméane (-FYVE) mit einer Insertion (L) von
197 AS zwischen den Cysteinen 6 und 7 und ein C-terminales DEJL-Motiv. (— 7.4.)
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Weitere auffallige Sequenzmotive sind eine Folge saurer Aminosauren vor den WH2-
Domanen (acidic domain, AD) und eine Domane, die flr alle bisher gefundenen Spir-
Proteine charakteristisch ist, bezeichnet als Spir-Box, siehe dazu Kapitel 7.4.
Am C-terminalen Ende von p150-Spir befindet sich die in den im Screen gefun-
denen Klonen enthaltene Sequenz, ein DEJL-Motiv (Docking Site for Erk and Jnk,
LxL) DEJL-Motive bestehen aus einer aminoterminal gelegenen Folge basischer
Aminosauren, der sich eine L/I-X-L/I-Sequenz anschlie3t. (— Abb.11) Sie wurden als
Bindungsdomanen fur MAPkinasen, wie JNK und Erk beschrieben, die die Inter-
aktion der Kinasen mit Regulatorproteinen oder ihren Substraten vermitteln (— 7.1.)
[Jacobs et al.1999] In p150-Spir bilden die carboxyterminalen Aminosauren 997-
1014 mit der Sequenz KQKRSSARNRTIQNLTLD das DEJL-Motiv.

p150-Spir 990 NEITSSVKQRSSARNRTIQN - LTLDLTPVWK 1020

d-MEK MSKNKLN - - - LVLPP
h-JNK1 QGKRKA - - - - LKLNF
sp-BYR1 MFKRRRNPKGLVLNP
sc-Ste7 LQRRNLKG - - LNLNL

DEJL-Konsensus: K/R-X-X-K/R-X (14y —L/1-X-L/I

Abb.11: DEJL-Konsensussequenz von p150-Spir im Vergleich mit anderern dieses Motiv
enthaltenden Proteinen
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6.5. Expression der spir mRNA in Drosophila

Um eine Aussage Uber die GroRe der Messenger-RNA von p150-spir und das
Expressionsmuster in verschiedenen Entwicklungsstadien von Drosophila treffen zu
konnen, wurde eine Northern-Blot Analyse durchgefuhrt. Dazu wurde die Gesamt-
RNA aus Embryonen, Larven und adulten Fliegen (Mannchen und Weibchen) isoliert
(— 5.2.5.), auf einem 1%igen denaturierendem Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt
und auf eine Nylonmembran transferiert. (— 5.2.6.) Pro Gelspur wurden 15ug RNA
eingesetzt. Als Sonde wurde ein p150-Spir cDNA Fragment verwendet. In der
Autoradiografie war ein Transkript von ca 4000 bp Lange detektierbar. Das starkste
Signal zeigte die RNA aus adulten Fliegen, wobei das Signal in der RNA der
Weibchen deutlich starker war als in der der Mannchen. Eine Erklarung dafiur konnte

sein, das Spir als Maternaleffektgen in groRere Menge in den Ovarien vorhanden ist.

1.3 kb

28s RNA

Abb.12 : Northern-Blot
Dargestellt ist die Expression der p150-Spir-mRNA in Drosophila-Embryonen, Larven,

adulten Fliegen und in erwachsenen mannlichen und weiblichen Tieren, als Kontrolle
befindet sich ganz links Total-RNA aus NIH3T3-Mausfibroblastenzellen.
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6.6. Klonierung der spir- cDNA und Laufverhalten in der Proteingel-

elektrophorese

Nach Aufklarung der Exon-Intron-Struktur des p150-spir-Gens war es noétig, die
p150-Spir-cDNA in geeignete Expressionsplasmide zu klonieren, um weitere
Experimente durchfuhren zu kdnnen. Die vollstandige p150-Spir-cDNA wurde aus 2
Drosophila- cDNA-Klonen (GH 10380 und LD 37577, — 4.4. und Abb.9) zusam-
mengesetzt. Dazu wurden die Nukleotide 1 (entspricht ATG) bis 670 aus GH 10380
mittels PCR mit Restriktionsschnittstellen fur BamHI und Accl versehen und mit
einem myc-Epitop fusioniert, die Nukleotide 671-3060 wurden aus LD 37577 mit
Accl und Clal ausgeschnitten. Beide Fragmente wurden in den eukaryotischen
Expressionsvektor BJ4 Gber die Restriktionsschnittstellen BamHI| und Cla | kloniert.
Zur Analyse des Laufverhaltens des p150-Spir-Proteins wurden Mausfibroblasten
(NIH3T3) mit dem BJ4-myc-p150-Spir—Plasmid transient transfiziert (—»5.4.2.), die
Zellen zur Gewinnung der enthaltenen Proteine mit Proteinprobenpuffer lysiert
(—5.3.4.) und mittels SDS-Proteingelelektrophorese auf einem 10%igen Polyacryl-
amidgel aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran wurden die
Proteine durch Detektion mit einem gegen den Myc-Epitop gerichteten Antikorper
nachgewiesen. (— 5.3.3.). Das Spir-Protein lauft bei etwa 150 kDa und wurde
deshalb als p150-Spir bezeichnet. (— Abb.13).

Abb.13: Western Blot

{.‘-_;'Q NIH3T3-Zellen wurden transient
’ mit  p150-Spir  (BJ4-myc-Spir)
. *i,,"'-" transfiziert, die Proteinlysate auf

-5_-.':" hﬁ einem 10%SDS-Gel aufgetrennt
{Fq{ba und p150-Spir mit einem anti-

cMyc-Antikorper nachgewiesen.
212 — & Die Probe links zeigt die Negativ-
kontrolle, mit leerem BJ4-Plasmid
transfizierte Zellen, die rechte

122 = Probe zeigt cMyc-Epitop-markier-
tes p150-Spir Protein. p150-Spir
83 — lauft in der SDS-Proteingelelek-
trophorese mit einem Molekular-
gewicht von 150 kDa.
51 =
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6.7. Spir ist evolutionar hoch konserviert

Bei Sequenzvergleichen in Proteindatenbanken fanden sich Spir-Sequenzen in
verschiedenenen Spezies. So zeigt die p150-Spir-Proteinsequenz Ahnlichkeit zu
Pem-5 (posterior endmark gene ), einem Gen unbekannter Funktion im Ascidien
Ciona savignyi, dessen mRNA im Ascidien-Embryo am posterioren Pol lokalisiert ist.
[Satou und Satoh 1997] Spir- Sequenzen konnten in humanen und murinen-EST-
Datenbanken gefunden werden, die allerdings noch keine vollstandige cDNA
ergeben.(— Abb.14) Die Herkunft der EST-Klone deutet auf ein breites Ex-
pressionsspektrum von Spir-Proteinen in Saugergeweben hin, die humanen EST-
Sequenzen stammen aus neuroendokrinen Tumoren (Lungencarcinoid, AA928857,
1e-30), aktivierten T-Lymphozyten (EST95010,8e-30), Testis (AA383439,7 e-09),
Cervixcarcinom (HelLa-Zellen, AA085502,1e-07), fetaler Leber und Milz (R06205,7e-
05), die Maus-EST-Klone aus Mausfoten (W54692,8e-15), Hirn (AU035598,2e-04)
und Hypothalamus (AA982706,2e-08).[Wellington et al 1999, Kazusa DNA Research
Institute]

Die humanen spir- Sequenzen sind auf den Chromosomen 16 und 18 lokalisiert. Es
handelt sich dabei um 2 humane spir-Gene: spir 1 auf Chromosom 18p11.2 und spir
2 auf Chromosom 16g24.3.

In Northern-Blot Analysen mit RNA aus humanen Zellinien konnte fur humanes spir-1
eine Expression eines ca 4.5 kb grof3en Transkripts in HeLa-Zellen (humanes Cervix-
carcinom), GM251 (humane Fibroblastenzellinie), HUVEC-Zellen (humanes Nabel-
schnurepithel), HEK 293 (humane embryonale Nierenzellen), A301 (B-Zell-Lym-
phom-Zellen), U937 (histiozytares Lymphom) und TF-1-Zellen (erythropoetische
Leukamiezellen), aber nicht in Jurkat-T-Zell-Leukamiezellen detektiert werden. (—
Abb.14a) Die Experimente sollen mit hu-spir 2 wiederholt werden, sobald der
entsprechende cDNA-KIon im Labor zur Verfugung steht.

Auch im Maus-Genom konnten EST-Klon-Sequenzen gefunden werden, die Homo-
logie zu den humanen spir-1 und spir-2 Genen zeigen und auf die Existenz von
ebenfalls mindestens 2 murinen spir-Genen (m-spir 1 und m-spir 2) hindeuten.
Northern-Blot Analysen mit RNA aus Mausgeweben zeigten fur m-spir 1 eine
Expression in Hirngewebe (ca 4,7 kb groles Transkript) und fur m-spir 2 in Colon,
Hirn und Testis (ca. 3 kb grol3es Transkript). ( > Abb.14b und 14c)
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Abb.14a-c: Northernblots in humanen Zellinien und Mausgeweben

Abb.14a: Expression der huma-
nen spir-1 mRNA in verschiedenen
humanen Zellinien.

. In der ersten Spur ist als Kontrolle
FoFSEs 80 RNA aus NIH3T3-Mausfibrobla-
sten aufgetragen. Weitere Proben
sind RNA aus HelLa-Zellen (hu-
manes Cervixcarcinom), GM251
(humane Fibroblasten), HUVEC-
Zellen (humanes Nabelschnur-
epithel), HEK 293 (humane em-

; 28 RNA bryonale Nierenzellen), A301 (B-
" Zelllymphom), U937 (histiozytares
[ : 185 RNA Lymphom), Jurkat (T-Zell-Leuka-

mie) und TF1-Zellen (erythroide
Leukamiezellen)

- o

50kb id

-g;sé; ,
1.9kb i%gig o

Sl 6‘&&* & & OWIRG é\ ("&*& 5
AR XA ~l~‘ ke
4.7 kb— |
4T kb— ' spir-1 , 3
- s ®  spir2
1.9kb— 1.9 kb—

28s RNA 28s RNA

8 185 RNA B 18s RNA

Abb.14 b und c: Northern Blot-Analysen mit RNA aus Mausgeweben hybridisiert mit m-spir 1
und m-spir-2. Murines spir-1 zeigt eine Expression eines ca 4.7 kb grof3en Transkripts in Hirn
und etwas schwacher in der Milz, m-spir-2 wird in Colon, Testis und Hirn exprimiert.
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Der Grad der Konservierung der Spir-Proteine zwischen den verschiedenen Spezies
ist in einigen Bereichen besonders hoch, man findet dort zwischen 25 % und 57%
identische bzw. bis zu 95% ahnliche Aminosauren. Stark konserviert Sequenzab-
schnitte bilden haufig funktionelle Domanen in Proteinen. Untersuchungen der Spir-
Proteinsequenzen mittels computergestitzten Analyseverfahren in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Peer Bork (EMBL, Heidelberg) identifizierten in den

Proteinen mehrere funktionelle Domanen, deren Sequenzen in allen Spir-Proteinen

N Cc
Lo
~ S P P & P & PSS
N C
©
NS 4 < & S & P

— - T
hu-Spir2 _I_I.I.I_} _Dl_ 45302
_U_
_U_

620 aa

226aa

m-Spir1 B

m-Spir2

50aa

] Acidic Domain Ol Fvve-Motr

. WH2-Domain . DEJL-Motif

I:I Spir-Box

Abb.15: Ubersicht (iber die Domanenstrukturen der bisher identifizierten Spir-Proteine
p150-Spir (Drosophila melanogaster), PEM-5 (Ciona savignyi), und der teilweise
bekannten Sequenzen von humanem Spir1, humanem Spir2, murinem Spir1,
murinem Spir2.
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stark konserviert vorliegen (— Abb.15) und auf die in den folgenden Kapiteln naher
eingegangen wird. In Abbildung 16 ist am Beispiel eines N-terminalen Sequenz-
ausschnittes die Ahnlichkeit der Spir-Proteine im Bereich der sauren Domane (AD)

und der WH2-Domanen veranschaulicht.

pli0-3pir EDEECQUEQELENL FHIMT ADETDDDC IDE -IDE COERWDDE SEEFERNDTEELEH I IET
PEM-5_ AHQEQE ISLELDDWV [ SRMT OT - zADEEYHDEGYD - - GDEF 3TDT -YQSCT IDELLTEF
hu-3piz-1 ENEERELSFFLEQL IDHM VEADNGINDE -YEAAEEGL CDEDEKRK IS & TR SYRDWMEL
hu-3pir-2 @ - m e e e e e R e R e — - AMMOFCFL
pli0-3Jpirc CENHIKTT-LFPENHYRAUVCEALUTET IELEVEL QQUVLHNE AFAEKL IKASESS————A&ATT
FEM-5 CESELEQRIEADVHYT AUVCI AMLEE AQELKEIFLSEVE S AN SLEELTQUT 33 3FDFHCES
hu-Spic-1 CAANLPTESDAPHHYQAVCRAL FAETMELHT FLTE IKS AKENLEK IQEMEEES-—--—- DEZ
hu-3pir-2 EQREGLUFQEAPHFY P CEFASPIPTERVCUSVLEST FAEEHRGLER 2A5LF - ————— L

pli0-3pic QQEL AEL GFHDTWAR TR0V IDELER G- VELEKSH - - -HERTP IEYELTPYE ILMGD IR AK
PEM-5 PLE IFHL GFADT] TMOVLDOLEEFTELERUE Q- - QTENSVEYELTPFYE ILMED IEQK
hu-3pir-1 STDLEELENADWARFTRQVMEDLEN &~ WELEK T QERQYNPLE IEY QLT PYEMLMDD IR CE
hu-3pic-2 PLDL L GLLS=0--~--DELAEVWFRG-TULEP3TT 5 - ~LEC IEMRTEGF

pli0-3pic D IPPREVEENAHAM ILEF IRSFPPLEKASDEQL GPFRMCER

PEM-5 QFELLPPQVEERAHDVILEF IRSEPHL 5P SHOR IL APTPPESE
hu-3pir-1 FOIPPELEERSHE I ILDF IRSEPPLNP WS ARPELEFPTPPEFPE.
hu-Spir-& ——--DIPPEVEEOAHEL ILDF IESEFPLEQUWSERELEFLFFEQE.
pli0-3pic IPEGEE-LEQ T ——---- PPEAPTLEERVLE 3 ANSTLSEIRQRL IO PSEFQDD - -DLEY
FPEM-5 IHEQAVPLES JDHL S IKP ERT FDVCERPDTES IVAIT SSKSCPRILELENL SDDEND EFT
hu-3pir-1 IEAEPE-LEPUS——-—— PEE--—-—=-————===--—- IFR3PL-——————————==-=—~- DUTT
hu-3pic-2 IEQERR-LEPUR——-—-— FEGMNAARGFEILPCILNACS D AKSTSC INLS3YT ————— DaGEF

L] acidic Domain L] wiz-pomain L] Pmoti

Abb.16: Sequenzen von Spir-Proteinen verschiedener Spezies: ein N-terminaler
Sequenzausschnitt der Spir-Proteine im Vergleich. Die markierten Abschnitte zeigen
Bereiche mit besonders hoher Ahnlichkeit der Sequenzen, die als funktionelle Domanen
identifiziert wurden. Abgebildet sind die in Spir-Proteinen konservierten Motive saurer
Aminosauren (acidic domain) und das WH2-Domanen-Motiv (Wiskott Aldrich Homology
Domain) mit einer potentiellen JNK-Phosphorylisierungsstelle (TPY-Motiv).
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6. 8. p150-Spir JBD wird von JNK in vitro phosphoryliert

Erk und JNK MAP-Kinasen kénnen mit Hilfe von Bindemotiven, wie dem DEJL-Motiv,
mit ihren Substratproteinen interagieren und benachbart zu Prolinen gelegene Serine
und Threonine (S/TP-Motive) phosphorylieren. Die C-terminale Sequenz von p150-
Spir enthalt neben dem DEJL-Motiv zahlreiche potentielle Phosphorylierungsstellen
(S/TP-Motive) fur die Serin-Threonin-Kinase JNK. Um festzustellen, ob zwischen
JNK und p150-Spir eine funktionelle Verbindung besteht, wurde die Phosphory-
lierung von p150-Spir-dBD (JNK-Bindungsdomane) im in vitro-Komplex-Kinaseassay
getestet. Die C-terminalen, die JBD enthaltenden Aminosauren 902-1020 wurden im
bakteriellen Expressionsverktor pGEX4T3 an Gluthathion-S-Transferase (GST)
fusioniert. Das rekombinante Protein GST-p150-Spir JBD sowie als Kontrolle GST-
Protein ohne Fusionsanteil wurden aus E. coli isoliert, gereinigt und zu Totallysaten
aus NIH3T3-Zellen gegeben, die zum Teil mit Arsenit (0.5 mM fir 30 Minuten)
behandelt wurden, um die endogene JNK-Kinase zu aktivieren. JNK1 wurde mit
einem JNK-1 spezifischen Antikorper immunoprazipitiert und die Immunkomplexe fur
die Kinasereaktion mit radioaktivem (y->?P)ATP im entsprechendem Kinasepuffer
inkubiert. Die Protein-komplexe wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembranen geblottet und die Phosphorylierung durch
Autoradiografie getestet. p150—Spir-JBD wurde durch aktvierte JNK1 phosphoryliert.
(— Abb.17).

'\90 Abb.17:In-vitro-Komplex-Kinase-
Q'\‘s assay:
Dazu wurde aus NIH3T3-Zellen die

endogene JNK1-Kinase immuno-
o} prazipitiert. Die Zellen waren teils
o unbehandelt (-), teils mit Arsenit (+)
- + - + Arsenite 0,5 mM fir 30 Minuten stimuliert
worden, um die JNK-Kaskade zu
aktivieren. GST-Spir-JBD wurde als
: Substrat zugesetzt und die Kinase-
- — GST-p150-Spir-JBD aktivitat der Immunkomplexe nach
£ Zugabe von radioaktivem ATP

GST gemessen. GST bezeichnet die
Negativkontrolle, in der GST als
Substrat eingesetzt wurde.

IP Jnk1
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6.9. p150-Spir wird von JNK in vivo phosphoryliert

Um zu testen, ob aktivierte JNK-Kinase p150-Spir auch in vivo, in der Zelle, phos-
phorylieren kann, wurden NIH3T3-Mausfibroblastenzellen mit Myc-Epitop-markier-
ten p150-Spir-Expressionsvektoren (pcDNA3-Myc-p150-Spir) allein oder in Kombi-
nation mit Maus-JNK2 (pcDNA3 Jnk2) und Ratten-MIk3 (pCMV5MIk3), einem
Aktivator von JNK; mit JNK-MKK7 (pcDNA3-Myc-JNK-MKK7), einer konstitutiv akti-
ven Mutante der Kinase, mit der Kinase inaktiven Mutante JNK-MKK7-KD (pDNA3-
Myc-JNK-MKK7-KD) und einer konstitutiv aktiven Mutante der ERK2-Kinase
(PCMV5-Myc-ERK2-MEK1-LA, Maus) transfiziert. (— 5.4.2.) Die Zellysate (— 5.3.4)
wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt, auf Nitrocellulose-
membranen geblottet und p150-Spir mittels Antikrperreaktion mit dem anti-Myc-
9E10 monoklonalem Mausantikdrper nachgewiesen. (— 5.3.3.)

In mit dem JNK-MKK7-Fusionsprotein bzw. mit JNk2/MLK3 kotransfizierten Zellen
zeigt p150-Spir ein anderes Laufverhalten als in den Kotransfektionen mit inaktiver
JNK (JNK-MKK7-KD). In Anwesenheit von aktivierter JNK-Kinase sind mehrere
langsamer laufende Proteinbanden von p150-Spir sichtbar, was auf einen
phosphorylierungsbedingten Mobilitatsshift ~ des Proteins  und multiple
Phosphorylierungsstellen hindeutet. p150-Spir scheint dabei ein JNK-spezifisches
Substrat zu sein, da in mit aktivierter Erk-2 kotransfizierten Zellen (pCMV5-Myc-
ERK2-MEK1-LA) ein im Vergleich nur schwacher Mobilitatsshift induziert wurde. (—
Abb.18, rechtes Bild)

Behandelt man die aus den Zellysaten mit anti-myc 9E10 immunprazipitierten p150-
Spir-Proteinkomplexe mit alkalischer Phosphatase, wird der Mobilitatshift deutlich
reduziert, was seine Abhangigkeit vom Phosphorylierungsstatus des Proteins zeigt.
(> Abb.19)
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Abb.18: p150-Spir wird in vivo von aktivierter JNK phosphoryliert

Immunoblot mit Proteinlysaten von mit p150-Spir zusammen mit JNK2 und MIk3, konstitutiv
aktiver JNK-MKK7, kinase-inaktiver JNk-MKK7-KD oder konstitutiv aktiver Erk2-Mek-LA ko-
transfizierten NIH3T3-Zellen. In Anwesenheit von aktivierter JNK zeigt sich ein phospho-

rylierungsbedingter Mobilitatsshift von p150-Spir.

— . — _| p150-Spir

@ gp — Jnk-Mkk7

- = + Phosphatase

Abb.19: Abhangigkeit des
Mobilitatsshifts von p150-Spir
vom Phosphorylierungszustand
des Proteins.

Immunoblot mit Proteinlysaten
von NIH3T3-Zellen, die mit p150-
Spir und p150-Spir und JNK-
MKKY transfiziert wurden.

In Anwesenheit von konstitutiv-
aktiver JNK-MKK?7 shiftet das
p150-Spir-Protein. Bei Behand-
lung mit alkalischer Phosphatase
(80 Einheiten calf intestinale
phosphatase, NEB) ist dieser
Shift nicht mehr nachweisbar.
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6.10. p150-Spir und JNK kolokalisieren in NIH3T3-Mausfibroblasten

p150-Spir wurde als JNK interagierendes Protein im Yeast-Two-Hybrid-Screen
gefunden. Um diese Interaktion unabhangig vom Two-Hybrid-System nachzuweisen,
wurde die Lokalisation beider Proteine in NIH3T3- Zellen analysiert. NIH3T3-Zellen
wurden mit dem eukaryotischen GST-JNK-Fusionsplasmid pEBG-GST-JNK (JNK2)
allein oder zusammen mit pcDNA3-Myc-p150-Spir kotransfiziert. 36 Stunden nach
der Transfektion wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert (— 5.4.3.) und mit anti-
GST Antikérper (Maus anti Ziege) und TRITC-markierten anti-Maus-Antikérper und
FITC-markiertem anti-myc-9E10 angefarbt. Wie in Abb.20 (unteres Bild) sichtbar,
akkumuliert p150-Spir punktférmig um den Zellkern. Bei Koexpression von p150-Spir
und JNK in NIH3T3-Zellen kolokalisieren beide Proteine. Wahrend JNK allein auch
im Zellkern lokalisiert ist (— Abb.20, oberes Foto) transloziert die Kinase in Anwesen-
heit von p150-Spir ebenfalls in das Zytoplasma um den Zellkern. (— Abb.20, Mitte)
Diese Translokation und Kolokalisation weisen auf eine Interaktion beider Proteine in
vivo hin. Die Kolokalisation beider Proteine wurde nur in Zellen beobachtet, die mit
beiden Konstrukten transfiziert waren und nicht in den Kontrollen, in denen GST-
Protein (pGEX4T3-Plasmid) zusammen mit p150-Spir exprimiert wurde. (nicht

gezeigt)
Abb.20: Immunfluoreszenz
von mit p150-Spir und
GST-JNK transfizierten
NIH3T3-Zellen
GST-Jnk
n Das obere Foto zeigt eine
(anti-GST) mit GST-JNK (TRITC-mar-

kiert, rot fluoreszierend)
transfizierte Zelle, in der
Mitte eine mit GST-JNK
und p150-Spir kotransfi-
Zierte Zelle mit Farbung
von GST-JNK (rot), im
unteren Foto die selbe
Zelle Farbung von p150-
Spir (FITC-markierter Anti-
kérper, grine Fluoreszenz)
Beide Proteine kolokali-
sieren in den kotrans-
fizierten Zellen.

GST-Jnk/p150-Spir
(anti-GST)

GST-Jnk/p150-Spir
(anti-myc)
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6.11. p150-Spir und JNK koimmunoprazipitieren in NIH3T3-Zellen

Um eine in-vivo-Interaktion zwischen p150-Spir und JNK zu zeigen, wurden NIH3T3-
Zellen mit den Plasmiden pcDNA3-Myc-p150-Spir und pcDNA3-HA-JNK2 kotrans-
fiziert (— 5.4.2.) und nach 36 Stunden Koimmunoprazipitationen durchgefthrt. (—
5.3.6.) HA-JNK2 wurde mit einem murinen monoklonalen anti-HA—-Antikorper
immunprazipitiert. Im anschliessenden Immunoblot der Proteinkomplexe wurde
p150-Spir durch den 9E10 anti-Myc-Antikorper detektiert. Wie in Abb.19 zu sehen,
zeigt die Autoradiografie bei 150 KDa ein schwaches Signal von p150-Spir, welches
an HA-JNK gebunden hatte, was die Interaktion beider Proteine bei Koexpression in
NIH3T3-Zellen bestatigt .

2
Q7 Q\‘DQ
ef $ oL
& %c'%Q,@VQeVQ
Y
212D g .....m”f

T s 4~ p150-Spir

122 = T e (anti-myc 9E10)

83

51
<4~ HA-SAPK
(anti-HA 12CA5

35 Protein A-HRP)

28

IP anti HA 12CA5

Abb.21: Koimmunoprazipitation. NIH3T3-Zellen wurden mit p150-Spir, HA-
markierter JNK2 (SAPK) und mit beiden Konstrukten zusammen kotransfiziert.
p150-Spir wurde mit anti-Myc (9E10) Antikdérpern immunoprazipitiert. Die
Immunprazipitate wurden im anschlieBenden Immunoblot auf die Anwesenheit
von interagierender JNK (SAPK) untersucht, die tber die Fusion der Kinase mit
dem Hammaglutinin-Epitop mit einen anti-HA-Antikoérper (12CA5) nachgewiesen
wurde. (TL=Totallysat; IP=Immunprazipitation)
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6.12.Uberexpression von p150-Spir in NIH3T3-Zellen induziert
Aktinclusterbildung

p150-Spir gehort zur Familie der WH2-Domanen enthaltenden Proteine und besitzt
eine bisher von keinem anderen Protein bekannte Struktur, in der 4 WH2 Domanen
direkt aufeinanderfolgend angeordnet sind. Eine WH2-Domane kann ein Aktinmo-
nomer binden (— 7.2), p150-Spir kdnnte demnach 4 Aktinmonomere gleichzeitig bin-
den. Die Zusammenlagerung von 3 Aktinmonomeren zu einem Trimer fUhrt zu einer
erhohten Stabilitat der Aktinstruktur und ein Prozess, der als Aktinnukleation bezeich-
net wird, setzt ein, der zur Aktinpolymerisation fuhrt. Um den Einflu® von p150-Spir
auf das zellulare Aktinskelett zu testen, wurden NIH3T3-Mausfibroblasten transient
mit pcDNA3-Myc-p150-Spir transfiziert (— 5.4.2.) und in einer Doppel-Immunfluores-
zenz das Aktinzytoskelett mit FITC-Phalloidin und Myc-p150-Spir mit einem gegen
den Myc-Epitop gerichteten Antikorper angefarbt. Mit p150-Spir transfizierte Zellen
zeigten neben der fur p150-Spir typischen perinuklearen Akkumulation des Proteins
Anhaufungen (Cluster) von F-Aktin rund um den Zellkern. Uberlagert man die Anfér-
bungen, zeigt sich eine Kolokalisation von p150-Spir und den F-Aktin-Clustern. Diese
Daten zeigen, dal in den p150-Spir bei Uberexpression in NIH3T3-Zellen die Bildung

von Aktinclustern induziert.

Abb.22: Immunfluoreszenz.
Uberexpression von p150-
Spir in NIH3T3-Zellen indu-
ziert die Bildung von Aktin-
clustern.

NIH3T3-Zellen wurden mit
Myc-p150-Spir transfiziert,
das Aktinzytoskelett —mit
FITC-Phalloidin  angefarbt
p150-Spir (grin, oberes Bild) und
p150-Spir mit einen gegen
den Myc-Epitop gerichteten
TRITC markierten Antikor-
per angefarbt (rot, mittleres
Bild). Die F-Aktin-Farbung
zeigt perinukleare Aktin-
cluster, die mit den Spir-
F Actin/ Akkumulationen kolokalisie-
p150-Spir ren, wie die Uberlagerung
beider Farbungen zeigt
(gelb, unteres Bild)

F Actin
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6.13. Die modifizierte FYVE- Domane und die Spir-Box beeinflussen

die zellulare Lokalisation von p150-Spir

Die Spir-Proteinsequenz enthalt in ihrer C-terminalen Halfte eine putative Zinkfinger-
struktur mit hoher Homologie zu FYVE-Finger-Motiven. FYVE-Doméanen sind Zink-
Ringfingerstrukturen, die spezifisch Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PtdIns-3-P)
binden. PtdIns-3-P ist in Zellmembranen integriert, die FYVE-Domanen enthalten-
den Proteine werden uber die Interaktion ihrer FYVE-Domane mit PtdIns-3-P an die
Zellmembranen gebunden und so die Lokalisation der Proteine in der Zelle be-
stimmt. FYVE-Domanen-Proteine besitzen eine bezlglich der FYVE-Doméane N-
terminal gelegene Folge basischer Aminosauren, die wichtig fur die Bindung von
PtdIns-3-P ist. Diese basische Region fehlt in der Spir-FYVE-Domane, weshalb sie
als modifizierte FYVE-Fingerstruktur (mFYVE) bezeichnet wird. (— Abb.23)

Um die Funktion der mFYVE Domane fir die zellulare Lokalisation von p150-Spir zu
untersuchen, wurden verschiedene Punkt- und Deletionsmutanten innerhalb der
mFYVE-Domane hergestellt (— 4.4.), in denen die Integritdt der Domane zerstort
wurde. Fir die Punktmutanten wurden alle 8 Cysteine einzeln mittels in vitro — Muta-
genese (— 5.2.4.) durch Serine ersetzt ( pcDNA3-MTp150-SpirAC*'S; X und Y
bezeichnen die Position des mutierten Cysteins). In einer weiteren Punktmutante
wurden zwei Phenylalanine in der FYVE-Konsensussequenz, die als hydrophobe
Aminosauren ebenfalls unspezifisch Membranverankerung vermitteln konnen (—
7.3.), in Serine mutiert (p)cDNA3-MT p150-Spir AFA/FA). Fur die Deletionsmutante
wurden die Aminosauren 2-777 von p150-Spir mit einem Myc-Epitop fusioniert
(pcDNA3AC-term). (— Abb.23 unten) Die Plasmide wurden in NIH3T3-Zellen trans-
fiziert (— 5.4.2.) und die Lokalisation von p150-Spir in den Zellen mit dem anti-Myc-
Antikorper mittels Immunfluoreszenz analysiert (— 5.4.3.). Wahrend das nicht
mutierte p150-Spir-Protein eine perinukleare Verteilung in der Zelle zeigt, befanden
sich die mutierten Proteine gleichmassig im Zytoplasma. Dabei zeigten alle Mutan-
ten, sowohl die Punktmutationen der einzelnen Cysteine als auch die Deletions-
mutante der mFYVE-Domane, den selben Phanotyp. Die durch Zerstérung der
mFYVE-Domane gezeigte Veranderung des fur p150-Spir charakteristischen Lokali-
sationsmusters in der Zelle 1aR3t auf eine Funktion dieser Doméne bei der intra-

zellularen Lokalisation des Proteins schliessen. (— Abb.24)
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Vsp 27 KTPADWIDSDACMIC-SKKFSLL-NRKHHCRSCGGVFCQEHSSNSIPLPD-——-————-
1 2 3 4 5 6
pl50-Spir (731) RVKEDVEKRRVCFLCLRTRFSFFGPWGIQCKLCQRTIVCAKCYTKMRIPSE- (196aa) -
pl150-SpirAc*¥s S s AA S s S s
Vsp 27 LGIYEPVRVCDSCFEDYD
7 8
pl50-Spir  -—--—-- VTVCNDCQGLVN (990)
s s
AD  WH2 SB mFYVE DEJL
p150-Spir C/S und F/A-Mutanten N | R | | B
C1-6, FF C7.8
p150-Spir Deletionsmutante FYVE-Domane N o | @
c16,FF 3777

Abb.23: Proteinsequenz der mFYVE-Domane von p150-Spir im Vergleich mit Vsp27. Die
Cysteine 1-8 sind markiert, die Folge basischer Aminosauren zwischen C2 und 3 in der
FYVE-Domane von Vsp27 unterstrichen. Unter der p150-Spir-Wildtypsequenz sind die
Aminosauren bezeichnet, die in der mFYVE-Domane von p150-Spir mutiert wurden, darunter
sind die mutierten Proteine schematisch abgebildet.

A C-term C5,65

- --

C7,85 FAFA

Abb.24: Immunfluoreszenz. p150-Spir Mutanten, in denen die mFYVE-Domane durch
Deletion (AC-term) oder Austausch der Cysteine gegen Serine (hier als Beispiel die
Mutanten C5,6S, C7,8S abgebildet, die anderen Cysteinmutanten zeigten eine identische
Lokalisation) oder Ersatz der Phenylalanine durch Alanine (FAFA) zerstort war, zeigen ein
verandertes Lokalisationsmuster im Vergleich zum Wildtyp-Protein (p150-Spir wt).
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Unmittelbar vor der FYVE-Domane besitzen alle bisher gefundenen Spir-Proteine ein
hoch konserviertes Strukturmotiv von 20 AS, das als Spir-Box bezeichnet wird. Die
Spir-Box zeigt Sequenzhomologie zu Rabphilin 3A, einem FYVE-Domanen-Protein,
das mit der GTPase Rab3A interagiert und dadurch ebenfalls an die Zellmembran
transloziert wird. (— 7.4) Um der Fragestellung nachzugehen, ob die Spir-Box in
p150-Spir ebenfalls die Lokalisation des Proteins in der Zelle beeinflul3t, wurde die
Spir-Box in p150-Spir mit in-vitro-Mutagenese deletiert (o cDNA3MTp150spirASB)
und die Lokalisation des mutierten Proteins in transfizierten NIH3T3-Zellen mittels
Immunfluoreszenz untersucht. Das Verteilungsmuster der Spir-Box-Deletionsmutan-
te war dabei ahnlich wie das der Cysteinmutanten, woraus abzuleiten ist, da® die
Spir-Box ebenfalls eine Rolle bei der Lokalisation von Spir in der Zelle spielt. (— Abb.
25)

AD WH2 mFYE DE.JL

p150-Spir Deletion SpirBox

Abb.25: Immunfluoreszenz. Uberexpression einer Mutante des p150-Spir-Proteins, in dem
die Spir-Box deletiert ist (sieche Schema oben), in NIH3T3-Zellen. Das mutierte Protein zeigt
ein zytoplasmatisches Lokalisationsmuster ahnlich von Spir-Mutanten mit defekter mFYVE-
Domane.

75



7.Diskussion und Ausblick

7. Diskussion und Ausblick

7.1. p150-Spir ist ein neues Drosophila-Protein, welches mit DUNK
interagiert

Die zur Familie der MAP-Kinasen gehorende c-Jun-N-terminale Kinase JNK wird
durch verschiedene externe Stimuli wie Stress, Cytokine und Wachstumsfaktoren
aktiviert und dient der Signalibermittlung bei zellularen Reaktionen wie Stress-
antwort, Apoptose, Wachstum, Entwicklung und Differenzierung. Aufbau und Funk-
tion dieses Signalweges zeigen einen hohen Grad an evolutionarer Konservierung

zwischen verschiedenen Spezies, unter anderen zwischen Mensch und der Frucht-
fliege Drosophila melanogaster. Biochemische und genetische Studien haben JNK in
der Signalubertragungskaskade unterhalb der Rho-GTPasen Rac und Cdc 42 defi-
niert. Aktivierung von Rac und Cdc 42 fuhrt zur Aktivierung der JNK-Proteinkinase.
Rho-GTPasen sind an der Organisation von zellularen Aktinstrukturen beteiligt und
steuern Prozesse, die eine Regulation des Aktinzytoskeletts der Zelle erfordern wie
beispielsweise Morphologieanderungen, Bewegung oder Wachstum. Genetische
Studien in Drosophila zeigen eine Funktion der JNK-Kaskadenkomponenten DRac,
DMKK7/hep und DJNK/bsk in der Regulation von Zellbewegungen und Zellmorpho-
logieanderungen wahrend der dorsalen SchlieRung (dorsal closure; DC) des Dro-
sophila-Embryos. Der genaue Mechanismus, wie JNK mit dem Zytoskelett in Verbin-
dung steht und Einfluss auf Zellmorphologieanderung und Zellbewegung nimmt, ist
dabei noch nicht aufgeklart. Auf der Suche nach neuen Interaktionspartnern der JNK-
Kinase zur Analyse ihrer Regulation und Funktion wurde deshalb im Rahmen dieser
Dissertation mit Hilfe des Yeast-Two-Hybrid-Systems ein Screen nach JNK-
interagierenden Proteinen durchgeflhrt, der zur Entdeckung des neuen Drosophila-
Proteins p150-Spir fihrte. [Otto et al 2000] Dieses aus 1020 Aminosauren besteh-
ende Multidomanenprotein zeigt einen charakteristischen Aufbau aus verschiedenen
Strukturmotiven. In der aminoterminalen Halfte besitzt p150-Spir vier aufeinanderfol-
gende WH2-Domanen (Wiskott Aldrich Homology Domain 2) und eine zentrale Zink-
fingerdomane, die als modifizierte FYVE-Finger-Struktur (mFYVE) einzuordnen ist.
Am Carboxyterminus befindet sich eine JNK-Interaktionsdomane, die ein DEJL (Do-
cking Site for Erk and JNK, LxL)-Motiv enthalt. p150-Spir interagiert sowohl mit DIJNK
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als auch mit Sauger-JNK und wird von aktivierten JNK-Proteinkinasen phosphory-
liert, wie durch in vitro und in vivo-Immunkomplex-Kinaseassays gezeigt werden
konnte.(— 6.8, 6.9., Abb.17-19) In Anwesenheit der aktivierten JNK-Proteine zeigt
das p150-Spir Protein einen phosphorylierungsabhangigen Mobilitatsshift in der
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Es werden mehrere Banden des phosphory-
lierten p150-Spir Proteins detektiert, was auf multiple Phosphorylierungsstellen
hindeutet und im Einklang mit in der Proteinsequenz vorhandenen S/TP-Motiven
steht, die als JNK-Phosphorylierungssequenzen bekannt sind. [Alvarez et al. 1991]
P150-Spir scheint dabei ein JNK-spezifisches Substrat zu sein, da in den gleichen
Experimenten durch aktivierte Erk 2 MAPK ein vergleichsweise nur sehr schwacher
Mobilitatsshift induziert wurde. (— 6.9, Abb.17) Exprimiert man p150-Spir in NIH3T3-
Mausfibroblastenzellen, zeigt sich eine charakteristische Akkumulation des Proteins
um den Zellkern. Bei Koexpression von JNK kolokalisieren beide Proteine im p150-
Spir-typischen Muster, wahrend JNK in Abwesenheit von p150-Spir im Zellkern loka-
lisiert ist, was einen weiteren Hinweis auf die Interaktion beider Proteine darstellt.

(— 6.10., Abb.20)

7.2. p150-Spir fungiert als Aktinorganisator

Bei Expression von p150-Spir in NIH3T3-Zellen zeigt das Protein eine charakte-
ristische perinukleare Verteilung. In diesen Proteinakkumulationen laf3t sich immun-
histochemisch F-Aktin nachweisen, die Expression von p150-Spir in den Mausfibro-
blastenzellen induziert die Bildung von Aktinclustern um den Zellkern. (—» 6.12.,
Abb.22 ) Ein ahnlicher Phanotyp wurde bei Expression der WH2-Domanen Proteine
WASP und WAVE in adharenten Saugerzellen beschrieben, wo ektopische Aktin-
polymerisation induziert wird und eine Reorganisation des Zytoskeletts in den transfi-
zierten Zellen stattfindet. [Miki et al. 1998; Symons et al.1996] WASP wurde ur-
sprunglich als mutiertes Gen bei Patienten mit Wiskot-Aldrich-Syndrom identifiziert,
einer X-chromosomalen hereditaren Immunschwache die durch eingeschrankte Moti-
litdt der Lymphozyten charakterisiert ist. Von Wiskott-Aldrich-Syndrom-Patienten iso-
lierte T- Lymphozyten zeigen auffallige Morphologieveranderungen die auf Defekte in

der Zytoskelettorganisation hinweisen. [Ramesh et al. 1999; Snapper und Rosen
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1999] Der identische Phanotyp bei Expression beider Proteine in adharenten Sau-
gerzellen 1aRt neben der strukturellen Ahnlichkeit auf Grund der in p150-Spir vorhan-
denen WH2-Domanen auch auf eine enge funktionelle Verwandtschaft zwischen der
WASP-Proteinfamilie und p150-Spir schliel3en.

WH2-Domanen, auch als Ver(Verprolin)-Domanen bezeichnet, binden monomeres
Aktin. [Bi und Zigmond 1999; Welch 1999 ] Die Gruppe von Lynn Manseau konnte
fur die WH2-Domanen von p150-Spir in vitro und in vivo eine Interaktion mit mono-
merem Aktin zeigen. [Wellington et al.1999] Die Polymerisation von monomeren Ak-
tin zu Aktinfilamenten in der Zelle stellt eine Gleichgewichtsreaktion in Abhangigkeit
von der vorhandenen Konzentration an Aktinmonomeren dar. Wahrend Aktindimere
instabil sind und sehr langsam polymerisieren, kommt es zu spontaner Polymerisa-
tion, sobald sich Aktintrimere bilden, da diese stabil sind. Die Bildung von Aktintrime-
ren wird als Aktinnukleation bezeichnet. [Alberts et al. 1994] WH2-Familien-Proteine,
wie WASP oder WAVE fungieren durch ihre Fahigkeit, mindestens drei momomere
Aktinproteine zu binden als Aktinnukleationskerne. Sie besitzen neben 2 WH2-
Domanen, die jeweils ein Aktinmonomer binden kdnnen, aminoterminal eine prolin-
reiche Region, die mit Profilin interagiert, einem Protein, das ebenfalls Aktinmonome-
re bindet. Carboxyterminal befindet sich eine Region saurer Aminosauren (acidic
domain, AD), Uber die eine Interaktion mit den Proteinen des Arp2/3-Komplex (actin
related protein complex) erfolgt, der die Aktinpolymerisation induzieren kann. [Otto et
al. 2000; Bi und Zigmond 1999 ] (— Abb.26) Arp2/3 ist ein Komplex, der aus sieben
Proteinen besteht: den aktinahnlichen Proteinen Arp2 und Arp 3 und den Proteinen
p41-Arc, p34-Arc, p21-Arc, p20-Arc, p16-Arc. In vitro stimuliert der Arp2/3 Komplex
die Nukleation von Aktinfilamenten, in vivo induziert er die Bildung von verzweigten
polymerisierten Aktinstrukturen. [Mullins 2000; Welch 1999; Machesky und Gould
1999; Machesky und Insall 1998] Im Yeast-two-Hybrid-System konnte eine direkte
Interaktion zwischen der p21-Arc Untereinheit des Arp2/3-Komplexes und WASP
oder Scar1, einem anderen WH2-Familien Protein gezeigt werden, wobei die zu den
WH2-Domanen benachbarte Region saurer Aminosauren fur die Interaktion notwen-
dig ist. [Machesky und Insall 1998]. Machesky und Mitarbeiter konnten zeigen, daf
die Uberexpression der C-terminalen Abschnitte von WASP und Scar1 in Saugerzel-
len dominant inhibitorisch wirkt und die Wachstumsfaktor induzierte Aktinreorganisa-

tion hemmt, wobei Arp2/3 dislokalisiert wird. [Mullins 2000; Machesky und Insall
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1998] Fir eine effiziente Induktion der Aktinnukleation durch den Arp2/3-Komplex
sind neben der Interaktion mit der sauren Region die WH2-Domanen notwendig.
p150-Spir besitzt neben vier aufeinanderfolgenden WH2-Domanen, die per se fahig
sein sollten, durch die Bindung von 4 Aktinmonomeren die Aktinpolymerisation zu
induzieren, ebenfalls eine saure Region (AD) in Nahe seiner WH2-Domanen. Jedoch
ist diese im Unterschied zu den WASP Familienproteinen aminoterminal angeordnet.
(— Abb.26)

GTPase Interaktion ?

AD WH2  spir-Box mFYVE DEJL
- p150-Spir N | [T [T O 1 WiC

Aktin Nukleation Lokalisation

Rho Interaktion

PH CRIB Pro-reich WH2 AD
N-WASP N [ | | [T C
Lokalisation Aktin Nukleation

Abb.26: Vergleich der Domanenstruktur von p150-Spir mit dem WH2-Familien-Protein N-
WASP mit Angabe der Funktion der Domanen. P150-Spir besitzt N-terminal eine saure Do-
mane (AD), vier WH2-Domanen (Wiskott-Aldrich-Syndrom Protein Homolgy Domain 2), eine
in allen Spir-Proteinen konservierte Spir-Box, eine modifizierte FYVE-Domane (m-FYVE) und
ein C-terminales DEJL (docking site for Erk and JNK,LXL) Motiv, N-WASP eine N-terminale
PH-Domaéane (Pleckstrin-Homology-Domain), ein CRIB-Motiv (Cdc/rac interacting and binding
region), eine prolinreiche Sequenz (Pro rich), zwei WH2-Doméanen und eine C-terminale sau-
re Domane (AD).

Unveroéffentliche Ergebnisse von in vitro Aktin-Polymerisationsassays, die von unse-
ren Kooperationspartnern im Labor von Dyche Mullins in San Francisco durchgeflhrt
wurden, zeigen, daly p150-Spir in vitro nach Zusatz von monomerem Aktin die Aktin-
polymerisation induziert. Bei Zugabe von p150-Spir zu monomerem Aktin zusammen

mit Komponenten des Arp2/3-Komplexes wird die Aktinpolymerisation deutlich ver-
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starkt. Ob dieses Verhalten flr p150-Spir auch in vivo zutrifft, bleibt in weiteren Expe-
rimenten zu klaren.

Erste eigene Immunfluoreszenzexperimente mit p150-Spir transfizierten NIH3T3-
Zellen deuten auf eine Kolokalisation des Arp2/3-Komplexes und p150-Spir hin. In
zukunftigen Arbeiten soll die Funktion der WH2-Domanen und der benachbarten
sauren Region (AD, acidic domain) in p150-Spir flr die Aktinbindung und Interaktion
mit Arp2/3 untersucht werden. Die entsprechenden Deletionsmutanten pcDNAS3-
MTp150-SpirAWH2 und pcDNA3-MTp150-SpirAWH2AAD wurden bereits kloniert.
[Otto, unveroffentlichte Daten]

Die bisher vorhandenen Daten deuten darauf hin, dal} es sich bei p150-Spir um ein
fur Regulation und Organisation des Zytoskeletts wichtiges Protein handelt. Einen
weiteren Hinweis darauf gibt der Phanotyp von spir Mutanten Drosophila-Embryo-
nen. Spir wurde als maternales Effektgen in der Drosophila-Embryogenese charak-
terisiert, das fur die dorso-ventrale und anterior-posteriore Achsenfestlegung im Dro-
sophila-Embryo und fur die Lokalisation von posterior determinierenden Komponen-
ten, wie gurken, oskar und staufen notwendig ist. Im Gegensatz zu PEMS (posterior
endmark gene 5), einem p150-Spir sehr ahnlichen Protein unbekannter Funktion in
Ciona savignii, dessen mRNA am posterioren Pol des Ascidien-Embryos lokalisiert
ist [Satou und Satoh 1997], ist die spi-mRNA nicht am posterioren Pol des Dro-
sophila-Embryos, sondern in den Follikelzellen und den Nahrzellen nachweisbar.
[Wellington et al. 1999] Spir-mutante Embryonen zeigen eine vorzeitige Bindelung
von Mikrotubuli am Oozytencortex und eine ebenfalls vorzeitig ausgeldste Mikrotubu-
li-abhangige Zytoplasmastromung. [Wellington et al. 1999; Manseau und Schipbach
1989] Mikrotubuli legen die aullere Zellform fest, dienen als Gleitschienen flr den
intra-zellularen Vesikeltransport und bilden als Aggregate Zellorganellen wie Centriol,
Basalkorper und Kernteilungsspindel aus. Behandelt man Wildtyp-Embryonen mit
Cytochalasin D, einem die Aktinpolymerisation hemmenden Agens, lafdt sich der
Spir-Phanotyp imitieren, was auf eine Verbindung zwischen Aktin- und Mikrotubuli-
zytoskelett hindeutet. Eine Hypothese ware, dal® Aktin die Mikrotubuliblindelung re-
guliert und bis zu einem bestimmten Signal in der Embryonalentwicklung unterdrickt.
[Wellington et al. 1999] p150-Spir ware ein denkbares Bindeglied fur diesen Mecha-
nismus, die Regulation konnte durch JNK-Signale erfolgen. Es konnte gezeigt wer-

den, dal nicht nur externe Signale Zellantworten in Form von Umbauprozessen des
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Zytoskeletts bewirken, sondern auch umgekehrt Veranderungen in der Zytoskelett-
dynamik Signaltransduktionswege stimulieren und die Expression bestimmter Gene
beeinflussen. So fihren durch das Spindelgift Taxol ausgeldste Veranderungen im
Mikrotubuluszytoskelett zur JNK-Aktivierung tUber MEKK1, wobei JNK ein Vertei-
lungsmuster punktférmig entlang der Mikrotubuli zeigt. [Yuijiri et al. 1999]

Ein Zusammenhang zwischen Mikrotubuli- und Aktinzytoskelett wurde fur die Dif-
ferenzierung von Neuroblasten bei Drosophila beschrieben. [Wodarz et al. 1999]
Neuroblasten teilen sich asymmetrisch in einen anderen Neuroblasten und in eine
kleinere basal gelegene Ganglionmutterzelle. Das Drosophila-Protein Insc (Inscu-
teable) kontrolliert in diesem Prozess die Orientierung der Mitosespindel und die
asymmetrische Lokalisation bestimmter Proteine und mRNAs wie beispielsweise
Prospero und Numb, die flr die Determination des Zellschicksals, d.h. die Festle-
gung, welche Zelle bei der Teilung Neuroblast und welche Ganglionmutterzelle wird,
verantwortlich sind. Insc ist am apikalen Cortex des Neuroblasten verankert. Diese
Verankerung wird durch das Protein Baz (Bazooka) vermittelt und ist zellzyklusab-
hangig. Baz, das in den Epithelzellen apikal lokalisiert ist, bindet als Gerustprotein
einen Multiproteinkomplex, in dem Insc und andere Zellpolaritatsdeterminanten ent-
halten sind, an den apikalen Zellpol. Man vermutet, dal® eine asymmetrische Zelltei-
lung durch die asymmetrischen Verteilung bestimmter Determinanten in der Mutter-
zelle induziert wird. Baz stellt ein mogliches Kandidatenprotein fur dieses asymmetri-
sche Verteilungssignal und fir die Vermittlung der Polaritat der Epithelzellen dar,
Insc kontrolliert die Orientierung und Ausrichtung der Mitosespindel, die fur die unter-
schiedliche Verteilung zytoplasmatischer Komponenten auf die Tochterzellen not-
wendig ist. Neben der Verbindung zur Mitosespindel und damit zu Mikrotubulistruktu-
ren enthalt Insc Ankyrin-ahnliche Bindedomanen und kann damit vermutlich Spektrin,
ein Zellmatrixprotein binden, was wiederum mit F-Aktin interagiert. Uberexpression
von Par-3, einem Baz-Homolog aus Caenorhabditis elegans, zeigt ein ahnliches pe-
rinukledres Verteilungsmuster bei Uberexpression in adhérenten Saugerzellen, wie
p150-Spir. Par-3 bildet mit Par-6 einen Komplex, wobei Par-6 Uber seine CRIB-
Domane mit aktiviertem Cdc42 interagiert und so die Verbindung zur Regulation des
Aktinzytoskeletts darstellt. [Joberty et al. 2000; Kim 2000; Lin et al. 2000]
Resultierend aus diesen Daten und den bei spir-Mutanten beobachteten Phanotypen

ware fur p150-Spir eine ahnliche Funktion in der Verbindung von Aktinregulation und
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Mikrotubulizytoskelett denkbar. Einen weiteren Hinweis geben vorlaufige Immunfluo-
reszenzdaten bei Uberexpression von p150-Spir in NIH3T3-Zellen, die eine Kolokali-
sation von p150-Spir mit dem Mikrotubuliprotein Tubulin zeigen.

Ebenso kdnnte p150-Spir durch seine Interaktion mit JNK eine Rolle in der Zellpolari-
tatsdetermination in der Drosophila Entwicklung beim Prozess der dorsalen Schlies-
sung spielen. Polaritat ist die Voraussetzung fur eine gerichtete Bewegung von Zel-
len. Viele eukaryotische Zellen, darunter Saumzellen in Gewebsverbanden, bilden
ein hochorganisiertes Netzwerk von Aktinflamenten an ihren Polen aus, in denen
Umbauvorgange am Zytoskelett Veranderungen in den Kontakten zur extrazellularen
Matrix bewirken und damit Migration ermdglichen. In den Saumzellen beim Droso-
phila-Embryo akkumulieren beispielsweise F-Actin und Phosphotyrosine am basalen
Pol. Diese Verteilung der Proteine geschieht in Abhangigkeit von JNK-Signalen und
ist mit der Elongation der Saumzellen assoziiert. ( — 3.2.2. ) Die mit Aktinpolymerisa-
tionsvorgangen assoziierten Proteine des Arp2/3-Komplexes sind meist ebenfalls in
diesen aktinreichen Polen lokalisiert. [Mullins 2000; Welch et al 1997; Svitkina et al.
1999] Es ware von Interesse, zu untersuchen, ob auch p150-Spir diese Lokalisation
zeigt, was einen weiteren Hinweis auf seine Beteiligung an diesen Aktinumbaupro-

zessen darstellen wirde.

7.3. p150-Spir als Bindeglied zwischen JNK-Signalen und Regula-
tion des Zytoskeletts

Viele Prozesse in der Zelle sind mit Veranderungen am Aktinskelett verbunden. Die
Koordination der Polarisation und Depolarisation von zellularem Aktin wird dabei im
komlexen Zusammenspiel verschiedener Signaltransduktionsenzyme reguliert.

p150-Spir stellt ein Substrat der JNK-Kinase dar. Bei Uberexpression in adharenten
Saugerzellen induziert p150-Spir die Bildung von Aktinclustern. Resultierend daraus
liegt die Schlul3folgerung nahe, dal® p150-Spir eine Verbindung zwischen JNK-
Signalubertragung und Aktinzytoskelett darstellt. Obwohl zahlreiche Hinweise existie-

ren, die auf eine Rolle von JNK-Signalen bei Veranderungen des Aktinzytoskeletts
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deuten, konnte der genaue Mechanismus dieser Verbindung bisher nicht aufgeklart
werden.

Die Aktivatoren der JNK-Kaskade, Rac und Cdc42 gehdren zur Familie der Rho-
GTPasen. Rho-GTPasen sind Regulatoren des Zytoskeletts und bewirken in eukary-
otischen Zellen definierte morphologische Veranderungen, die mit Umbauprozessen
am Aktinskelett assoziiert sind. So induziert aktiviertes Rho die Bildung von Aktin-
Stressfasern (actin stressfibers), wahrend aktiviertes Rac zur Bildung von Lamellipo-
dien und zellmembrannahen Aktin-Clustern, membrane ruffles, fuhrt und aktiviertes
Cdc42 Filopodien-Bildung (Mikroausstulpungen der Zellmembran) bewirkt. [Hall
1998] Koinjektion von fluoreszenzmarkiertem Aktin zusammen mit den einzelnen G-
Proteinen zeigt, da® Rac und Cdc42 die de novo-Aktinpolymerisation induzieren,
wahrend Rho nur die Reorganisation bereits vorhandener Aktinfilamente bewirkt.
[Mullins 2000; Ridley et al. 1992; Kozma et al. 1995] Die Mikroinjektion von aktivier-
tem Rac und Cdc42 induziert Veranderungen von zellularen Aktinstrukturen inner-
halb von Minuten, ein Prozess der zu schnell stattfindet, als dal} er durch de-novo-
Proteinsynthese erklarbar ware, d.h. es mul} ein bereits vorhandener Faktor die ent-
sprechenden Signale vermitteln. [Mullins 2000; Machesky und Hall 1997]

Der Mechanismus, wie die GTPasen Aktinstrukturen regulieren, wurde mit der Ent-
deckung der WASP-Proteine transparenter. Die WASP-Proteine sind als WH2-Fami-
lien-Proteine Aktinregulatoren und interagieren mit bestimmten Rho-GTPasen, d.h.
stellen deren Substrate dar. [Westphal et al. 2000; Blanchion et al. 2000; Higgs und
Pollard 1999; Machesky et al. 1999] Man nimmt an, daf} diese Proteine als Adapter-
proteine Signale von heptameren Rezeptoren oder Wachstumsfaktorrezeptoren zu
Orten der Aktinreorganisation in der Zelle durch Assoziationen mit einer Vielzahl von
Aktin bindenden Proteinen leiten. [Westphal 2000] WASP besitzt eine CRIB Doma-
ne (cdc42 and rac interacting and binding domain), welche die Interaktion mit Rac
und Cdc42 vermittelt. [Rudolph et al. 1998; Aspenstrom et al. 1996] Der funktionelle
Zusammenhang zwischen N-WASP und Cdc42 konnte dadurch gezeigt werden, daf
die Cdc42-induzierte Filopodienbildung durch Koexpression mit NWASP verstarkt
wird; ebenso wird eine durch WASP induzierte ektopische Aktinpolymerisation durch
dominant negative Cdc42-Mutanten gehemmt. Eine ahnliche funktionelle Verbindung
lie® sich fur WAVE und Rac nachweisen. Eine dominant-negative Mutante des

WAVE-Proteins inhibiert die durch Rac bewirkte Induktion von membrane ruffles.
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[Miki et al. 1998] Eine mogliche Rolle von MAP-Kinase-Signalen in der Beeinflus-
sung von Aktinstrukturen Uber die Regulation von WAVE wird diskutiert, da WAVE
ein Phosphorylierungssubstrat fur MAP-Kinasen darstellt, was auf eine funktionelle
Regulation von WAVE durch MAP-Kinasen hindeutet. [Miki et al. 1999]

p150-Spir wird von der MAPK JNK phosphoryliert, wie man annehmen kann, auch
reguliert und ist auf Grund seiner WH2-Domanen mit WASP und WAVE verwandt.
Obwohl die p150-Spir-Sequenz keine bekannte Bindungsdomane fur Rho-GTPasen
enthalt, gibt es doch Hinweise auf eine direkte Interaktion durch Ergebnisse von
Yeast-Two-Hybrid-Experimenten, in denen eine Interaktion von amino-terminalen
p150-Spir-Sequenzen mit Rac1, RhoA, und Cdc42 gezeigt werden konnte. [Welling-
ton et al.1999] Die Relevanz dieser Daten mul} in weitern Experimenten in vivo und
in vitro untersucht werden.

Untersuchungen der in vivo Funktion einzelner Proteine des JNK-Signalweges beim
Prozess der dorsalen SchlieBung wahrend der Drosophila—_Embryogenese zeigen,
dafl’ JNK-Signale fur diesen mit Umbauvorgangen am Aktinzytoskelett definierter Zel-
len assoziierten Prozesses essentiell sind. In Wildtyp-Embryonen findet man an den
dorsalen Grenzen der Saumzellen (LE-Zellen) Akkumulationen von Aktinfilamenten
und Phosphotyrosinen. Ahnliche Verhéltnisse findet man in Saugerzellen an Stellen,
an denen fokale Adhasionen, Rho-abhangige Zell-Matrix-Kontakte, ausgebildet wer-
den. Auch eine Akkumulation von DPAK ist in den LE-Zellen nachweisbar, was auf
eine Verbindung zu DJNK hindeutet. [Goberdhan und Wilson 1998; Harden et al.
1996] Die Lokalisation dieser Komponenten kann durch dominant inhibitorisches Rac
geblockt werden. In den Saumzellen DJNK-defekter Embryos finden diese Rac indu-
zierten Zytoskelettumbauprozesse nicht statt, was auf die Notwendigkeit von DJNK-
Signalen fur diese Prozesse hinweist. [Tateno et al. 2000; Ip und Davis 1998; Stro-
nach und Perrimon 1999] Es ist nicht bekannt, welche Rolle p150-Spir im Prozess
der dorsalen Schlieung spielt. Bisher wurden keine dorsal offenen Phanotypen bei
spir-mutanten Embryonen beschrieben. Vorstellbar ware eine Funktion des Proteins
als Aktinreorganisator wahrend der durch DJNK-Signale regulierten Morphologie-
veranderungen in den Saumzellen und eine mdgliche Rolle bei der Lokalisierung der
oben genannten Proteine. Zur Zeit wird ein p150-Spir spezifischer Antikdrper herge-
stellt, der weitere Experimente in Drosophila ermdglichen und so Antworten auf diese

Fragen geben soll.
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Unikawa und Mitarbeiter konnten zeigen, dal® Frabin, ein Aktinflamente bindendes
Protein welches wie p150-Spir eine FYVE-Domane enthalt, iber diese Domane in
Zusammenarbeit mit einer PH-Domane (Pleckstrin-Homology-Domain) mit dem Zyto-
skelett interagiert. Beide Domanen sind fir die Aktivierung der kleinen GTPase Rac
und die Aktivierung von JNK notwendig. [Ono et al. 2000; Unikawa et al.1999] Mog-
licherweise haben die modifizierte FYVE-Domane und die WH2-Domanen in Spir-
Proteinen ahnliche Funktionen und verbinden JNK-Signale mit dem Zytoskelett.
Denkbar ware auch eine Bedeutung von p150-Spir fur die Lokalisation der JNK-Kina-
se oder anderer interagierender Komponenten, da p150-Spir Uber seine WH2-Doma-
nen mit dem Aktinzytoskelett der Zelle verbunden ist und mit der modifizierten FYVE-
Fingerstruktur eine Proteindomane enthalt, die Membranlokalisationen vermitteln
konnte. (— 7.4) Die Arbeitsgruppe von J.D. Scott konnte zeigen, dal® das WH2-
Domanen-Protein WAVE-1 als Gerustprotein wirkt und durch Interaktion mit den Ki-
nasen PKA (protein kinase A) und Abl (Abelson tyrosine kinase) einen Aktin-
assoziierten Multikinase-Proteinkomplex bildet an dem Aktinreorganisation als Reak-
tion auf Stimulation mit Wachstumsfaktoren (PDGF) in humanen Fibroblasten erfolgt.
[Westphal et al. 2000]. Das zeigt einen Mechanismus, bei dem eine Serin-Threonin-
Kinase (PKA) und eine Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase (Abl) durch ein WH2-Doma-
nen-Protein (WAVE) an Orte der Aktinreorganisation in der Zelle rekrutiert werden.
Dadurch kénnten die schnellen Veranderungen in der Zytoskelettarchitektur nach

Aktivierung der kleinen GTPasen wie Rac erklart werden.

7.4. p150-Spir als Bindeglied zwischen MAPK-Signalen und zellu-

laren Transportprozessen

p150-Spir besitzt in der c-terminalen Halfte seiner Proteinsequenz ein Zinkfinger-
motiv, das Homologie zur FYVE-Domanen-Konsensussequenz zeigt. FYVE-Doma-
nen-Proteine sind an zellularen Transport-mechanismen beteiligt. In FYVE-Zink-
fingermotiven werden zwei Zinkionen durch jeweils 4 Cysteine und/oder Histidine
komplexiert (Cx2CxX g.39 CX 1.3 (C/H)X 2.3 Cx 2CX 448 Cx2 C). [Stenmark et al. 1996] Die

Cystein/Histidin-Reste sind paarweise angeordnet; das erste und das dritte Paar
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bzw. das zweite und das vierte Paar binden jeweils ein Zinkion. (— Abb.27) Die An-
ordnung der Cysteine 1 bis 6 in p150-Spir ist identisch mit der FYVE-
Konsensussequenz in den bekannten FYVE-Domanen-Proteinen. Wahrend in diesen
Sequenzen auch Cystein 7 und 8 mit geringem Abstand dem 6. Cystein folgen, be-
steht in der Sequenz von p150-Spir eine Insertion von 195 Aminosauren zwischen
Cystein 6 und 7. Auch in den Spir-Sequenzen in Mensch, Maus und Ciona finden
sich Insertionen zwischen 57 und 67 Aminosauren. (— Abb.27) Die FYVE-Zinkfinger
Konsensussequenz enthalt aulerdem einen Abschnitt basischer Aminosauren
(R/K)(R/IK)HHR zwischen Cystein 2 und 3, der durch Ausbildung einer taschenarti-
gen Struktur spezifisch die Bindung von PtdIns-3-P und dartber die Membranlokali-
sation der FYVE-Finger-Proteine vermittelt. [Hurley und Misra 2000; Misra und Hur-
ley 1999; Gaullier et al.1999] (— 6.13, Abb.23; 7.3.) Eine weitere Besonderheit der
FYVE-Sequenz der Spir-Proteine ist das Fehlen dieser basischen Region, die fur die
Bindung von PtdIns-3-P essentiell zu sein scheint. [Misra und Hurley 1999] Die
FYVE-Domane in p150-Spir wird deshalb als modifizierte FYVE-Fingerstruktur
(mFYVE) bezeichnet. Es ist fraglich, ob p150-Spir PtdIns-3-P binden kann, eine
Interaktion mit anderen Substraten ist wahrscheinlicher. FYVE-Zinkfinger vermitteln
Membranlokalisation von Proteinen. Experimente mit p150-Spir-Mutanten, in denen
die FYVE-Domane zerstort wurde, zeigten ein verandertes Lokalisationsmuster des
Proteins in NIH3T3-Zellen. Das legt die Schlussfolgerung nahe, dal® die modifizierte
FYVE-Domane in p150-Spir die intrazellulare Lokalisation des Proteins beeinfluf3t.
Wahrend Uberexpression von Wildtyp-p150-Spir eine perinukleare Verteilung in der
Zelle aufweist, findet man bei p150-Spir-Mutanten in denen die mFYVE-Domane
durch Mutation der Cysteine in Serine zerstdrt wurde oder nach Deletion der mFY-
VE-Domane eine gleichmalige Verteilung des Proteins im Zytoplasma. (— 6.13.)
Kristallstrukturanalysen der FYVE-Domanen-Konsensussequenzen zeigen zwei kon-
servierte hydrophobe Aminosaurereste, meist Leucin bzw. Methionin, zwischen den
Cysteinen 2 und 3, die an der Spitze des FYVE-Fingers exponiert sind. (— Abb.27,
vgl. Rabphilin 3A) Diese hydrophoben Aminosaurereste konnen mit den hydropho-
ben Anteilen in Membranlipiden interagieren, dadurch die Membranbindung des Pro-
teins stabilisieren und helfen, die FYVE-Domane zu orientieren. [Misra und Hurley

2000, Driscoll und Vuidepot 1999] Mutationen dieser Region inhibierten die Mem-
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FYVE-Finger
Plasmamembran
hydrophobe Innenregion
hydrophile Randregion
Spir-Box m-FYVE
pl50-Spir DDRLSVTLAEIVHIRSVMTKAELEGLPM DV | RVKEDVEKRRVCFLCLRTRES
PEM-5 VASLSLTVEEVMHIRQVLTRAELEKFQS DK |ELYRALKNEKVCFTCRTKKFT
hu-Spir-1 VECLALTVEEVMHIRQVLVKAELEKYQQ YK |DIYTALKKGKLCFCCRTRRFS
hu-Spir-2 VESLALTVEEVMDVRRVLVKAEMEKFLQ NK |ELFSSLKKGKICCCCRAKFPL
m-Spir-1 VECLALTVEEVMHIRQVLVKAELEKYQQ YK | DVYTALKKGKLCFCCRTRRFS
Rabphilin3A  RKQEELTDEEKEIINRVIARAEKMETME RKNVAGDGVNRCILCGEQLG-
1 2
R R R B
pl50-Spir FFGPWGIQCKLCQRTVCAKCYTKMRIPSE| - (196aa) - VIVCNDCQGLVNEIT
PEM-5 VF-SWPNTCEICKMKICSKCTRKVRAPTN| - (63 aa)-MDVCCECHLLLSGVV
hu-Spir-1 FF-TWSYTCQFCKRPVCSQCCKKMRLPSK| - (61 aa){MEVCVDCKKFISEII
hu-Spir-2 FS—-WPPSCLFCKRAVCTSCSIKMKMPSK| - (57 aa) - KDVCSECTSFVADVV
m-Spir-1 FFI-TWSYTCQFCKRPVCSQCCKKMRLPSK| - (67 aa) {MEVCVDCKKFISEII
m-Spir-2 KDVCSDCTS
Rabphilin3A  MLGSACVVCEDCKKNVCTKCGVETSNNRP-----—==-- VWLCKICLEQRE
3 4 5 6 7 8
Zn 1 |
| Zn 2

Abb. 27: Spir-Box und mFYVE-Domanen verschieden

er Spir-Proteine und Rabphilin 3A im

Vergleich. Oben ist die Kristallstruktur des FYVE-Zinkfingers abgebildet, R-Faltblatter, a-Helix
und die beiden Zinkionen, die von den Cysteinen 1,2,5 und 6 bzw. 3,4,7 und 8 komplexiert
werden, sind farbig markiert, Pfeile weisen auf die Lage der beiden hydrophoben Aminosau-
rereste (F) im hydrophoben Membrananteil und auf die Insertion zwischen den Cysteinen 6

und 7 hin .

branbindung von EEA1, einem FYVE-Familien-Protein. [Odorizzi et al.2000; Corvera

2000] Im Drosophila p150-Spir, ebenso wie im humanen Spir-1, befinden sich hydro-

phobe Phenylalanine (F) an den entsprechenden Positionen, die ebenfalls Membran-

interaktionen vermitteln konnten. Nach Mutation d
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Domane von p150-Spir zeigte das Protein ebenfalls ein zytoplasmatisches Vertei-
lungsmuster, was auf eine Funktion dieser hydrophoben Aminosauren in der Lokali-
sation von p150-Spir hindeutet. In weiteren Experimenten bleibt festzustellen an wel-
che zytoplasmatischen Strukturen p150-Spir mit Hilfe seiner mFYVE-Domane ge-
bunden wird. Zu klaren ist auch die Frage, welche Bedeutung die Aktinmonomere
bindenden WH2-Domanen fur die Lokalisation des Proteins haben. Die Aminosaure-
sequenz von p150-Spir enthalt eine weitere Region unmittelbar vor der modifizierten
FYVE-Domane, die einen hohem Konservierungsgrad zwischen den Spir-Homologen
in Drosophila, Mensch und Ciona zeigt. Diese als Spir-Box bezeichnete Domane
zeigt in Datenbank-Sequenzvergleichen Homologie zu Rabphilin-3A, einem die
GTPase Rab3A bindenden Protein, das ebenfalls eine FYVE-Domane besitzt, die
der von p150-Spir ahnelt. [Ostermeier und Bruneger 1999; Hurley und Misra 2000]
(—> Abb.28)

o helical

Rabphilin-3A RKQEELTDEEKEIINRVIARAEKME TMEQERIGRLVDRLETMRKNVAGDGVNRCILC

LT EE I V BRAE c cC
150-8pir DDRLSVTLAETITVHIRSVMTKAELELPMDVRVKEDVEK-——-————————— RRVCFLC
PEM-5 VASLSLTVEEVMHIRQVLTRAELEEFQSDKELYRALKN ———————————— EKVCFTC
hu-spir-1 VECLALTVEEVMHIRQVLVKAELEKYQQYKDIY TATLKK-—-———===—=—=—=— GKLCFCC

L LT EE HIR V RAELE CF C

v A K 1 2

Spir-box

Abb.28: Sequenzvergleich der Spir-Box zwischen Rabphilin-3A und einigen Spir-Proteinen
mit darunter angegebener Konsensussequenz. Das vor der FYVE-Domane lokalisierte 20
Aminosauren umfassende Motiv zeigt in der Kristallstrukturvorhersage eine a—helikale Struk-
tur.

Rab-GTPasen sind an der Regulation von zellularen Vesikeltransportvorgangen be-
teiligt. Mehr als 40 Proteine dieser Familie wurden bisher in Sdugern entdeckt, wobei
jedes Protein mit spezifischen subzellularen Membrankompartimenten und Trans-

portsystemen assoziiert ist. So spielt beispielsweise Rab3A eine wichtige Rolle in der
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Regulation der Neurotransmitterfreisetzung im Hirn. [Ostermeier und Brunger 1999]
Rabphilin 3A bindet die GTP-beladene Form von Rab3A Uber zwei a-helikale Kon-
taktbereiche. Die dreidimensionale Strukturvoraussage flr die Spir-Box zeigt eben-
falls eine a-Helix-Struktur, so dafl neben der hohen Konservierung auf Aminosaure-
ebene auch die Tertiarstrukturvoraussage des Proteins eine Interaktion von p150-
Spir mit GTPasen der Rab-Familie annehmen lalt.

Vorlaufige Daten aus Immunfluoreszenz- und Koimmunoprazipationsexperimenten
deuten auf eine Interaktion zwischen der bis jetzt vom humanen Spir-1 bekannten C-
terminalen Teilsequenz und der GTPase Rab11 hin. Die Lokalisation von Rab11
wurde in subapikalen Recycling-Endosomen und im trans-Bereich des Golgi-
Apparats beschrieben, Rab11-GTPasen scheinen eine Rolle bei Transportvorgangen
zwischen Recycling-Endosomen und Plasmamembran zu spielen. [Wang et al. 2000;
Leung et al. 2000] Bei Uberexpression in Mausfibroblasten zeigt p150-Spir ein peri-
nukleares Verteilungsmuster, welches einer Lokalisation an subzellularen Membran-
strukturen, wie beispielsweise am Golgi-Apparat, ahnelt. Die genaue Lokalisation von
p150-Spir in der Zelle soll in zuklnftigen Experimenten mit spezifischen Zellorganel-
lenmarkern immunhistochemisch nachgewiesen werden. Weitere Hinweise unter-
stutzen die Hypothese einer Verbindung zwischen p150-Spir und Rab11. Es wurde
gezeigt, dald Rab11-haltige Endosomen und Membranstrukturen reich an Aktin sind.
[Calhoun et al. 1998; Trischler et al. 1999] Unveroffentliche Daten von G.L.Dollar et
al.(Drosophila-Research-Conference Pittsburg 2000) besagen, dall Drosophila-
Rab11 flr die Lokalisation der oskar-mRNA am posterioren Oozytenpol von Bedeu-
tung ist. Bei spir-mutanten Embryos wird ebenfalls die Lokalisation der posterioren
Determinante oskar auf mMRNA-Ebene beeinflufdt. [Wellington et al 1999].

Aus den bisherigen Daten ist folgendes Arbeitsmodell zur Funktion von p150-Spir
denkbar: Bestimmte Stimuli bewirken in Zellen die Ausbildung lokaler Aktin-Gertste,
die Proteinen und Vesikeln als Transportwege dienen und auch eine gerichtete Sig-
nalweiterleitung von der Membran an nachgeschaltete Proteine gewahrleisten.
Aktinpolymerisation und Aktindepolarisation als dynamische Prozesse kdnnen
Signaltransduktionskasaden regulieren und umgekehrt beeinflussen Signalmolektle
das Zytoskelett. p150-Spir kdnnte dabei als Aktinreoganisator wirken und unter der
Kontrolle von kleinen GTPasen und JNK die Aktinpolymerisation initiieren, gleichzei-
tig Uber seine modifizierte FYVE-Domane JNK und andere interagierende Proteine
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an Zellmembanstrukturen rekrutieren und so der Aktivierung durch externe Stimuli
zuganglich machen. Unter der Kontrolle von MAPK-Signalen konnte p150-Spir durch
Ausbildung von Aktinfilamenten in der Zelle bei vielen Prozessen mitwirken, bei-
spielsweise die Weiterleitung von Signalen ermoglichen, Uber Interaktionen mit Rab-
GTPasen an vesikularen Transportprozessen beteiligt sein oder die Lokalisation von
die Zellpolaritat determinierenden Faktoren in embryonalen Entwicklungsprozessen

beeinflussen. (— Abb.29)

Membrane

mFYVE
. Spir-Box GTP
Spir C & l{w?’

L L[
Acidic

Arpals |

Abb.29: Arbeitsmodell, wie Spir-Proteine Signaltransduktionsmodule an Membranen
rekrutieren und mit Aktinregulation koppeln.
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7.5. Ausblick und zukunftige Fragestellungen

Die Analyse von EST-Datenbanken hat einen hohen Grad an Konservierung zwi-
schen Drosophila p150-Spir Sequenzen und humanen Sequenzen und EST-Klon-
Sequenzen aus der Maus gezeigt, wobei in einigen Bereichen auf Proteinsequenz-
ebene, besonders in Bereichen funktioneller Proteindomanen, Identitaten von bis zu
57% der Aminosauren bestehen.

Zur Analyse der Funktion der endogenen Spir-Proteine in Saugerzellen ist die Klonie-
rung der humanen und der murinen spir Gene unerlaflich. Bisher wurden in Daten-
bankanalysen zwei humane Spir-Gene gefunden, hu-spir 1 auf Chromosom 18p 11.2
und hu-spir 2 auf Chromosom 16q24.3, wobei die 5 kodierenden Bereiche beider
Gene noch nicht vollstandig vorliegen. Die Herkunft der EST-Klone deutet auf ein
breites Expressionsspektrum von Spir in Saugergeweben hin. Mittels RT-PCR und
Northern-Blot Analysen liel3 sich die Expression von hu-spir 1 in verschiedenen Hirn-
bereichen, Leber, Kleinhirn, Herz, Lunge, Niere, Muskulatur, Hoden und Ovarien
nachweisen, wahrend sie in Pankreas, Milz und fetaler Leber fehlte [Kazusa DNA
Research Institute]. Von hu-spir 2 liegen bisher keine Expressionsdaten in humanen
Geweben vor. Auch in der Maus wurden EST-Klonsequenzen gefunden, die auf die
Existenz von zwei murinen spir-Genen hindeuten. Im Northern-Blots mit RNAs aus
murinen Geweben war eine hohe Expression fur m-spir 1 in Hirn und fur m-spir 2 in
Colon, Hirn und Testis nachweisbar.( — 6.7.)

Zur Analyse der Funktion der Sauger Spir-Proteine sollen polyklonale Antikorper in
Kaninchen hergestellt werden. Mit Hilfe dieser Antikorper sollen weitere Untersu-
chungen zur Funktion des endogenen Proteins durchgefuhrt werden, um z.B. die
Fragestellung zu klaren, ob die Funktion von p150-Spir durch Rho-GTPasen regu-
liert wird, wie p150-Spir die Aktinpolymerisation induziert, ob es mit Rab-GTPasen
interagiert und ob es eine Rolle beim zellularen Vesikeltransport spielt.

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dal} die Region 24.3 auf dem humanen Chromo-
som 16, auf dem hu-spir 2 lokalisiert ist, bei diversen Brustkrebsarten haufig Mutatio-
nen zeigt. [Whitmore et al. 1998 1u.2 ] Die Analyse, ob in menschlichen Mamma-
Karzinom-Gewebeproben humanes spir 2 mutiert vorliegt und ob Spir eine Rolle in

der Karzinogenese spielt ist ein weiterer Aspekt, der untersucht werden sollte.
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cancer osaka tyroid
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Cdc/rac interacting and binding region
CSAID™ [cytokine suppressive anti-inflammatory drug] binding protein
das heil3t
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Drosophila- c-dJun N-terminale Kinase
(Di)Desoxynukleotidtriphosphat
Drosophila melanogaster

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

dorsal closure (dorsale Schliel3ung)
Dithiothreitol

Decapentaplecig
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Enhanced Chemoluminiscence
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycolbistetraacetat

epidermal growth factor

extracellular signal regulated kinase
expressed sequence tags

fetal calf serum

Formamid Gel Running Buffer
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F-Aktin
G-Aktin
GDP
GST
GTP
HA
Hep
His
HPK
ICKA
IL

Insc

P
IPTG
JBD
JIP
JNK
JSAP
kb

kbp

KD
kDa
kompl.
lacZ
LE

Leu
LiAc
MAPK
MAPKAP-K
MAPKK
MAPKKK
MBP
MEK
MEKK
MKK
MLK
MP1
mFYVE
mRNA
MSZ
NGF
NEB
NFAT
NP40
oD
PAGE
PBS
PCR
PDGF
PEG

filamentares Aktin

globulares Aktin
Guanosindiphosphat
Gluthathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat
Hamagglutinin

hemipterous

Histidin

hematopoietic progenitor kinase 1
Immuno-Komplex-Kinase Assay
Interleukin

Inscutable

Immunprazipitation
Isopropylthiogalactosid
JNK-Binde-Domaéane

JNK interagierendes Protein
c-Jun N-terminale Kinase
JNK/SAPK-associated protein
Kilobasen

Kilobasenpaare

Kinase dead

Kilo-Dalton

komplett

B-Galactosidase-Gen

leading edge

Leucin

Lithiumacetat

Mitogen aktivierte Proteinkinase
MAPK aktivierte Proteinkinase
MAPK Kinase

MAPKK Kinase

myelobasic protein

MAPK/ERK aktivierende Kinase
MAPK/ERK aktivierende Kinase Kinase
MAP Kinase Kinase
mixed-linage-kinase
MEK-Partner 1

modifizierte FYVE-Domane
messenger RNA

Institut fir Medizinische Strahlenkunde und Zellforschung
neural groth factor

New England Biolabs

nuclear factor for activated T-cells
Nonidet 40

optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
plateled derived growth factor
Polyethylenglykol
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PEM-5

PH
PtdIns-3-P
PKC

PLC

puc

Rb

rom

RT

RTK

S. cerevisiae
SAPK
SDS

Ser

SH

Sos

SPRK

TA
TEMED
TGF B
TNFa

Tpl
TPY-Motiv
Trp

Tyr

U

u. U.

u.a.

upm

\

v/Vol

w

WASP
WH2-Domain
x-Gal

YTH

z.B.

z.T.

posterior endmark gene 5
Pleckstrin-Homology
Phosphatidylinsoitol-3-phosphat
Proteinkinase C

Phospholipase C

puckered
Retinoblastoma-Protein

rounds per minute
Raumtemperatur
Rezeptor-Tyrosinkinase
Saccharomyces cerevisiae
Strel3-aktivierte Proteinkinase
Sodiumdodecylsulfat

Serin

Src Homologie

son of sevenless

SH3-domain containing proline-rich-kinase
transaktivierende Domane
Tetramethylethylenediamin
transforming growth factor 3
Tumornekrosefaktor a

tumor progression lokus 2
Threonin-Prolin-Tyrosin-Motiv
Tryptophan

Tyrosin

unit

unter Umstanden

unter anderem

Umdrehungen pro Minute

Volt

Volumen

weight, Gewicht
Wiskott-Aldich-Syndrom-Protein
Wiskott-Aldich-Syndrom Homology domain 2
5-Brom-4-chlor-33-indolyl-B-D-galactopyranosid
yeast-two-hybrid

zum Beispiel

zum Teill
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p150-Spir

LOCUS DME238876 4525 bp mRNA INV 19-NOV-2000

DEFINITION Drosophila melanogaster mRNA for pl50-Spir protein (pl50-Spir
gene) .

ACCESSION AJ238876

VERSION AJ238876.1 GI:6572124

KEYWORDS pl50-Spir.

SOURCE fruit fly.

ORGANISM Drosophila melanogaster

Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Tracheata; Hexapoda; Insecta;

Pterygota; Neoptera; Endopterygota; Diptera; Brachycera;

Muscomorpha; Ephydroidea; Drosophilidae; Drosophila.
REFERENCE 1 (bases 1 to 4525)

AUTHORS Otto,I.M., Raabe,T., Rennefahrt,U.E., Bork,P., Rapp,U.R. and
Kerkhoff,E.

TITLE The pl50-Spir protein provides a link between c-Jun N-terminal
kinase function and actin reorganization

JOURNAL Curr. Biol. 10 (6), 345-348 (2000)

MEDLINE 20211961

REFERENCE 2 (bases 1 to 4525)

AUTHORS Kerkhoff,E.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (20-MAY-1999) Kerkhoff E., Institut fuer Medizinische

Strahlenkunde und Zellforschung, University of Wuerzburg,
Versbacher Str. 5, D-97078 Wuerzburg, GERMANY

REMARK Revised by [3]

REFERENCE 3 (bases 1 to 4525)

AUTHORS Kerkhoff,E.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (08-DEC-1999) Kerkhoff E., Institut fuer Medizinische

Strahlenkunde und Zellforschung, University of Wuerzburg,
Versbacher Str. 5, D-97078 Wuerzburg, GERMANY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..4525
/organism="Drosophila melanogaster"
/db xref="taxon:7227"
/chromosome="2"

/map="38C"
/dev_stage="embryonic"
gene 249..3311
/gene="pl50-Spir"
CDS 249..3311

/gene="pl50-Spir"

/codon_start=1

/product="pl50-Spir protein"

/protein id="CAB62901.1"

/db xref="GI:6572125"

/db_xref:"SPTREMBL:Q9U1K1"
/translation="MTEHQAEEQADTPPTKVKATPTPTPSGKFKDAKEDAFLSTSPDS
ANGDAQHKLPADQLAMSSSAHPOQAGOARPLILOQAFHRCSSPEQCVTLHDILDSFEFKAP
LSEDQAWALTIHQFAGLYHQVAVOQAHTCAADYEAALPTGFELHFHRDGSVHESGPDQLT
PKEQLQOQEQIPLPPQHDVIVDQPDHSASSSGDSSVINRAFDNSNHHHHHQHHHPPLVV
SHRKIISELAEIVYTALDYNLPEDEECQVSQELENLENFMTADETDDDCIDEGIDEGD
KRWDDESEEERNDTKELEHIIETCRNHIKTTLPENHYRAVCRALVTETIELRVELQQV
LNNEAGAEKLIKASESSATTQOQELAKLGENDWARFWVQVIDELRRGVRLKKSNHERTP
IEYELTPYETLMGDIRAKKYQLRKVMVNGDIPPRVKKDAHAMILEFIRSRPPLKKASD
ROLGPPRMCEPSPREQLMESIRKGKELKQITPPEAPTLRERVLPSANSTLSRSRQRLT
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KVDEFSKFQDDDLEFYDENSISSSHSTAATHQHHPHFAEMHRCSQPKMPPYPFGGYMVPS
QARQDCRETASLMRPRRTMEPAKQVPPPEEPSFTKDEYHKEFYDTALESYDLATQCESR
RASLRRHTIVGCQSNLDETHSMPPTRPESRQSDDVSKETPKRSPAEQTHPSDEGSSTS
SLGPWNKSEFMDKQTWMERGDDRLSVTLAEIVHIRSVMTKAELEGLPMDVRVKEDVEKR
RVCFLCLRTRESFFGPWGIQCKLCQRTVCAKCYTKMRIPSEHFRNVPLVLISPSLLSS
PASSSTPSPSHHAQQAHSSSTGNIMDDQFPKSLIERLLRSESDRKTRSTVGSAPSSPK
HORSNMSTPGISVGPGASSSSAAATGQAVEALHDQATMSSSYSAAMRPSGVHQOOKOQOH
YNNAMSRSMEGPRSLPVHSPAYRPLSNNSTLERKSRESRGENLEFSSGSHLAQTQEQKE
NLRGEQVTVCNDCQGLVNEITSSVKQKRSSARNRTIQNLTLDLTPVWK"

BASE COUNT
ORIGIN

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

1204 a

ggaatccgaa
ttaccacaca
caaaccgcga
ggccagtgcc
cacacataat
aggccacgcc
tgtccacatc
tggccatgtc
aagccttcca
cctttaaggc
tctaccacca
ccaccggatt
agctgacgcc
tgattgtgga
gagcgttcga
tctcgcatag
atctgccgga
tgacggcaga
gctgggacga
agacctgcag
gagccctcgt
aagcaggtgc
tggcgaagct
gacggggagt
caccctacga
tggtcaacgg
tcatcaggtc
tgtgcgagcc
agcagatcac
ccacgctgtc
acgatctctt
agcatcatcc
cattcggtgg
tgatgcggcc
ccttcacgaa
ccactcagtg
gcaacctgga
acgtcagcaa
gcagttcaac
tggaacgggg
tcatgaccaa
aaaagcgtcg
gcattcagtg
ttccctecgga
gtccggccag
cgacggggaa
ccgagtcaga
aaagatcaaa
cggccgcecac
attccgcggce
ccatgtcgag
cgctctccaa

1298 ¢

ttccatcccce
caacacagaa
attttgcagg
gggtttgcag
gacggagcac
cacacccacc
gccggacagce
ctccagtgcg
ccgctgcectcece
gccgctctcecce
ggtggccgta
cgagctgcac
taaggagcaa
tcagccggac
caacagcaat
aaagattatc
ggacgaggag
tgagacagac
cgaatccgag
aaatcacata
gacggagacc
cgagaaactg
gggcttcaac
gcggctgaag
aatactcatg
agatattccg
acggccgccg
ttctccgcgg
cccgccagaa
acgatccaga
ctacgatgag
acatttcgcce
ctacatggtg
ccgacgcaca
ggacgagtac
cgagtcgagg
cgagacgcac
ggagacgcct
atcctcgcett
tgacgatcgg
ggcggagctg
cgtctgcttce
caagttgtgc
gcacttccga
ctcgagcacc
catcatggac
tcgaaagact
catgagcacg
tggacaggcc
catgcgaccc
gagcatggag
taacagcacc

1105 g

tcgtgttgtg
aaacaacaac
ttagcccacc
tggaatcggg
caggccgagg
ccgagtggaa
gccaacggcg
catccccagce
tcgccagaac
gaggaccagg
caagcgcaca
ttccatcgcg
ctgcagcagg
cacagcgcca
caccaccacc
agcgaactgg
tgccaagtgt
gacgattgca
gaggagcgca
aaaaccaccc
atagagctcc
atcaaggcgt
gactgggcac
aagagcaacc
ggcgacatcc
ccgcgcgtcea
ctgaagaagg
gagcagctca
gcaccgaccc
cagcggctca
aacagcatca
gagatgcacc
cccagtcagg
atggagccag
cacaagttct
agggcttcct
tcaatgccgce
aagagaagtc
gggccatgga
ctgtccgtaa
gagggcctgc
ctgtgcctgce
cagcgcacgg
aacgtgcccc
ccatcaccct
gaccagttcc
cgcagcactg
cccggcatta
gtggaggcac
tctggcgtcce
ggaccccgaa

ttggagagga

105

918 t

ttattattgt
aacaaaacta
cgaaagaggc
ttgaaagcca
agcaggcgga
agttcaagga
atgcccaaca
aggcgggceca
agtgcgtcac
cctgggcecct
cctgtgecgce
acggcagcgt
agcagatccc
gcagcagcgg
accatcaaca
cggaaatcgt
cacaggagct
ttgacgaggg
acgataccaa
tgcctgagaa
gagtatttct
cggaatcatc
gcttctgggt
acgagcgcac
gagccaaaaa
agaaagatgc
ccagcgatcg
tggagtccat
tcagggaaag
tcaaagtgga
gcagctccca
gctgctcgca
cacgacaaga
caaagcaggt
acgacacggc
tgcgccgcca
ccacgcggcc
ctgcggagca
acaagtcctt
cgctggcgga
cgatggacgt
gcactcggtt
tctgcgccaa
tcgtgctgat
cccatcatgce
ccaagtcgtt
tgggcagtgce
gcgtgggacc
tgcacgacca
accagcagca
gtctgcccecgt
aatcccgcett

attaaagttt
aaccaaaatc
aaaaaaatca
tcgatagcca
cacgccgccce
cgcgaaggaa
caagctgcca
agcccgceccg
gctgcacgac
gatccaccag
ggactacgag
ccacttctcc
cctccecececg
cgacagcagc
tcatcacccg
ctacaccgcc
ggagaatctg
catcgacgag
agaactagag
ccactataga
gcagcaggtc
ggccaccacg
gcaggtgatc
tcccatcgaa
gtatcagttg
ccacgccatg
ccaattgggc
acggaagggg
ggtgcttcca
cttctccaag
ctccacagcg
gcccaagatg
ttgccgggag
gccgcctcca
cctggaatcc
caccatcgtt
cgagtcgcgt
gacccatccc
catggacaaa
gatcgttcac
gcgcgtcaag
ctcgttcttce
gtgctatacc
ctcgccatcg
ccagcaggcg
gatagagcgt
cccatcctca
cggagcatcc
ggcgaccatg
gaagcagcac
gcacagtcca
ttcgagggga

cctttgccat
gaaccaaaaa
attatatgtt
cacacgccca
accaaggtca
gacgccttcc
gcggaccagc
ctcatcctgce
atcctggact
ttcgcecgggce
gccgccctgce
ggcccggatce
cagcacgacg
gtcatcaaca
ccgctcgteg
ttggattaca
ttcaacttta
ggcgacaagc
cacataatcg
gctgtctgca
ctgaacaatg
caacaagaac
gacgaactgc
tatgagctga
cgcaaggtga
atcttggagt
ccgccgcgca
aaggagctca
agtgcaaact
tttcaggacg
gccacccacc
ccgccgtatce
acggcgtcgce
gaagagccat
tacgacctgg
ggatgccaga
caatcggacg
tcagacgagg
cagacgtgga
atccgttccg
gaggatgttg
ggtccctggg
aagatgcgaa
ctgctgtcca
cactcatcct
cttttgcgcect
cccaagcacc
tcctcectecag
tcgtcctegt
tacaacaacg
gcatatcgac
ttcaacctgt



3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501

tctcctcecggg
aggtgaccgt
agaagcgcag
tctggaagta
gtaggatggt
ccattgacta
tgaccacatt
gaacgcactt
gtacacttaa
ataagcagag
cagagagatc
gtcgctacac
agtatgcgta
atgcacatat
gtattgatca
atttcgattg
tttgtttacg
cgcaagaact
atttagttaa
tatataattg
ttgtagctgce
aattgtaaat
ttacaataat
taataaatga

cagccatctt
gtgcaacgac
ctccgcacgg
ggcgggaatc
tgcaatggag
catgacactg
ccttacctgt
gcacatttag
aaggatagag
gagaataccg
cgcttgagecg
attatattat
aaagttgatt
attcgacctt
tacagaatac
ttgaaatagt
ttgtgaagtt
acttgatagc
ttcgcttagt
tacaagctga
tattatagtt
gcatttaagt
ttaatacaca
aaatacaaac

gcccagacgc
tgccagggac
aaccgcacca
agatcagaga
ttctaacgac
atgatgactc
gagaattttc
ctattacata
cctcgaggag
agaattcctg
caccccacca
cgcagatcgc
aagtacatgt
acttgtaccc
atcgatattc
tatccgaaaa
ttcgttttgt
ctaatttaat
tttaattctc
tgatgcaaag
tttctaaccg
acttgtaata
cacgaacaca
taaag

human-Spir 1 (unvollstandige Sequenz)

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDS

HSA277587

AJ277587

AJ277587.
Spir-1 ge
human.

4989 bp
Homo sapiens partial mRNA for Spir-1 protein

mRNA

1 GI:8%920229

ne.

Homo sapi

Eukaryota
mi; Mamma

Otto, I.M.

ens
; Metazoa;
lia;

Eutheria;
1 (bases 1 to 4989)
, Raabe,T.,

Chordata;

Bork, P.,

Craniata;
Primates;

aggagcaaaa
tggtcaacga
ttcagaatct
taggataact
tgacttggcet
attgacagac
agtttcagcg
catgcataga
cctcgtttgt
gctgaagctt
ctttctattt
aacgcgatgc
aatcataact
tgctcctgca
gcaatacgat
tgttgtgaaa
tccectatta
tttagtcggc
cctaagtgcg
caaaccccta
tttttgaaca
ttaaatttta
caaagagatc

PRI

Doerks,T.,

ggagaacctg
gatcacgagc
caccctggat
ccgcagtgceg
ctacatcgct
aacagacgct
cggctgtttt
tatggattag
aaatcgtgtt
tgtacatttt
ataaaggagc
cgttgtttat
cttgtatccg
ttcgtttcag
tcccagttca
cttttgtgcect
actacaatgt
gttgctatgc
tctaagttgt
acgaacatta
attttgtttg
tgcttttaag
gaaaatacac

(Spir-1

Vertebrata;
Catarrhini;

Rapp,U.R.,

03-

cgcggcgagc
tccgtgaagce
ctgacgcccg
tttgaagacc
atacatacta
atttgattac
agggccttca
atcgactgtt
agtctagtga
ctgccggcecta
taacttacac
aactgttcaa
catatatcaa
cacgagcgac
gaaaaaaaaa
tgcgcagatc
caatgtataa
agcccaaact
aagcgacgtc
tattacctaa
atttatctgt
ttaaattcat
aaaacagcaa

JUL-2000
gene) .

Euteleosto-
Hominidae;

Homo.

Kerkhoff, E.

The Drosophila pl50-Spir is highly conserved between Drosophila

and human
Unpublish

2 (bases 1 to 4989)

Kerkhoff,

ed

E.

Direct Submission

Submitted
Strahlenk
GERMANY

(S]

(20-APR-2000)

unde,

Location/Qualifiers

1..4989

Kerkhoff E.,
Universitaet Wuerzburg,

/organism="Homo sapiens"
/db xref="taxon:9606"
/chromosome="18pll.2"

/sex="male"

/tissue type="brain,testis"
/dev_stage="adult"

1..1863

/gene="Spir-1"

<1..1863

/gene="Spir-1"
/function="actin reorganisation"
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Institut fuer Medizinische
Versbacher Str.5,

97078,



/codon_start=1
/product="Spir-1 protein"
/protein id="CAB96370.1"
/db xref="GI:8920230"

/translation="TEVIXSLXIIIYKALDYGLKENEERELSPPLEQLIXHMANTVEA
DGSNDEGYXAAEEGLGDEDEKRKISATRSYRDVMKLCAAHLPTESDAPNHYQAVCRAL
FAETMELHTFLTKIKSAKENLKKIQEMEKSDESSTDLEELKNADWARFWVQVMRDLRN
GVKLKKVQERQYNPLPIEYQLTPYEMLMDDIRCKRYTLRKVMVNGDIPPRLKKSAHET
ILDFIRSRPPLNPVSARKLKPTPPRPRSLHERILEEIKAERKLRPVSPEEIRRSRLDV
TTPESTKNLVESSMVNGGLTSQTKENGLSTSQQVPAQRKKLLRAPTLAELDSSESEEE
TLHKSTSSSSVSPSFPEEPVLEAVSTRKKPPKFLPISSTPQPERRQPPORRHSIEKET
PTNVRQFLPPSRQSSRSLEEFCYPVECLALTVEEVMHIRQVLVKAELEKYQQYKDIYT
ALKKGKLCFCCRTRRFESFFTWSYTCQFCKRPVCSQCCKKMRLPSKPYSTLPIFSLGPS
ALQRGESSMRSEKPSTAHHRPLRSIARFSSKSKSMDKSDEELQFPKELMEDWSTMEVC
VDCKKFISEITISSSRRSLVLANKRARLKRKTQSFYMSSPGPSEYCPSERTISEI"

BASE COUNT
ORIGIN

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

1474 a

acagaggtca
gagaatgaag
acggtggaag
gatgaagatg
tgtgctgctc
gcactgtttg
gagaatctta
gagctgaaaa
ggggtaaaac
ctcacccctt
gtgatggtga
gacttcatca
ccaccacggc
ctgcggcctg
tctacaaaga
gaaaacgggt
ccaactctgg
agcagcagca
aggaagaagc
ccaccccaga
ccgccttcecca
gctcttactg
aaataccaac
tgccgaacca
ccggtgtgcet
cctatctttt
aaaccctcca
aagtctatgg
agcaccatgg
cggcgcagtc
tacatgtcct
tgagcctcgt
tgagccggge
cagatttttg
aaacgtgaca
acttttgtgt
gttcctcgaa
ctaacagaga
tgactgtgtt
gctcacagca
ttgcttggag
gaagagctgt
cctggttcag
ggttactaat
aaaggaaggc

1028 c¢

ttnantcttt
aaagggaatt
ctgacggtag
aaaagagaaa
atctccctac
cagaaacaat
agaagattca
acgctgactg
ttaagaaggt
atgagatgtt
atggtgatat
gatccagacc
cacggagcct
tatcaccaga
atcttgtgga
taagtacctc
ccgaactgga
gcgtgtctcc
ctccaaaatt
gacgacattc
ggcagagttc
tggaagaagt
agtataaaga
ggaggttttc
cacagtgttg
cattgggacc
ctgcccatca
acaaatcaga
aggtgtgtgt
tggtgttggc
cgccaggccce
gcctttcagce
tggctctcct
ccgcatcaca
ggtccgccaa
gtgtgtggct
taatctcctg
tgccgatgtc
tctatccecgt
cagaacctag
ataaaaatta
acacccacaa
tgtctcctga
agttttataa
taaaagtttg

1077 g

ggnaattatt
aagccctccce
caatgatgag
aatctcagct
tgaatcagat
ggagctccat
agaaatggaa
ggcacgattc
ccaagagcgg
aatggatgac
tccececectegg
tcctttaaat
ccatgaaaga
ggagattaga
gtcatctatg
acagcaggtg
cagctctgag
ctctttccct
cctgcccata
cattgaaaag
ccgctcectcett
gatgcatatt
catctacacc
cttcttcact
caaaaagatg
ttctgctctg
tcggccactt
tgaagaactc
ggactgcaag
caacaaaagg
ctcggagtac
tgcttttgtg
ttctgtggtt
ttgttccaca
ttgctcgttt
ttggaagcca
actaaggcaa
agcacagccc
gtacagagag
aagcacctgc
cataagggac
gggtgactat
gtggatgaca
tggaggtcta
tcaagacgtt
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1405 t

atttataaag
ctagagcagc
ggctatnagg
attcggtcat
gcaccaaatc
acatttctga
aagagcgatg
tgggtacagg
cagtacaacc
attcgctgca
ttaaaaaaga
ccagtctcag
atattagaag
cgtagcagat
gtgaatggag
cctgcacagc
tctgaggaag
gaagagccag
tcatcaacac
gaaacgccta
gaggaattct
cgccaggtcc
gccttgaaaa
tggtcttata
cggctgccect
caaagagggg
cggagcattg
cagtttccca
aagttcattt
gcccgattga
tgcccttcag
ctacgagtca
ttatttaatg
gactgaatgc
gcactgagag
gtagctactt
aaaaaaaaag
taagcagtaa
atccagagcc
tgacactctt
tttttgcctg
ttccecctgag
ggtcttcatt
agaattaaag
gagcgtattt

5 others

cactggacta
ttatcgntca
ctgcagaaga
atagagatgt
attatcaggc
ccaaaattaa
aatctagcac
tgatgaggga
ctttgcccat
aaagatacac
gtgctcatga
ccagaaaact
aaattaaagc
tagatgtgac
gtttgacatc
ggaagaagct
aaacgctgca
tcctggaggce
cccagccaga
ctaacgtgag
gctacccagt
tggtgaaggc
aaggaaagct
cctgtcagtt
ccaaaccata
aaagtagtat
ccaggttctc
aagagttgat
cggaaatcat
aaaggaaaac
agaggacgat
gcgtccgtgce
ggcttgaatt
tgtgttcgta
aggacaacag
ccttagttca
cttctcctac
gtcatattgg
ctacactcca
caactgattt
cattctagtg
tggccgtgtt
ctctatcttg
ttgtgtggga
tggttaccta

tggtttgaag
catggccaac
aggcctggga
catgaagttg
agtatgtcgt
gagtgcgaaa
agacttggaa
tttgaggaat
tgaatatcag
cttgcgaaaa
aatcatcctc
gaaaccaact
agaaagaaag
tacccctgaa
acaaacaaaa
cctcagagcc
caagtcgacc
cgtgtccaca
gagacggcag
gcagttcctg
ggaatgcctc
agagctggaa
ctgcttttgt
ctgtaagagg
ctccactctt
gaggtcagaa
ctcaaaatct
ggaggactgg
cagttcaagc
gcagtctttc
cagtgagatc
gcgaggacac
tgcattagat
tcgattgatg
tttgaaactt
gttctttact
gagaatcagt
catttccacg
cgacctgggg
ttaaatgttg
caaaacatct
gtcccagtgc
aatgtattat
gtttcaggac

tgagaagggt


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.cgi?val=CAB96370.1

2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981

tgtgacagtg
ttttcagcta
tttggtacct
tatctacttc
gctttctgca
agtagactgg
ggctatactt
gtttggaaaa
gtagtcagca
atcaaaatac
agtagttttt
atgaaataaa
atgtaaaagt
agactcctgt
aagagactat
tgatgacccc
atggtatttg
ctactgtttt
cacaaagcaa
ttgggcatta
ggagtttgcc
cagaaagtgg
tcattttttg
cacacttcac
ggttttaaaa
tcctggttte
ctcagctaga
ctcatctcag
cacactattg
tgtataagaa
agtggacagt
atttaacaat
atgtaagagg
cgtactatga
taggtgtcat
ttttgtatat
tactaggctt
gtactaaatg
ttccatcag

tacagtggca
catttttcat
agggtctcaa
ttttaaagtt
ctagttttcc
agggtagcat
tattattttg
tctgttaatg
ccacgatagc
agtaacattt
aatggattga
ctttaccagt
gggccaccag
ttaagagctt
ctgaactcta
aggcttgagt
tatatgtata
tattaaaaca
acatctagta
cgatcacctc
aagtgcatta
ggtaagaaag
ttgccaaaac
gtcagctaca
tccttagect
ttgttcagct
gtctgatgtg
ctccctcececag
ggaaacctgt
tgcttgtaaa
gggaattaac
cttactagat
cttaaaatga
aatttttaag
ataggaaaca
gaaaaactgt
cctgcgtgtg
ttttccatta

gctgttggcce
aactttgtag
actaaaattt
agaagaaaat
ttgtaaatga
tgtatgcctc
gtatgcttac
cacatgcaca
accgtttcat
ctatactaaa
aatttacagt
tgactaaaat
agaaccctta
tcagaattgt
tactccagac
ttttaaaatg
taaatatgca
taagaaacta
catgtctttc
ttaccacagc
aagaggtcac
ggcacatggc
aaagtcttac
tagtttccac
ggtctgactt
tttacttcta
tcttagagca
gcctgagcac
gcttccctcet
tactgtaata
tctcccaagg
tttaattctt
tcttatgttt
ccttttattt
caaaagttat
tgaaggacca
taaaagtcga
aagtcttcta
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acgctgcaga
tacatccatc
atttttataa
taacctgctg
tttgagtgag
aaatgtctca
aaatgactaa
ataatttcct
gaaaggcatg
ttaacagtaa
ttagtaaaag
aatgcatgtt
ttgattactt
actgggtgaa
agttaggtgg
actacccaga
cctaggagaa
cacccccaaa
acttcacttt
acagaacata
gtggagggta
acagttaaag
atttaacccc
agggtaattc
taggcatagc
atccaacaac
tgtgtgcgta
cggttccttt
ccatggctta
tatttattaa
caagtgaaaa
aaggatttca
aaagagattc
ttctaactat
tgctgtttgce
tagagaaatg
ggtattgctg
ttttaaaatt

aatgagctgg
ttgagtaaat
atgaatttta
acaggcaaca
taggtttggt
gtgtgtttgg
ccaatcaaat
gaaagccata
gcggctgcat
tacctcaaaa
gcttaaaatt
aacagttggt
aagtgtttac
tctcatttat
gagtataaat
agggcacaag
tgtgcttttt
ataagacttt
atgatagtgt
cattcttcaa
cgttcatatg
ttgtagaaat
cctttctacc
actaagagct
ttccagttct
aaaagaaatg
tctgaaccat
tgtcccatac
actccctgtc
tatttgaaag
tgaatgattg
aatgaaacca
tgttattagc
attactgtag
taaagcaaaa
tgtactactg
gcattcaggg
tagagaaaaa

agctcatggg
taagccacaa
aaagaaaaaa
tttttggggt
ttctgacgaa
ctcatacgtg
tgtcattaat
ggacatgtct
ttcataccac
ctgctccggt
acttatactt
ctgtatttgc
attattttaa
aaaacttcct
ctaccccttt
ggggaaggaa
aaaataatga
cattcacatt
attggatgat
cagcattaac
aaacaatctg
caaattacta
accccccecte
tgtggagctt
tccttecttg
tctggctggt
catccctgcet
gtcatgaagt
agtgtcggag
gcattcattc
acgtacgttg
gaaggtggtt
accatgaact
gactggatat
tagcagaaaa
acggggcttt
tgacatgatg
taaaatggct
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