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Einleitung 1

Kapitel 1

EINLEITUNG

1.1 SignalUbertragung zwischen Zellen

Ein komplexer, aus zahlreichen unterschiedlichen Organen bestehender Organismus
bendtigt ein vielschichtiges Kommunikationssystem, damit komplizierte Vorginge wie
Wachstum, Differenzierung und Stoffwechsel koordiniert ablaufen kénnen. Der menschliche
Korper verfiigt iber verschiedene Moglichkeiten der Signaliibermittlung, sei es durch
direkten Zellkontakt, sog. gap junctions, oder durch Ubermittlung von Signalmolekiilen tiber
grofBlere Entfernung hinweg. Zur interzelluliren Kommunikation tragen beispielsweise Ionen,
Hormone, Wachstums- und Differenzierungsproteine bei'. So kennt man beim Menschen
entsprechend der Entfernung des Zielgewebes endokrin, parakrin und autokrin wirkende
Mechanismen. Endokrine Signalmolekiile erreichen die Zielzellen tber den Blutweg wihrend
die parakrine Wirkung sich auf die unmittelbare Umgebung der Zellen bezieht. Bei der
autokrinen Signaliibertragung reagieren Zellen auf Substanzen, die sie selbst sezernieren'. Um
seine Wirkung entfalten zu konnen muss ein Signalmolekil von einem spezifischen
Rezeptorprotein gebunden werden, das sich entweder auf der Oberfliche einer Zielzelle, im
Zellkern oder im Zytosol befindet. Dabei diffundieren lipidlosliche Molekile wie zum
Beispiel Steroidhormone durch die Zellmembran wohingegen hydrophile Stoffe, die die
Plasmamembran nicht permeieren koénnen, an membranstindige Rezeptoren gebunden
werden. Durch diese spezifische Bindung wird eine Konformationsinderung dieses
Komplexes ausgelost, welche eine Reithe von Reaktionen oder Zellaktivititen induzieren
kann. Es existieren mehrere Arten von membranstindigen Rezeptoren. Im folgenden werden

hier kurz die Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) dargestellt werden sollen.

Als Liganden binden diese Rezeptoren l6sliche sowie membrangebundene Peptid- oder
Polypeptidhormone wie Insulin oder den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF). Durch die
Bindung wird die Tyrosin-spezifische Proteinkinase-Aktivitit des Rezeptors stimuliert und
damit eine Kaskade von Signalen ausgel6st, die schlieSlich zur Anderung der physiologischen
Aktivitit der Zelle oder des Genexpressionsmusters fihrt. Dabei werden sowohl
Zellproliferation und —differenzierung als auch Zelliiberleben und Anderung des

Zellstoffwechsels gesteuert. Ligandenvermittelte Aktivierung fihrt zu einer Rezeptor-
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Dimerisierung, wodurch die Autophosphorylierung bestimmter Tyrosinreste auf der

cytosolischen Domine katalysiert wird*",

Phosphotyrosine sind uw.a. FErkennungs- und Bindungsstellen fir intrazellulire
Signalmolekiile, die SH2 Dominen (Src-homology domain 2) enthalten”®. Dabei wird die
Ligandenspezifitit durch die Aminosiduresequenz in der Umgebung des Phosphotyrosins
bestimmt. Signalmolekiile wie GRB2 besitzen zudem noch zwei SH3 Dominen, die an
prolinreiche Abschnitte in Proteinen binden koénnen (z.B. Sos)*’. Somit stellen SH2- und
SH3-Domainen-beinhaltende Proteine Adaptoren dar, die aktivierte

Wachstumsfaktorenrezeptoren mit intrazelluliren Signaltransduktionswegen verbinden.

1.2 Die klassische Signaltransduktionskaskade

Wachstumsfaktor = - Dimerisierung und
1 Autophosphorylierung
Rezeptor Tyrosin Kinase des Rezeptors

4 {Z Inaktives /% {I

GRB2 Ras Protein SH2 “ g3

Extrazellularraum l

Plasmamembran

Cytosol

GTF

Aktivierung von Ras % Bindung des GRB2-Sos
MAP Kinase K askade Komplexes an den Rezeptor

Abbildung 1: Aktivierung von Ras nach der Bindung eines Wachstumsfaktorsan eine RTK

Nach der spezifischen Bindung eines Wachstumsfaktors (z.B. EGF) dimerisiert die Rezeptor Tyrosinkinase.
Gleichzeitg werden auf der cytosolischen Doméne Tyrosinreste durch Autophosphorylierung modifiziert,
wodurch sich das Adapterprotein GRB2 mit seiner SH2-Doméne anlagern kann. An seine SH3-Doméne
wiederum lagert sich Sos an, welches als Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) wirkt und Ras durch den
Austausch von GDP gegen GTP aktiviert.

Die Bindung von Sos an Ras aktiviert die klassische Signaltransduktionskaskade durch Sos-
katalysierten Guaninnukleotidaustausch®'' (Abb. 1). Ras gehért zur GTPase-Superfamilie
intrazellulirer Regelkreise. Dabeti stellen sie molekulare ,,Schalter dar, da sie zwischen einer

inaktiven GDP-gebundenen und aktiven GTP-gebundenen Form wechseln'. Aktiviertes Ras
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ist normalerweise in der Lage, durch intrinsische GTPase Aktivitit GTP zu hydrolysieren®,
das Fehlen dieser Fahigkeit fihrt zu einer dauerhaften Aktivierung von Ras und konnte in

. . . 1
bestimmten menschlichen Tumoren nachgewiesen werden'",

Bei der Signaliibertragung spielen Ras-Proteine eine zentrale Rolle. Sie Gibertragen Signale auf
Serin-/Threonin-spezifische ~ Proteinkinasen ~ wie  Raf, die  Zellwachstum und

Zelldifferenzierung steuern. Bei der Aktivierung von Raf rekrutiert Ras das Enzym an die

15-25

Plasmamembran ””. Dort wird die Aktivierung durch bisher unbekannte, membran-

assozilerte Molekiile initiiert, da die Wechselwirkung mit Ras alleine nicht austeichend fur
eine vollstindige Raf-Aktivierung ist™”

doppelspezifische Kinase MEK (MAP Kinase/ERK aktivierende Kinase) an zwei

* Nach seiner Aktivierung phosphoryliert Raf die
Serinresten innerhalb der katalytischen Domine™™, welche selbst wiederum iiber
Serin/Threonin- und Tyrosin-Phosphorylierung die Signale an die MAP-Kinasen ERK1 und
BRK2 weiterleitet™ . Fiir die MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 sind im Gegensatz zu Raf
und MEK ecine Vielzahl von Substraten beschrieben worden. Hierzu zihlen
Transkriptionsfaktoren (c-Fos, c-Jun, c-Myc, Ets) sowie Serin/Threonin Kinasen (Rsk,
MAPKAP Kinase 2, 3pK) Phospholipase 2 und einige andere mehr*****. Diese kénnen als
nukledre Shuttle-Kinasen ihre Wirkung sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern entfalten

(Abb. 2).
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Abbildung 2: Signaltransduktionskaskade

Ras wird nach Bindung von Wachstumsfaktoren an die RTK aktiviert (s. Abb. 1). Dadurch
wird die Signaltransduktionskaskade in Gang gesetzt und fuhrt zur Phosphorylierung und
damit Aktivierung von MAP-Kinase. Zwischen den beiden phosphorylierten Aminosduren
Threonin und Tyrosin befindet sich nur eine einzige weitere Aminosdaure, wobei die MAP-
Kinase nur dann aktiv ist, wenn beide Aminosduren phosphoryliert werden. Diese
Signaltransduktionskaskade steuert Vorgange wie Wachstum und Zelldifferenzierung Uber
mehrere Effektoren im Zytoplasma wie im Zellkern?® 244142
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1.3 Ultrasensitivitat der Signaltransduktionskaskade

Die Existenz der hochkonservierten, klassischen Signaltransduktionskaskade wirft die Frage
auf, warum diese Enzymkaskade aus drei Kinasen besteht, um ein einziges Signal von der
Zellmembran in das Zellinnere weiterzuleiten da andere Signalwege hierfiir nur eine einzige

Proteinkinase benétigen (Jak/Stat Signalweg und cAMP/Protein Kinase A-Signalweg).

Zum einen ermdglicht die Enzymkaskade eine enorme Verstirkung des Eingangssignals. So
betrigt die Amplifizierung des Signals zwischen Ras und MAPK ungefihr einen Faktor 100
bis 500" *. Da dieser Wert im Vergleich zu anderen Signalwegen cher gering ist (Adrenalin
beispielsweise fithrt zu einer Konzentrationssteigerung von cAMP in der Zelle um das

10*fache"), ergab sich eine andere Brklirung,

100% e = em = =
80%
S
T 60%
2 ' = = skooperatives Enzym
s
O 0 ' . :
? 40% - v Michaelis-Menten Enzym
= [}
\'e
’
4
20% r
L 4
[ 4 ”
0% == ‘

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Eingangssignal

Abbildung 3: Vergleich eines kooper ativen Enzyms mit einem Michaelis-M enten Enzym

Die meisten Enzyme folgen der Michaelis-Menten Kinetik. Sie zeigen je nach Séttigungsgrad einen
hyperbolen Kurvenverlauf (gestrichelte Linie). Anders bei Enzymen, die allosterisch reguliert werden:
Hier vollzieht sich eine starke Anderung des Aktivitatsgrades in engen Grenzen des Signaleingangs
(durchgezogene Linie). Solche Enzyme kdnnen al's sog. Schalterenzyme fungieren.

Kinetische Untersuchungen der MAPK-Kaskade haben gezeigt, dass diese Kaskade nicht
einer typischen Michaelis-Menten Kinetik mit einer hyperbolischen Aktivierungskurve folgt,
sondern dass sie sich wie ein kooperatives Enzym analog dem Himoglobin verhilt”. Diese
Enzyme zeigen eine sigmoidale Aktivierungskurve, wobei bei schwacher Stimulation die

Kurve flacher verlduft als bei Michaelis-Menten-Enzymen, die Kurve bei stirkerem Signal
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jedoch tberproportional steil ansteigt (Abb. 3). Aufgrund dieses Verhaltens wurde der Begriff
,,Ultrasensitivitit™ dieser Enzyme geprigt. Bei entsprechend steilem Kurvenverlauf verhalten
sie sich beinahe nach dem Alles-oder-nichts-Prinizp, sie fungieren somit als Schalter-

. 4445
Proteine™

. Verschiedene Untersuchungen haben eine ,,Ultrasensitivitit auch fir die
MAPK-Kaskade zeigen kénnen****** Diese kann von groem Nutzen fiir die biologische
Funktion der Enzymkaskade sein. Geringe Stimuli werden auf diese Weise herausgefiltert
und in einem kleinen Bereich der Eingangssignale die Antwort nach dem Alles-oder-Nichts-
Prinzip angeschaltet. Vorgingen wie Proliferation und Differentiation kommt dieses System
somit zugute, da fehlerhafte Eingangssignale keine Wirkung entfalten kénnen wenn sie die

Reizschwelle nicht tberschreiten. Die Beeinflussung von einzelnen Komponenten der

Kaskade durch weitere Regulatoren kann dieses Verhalten zusitzlich modulieren.
1.4  Raf Protein Serin/Threonin Kinasen

Der Kinase c-Raf-1 kommt eine Schlisselrolle bei der Aktivierung der klassischen
Signaltransduktionskakskade ~zu®. Sie wurde als erstes Mitglied einer Familie
zytoplasmatischer Serin-Threonin-Kinasen entdeckt, die bei Sdugern aus drei Isoformen
besteht: c-Raf-1, B-Raf und A-Raf. Urspriinglich wurde Raf als transformierendes Onkogen
in dem Maus-Retrovirus MSV 3611 isoliert (v-raf)””'. Retrovirale Onkogene stammen von
zelluliren Genen ab (c-onc), welche bei den verschiedenen Spezies hoch konserviert und
hiufig mit der Induktion von Tumoren des himatopoetischen Systems oder mit der
Induktion von Sarkomen assoziiert sind. Auch v-Raf, welches N-terminal verkiirzt und mit
Virussequenzen fusioniert ist, kann in neugeborenen Miusen Fibrosarkome und
himatopoetische Tumore induzieren®”. Da v-Raf kultivierte Zellen transformieren und
Tumoten in vivo induzieren kann, entwickelte sich schnell ein wachsendes Interesse flir
dieses Enzym. Bald wurde das zellulire Homolog c-Raf gefunden, dessen Gen auf

53,54

Chromosom 3p25 liegt™™". c-Raf besitzt das Merkmal eines Proto-Onkogens, da seine
unregulierte Aktivierung zu zellulirer Transformation und Tumorentstehung fithren kann.

Zwei Hauptmechanismen sind hierfiir verantwortlich:

1. Vermehrte Expression: Kerkhoff et al. konnten zeigen, dass durch Uberexpression

. . . . . 55,"7
von c-Raf-1 in transgenen Miusen Lungentumoren induziert werden kénnen™ .

2. Onkogene Mutationen im t-Raf Gen: Bei Versuchen konnten transformierende

Formen von c-Raf-1 in Fibroblasten entdeckt werden, nachdem sie mit DNA
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. . 5 .62 . . ,
verschiedener Tumore transfiziert wurden™ "% Diese Mutationen stellen 5'-

Deletionen des raf-Gens dar, woraus ein N-terminal verkiirztes Protein resultiert.

Uberexpression sowie spontane Mutationen im raf Gen kénnen somit wesentlich an der

Entstehung diverser Tumoren beteiligt sein.
1.4.1 Charakterisierung der Raf — Isoenzyme

Bei Vertebraten existieren drei funktionelle raf Gene: ¢-raf-1*, B-Raf ““und A-Raf”’, wobei
die kodierenden Gene auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind: c-Raf auf
Chromosom 3p25, B-Raf auf 7p34 und A-Raf auf dem X-Chromosom Xpll.2. Die
Expression des c-Raf-1-Transkripts mit einer GroBle von 3,4 kb ist am stirksten in der
quergestreiften Muskulatur, im Zerebellum und im fetalen Gehirn. B-Raf mit einer Grof3e
von 2,3 kb findet sich vor allem in neuronalem Gewebe und in Testes™. """ Das 2,6 kb A-Raf
Transkript wird iberwiegend in urogenitalem Gewebe exprimiert. Es ist mit 70 kDa das
kleinste der drei Proteine, c-Raf-1 weist ein Molekulargewicht von 72 kDa und B-Raf von 90
kDa auf. Sie alle sind cytosolische Phosphoproteine, deren Laufverhalten auf SDS-PAGE-

71,72

Gelen vom Phosphorylierungsgrad abhingig ist und deshalb variieren kann">".
1.4.2 c-Raf-1 Regulation

Die drei Raf-Isoformen bestehen aus drei hochkonservierten Regionen, CR1, CR2 und CR3
(conserved region), die in variable Regionen eingebettet sind. Letztere weisen stark
unterschiedliche Sequenzen auf, sind aber trotz allem im Vergleich zu Raf Proteinen anderer
Spezies hoch konserviert. Die CR1 und CR2 Domainen reprisentieren den regulatorischen
N-Terminus des Enzyms, wohingegen die CR3 Domaine die katalytische Domine darstellt.
Raf-Mutanten, die nur aus der CR3 Domine bestehen, sind konstitutiv aktiv (Abb. 4)**"". Die
CR1 und CR2 Domine stellen die Regulationsdominen von Raf dar. Verschiedene
Aktivititsmodulatoren kénnen an diese Regionen binden. Die wichtigste Interaktion besteht
allerdings in der Wechselwirkung von Raf mit Ras tiber seine Ras Bindedomine (RBD). Die
Bindung von Ras fithrt zu einer Membrantranslokation und Raf-Teilaktivierung””. Die
Mechanismen, die zur vollstindigen Aktivierung von Raf fithren sind noch nicht vollstindig
aufgeklirt. Die cysteinreiche Region in CR1 ist ebenso an diesen Vorgingen beteiligt wie die
zahlreichen Phosphorylierungsereignisse™ """ . Zudem wurde erst kirzlich gezeigt,
dass eine Dimerisierung von Ras wesentlichen Finfluss auf die Raf Aktivierung haben kann™.

Auch 14-3-3-Proteine, die in den meisten Geweben exprimiert werden, sollen Einfluss auf
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CR1 CR2

c-Raf-1 1

A-Raf 1

B-Rd 4 L i 765

Regulatorische Doméne Kinasedoméane

A\

. Konservierte Regionen I:I Ras-Bindedoméne (RBD) ATP-Bindungsstelle

[
I:I variable Regionen

[ ]

Abbildung 4: Raf I soformen

Die Raf-Familienmitglieder weisen strukturelle Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede auf. Die
evolutiondr hoch konservierten Regionen CR1, CR2 und CR3 werden flankiert von variablen
Doménen, von denen vermutet wird, dass sie eine besondere Rolle in der |sozymspezifitét der Raf-
Isozyme spielen. Die Regionen CR1 und CR2 sind fur die Regulation des Enzyms verantwortlich,
wohingegen die CR3 Domane Kinaseaktivitét aufweist und die minimal transformierende Region
darstellt. AuBerdem dargestellt sind die Ras-Bindedoméanen (RBD), die cysteinreichen Domanen, die
ATP-Bindungsstellen und die Substrattaschen.

I:I Cysteinreche Doméne Substrattasche

Aktivierung und Stabilitit von Raf haben. Zum Mechanismus der komplexen Raf-
Aktivierung hat sich zur Zeit folgendes Modell etabliert: Ein dimerisiertes 14-3-3-Protein
stabilisiert inaktives Raf iiber Bindung an die Phosphoserine 259 und 621”. Durch die
Bindung von aktiviertem Ras an die RBD und die cysteinreiche Region von Raf werden die
14-3-3-Proteine von der Ser-259 Bindungsstelle verdringt™”. Hierdurch kommt es zu einer
Auffaltung von Raf und einer basalen Aktivierung”. Andere, noch unbekannte Faktoren
bewirtken dann durch Phosphorylierung eine vollstindige Raf-Aktivierung. Nun kann sich
aktiviertes Raf von Ras l6sen und an sein Substrat MEK binden. Dabei sorgt erneut

gebundenes 14-3-3 Protein fiir die Stabilitit der aktiven Raf-Konformation (Abb. 5)”".
1.4.3 Eigenschaften der Raf-1soenzyme

Die Existenz von drei verschiedenen Raf-Isoenzymen, die Verteilung der kodierenden Gene
auf unterschiedliche Chromosomen, die evolutionir konservierten strukturellen Unterschiede

und die verschiedenen Expressionsraten in unterschiedlichen Geweben stimulierten die
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Suche nach spezifischen Funktionen der Isoenzyme. Unterschiedliche Mechanismen finden
sich bereits bei der Raf-Aktivierung. So reguliert beispielsweise Ras die c-Raf-1 Aktivierung

durch zwei verschiedene Phosphorylierungen, wobei B-Raf solche Phosphorlyierungsstellen

Inaktives Raf
COOH
Ras-GTP
14-3-3
Vorlafige Raf N RBD cri CRD il cro CR3 Wl coox
Aktivierung Raf
Kinasen ?
v Il

stabile Raf
Aktivierung

COOH

Abbildung 5: Modell der Raf Aktivierung

Inaktives Raf wird durch die Bindung des dimerisierten 14-3-3 an phosphoryliertem Ser-259 und Ser-
621 stabilisiert. Nach Membrantranslokation und Bindung von Ras-GTP wird die Ser-259 Bindung
aufgelost und Raf kann sich auffalten. Weitere Phosphorylierungen finden statt und letztendlich
bindet 14-3-3 erneut an einer frisch phosphorylierten Raf-Bindestelle und erzeugt somit einen
stabilen Raf-Komplex. RBD: Ras Bindungsdomane, CRD: Cysteinreiche Doméane

nicht aufweist”. Auch bei der RBD der Raf-Isoenzyme findet man strukturelle Unterschiede,
die die Bindung an Ras beeinflussen. So konnten Weber et al. bei Experimenten mit der
isolierten RBD der drei Isoenzyme zeigen, dass die Bindungsaffinitit von B-Raf und c-Raf-1
zu Ras im Vergleich zu A-Raf aufgrund eines Aminosiurenaustausches um ein vielfaches
héher ist als bei A-Raf®'. Die Aktivierung von A-Raf kénnte also anstelle von Ras auch durch
andere Regulatoren bewirkt werden. Auch in unterschiedlichen Geweben und in
verschiedenen etablierten Zellsystemen wurden die unterschiedlichen Aktivititen der Raf-
Isoenzyme cingehend untersucht. Es zeigte sich in Rinderhirnextrakten®* NIH 3T3 Zellen*
und in NGF-stimulierten PC12 Zellen**®, dass MEK Uberwiegend von B-Raf aktiviert wird.
PC12 Zellen sind zur Untersuchung von Wachstum und Differenzierung besonders geeignet,
da sie unter EGF-Stimulation proliferieren und nach NGF-Behandlung nervenzelltypisch

differenzieren. Da auflerdem alle drei Raf-Isoformen exprimiert werden, kénnen einerseits
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die verschiedenen Phinotypen nach Stimulation und andererseits der Aktivierungsgrad der

Signaltransduktionskaskade sehr gut untersucht werden.
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Abbildung 6: Raf-Aktivitat in PC12 Zellen

PC12 Zellen wurden mit EGF bzw. NGF stimuliert. EGF
flhrt zu einer Proliferation von PC12 Zellen wohingegen
NGF zu einer nervenzelltypischen Differenzierung fihrt. Die
A-/B-Raf- wie auch die MAPK-Aktivitat halt nach NGF-
Stimulation im Vergleich zur EGF-Stimulation langer an. C-
Raf wird nur transient aktiviert®.

Wixler et al. zeigten, dass nach NGF-Stimulation von PC12 Zellen trotz initialer Aktivierung
aller drei Isoformen nur B-Raf und A-Raf kontinuietlich aktiviert werden, wihrend c-Raf-1
nur transient aktiviert wird™. Dieser Effekt wurde jedoch nicht nach EGF-Stimulation
beobachtet. Wihrend Ras fiir die initiale Aktivierung von Raf verantwortlich ist fordert
moglicherweise ein anderes kleines G-Protein, Rapl, die kontinuierliche B-Raf Aktivitat®.
Die Expression von onkogenen und somit ausdauernd aktivierten Versionen der Raf-

Isoformen fiihrt zu Differenzierung von PC12 Zellen (Abb 6)*.
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Ein aufwendiges aber dullerst instruktives Verfahren zur Charakterisierung essentieller
Proteine und deren Bedeutung fir den Organismus stellen sog. ,,Knock-Out-Maus-Modelle*
dar. Hier kénnen Gene, die fiir unterschiedliche Proteine kodieren, ausgeschaltet und der
Effekt auf den Phinotyp untersucht werden. Dabei zeigen B-Raf und A-Raf knock-out

Maiuse essentielle Unterschiede:

B-Raf knock-out Miuse sterben wihrend der frihen Embryonalentwicklung an starken
Blutungen in die Kérperhohlen aufgrund massiver Apoptose endothelialer Zellen. Zudem
zeigen sie subtile anatomische Abnormalititen in neuronalem Gewebe. Dieser Phinotyp
weist auf eine regulatorische Funktion von B-Raf bei der embryonalen Vaskulogenese und

der Suppression des programmierten Zelltodes hin®.

Auf der anderen Seite wird A-Raf in ventrikuliren Myocyten in Antwort auf
wachstumsférdernde Stimuli differentiell reguliert”. Bei Miusen fiihrt gezieltes Zerstéren des
A-Raf Gens zu neurologischen und intestinalen Abnormalititen. Die Tiere versterben an

extensiver Darmaufblihung zwischen Tag 7 und Tag 21 post partum™.

Die Entdeckung von Raf-Isoenzym-spezifischen Interaktionspartnern war ein
entscheidender Schritt zur Charakterisierung von unterschiedlichen Funktionen der einzelnen
Isoformen. So konnte PA28d, eine von zwei Untereinheiten der 11S Regulatoreinheit von
Proteosomen als B-Raf Bindungspartner in einem Two-Hybrid-Screen einer PC12 Bibliothek
identifiziert werden”'. Diese Interaktion war spezifisch, da keine Interaktion zwischen PA28at

und A- oder c-Raf-1 detektiert werden konnte’.

Als weitere spezifische Wechselwirkung konnte die Interaktion zwischen A-Raf und CK2p,
der Regulator-Untereinheit der Protein Kinase CK2 gezeigt werden’”, wobei diese Bindung
zu einer Aktivierung von A-Raf fithrte, B-Raf und c-Raf-1 jedoch nicht von CK2f3 aktiviert
werden konnten”. Obwohl die physiologische Relevanz dieser Protein-Protein-Interaktionen
bis jetzt noch unklar ist, belegen die Ergebnisse jedoch eindeutig, dass Isoenzym-spezifische
Interaktionspartner existieren und somit die Signaltransduktion unterschiedlich beeinflussen

konnen.
1.5 Beeinflussung des Zellmetabolismus durch Onkogene

In den vorausgehenden Abschnitten wurde beschrieben, welche Funktionen Onkogene im

menschlichen Organismus ausiiben und wie aufgrund von Mutationen in diesen Genen
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Tumoren induziert werden konnen. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob der
zellulire Energiestoffwechsel von Onkogenen beeinflusst wird, da die Energiegewinnung
von zentraler Bedeutung fiir die Proliferation von Tumorzellen ist. Denkbar ist also ein
Zusammenhang zwischen Karzinogenese durch Onkogene bei gleichzeitiger Verinderung

des Energiestoffwechsels.
1.5.1 Der Warburg Effekt

Otto Warburg konnte vor sieben Jahrzehnten eine unterschiedliche Energiegewinnung von
,,normalen Zellen® und Tumorzellen zeigen94. In nicht transformierten Zellen wird Glukose
Uber die Glykolyse bei hohem Sauerstoffangebot aerob zu Pyruvat abgebaut und im
Zitratzyklus weiter verstoffwechselt”. Pro mol Glukose werden hierbei 38 mol ATP als
energiereiche Verbindungen generiert. Unter sauerstoffarmen Bedingungen wird Pyruvat in
der anaeroben Glykolyse weiter zu Laktat verstoffwechselt. Dieser Stoffwechselweg ist

deutlich energiedrmer, er erbringt pro mol Glukose nur 2 mol ATP”.

Warburg beobachtete, dass in Tumorzellen selbst unter acroben Bedingungen Pyruvat als
Endprodukt der Glykolyse nicht vorwiegend zur Energiegewinnung tber den Citratzyklus
eingesetzt wurde sondern zur Laktatbildung z.B. iiber den Weg der Laktatdehydrogenase
(LDH-A) verstoffwechselt wurde”. Er erklirte dies als ein Resultat der iibermiBig
gesteigerten Glykolyserate und der erhohten Glukoseaufnahme in die Zelle. Dieses
Phinomen wird nach seinem Entdecker als ,,Warburg Effekt bezeichnet™” ", Zwar
konnten viele Studien seine Hypothese, ein Defekt in der mitochondrialen Atmung sei fir
diesen Effekt verantwortlich, nicht stiitzen, die urspriingliche Beobachtung wurde jedoch
oftmals bestitigt'”'. Kiirzlich konnten Shim 6t al. zeigen, dass der onkogene
Trankriptionsfaktor c-myc an das Gen bindet, das fir die Expression von LDH-A
verantwortlich ist und somit die LDH-A Expression und nachfolgend die Laktat-Produktion
steigern kann'”. c-myc, dessen unregulierte Expression in verschiedenen menschlichen
Tumoren gefunden werden kann (z.B. Burkitt Lymphom)'™'" trigt zur Regulation der
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose als Transkripitionsfaktor bei'™'"”". Shim et al.
konnten damit belegen, dass Interaktionen zwischen Tumor-Metabolismus und onkogener

Transformation der Zelle tatsichlich exisitieren'™.
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1.5.2 Energiegewinnung von Tumorzellen

Tumorzellen proliferieren schneller als Endothelzellen, so dass die Blutversorgung tber
neugebildete Gefille fiir die Versorgung des Tumors limitierend sein kann. Ein wichtiger
Schritt fiir sein Uberleben ist daher die Adaption des Tumors an ein hypoxisches Milieu und

die anaerobe Nutzung der Glukose.

Sauerstoffreiche Umgebung fithrt bei Tumorzellen tber den oben erwihnten Warburg-
Effekt zu einer Laktatproduktion aus Glucose wund zur Akkumulation von
Phosphometaboliten des Glukoseabbaus'”>'™. Diese Phosphometaboliten werden weniger
zur  Energiegewinnung als zur Bereitstellung von — Ausgangsstoffen fur die
Zellbausteinsynthese benétigt, da Tumorzellen unter sauerstoffreichen Bedingungen rasch
proliferieren. Die Energiegewinnung liuft dabei zum grofen Teil uber die

Verstoffwechselung der Aminosiure Glutamin zu Laktat ab'™""

. Bei Hypoxie, die
normalerweise im Innern einer Tumorzellmasse zu finden ist, wird dieser Weg der
Energiegewinnung jedoch abgeschaltet. Der gesamte Energiebedarf der Zelle wird tber die
Glykolyse gedeckt und somit das Uberleben der Tumorzelle auch bei geringer

Sauerstoffversorgung gewéihrleistetm

. Auch die Steigerung der Aktivitit des Hypoxie-
induzierbaren Transkriptionsfaktors (HIF-1), die durch Hypoxie aber auch durch Onkogene
wie v-stc und H-Ras getriggert wird, trigt zum Ubetleben der Tumorzelle bei. Es werden
vermehrt Proteine exprimiert, welche das Uberleben der Krebszelle unter hypoxischen
Bedingungen sichern sollen. So werden einerseits vermehrt glykolytische Enzyme, aber auch
der endotheliale Wachstumsfaktor VEGE exprimiert, der fur die Angiogenese und damit fir

. . . s L 112-114115116
das Einsprossen neuer Blutgefifle wichtig ist ~ > .

1.6 Das Hefe Two-Hybrid System

Das Two-Hybrid System ist ein genetischer Screen zur Auffindung und Charakterisierung
von Protein-Protein Wechselwirkungen. Es wurde zuerst von Fields und Song
beschrieben'”. Thm liegt die Rekonstitution eines Trankriptionsfaktors zugrunde, der die
Expression eines Reporter-Gens und zusitzlich die Expression eines selektierbaren Marker-
Gens in Zellen der Hefe Saccharomyces cerevisiae aktiviert (Abb. 7). Dieses System ist hoch-
sensitiv. So wurde beispielsweise die Interaktion von Ras mit c-Raf-1 durch das Two-Hybrid-
System entdeckt, obwohl diese Interaktion in Koimmunoprizipitations-Experimenten vorher
nicht beobachtet werden konnte™. AuBerdem stellt das Two-Hybrid System ein in vivo

Testsystem dar, mit dem ohne groen Aufwand die cDNA’s der untersuchten Proteine
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isoliert werden konnen. Ferner kann auch die Stirke der Interaktion iber die Aktivitit des
Reporter-Gens quantifiziert werden'". Bei der Untersuchung einer cDNA-Bibliothek mittels
des Two-Hybrid Systems miussen allerdings auch einige Nachteile in Kauf genommen

werden:

Transkriptions-

faktor Gal4p l

Reportergen (aktiv)

Reportergen (inaktiv)

Unbekanntes

Protein

Unbekanntes Reportergen (inaktiv)

Reportergen (aktiv)

Abbildung 7: Prinizip des Two-Hybrid Systems
Der Gal4dp-Transkriptionsfaktor aktiviert normaerweise Gene, die fir den Galaktose-
Stoffwechsel der Hefezelle benétigt werden. Die N-terminale Doméne bindet an
spezifische DNA-Sequenzen (DB), wéhrend die C-terminale Doméne das Gen durch
Wechselwirkung mit der Transkriptionsmaschinerie aktiviert (transaktivierende Domane:
TA) (A). Sind diese beiden Doméanen voneinander getrennt, kénnen sie das Reportergen
nicht aktivieren, obwohl die DB an die DNA binden kann (B). Fusionsproteine der DB mit
z.B. Raf (Bait) und der TA mit einem unbekannten Protein einer cONA Bibliothek (Prey)
aktivieren nur dann das Reportergen, wenn sie miteinander in Wechselwirkung treten
(CD). In diesem Fall wird ein funktioneller Galdp-Aktivator rekonstituiert und das
Reportergen aktiviert (D).

1. Die Spezifitit des Systems ist bei der Untersuchung einer cDNA-Bibliothek niedriger

als bei direkten Interaktionstests, da im Gegensatz zu direkten Interaktionstests in
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einer cDNA-Bibliothek willkiitliche Bruchstiicke von Genen translatiert werden. Die
Spezifitit kann allerdings durch Selektion der positiven Klone nach Proteinen, deren

Aminoterminus vollstindig reprisentiert wird, eth6ht werden.

2. Proteine kénnen in Wechselwirkung treten, die unter physiologischen Bedingungen
in unterschiedlichen Zellkompartimenten oder in verschiedenen Zellzyklusphasen
exprimiert werden. Dies bedeutet, dass nachgewiesene Interaktionen nicht

notwendigerweise in der intakten Zelle stattfinden.

3. Hefezellen fihren einige posttranslationelle Proteinmodifikationen durch. Diese
Modifikationen koénnen zu einem verinderten Bindungsverhalten der Proteine

.. 119
fihren .

Dennoch ist das Two-Hybrid System, von dem heute verschiedene Varianten bekannt

sind, ein hervorragendes Instrument mit drei Hauptanwendungsgebietenl17’120’122:

1. Test bekannter Proteine auf Wechselwirkung

2. Definition von Dominen oder Aminosiuren, welche die Interaktionsdomine

reprasentieren

3. Screenen von Bibliotheken auf der Suche nach neuen Proteinen, die bekannte

Targetproteine binden konnen'™'Z,

1.7 Gegenstand der Arbeit

Entstehungsmechanismen von Tumoren werden seit Jahrzehnten intensiv erforscht. Bei
Untersuchungen auf zellulirer Ebene entdeckte man transformierende Onkogene, die
mal3geblich an der Zelltransformation beteiligt sind. Heute nimmt man an, dass nicht die
Mutation eines einzelnen Proto-Onkogens sondern die schrittweise Mutation mehrerer dieser
Gene und die Verkntpfung der verschiedenen Signalwege fiir die Entstehung von Tumoren
verantwortlich ist'’*". Neuere Untersuchungen zum verinderten Intermediirstoffwechsel einer
Tumorzelle im  dreidimensionalen  Tumorzellverbund  zeigten, dass  klassische
Signaltransduktion und Energiestoffwechsel keine voneinander losgelosten Signalwege
darstellen, sondern tber vielfiltige Mechanismen miteinander verkniipft sind"®. Dennoch
konnte ecine direkte Regulation des Intermedidrstoffwechsels durch Wachstumsfaktor-

gesteuerte Signaltransduktion bisher nicht gezeigt werden'"™'*"? Vor dem Hintergrund der
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o.g. Erkenntnisse und der Vorstellung, dass mutiertes Raf in seiner ATP-Bindungsstelle
moglicherweise einer linger anhaltende Bindung zu seinem Interaktionspartner hat, war es
das Ziel, zunichst Raf-Mutanten herzustellen, die Mutationen in ihrer ATP Bindungsstelle
aufzeigen. Kloniert in geeignete Two-Hybrid-Vektoren konnten sie mit bekannten Raf-
Interaktionspartnern auf eine mogliche stirkere Wechselwirkung im Two-Hybrid-System
getestet werden. Zum nachfolgenden Two-Hybrid-Screen einer PC12 cDNA-Bibliothek
sollten schlieBlich entweder die Wildtypen oder die Mutanten von Raf eingesetzt werden.
Besonderes Interesse galt hierbei der Nachweis einer direkten Verbindung zwischen Raf als
Mitglied  des  klassischen  Signaltransduktionsweges und einem  Protein  des
Energiestoffwechsels. Die cDNA-Bibliothek aus PC12 Zellen bietet sich fur diese

Untersuchungen aus mehreren Grinden an:

1. Alle der Raf-Isoformen werden exprimiert

2. Es handelt sich um eine Tumorzellinie

3. PC12 Zellen werden abhingig von Wachstumsfaktoren differentiell reguliert

Raf-Kinase wird als Knotenpunkt der Signaltransduktion angesehen. Seine komplexe
Aktivierung, drei unterschiedliche Isoformen und die nachgewiesenen Interaktionen mit
zahlreichen cytosolischen Proteinen machen dieses Enzym zu einem interessanten und

aussichtsreichen ,,Kéderprotein® zum Entdecken neuer Interaktionspartner.

Zusammenfassend lasst sich das Ziel der Arbeit auf 3 Teile subsumieren:

1. Klonierung von Two-Hybrid-Konstrukten mit Raf-Mutanten einschlieB8lich Two-

Hybrid-Tests mit bekannten Raf-Interaktionspartnern

2. Two-Hybrid Screen mit A-Raf und c-Raf-1 als Kéderproteine

3. Charakterisierung der ,,gefischten® Proteine
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Kapitel 2

MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

* Analysenwaage

e Autoklav

*  Brutschrinke

* Exponierkassetten
* Feinwaage

* Filme

e Filmentwickler

*  Grobwaage

* Heizblocke

e Horizontalrotor

e Hybridisierungsofen
* Kihlzentrifuge

*  Magnetrither

*  Mikroskop

e Mikrowelle

* Netzgerate

* Thermo-Cycler

* pH-Meter

*  Phosphor Imager
*  Photometer

* Pipetten

e Schiittelwasserbad
e Sterilbank

* Tischfuge

e  UV-Crosslinker

* UV-Fotoanlage

*  Vortex Getit

*  Wasserbad

*  Western-Blot-Kammern
e Zihlkammer

* Zentrifugen

Sartorius

Webeco

Memmert

REGO

Mettler

Amersham (ECL bzw. Hyperfilm-MP)
Kodak

Sartotius

Grant Instruments; E.G.O.
Heidolph Reax?2

HB-1D Techne

Beckmann J5-HS

Janke und Kunkel

Zeiss

CLAtronic

Biorad; Pharmacia

Perkin Elmer

WTW

Fuji

Pharmacia; Biotech Novaspec 11
Roth P10, P50, P200, P1000
New Brunswick Scientific
Heraeus

Qualitron

Hoefer

Herolab

Scientific Industry

MGW Lauda

Hoefer

Neubauer (improved)

Megafuge 1.0R;
Biofuge 13 bzw. 15 (alle von Heraeus)
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

* Chemikalien

Die benétigten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem, Boehringer, Difco,

Fluka, Gibco-BRL, Merck, Noras, Serva und Sigma bezogen.

 Enzyme

Die verwendeten Enzyme stammen von den Firmen Amersham, Boehringer, Genecraft,

New England Biolabs und MBI-Fermentas.

2.1.3 Medien

Falls nicht anders angegeben, betrigt das Endvolumen jeweils 1 Liter. Die Dampfsterilisation
erfolgt fur 20 min bei 120°C und 1,4 bar im Autoklaven. Die Sterilfiltration wird mit einem

0,22 pm Filter durchgefihrt.

2.1.3.1 Bakterienmedien

2X TY Medium

Trypton: 169
Hefeextrakt: 10g
1M NaCl: 5¢0

mit bidest. H,O auf 1 | auffillen
- pH-Wert mit 4 M NaOH auf 7,4 einstellen
- autoklavieren

Ampicillin Stocklésung
100 mg Ampicillin auf 1 ml mit bidest. H,O auffiillen und I6sen, steril filtrieren und bei 20°C

aufbewahren

2.1.3.2 Hefemedien

20% Glucose Losung: (1000 ml)

200g D(+) Glucose auf 1000 ml mit bidest. H,O auffiillen und l6sen — autoklavieren

YEPD Platten/Medium

Hefeextrakt: 119
Bacto Pepton: 229
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Adenin: 55 mg
(Agar: 22 9)
- mit bidest. H,O auf 900 ml auffillen

- autoklavieren und auf ca. 50°C abkihlen lassen

— 100 ml 20% Glucose L8sung hinzufiigen

Aminosauren ,,drop out” Losung: (jeweils die gewlinschte(n) AS weglassen)

Arginin: 29

Histidin: 1lg

Isoleucin: 649

Leucin: 60

Lysin: 49

Methionin: 1g

Phenylalanin: 60

Threonin: 590

Tryptophan: 49

- inbidest. H,O lésen, steril filtrieren und bei 4°C aufbewahren
-Leu - Platten

Difco Hefe Stickstoffbasen ohne Aminosduren: 8 ¢
Agar: 229
Tyrosin: 55 mg
Uracil: 55 mg
Adenin: 55 mg

- autoklavieren und auf ca. 50°C abkiihlen lassen
- 100 ml 20% Glucoselsg.
- 10ml ,drop out* Lésung ohne die AS Leucin

-Trp - Platten

Difco Hefe Stickstoffbasen ohne Aminosauren: 8 ¢
Agar: 229
Tyrosin: 55 mg
Uracil: 55 mg
Adenin: 55 mg

- autoklavieren und auf ca. 50°C abkihlen lassen
— 100 ml 20% Glucoselsg.
- 10ml ,drop out* Lésung ohne die AS Tryptophan

2.1.4 Bakterienstamme

E. coli DH50: supE44 AlacU169 (¢80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl
Herkunft: Bethesda Res. Lab. (BRL)
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2.1.5 Oligonukleotide

2.1.5.1 A-Raf und c-Raf-1 ,,kinase-tot*

Oligonukleotid Sequenz 5' - 3'-Richtung L ange ( -mer)

AR1 GAT GTGGCC GTGAGG GTGCTC AAG 33
GTGTCCCAG

ARa2 CTG GGA CACCTT GAGCACCCT CAC 33
GGC CACATC

CR9 GGA GAT GTT GCA GTA AGGATCCTA 33
AAGGTT GTC

CRall GACAACCTTTAGGATCCTTACTGCAACA |33
TCTCC

2.1.5.2 A-Raf Mutationen im c-terminus

Oligonukleotide

Sequenz 5’ » 3'-Richtung

Lange (-mer)

ARafRPS GCCT GCCTGCCTA CTCAGCAGGCCT |36
CGCCTTGTGCC
ARafRPAs GG CAC AAG GCG AGG CCT GCT GAG 36
TAG GCA GGCAGGC
2.1.5.3 PKM2-Klonierungsmutationen
Oligonukleotide Sequenz 5' - 3'-Richtung Lange (-mer)
PK-M2-Sal-S CGCCCGAGGATCTCGTCG 40
ACCATG CCCAAGCCA GAC
AGCG
PK-M2-Sal-As CGCT GTCTGG CTT GGG CAT |40

PK-pGEX-Bam-S

GGT CGA CGA GAT CCT CGG
GCG

CGC CCGAGGACGGGA TCC
CGC ATG CCC AAG CCA GAC
AGCG

41

PK-pGEX-Bam-As CGCT GTCTGG CTT GGG CAT |41

GCG GGA TCC CGT CCT CGG

GCG
2.1.5.4 PKM2-Sequenzierprimer
Oligonuklectide Sequenz 5’ - 3'-Richtung Bindungsstelle PK Lange ( -mer)

(RATPKMPS)
PK SeqSense GGG ACT GCCTTCATT CAGACC |126-147 22
C

PKSegAS CCA CGGTACAGA TGG GCCTGG | 1481-1504 23

CG
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2.1.5.5 PK-Phosphorylierungsstellen-Primer

Oligonukleotide | Sequenz 5 - 3'-Richtung Lange (-mer)

PKM2SRS CGC CTG GCG CCCATT TCGCGA |38
GAC CCC ACA GAA GCT GC

PKM 2SRAs GCAGCTTCTGT GGG GTCTCG |36
CGA AAT GGG CGC CAG GCG

PKM2STS CGC CTG GCG CCCATT AGT ACT |38
GAC CCC ACA GAA GCT GC

PKM2STAs GCAGC TTC TGT GGG GTCAGT |36
ACT AAT GGG CGC CAG GCG

2.15.6 PK M2- ADP - Bindungsstellen — Mutanten -Primer

Oligonukleotide Sequenz 5’ - 3'-Richtung Bindungsstelle PK Léange (-mer)

(RATPKMPS)

PK-K 366M-S CTG TCC GGA GAA ACA GCCATG | 272 36
GGG GAC TAC CCT CTG

PK-K366M-As | CAG AGG GTA GTC CCC CAT GGC |? 36
TGT TTC TCC GGA CAG

2.15.7 PCR-Primer

Oligonuklectide Sequenz 5’ - 3'-Richtung Bindungsstelle PK Lange ( -mer)

(RATPKMPS)

PK-pGEX-S CGC ACG GGA TCC GTGATT GCC | 1126-1159 34
CGA GAG GCA GAG C

PK-pGEX-As CCAGGAAT TCCAGA CTTGTT | 1280-1316 34
GAG CAC GAT AAT GG

PK PC12sense GCC CGG TAC CGC CCA AGG GCT | 1424-1446 22
C

PKPC12AS CCA GGG CTG GGA ATT CTC TGG | 1963-1974 21

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1  Primare Antikorper

2.1.6.1.1 12CAS5 (Anti-HA-AK)

Das HA-Epitop (YPYDVPDYA; AS 98 - 106) stammt aus dem Hamagglutininprotein HA1,

das als Oberflichenglykoprotein fiir die Infektion des menschlichen Influenzavirus benétigt

wird. Es wird durch den monoklonalen anti-HA (Klon 12CA5) AK der Maus erkannt'.

Herkunft: MSZ
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2.1.6.1.2 DF4 (Anti-Tu-M2-PK-AK)

Monoklonaler Maus-Anti-human M2-PK Antikérper der Hybridom-Zellinie HRA 10 FD 4
B7 AG von ScheboTech, \5(/ettenbergl3l

2.1.6.2  Sekundare Antikorper

* Anti-Maus IgG, F(ab'),-Meerrettichperoxidase
» Anti-Kaninchen IgG, F(ab‘),-M eerrettichperoxidase
Herkunft: Amersham

2.1.7 Molekulargewichtsstandard

A DNA/Eco1301/Mlul 100 kb ladder A-DNA/Eco130I
Marker: (MBI-Fermentas) (MBI-Fermentas) (MBI-Fermentas)

bp bp bp
2B282*
19329*
9824 1000 -
B 19329
6223 S00 7743
5090 800 5223
4254* 700
3472 500 4254%
2690 3472
2419 500 2500
2205 400
1882 300 1882
1489 500 1489
1268
956 100
a5 a0 925
456*
421 421

2.1.7.1  Proteinmarker SDS-7B: (Sigma)

Bande [kDa]
1 205

2 112
3 87
4 69
5 56
6 38
7 33

2.1.8 Plasmide
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Folgende Plasmide wurden in dieser Doktorarbeit verwendet:

2181 pPC97 und pPC 86
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Abbildung 8: Struktur der Gal4-Fusionsvektoren pPC97 und pPC86

Links: pPC97 codiert die Gal4p-DB, exprimiert von einem starken konstitutiven Promotor
(Pabc1), gefolgt von einem Polylinker, der mit Terminationscodons (END) in alen drei
Leserastern und einem Terminator (Tapc1) des Hefe ADC1-Gens endet. Er tragt den LEU2
Hefe- Selektionsmarker.

Rechts: pPC86 codiert die Gal4-TA und trégt den TRP1-Marker. Eine Sequenz, die ein
Kern-Lokalisationssignal (NLS) codiert, ist mit den Gal4-TA-Kodons fusioniert, gefolgt von
einem Polylinker. Zusétzlich tragen beide Shuttle-Plasmide ein Hefe-Centromer (CENG),
einen Hefe-Replikationsursprung (ARSH4), einen bakteriellen Replikationsursprung
(ColEly;) und ein Ampicillin-Resistenzgen (Amp'). Die letzten zwei Codons jeder Gal4-
Doméne sind angegeben, wie auch der Begin der ADCI1-Terminationssequenzen.
Restriktionsenzyme, die in jedem der Plasmide nur einmal schneiden, sind unterstrichen.

Fir die Two-Hybrid-Experimente wurden ausnahmslos die Vektoren pPC97 (P. Nathans
1992, personal communications) und pPC86'* verwendet, deren Struktur schematisch in
Abb. 8 dargestellt ist. Diese Vektoren erlauben die Expression eines Fremdgens, welches an
Teile des GAL4-Gens fusioniert ist, unter der Kontrolle eines starken ADC1-Promoters in

Hefe-Zellen.
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2182 puUCILO

Eco0109] 2674 BstAPl 179
Aatll 2817

Sspl 2501
Xmnl 2294

Begl 2215
Scal 2177

pUC18/19
2686 bp

Sapl 683

Aflll, BspLU11l 806
Gsul 1784

Cfr10l 1779
Eco31l 1766
Eam11051 1694

pUC19
A psti
MIZDUC 2quencing Oy T 1 Eoodsl Fiel —————
primer (20),17-mer > EcoRt sael Konl_Smdl_ pamH xoa Sal_BIM__ sgq_Paet it %2

8¢ GTTGTLLLACGACGGC CAGTGA ATT CGA GCT CGE TAC CCG GGG ATC CTC TAG AGT CGA CCT GCA GGC ATG CAA GCT T GG CGT ALTCATGGTCAT AGC TGTTTC CTG 37
3¢ CRACATTTTGCTGCCG GTCACT TAA GCT CGA GCC ATG GGC CCC TAG GAG ATC TCA GCT GGA CGT CCG TAC GTT CGAACC GCA TTAGTACCAGTA TCG ACARAG GAC &7

LacZ «—Leu Val Val Ala Leu Ser Asn Ser Ser Pro Val Arg Pro Asp Gl Leu Thr Ser Arg Cys Al His Leu Ser Pro Thr lle Met Thr Met
M1YpUC reverse sequencing
primer (-26,17-mer

Abbildung 9: pUC19
E"Cali Klonierungsvektor mit Ampicillin-Resistenz. Quelle: MSZ

2.1.8.3  pBluescript

Xmnl 2641 Bsahl 225
Adel 222 Nazel 328

Hin1l 2582
Bcgl 2562
Scal, Tatl 2524

BsmFl 457

3
i) "7
g5

190 2.
ES

pBluescript Il KS/SK (+)

Gsul 2131
Eco31l 2113
Eam1105] 2041

Sapl 1030

AN, BsplLU1 11, AMspl 1153

AfwNI

pBluescript Il KS (-), pBluescript Il KS (+)
M13/pUCseqUencing
primer (20}, 17- mer 17 promoter T7 tmmseriptongtan
S GTAA RAC GAC GGC CAG Toa ATT GTA ATA COR CTCACT ATAGES CGAATT
37 C ATT TTG CTG CCG GTC ACTTAA CAT TAT GCT GAG TGA TAT CCC GCTTAA
LacZ <—Val Val Ala Leu Ser Asn Ty Tyr Ser Glu Ser Tyr Pro Ser Asn
Ecaoroet

agaa
1% ot Aot

cioen Mt anet ey Agcemt
e st Ecosat Ml Boud BamHl Smal Psti EooRl Ecos  pyym _ Banst it Ei] Esmzol Kt 7

5GRA GOT CCA CCG C66 TGE O6G COG CTC TAG AAMC TAG TEG ATC CCC C6G GOT GCOA GGA ATT CGATAT CAR GCT TAT CGA TAC CGT CGA CCT CEA GGG GGG GOC CEE TAC CCA

COT CEA GET GEC GOC ACC SCC GEC GAS ATC TTG ATC ACC TAG GGG GOC CGA CGT COT TAL GOT ATA GTT CGA ATA GOT ATG SCA GOT GGA GOT COC CCC CEE GOC ATG GOT
Ser Ser Tp Arg Pro Pro Pro Arg Glu Leu Val Leu Pro Asp Gly Pro Ser Cys Ser Asn Ser fle Leu Ser lle Ser Val Thr Ser Arg Ser Pro Pro Gly Pro  Val Tp

GCT TTT 6TT CEC TTTAGT GAG GGT TAATTC CGA GCT TGS CHT ART CAT GET CAT AGC TGTTTC CTG 37
CGA ARkA CAkGEG ARATCA CTC CCA RTT ARG GCT CGA ACC GOA TTA GTA CLAGTA TCG ACA ARG GAC 57

Tatrnscriptons tan FN3/PLE rvese sequencing primer (- 26), 17 -mer
Ser Lys Asn Gly Lys Thr Leu Thr Leu Glu Ser Ser Pro Thr lle Met Thw Met

Abbildung 10: pBluescript KS
E Coli Klonierungsvektor mit Ampicillin-Resistenz. Quelle: MSZ
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2184 pGEX2-T

BamH| Smal

EcoR 1
Glutathion S-Transferase \\Q

Ptacil

aAmpR

PGEX-2T
4900 bp

pBR322 ori

Abbildung 11: Restriktionskarte des GST-Vektors pGEX-2T
Die MCS enthalt Schnittstellen fir BamH 1, Smal und EcoR .

2185 pCDNA3

(+) | ZESEBESE338sE888
) | ZEEE23333889855%,
|

"

PCcDINAS. 1 (+/-)
i 5.4 ki

ol E

Abbildung 12: Struktur des pcDNA 3 Vektors

1T 1L

Cytomegalievirus-Gens far hohe Transkriptionsraten.

Ursprung sind essentiell fir Selektion in E"Coli (Quelle: InvitroGen)

Vor der MCS befindet sich die Promotor-Sequenz des menschlichen

Polyadenylation-Signal- und  Transkriptions-Terminations-Sequenzen
bestehen aus dem ,,bovine growth hormone* (BGH) und erhéhen die RNA
Stabilitét. Der SV40 Ursprung ist wichtig fur die episomale Replikation in
Zellinien, die das SV40 large T-Antigen exprimieren (z.B. NIH 3T3). Mit
dem Neomycin-Resistenz-Gen kdnnen jene NIH 3T3 selektioniert weren,
die den Vektor tragen. Das Ampicillin-Resistenz-Gen und der ColE1
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2186 pPC86HA3

In den Two-Hybrid Vektor pPC86 wurde ein dreifacher HA-Tag in die Sal |-Schnittstelle des
Polylinkers einkloniert. Quelle: A. Kalmes, MSZ”

2.2  Methoden

Soweit nicht anders angegeben, stammen die hier aufgefithrten Methoden aus dem
Laborhandbuch: ,,Molecular Cloning: A Laboratory Manual“ von Sambrook et al."”?, sowie

aus den "Current Protocols in Molecular Biology" von Ausubel et al."*

2.2.1 Arbeiten mit Escherichia coli

2.2.1.1  Herstellung ultrakompetenter Bakterien

Plasmid-DNA kann durch das Bakteriums Estherichia coli amplifiziert werden. Hierfur wird
die Plasmid-DNA in Bakterien transformiert, nachdem diese mit Calciumchlorid behandelt

wurden und somit kompetent sind™.

Aus einem tiefgefrorenem Glycerolstock (-80° C) werden E. c0li des Stammes DH50 auf
einer LB-Platte ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. 1 1 SOB Medium wird mit
ca. 20 groflen Bakterienkolonien angeimpft und bei 18°C in einem 2 1 Kolben unter Schiitteln
bis zu einer optischen Dichte von 0,6 (bei A = 600 nm) kultiviert. Nach Abkiihlen auf Eis
werden die Bakterien zentrifugiert (3000 rpm, 4°C, 10 min) und das Pellet wird vorsichtig in
320 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert. Nach einer zehnminiitigen Inkubationszeit auf Eis
erfolgt ein erneuter Zentrifugationsschritt, wobei das Pellet diesmal in 80 ml TB
aufgenommen wird. Um die Bakterien einfrieren zu konnen, wird unter sachtem Rithren
DMSO bis zu einer Endkonzentration von 7% hinzugefiigt und die Losung erneut fir 10
min auf Eis inkubiert. AnschlieBend werden die Bakterien aliquotiert und in fliissigem
Stickstoff vorgekihlt, bevor sie, bis zu ihrer Verwendung, bei -80°C gelagert werden. Die

Kompetenz der Bakterien wird in Anzahl der transformierten Bakterien (= sichtbare Klone

auf der Platte) pro eingesetzte DNA (Hg) angegeben.

- SOB Medium: 2% Bactotrypton; 0,5% Hefeextrakt; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSO,
10 mM NaCl; auf pH 6,7 - 7,0 einstellen; autoklavieren

- TB-Puffer: 10 mM PIPES; 15 mM CaCl,; 250 mM KCl; auf pH 6,7 eingtellen; 55 mM MnCl,
zugeben; steil filtrieren (0,22 um)
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2.2.1.2  Transformation mit kompetenten £. colis

Die Aufnahme von Plasmid-DNA durch kompetente Bakterien wird als Transformation
bezeichnet. Dabei werden die Bakterien mit Plasmiden transformiert, die ein bestimmtes
Resistzenzgen beinhalten (z.B.Amp"). Die Bakterien werden daraufhin auf Selektionsplatten
ausgestrichen (z.B. mit Ampicillin), so dass nur Wachstum der transformierten Bakterien

stattfindet'.

In der beschriecbenen Methode werden die Bakterien langsam auf FEis aufgetaut.
AnschlieBend wird Plasmid-DNA im gewiinschten Mengenverhiltnis (i.d.R. 50-200 pl E. coli

und 1-2 Pl Plasmid-DNA je nach Konzentration) hinzugefiigt und die gemischte Suspension
fur ca. 15-30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42°C (45 sec., dadutch
werden die Bakterienwinde abgedichtet) werden die Zellen erneut fiir 5 min auf Eis gelegt,
danach wird 1 ml LB-Medium hinzupipettiert und der Transformationsansatz fiir eine Stunde
im Brutschrank (37°C) kultiviert. Wihrend dieser Inkubation kommt es zur Expression des
Resistenzmarkers (meist Ampicillinresistenzgen). AnschlieBend werden die Zellen auf 2xTY

+ Amp. Platten ausgestrichen und bei 37°C tber Nacht im Brutschrank herangeztchtet.

LB-Medium
Bacto Trypton: 10 g; Hefeextrakt: 5g; IM NaCl: 5 g; mit bidest. H,O auf 1 | aufflllen
— pH mit 1 M NaOH auf 7,5 einstellen

- autoklavieren

2X TY Platten/Medium + Ampicillin
Trypton: 16g; Hefeextrakt: 10g; 1 M NaCl: 5g; Agar: 159
- pH-Wert mit 4 M NaOH auf 7,4 eingtellen; autoklavieren und auf ca. 50°C abkihlen lassen

— 1 ml der Ampicillin Stocklsung hinzuftigen

2.2.2 Molekularbiologische Methoden — DNA
2.2.2.1 Alkalische Lyse zur Plasmid-DNA Préparation aus £. coli

a) Praparativer Malstab (Maxiprep)

Plasmid-DNA wird aus E. c0li isoliert, indem eine Kolonie der Selektionsplatte in 100 ml
Nihrmedium 2xTY + Amp. inokuliert und tiber Nacht bei 37°C kultiviert wird. Nach einer
15 minttigen Zentrifugation (4000 rpm, 4°C) wird das Pellet in 5 ml Lyselésung A

resuspendiert. Die Losung wird darauthin durchmischt und erscheint nun viskés. Jetzt erfolgt
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der Zusatz von 10 ml Lyselosung B, die L.osung wird geschwenkt und fiir max. 5 min auf Fis
gelegt (Lyse der Zellwinde). AnschlieBend wird die Loésung mit eiskalter Lyselosung C
neutralisiert und fiir 15 min auf Eis gestellt. Bei der anschlieBenden Zentrifugation fur 5 min
bei 4000 rpm wird der Zelldetritus abgetrennt, der Uberstand iiber eine Mullbinde in zwei
neue 50 ml Reaktionsgefile abfiltriert und mit je etwa 45 ml Isopropanol versetzt (10 min
auf Eis). Da durch Zugabe von Isopropanol die Plasmid-DNA ausfillt, kann sie durch
Zentrifugation (4000 rpm, 4°C, 15 min) pelletiert werden. Das Pellet wird in 500 pl TE
aufgenommen, mit 500 pl sterilem 5 M LiCl-Losung vermischt und fir 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wird zentrifugiert (4000 tpm, 4°C, 10 min), der Uberstand
gesammelt und in einem 14 ml Reaktionsgefdl mit 1 Vol Phenol gemischt (Abzug). Der
Zusatz von Phenol bewirkt die Abtrennung der Nukleinsiduren von den Lipiden und den
nicht gefillten, restlichen Proteinen. Hierbei werden die unterschiedlichen Ladungen von
Nukleinsduren, Lipiden und Proteinen genutzt. Nach der folgenden Zentrifugation (4000
rpm, 4° C, 5 min) sind drei Phasen zu erkennen: die untere Phase ist aufgrund der gréBeren
Dichte von Phenol gegeniiber Wasser die Phenolphase, worin sich die Proteine befinden. In
der dartiberliegenden, wissrigen Phase sind Plasmid-DNA und RNA gelost. Zwischen der
Phenolphase und der wissrigen Phase befindet sich die Interphase, in der sich Lipide,
verbleibende Proteine und Zelltriimmer befinden. Der Uberstand (wisstige Phase) wird in
ein neues Reaktionsgefd3 Uberfihrt und mit 1 Vol. Chloroform gemischt. Bei dieser
Nachextraktion wird die Polaritit des Chloroforms zur Entfernung der verbleibenden
Proteine und des Phenols genutzt. Durch nachfolgende Zentrifugation wird das Chloroform
vom wissrigen Uberstand getrennt, welcher in ein 1,5 ml Reaktionsgefil3 iiberfiihrt wird.
Nach Zugabe von 1/20 Vol. steriler 8 M LiCl-Losung und 1 Vol Isopropanol wird das
Reaktionsgefdl3 fiir 5 min auf Eis gelegt und danach bei 14000 rpm fir 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wird daraufhin abgesaugt, das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, 10 min im
Vakuum getrocknet und in 300-400 ul TE gelost. Durch 4 gl RNase (10 mg/ml) kann
storende RINA beseitigt werden. Bis zur weiteren Verwendung wird die DNA bei —20°C

eingefroren.

- Lyseldsung A 50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA
- Lyseldsung B 1% SDS; 0,2 M NaOH

- Lyseldsung C 3 M KOAc; 2M HOAc

- TE (pH 8,0) 10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0); mit bidest Wasser auffiillen
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b) Analytischer MaRstab (Miniprep)

Eine Miniprep wird durchgefithrt, wenn ein bestimmtes Plasmid (z.B aus einer Klonierung)
im Restriktionsverdau analysiert werden soll, die Vorgehensweise dhnelt dabei der Maxiprep.
2 ml Uber-Nacht-Kultur werden in ReaktionsgefiBs iiberfilhrt und zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen, das Pellet in 100 pl Lyselésung A resuspendiert, 200 ul
Lyselésung B hinzugegeben, max 5 min auf Eis inkubiert und zum Schluss mit 150 ul
Lyselosung C versetzt und das Reaktionsgefal3 leicht geschiittelt. Nun wird 1 ml Ethanol
100% hinzugegeben, gevortext, 10 min bei —20°C gelagert und dann zentrifugiert (5 min bei
13000 rpm). Daraufhin wird der Uberstand verworfen und 100 ul TE und 100 ul 5 M LiCl-
Losung werden dem Pellet hinzugegeben. Nach einer finfminttigen Lagerung bei -20°C
wird noch einmal zentrifugiert, der Uberstand zu 600 wl Ethanol 100% gegeben, zentrifugiert

und das Pellet in 20 ul TE aufgenommen.

2.2.2.2 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung, Identifizierung und Reinigung von DNA und DNA-Fragmenten sowie
zur Kontrolle von RNA-Transkripten dient die horizontale Agarosegelelektrophorese.
Aufgrund der negativen Ladung des Phosphatrickgrates wandern DNA-Molekiile im
clektrischen Feld zur Anode. Dabei ist ihre Wanderungsgeschwindigkeit wegen des
Widerstandes der Agarose-Gelmatrix umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Linge.
Relaxierte DNA wandert langsamer als die ringférmige superhelikale Form. Man verwendet
zum Vergleich der DNA-GroBen standardisierte Groflenmarker (z.B. A-DNA/E01301 oder
100 base pair ladder). Fir DNA-Fragmente bis zu einer minimalen Grée von 1000 bp
werden 1%-Agarose-Gele verwendet, fir kleinere Fragmente 2%-Agarose-Gele. Zur
Herstellung der Gele wird das Agarosepulver mit TAE (z.B. 1 g Agarose mit 100 ml TAE)
aufgekocht. Nachdem sich die Agarose vollstindig gelost hat, wird 1 Ml Ethidiumbromid-
Stammlosung pro 100 ml hinzugefiigt. Ethidiumbromid ist als interkalierende Substanz in der
Lage, sich in die DNA-Doppelhelix einzulagern und die DNA im UV-Licht sichtbar werden
zu lassen. Die Agaroselosung wird in abgedichtete Gelschlitten gegossen und ein Kamm
blasenfrei eingesetzt. Nach der Polymerisation bei Raumtemperatur kann der Gelschlitten in
die Elektrophoreseckammer eingelegt werden, die mit TAE geftllt ist. Die Taschen werden
mit den mit Probenpuffer vermischten DNA-Proben gefiillt. Dabei richtet sich die Menge
der eingesetzten DNA nach der Konzentration und der Gré3e des Fragmentes. Von 2 pl im
20 wl Ansatz verdauter Miniprep DNA mit einer Plasmidlinge von 5000 bp werden

beispielsweise 4 ul Verdau-Losung plus 0.8 ul 6 x Puffer eingesetzt. Eine Tasche wird mit
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Langenmarker (3 pl) beladen. Die DNA wird anschlieBend bei konstanter Spannung (12
V/cm Gellinge) aufgetrennt und unter UV-Licht photographiert.

-IXTAE 40 mM Tris-HCI, 40 mM Eisessig, 2 mM EDTA; auf pH 7,8 eingtellen
- 10x DNA Probenpuffer  40% (w/v) Saccharose; 0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v) Xylencyanol
- Ethidiumbromid-Stammlésung 10 mg/ml ddH,O; lichtgeschiitzt bei 4°C lagern

2.2.2.3 Extraktion von DNA aus einem Agarose-Gel

Diese Methode dient der Extraktion von DNA-Fragmente mit einer Linge von etwa 40 bp
bis 50 kbp aus einem Agarose-Gel. Sie basiert auf den Tatsachen, dass Agarose bei 50°C
schmilzt und somit die DNA freigibt und dass Nukleinsiuren in Gegenwart einer hohen

Salzkonzentration selektiv an Silicagel-Partikel binden.

Unter einer UV-Lampe werden die durch das Ethidiumbromid fluoreszierenden DNA-
Fragmente in Form von Banden sichtbar, und die gewtinschten Fragmente werden mit einem
Skalpell ausgeschnitten. Die Elution erfolgt mit Hilfe von Agarose-Gel-Extraktions-Kits,

wobei exakt nach Protokoll vorgegangen wird.

»Quick Gel Extraction Kit* von QIAGEN bzw. ,,Nucleo Spin Extract” von Macherey-Nagel

2.2.2.4 Restriktionsverdau von DNA

Die verwendeten Typ II-Restriktionsendonukleasen prokaryontischer Herkunft kénnen
bestimmte DNA-Sequenzen erkennen (meist 4 - 8 bp lang) und die DNA hydrolytisch
spalten, wobei entweder stumpfe oder Uberhingende Enden entstehen. Je nach
Restriktionsenzym werden verschiedene Pufferbedingungen und optimale Temperaturen
(z.B. 30°C, 37°C oder 50°C) benotigt. Eine Einheit Restriktionsenzym spaltet bei optimalen
Reaktionsbedingungen 1 g DNA pro Stunde. Man unterscheidet den partiellen Verdau, bei
dem geringe Enzymmengen eingesetzt werden, und den vollstdndigen Verdau, bei dem ein
Uberschuss an Restriktionsenzym eingesetzt wird. Jedoch sollte die eingesetzte Enzymmenge
nicht 1/10 des Gesamtvolumens Uberschreiten, da sonst eine Inhibierung der Enzymreaktion

durch zu hohe Glycerinkonzentrationen stattfindet.

* analytischer Verdau (20 pl): 2 ul Miniprep-DNA
2 W Reaktionspuffer (10x)
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2 Ul BSA (1 mg/ml)
1-5 u Restriktionsenzym
mit ddH,O auffiillen

Der Ansatz wird fir etwa 1 h bei der entsprechenden Temperatur (iblicherweise 37°C)
inkubiert. Nach Zugabe des Probenpuffer wird die DNA in der Gelelektrophoresekammer

aufgetrennt und dann analysiert.

* préparativer Verdau (50 pl): 10-30 pl Plasmid-DNA (je nach Konzentration und Grof3e)
5 pl Reaktionspuffer (10x)
5ul BSA (1 mg/ml)
2-10 u Resgtriktionsenzym
mit ddH,O auffiillen

Die Inkubation erfolgt in diesem Fall gewohnlich bei 37°C tiber Nacht. AnschlieBend erfolgt
die Kontrolle des Verdaus durch elektrophoretische Auftrennung (— 2.2.1.2) auf einem

Agarosegel und Agarose-Gel-Extraktion (- 2.2.1.3)
2.2.25 Herstellung von ,,blunt-end* DNA-Fragmenten

Durch den Verdau von DNA-Molekiilen mit Restriktionsenzymen entstehen DNA-
Fragmente, die entweder glatte Enden, d.h. ,,blunt-end (z.B. ECORV, Smal), 5-tiberhingende
(,,sticky*) Enden (z.B. ECORI, Xbal) oder 3*-iiberhingende Enden (z.B. Sacll, Kpnl) besitzen.

Sollen zwei DNA-Fragmente, die mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen (,,sticky®)
geschnitten wurden, ligiert werden, muss eine blunt-end Ligation erfolgen, wobei zuvor die
DNA-Fragmente mit tiberhingenden Enden mit den komplementiren Basen aufgefiillt
werden. Es ist allerdings auch mdoglich, eine partielle Auffillreaktion durchzufiihren, wobei
entweder ATP, GTP, CTP oder TTP in der gewiinschten Kombination der Reaktion

hinzugegeben wird.

Beispiel: 5° Uberhang: AACC, 3 Uberhang GGAA : Zugabe von TTP, da G die

komplementire Base zu C ist und deshalb nicht aufgeftllt werden muss.

Zum Auffillen von 5-tiberhingenden DNA-Enden wird die Klenow DNA-Polymerase

verwendet, welche 5” Exonuclease und 3” Polymerase Aktivitit besitzt.

Standardansatz: 4 pl 10x Klenow-Puffer
4l 10mM dNTP's
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2 I Klenow-Fragment (10 U/ul)
30 ul DNA-Fragment (ca. 0,1 - 4 ug DNA)

Der Ansatz wird fur 20 min bei 37°C inkubiert. Danach wird die Reaktion entweder mit 1

0,5 M EDTA gestoppt oder der Reaktionsansatz tiber einer Sdule gereinigt (— 2.2.2.10)

2.2.2.6 Dephosphorylierung von Vektor-DNA mit CIAP

Die DNA-Enden der Vektor-DNA sollten nach erfolgreicher Restriktion dephosphoryliert
werden um eine Re-Ligation des Vektors zu verhindern. Dies geschieht mit CIAP (,,Calf
Intestinal alkaline Phosphatase®), welche die Entfernung der 5> Phosphatgruppe von DNA,
RNA, sowie Ribo- und Desoxyribonucleosidtriphosphaten katalysiert. Dadurch kann die T4-
DNA-Ligase nicht die Verknipfung von Hydroxylenden zu Phosphatenden durchfithren

und der Vektorhintergrund bei Klonierungen minimiert wird.

Direkt im Anschluss an den Restriktionsverdau oder die Gelextraktion wird folgender Ansatz

zubereitet

Standardansatz: 28 pl DNA (nach Gelextraktion)
5yl 10 x Puffer
1ul CIAP1,3u
16 ul H,0
Dieser Ansatz wird fiir 30 min bei 37° C inkubiert und anschlieBend wird die Vektor-DNA

durch Phenolisierung (- 2.2.9) oder iiber eine Sdule (- 2.2.10) aufgereinigt.
2.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die ATP-abhingige T4-DNA-Ligase kann freie 3’-Hydroxylenden mit 5-Phosphatenden
von doppelstringiger DNA verkniipfen, indem sie die Bildung einer Phosphodiesterbindung
katalysiert. T4-DNA-Ligase kann sowohl kohisive (,,sticky*) Enden als auch glatte (,,blunt®)
Enden miteinander ligieren. Klonierungsvektor und Insert werden vor der Ligation mit den
entsprechenden Enzymen geschnitten (- 2.2.2.4), gereinigt (- 2.2.2.3) und, um die

Konzentrationen vergleichen zu kénnen, auf ein Agarosegel aufgetragen.

Wichtig fur die Ligation ist das Konzentrationsverhiltnis von Insert und Plasmid. Zu
berticksichtigen sind dabei die Konzentration der DNA und die GréBe der jeweiligen
Fragmente. Allgemein gilt, dass die Konzentration des Inserts bei kohisiven Enden das 3-5-

fache und bei glatten Enden das 7-10-fache der des Plasmids betragen sollte, bei sehr kleinen
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Inserts (PCR-Fragmente) mussen jedoch die GroBenverhiltnisse mit einbezogen werden.
Daher wurde eine Formel entwickelt, die fur Ligationen mit Inserts jeder Gré3e anwendbar

ist und als Anhaltspunkt dienen kann:

[Léngel nsert] . [Ver haltnisinsert / Plasmi d] | KonzPI asmid _ Insery _
[LangePlasmid] « [ Konzinsert Plasmid

Legende: Langel nsert = Lénge desInsertsin bp

Verhatnisinsert/Plasmid = Uberschul? des Insertsim Vergleich zum Plasmid
KonzPlasmid = Konzentration des Plasmids (ug/pl)

LangePlasmid = Lange des Plasmidsin bp

Konzlnsert = Konzentration des Inserts (ug/pl)

AlsRichtwert fur die Plasmidmenge wird 250 ng angegeben.

« Ligation kohésiver und glatter Enden: X pl Insert
y pl Plasmid
2 pl 10x Ligationspuffer
4 ul PEG 4000 50%
1l T4-Ligase (1 u/pl)
auf 20 pl mit ddH,O auffiillen
« Religation eines Plasmids: y Wl Plasmid
5 pl 10x Ligationspuffer
10 pl PEG 4000 50%
2 Yl T4-Ligase (1 w/pl)
auf 50 pl mit ddH,O
Der Ligationsansatz wird bei Raumtemperatur fur 1 Stunde inkubiert.

Beide Ansitze konnen nachfolgend fiir eine E. 0li Transformation (- 2.2.1.2) verwendet

werden.

2.2.2.8 Herstellung von PKM2 Deletionsmutanten

* Klonierung von pPC86/PK 1-1430

pPC86 wurde mit Not | geschnitten, Uberhinge wurden mit Klenow-Fragment aufgefiillt, der
Vektor mit ECrRI geschnitten und isoliert. pPC86 / PKM2 wurde Kpnl geschnitten,
Uberhinge mit Klenow-Fragment aufgefiillt, darauthin mit EORI geschnitten und in den
isolierten Vektor hineinligiert. Der Erfolg der Ligation wurde mit Doppelverdau Sall / Aatll

kontrolliert.
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» Klonierung von pPC86/PK 1-700

pPC86 / PKM2 wurde im Doppelverdau mit Sacl / Pstl geschnitten, pPC86 / PK 1-550 aus
dem Gel isoliert, die Uberhinge mit Klenow-Fragment aufgefiillt und mittels einer blunt-
end-Ligation der Vektor religiert. Der Erfolg der Re-ligation wurde durch Bglll Verdau

kontrolliett.
» Klonierung von pPC86/PK 1-620

pPC86 /PKM2 wurde mit Bglll geschnitten, das pPC86 / PK 1-517 Fragment aus dem Gel
isoliert und der Vektor daraufthin religiert. Der Erfolg der Religation wurde mit

Doppelverdau Sall / Notl kontrolliert.

* Klonierung von pPC86/PK 1-985

pPC86 wurde mit Not | geschnitten, Uberhinge wurden mit Klenow-Fragment aufgefiillt, der
Vektor mit ECOIR | geschnitten und isoliert. pPC86 / PKM2 wurde BStE Il geschnitten,
Uberhinge mit Klenow-Fragment aufgefiillt, daraufhin mit ECOR | geschnitten und in den
isolierten Vektor hineinligiert. Der Erfolg der Ligation wurde mit Doppelverdau Sal | / Aat

Il kontrolliert.
* Klonierung von pPC86/PK A1100-1550

Bei der Durchfiihrung dieser Klonierung muflte verhindert werden, dass nach Religation ein

PK gefischt
1610 bp

PK gefischt
pPCB6 MCS pPC86 MCS

Bgl Il 620 BstE Il 985 Pst | 1200
Sall EcoRI Pst1700 Msc 11100 Kpnl1430 ./ EcoR|
Msc 11550  Bglil

sac
Not |

Abbildung 13: Restriktionskarte der M CSvon pPC86 und von PKM 2

Die in der Abbildung eingezeichneten Restriktionsenzyme wurden fir Deletionsmutanten-
Klonierungen verwendet. Das Gen der gefischten PK wird flankiert von der multiple clonig site
(MCS) von pPC86.
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,Frameshift des Leserahmens entsteht. pPC86 /PKM2 wurde mit Mst | geschnitten, das

pPC86 / PK A1100-1550 Fragment aus dem Gel isoliert und der Vektor daraufhin religiert.
Der Erfolg der Religation wurde mit Doppelverdau E0R | / Not | kontrolliert. Abb 13 gibt

einen Uberblick tiber die entsprechenden Schnittstellen der verwendeten Restriktionsenzyme.
2.2.2.9 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die PCR-Reaktion ermoglicht die selektive Anreicherung von Genabschnitten —definierter
Sequenz und Linge in einem sich vielfach wiederholenden Prozess. Fur diese Reaktion
kommen hitzestabile DNA-Polymerasen aus thermophilen Bakterien zum FEinsatz, z.B. die
Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus. Diese Polymerasen bleiben auch nach mehtfachem
Erhitzen auf 94°C aktiv. Als Matrize konnen chromosomale DNA, isolierte Plasmid-DNA
oder Bakterien- bzw. Hefezellen dienen. Der zu amplifizierende Abschnitt wird von zwei
Oligonukleotiden (Primern) im groBen Uberschuss flankiert, die jeweils an einen der beiden

DNA-Stringe binden.

Im ersten Schritt (Denaturierung) wird die doppelstringige Ausgangs-DNA (dsDNA) durch
Erhitzen auf 94°C in Einzelstrang-DNA (ssDNA) tberfiihrt. Im nichsten Schritt (Annealing)
wird die Temperatur auf 50-60° C gesenkt, wobei die zu wihlende Annealingtemperatur von
der Schmelztemperatur und der Homologie der Oligonukleotide zur Templatesequenz
abhingig ist. Die genomische DNA bleibt dabei denaturiert, weil die komplementiren
Stringe in einer zu geringen Konzentration vorliegen, um wihrend der Inkubationsdauer
aufeinander zu treffen. Die spezifischen Oligonukleotide jedoch, die in sehr hohen
Konzentrationen vorhanden sind, hybridisieren mit ihren komplementiren Sequenzen auf
der genomischen DNA. Sie dienen nun als Starter fir die Synthese eines neuen DNA-
Stranges, die nach Zugabe der Oligonukleotide und der temperaturresistenten DNA-
Polymerase beginnt. Im dritten Schritt (Elongation) findet die Kettenvetlingerung, d.h.
Vervielfiltigung, der zwischen den Primern liegenden DNA-Sequenz an den 3’-OH-Enden
der Primer durch die thermostabile Polymerase bei 72°C statt. Die Elongationszeit sollte
dabei ca. 1 min pro kb betragen. Nach Beendigung der Synthese wird das gesamte Gemisch
erneut auf 95° C erhitzt, um die neu gebildeten DNA-Doppelstringe zu schmelzen. Nach
erneuter Temperatursenkung findet eine neue Syntheserunde statt. In jeder Runde wird die
Anzahl der Kopien von der zwischen den Startermolekiilen synthetisierten Sequenz

verdoppelt. Die gewiinschte Sequenz wird somit exponentiell vermehrt.
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Abbildung 14: Prinzip einer PCR-Reaktion

Bei 95°C wird die DNA in ihre Einzelstrange Uberfuhrt. Anschliefend wird die Ldsung auf
60°C abgekuhlt, wobei sich die Primer an die komplementéren DNA-Stréange anlagern
(Annedling). Bei 72°C verlangert die Tag-Polymerase die Primer, so dass zwei partiell
doppelstrangige DNA-Molekile mit der Sequenz zwischen den beiden Primern gebildet
werden. In weiteren Zyklen aus Erhitzen und Abkuhlen werden diese DNA-Molekile in jedem

Zyklus um den Faktor 2 amplifiziert.
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Standard PCR-Ansatz:

DNA (Plasmid- oder chromosomale) 50 ng

10x Resktionspuffer der Polymerase (ohne MgCl,) 10,0 pl25 mM MgCl,
30ul

10mM dNTP's 2,0ul

Primer | und 1 50 pmol

Tag-Polymerase (5 u/ul) 05ul

ddH,O auf 100 pl auffiillen

eventuell Uberschichten mit einem Tropfen Mineraldl (vom Thermocycler abhangig, Gebrauchsanweisung

beachten)

30 Zyklen:

60’’ 94°C Denaturierung
60’ 62°C Anneadling

60" 72°C Elongation
10" 72°Clast step delay
halten auf 4°C

Bei der Auswahl der Oligonukleotide sollten folgende Kriterien beachtet werden:

*  GC-Gehalt ca. 50%

* ideale Linge 18 - 28 bp; lingere Primer mussen HPLC-gereinigt sein
* palindromische Sequenzen vermeiden

* Homologien der Primer zueinander vermeiden

* G oder C am 3-OH-Ende zur Stabilisierung des in der PCR-Reaktion
entstehenden Hybrids, lingere GC-Abfolgen jedoch vermeiden

Anhand einer Faustregel kann die Schmelztemperatur (T,)) der Primer errechnet werden:
T,=2°Cx(A+T)+4°Cx (G +C)

Die optimale Annealing-Temperatur liegt 2 — 5°C unter dem niedrigsten errechneten
Schmelzpunkt. Diese Faustregel gilt allerdings nur fiir Primer mit ca. 18 — 24 bp. Falls

unspezifische PCR-Produkte gebildet werden, sollte die Annealingtemperatur erthéht werden.
2.2.2.10 DNA-Aufreinigung durch Phenolisierung

Im ersten Schritt der Reinigung werden mit Hilfe von Phenol die Proteine entfernt, im

zweiten Schritt wird die DNA durch EtOH prizipitiert.
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Der zu fillenden DNA wird eine equilibrierte Phenollésung im Verhiltnis 1:1 zugesetzt,
kriftig geschittelt und die Phasen werden durch Zentrifugieren (15000 rpm, 4°C, 10 min)
voneinander getrennt. Die obere, DNA-enthaltende wissrige Phase wird abgenommen und
in ein neues, verschraubbares Reaktionsgefi3 tberfithrt. Nachfolgend wird im gleichen
Volumen eine Mischung aus Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) hinzugefiigt, gut
gemischt, abermals zentrifugiert, die obere Phase abgenommen und in ein neues

Reaktionsgefal3 transferiert. AnschlieBend erfolgt noch ein Reinigungsschritt mit Chloroform.

Zur Prizipitation der DNA werden 1/10 Volumen von 3M NaAc (pH 5,2) hinzugegeben,
gemischt und anschlieBend noch mit 2 Volumen an absolutem Ethanol versetzt. Nach der
Inkubation auf Eis (10 min) und Zentrifugation (15000 rpm, 4°C, 15 min), wird das Pellet 1x
in 1 ml 70% EtOH gewaschen, im Exsikkator getrocknet und in der gewiinschten Menge

TE-Puffer gel6st.
2.2.2.11 Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte werden unter der Verwendung des ,,QIAquick PCR Purification Kits®
(QIAGEN oder Machery-Nagel) gereinigt. Die Durchfiihrung erfolgt dabei exakt nach dem

angegebenen Versuchsprotokoll.
2.2.2.12 Radioaktives Markieren von DNA-Sonden (,,Labeln*)

Um ,,Yeast-Colony-Hybridization®- Filter (s.u.) hybridisieren zu kénnen, muss zunichst eine
DNA-Sonde hergestellt werden. Es empfiehlt sich, die gewiinschte DNA mittels
Restriktionsenzymen aus Plasmiden herauszuschneiden, danach auf ein priparatives Gel
aufzutragen und dann mit dem Gel-Extraktionskit aufzureinigen. Nun koénnen die Sonden
radioaktiv markiert werden. Hierfiir wird der ,,DNA Labelling Kit“ von MBI verwendet. Die
Methode basiert auf dem Auslésen einer Polymerasereaktion am DNA-Template durch den
Einsatz von Zufalls-Dekanucleotid-Primern. Der komplementire Strang wird vom 3’-Ende
des Primers aus durch die Hilfe der DNA Polymerase I (Klenow Fragment) synthetisiert. Bei
dieser Reaktion werden radioaktiv markierte Desoxyribonucleosidtriphosphate mit eingebaut.

Die Durchfithrung erfolgt exakt nach Protokoll.

Eingesetzt werden: 100 ngDNA-Template
10 pl Random Primer in 5x Reaktionspuffer

bis zu 40 pl deionisiertes Wasser
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Vortex, 3-5 sec zentrifugieren, 5-10 min im Wasserbad kochen, danach sofort auf Eis und erneut kurz
zentrifugieren

3l Mix A,

6 pl [a-*P]-dATP (entsprechen 60 pCi)

1 pl Klenow Fragment (3u/ul)

5minbei 37°C

4l dNTP

5minbe 37°C

1l 0,5M EDTA (pH 8,0)
AnschlieSend muss die DNA-Sonde aufgereinigt werden.

2.2.2.13 Reinigung radioaktiver DNA-Sonden (Gelchromatographie)

Nicht inkorperierte, radioaktive Nucleosidtriphosphate werden mittels Gelchromatographie
entfernt. Die DNA-Sonde wird hierbei in eine Gelsdule gegeben, die aus pordsen Netzen
besteht (Sephadex G-50). Kleine Molekiile dringen in die Poren ein und werden langsamer
cluiert als groBe. Die nicht hybridisierten [a-P]-dATP’s und ,,random primer* werden also

durch das Gel zuriickgehalten, die hybridisierten Sonden werden eluiert.

Zur Durchfiihrung wird der Auslass von 1 ml Spritzen mit etwas Glaswolle verschlossen und
anschliessend mit Sephadex G-50 aufgefiillt. Die Spritzen werden im Glasreagenzglas 3 min
bei 2300 rpm zentrifugiert, darauthin wird die Gelhéhe in der Spritze kontrolliert. Bei zu
geringer Gelhohe in der Spritze wird etwas Gel nachgeftllt und erneut zentrifugiert. Die
Spritze wird nun in ein neues Glasreagenzglas tiberfiihrt, welches in ein 50 ml Falcon-Tube
eingehingt und mit der radioaktiven Probe beladen wird. Erneut wird fir 3 min bei 2300
rpm zentrifugiert, das gewonnene Eluat kann zur Kolonie-Hybridisierung weiterverwendet

werden.
2.2.2.14 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse basiert auf einer DNA-Kettenverlingerungsreaktion nach der
Sanger-Methode'. Grundlage ist dabei die Fihigkeit von DNA-Polymerasen, aufler
Deoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTP’s) auch 2°,3’-Dideoxyribonukleosidtriphosphate
(ddNTP’s) als Substrate zu verwenden.

Das fir die Reaktion eingesetzte Nukleotidgemisch enthilt auller den vier
Desoxynukleotiden auch jeweils ein Didesoxynukleotid. Dadurch kommt es auch zum

Einbau dieser ddNTP’s, die ein weiteres Wachstum der Kette blockieren, da ihnen ein 3’-
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Modsl 377

AB' Varsion 2.1.1
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Abbildung 15: Sequenzanalyse
Computerauswertung eines Sequenziergels.
Die maximalen Amplituden représentieren
die entsprechenden Basen

Hydroxylende fehlt, um die nichste Phosphodiesterbindung zu kniipfen. Bei der
automatisierten DNA-Sequenzierung wird ein fluoreszenzmarkierter Primer eingesetzt, mit
dem mittels PCR in vier verschiedenen Reaktionsansitzen basenspezifische
Kettenabbruchprodukte unterschiedlicher Linge erzeugt werden. Die Reaktionsgemische
werden auf ein Sequenziergel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und die durch das
Gel wandernden Banden anhand eines Laser detektiert. Die Daten werden im Computer

gespeichert und analysiert.

Sequenzierungsansatz:
ca 1ugDNA
10 pmol Primer
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auf 16 pl mit ddH,0 auffillen
4 ul Terminator-Mix (enthalt
dRhodamin-Terminatoren)

Die Sequenzierung selbst wurde von einem hauseigenen Servicedienst iitbernommen, wobei

ein ABI PRISM 377 Integrated Thermal Cycler eingesetzt wird.
2.2.2.15 Mutagenese einzelner Basen

Die Mutagenese einzelner Basen in einem Plasmid wird exakt nach dem Stratagene
,,QuikChangeTM Site - Directed Mutagenesis Kit“ - Protokoll durchgefiihrt. Hierbei kénnen
entweder Punktmutationen oder ganze Aminosduren ausgestauscht werden. An die zu
mutierende Region werden Oligonukleotid-primer angelagert, welche die Mutation besitzen
(siche Schema). Mittels der Pfu-Polymerase wer-den die Plasmide verdoppelt. Nach diesem
Temperatut-,,Cycling” wird die ,,eltetliche”" Plasmid-DNA mit dem Restriktionsenzym Dpnl
verdaut, welche spezifisch fiir methylierte DNA ist (DNA, die von E’Coli isoliert wurde ist
dam methyliert und damit angreifbar fiir Dpn 1.). Das mutierte Plasmid kann nun in
ultrakompetente E’Coli transformiert und analysiert werden. Folgende Reaktion wird

vorbereitet:

5 pl 10 x Resktions-Puffer

5-50 ng DNA -Plasmid

125 ng Oligonukleotid-Primer 1

125 ng Oligonukleotid-Primer 2

2 ul 10 mM dNTP Mix

mit ddH,O auf 50 pl auffillen

1 ul native Pfu DNA Polymerase 2,5 U/ul)

Fir Punktmutationen werden 12 Zyklen angesetzt, fir einzelne Aminosidure-Mutationen 16

und fiir mehrere Aminoséduren 18 Zyklen:

Segment Zyklen Temperatur Zeit
1 1 95°C 30 sec
2 12-18 95°C 30 sec
55°C 1 min
68°C 2 min/kb Plasmid-

Linge
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Hlasmid denaturieren und
Frimer mit der IMutati on
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Genim Plasmid mit
Mutationsstelle
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Transformm ati on won
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Abbildung 16: M utagenese einzelner Basenpaare

Primer mit mutierten Basen lagern sich an das Plasmid an, in einer
PCR-Reaktion werden daraufhin Plasmide mit der gewlinschten
Punktmutation amplifiziert und schliefdlich das Ausgangs-Plasmid
verdaut.

Danach wird 1 pl Dpn | (10 U/ul) der Reaktionslésung hinzugegeben und fiir eine Stunde
(37°C) inkubiert. Letztendlich werden kompetenten Bakterien transformiert (- 1.2.1.2), von
den gewachsenen Klonen Minipreps angefertigt und sequenziert. Falls durch die Mutation

eine neue Schnittstelle entstanden ist, so kann der Erfolg der Mutation mittels

Restriktionsenzymverdau kontrolliert werden.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden - Proteine

2.2.3.1 Isolierung von Proteinextrakten aus der Hefe (pPC Vektor)

Eine Kolonie der jeweiligen Dropout-Platte wird in 2 ml SD Mangelmedium (-Leu bei pPC
97, -Trp bei pPC80) tiberfithrt und 48 h bei 30° C im Wasserbad inkubiert. Danach werden
die Zellen abzentrifugiert und der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird in 30 pl 2 x
SDS-Lammli Puffer resuspendiert, sofort fir 3 min gekocht (Protease-Inaktivierung) und die
Reaktionsgefille auf Eis gestellt. Durch Hinzuftigen von in Sdure gewaschenen Glaspetlen
und das Schiitteln im Tischschiittler werden die Zellen aufgebrochen und sind unter dem
Lichtmikroskop als dunkle ,,Geisterzellen® zu erkennen. Die Reaktionsgefile werden kurz
auf Eis gestellt und es schlief3t sich ein weiterer Mischungs-Vorgang an. Es wird dann 70 ul 2
x SDS-Lammli-Puffer hinzugefiigt, erneut geschiittelt und die Flissigkeit in ein neues
Reaktionsgefil3 iiberfiihrt. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt wird der Uberstand in

ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfithrt und bei —20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

SD-Mangelmedium —Leu bzw. -Trp

Difco Hefe Stickstoffbasen ohne Aminosiuren: 8¢
Agar: 229
Tyrosin: 55mg
Uracil: 55mg
Adenin: 55mg

- autoklavieren und auf ca. 50°C abkiihlen lassen
- 100 ml 20% Glucoselsg.
- 10ml ,drop out“ Lésung ohne die AS Leucin bzw. Tryptophan

2x SDS-Laemmli Puffer 0,6 M Tris-HCI (pH 6,8); 4% B-Mercaptoethanol; 4% SDS; 10%
Glyceral;
Bromphenolblau zugeben, bis Blaufarbung eintritt

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die extrahierten Proteine (— 2.2.3.1) befinden sich nicht in einer wilirigen Losung, sondern
in einem Medium, daf3 auch das stark negativ geladenes Detergenz Natriumdodecylsulfat
(SDS) enthilt. Dieses bindet an die hydrophoben Regionen der Proteine mit zwei
wesentlichen Effekten: 1. Einzelne Proteinmolekiile werden aus ihrer Bindung an andere
Proteine oder Lipide freigesetzt, 2. Die Proteinmolekile erhalten eine Netto-Minusladung,.

Bei der Elektrophorese wandern daher alle Proteine unabhingig vom Ionisierungsgrad zum



44 Ergebnisse

Pluspol. Zusitzlich wird die reduzierende Substanz 3-Mercaptoethanol hinzugesetzt, die alle
Disulfid-Brickenbindungen im Protein spaltet, so dass auch mégliche Untereinheiten eines
Protein analysiert werden koénnen. Bei der SDS-Page werden denaturierte Proteine
hauptsichlich nach ihrer Masse aufgetrennt, wobei grof3ere Proteine langsamer wandern als
kleine. 7,5%ige Trenngele werden aus einer 30% Acrylamid-Stammlosung mit 0,8%
quervernetzendem Bisacrylamid durch Zugabe entsprechender Mengen an Trenngelpuffer
und dest. Wasser gemischt, das 3,9%ige Sammelgel durch Verdinnen der gleichen
Stamml6sung  mit Sammelgelpuffer. Die Polymerisation wird durch Zugabe des
Radikalstarters APS eingeleitet. Die Gele werden mit Hilfe einer ,,Mighty Small* (Hoefer)
GieBvorrichtung gegossen. Entgaste Trenngellésung wird in die Halterung gefiillt und mit 2-
Propanol tberschichtet, um eine gleichmiBige Grenze zwischen den beiden Gelteilen zu
erhalten und um das Gel vor Sauerstoff zu schiitzen. Nach der Entfernung des Propanols
wird das Sammelgel gegossen und ein Kamm luftblasenfrei eingesetzt. Nach etwa 30 min ist

dieser Teil auspolymerisiert.

AnschlieBend wird die Gelelektrophoresekammer (Hoefer) aufgebaut, zwei Gele darin
eingespannt und mit 1 x Lammli-Laufpuffer beftllt. Jede Kammtasche wird mit 20 Pl Probe

bzw. mit 7l Proteinmarker beladen. Solange sich die Lauffront im Sammelgel befindet,
werden konstante 20 mA pro Gel angelegt. Ist das Trenngel erreicht, so wird auf 110 V (oder
30 mA) umgeschaltet. Die Elektrophorese wird gestoppt, sobald die Laufmittelfront das

untere Ende des Gels erreicht hat.

- Trenngel puffer (,, Resolving Buffer) 1,5M Tris-HCI (pH 9,0); 0,4% TEMED; 0,4% SDS

- Sammelgel puffer (, Stacking Buffer*) 0,14 M TrisHCI (pH 6,8); 0,11% TEMED; 0,11% SDS
- 10% (w/v) APS (Ammoniumpersulfat)

- bx Laufpuffer (, Running Buffer*) 25 mM Tris-HCI; 50 mM Glycin; 0,1 % SDS

2.2.3.3 Farben von Proteingelen mit Coomassie-Blau

Die durch SDS-Page aufgetrennten Proteine kénnen mittels Coomassie-Firbung sichtbar
gemacht werden. Das Proteingel wird fir 2 h in einer Fixierlésung auf dem Orbitalschtttler
geschwenkt. AnschlieBend wird es fiur ca. 4 h in Coomassie-Blau Losung tberfiihrt.
Uberschiissiger Farbstoff wird mit Entfirbungslésung ausgewaschen bis schlieBlich nur noch
die einzelnen Proteinbanden sichtbar sind. Solche Gele kénnen jedoch nicht mehr fur

Western-Blot Analysen verwendet werden.

- Fixierl6sung 50% M ethanol; 10% Essigsiure
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- Coomassie-Blau Ldsung 50% Methanol; 0,05% Coomassie Brilliant Blue R250; 10% Essigséure

- Entférbungd 6sung 5% Methanol; 7% Essigsiure

2.2.3.4 Western-Blot Analyse

,,Western-Blot* bezeichnet den Transfer von Proteinen mit Hilfe eines elektrischen Feldes
aus einer Gelmatrix auf eine Nitrocellulosemembran. Auf dieser konnen die immobilisierten
Proteine durch Bindung spezifischer Antikrper und geeignete Detektionssysteme sichtbar

gemacht werden.
2.2.3.4.1 Transfer von Proteinen auf eine Nitrocellulosemembran

Dieser Vorgang erfolgt mit einer Elektroblotkammer von Hogfer, die mit Towbin-Puffer
gefillt ist. Um eine Erhitzung des Blots zu verhindern, findet die Durchfihrung im
Kihlraum bei 4°C statt. Auf das Gel wird eine auf die gleiche Grée zurechtgeschnittene, in
Towbin-Puffer getrinkte, Nitrocellulosemembran gelegt und mit zwei ebenfalls

angefeuchteten Whatman-Papieren iberdeckt. Die andere Seite des Gels wird auch mit

L
-
e
Filter Hilter
A L
Mitracelhlasamnanbran =

Abbildung 17: Proteintransfer auf
Nitrocellulose

Whatman-Papierlagen abgedeckt. Zwischen allen Schichten sind Luftblasen unbedingt zu
vermeiden, da sonst nur ein unvollstindiger Transfer erfolgt. Beide Seiten des ,,Sandwiches*
werden noch mit diitnnen Schwimmchen belegt, bevor er in die Transferkassette eingesetzt
wird. Diese wird darauthin so in die Blotting-Kammer eingefiithrt, dal} die Membran in
Richtung Anode zeigt. Der Transfer findet unter konstantem Stromfluf3 bei 400 mA fir 2 2

h statt.
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- Towbin-Puffer (Blotting-Puffer) 192 mM Glycin; 25 mM Tris-HCI (pH 8,3); 0,1% SDS; 10% M ethanol

2.2.3.4.2 Farbung der Membran mit Ponceau$S

Zur Kontrolle des Protein-Transfers kann die Membran mit PonceauS angefirbt werden.
Der Nitrocellulosefilter wird fir 5 min in PonceauS Loésung geschwenkt und anschlieBend
unter flieBendem Wasser solange entfirbt, bis Proteinbanden sichtbar werden. Zur weiteren

Verwendung muf} die Membran wieder vollstindig von der Farbe befreit werden.

- PonceauS Lésung  0,5% PonceausS Farbstoff; 1% Essigsaure

2.2.3.4.3 Immundetektion von Proteinen

Zunichst werden unspezifische Bindungsstellen, die stérende Hintergrundsignale

verursachen kénnen, durch Inkubation (mind. 1 h auf dem Horizontalrotator) des Filters in

Lurrinol
beearretichperaxidase
Pro tein /( Ozxidation
2 Antikdrper
1.ﬂnt1korper Luminel {ox.)
L] Chermilamineszens

Mitrocellulosemeambran

Abbildung 18: Immundetektion von Proteinen

Das auf die Nitrocellulosemembran geblottete Protein
wird mit einer Losung eines 1. Antikorpers inkubiert der
spezifisch fur das gesuchte Protein ist. Nur digjenige
Proteinbande, die dieses Protein enthdlt, kann den
Antikorper binden. Nachdem die Uberschissigen
Antikorper-Molekile abgewaschen wurden, wird im
zweiten Schritt die Membran zunéchst mit einem 2.
Antikorper inkubiert, der spezifisch an den ersten
Antikorper bindet. An diesen Antikorper ist kovaent
Meerrettichperoxidase gebunden, deren Aktivitét Uber
Chomlumineszenz sichtbar gemacht werden kann.
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Blocking-Reagenz abgedeckt. Nach Abgielen der Losung wird der Filter kurz in TBST
geschwenkt. AnschlieSend wird der erste Antikorper, verdinnt in TBST, hinzugefiigt und fir
1 - 2h auf dem Rotator inkubiert (RT). Nach grindlichem Waschen (Ix 15 min und 2x 5
min) mit TBST, um tberschiissigen, nicht gebundenen primiren Antikérper zu entfernen,
erfolgt eine 60 miniitige Inkubation mit dem sekundiren Antikérper (ebenfalls in TBST
verdiinnt), der spezifisch an den Fc-Teil des ersten Antikorpers bindet. Danach wird der Blot
wieder, wie zuvor beschrieben, gewaschen und einer ECL (Enhanced Chemoluminiscenece)
Reaktion unterworfen. ECL Lo&sungen enthalten Luminol, welches ein Substrat fur
Meerrettichperoxidase darstellt und nach Oxidation in einen angeregten Zustand iibergeht,
wobei Licht emittiert wird. Dazu werden fir 1 min 1 ml der beiden 1:1 vermischten ECL
Losungen tber den Filter gegeben, dieser anschlieBend getrocknet, mit Klarsichtfolie umhiillt
und in eine ECL-Expositionskassette platziert. Die leuchtenden Banden koénnen durch

Auflegen eines ECL Hyperfilms dokumentiert werden.

-TBST 50 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; 0,2% Triton X-100
- Blocking-Reagenz 5% fettfreies Milchpulver in 1x TBST l6sen

2.2.35 GST-Gen-Fusions-System

Das Glutathion-S-Transferase (GST) Gen-Fusions-System eignet sich fiir die Expression,
Reinigung und Detektion von Fusionsproteinen. Dieses System besteht aus drei

Hauptkomponenten:

a) pGEX-Plasmidvektoren
b) GST-Reinigungssystem
¢) GST-Detektionssystem

Die pGEX-Plasmidvektoren wurden fiir induzierbare, hochgradig intrazellulire bakterielle
Expression von Genen oder Genfragmenten als Fusionsprodukte mit Schistosoma japonicum —
GST entwickelt. Durch die Thrombinspaltstelle kurz vor der MCS des Plasmids kann das
Protein von dem GST abgespalten werden. Die Proteinexpression von einem pGEX-
Plasmid steht unter der Kontrolle eines tat-Promoters, der durch das Lactose-Analogon
IPTG aktiviert wird. Mit IPTG induzierte Kulturen exprimieren das GST-Fusionsprotein fiir

mehrere Stunden.
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Die lysierten Bakterien werden zusammen mit Glutathion-Sepharose inkubiert. Die Struktur
des Glutathions ist komplementir zur Bindungsstelle der Glutathion-S-Transferase, so dass
die Molekiile einen Komplex bilden. Das Fusionsprotein kann durch Zugabe von GSH im

Uberschuss von der Sepharose-Matrix eluiert oder durch Thrombin abgespalten werden.
2.2.3.5.1 Amplifikation und Reinigung des GST-Fusionsproteins

Die DNA im pGEX-2T-Vektor wird in Bakterien (BL 21 DE 3) transformiert und eine
Kolonie in 50 ml YT-G Medium mit 0,1 mg/ml Ampicillin tber Nacht kultiviert. Bei einer
ODy, von 0,6 wird die Kultur mit 0,1 mM IPTG induziert und bei 25°C und 100 rpm tber
Nacht stimuliert. Darauthin wird das Medium in der Beckmann-Zentrifuge bei 4000 rpm bei
4°C fir 30 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 20 ml
Resuspensionspuffer A plus Zusitze aufgenommen (mit Lysozym, um die Zellwinde
aufzubrechen). In flussigem Stickstoff werden die Bakterien fir 5 min schockgefroren und
danach in warmen Wasser wieder aufgetaut. Um die Zellwinde vollstindig zu lysieren wird
cine Ultraschallbehandlung durchgefiihrt. Mit dem Sonicator werden die Zellen dreimal fiir
30 sec bei 100 W beschallt und die Lyse der Zellwidnde unter dem Mikroskop kontrolliert.
Nach Zugabe von 1 mM PMSF + 1% Triton und bei reichlicher DNA-Menge 10 ul
DNAase + 10 mM MgCl, werden die Zelltrimmer bei 15500 rpm fiir 20 min abzentrifugiert
(4°C). Das Pellet wird verworfen, zum Uberstand wird 1 ml Glutathion-Sepharose gegeben
und 1 h bei 4°C auf dem Rotarimischer inkubiert. Anschlieend wird GSH-Sephatrose bei
2400 rpm ohne Bremse fiir 3 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird nun dreimal
mit dem Resuspensionspuffer A gewaschen (ohne Zusitze) und schlieflich dreimal mit je

300ul Elutionspuffer eluiert.

2x YT-G Medium 16 g Bacto-Trypton
10 g Hefe-Extrakt
5gNaCl
in 900 ml H,O gelost, auf pH 7.0 eingestellt und autoklaviert
Nach dem Abkuhlen plus 100 ml 20% Glucose-L6sung

Resuspensionspuffer A: 50 mM TrispH 8,0
100 mM NaCl
1mM EDTA

Zusitze: 10 mg/ml Leupeptin und Aprotinin
10 mM B-Mercaptoethanol

1 mM Benzamidin
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Elutionspuffer: 50 mM Tris
20 mM GSH pH 8.0
10 pg/ul Leupeptin und Aprotinin
1 mM Benzamidin

2.2.3.5.2 Detektion der GST-Fusionsproteine durch Silberfarbung

Je nach GréBe der GST-Fusionsproteine wird ein 10-12%iges Proteingel gegossen und eine
SDS-PAGE mit den Proben durchgefithrt (- 2.2.3.2). Nach Abtrennung des Sammelgels
wird das Trenngel fiir 30 min in Fixierlosung 1 gelegt. Daraufhin folgt eine dreiligminttige
Fixierung mit Lésung 2 und schlieflich wird Fixierlosung 3 fiir zweimal 15 min auf das Gel
gegeben. Nach einminiitiger Inkubation mit der Oxidationslésung wird das Gel dreimal mit
Aqua dest jeweils fiir 1 min gewaschen. Das Gel wird dann fir 6 min mit der Silberlésung
Uberschichtet und auf dem Schiittler inkubiert. Es folgen wieder 2 Waschschritte mit Aqua
dest. SchlieBlich werden mit Zugabe der Entwicklerlosung fir 1-10 min die ersten
Proteinbanden sichtbar. Ist das Gel ausreichend gefirbt, wird es erneut mit Aqua dest gesptlt
und die Firbereaktion 5 min mit Stopplésung beendet. Vor dem Trocknen wird das Gel mit
3% Glycerol fir mind. 30 min eingeweicht und im Anschluss auf feuchtes Blotting-Papier
gelegt, mit einer Klarsichtfolie abgedeckt und auf dem Vakuumtrockner fiir 2 Stunden bei

einer Temperatur von 80°C getrocknet.

Fixierlésung 1. Methanol 40%, Eisessig 10%

Fixierlésung 2: Ethanol abs. 10%, Eisessig 5%

Fixierlésung 3 Ethanol abs. 10%

Oxidationd dsung: Natriumthiosul fat-L ésung 0,042%, Formal dehyd-L 6sung 0,05%, frisch
zubereitet

Silberl6sung: Silbernitratldsung 0,2%, Formal dehydlésung 37%, frisch zubereitet

Entwicklerl6sung: Natriumcarbonat 6%, Formaldehyd-L sg. 0,05%, Natriumthiosulfat-Lsg. 0,042%,
frisch zubereitet

Stopplsung: Eisessig 3%

2.2.3.6  Baculovirus-Expressionssystem

Mit Hilfe des Baculovirus-Expressionssystem lassen sich —unterschiedliche Gene
exprimieren’”"”. Nach Transfektion von Sf9 Zellen, dies sind Zellen des Insekts Spodoptera
frugiperda, durch Baculoviren, welche das gewiinschte Gen tragen, werden die Zellen kultiviert
und die Protein-exprimierenden Zellen selektioniert. Protein exprimierende Sf9 Zellen

wurden von C. Weber (MSZ) zur Verfiigung gestellt.
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2.2.3.6.1 Gewinnung von Zelllysaten aus Sf9 Zellen

Baculovirus-infizierte Sf9-Zellen werden in 15 ml Greiner-Roéhrchen umgefillt, 3 Minuten
bei 200 x g (1100 rpm) sedimentiert und mit 3 ml PBS gewaschen. Das Zellpellet wird nun in
1 ml PBS resuspendiert und die Suspension Eppendorfgefilie tiberfithrt. Nach dreiminiitiger
Zentrifugation bei 200 x g wird der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wird dann in 1 ml
Lysispuffer auf eis resuspendiert und unter zwischenzeitlichem Vortexen 10 bis 15 Minuten
auf Eis inkubiert. In dieser Zeit lysieren die Zellen. Es folgt ein zehnminitiger
Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g (14.000 rpm) und bei 4°C, um Zellmembranen und
Kerne  abzutrennen. Der  Uberstand  wird fiir =~ Westernblot-  oder  Co-

Immunprizipitationsexperimente bei —20°C gelagert.

Lyse Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% NP40; 1 mM PMSF

2.2.3.6.2 Co-Immunopréazipitations-Experimente

SDS-Page —I
> Protein A-Agar 0 Protein ZQ

Antikorper

Westernblot
>

Abbildung 19: Prinzip der Co-Immunopr &zipitation

Im ersten Schritt der Reaktion werden die beiden miteinander interagierenden Proteine Uber den
Antikorper 1, der spezifisch gegen das Epitop von Protein 1 gerichtet ist, an Protein A-
Agaroseperlen gebunden. Durch Kochen werden die Proteine dann von den Perlen getrennt,
elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf eine Membran geblottet. Im Westernblot wird
mittels des Antikorpers 2, der spezifisch ist gegen das Protein 2 die Protein-Protein-Interaktion
kontrolliert.

Mit Hilfe von Co-Immunoprizipitations-Experimenten kann die Fahigkeit eines Proteins an
ein anderes Protein zu binden nachgewiesen werden (z.B. Kinase/Substrat Interaktion). Abb.

16 verdeutlicht das Prinzip dieser Technik. 20 ul Protein A-Agarose werden in 80 pl Lyse-
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Puffer in Eppendorf-Gefilen vorgelegt, 1 mg des Zellysates (photometrische
Konzentrationsbestimmung) werden hinzugegeben und zusammen mit Antikorper 1 fiir 1
Stunde bei 4°C auf einem Rotarimischer inkubiert. In dieser Zeit bindet der Antikbrper
sowohl an sein spezifisches Epitop als auch an die Agarosepetlen und bildet so einen
Komplex, der im nichsten Schritt durch einminttige Zentrifugation bei 150 x g (1500 rpm)
sedimentiert wird. Dem Pellet wird 30 pl 2 x Lammli-Puffer zugefiigt und 5 Minuten
gekocht. Nach einer folgenden Zentrifugation bei voller Geschwindigkeit wird die Probe

durch SDS-PAGE aufgetrennt und in Westernblots auf co-prizipitierte Proteine untersucht.
2.2.3.6.3 Kinase-Assays

In Kinase-Assays konnen Phosphorylierungsereignisse und Aktivierungsprozesse von
Kinasen untersucht werden. Proteinkinasen werden z.B. in Sf9-Zellen tberexprimiert und
co-exprimierte Regulatorproteine kénnen Effekte auf sie austiben. Nach der Zellyse und
Prizipitation der Kinase konnen dann in vitro Substrate und radioaktiv markiertes ATP
hinzugegeben werden. Je nach Aktivierungsgrad ist die Kinase in der Lage, das Substrat unter
Verwendung des radioaktiven Phosphats zu phosphorylieren. Nach Auftrennung der
Proteine durch SDS-PAGE kann der Phosphorylierungsgrad des Substrates im Rontgenfilm

ausgewertet werden.

Die ersten Schritte bei einem Kinaseassay sind identisch mit denen der Co-
Immunoprizipitation. Zellen werden lysiert und die gewaschenen Proteine mit spezifischen
Antikérpern immunprizipitiert. Das Prizipitat wird zweimal mit 1 ml Lysepuffer und einmal
mit 1 x Kinasepuffer gewaschen. Die Pellets werden dann mit 30 ul 2x Kinasepuffer, der die
entsprechenden Substrate und pro Reaktion 10 uCi [y”P]-dATP enthilt, vermischt und 15
Minuten bei 30°C auf einem Schuttler inkubiert. Im Anschluss daran werden 30 ul
Blaupuffer hinzugegeben und 5 Minuten bei 100°C gekocht. Die Auftrennung der Proben
erfolgt durch SDS-PAGE. Nach dem Blotten auf Nitrozellulosemembranen werden sie mit

Hilfe eines Rontgenfilmes exponiert und ausgewertet.

- Lysis Puffer: 50 mM TrisHCI (pH 8,0); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2 mM EDTA; 1% (v/v)
NP40; 1mM PMSF
- 2x Kinase Puffer: 5mM Hepes (pH 7,5); 50 mM B-Glycerophosphat; 3 mM EGTA; 10%Glycerol

Fur die Kinase Reaktion werden frisch hinzugegeben:
1mM DTT; 10 mM MgCl,; 100 uM ATP
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2.2.4 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae
2.2.4.1 Hefe-Transformationen

* Modifizierte Lithiumacetat Hefetransformation fir direkte Interaktionstests

Fiir eine Uber-Nacht-Kultur wird eine Hefekolonie des Stammes Hf7c in 50 ml YEPD
Medium inokuliert. Jeweils 1 ml dieser Zellkultur wird in ein steriles Eppendorf
Reaktionsgefil3 pipettiert und 5 s in der Tischfuge zentrifugiert. Der Uberstand wird bis auf
ca. 50 - 100 Wl verworfen. Der verbleibende Rest dient der Resuspension des Pellets. Nach
Zugabe von 2 U ,,carrier DNA“ (Salmon Sperm DNA; 10 mg/ml) und ca. 1 pg DNA (01 -
3 M) wird gut geschiittelt. Nun werden 0,5 ml PLATE-Mix und 20 pl DTT hinzugegeben

und wiederum vermischt. Die Reaktionsgefile werden anschlieend fir 6 - 8 h (hochste

Transformationseffizienz nach 24 h) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
Hitzeschock von 42°C (10 min) kénnen anschlieBend 200 Pl Zellen in Bodennihe des

Reaktionsgefifles entnommen und auf Selektionsplatten ausgestrichen werden. Die
Inkubation erfolgt bei 30°C im Brutschrank fiir mindestens 3 Tage, bis Klone sichtbar

werden (modifiziert von Elble et al.)'.

- PLATE-Mixture: 45% PEG 4000 (steril filtriert); 1 M Lithiumacetat; 1 M Tris-Cl (pH 7.,5);
0,5M EDTA

-1MDTT 3,09gDTT in20 ml 0,01 M Natriumacetat (pH 5,2) 16sen; steril filtrieren (0,22 pm)
und in 1 ml Aliguots bei -20°C aufbewahren

» Hefetransformation fur Two-Hybrid-Screen

Je eine Hefekolonie, welche die Kéder-DNA im Vektor pPC97 enthilt, wird zu 4 x 2 ml SD
Medium —Leu gegeben und 24-30 h im 30°C Wasserschuttler inkubiert. Die vier
Reagenzgliser mit den gewachsenen Hefekulturen werden darauthin auf drei 200 ml Kolben
mit 200 ml SD Medium —Leu verteilt und 16-18 h im 30°C Wasserbad inkubiert. Das
Wachstum der Zellen wird im Photometer bei 600 nm kontrolliert. Das Medium sollte eine
Dichte von ODy,,=1,0-1,6 haben. Die Medien werden nun mit YEPD bis auf eine
OD,,=0,35 verdinnt, auf vier 1 1 Kolben verteilt und 4 h bei 30°C und 230 rpm im
Wasserschiittler inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 1000g (2300 rpm BECKMANN-
Zentrifuge, 5 min) wird der Uberstand verworfen, die Pellets in je 50 ml TE resuspendiert
und erneut fiir 5 min zentrifugiert (Uberstand erneut verwerfen). Fiir die Hefetransformation

werden die Pellets nun in je 10 ml LiAc/TE-Mix resuspendiett, in 50 ml Falcontéhrchen
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Uberfiihrt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Gleichzeitig werden 4 x 2 ml
Carrier-DNA fiir 5 min gekocht und danach sofort auf Eis gestellt. Zu dieser DNA werden
je 4 x 600 pg Library-DNA (aus PC12-Zellen in pPC86) gegeben diese Suspension dann in
70 ml PEG/LiAC-Mix zusammengefithrt. Danach wird die LiAc/TE-Suspension
hinzugegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 4 x 8,8 ml
DMSO und einem Hitzeschock bei 42°C (6 min) werden die Kolben auf 4°C abgekuhlt, in
einem Zentrifugenbecher zusammengefthrt, fiir 5 min bei 2300 rpm zentrifugiert und mit 50
ml TE gewaschen. Nun wird die Probe zu 11 YEPD gegeben, 1 h bei 30°C im Wasserbad
inkubiert, erneut zentrifugiert, in 50 ml TE gewaschen und letztendlich auf 20 ml in TE
resuspendiert. Je 300 ul der Suspension werden auf 150 mm —Leu-Trp-His-Platten
ausgestrichen, die mind. 3 Tage bei 30°C im Brutschrank inokuliert werden, bis Kolonien
sichtbar sind. Zur Berechnung der Transformationseffizienz werden 1:1000, 1:100 und 1:10
Verdiinnungen der Zellsuspension hergestellt und auf —Leu-Trp-Platten ausgestrichen
(Transformationseffizienz fur beide Plasmide). Zur Berechnung der Effizienz wird eine
Platte mit 30-300 sichtbaren Kolonien herangezogen (modifiziert nach Clontech-Protokoll

Version PR 57459)'*!,

cfue Total — Suspensions—Vol (ul) _ ny DNA
Vol.—-ausplattiert(zd) » Verd.« DNA-Menge H9

Legende: cfu =, colony forming units* (sichtbare Kolonien auf der Platte)
Total-Suspensions-Vol = gesamtes VVolumen der Suspension
Vol.-ausplattiert = Volumen auf der Platte

Verd. = Verdinnungsfaktor

DNA-Menge = eingesetzte Library-DNA-Menge

cfu/ug DNA = gewachsene Kolonien pro eingesetzte DNA

Doppel-Dropout-Platten (-Leu —Trp)

Difco Hefe Stickstoffbasen ohne Aminosauren: 8 g; Agar: 22 g; Tyrosin: 55 mg; Uracil: 55 mg; Adenin:
55 mg

— autoklavieren und auf ca. 50°C abkiihlen lassen

— 100 ml 20% Glucoselsg.

- 10ml ,drop out* Lésung ohne die AS Tryptophan und Leucin

Tripel-Dropout-Platten (-Leu —Trp-His)
Difco Hefe Stickstoffbasen ohne Aminosduren: 8¢
Agar: 229
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Tyrosin; 55mg
Uracil: 55 mg
Adenin: 55mg

- autoklavieren und auf ca. 50°C abkihlen lassen
— 100 ml 20% Glucosel sg.
- 10ml ,drop out* Lésung ohne die AS Tryptophan, Leucin und Histidin

10X TE: 0,1 M Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,5 autoklaviert
10 x LiAcl M Lithiumacetat, pH 7,5, autoklaviert
40 ml 1 x TE-MIX: 4ml10x TE
4 ml LiAc 10x
32 ml ddH,0
70 ml PEG/LIAC-Mix
56 ml PEG 50%
7ml LiAc 10 x
7 ml TE 50 x

2.24.2 B-Galaktosidase-Assay (lacZ Asssay)

Dieser Versuch wird exakt nach dem CLONTECH Protokoll Version PR 57459
durchgefiihrt.

Fur den B-Galaktosidase-Assay werden direkt gewachsene Kolonien der Hefetransformation
gepickt und auf Tripel-Dropout-Platten ausgestrichen. Hierbei wird zunichst ein
Nitrocellulosefilter (Hybond C extra; Amersham) auf den Agar aufgelegt und dann mehrere
Klone nebeneinander ausgestrichen. Zur Kontrolle werden diese Klone aulerdem auch auf
Doppel-Dropout-Platten ausgestrichen. Diese Platten werden dann fiir ca. 2 Tage bei 30°C
im Brutschrank kultiviert. Fir den eigentlichen Test werden passgenaue, kreisrunde
Whatman-Filter in Petrischalen gelegt und mit 1,5 ml Z-Puffer/X-Gal Losung angefeuchtet.
Nun werden die bewachsenen Nitrocellulosefilter mit einer Pinzette von den Tripel-
Dropout-Platten abgehoben und in ein Bad aus fliissigem Stickstoff tberfiihrt (10 sec). Das
nachfolgende Auftauen bei RT fihrt zur Permeabilisierung der Zellen. Daraufhin werden die
Filter auf die vorbereiteten Whatman-Filter gelegt (Seite mit den Kolonien zeigt nach oben),
mit Paraffinfilm verschlossen und bei 30°C inkubiert. In Abstinden von 30 min werden die
Filter auf blau gefarbte Kolonien hin untersucht. Inkubationszeiten linger als 24 h fihren in

der Regel zu falschpositiven Ergebnissen (s. Abb. 20).

Tripel-Dropout-Platten (-Leu -Trp —His)

Difco Hefe Stickstoffbasen ohne Aminosduren: 8¢
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Agar: 229

Tyrosin: 55mg
Uracil: 55mg
Adenin: 55mg

- autoklavieren und auf ca. 50°C abkiihlen lassen
- 100 ml 20% Glucoselsg.
- 10ml ,drop out* Lésung chne die AS Tryptophan, Histidin und Leucin

GALA DB e Raf GALA TA e X

Wachstum auf Leu Trp His -
Sel ektionsmedium

HIS3

X-Ga
Filterassay

LacZ

Abbildung 20: Aktivierung von Reportergenen im Two-Hybrid Screen

Die Two-Hybrid Vektoren pPC97 (DNA-Bindedoméne (DB) fusioniert mit den Raf
Isoenzymen A-Raf oder c-Raf) und pPC86 (Aktivierungsdoméne (TA) fuisioniert mit der
PC12 cDNA-Bibliothek) werden in den Bierhefe-Stamm Hf7c sequentiell transformiert und
auf —Leu/-Trp/-His-Tripel-Dropout Kulturplatten ausgestrichen. Das Fehlen der Aminosduren
Leucin und Tryptophan dient der Selektion solcher Hefezellen, die beide Plasmide
aufgenommen haben. Der Mangel an Histidin selektioniert flr interagierende Proteine, die den
Transkriptionsfaktor Gal4 rekonstituieren und damit das erste Reportergen His3 aktivieren.
Somit zeigen nur Kolonien Wachstum, welche beide Plasmide enthalten und deren exprimierte
Proteine miteinander in Wechselwirkung treten. Zur Erhéhung der Spezifitét (auf dieser Ebene
treten viele Falsch-Positive auf) wird in einem anschliefRenden X-Gal-Filterassay zusétzlich die
Aktivitdt des zweiten Reportergens, des LacZ-Gens (3-Galactosidase) bestimmt. Hierbei fuhrt
die Transkription und damit die Aktivitdt der B-Galactosidase zur Blauféarbung der

entsprechenden K olonien durch Umsetzung des chromogenen Substrates X-Gal.
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Z-Puffer

NaHPO, [H,0 161 g/

NaH,PO, (H,O0 5,50 gl

KCl 0,759/l

MgSO,[H,O0 0,254/

auf pH 7 eingtellen und autoklavieren; bei RT aufbewahren

X-Gal Stockldsung

X-Gal wird mit einer Konzentration von 20 mg/ml in DMF gel6st; lichtgeschiitzt und
bei -20°C aufbewahren

Z-Puffer/X-Gal Losung

100 ml Z-Puffer; 0,27 ml B-Mercaptoethanol; 1,67 ml X-Gal Stocklésung

2.24.3 Hefe-Kolonie-Hybridisierung (*"Yeast-Colony-Hybridization'")

Der Hefe-Kolonie-Hybridisierungs-Test dient dazu, bekannte Interaktionspartner von Raf zu
identifizieren und somit die Anzahl der positiven Klone nach dem [3-Galaktosidase Assay

(- 2.2.4.2) bei einem Two-Hybrid-Screen zu verringern (modifiziert nach ,,Methods in Yeast

142

Genetics®) ™. Grundlage dieses Tests ist die Aufspaltung der Hefe-Zellwinde mit

Glucanex©9'

, die Denaturierung der DNA-Stringe mit NaOH und anschlieBend eine
irreversible Anheftung an eine Nitrocellulose-Membran, um eine Renaturierung der DNA-
Stringe zu verhindern. Derartige Kolonien kénnen mit radioaktiv markierten DNA-Sonden
bekannter Interaktionspartner von Raf hybridisiert und mittels Autoradiographie oder

Phosphoimager sichtbar gemacht werden (- 2.2.2.11).

» Vorbehandlung der Filter

Die zu untersuchenden Kolonien werden mittels einer Schablone auf —Leu-Trp-Platten
Ubertragen und zwei Tage bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Nun wird ein Nitrocellulose
Filter ,,Hybond Super auf den Agar mit den Kolonien gelegt, sanft angedriickt, wieder
abgezogen und mit der Kolonieseite nach oben auf eine frische YEPD-Platte gelegt. 12-18
Stunden wird die Platte bei 30°C im Brutschrank inkubiert (cave: Plasmidverlust bei lingerer
Bebriitungsdauer), der Filter wird dann kurz an der Luft getrocknet und fir 15 min in
SCEM-Puffer eingelegt. Danach wird der Filter zum Aufbruch der Zellwinde in eine 1,5 ml
SCEM + Glucanex (10 mg/ml) Losung tber Nacht eingelegt und am nichsten Tag der
Aufbruch der Zellwinde unter dem Lichtmikroskop (in 5% SDS) kontrolliert. Nach kurzen
Lufttrocknung werden die DNA-Stringe auf dem Filter durch 0,5 N NaOH denaturiert (7
min). Die Filter werden durch zweimalige Behandlung mit 0,5 Tris pH 7,5/SSC 10 x fiir 4
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min und einer einmaligen Behandlung mit zweifach SSC fir 2 min neutralisiert. Im UV-
Crosslinker wird die DNA schliellich auf dem Filter fixiert und kann bei Raumtemperatur

gelagert werden.
Dot Blot

Die Hybrisierungsreaktion wird mit radioaktiv markierten Sonden durchgefthrt. Die Filter
werden zur Vorbehandlung in geeignete Hybridisierungsrohren gegeben und im
Prihybridisierungspuffer (15 ml) fir eine Stunde bei 65°C im Hybridisierungsofen inkubiert.

Hierdurch wird die Membran abgesittigt wird und unspezifische Bindungen werden

Abbildung 21: Dot Blot

Beispiel einer autoradiographischen Auswertung
eines Dot-Blots, die schwarzen  Punkte
signalisieren Hybridisierungsreaktionen zwischen
der auf den Filter fixierten DNA und einer
radioaktiv markierten DNA-Sonde (in diesem Fall
14-3-3 6). Links unten ist als Positivkontrolle die
DNA-Sonde (vor der radioaktiven Behandlung)
aufgetragen.

verhindert. Wihrenddessen wird zu der radioaktiv markierten Sonde 1/10 Volumen 1IN
NaOH zur Denaturierung der DNA-Stringe gegeben und fiir 10 min. inkubiert. In die
Hybridisierungsrohren wird nun neuer Prihybridisierungspuffer (15 ml) eingefillt und die
radioaktiv markierte Sonde hinzugegeben. Die Inkubation erfolgt tiber Nacht im Hybrid-
Ofen. Um nicht hybridisierte, radioaktive Sonden von den Filtern abzuwaschen, wird die
Hybrdisierungslosung  zuerst abgegossen, dann der Filter zundchst mit Waschlosung 1
behandelt, und danach einmal mit Waschlésung 1 fir 20 min bei 65°C im Ofen inkubiert,

daraufthin zweimal mit Waschlésung 2 fir 20 min bei 65°C. Nach dieser Behandlung wird der
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Filter getrocknet und auf Whatman-Papier fixiert. Mittels Phosphoimager-Platte (Fuji) wird
der Versuch ausgewertet. Hierzu wird ein geeigneter Film auf den Filter in eine Kassette
gelegt, 10 min exponiert und am Computer ausgewertet. Alternativ kann der Film auch 2

Tage bei —80°C mit einem Rontgenfilm exponiert werden.

SCEM:0,9 M Sorhitol, 50 MM EDTA, 100 mM Nas-Citrat, 14 mM B-Mercaptoethanol
SSC 20 x: 3M NaCl, 0,3 M Nas-Citrat, pH 7

Prahybridisierungspuffer: 0,5 M Phosphatpuffer; 7% SDS, 1 mM EDTA

Waschlésung 1: 40 mM Phosphatpuffer, 5% SDS, 1 mM EDTA

Waschlésung 2: 40 mM Phosphatpuffer, 1% SDS, 1 mM EDTA

2.24.4 Replica-Plating mit Hefe-Kolonien

Dieses Verfahren soll das Plasmid pPC97/Raf aus der Hefezelle entfernen, um bei der

nachfolgenden Plasmidextraktion aus Hefe nur das Library-Plasmid zu extrahieren. Dazu

Kultur eines einzelnen
Klonsin2ml -Trp
Medium, Zellen
kénnen pPC97/Raf
verlieren (LeuR)

witd eine einzelne Kolonie in 2ml —Trp-Medium bei 30°C im Wasserbadschiittler inkubiert,
' Plating
-Trp Replica-Plating '
Abbildung 22: Prinzip des Replica-Platings
Eine Zell-Kolonie mit den Plasmiden, die sowohl das Trp- sowie das Leu- Resistenzgen

Wam ‘
Analyse
enthalten, werden in —Trp Medium Uber Nacht kultiviert. Ohne Selektionsdruck ist hier ein

-Trp -Leu-Trp
Plasmidverlust fur das —Leu Gen mdglich. Im nachfolgenden Schritt wird die Ldsung auf —Trp
Platten ausgestrichen und ein identischer Abdruck auf —Leu-Trp Platten erzeugt. Digjenigen
Kolonien, die tatséchlich das Plasmid mit dem Resistenzgen fir Leu verloren haben werden
somit identifiziert, da sie kein Wachstum auf —Leu-Trp Platten zeigen.
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so dass die Hefezellen das pPC97-Plasmid vetlieren konnen, da sie auf das Resistenzgen
(Leu") nicht mehr angewiesen sind. Das Zellwachstum wird in der Zihlkammer unter dem
Lichtmikroskop kontrolliert. Die Losung wird solange mit TE verdinnt, bis eine
Zellkonzentration von 500-2000 Zellen/ml eingestellt ist. Von dieser Suspension werden 200
ul auf —Trp Platten ausgestrichen und 2-4 Tage bei 30°C im Brutschrank inkubiert, bis grof3e
Kolonien sichtbar sind. Die Platte mit den Kolonien wird nun auf einen Stempel mit einem
sterilen Samttuch angedriickt, so dass Kolonien auf dem Tuch verbleiben. Diese Kolonien
werden auf eine -Leu-Trp-Platte ibertragen, indem diese ebenso auf den Stempel angedriickt
wird. Beide Platten werden 1-2 Tage bei 30°C inkubiert und dann die Kolonien miteinander
verglichen (siche Abb. 19). Zur weiteren Analyse wird jene Kolonie gepickt, welche
Wachstum auf der —Trp-Platte, jedoch nicht auf der —Leu-Trp-Platte zeigte (kein Leu-

Resistenzgen mehr vorhanden) und die Plasmid-Extraktion wird durchgefiihrt.

2.2.45 Plasmid-Extraktion aus der Hefe

Eine Hefekolonie wird in SD-Medium —Trp (1,5 ml) dber Nacht bei 30°C im
Wasserbadschiittler inkubiert, fiir 10 sec. auf der Tischzentrifuge zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wird anschlieBend in 100 ul STET Puffer aufgenommen
und ein gleiches Volumen von in Sdure gewaschenen Glasperlen hinzugefiigt. Fur 5 min wird
das Reaktionsgefil3 auf dem Vibrax-Vortexer geschiittelt und weitere 100 pl STET Puffer
werden zugefiigt. Die Losung wird darauthin 3 min lang gekocht, kurz auf Eis gestellt und
fiir 10 min bei Héchstgeschwindigkeit zentrifugiert (4°C). Der Uberstand wird zu 50 ul 7.5 M
Ammoniumacetat hinzugefiigt und 30 min bei —20°C im Gefrierschrank gelagert. Es wird
daraufhin nochmals fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstand wird zu 400 ul 100% Ethanol
gegeben. Nach Zentrifugation (10 min) wird der Uberstand verworfen, das Pellet mit 70%

Ethanol gewaschen und schlief3lich in 20 pl TE aufgenommen.

- LyssPuffer: 25 mM Tris-HCI (pH 8,0); 137 mM NaCl; 2mM EGTA; 2 mM EDTA; 25 mM
Natriumpyrophosphat x 10H,0; 50 mM Natriumglycerophosphat; 10%
Glycerin; 1% Triton X-100
Vor der Verwendung des Puffers werden jeweils die folgenden Proteaseinhibitoren hinzugefUgt:
50 mM Natriumfluorid; 1 mM Benzamidin; 1 mM Natriumvanadat; 1 mM
PMSF; 5 mM Aprotinin; 4 ug/m Leupeptin; 1 ug/m Pepstatin A; 118 uM TLCK;
242 uM TPCK; 0,1% 3-Mercaptoethanol
- 2x Kinase Puffer:
25 mM Hepes (pH 7,5); 25 mM (-Glycerophosphat; 1,5 mM EGTA; 5% Glycerin
Fur die Kinase Reaktion werden frisch hinzugegeben: 1 mM DTT; 10 mM MnCl,; 100 pM ATP
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Kapitel 3

ERGEBNISSE

3.1  Saccharomyces cerevisiae-Expressionssystem
3.1.1 Konstruktion von S. cerevisiae-Expressions-plasmiden

Fir die geplanten Two-Hybrid-Experimente wurden folgende Gene in die Multiple-Cloning-
Region des Vektors pPC97 subkloniert: A-Raf K336M, c-Raf K375W und c-Raf K375R.
Diese Varianten besitzen Mutationen in ihren ATP-Bindungsstellen, was zu einem Verlust
der Kinaseaktivitit fiihrt”. Ziel der Versuche sollte es sein, die Stirke der Bindung zu

bekannten Interaktionspartnern zu untersuchen.
3.1.11 Herstellung eines A-Raf K336M — pPC97 — Konstruktes

Ausgangskonstrukt fiir die K336M-Mutation (Hetkunft: MSZ) war das A-Raf/pUC19-
Konstrukt von Carsten Hagemann (siche Abb. 23). Im Gegensatz zum Wildtyp ist hier Lysin

puUC19 A-Raf Gen puUCc19
—= = —_—=
Hind Il Sall : EcoR. |
Pst | Sacl

Abbildung 23: Ausschnitt aus dem A-Raf/pUC19 K onstr ukt
Eingezeichnezt sind Schnittstellen der MCS sowie die fir die Klonierung wichtige Schnittstelle
Sacl.

an der ATP-Bindungsstelle bei AS 336 durch Methionin ersetzt. Das A-Raf-Konstrukt wurde
mit ECORI verdaut, mit Klenow-Fragment aufgefiillt und mittels einer zweiten Verdaureaktion
mit Sall aus dem Vektor herausgeschnitten und aus dem Gel isoliert. Der Vektor pPC97
wurde mit Notl geschnitten, mit Klenow-Fragment aufgefiillt und dann mit Sall erneut verdaut
und aus dem Gel isoliert. Der Vektor wurde darauthin dephosphoryliert und die Mutante
schlieBlich in das Plasmid ligiert (siche Abb. 24). Die nach Transformation von DH50

ampicillinresistenten Kolonien wurden im 1,5 ml Mal3stab aufgeziichtet, Plasmid-DNA
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prapariert und die Ligation und Orientierung von A-Raf K336M

durch Restriktionsverdau

Abbildung 24: A-Raf K336M/pPC 97 Plasmid

A-Raf K336M wurde in den mit Notl geschnittenen und Klenow aufgefillten
sowie Sall verdauten Vektor pPC97 hineinkloniert. Die korrekte Orientierung
wurde durch Sall-Sacl Doppelverdau auf dem Elektrophoresegel kontrolliert.

mittels Doppelverdau Sall - Sacl kontrolliert.

3.1.1.2

Ausgangskonstrukt fur die K375W-Mutation (Herkunft: MSZ)

Herstellung eines c-Raf-1 K375W — pPC97 — Konstruktes

C-Raf-1 K375W

sall  Stul K375W Sall Stul Stul

130

900 1126 1240 1267 1297 1920 2070

171 bp 623 bp

Abbildung 25: Restriktionskarte des c-Raf K375W im pUC19 Vektor
Dargestellt sind die fur die Klonierung relevanten Schnittstellen Sall und Stul

war das c-Raf-1/pUC19

Konstrukt (Herkunft: MSZ, Abb. 25). Die Region der Mutation wird flankiert von zwei Sall-

Schnittstellen. Somit wird mittels Sall-Verdau ein 300 bp-groBes Bruchstiick aus pUC19
isoliert, welches die Mutation trigt. C-Raf-1-pPC97 (Herkunft: MSZ) wird ebenso mit Sall

geschnitten und der Vektor isoliert und dephosphoryliert. Es schlieBen sich die Ligation des

Sall-Bruchstiickes aus dem pUC19-Vektor mit dem pPC97 Vektor, die Transformation von



62 Ergebnisse

DHb5a0 ampicillinresistenten Kolonien, die Aufziichtung im 1,5 ml Mal3stab und die Plasmid-

DNA Priparation an. Den Erfolg der Ligation und die Orientierung des Inserts wird durch

Restriktionsverdau mittels Sall und Stul kontrolliert (Abb.26).

Sall Stul 1126

Sal 1900
. / \ K375W
/‘7 SALAOE) / Sall 1267

= gt 1207
c-Raf-1 K375W Stul 1920

/ Not |

ColE1 ori PPC97 / c-Raf TADC1F
K375W

AmpR

/KCENB
Abbildung 26: c-Raf K375W/pPC 97 Plasmid
Das die Mutation enthaltene c-Raf-Fragment wurde
mittel Sall-Verdau aus pUC19 herusgeschnitten und in
pPC97/c-Raf  hineinkloniert. Der Erfolg und die

Orientierung des Inserts wurde mit Sall/Stul
Restriktionsverdau kontrolliert

P ADCA

LEU2

3.1.1.3  Klonierung von pPC97 c-Raf K375R

Zur Herstellung des pPC97/c-Raf K3375R-Konstrukts wurde im pBluesctipt/c-Raf-Plasmid
die Aminosdure 375 (Lysin: AAG) zu Arginin (AGG) mutiert. Dazu wurden die Primer CR9
und CRall verwendet. Der Erfolg der Mutation wurde durch Sequenzierung von 6
Minipreps kontrolliert. Von dem positiven Klon wurde eine Maxiprep angefertigt und
daraufhin das Teilstick, welches die Mutation trigt, in pPC97/c-Raf auf folgende Weise
hineinkloniert: pBluesctipt/c-Raf K375R. wurde mit Sal | verdaut (praparativer MaB3stab), das
Teilstiick mit der Mutation isoliert und in den pPC97/c-Raf-Vektor ligiert, nachdem auch
dieser mit Sal | geschnitten und isoliert worden war. Nach Transformation von E.Coli und
DNA-Pripation wurde die Ligation und Orientierung von c-Raf K375R  durch
Restriktionsverdau mittels Doppelverdau Xem | und Hind 1l kontrolliert (siche Abb. 27).



Ergebnisse

63

c-Raf K375R

Hind Il 570 ¥cm 1938 Sall 1266

¥cm 2430
Sall 898 K375vW 1244

388hp 1452 p

Abbildung 27: c-Raf K375R
Gezeint sind die filr die Klonieriina relevanten Schnittstellen

3.1.2 Two-Hybrid Test mit Raf-Mutanten

Die in ihrer ATP-Bindungsstelle verinderten Raf-Konstrukte sollten die Kinaseaktivitit

verloren haben und damit eine stirkere Bindung zu Substraten zeigenl44’l45. Da die

Abbildung 28: Originalfoto eines Nitrocellulosefilters

Der Filter wurde direkt auf die Selektionsagar-Platte (-Leu; -Trp; -
His) positioniert, anschlief?end wurden jeweils drei positive Klone pro
Transformationsansatz  auf ihm ausgestrichen. Nach 72 h

Inkubationszeit erfolgt die Nachweisreaktion auf B-Galaktosidase
produzierende Kolonien.
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Bindungsstirke von Interaktionspartnern mit der Intensitit der Blaufarbung im Two-Hybrid-
Test korreliert'®, wurden Two-Hybrid-Tests mit den Raf-Mutanten und physiologischen
Interaktionspartner im Vergleich zu den Raf-Wildtypen durchgefithrt, um eine
moglicherweise stirkere Blaufirbung bei den Mutanten zu entdecken. Ziel des Tests sollte
weiterhin sein, Erkenntnisse iber das allgemeine Bindungsverhalten von Raf zu
Interaktionspartnern und den mdoglichen Verlust der Bindung durch Zerstérung der
Tertidrstruktur zu erhalten. Zur Durchfihrung des Experiments wurden die entsprechenden
Plasmide in den Hefestamm Hf7c¢ transformiert und nachfolgend der LacZ-Assay
durchgefiithrt (Abb. 28). Tabelle 1 zeigt das Ergebnis des Experiments. Wie erwartet zeigte
sich keine Wechselwirkung mit dem leeren Plasmid pPC86, mit den physiologischen

Interaktionspartnern zeigte sich jedoch eine bedeutend schwichere Wechselwirkung der

pPC97 — DNA-Bindedoméne

verschiedenen Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Insbesondere erfolgte beim

A-Raf A-Raf c-Raf-1 c-Raf-1 c-Raf-1
K336M K375R K375W
leerer
Vektor
Res ++ - ++ A +
PPC86 —
Transaktivierungs- MEK 1 . i +
domane (Hase)
14-3-3¢ ++ +++ ++
Ck2p ++ + n.d. n.d.

Tabelle 1: Ergebnisse des Two-Hybrid-Tests

Die B-Galactosidase Aktivitét (LacZ) bedeutet +++ blaue Kolonien innerhalb %2 h, ++ blaue Kolonien

innerhalb 2 h, + blaue Kolonien innerhalb 4 h, - keine Blauférbung erkennbar, n.d. nicht durchgefihrt
Substratbindungstest zwischen Raf und MEK keine Blaufirbung. Dieses Ergebnis lisst sich

moglicherweise mit der Storung der Tertiarstruktur durch die Mutationen erklaren, welche
g g )

die Bindungsaffinitit zu Interaktionspartnern abschwicht.

Da aufgrund dieser Ergebnisse keine erhéhte Wahrscheinlichkeit bestand, bei einem Sccreen

mit diesen ,,Kinase-toten“-Raf-Mutanten Substrate zu fischen, wurde ein Two-Hybrid Screen
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mit Wild-Typ A-Raf als Kéder durchgefiihrt, da die Erkenntnisse tiber dieses Isoenzym noch
relativ gering waren und es verschiedene Hinweise auf Isoenzym-spezifische A-Raf-
Wirkungen gab'**'¥’. Im Anschluss in diesen Screen folgte ein weiterer Two-Hybrid-Screen
mit c-Raf als Koéder-Protein. Isozymspezifische Unterschiede zu A-Raf sollten hier niher

untersucht werden.

3.2  Two-Hybrid-Screen mit A-Raf als Kdder-Protein

3.2.1 Hefe-Transformierung und (-Gal-Assay

Der Hefestamm Hf7¢ wurde sequentiell zuerst mit pPC97/A-Raf (1-606) und darauthin mit
detr DNA aus der PC12 Bibliothek (pPC86/pPC12) transformiert. 650 gewachsene Kolonien
wurden auf neue Tripel-Dropout-Platten ausgestrichen und nach einem Tag die Aktivierung
des lacZ Reporter-Gens im B-Gal — Assay getestet. 85 Kolonien zeigten hier eine
Blaufirbung. Deshalb wurde mit diesen Kolonien die Hefe-Kolonie-Hybridisierung
durchgefithrt um bereits bekannte Interaktionspartner von A-Raf zu erkennen und

auszusortieren.

3.2.2 Herstellung der DNA-Sonden

Zur Herstellung der DNA-Sonden wurden gefischte Klone des B-Raf-Screens’ und des A-

o
™
S
LLI
~~
pd
zZz D w <o N
< 9 < ® 9 o o
ch\lﬁmmmm
T o< X S ARE S S
< «=H O Z &+ A +H -
M il
-
— -
—

i

Abbildung 29: Restriktionsanalyse auf dem
Agarosegel der isolierten DNA-Sonden

CK2B wurde mit dem A-Raf-Screen gefischt, die
restlichen Klone mit dem B-Raf-Screen
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Raf-Screens” mit ECORI aus pPC86 herausgeschnitten und isoliert. Abbildung 29 zeigt das
Agarosegel mit den isolierten Banden. Hierbei ist zu beachten, dass die GroBe der Banden
nicht mit der GroBe der Gene ibereinstimmen muss, da bei einem Two-Hybrid-Screen
oftmals nur Genfragmente ,,gefischt” werden. Die Sonden wurden radioaktiv markiert und

die Kolonie-Hybridisierung durchgefiihrt.

Sonde 14-3-3 CK2p MEK 1433 14337 14-3-3¢/n

Anzahl 3 25 1 5 6 9

Tabelle 2: Koloniehybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden
Funf Filter wurden hybridisiert, wovon 14-3-3 € und n mit je einem Filter behandelt wurden.

Tabelle 2 zeigt das Ergebnis der Koloniehybridisierung. Die Kolonien, die sich nicht
hybridisieren lieBen, d.h. durch dieses Experiment nicht eindeutig identifiziert werden
konnten, wurden mittels ,,Replica-Plattieren” weitergehend untersucht. Es wurde jeweils
diejenige Kolonie von der —Trp — Platte gepickt und auf einer neuen —Trp — Platte
ausgestrichen, welche nach ,,Replica-Plattierens®- auf der —Leu-Trp-Platte kein Wachstum
mehr zeigte. Das fehlende Wachstum auf der Doppeldropout-Platte zeigte den pPC97-
Plasmidverlust an. Mit den neu ausgestrichenen Kolonien wurde nochmals ein [3-Gal-Assay
durchgefithrt, um Kolonien herauszufiltern, die Plasmide enthielten, die ohne
Interaktionspartner Blaufirbung zeigen (falsch Positive). Bei diesem Test zeigte eine einzige
Kolonie eine Blaufirbung. Die tbrigen Kolonien wurden mit Plasmidextraktion aus Hefe
weiter behandelt, ultrakompetente E.Coli mit dieser DNA transformiert und aus den
Bakterien Plasmid-DNA im Miniprep-MaBstab isoliert, da isolierte Hefe-Plasmid-DNA zur
Sequenzierung nicht geeignet ist. Mit dieser Mini-Prep-DNA wurde der Hefestamm HF7c¢
mit pPCI97/A-Raf, pPCI7/B-Raf und pPCI7/c-Raf fiir direkte Interaktionstest
retransformiert und der [B-Gal-Assay mit allen Raf-Isoformen durchgefiihrt um die weiteren
falsch-Positiven und eventuelle Isoenzymspezifititen zu erkennen. Die Mini-Prep-DNA
derjenigen Kolonien, die bei diesen Re-transformationstests Blaufirbung zeigten wurden

anschlieBend sequenziert. Das Ergebnis ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Sequenzierergebnis ~ B-Raf (pPC97)
Prolyl 4-Hydroxylase a-Unter-einheit
14-3-3¢

Prolyl 4-Hydroxylase a-Unter-einheit
Prolyl 4-Hydroxylase a-Unter-einheit

Prolyl 4-Hydroxylase a-Unter-einheit
14-3-3¢
14-3-38

14-3-36

14-3-3

14-3-38

14-3-3C

14-3-36

14-3-4¢

Prolyl 4-Hydroxylase a-Unter-einheit
14-3-3C

14-3-33

14-3-3n

Prolyl 4-Hydroxylase a-Unter-einheit
c-Ras-H-2

14-3-3¢

14-3-3¢

14-3-3C

MEK 2

MEK 2

Prolyl 4-Hydroxylase a-Unter-einheit
14-3-3¢

14-3-3C

14-3-3C

MEK 2

14-3-3C
Pyruvatkinase M2
14-3-3¢

14-3-3C

14-3-30

Tabelle 3: Ergebnisseder direkten Interaktionstests

Die B-Galactosidase Aktivitét (LacZ) bedeutet: +++ blaue Kolonien innerhalb %2 h, ++ blaue Kolonien innerhalb 2 h,
+ blaue Kolonien innerhalb 4 h, - Keine Blauférbung feststellbar, Kolonien ohne Blauférbung wurden nicht
sequenziert.
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3.3 Two-Hybrid-Screen mit c-Raf als Kéder-Protein

Der Two-Hybrid Screen mit c-Raf als Kéder wurde analog dem A-Raf Screen durchgefiihrt..
pPC97/c-Raf wurde fiir diesen Screen eingesetzt, dabei wurden 4 x 10° Klone dieser
Bibliothek gescreent. Von den 237 identifizierten, Histidin-positiven Klonen waren 68 LacZ-

positiv. Bei der folgenden Kolonie-Hybridiserung wurden 16 Klone als 14-3-33/¢, 19 Klone
als 14-3-3 n/6/€ und 1 Klon als MEK identifiziert. Die verbliebenen Klone wurden aus der

Hefe extrahiert, in E-Coli transformiert und mit allen 3 Raf-Isoformen im direkten
Interaktionstest untersucht. Hierbei zeigten 4 Klone keine Blaufirbung im Two-Hybrid-Test,
erwiesen sich also als falsch-Positive, alle anderen Klone wurden sequenziert. Abb. 5 zeigt

zusammenfassend die Ergebnisse der beiden Two-Hybrid-Screens.

Bibliothek PC12 PC12
Koder A-Raf c-Raf
Gescreente Klone 3,3x 10" |4x10°
His+ 650 237
LacZ+ 85 68
c-Ras-H-2 1 _
MEK1 - 1
MEK2 3 -
1433 B/ 22 16
14-3-3 €/ 11 42
14-3-38 7 5
CK2f3 26 -
Prolyl 4-Hydroxylase 0-Untereinheit | 7 -
Pyruvatkinase M2 1 -
Falsch-Positive 7 4

Tabelle 4: Zusammenfassendes Ergebnis der beiden Two-Hybrid-Screens

Aus Tabelle 4 ist ersichtlich, dass sich in Bezug auf c-Raf keine neuen Erkenntnisse
beztiglich mdglicher neuer Interaktionspartner ergaben. Die weiteren Untersuchungen

bedienten sich deshalb der neu entdeckten Interaktionspartner des A-Raf Screens.
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3.4  Sensitivitat der direkten Two-Hybrid-Tests

. ®
S
St

.
- -

- -._

Abbildung 30: Herstellung von Gensonden

Die oben abgebildeten Gene wurden mittels
spezifischen Restriktionsenzymen aus verschiedenen
Plasmiden isoliert und auf einem Agarose-Gel
aufgetrennt. Bei der nachfolgenden Kolonie-
Hybridisierung dienten sie a's Sonden.

In den durchgefithrten Two-Hybrid-Screen wurden positive Klone isoliert, welche nach
Retransformation in Hf7c bei direkten Interaktionstests mit allen drei Raf-Isoformen keine
Blaufirbung mehr zeigten. Aus dieser Beobachtung heraus und der Kenntnis, dass es mit
dem pPC-System ist es bisher nicht gelungen war, eine Interaktion zwischen c-Raf und Bcl-2
oder BAG-1 nachzuweisen, obwohl diese mit dem pGilda-System nachgewiesen werden

11
konnten'®

, ergaben sich folgende Fragen:

1. Ist die Sensitivitit der B-Gal-Assays im Two-Hybrid-Screen groBer als bei direkten

Interaktionstests oder handelt es sich bei diesen Klonen um falsch-Positive?

2. Entsprechen diese Klone moglicherweise jenen, die mit Hilfe von anderen Two-

Hybrid-Systeme isoliert werden konnten?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden die falsch-Positiven Klone der Screens weiter

analysiert. Sie wurden fiir Hybridisierungsversuche mit folgenden Sonden verwendet: Bad,
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Cot, ATM, Bag-1 und Bcl-2. Diese Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktionskaskade. Bei Bcl-2 und Bag-1 wurde eine direkte Interaktion mit c-Raf-1
im Two-Hybrid-Test nachgewiesen'®, Cot, Bad und ATM stehen in unmittelbarer

Verbindung zu C-Raf 149151

Fir diesen Versuch wurden jene 10 Klone des Screens mit den o.g. Sonden hybridisiert,
welche nach Retransformation in E-Coli und anschlieBenden [3-Gal Assay mit den drei Raf-
Isozymen keine Blaufirbung zeigten. Die FErgebnisse der Hybridisierung und des
anschlieBenden Dot-Blots zeigten jedoch keine positiven Kolonien. Weder konnten die

l 148

Daten von Wang et a mittels Koloniehybridisierung reproduziert noch neue

Interaktionspartner mit diesem System detektiert werden. Es muss also davon ausgegangen

wetrden, dass es sich bei diesen 10 Klonen tatsachlich um falsch-Positive handelt.
3.5  Prolyl 4-Hydroxylase a-Untereinheit

Der Two-Hybrid Screen einer PC12 Bibliothek mit A-Raf brachte als einen neuen
Interaktionspartner die Prolyl 4-Hydroxylase O-Untereinheit hervor. Prolyl 4-Hydroxylase ist

ein Schlusselenzym der Kollagensynthese. Es katalysiert die Bildung von 4-Hydroxyprolin

| >

1 70 1674 1838
rat RNP4HA
200

Nr. 4
7 900
Nr. 59

Abbildung 31: Gefischte PH4a-Klone mit dem Two-Hybrid Screen

Nr. 4 wurde viermal gefischt und hat eine Grofée von 2 kb, Nr. 59 wurde dreimal gefischt und hat eine Grofe
von 0,9 kb. Oben im Vergleich die PH4a cDNA der Ratte (RNP4HA) mit einer kodierenden Seguenz von 70
bis 1674 bp wird flankiert von den untrand atierten Regionen.

durch Hydroxylierung bestimmter Prolinreste im rauhen endoplasmatischen Retikulum.
Sequenzanalysen der gefischten PH4a Klone ergaben das in Abb. 31 dargestellte Bild. Beim

Vergleich mit dem Gen der Ratte'” wird deutlich, dass die Interaktionsdomine zwischen den
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Basenpaaren 200 und 900 liegen muss, da beide Klone im direkten Interaktionstest
Blaufirbung zeigten. Bei den gefischten Klonen handelte es sich allerdings nicht um full-
length-Klone.

pPC97 — DNA-Bindedoméne

A-Raf A-Raf

ARE | (1-261) | (255-606) | Bl | R
leerer
Vektor - - - - -
PPC86 —
Transaktivierungs- PH4a
doméane Klon No.4 ++ ++ - - -

Tabelle 5: Ergebnisse des Two-Hybrid-Tests

Die 3-Galactosidase Aktivitédt (LacZ) bedeutet +++ blaue Kolonien innerhalb %2 h
++ blaue Kolonien innerhalb 2 h + blaue Kolonien innerhalb 4 h - Keine
Blaufarbung feststellbar

Um die Bindedomine von A-Raf in Bezug zu PH40 einzugrenzen, wurden zwei

verschiedene A-Raf-Deletionskonstrukte auf direkte Wechselwirkung mit PH4Q getestet.

Auflerdem wurden Interaktionstests mit c-Raf und B-Raf durchgefiihrt, welche die
isozymspezifische Interaktion von PH4Q zu A-Raf reproduzieren sollte, nachdem weder in

PC12 library screens mit B-Raf noch mit c-Raf die PH40 isoliert werden konnte”. Tabelle 5

zeigt das Ergebnis der direkten Interaktionstests.

Der gefischte Teil der PH40 bindet an die Regulatordomine von A-Raf. Welche
Auswirkungen diese Bindung hat und die Reproduktion dieser Interaktion in Co-

Immunoprazipitations-Experimenten ist Aufgabe weiterer Untersuchungen.
3.6  Pyruvatkinase Typ M2

Beim A-Raf Screen einer PC12 ¢-DNA-Bibliothek wurde ein Klon der Pyruvatkinase Typ
M2 (PKM2) als neuer A-Raf-Interaktionspartner isoliert. Pyruvatkinase katalysiert den
Umsatz von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat im Zuge der Substrat-

0

kettenphosphorylierung unter ATP-Bildung in der Glykolyse'’. Es fungiert dort als
Schlisselenzym, da das entstehende Pyruvat an einer Verzweigungsstelle des Stoffwechsel

steht: Es kann entweder zu L-Laktat reduziert werden (anaerobe Glykolyse), oder es wird im
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Zitratzyklus oxidiert (aerobe Glykolyse), was eine um ein Vielfaches hohere ATP-Ausbeute

zur Folge hat.

3.6.1 Sequenzanalysen der gefischten PKM2

| >

1 102 1832

Rat PKMPS

I >

1 110 1705
|

Human MPKM2L

23 1668
Klon Nr. 71

Abbildung 32: Vergleich des gefischten PKM 2-Klons mit humaner cDNA und Ratten cDNA
Die gefischte PK M2 wurde mit de M2 PK cDNA aus der Ratte (PKMPS) und aus dem Menschen
(MPKMZ2L) verglichen. Die PKM2 Proteine der Ratte und des Menschen unterscheiden sich in
einer Aminosdure (AS 411: Ratte — Alanin, Mensch — Threonin)

Ein Vergleich des gefischten Klons mit den Genen der PKM2 der Ratte und dem Gen der
PKM2 des Menschen ist in Abb. 33 dargestellt. Hierbei wird deutlich, dass der gefischte Klon
nicht dem full-length Gen der PKM2 entspricht, sondern dass 37 bp im Bereich des C-
Terminus fehlen. Eine mdgliche Verschiebung des Leserahmens durch die untranslatierte

Region bei der gefischten PKM2 wurde durch Sequenzanalysen ausgeschlossen.
3.6.2 Entfernung der untranslatierten Region der PKM2

Der physiologischerweise untranslatierte Teil der PKIM2 vor dem ATG-Startcodon wird in
cinem kinstlichen System, wie es das Two-Hybrid-System darstellt, iber die
Transaktivierungsdomane des Plasmids auch translatiert. Um auszuschlieBen, dass A-Raf
moglicherweise innerhalb dieser Region an die PKM2 bindet, wurde dieses Segment
zusammen mit dem HA-tag aus dem Vektor ausgeschnitten. Mittels des Quikchange Site
Mutagenesis Kits wurde iber die Primer PK-M2-Sal-S und PK-M2-Sal-As eine Sal |
Schnittstelle sechs Basenpaare vor dem Startcodon im pPC86-PKM2 ecingefiigt. Die
erfolgreiche Mutation wurde durch Sequenzieren kontrolliert und im nachsten Schritt iber
cinen Sal | Verdau das untranslatierte Stiick aus dem Vektor herausgeschnitten und der

Vektor religiert. Der Erfolg der Religation wurde mit Doppelverdau EcORI/Sall kontrolliert.
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Es resultierte das Konstrukt pPC86 PKASal. Nachfolgend wurde die Proteinexpression und
Bindungsfihigkeit im Two-Hybrid-Test kontrolliert. Das neue Konstrukt zeigte eine ebenso
starke Blaufirbung mit A-Raf im [B-Gal-Assay wie die gefischte PKM2 (siche Tab. 7). Eine

Interaktion von A-Raf zur untranslantierten Region der PKIM2 konnte somit ausgeschlossen

werden.
pPC97 — DNA-Bindedoméne
A-Raf | B-Raf | c-Raf-1
leerer Vektor

PPC86 —
Transaktivie- PKASa +++ -
rungsdomane

PKM2 +t -

Tabelle6: Two-Hybrid Test

Die B-galactosidase Aktivitéat (LacZ) bedeutet: +++
blaue Kolonien innerhalb % h, ++ blaue Kolonien
innerhalb 2 h, + blaue Kolonien innerhalb 4 h, - keine
Blauférbuna feststellbar

3.6.3 Kartierung der A-Raf Bindedomanen

Um eine Aussage iber eine mogliche Spezifitit der A-Raf-PKM2 Wechselwirkung machen
zu koénnen, wurden alle drei Raf-Isoformen in direkten Interaktionstests mit PKM2 getestet.
Wie erwartet zeigte im direkten Two-Hybrid-Test nur A-Raf mit PKM2 positive [3-
Galactosidase-Aktivitit, da schon bei vorausgegangen PC12 library screens die PKIM2 nicht
isoliert werden konnte (Abb. 34). Von Interesse war nun, die Region der direkten Interaktion
niher zu kartieren. Dies sollte es ermdglichen, mit neu konstruierten Mutanten selektiv die
spezifische  Wechselwirkung von A-Raf mit PKM2, nicht aber mit anderen
Interaktionspartnern zu stéren.  Zu diesem Zweck fihrte C. Hagemann direkte
Interaktionstests mit verschiedenen A-Raf Deletionsmutanten durch. Hier zeigte sich keine
Wechselwirkung bei der regulatorischen, N-terminalen A-Raf-Hilfte (1-261), wihrend die
Kinase-Domine (255-600), und hier insbesondere A-Raf (554-600), starke Blaufirbung
zeigten. Da auch die A-Raf-Mutante 255-587 keine Blaufirbung aufwies (dort fehlt der
variable C-Terminus), ist dieser Versuch ein starker Hinweis darauf, dass die Bindung von A-
Raf an PKM2 in der Region zwischen 587-606 liegt, welche nicht zwischen den
verschiedenen Raf-Isoformen konserviert ist. Diese Region der Bindung konnte auch die

spezifische Bindung von PKM2 zu A-Raf und nicht zu B- oder c-Raf erkliren.
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CR1 CRI LR3I

¢-Raf-1 1L N T I i+

B-Raf ([T N 155 | -

A-Raf 1 NN I

261
A-Raf(1-261) T -

a2 4+
A-Raf(255-606) I

255 587

A-Raf(255-587) —
A-Raf(5 54-606) Dttt

Abbildung 33: Spezifitat der PKASal Bindung an A-Raf und Bindedoménenkartierung

c-Raf (1-648), B-Raf (1-765), A-Raf (1-606) und verschiedeme A-Raf-Deletionskonstrukte wurden
im Two-Hybrid-System mit PKASal getestet. Unter den drei Raf-1soformen zeigte alein A-Raf
eine Wechselwirkung, bei den A-Raf Deletionsmutanten (C.Hagemann) interagierten nur A-Raf
(255-606) und A-Raf (554-606), nicht aber A-Raf (1-261) oder A-Raf (255-587) mit PKASal
(Deletionsversuche von C.Hagemann). Die C-terminale, variable Region von A-Raf, ist also fur die
Wechselwirkung verantwortlich.

Um die Region der Wechselwirkung genau einzugrenzen und spezifisch A-Raf-PKM2
Bindung zu stéren, dabei jedoch keine Auswirkung auf die Wechselwirkung zu anderen A-
Raf Interaktionspartnern zu haben, wurden zwei Punktmutationen im A-Raf Gen
durchgefithrt. Hierbei wurden die Regionen der Mutationen so ausgewidhlt, dass diese
Bereiche keine Ahnlichkeit zu homologen Regionen von B- und c-Raf besitzen durften.
Besonders geeignet erschienen die Aminosduren 602 und 603. Die reprisentativen
Basenpaare wurden im Vektor pPC 97/A-Raf mit Hilfe der Primer ArafRPs und Araf RPAs
mutiert und gleichzeitig eine neue Schnittstelle geschaffen (Stul), die den Erfolg der Mutation
zeigen sollte. Die erfolgreiche Mutation wurde durch Sall/Stul Verdau kontrolliert und durch
Sequenzieren bestitigt. Im folgenden Two-Hybrid-Test wurde das Bindungsverhalten der
neuen Mutation getestet. Wie in Tab. 7 ersichtlich bindet das mutierte Protein an die
physiologischen Raf-Interaktionspartnern 14-3-3( und MEK 2, jedoch nicht an PKM2 und
PK ASal. Mit diesem Versuch ist es also gelungen, eine Mutante zu erzeugen, deren Bindung
an PKM2 selektiv gestort ist, ansonsten jedoch héchstwahrscheinlich die A-Raf typischen
Eigenschaften beibehilt.
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pPC97 — DNA-Bindedoméne

A-Raf A-Raf
AA602/603RP
leerer Vektor

pPC86 —
Transaktivie- PK ASA +++
rungsdoméne

PKM2 +++

14-3-3C ++ +++

MEK 2 +++ +++

Tabelle 7: Two-Hybrid-Tests mit A-Raf
AAB02/603RP

Die Mutante bindet an den physiologischen
Interaktionspartnern 14-3-3¢ und MEK 2, jedoch nicht
an dem neu identifizierten Bindungspartner PKM2

3.6.4 Kartierung der PKM2 Bindedomanen

Die Kartierung der Bindedominen der PKM2 gestaltete sich als schwieriger, da keine

entsprechende Mutanten vorlagen, die fir die

pPC97 — DNA-Bindedoméne Testung geeignet waren. Da die PKM2 ein

A_Ref tetrameres Protein ist, besteht die Mdglichkeit,
dass A-Raf unter physiologischen Konditionen
an mehr als eine Untereinheit bindet. Die

PK 1-1430 - ]
Zerstorung  der  Tertidrstruktur  durch
?'rzg:négk—tivi o PK 1-700 i Mutationen kénnte daher weitreichende Folgen
rungsdoméne fir das Bindungsverhalten haben. Trotzdem
PK 1-620 - entschloss man sich zur Konstruktion von
Deletionsmutanten der PKM2, wobei die
PK 1-985 i Deletionen  groB3tenteils im  C-Terminus
angesiedelt waten (Ausnahme: pPC86/PK
PK A1100-1550 -
A1100-1550), somit keine Gefahr fiir einen
PKM2 S Frameshift bestand. Folgende Deletionsmutan-
Tabelle8: A-Raf mit PK ten von PK wurden hergestellt: pPC86/PK 1-
Deletionsmutanten
A-Raf interagiert im Two-Hybrid-Test mit 1430, pPC86/PK 1-700, pPC86/PK 1-62,
keiner der PK Deletionsmutanten. pPC86/PK  1-985, pPC86/PK A1100-1550.

Alle Deletionsmutanten wurden im [-Gal-
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Assay mit A-Raf getestet (siche Tabelle 8). Das Ergebnis des [B-Gal-Assays 1Bt zwei

mogliche Schlisse zu:

1. Die Interaktionsdomine liegt im Bereich zwischen 1100 und 1550 bp. Daftir spricht
die Tatsache, dass dies der einzige Bereich ist, in dem sich die Amniosiuresequenzen

der Isoenzyme PK M1 und PKM2 unterscheiden'”.

2. Durch die Deletionsmutanten wurde die Tertidrstruktur der Pyruvatkinase zerstort,
es erfolgt keine korrekte Faltung mehr und somit wiren die Two-Hybrid-Daten nicht
aussagekriftig. Fir diese These spricht, dass im Two-Hybrid-Screen nur ein einziger
Klon gefischt wurde, und das Gen des gefischten Proteins fast die gesamte PK
codiert (es fehlen 12 Aminosduren). Im Vergleich zu anderen gefischten Klonen, bei
denen verschiedene Teilbereiche des Proteins gefischt wurden (CK2 [3) deutet dies
darauf hin, dass nahezu das gesamte Protein fiir die Interaktion mit A-Raf notwendig

ist.
3.6.5 PKM2 Protein-Expression in pGex-2T System

Zur weiteren Untersuchung der Pyruvatkinase M2 wurden GST-Fusionsplasmid-Konstrukte

hergestellt. Die Untersuchungen verfolgten folgende Ziele:
1. Nachweis von Proteinexpression der PK ,,full length* in Bakterien
2. Aktivititsbestimmungen der PKM2
3. invitro Phosphorylierungstests

Die PKM2 musste zu diesem Zwecke in voller Linge kloniert werden, damit das Protein in

seiner nattrlichen Tertidr- und Quartirstruktur vorliegt.

3.6.6 Herstellung eines PKM2-pGEX-Konstruktes

Zur Herstellung eines PKM2-pGEX Konstruktes, welches das PKIM2 Gen in voller Linge
enthilt, wurde zunichst die gefischte PKM2 mit ECOR | im pPC86 geschnitten, PKM2 aus
dem Gel isoliert und nun in den mit ECOR | geschnittenen pGEX 2T Vektor einkloniert. Die
korrekte Ofrientierung des Inserts wurde mit Doppelverdau BamH 1/Bgl Il kontrolliert. Im

nachsten Schritt eine BamH | Schnittstelle zwei Codons vor dem ATG-Startcodon mit den
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PK full pGEX
CDS P untranslatierte Region

PCR Produkt

BamH | Kpnl EcoR |

Abbildung 34: PKM2 (full length) in pGEX 2T

Primern PK-pGEX-Bam-§ und PK-pGEX-Bam-AS eingefiigt. Nach Bestitigung der
Mutation durch BamH | Kontrollverdau wurde das untranslatierte Segment
herausgeschnitten, der Vektor religiert und ein méglicher Frameshift des Konstruktes durch
Sequenzierung ausgeschlossen (entstandendenes Konstrukt: PK ABam pGEX). Im nichsten
Schritt wurde mittels PCR der fehlende C-Terminus der PKM2 aus der PC12-Bibliothek
isoliert. Hierfur wurden die Primer PKPC12sense und PKPCI12AS benutzt. Der Sense
Primer bindet bei BP 1424-1466. In dieser Region findet sich eine Schnittstelle fiir Kpn |,
welche fiir die nachfolgende Klonierung verwendet wurde. Der Antisense Primer bindet an

die BP 1978- 1999 im untranslatierten Bereich nach dem Stopcodon (BP 1832). Dort
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Abbildung 35: Silberfarbung der PKM 2
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befindet sich eine Schnittstelle fiir ECOR I an Position 1988, die auch fiir die nachfolgende
Klonierung verwendet wurde. Mittels PCR wurde ein DNA-Bereich von 576 bp amplifiziert
und aufgereinigt. Es folgte der Restriktionsverdau des Konstrukts PK ABam pGEX und des
amplifizierten PCR-Fragments mit Kpn | und ECR | im priparativen Mal3stab. Nach
Isolation aus dem Gel wurde anschlieBend das PCR-Fragment in den Vektor einkloniert. Der

Erfolg wurde durch BamH I/EcR | und BamH 17Kpn | Verdau bestitigt.

3.6.7 Aufreinigung und Nachweis von GST-PKM?2

Das PK-full-pGEX-2T Konstrukt wurde zur Aufreinigung und zum Nachweis in Bakterien
BL 21 DE 3 transformiert und aufgereinigt (— 2.2.3.5.1). Die Proteinkonzentration des
eluierten GST-PK-full-Fusionsproteins betrug 0,828 mg/ml im Eluat. Zum Nachweis der
PK wurde zunichst eine Silberfirbung durchgefiihrt (— 2.2.3.5.2). Abb. 35 zeigt das
Ergebnis dieser Farbung. Die drei sichtbaren Banden entsprechen der PKM2-GST, PKM2
und GST. Die PKM2 hat eine Gr6Be von 58 kd und GST eine Grofle von ca. 20 kd.

Als weiterer spezifischer Nachweis wurde ein Western Blot mit dem PKM2 Antikérper DF4
durchgefithrt (— 2.2.3.4). Die Proteine wurden auf einem 12%igem Gel elektrophoretisch

aufgetrennt und auf eine Nitro-zellulose-Membran geblottet. Nach Bindung der Antikorper

220 KDa

97,4KkDa
-

66 kDa

46 KDg e

30kDa  —

215kDg s

Abbildung 36: Western Blot der PKM 2

Die aufgereinigte PKM2 wurde nach Blotten auf die
Nitrozellulosemembran mit dem PKM2-spezifischen
Antikérper DF4 detektiert. Dies beweist die Expression
des Proteinsim pGEX-2T System.
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wurden die Banden mittels ECL-Reaktion sichtbar gemacht (— 2.2.3.4.3, Abb. 30).

3.6.8 Messung der enzymatischen Aktivitat der PKM2

Nicht nur die Uberpriifung der Expression, sondern auch die Messung der enzymatischen
Aktivitit der klonierten GST-PKM2 sollte den Erfolg der Klonierung bestitigen. Zu diesem
Zwecke wurde von Prof. Eigenbrodt (Institut fiir Veterindrmedizin Giessen) die Aktivitit des
GST-Fusionsproteins nach Gerbracht bestimmt'™*'”. Die Aktivititsbestimmung ergab 11
mU/ml, somit wurden bei der Messung 11 umol Phosphoenolpyruvat/ min zu Pyruvat
umgesetzt. Dies beweist, dass die PKM2 nicht nur vollstindig exprimiert wurde, sondern

auch eine hohe enzymatische Aktivitit besal3.
3.6.9 Co-Immunopréazipitation von Raf und PKM2

Nach Expression der aufgereinigten rekombinanten PKM2 konnte die Wechselwirkung zu
A-Raf in einem anderen Zellsystem tberprift werden. Hierbei bot sich das Sf9-Zellsystem

an, da hier mittels Uberexpression eine ausreichende Menge der gewiinschten Proteine zur

A-Raf + GST
A-Raf + GST-PK

PK — >

GST —p

Abbildung 37: Test von A-Raf im Zellysat mit
GST-PK

A-Raf aus Sf9 Zellysat wurde zusammen mit GST
und GST-PK inkubiert und Uber SDS-Page
aufgetrennt. In der oberen Zeile wurde die PK mit
dem DF4 Antikorper immunpréazipitiert, die untere
Zeile zeigt den Versuch der Coprézipitation mit
dem polyklonalen A-Raf Antikdrper. Bei hohem
Background zeigte sich die Kreuzreaktion des A-
Raf Antikorpers mit GST
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Verfligung stehen konnte (— 2.2.3.6). Fur die Co-Immunoprazipitations-Versuche wurden
A- und c-Raf transfizierte Zellen von C. Weber zur Verfigung gestellt (— 2.2.3.6). Die GST-
PKM2 wurde an Sepharose gebunden und zusammen mit den Zellysaten inkubiert. Auf dem
nachfolgenden SDS-Page wurden die Proteine dann auf eine Nitrocellulosemembran
geblottet. Mittels PKM2 Antikérper wurde schlieSlich das Vorhandensein der PKM2 und
mit A-Raf Antikérper die Wechselwirkung untersucht. Abb. 37 zeigt das Ergebnis des
Versuches: A-Raf+GST-PK  wurde mit dem monoklonalen PKM2 Antikorper
immunprizipitiert. Es gelang jedoch nicht, A-Raf mit dem polyklonalen A-Raf Antikrper zu
coprizipitieren. Dies mag zum einen daran liegen, dass der A-Raf Antikérper mit GST
kreuzreagiert, zum liefert der polyklonale A-Raf Antikérper unspezifische Banden (hoher

Background).

4 <90 kDa
gag-A-Raf e ol <«75kDa

Frakt. 31 33 3537 39 41 43

M2-PK - = <62kDa

Frakt. 31 33 35 37 39 41 43

Abbildung 38: Coimmunopr &zipitation von gag A-Raf mit der
tetrameren Form von PKM2

In den Fraktionen 35-50 wurde die PKM2 mit dem Antikorper DF4
immunprézipitiert (untere Reihe). Coprézipitiertes gag-A-Raf zeigt sich in
der oberen Reihe nach Electroblotten auf einer Ntrocellulose-Membran.
Gag-A-Raf erscheint in zwei unterschiedlichen Formen: Glykodlyiert (90
kDa) und Myristiniert (75kDa)

Der Nachweis der Co-Immunprizipitation von A-Raf und PKM2 wurde schliefllich von S.
Mazurek (Institut fur Veterinirmedizin, Giessen) erbracht. Nach isoelektrischer

Focussierung, welche unter Bedingungen durchgefiihrt wird, die den glykolytischen

156
>

Enzymkomplex konservieren ist es moglich, die metabolische Regulation des
glykolytischen Komplexes zu untersuchen. Hierbei wurden die isoelektrisch focussierten

Fraktionen 35-50 mit dem PKM2 Antikorper DF4 immunprazipitiert. AnschlieBend konnte
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gag-A-Raf (A-Raf-Kinasedomine fusioniert mit dem retroviralen gag-Protein) mit der
tetrameren PKM?2 in Fraktionen 35-37 coprizipitiert werden (Abb. 38; 90 kDa und 75 kDa).
Diese Fraktionen entsprechen der tetrameren Form der PKM2. Dabei konnte keine
Immunprizipitation von gag-A-Raf mit der dimeren Form von PKM2 detektiert werden
(Fraktionen 45-50). Die Untersuchungen belegen eine direkte Bindung von A-Raf an die

tetramere Form der PKM2.
3.6.10 Kinase Assay mit A-Raf und PKM2

Hier wurde untersucht, ob A-Raf die PKM2 phosphorylieren kann. Fuir A-Raf als klassische
Serin-Threonin Kinase wurde bislang nur MEK1 als Substrat isoliert ™. Allerdings konnte
hier bereits eine Interaktion zwischen A-Raf und MEK2 im Two-Hybrid-Test gezeigt
werden. Da die tetramere PKM2 an Serinresten phosphoryliert werden kann'", die daraufhin

in inaktive Dimere zerfillt, war die Vermutung naheliegend, dass A-Raf diese

A-Raf + PK*
A-Raf + PK
A-Raf + MEK
A-Raf’ + PK*
A-Raf' + PK
A-Raf’ + MEK

<— PKM2 (58 kDA)

<— 50kDa
¥ |<¢— MEK (44kDa)

-
| O

Abbildung 39: in vitro Kinase Assay von A-Raf mit PKM 2

A-Raf (linke Bildhdfte) bzw. aktiviertes A-RafT (rechte Bildhélfte) aus Sf9-Zellen wurde
mit inaktivem MEK und PKM2 im Kinase Assay eingesetzt. Gemessen wurde radioaktives
ATP. Aktiviertes A-Raf phosphoryliert im in vitro Kinase Assay MEK und PKM2. Der

ATP-Nachweis scheint konzentrationsabhéngig zu sein. A-Raf' = aktiviertes A-Raf; PK* =
doppelte Konzentration von PK

-
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Phosphotylierung und nachfolgende Inaktivierung bewirkt. Daher wurden in Vitro Kinase-
Assays mit A-Raf und PKM2 als Substrat durchgefithrt um eine mogliche Phosphorylierung
direkt nachzuweisen. In der Tat zeigten sich bei den in vitro Kinase-Assays mit A-Raf und mit
und aktiviertem A-Raf aus Sf9 Zellen, welche mit PKM2 inkubiert waren, bei der
Prizipitation mit radioaktiv markierten ATP zwei Banden, wobei eine Bande der GroBe der
PKM2 entsprach (Abb.39). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass A-Raf eine Rolle bei
der Phosphorylierung der PKM2 spielt. in weitergehende Untersuchungen beztglich der
Frage nach der Phosphorylierung der PKM2 an Serin-Resten konnte S. Mazurek zeigen, dass
in A-Raf transformierten NIH 3T3 Zellen der Phosphoseringehalt der PKM2 2.6 mal héher
war als in Kontrollzellen. AuBerdem stieg die Aktivitit der tetrameren Form in diesen Zellen
um den Faktor 2.6 an und es kam zu einem hoheren Shift von der dimeren Form zur
tetrameren Form. Auch diese Ergebnisse belegen eine Beteiligung von A-Raf bei der

Phosphorylierung der PKM2 und eine Aktivititssteigerung in transformierten Zellen.
3.6.11 Mutation putativer Phosphorylierungsstellen der PKM2

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass A-Raf bei der Serin-Phosphorylierung der PKIM2
direkt betiligt ist. Vergleiche der allosterisch regulierten PKIM2 mit der nicht regulierbaren PK

M1">"" verdeutlichen die Bedeutung der Col und Ca2 Regionen fiir die Isozymspezifitit

PKM2 (Ratte) “Bpro- lle- Thr- Ser- Asp- Pro- Thr- Glu- Ala

|
P

EGF Rezeptor ™ Arg- Tyr- Ser- Ser- Asp- Pro- Thr- Glu- Ala

| |
P P

Abbildung 40: putative Phosphorylierungsstellen der PKM 2

Verglichen wurde eine Autophosphoylierungssequenz des EGF Rezeptors fir Serin mit einer
Sequenz der PKM2 aus der Untereinheiten-Bindungsregion. Auffallig ist die Ahnlichkeit der
Aminosauresequenz, welche Ser-406 (moglicherweise auch Thr-405) der PKM2 als mogliche
Phosphorylierungsstellen erscheinen | ésst.

und allosterische Regulation, da der Austausch der Aminosiure Ala-398 in Arg-398 die PK

153 . . . . .
. Da in diesem Bereich eine bestimmte

M1 in ein allosterisches Enzym umwandelt
Aminosduresequenz starke Ahnlichkeit mit der Serin-Autophosphorylierungssequenz des

EGF-Rezeptors aufweist'™, lag die Vermutung nahe, dass dieser Bereich fiir die Serin-
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Phosphorylierung verantwortlich sein kénnte (Abb. 40). Es wurden daher die Aminosiuren
Thr-405 und Ser-406 in die korrespondierenden
pPC97 — DNA-Bindedoméne Aminosauren der PK L (Ser-405 und Arg-406) mit

Hilfe der Primer PKM2SRS und PKM2SRAs in den

Al Vektoren pPC86 und pUC19 mutiert um in spiteren
leerer Vektor - Experimenten (Kinase Assays bzw.
PPC86 — Transformationsexperimente) den Effekt dieser
rTJr?gig;\éf; PR o Mutation auf die Phosphorylierung bzw. die
PKM2 SR +++ Zelltransformation zu untersuchen. Der Erfolg der
Mutation wurde durch Doppelverdau Byl Il und der
MEK 2 +++
Tabelle 11: Two-Hybrid-Test neu entstandenen Schnittstelle Bsp68 | mit

A-Raf bindet an PKM2 SR mit
derselben Intensitéé wie an PKM2

(Wildtyp). Die Mutation beeinflusst  nachfolgenden Two-Hybrid-Experimenten wurde
nicht die A-Raf Pk M2 Interaktion.

nachfolgender  Sequenzie-rung  kontrolliert. In

die Bindungsfihigkeit der neuen Mutante zu A-Raf
untersucht. Wie in Tabelle 9 dargestellt zeigt sich kein Unterschied im Bindungsverhalten im
Vergleich zur Wildtyp PKM2. Somit konnte gezeigt werden, dass diese Aminosauren die
PKM2 / A-Raf Interaktion nicht beeinflussen. Kunftige Experimente (Kinase Assay und
Zell-Transformationen) sollen kliren, ob durch diese Mutation die Serin-Phosphorylierung
verhindert werden kann und weiterhin, ob die Zelltransformation in A-Raf exprimierenden

Zellen durch die PKM2 SR beeinflusst wird.

3.6.12 Grundlage von PKM2 / A-Raf Zell Transformation

Von entscheidenden Interesse war nun die Frage nach der physiologischen Relevanz der A-
Raf-PKM2 Interaktion. Welche Rolle spielt die Kopplung der Glykolyse mit der
»Kklassischen Signaltransduktionskaskade? Zur Beantwortung dieser Frage musste man
postulieren, dass die Interaktion beider Enzyme auch unter physiologischen Bedingungen
stattfindet. Es stellte sich ferner die Frage nach einer moglichen Bedeutung fiir die Fahigkeit
von A-Raf, Zellen zu transformieren. Huleihel et al. hatten gezeigt, dass retroviral
inkorporiertes A-Raf (gag-A-Raf) in vitro Tumoren bei neugebotrenen Miusen zu induzieren
kann. A-Raf ist also in der Lage, Zellen unabhingig von Ras zu transformieren™ """, Zur
Untersuchung dieser Frage sollte eine ,,dominant-negative Form von PKM2 generiert
werden, die die Kooperation mit A-Raf blockieren sollte. Nach Transfektion in NIH 3T3
Zellen konnte dann die Wirkung auf Transformationseigenschaften untersucht werden. NIH

3T3 Zellen, welche Abkémmlinge von Fibroblasten aus Mause-Embryonen sind, bieten sich



84 Ergebnisse

fir Transformationsstudien besonders gut an, da diese Zellen eine hohe Sensitivitit zur
Kontaktinhibition besitzen und damit die Zell-Transformation besonders gut beobachtet

werden kann.
3.6.12.1 Klonierung von PKM2 und PKM2 K366M in pcDNA3

Voraussetzung fur Transformationsexperimente ist die Klonierung der PKM2 in den
pcDNA 3 Vektor und die Konstruktion einer ,,dominant-negativen® PKM2 Mutante. Der
pcDNA 3 Vektor gewihrleistet eine konstitutive Transkription der Proteine durch den
starken Cytomegalievirus-Promotor in NIH 3T3-Zellen. Fur die Subklonierung in den
pcDNA 3 Vektor wurde PKM2 aus dem pGEX 2T PK full mit BamH | und EtR | isoliert
und in die MCS von pcDNA 3, der mittels Doppelverdau BamH 1/EwR | linearisiert wurde,
ligiert. Der Erfolg der Ligation wurde mit Hind 111/Kpn | Doppelverdau verifiziert.

Zur Konstruktion einer ,,dominant negativen* Form der PKM2 wurde an der mutmallichen
ATP-Bindungsstelle der PKM2'*'® Lysin zu Methionin mit dem Ziel mutiert, eine Kinase-
inaktive Form der PKM2 zu generieren, welche die A-Raf-PKM2 Interaktion blockieren
konnte. Die Mutation mit den Primern PK-K366M-S und PK-K266M-As durchgefiihrt. Das
Lysin der AS 366 (AAA) wurde zu Methionin (ATG) mutiert, wodurch eine zusitzliche
Schnittstelle (Nco 1) geschaffen wurde. Der Erfolg der Mutation wurde zunichst mit
Doppelverdau (BamH | / Nco 1) kontrolliert und das Konstrukt sequenziert. Diese
Klonierungen  bildeten die Grundlage fir Untersuchungen der A-Raf-PKM2
Wechselwirkungen in NIH 3T3 Zellen und die Auswirkungen der Mutation der PKM?2 in

Bezug auf die Zelltransformation dieser Zellen.



Diskussion 85

Kapitel 4

DISKUSSION

Raf-Proteinkinasen  spielen bei der Regulation von Differentiation, Proliferation und
Apoptose eine entscheidende Rolle. Diese Proteine fungieren als Proto-Onkogene.
Mutationen uberfihren sie in Onkogene, die an der Krebsentstehung beteiligt sind.
Urspriinglich nahm man an, die Mutation eines einzigen Onkogens sei austeichend,
Tumorwachstum zu induzieren. In den vergangenen Jahren konnte jedoch ein immer groBer
werdendes Netzwerk entdeckt werden, in dem unterschiedliche Signalproteine verschiedener
Kompartimente miteinander kommunizieren und die Krebsentstehung schrittweise durch die
Mutationen verschiedener Proto-Onkogene foérdern. Fehlerhafte Kommunikation und
Verhinderung der Apoptose legen damit den Grundstein zum Wachstum von

124
Tumorzellen

. Ziel dieser Arbeit war es, einerseits neue Interaktionspartner von Raf zu
entdecken, die in den verzweigten Regelkreis der Carcinogenese involviert sind. Zum anderen
sollte die Isoformspezifitit von Raf weiter untersucht werden, da die Raf-Isoenzyme
unterschiedliche Funktionen bei der Signaltransduktion ausiiben'?’. Daher wurde eine PC12
cDNA-Bibliothek mit A-Raf und c-Raf als Kéderproteine untersucht. Diese Bibliothek war
ein geeignetes Testsystem, da sie cDNAs einer Tumorzellinie beinhaltet, die unterschiedliche
Onkogene exprimiert. Ferner war eine Raf-Isoform spezifische Steuerung der Zellantwort bei
diesen Zellen gezeigt worden'®. Positive Klone reprisentieren zwei Hauptgruppen, von
denen eine Gruppe die bereits bekannten Raf-Interaktionspartner H-Ras, MEK und 14-3-3

umfasste, und die zweite Gruppe die bislang unbekannten Raf-Bindeproteine Pyruvatkinase

M2 und Prolyl 4-Hydroxylase 0-Untereinheit kodierte.

4.1  Prolyl 4-Hydroxylase a-Untereinheit

Der Two-Hybrid Screen einer PC12 Bibliothek mit A-Raf zeigte als neuen
Interaktionspartner die Prolyl 4-Hydroxylase O-Untereinheit. Zwei unabhingige Klone

konnten isoliert werden (- 3.5) und direkte Interaktionstests mit den verschiedenen A-Raf

Mutanten und B- und c-Raf-1 konnten folgendes zeigen:

1. Die Bindung ist isozymspezifisch, keine Interaktion mit B-Raf oder c-Raf-1 konnte

nachgewiesen werden.
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2. Die regulatorische Domine von A-Raf ist fir die Wechselwirkung verantwortlich (-

3.5).

0,. o-Ketoglutarsaure
Fe?', Ascorbinsdure

\ 'I:Dz. Succinat,

Prodylmpdrowylase

Dehydroascorbinsdure
OH OH
CH,—CH CH—CH
I8 '
CH: CH—C—N—- - -oder CH, CH—C—N—-
O S (0] 2
i H i H
3-Hydroxyprolin 4-Hydroxyprolin

Abbildung 41: Endschritt der Kollagensynthese
Prolylhydroxylase katalysiert die Kollagensynthese durch Hydroxylierung von
Prolin und sorgt dadurch fur die Stabilisierung von Kollagen

Prolyl 4-Hydroxylase ist ein Schlisselenzym der Kollagensynthese. Es katalysiert die Bildung
von 4-Hydroxyprolin durch Hydroxylierung bestimmter Prolinreste im  rauhen
endoplasmatischen Retikulum (Abb. 41). Das Reaktionsprodukt, 4-Hydroxyprolin, dient der
Stabilisierung der Tripelhelix von Kollagen unter physiologischen Bedingungen. Ohne diese
Reaktion kénnen keine stabilen Kollagenfibrillen gebildet werden. Das aktive Enzym ist ein
alpha-2-beta-2-Tetramer, wobei die katalaytische Region méglicherweise aus alpha- und beta-
Untereinheiten besteht, die alpha-Untereinheiten jedoch den gréfleren Teil der katalytischen
Funktionen tibernehmen soll'”’. Die beta-Untereinheit, welche identisch ist mit der Protein-

Disulfidisomerase'**'”’

, besitzt einen COOH-Terminus, welcher fir die Retention des
Enzyms am rauhen endoplasmatischen Retikulums verantwortlich ist'®™'"" die alpha

Unereinheit besitzt diesen COOH-Terminus nicht.
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Da die Prolyl 4-Hydroxylase fiir eine stabile Kollagen-Synthese essentiell ist, mehrere
Erkrankungen, wie Leberfibrose und bestimmte Magenkarzinome mit einer vermehrten
Kollagensynthese einhergehen'”"'™, steht dieses Enzym und der Versuch seiner Hemmung
seit Jahren im Interesse der Forschung'™>'"™'"™. Der transformierende Wachstumsfaktor 3
(TGFEp), der wesentlich an der Steuerung der Entwicklung von Wirbeltieren beteiligt ist und
die Bildung von Zelladhisionsmolekiilen, weiteren Wachstumsfaktoren sowie Molekiilen der
extrazelluliren Matrix fordert, erhoht signifikant die PH4Q Produktion in Fibroblasten und
ist mit vermehrter Kollagenbildung im szirrhdsen Magencarcinom assoziiert'™'™.
Andererseits aktiviert TGFf3 die MAPK Kaskade in Lungenfibroblasten und induziert die
Transformierung von Kupffer-Sternzellen der Leber in Myofibroblast-dhnliche Zellen tGber
die MAPK Kaskade'""®. A-Raf konnte in diesem Zusammenhang eine regulatorische
Aufgabe bei der Kollagensynthese wahrnehmen. Weiterfithrende Untersuchungen miussen

zeigen, ob die A-Raf-PH40-Interaktion unter physiologischen Bedingungen eine Bedeutung

zukommt und welche Auswirkung die Bindung der beiden Enzyme auf die Zellmatrix hat.

4.2  Pyruvatkinase M2

In dem A-Raf Screen einer PC12 ¢cDNA-Bibliothek konnte die Pyruvatkinase Typ M2
(PKM?2) als neuer A-Raf-Interaktionspartner identifiziert werden. Pyruvatkinase katalysiert in
der Glykolyse den Umsatz von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat im Zuge der
Substratkettenphosphorylierung unter ATP-Bildung (Abb. 42)"". In der Glykolyse wird

Glucose tber mehrere Zwischenschritte zu Pyruvat umgesetzt (Abb. 43), wobei die meisten

¢ ADP ATP
HO—P=0
(I::' LL 9 e
PEP ] = CHg-C-C
_ o g o
s L prrivat
cH, \tlz/
&-

Abbildung 42: Endschritt der Glykolyse
Pyruvatkinase katalysiert die Bildung von
Pyruvat aus Phosphoenolpyruvat (PEP)
unter Bildung von 2 mol ATP

Reaktionen umkehrbar sind. Drei Schritte allerdings bleiben aufgrund der stark
exergonischen  Reaktionen irreversibel: ~ Hexokinase-, Phosphofructokinase-  und
Pyruvatkinasereaktion. Die Riickreaktion, die Phosphorylierung des Pyruvats und Bildung

von Phosphoenolpyruvat, ist also nicht direkt moglich, sondern verlauft bei der
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Abbildung 43: Schema der Glykolyse
Weitere Frlaiteriinoen im Text

Gluconeogenese tber einen Zwischenschritt: die biotinabhingige Pyruvatcarboxylase
wandelt Pyruvat in Oxalacetat um, in einem zweiten Schritt wird Phospoenolpyruvat mittels
der Phosphoenolpyruvatcarboxylase gebildet. Aus dieser aufwendigen Riickreaktion wird die

Irreversibilitit der Pyruvatkinase-Reaktion deutlich™.

Die Pyruvatkinase ist ein homotetramerer Komplex, dessen vier Untereinheiten die GroBe
von 58 kd haben und tber ihre N-terminalen Dominen (Aminosiduren 10-40) sowie iiber
zwel C-terminale O-Helices (01 und 02; Aminosduren 385-425) miteinander verbunden
sind™'"™'™, Es gibt vier gewebespezifisch exprimierte Isoformen: PK L, PK R, PK M1 und
PKM2. Diese Isoenzyme werden mit Ausnahme der PKM1 allosterisch reguliert™®'. PK L
und PK R werden durch das selbe Gen kodiert. Die Transkription wird allerdings von
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unterschiedlichen Promotoren initiiert. Dadurch wird PK L in Hepatozyten und proximalen
Nierentubuli exprimiert, wihrend PK R ausschlieBlich in Erythrozyten gefunden wird'*.
PKM1 und PKM2 entstehen durch alternatives Spleilen. Es werden 56 Aminosiuren
ausgetauscht, von denen 21 Aminosiuren in Helix 01 und 02 unterschiedlich sind'®. Die

Regionen sind besonders wichtig fiir den Kontakt der Untereinheiten untereinander und fiir

die allosterische Regulation der PIKM2 (Abb. 44)"’.

Die PKM1-Isoform findet man Gberwiegend im Gehirn, Herz- und Skelettmuskel. PKIM2 ist
die embryonale Pyruvatkinase-Form. in bestimmten fotalen Geweben findet im Laufe der
Entwicklung ein Shift von der M2 zur M1 Form statt. Bei adulten Organismen wird die
PKM2 nur noch in der Darmmukosa, den distalen Tubuli der Niere, im Fettgewebe, den

186-

Gallengingen der Leber und in der Lunge exprimiert 1% AuBerdem ersetzt sie die anderen
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Abbildung 44: Sequenzvergleich von Aminosiuren im Bereich der Kontaktstellen

Schwarze Boxen zeigen Aminosauren, welche identisch sind mit der PK M2 aus der Ratte'®.

Isoformen in proliferierenden Zellen und in Tumoren'”. Die PKM2 spielt eine zentrale Rolle
bei der Regulation der Syntheseleistungen und Energiebereitstellung bei proliferierenden
Zellen. Durch Bildung von Dimeren aus den hoch aktiven tetrameren Komplexen nimmt die

Aktivitit der PKM2 stark ab und die Phosphometaboliten der Glykolyse stehen

108,197

Syntheseleistungen zur Verfigung . Zur Energiegewinnung stehen proliferierenden

Zellen neben der mitochondrialen Glutaminolyse nur die Pyruvatkinase-Reaktion zur

108,111,197

Verfiigung . Die Regulation des Tetramer/Dimer-Verhiltnisses ist deshalb von

zentraler Bedeutung und kann iber allosterische Regulation (z.B. Fructose-1,6-Bisphosphat)
erfolgen'™””. Diese Rolle wird durch die Entdeckung unterstrichen, dass onkogenes E7
Protein des humanen Papillomvirus Typ 16 direkt an PKM2 binden kann und dadurch

hoéhere Fructose-1,6-Bisphosphat Level nétig sind, um die PKM2 in die tetramere (aktive)

129

Form zu tberfithren™. Dartiber hinaus erhoht die Expression der  pp60™™ Kinase die

PKM2 Phosphorylierung von Tyrosin, Serin, und Threonin in Rous Sarkomvirus

109,198
>

transformierten Fibroblasten obwohl die Identitat der Serin- und Threoninkinasen

bisher unbekannt blieben. Diese Erkenntnisse machten es wahtscheinlich, dass A-Raf durch
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die direkte Bindung an PKM2 in dessen Regulation involviert ist und deshalb entschloss man
sich, die Wechselwirkung ndher zu untersuchen: man kartierte die Bindungsdomanen,
untersuchte die Wechselwirkung auf Phos-phorylierungsereignisse und schliefSlich wurden die
Auswirtkungen dieser Interaktion auf die Transformationseigenschaften von A-Raf
transformierten Zellen untersucht'"*""”,

Die A-Raf PKM2 Interaktion ist isozymspezifisch, d.h. es konnte keine Bindung zu B- oder
c-Raf detektiert werden. Die Wechselwitkung konnte in Co-Immunoprizipitations-

Experimenten bestitigt werden (- 3.0.9). Two-Hybrid Experimente zeigten, dass PKM2 an
den c-Terminus von A-Raf bindet (- 3.6.3). Die Bindung an die PKM2 lie3 sich durch

Mutation der A-Raf Aminosiuren 602 und 603 verhindern. Dies zeigt, dass diese variable
Region die entscheidenden Bindungsstellen an die PKM2 reprisentiert (— 3.6.4). Diese
Mutante ist ein interessantes Werkzeug fur zukiinftige Untersuchungen, da die A-Raf
Bindung an die physiologischen Interaktionspartner Ras und MEK nicht beeinflusst werden.
Die spezifische Ausschaltung der A-Raf PKM2 Interaktion ermdglicht es, zukinftig die
Auswirkung auf Proliferation und Differenzierung in unterschiedlichen Zellsystemen zu
charakterisieren. Hier konnte eine Phosphorylierung der PKM?2 in Vitro gezeigt werden (—
3.6.10) und diese Ergebnisse konnten durch den Nachweis einer Phosphorylierung von
PKM2 in A-Raf transformierten NIH 3T3 Zellen an Serin bestitigt werden. Dariiber hinaus
wurde bei den A-Raf transformierten Zellen eine Aktivititssteigerung der tetrameren PKM2

beobachtet (S. Mazurek, unveroffentlichte Ergebnisse). Diese Daten weisen darauf hin, dass

A-Raf einen Regulator der PKM2 ist.
4.2.1 Auswirkungen auf die Zelltransformation

Dass eine Aktivititssteigerung der PKM2 fiir die Zelltransformation essentiell ist, konnte in

Co-Transfektionsexperimenten gezeigt werden. Mit Hilfe des Plasmids pCDNA3 / PKM2

(- 3.6.12.1) konnte J. Beigel (MSZ) zeigen, dass NIH 3T3 Zellen nach Co-Transfektion von
PKM2 und onkogenem A-Raf (gag-A-Raf) doppelt so viele Foci bildeten wie nach alleiniger
A -Raf Expression (unveroffentlichte Ergebnisse). Nach Co-Transfektion von gag-A-Raf
und der PKM2 K366M Mutante (— 3.6.12.1), bei der die mutmalliche ATP-Bindungsstelle

: § g 162-165
mutiert 1st

Focus-induzierende Effekt von A-Raf und PKM2 unterdrickt ((Abb. 45).unverttfentlichte

und damit die A-Raf PKM2 Kooperationen blockiert, wurde der kooperative

Ergebnisse). Diese Ergebnisse konnte J.Troppmair (MSZ) durch einen ,,Colony yield
assay*”" bestitigen. Er konnte zeigen, dass die PKM2 K366M Mutante die Koloniebildung
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von stabilen A-Raf exprimierenden NIH 6A-leuk Zellen reduzieren konnte. Unter G418
Selektion wuchsen nur 156 Kolonien/pg transfizierte DNA, wihrend bei der PKM2 Wild-
Typ Expression 576 Kolonien/ug DNA aufwuchsen

Der vielfaltige Schritte umfassende Weg der Karcinogenese in Leber und Niere beinhaltet
unter anderem den frithen Verlust der gewebetypischen Pyruvatkinase Isoenzym L und die

Re-Expression der embryonalen Pyruvatkinase Isoenzym M2. In spiteren Stadien der

111,131,191,197

Karcinogenese wird die PKM2 sogar iberexprimiert . Die Konzentration von

PKM?2 im Blut dieser Tumorpatienten ist ethoht und seine Eignung als Tumormarker fiir das

: : : : 201,202
Nierenzellcarcinom ist in Erprobung™ .

Allerdings wird, wie auch bei der Onkogen-
getriggerten Karcinogenese, die alleinige Expression der PKM2 fiir die Entwicklung von

Tumoren nicht hinreichend sein.

A-Raf + Vektor A-Raf+M 2-PK A-Raf+M 2 PK K336M

Abbildung 45: M 2-PK und A-Raf kooperieren bei der Transformation von NIH 3T3 Zellen

NIH 3T3 Zellen, die mit gag-A-Raf und M2-PK transfiziert wurden, fuhrten zu einer Steigerung der
Zdltransformation, wohingegen die Kinase-inaktive Mutante einen eher refraktilen, weniger
transformierten Phénotypen zeigte

Vektor = leerer pPCDNAS3 Vektor

Transformation von NIH 3T3 Zellen durch A-Raf erhoht die Menge und den
Phosphoseringehalt der PKM2 (unvertffentlichte Ergebnisse). Auch Tumorzellinien wie
pp60-transformierte NIH 3T3 Zellen und Gliomzellinien zeigen einen vergleichbaren
Anstieg des Phosphorylierungsgrades der PKIM2'”*****, Bei NIH 3T3 Fibroblasten, die mit
einer Temperatur-sensitiven Mutante der pp60™*-Kinase transformiert wurden, fithrte eine
schrittweise Aktivierung der pp60™™“-Kinase zu einer gesteigerten PKM2 Phosphorylierung,
die innerhalb von 3 Stunden zur Akkumulation der dimerischen Form fiihrte. Die
nachfolgende de novo Synthese des hochaktiven, tetrameren Enzyms (innerhalb von 6-16 h)

wirkte der Inaktivierung entgegen™.

Andere Untersuchungen zeigten, dass bei der
Transformation normaler Nierenzellen der Ratte (NRK) ein Zusammenspiel von aktiviertem

Ras, welches das PKM2 Protein und dessen Aktivitit stark hochregulierte, und der direkte
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Effekt von E7 auf das Tetramer/Dimer Verhiltnis erfordetlich war. Dabei zeigte sich eine
Verschiebung des Tetramer/Dimer-Verhiltnisses zu gunsten der Dimere'”. Eine
Verlagerung der PKM2 in Richtung des hochaktiven Tetramers, wie diese bei Co-
Transformationsexperimenten von J. Beigel (MSZ) beobachtet wurde, erhohte die
Focusbildung. Dagegen reduzierte die enzymatisch inaktive, dimere Form der PKM2 die
Fokusbildung (unveroffentlichte Ergebnisse). Fir die Transformation einer Zelle scheinen
somit zwei Ereignisse erforderlich zu sein: Eine Erhohung von Menge und Aktivitit des

PKM2 Proteins und die gleichzeitige Verinderung des Tetramer/Dimer Verhiltnisses.
4.2.2 Beeinflussung der Energiegewinnung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fithrten zu weiteren Untersuchungen des
Energiestoffwechsels in A-Raf transformierten NIH 3T3 Zellen. S. Mazurek (Institut fir
Veterindrmedizin, Gieflen) konnte zeigen, dass in diesen Zellen A-Raf zusammen mit PKM2
eine signifikant erhéhte Glykolyse und Glutaminolyse induziert (unverbffentlichte
Ergebnisse). Dabeti fihrte die erthohte Verfiigbarkeit von Pyruvat (gesteigerte Glykolyse) fuir
die Glutamattransaminierung zu einer Erhéhung der Glutaminolyse'”*”. Unter hypoxischen
Bedingungen stellt die Erhéhung der glykolytischen Durchflussrate einen Uberlebensvorteil
dar, da die anaecrobe Energiegewinnung deutlich energiedrmer ist als die aerobe (Pasteur-
Effekt). Eine noch suffizientere Verwertung von Glukose bei A-Raf transformierten NIH
3T3 Zellen und gesteigerter PKM2 Aktivitit macht Tumorzellen voraussichtlich noch
widerstandsfihiger gegentiber hypoxischen Bedingungen. Dies kénnte zu einer positiven
Selektion onkogen transformierter Zellen fithren. Fir diese Theorie spricht auflerdem, dass
bei limitierten Glucoseangebot c-myc transformierte NIH 3T3 Zellen in die Apoptose
gehen''” | nicht transformierte Zellen verbleiben unter Glucosedeprivation jedoch in der
G1-Phase. Da Tumorzellen in soliden Tumoren auch bei variierenden Glucose- und
Sauerstoffvorkommen tbetleben mussen, weisen sie einerseits eine hohe glykolytische und
glutaminolytische Durchflussrate auf (Warburg-Effekt) und andererseits exprimieren sie eine
grole Menge der PKM2'” "% Nur so scheint es der Tumorzelle moglich zu sein, das
eigene Uberleben durch Bereitstellung von Energie zu sichern und auBerdem ausreichend
Metabolite fur die Proliferation und damit das Wachstum des Tumors beteitzustellen, da in
proliferierenden Zellen neben der mitochondrialen Glutaminolyse nur die Pyruvatkinase-
Reaktion zur ATP-Regeneration zur Verfiigung steht'™'"*"*>">*"" Der , Switch* zwischen der
tetrameren und dimeren Form der PKM2 erlaubt somit eine optimale und schnelle

Regulation, je nachdem ob Glucose fiir Synthesevorginge oder fiir Energieproduktion
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Abbildung 46: Modell der A-Raf / PKM 2 Regelkreisein Tumor zellen

Die PKM2 Isoform verdrangt bei der Tumorentstehung die anderen Isoformen. A-Raf interagiert
Uber seinen C-Terminus mit der PKM2 und phosphoryliert sie an Serinresten. Auf3erdem wird durch
die Wechselwirkung die PKM2 aktiviert. Cotransfektion von A-Raf und PKM2 fuhrt zu
Zélltransformation, -proliferation und Fokusbildung von NIH 3T3 Zellen. PKM2 kann as Dimer
und Tetramer vorliegen und wird allosterisch durch FDP und Serin aktiviert bzw. durch ATP und
Alanin inaktiviert. Bindung von E7 an PKM2 verschiebt das Equilibrium zwischen Tetramer und
Dimer in Richtung Dimer, so dass hohere Konzentrationen von FDP zur Reassoziation des
Tetramers notwendig sind. Zur Energiegewinnung in Tumorzellen wird Glucose entweder tber die
Glykolyse zu Pyruvat und evtl. weiter zu Lactat abgebaut (Warburg-Effekt) oder Glutamin wird
Uber die Glutaminolyse in enen verkirzten Citratzklus umgesetzt, wobei Pyruvat Uber
Transaminierung zu Alanin verstoffwechselt wird. Die Durchflussrate beider Stoffwechselwege
wird durch A-Raf-Transformation erhdht (A). Bei der Synthese von Zellbausteinen fihrt eine
inaktive PKM2 zur Ansammlung von Phosphometaboliten im Glykolyseweg, die daraufhin weiter
zur Synthese von Zellbausteinen verwendet werden kdnnen (B).

benétigt wird. Die relativ trige Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels durch Hemmung

bzw. Stimulation der Biosynthese von Schliisselenzymen, die mehrere Stunden dauern kann,

kann so durch posttranslationale Enzymmodifikation erweitert werden.

4.2.3 Maogliche Therapieanséatze

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass transformiertes A-Raf die PKM2

nicht nur phosphoryliert, sondern zusitzlich deren Aktivitit steigert, indem PKM2 vermehrt

in die tetramere Form Uberfuhrt wird. Die Zelltransformation ist also wesentlich von dieser

Interaktion und der Existenz des onkogenen A-Raf abhingig. Vor dem Hintergrund dieser

Erkenntnisse bieten sich neue mogliche Ansatzpunkte zur Entwicklung spezifischer

Tumormarker. Analog dem PSA, das spezifisch von Tumorzellen des Prostatakarzinoms
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exprimiert wird und daher bei der Frithdiagnose von Prostatakrebs breite Anwendung
findet™, kénnte durch den spezifischen Nachweis einer PKM2, die an charakteristischen
Serinresten phosphoryliert ist, der sensitive Nachweis transformierender Zellen erhSht
werden. Bei der Differenzierung der Phosphorylierungsstellen (Tyrosin-Phosphorylierung
durch pp60™™) und des Tetramer/Dimer — Verhiltnisses (HPV-16 E7 Bindung an PKM2)
laBt sich zukinftig moglicherweise der Aktivierungsgrad der PKM2 quantifizieren. Dies

konnte ein Weg hin zur Entwicklung selektiver Tumormarker sein.

Ein weiterer wichtiger Ansatzpunkt zur Krebsbekimpfung bietet sich in der selektiven
Blockade bestimmter, durch Onkogene aktivierte Signalwege. So konnte erst kiirzlich ein
selektiver MEK Inhibitor hergestellt werden, der bei Méausen mit Kolonkarzinomen in 80%
der Fille die Progression des Tumorwachstums stoppen konnte®”*'. Geht man im Falle der
A-Raf-PKM2 Interaktion davon aus, dass diese Wechselwirkung spezifisch fiir A-Raf
aktivierte und PKM2 exprimierende Zellen ist, kénnten selektive Inhibitoren an die

jeweiligen Bindungsstellen binden und dadurch die Interaktion hemmen. Die Herstellung

einer PKM2 Mutante, deren putative Serin-Phosphorylierungsstellen mutiert sind (- 3.6.11)
kann auf der Suche nach geeigneten Inhibitoren ein wertvolles Werkzeug sein. Zukiinftige
Untersuchungen miussen zeigen, ob die Mutation solcher Serinreste Auswirkungen auf die
Aktivitdit der PKM2 in A-Raf transformierten Zellen hat. Falls ein Aktivititsverlust der
PKM?2 feststellbar ist, konnten moglicherweise niedermolekulare Inhibitoren entwickelt
werden. Geht man davon aus, dass erst die Vernetzung zwischen den verschieden
Signalwegen den vollstindigen malignen Phinotyp eines Karzinoms ermdglicht (eine
Kondition, die von Weinstein ,,Gene addiction genannt wurde’"), so wire es in Zukunft
auch moglich, die volle Ausprigung eines malignen Tumors durch die Blockade

krebsrelevanter Signalwege zu verhindern.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die klassische Signaltransduktionskaskade, auch MAP Kinase Kaskade genannt, ist
wesentlich an der Regulation zellulirer Vorginge wie Proliferation, Differenzierung und
Apoptose beteiligt.  Proteinkinasen der Raf-Familie wirken dort als signaliibertragende
Elemente, welche Membranrezeptoren nachgeschaltet sind. Diese Proteine fungieren als
Proto-Onkogene, eine Verinderung dieser Proteine kann sie in Onkogene tberfithren und
sind wesentlich an der Krebsentstehung beteiligt. Wihrend die Rolle von c-Raf als MEK-
Aktivator innnerhalb des klassischen Signaltransduktionsweges gut charakterisiert ist, so ist

nur wenig iiber die beiden anderen Isoformen A-Raf und B-Raf bekannt.

Die Existenz von drei verschiedenen Raf-Isoformen bei Siugern, ihre evolutionir
konservierten strukturellen Unterschiede und ihre spezifische aber tberlappende
Gewebeverteilung weisen auf isoformspezifische Funktionen in der Zelle hin. In
Versuchen mit PC12 Zellen sowie der Auswertung des Phianotyps von B-Raf und A-Raf
knock-out Miusen ergaben sich Hinweise auf unterschiedliche Regulation und Funktion
dieser Isoformen. Dass isoformspezifische Protein-Protein-Wechselwirkungen an diesem
Regelmechanismus beteiligt sein koénnen, zeigte die Identifizierung von A- und B-Raf-
spezifischen Interaktionspartnern. Eine Isolierung von neuen isoformtypischen Effektoren,
die in den weit verzweigten Regelkreis der Karzinogenese involviert sind, konnte einerseits
zu einem besseren Verstindnis der Krebsentstehung fithren und zum anderen die
verschiedenen Funktionen der einzelnen Isoformen besser charakterisieren. Daher wurden
im Rahmen dieser Arbeit zwei PC12 cDNA-Bibliotheken unter Verwendung des Two-
Hybrid Systems mit A-Raf und mit c-Raf zur Isolierung neuer Raf-Interaktionspartner
untersucht.

Fir c-Raf wurden die Wechselwirkungen mit den bekannten Interaktionspartnern bestitigt,
es wurden jedoch keine neuen Bindungspartner identifiziert. Im A-Raf Two Hybrid Screen
konnte zum einen Prolyl 4-Hydroxylase als Schliisselenzym der Kollagensynthese isoliert
werden. Es wurde keine Wechselwirkung zwischen Prolyl 4-Hydroxylase und c-Raf oder B-
Raf beobachtet. Die Prolyl 4-Hydroxylase Bindungsstelle konnte innerhalb der N-
terminalen variablen Region von A-Raf lokalisiert werden. Zum anderen wurde die
Pyruvatkinase M2 als A-Raf spezifischer Bindungspartner identifiziert. Fir diese
Wechselwirkung war die c-terminale Region von A-Raf ausreichend. Durch Mutation
zweier Aminosduren im c-terminalen Teil von A-Raf konnte diese Wechselwirkung

verhindert werden, wobei die Interaktion zu MEK und Ras dadurch nicht beeintrichtigt
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wurde. Ein kooperativer Effekt auf die Zelltransformation wurde durch Co-Transfektion
von NIH Zellen mit onkogenem A-Raf und Pyruvatkinase M2 gezeigt. Diese fithrte zu
doppelt so vielen Foci wie die Transfektion mit A-Raf alleine. Die Mutation der
mutmallichen ATP-Bindungsstelle der Pyruvatkinase M2, welche die A-Raf Pyruvatkinase
M2 Kooperation blockieren sollte, verhinderte diesen synergistischen Effekt. Diese
Ergebnisse weisen auf eine Regulation der Pyruvatkinase M2 durch A-Raf hin und lassen
den Schluss zu, dass die funktionelle Interaktion mit der Pyruvatkinase M2 durch
onkogenes A-Raf fiir die Zelltransformation notwendig ist.

Als zwei neue Raf-Interaktionspartner wurden Prolyl 4-Hydroxylase und Pyruvatkinase M2
identifiziert, welche Raf-Isoform spezifische Bindung zeigen. Auf diese Weise konnte eine
direkte Verbindung zwischen der transformierenden MAP Kinase Kaskade und dem

Energiestoffwechsel hergestellt werden.
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