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Einleitung

1. Einleitung

Das Nervensystem ist fir die Steuerung und Koordinierung aller Vitalfunktionen des
Organismus und fiir die Verarbeitung der von auBlen kommenden, iiber die Sinnesorgane
aufgenommenen Reize verantwortlich. Um seine vielfiltigen Aufgabe zu erfiillen, besitzt das
Nervengewebe die Fiahigkeit Informationen zu erwerben, zu verarbeiten, weiterzuleiten und
zu speichern. Ein Neuron oder eine Nervenzelle besteht aus einem Zellkorper (Soma) mit
einer Vielzahl weit veristelter Fortsitze, die fiir den Erregungsempfang benotigten Dendriten,
und den Axonen , die die Erregung abgeben (Abb. 1.1a).

Innerhalb der Nervenzellen wird Information durch Aktionspotentiale fortgeleitet. Thre
Weitergabe von einer Zelle zur niachsten geschieht an morphologisch speziell ausgebildeten
Kontaktstellen, den Synapsen. Ein Aktionspotential depolarisiert die prasynaptische
Membran und erzeugt dort einen Strom, der bei elektrischen Synapsen direkt iiber spezielle
Zellzell-Verbindungen, die GAP-Junktions an die postsynaptischen Zelle weitergegeben
werden kann. Im Gegensatz dazu erfolgt die Weiterleitung des Stromes bei chemischen
Synapsen tiiber meist niedermolekulare chemische Verbindungen, die sogenannten
Neurotransmitter. Abhingig von der chemischen Natur des Neuroransmitters und den
entsprechenden postsynaptischen Neurotransmitter-Rezeptoren koénnen Synapsen erregend,
hemmend oder modulierend wirken. Inhibitorische Neurotransmitter sind beispielsweise y-
Amino-buttersdure (Engl. y-Amino butyric acid; GABA) und Glycin, modulierend wirken
unter anderem Noradrenaline, Serotonin (5-HT), Dopamine, Acethylcholine und die
Neuropeptide. Die meisten Synapsen im Gehirn von Sdugetieren sind jedoch exzitatorisch
und benutzten Glutamat als Neurotransmitter (Garnier et al., 2002). Diese Synapsen werden
an den Dornfortsdtzen der Dendriten gebildet. Dornfortsiitze sind kleine rohren- oder
pilzformige Strukturen von ca. 1 bis 3 pum Linge und einem Durchmesser von weniger als
1um, die aus den dendritischen Schaften oder aus dem Soma hervorsprieen (Kennedy et al.,
2000). Sie bestehen aus einem Knollenkopf (Volumen 0.001-1 pm®) und einem diinnen Hals
(Durchmesser 0.1 um) der sie mit den Neuronen verbindet (Abb. 1.1c; Nimchinsky et al.,
2002). Jedes Neuron macht synaptische Kontakte mit einer Vielzahl anderer Nervenzellen.
Die Gesamtzahl der Synapsen, die durch die etwa 10'°-10"' Neuronen des menschlichen

Gehirns gebildet werden, liegt bei etwa 10'° (Gundelfinger et al., 2000).
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Dendrite

Zellkorper/
Soma

ein Neuron dendritische Dornen

dendritischer Dorn postsynaptlsche Dichte (PSD)

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung einer Nervenzelle und ihrer Feinstrukturen

Ein Neuron (a) besteht aus einem Zellkdrper und einer Vielzahl weit verastelter Fortsidtze, den Axonen
und den fiir den Erregungsempfang bendtigten Dendriten. Die meistens exzitatorischen Synapsen des
zentralen Nervensystems (ZNS) werden an den Dornfortsédtzen der Dendriten (b) gebildet. Diese
pilzformigen Strukturen(c) bestehen aus einem Kopf und einen meist diinnen Hals und enthalten
manchmal einen Dornenapparat (DA). Synapsen bestehen aus einer pra- und einer postsynaptischen
Membran und dem synaptischen Spalt. In der Ndhe der priasynaptischen Membran sind zahlreiche
synaptische Vesikel (SV) angehéuft. Unterhalb der postsynaptischen Membran befindet sich eine
elektronendichte Struktur, die als postsynaptische Dichte (PSD, mit blauen Pfeilen markiert)
bezeichnet wird. AE, Axonende; S, dendritischer Dorn (spine). Balken = 100 4m (a), 40 xm (b), 300
nm (c), 250 nm (d). (Abbildungen aus Nimchinsky et al., 2002 entnommen).

Synapsen sind komplexe asymmetrische Zellzell-Kontaktstellen. Sie bestehen aus einer
prisynaptischen  Struktur fir die Freisetzung des Neurotransmitters, und der
postsynaptischen Membran der Zielzelle, die auf den Empfang des Neurotransmittersignals
spezialisiert ist. Die synaptische Membranen sind durch den synaptischen Spalt voneinander

getrennt. Dies ist eine spezialisierte extrazellulire Zone von ca. 20-30 nm Breite. Ein
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Nervenimpuls, der das Axon entlang-wandert und das Ende eines Neurons erreicht, kann den
schmalen Spalt nicht tiberwinden. Er bewirkt jedoch die Ausschiittung von Neurotransmittern
aus dem Axonende, die zur postsynaptischen Membran hintliberdiffundieren und dort einen
weiteren elektrischen Impuls auslésen konnen. Neurotransmitter werden nach ihrer Synthese
in synaptischen Vesikel (SV) gespeichert. Eine typisches Axon-Ende enthélt hunderte dieser
Vesikel, die in der Nédhe der prasynaptischen Membran angehiuft sind (Abb.1.1d).

Unterschiedliche Cytoskelett-assoziierte Strukturen sind auf beiden Seiten der synaptischen
Verbindung anzutreffen. Die priasynaptische Cytomatrix der aktiven Zone (CAZ) bestimmt
und organisiert den Freisetzungsort der Neurotransmitter. In der peostsynaptischen Dichte
(PSD) sind die Neurotransmitter-Rezeptoren, die Ionenkandle und die Apparate der
Signaltransduktion geclustert und verankert. Die Ultrastruktur der CAZ wird durch eine
dichte Matrix aus EiweiBmolekiilen charakterisiert, die sich aus der Plasmamembran tief in
die prasynaptischen Verdickungen erstrecken (Lamdis et al., 1988; Garner et al., 2000). Die
PSD ist eine kleine amorphe, faserige Struktur von ungefahr 1um Durchmesser, die unterhalb
der postsynaptischen Membran lokalisiert ist und im Elektronenmikroskop als Verdickung der
postsynaptischen =~ Membran  erscheint  (Abb.1.1d, = Kennedy, 1997, 2000).
Zelladhdisionsmolekiile verbinden durch direkte Interaktion die Prd- und Postsynapse
miteinander und sind selber am subsynaptischen Cytoskelett verankert (Abb. 1.2; Murase et
al., 1999). CAZ und PSD konnen biochemisch aufgereingt werden und enthalten eine grof3e
Vielfalt struktureller Proteine, die fiir die Organisation der Membran-Spezialisierung
verantwortlich sind (Garner et al., 2002; Gundelfinger er al., 2000).

Fortschritte in der Charakterisierung und Identifizierung von Proteinen der CAZ und PSD
haben neue Einsichten in die molekulare Organisation und Zusammensetzung der
synaptischen Neurotransmissions-Apparatur geliefert. Den Proteinen Bassoon und Piccolo
wird eine entscheidende Funktion als Geriistproteine der CAZ zugeschrieben. Abgesehen von
Bassoon und Picollo wurden bisher nur wenige andere Proteine identifiziert, die fiir die CAZ
spezifisch sind. Die meisten der charakterisierten Proteine spielen eine entscheidende Rolle in
der Organisation der synaptischen Vesikel und in der Speicherung und Freisetzung der
Neurotransmitter. Der CAZ wird eine entscheidende Funktion in der Aufrechterhaltung und
Regulation der synaptischen Vesikel sowie der rdumlichen Koordination der Exo- und

Endocytose-Kompartimente zugeschrieben.
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1.1 Molekulare und funktionelle Organisation der postsynaptischen Dichte

Die Empfangs-Apparatur fiir Neurotransmitter, liegt direkt gegeniiber der Neurotransmitter
Freisetzungsstelle. Hier sind die Rezeptoren der Neurotransmitter dicht gepackt, an dem
submembrandsen Cytoskelett verankert. Zudem sind sie mit den Komponenten des
intrazelluldren Signaltransduktionweges verbunden. Unterschiedliche Typen von Glutamat-
Rezeptoren (GluR) sind an diesen Synapsen dicht verankert: die metabotropen Glutamat-
Rezeptoren (mGluR), die die transmembrane Signaltransduktion iiber heterotrimere G-
Proteine vermitteln, und die ionotropen GIluR (iGluR), Neurotransmitter-abhingige
Kationenkanilen, (Seeburg et al., 1993; Hollmann et al., 1994; Nakanishi et al., 1994) bei
denen die Bindung eines Ligandes eine Konformationsinderung hervorruft, die zur Offnung
des Ionenkanals fiihrt. Ionotrope-Rezeptoren iibersetzen somit ein chemisches Signal in einen
LadungsfluB3 {iber die Membran. Subtypen von iGIluRs unterscheiden sich in ihrer Antwort auf
Glutamat und in ihrer Ionenselektivitit und werden aus Untereinheiten zusammengesetzt, die
von unterschiedlichen Subfamilien der iGluR-Gene kodiert werden. Sie werden entsprechend
den exogenen Agonisten als a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionate (AMPA)-,
Kainate-, und N-methyl-d-aspartat (NMDA)-Rezeptoren klassifiziert. NMDA-Rezeptoren
setzen sich aus den Untereinheiten NR1 und NR2 (NR2A,-B, -C, -D) zusammen, hochst
wahrscheinlich in einer tetrameren Stochiometrie. Die AMPA-Rezeptoren werden aus den
Untereinheiten GluR1-4 zusammengesetzt (Dingledine et al., 1999; Hollmann et al., 1994)).

AMPA Rezeptoren antworten sofort auf die prasynaptische Glutamat-Freisetzung und sind
primér fiir Na'-Ionen permeabel. Die Aktivierung des Rezeptors ermdglicht Na'-Einstrom
und K'-Ausstrom iiber die Membran, was zu einer kurzen und kleinen Depolarisation fiihrt,
die exzitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP) genannt wird (Kennedy, 2000).
NMDA-Rezeptoren werden erst nach einer starken Depolarisierung der postsynaptischen
Membran (als Ergebnis der vorherigen Aktivierung der AMPA-Rezeptoren) aktiviert und
leiten primér Ca®"-Tonen, die ihrerseits intrazellulire Signalkaskaden in Gang setzen konnen.
Die starke Depolarisierung ist notwendig, um extrazellulire Magnesium-lonen zu entfernen,
die den Kanal blockieren. Das gemeinsame Wirken von AMPA- und NMDA-Rezeptoren
wird als Schliisselmechanismus fiir die Induktion der synaptischen Plastizitit angesehen
(Malenka et al., 1993). Es wird angenommen, dass sich ldngere und kurzfristige plastische
Verdnderungen auf die Modifikation und Restrukturierung der postsynaptischen
Aufnahmeapparatur auswirken. Die Hochfrequenzstimulierung von exzitatorischen Synapsen

des Gehirns 16st eine langandauernde Zunahme in der Wirksamkeit der synaptischen
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Ubertragung aus, die Langzeit-Potenzierung (Engl. long term potentiation, LTP) genannt
wird; der Gegeneffekt wird als Langzeit-Depression (Engl. long term depression LTD)
bezeichnet. Von diesen nimmt man an, dass sie an wichtigen Phdnomenen wie dem Lernen
und dem Gedichtnis beteiligt sind. Die LTP geht mit strukturellen Verdnderungen der
dentritischen Dornen und der PSD einher (Muller et al., 2000). Die Identifikation und
Charakterisierung der Kompenenten, aus denen sich diese Strukturen (PSD, dendritische
Dornen) zusammensetzen, ist daher fiir das molekulare Verstindnis der synaptischen

Funktion und Plastizitét entscheidend.

Obwohl die Kainate, mGlu- NMDA- und AMPA-Rezeptoren in den gleichen exzitatorischen
Synapsen vorkommen, binden sie eine Reihe unterschiedlicher cytoplasmatischer Proteine.
Die meisten Interaktionen der NMDA- und AMPA-Rezeptoren werden jedoch {iiber die
Bindung ihrer intrazelluldren C-Termini an Proteine mit PDZ-Dominen (PSD-95, Disc Large,
Zona Ocluda-1) vermittelt. SAP90/PSD-95 (synapse-associated protein 90 bzw. postsynaptic
density protein 95) sind Mitglieder einer Subfamilie der Membran-assoziierten
Guanylatkinase Homologen (MAGuK). Die MAGuK sind Multidoménenproteine, die drei
PDZ-Doménen, eine SH3-Domine (Src-homology 3) und eine Guanylatkinase-dhnliche
(GuK)-Domine besitzen. Vier Mitglieder dieser Familie sind in Siugetieren beschrieben
worden (SAP90/PSD-95, SAP97/hDlg, Chapsyn-110/PSD93 und SAP102) (Fujita et al.,
2000; Garner et al., 2000b).

Erste Hinweise auf die Funktion der MAGuK innerhalb der strukturellen Organisation der
PSD lieferten die Beobachtung, dass ihre PDZ-Doménen 1 und 2 mit den C-Termini der NR2
Untereinheit des NMDA-Typs von iGluRs und verschiedenen Kalium-Kanilen interagieren
(Kornau et al., 1995; Kim et al., 1995; Miiller et al., 1996). Neuere Studien haben gezeigt,
dass Kainat- Rezeptoren ebenfalls durch die MAGuK-Proteine gebiindelt und verankert
werden konnen (Garcia et al., 1998). SAP97 bindet aulerdem an die GluR1-Untereinheit der
AMPA-Rezeptoren (Valtschanoff et al., 2000). Uber die MAGuK-Proteine werden eine Reihe
cytoplasmatischer Proteine indirekt mit den NMDA-Rezeptoren assoziiert. Diese sind:
Zelladhdsionsmolekiile. Es  konnte gezeigt werden, dass das postsynaptische
Zelladhdsionsmolekiil Neuroligin an die PDZ3-Doméne von SAP90/PSD-95 bindet und
dadurch mit dem NMDA-Rezeptor co-lokalisiert (Irie et al., 1997). Adhisionsmolekiile
scheinen eine wichtige Rolle in der Synaptogenese, der Bildung neuer Synapsen zu

spielen.
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Abbildung 1.2 Proteinkomplexe der Postsynapse. PDZ-Doménen-enthaltende Proteine bilden
makromolekiilare Signalkomplexe in der Postsynapse und definieren dadurch die postsynaptische
Dichte. Zelladhdsionsmolekiile wie Neurexin und Neuroligin verbinden Pra-und Postsynapse
miteinander. In der PSD bilden PDZ-Doménen-enthaltende Proteine wie die Membran-assoziierte
Guanylatkinase Homologen (MAGuK) der SAP90/PSD95 Familie und dem Gluatamat-Rezeptor
interagierenden Protein (GRIP), Komplexe um die ionotropen Glutamat-Rezeptoren und verbinden sie
durch weitere Wechselwirkungen mit den Komponenten der Signaltransduktion (wie die neuronale
Stickstoffsynthase, nNOS) und dem Cytoskelett. Der NMDA-Rezeptor/PSD95-Komplex ist iiber
Multidoménenproteine wie die GKAP/SAPAP und die SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine mit dem
metabotropen Gluatamat-Rezeptor/Homer-Komplex verbunden. SV, synaptische Vesikel, PKA,
Proteinkinase A; PP1 Phospholipasel; ER, endoplasmatisches Retikulum; IP3R, Inositol-triphosphat-
Rezeptor; EphR, Ephrin-Rezeptor; CaMKII, Ca”*"-Calmodulin-abhingige Protein Kinase II; NSF, N-
ethylmaleimide-sensitiver Faktor; PICK1, Proteinkinase C bindendes Protein; 1-7, PDZ-Doménen 1
bis 7 von GRIP. (Einzelheiten im Text).

Komponenten des Cytoskeletts. Weitere Interaktionspartner sind cytoskelettale Elemente wie
die Mikrotubili-assoziierte Proteine CRIPT und MAP1 (Mikrotubuli-assoziiertes Protein 1),
die an den PDZ3-Domine bzw. GuK-Dominen der PSD95 Proteinfamilie binden und die
NMDA-Rezeptoren dadurch mit Mikrotubuli verbinden (Abb.1.2 ; Niethammer et al., 1998).

Komponenten der Signaltransduktion. Die MAGuK verankern zusétzlich Komponenten der
postsynaptischen Signaltransduktion an der PSD. Diese sind beispielsweise die neuronale

Stickstoffoxid-Synthase (nNOS), ein durch Calcium reguliertes Enzym, das iiber eine
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PDZ/PDZ-Domaéanen-Interaktion mit PSD-95 assoziiert ist (Brenman et al., 1996), und
Regulatoren kleiner GTPasen wie SynGAP, ein GTPase-aktivierendes Enzym fiir Ras
(rasGAP).

Interaktionspartner der GuK-Domédne sind unter anderem die SAPAP/GKAP (synapse-
associated protein-associated protein bzw. guanylate kinase-associated protein), eine Familie

von vier Proteinen, die die NMDA-Rezeptoren mit weiteren Proteinliganden verbinden.

Der AMPA-Rezeptor Komplex. AMPA-Rezeptoren sind trotz ihrer Assoziation mit SAP97
weniger fest in der PSD verankert wie die NMDA-Rezeptoren. Weiterhin bindet die
Untereinheit GluR2/3 der AMPA-Rezeptoren die GRIP/ABP-Proteine (glutamate receptor
interacting protein bzw. AMPA-receptor binding protein), die aus 6-7 PDZ Dominen
bestehen und deren Funktion bislang unklar ist (Dong et al., 1997; Wyszynski et al., 1998).
Sie spielen vermutlich eine Rolle in der Verankerung oder dem Austausch der AMPA-
Rezeptoren (Bruckner et al., 1999; Wyszynski et al.,1996). Das Konzept der Mobilitit von
synaptischen AMPA-Rezeptoren an stillen Synapsen, die durch Einfiigen von AMPA-
Rezeptoren aktiviert werden, wird diskutiert (Malenka et al., 1997).

Diese Beobachtungen zeigen, dass die MAGuK Adapter-Proteine sind, die direkt mit
synaptischen Membranproteinen interagieren, und eine entscheidende Rolle in der
Organisation der PSD spielen (Gundelfinger et al., 2000). Die Suche nach weiteren
Interaktionspartnern von Membranrezeptoren und Proteinen der PSD hat zur Identifizierung
einer neuen Familie von postsynaptischen Proteinen gefiihrt, der SSTRIP/Shank/ProSAP-
Proteinfamilie (Sheng et al., 2000), die als Hauptgeriist-Proteine der PSD angesehen und hier

ndher beschrieben werden.
1.1.1 Die /SSTRIP/ Shank /ProSAP-Proteinfamilie

Die SSTRIP/Shank/ProSAP bilden eine weitere Familie von postsynaptischen Proteinen, die
kiirzlich aufgrund ihrer Interaktion mit verschiedenen cytoplasmatischen Proteinen und
Membranproteinen von unabhidngigen Arbeitsgruppen identifiziert wurden und folglich
unterschiedlich benannt wurden. Eine Ubersicht der gebriuchlichsten Namen ist in Tabelle
1.1 gegeben. In der Arbeitsgruppe von Dr. Hans-Jirgen Kreienkamp am Institut fiir
Zellbiochemie und klinische Neurobiologie in Hamburg @rde mit Hilfe eines Hefe-Zwei-
Hybrid-Systems SSTRIP entdeckt, ein humanes Homolog zu Shankl. Dabei wurde der C-
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Terminus des Somatostatin-Rezeptors Subtyp 2 (SSTR2) als Koder eingesetzt, um eine
humane cDNA Gehirn-Bibliothek zu durchsuchen. Das gefundene Protein wurde folglich
SSTRIP fiir Somatostatin Rezeptor Interacting Protein genannt (Zitzer et al.,, 1999).
Abbildung 1.3A enthilt eine Ubersicht der bisher charakterisierten Mitglieder dieser Familie.

Tabelle 1.1 Alternative Namen der Mitglieder der SSTRIP/Shank/ProSAP Proteinfamilie

Gene/Proteine Andere Namen Ableitung der Namen/Referenzen

Shank1 SH3 domain and ankyrin repeat containing protein (Lim et

al.,1999; Naisbitt et al., 1999; Tu et al., 1999)

SSTRIP Somatostatin receptor interacting protein (Zitzer et al.,
1999a,b)

Synamon Yao et al., 1999
Spank-1 GenBank AF159046

Shank?2 ProSAP1 Prolin-rich synapse-associated protein (Bdckers et al., 1999)
CortBP1 Cortactin-binding protein (Lim et al., 1999; Du et al., 1998)
Spank-3

Shank3 ProSAP2 Prolin-rich synapse-associated protein (Bockers et al., 1999)
Spank-2 GenBank AF159047

Es handelt sich um Multidoméanenproteine, welche mehrere Spleivarianten aufweisen. Die
lingste Spleifvariante enthédlt am N-Terminus 6 bis 7 Ankyrin-Wiederholungen (repeats),
gefolgt von einer src homology 3 (SH3) -Doméne, einer PSD-95/Dlg/Z.01 (PDZ)-Domine,
einer Polyhistidine-Sequenz in der Mitte des Proteins, einer Region reich an Prolin-Resten,
die mehr als die Hilfte des Proteins ausmacht, und einer C-terminalen sterile alpha motif
(SAM)-Doméne (Abb.1.3A). Alle diese Doménen sind potentielle Protein/Protein-
Interaktionsdominen. Abgesehen von Shank2/ProSAP1, das keine Ankyrin repeats-Doméne
enthdlt, besitzen die SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine alle die gleiche Doménenstruktur.
Homologe Doménen in verschiedenen Proteinen weisen eine Identitdt von 63 bis 72% in der
Aminosduresequenz auf (Sheng et al. 2000).

Fir die SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine ist eine spezifische Lokalisierung an der
postsynaptischen Dichte von exzitatorischen, jedoch nicht inhibitorischen Synapsen durch
Immunfarbung und Immunelektronenmikroskopie kultivierter Hippocampus-Neuronen
gezeigt worden (Naisbitt et al., 1999; Bockers et al., 1999a). Eine detaillierte Auswertung der
Immunogold-Partikel zeigte auBerdem, dass die SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine in ca. 30 nm
Abstand von der Membran in der PSD konzentriert sind und damit unterhalb von PSD-95 (5-
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10 nm) liegen, bei einer durchschnittlichen PSD-Dicke von 40-50 nm (Naisbitt et al., 1999).
Die dendritische Lokalisierung ihrer mRNA konnte nachgewiesen werden (Zitzer et al.,
1999). Da die Proteinsynthese-Apparatur in den Dendriten vorhanden ist (Tiedge et al., 1996),
deutet dies auf eine dendritische Translation der mRNA der SSTRIP/Shank/ProSAP als

Antwort auf eine lokale Stimulierung hin.

Bis jetzt sind vier alternative Spleifistellen in SSTRIP/Shankl und ProSAP1/Shank2 sowie
eine in ProSAP2/Shank3 identifiziert worden. Die meisten davon liegen zwischen
Proteindoménen (Bockers et al. 1999a; Lim et al., 1999; Yao et al., 1999; Zitzer et al., 1999a).
Abbildung 1.3A gibt eine Darstellung dieser Stellen wieder. Die meisten SpleiB3stellen
enthalten kurze Abschnitte zusitzlicher Aminosiduren, andere weisen alternative Start- oder
Stop-Codons auf. Bisher wurden keine Isoformen von ProSAP1/Shank?2 identifiziert, die eine
Ankyrin repeats-Doméne besitzen. Die funktionelle Relevanz des alternativen Spleiflens ist
noch unbekannt, das Vorhandensein von alternativen Start-/Stop-Codon deutet jedoch auf
eine mogliche Regulation der Doménenstruktur und folglich der Proteinwechselwirkungen
der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine durch alternatives Spleiflen hin.

Alle drei Gene zeigen unterschiedliche Expressionsmuster. In der Ratte kommt
SSTRIP/Shankl mRNA fast ausschlieBlich im Gehirn vor. ProSAP1/Shank2 mRNA wird
stark im Gehirn exprimiert, kommt aber auch in der Leber und in der Niere vor.
ProSAP2/Shank3 dagegen wird stark im Herzen und weniger im Gehirn exprimiert (Lim et
al., 1999; Yao et al., 1999; Zitzer et al. 1999a; Du et al. 1998). Im Gehirn findet sich eine
iiberlappende Expression aller drei Mitglieder der SSTRIP/Shank/ProSAP-Familie vor allem
im Cortex und im Hippocampus. Immunoblot-Analysen unter Verwendung von
Shank1/SSTRIP-  oder  Shank2/ProSAPI1-spezifischen = Antikdrpern  haben  eine
bemerkenswerte Komplexitit der SSTRIP/Shank/ProSAP-Polypeptide im Rattengehirn
offenbart. Es wurden Proteine zwischen 120 kDa und 260 kDa detektiert (Bockers et al.,
1999a; Du et al., 1998; Lim et al., 1999; Naisbitt et al., 1999; Tu et al., 1999).

Fir die meisten Doménen der SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine wurden bereits
Bindungspartner charakterisiert. Allerdings bleibt die funktionelle Bedeutung dieser
Interaktionen zum grofiten Teil noch unklar. Durch die zahlreichen Interaktionen ihrer
Domidnen  stehen die = SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine  in  Verbindung  mit
Zelloberflachenrezeptoren, dem Cytoskelett, Molekiilen der Signaltransduktion und einem
Element, das an verschiedenen Formen der Endo- und Exocytose sowie des

Membranaustausches beteiligt ist.
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Abbildung 1.3 A. Doménenstruktur und Spleilisoformen der SSTRIP/Shank/ProSAP

Proteine. Die SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine werden durch ein spezifisches Muster hoch-konservierter
Protein-/Protein-Interaktions-Doménen definiert: Am N-Terminus befinden sich 6-7 Ankyrin repeats (ANK),
gefolgt von einer SH3 (src homology)-Doméne und einer PDZ (PSD95/DLG/Z0O-1)-Doméne. Bisher ist es
unklar, ob Isoformen von Shank2/ProSAP1 existieren, die eine Ankyrin repeats-Doméne besitzen. Der C-
Terminus ist durch zahlreiche prolinreiche Motive charakterisiert. Eines dieser Motive, ppl genannt vermittelt
bei ProSAP1/Shank2 und ProSAP2/Shank3 die Wechselwirkung mit Cortactin. Am C-terminus besitzen alle
Mitglieder eine SAM (sterile alpha motif)-Domine. Die SSTRIP/Shank/ProSAP-Gene unterliegen zahlreichen
alternativen Spleilen und/oder besitzen alternative Start-/Stop-Codons, die zu verschiedenen Isoformen fiihren.
Die bisher identifizierte Spleifistellen sind mit Pfeilen markiert.

B. Protein/Protein-Wechselwirkungen der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteinfamilie

Die SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine sind ein Hauptbestandteil der PSD. Die PDZ-Doméne interagiert mit
zahlreichen synaptischen Proteinen wie dem Somatostatin-Rezeptor Subtyp 2 (SSTR2), dem CIRL-Rezeptor
(calcium independent receptor for latrotoxin) und den GKAP/SAPAP-Proteinen. Eine prolinreiche Region von
Dynamin-2 interagiert mit einer serinreichen Sequenz der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine. In der prolinreichen
Region interagieren die SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine mit Homer und Cortactin. Die Interaktion mit
Cortactin verankert den gesamten Komplex am Aktin-Cytoskelett. Die Doménen, fiir die noch keine
Bindungspartner identifiziert wurden, sind mit einem Fragezeichen gekennzeichnet.

10



Einleitung

Aufgrund ihrer subzelluldren Lokalisierung im tieferen cytoplasmatischen Teil der PSD und
ithrer zahlreichen Interaktionen mit unterschiedlichen Proteinen, werden die
SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine als Haupt-Geriistproteine der PSD angesehen (Sheng et al.,
2000).

Verbindung zum NMDA-Rezeptor/PSD95 Komplex

PDZ-Domiine. Die Interaktion der C-Termini der SAPAP/GKAP-Proteine mit der PDZ-
Doméne der SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine ist die am besten charakterisierte
Wechselwirkung der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine. Da SAPAP/GKAP mit PSD-95
interagiert, werden die SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine dadurch mit dem NMDA-
Rezeptor/PSD95-Komplex verbunden (Bockers et al., 1999b; Tu et al. 1999).
Uberexpressionexperimente zeigen, dass diese Interaktion fiir die synaptische Lokalisierung
der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine wichtig sein konnte (Sheng und Kim, 2000). Die PDZ-
Domine der SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine interagiert zudem mit dem Somatostatin-
Rezeptor Subtyp 2 (SSTR2), dem CIRL-Rezeptor (Calcium Independent Receptor for o-
Latrotoxin) und mGluR1 (Zitzer et al., 1999; Tu et al., 1999; Kreienkamp et al., 2000). Diese
Interaktionspartner weisen an ihren C-Termini die Consensussequenz X-T/S-X-L/I auf, die
von der PDZ-Doméne erkannt wird.

Verbindung zum mGlu-Rezeptor Komplex

Die prolinreiche Region: Bis jetzt wurden drei Interaktionspartner filir die prolinreiche
Region identifiziert. Prolinreiche Motive sind hdufig Bindungstellen fiir SH3-, EVH1- und
WW- Doménen. Homer, enthélt eine einzige EVH1-Domine, die die Sequenz PPXXF der
Zielproteine erkennt. Homer interagiert direkt mit SSTRIP/Shank]l und ProSAP2/Shank3,
wobei die Sequenz -LVPPPEEFAN- von ProSAP2/Shank3 fiir die Bindung sehr wichtig ist.
ProSAP1/Shank?2 enthélt potentielle Bindungsstellen fiir Homer, eine direkte Interaktion muf3
jedoch noch experimentell iiberpriift werden. Die Homer-Proteine bilden multivalente
Komplexe, die an mGluRs der Gruppe I (mGluR1a, und 5) binden. Homer verbindet den
Phospholipase-C gekoppelten mGIluR mit seinem Effektor, dem Inositol 1,4,5-triphosphat
(IP3)-Rezeptor, der eine effiziente Freisetzung von Calcium aus intrazelluliren Speichern in

das Cytosol nach Aktivierung des mGlu-Rezeptors, einleitet.

In dem vorangegangenen Kapitel wurde fiir die NMDA- und AMPA-Rezeptoren, Proteine
beschrieben, die diese Rezeptoren in der PSD clustern. Die Wechselwirkung von
SSTRIP/Shank/ProSAP mit Homer ermoglicht den mGluRs die Verankerung in der PSD
durch ihre Verbindung mit dem NMDA-Rezeptor/PSD95-Komplex. Die Homer-

11
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SSTRIP/Shank/ProSAP-Interaktion konnte daher fiir die Synaptogenese von Bedeutung sein.
Zudem erlaubt sie eine rdumliche Ndhe zwischen den verschiedenen GluRs, die fiir ihre
kooperative Funktionen wie beispielsweise die Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) oder
Phospholipase C (PLP C) wichtig ist. Die SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine vernetzen somit
die mGluRs, Homer und den NMDA-Rezeptor/PSD-95 Komplex in der PSD und spielen
dadurch eine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion sowohl von mGluRs als auch

NMDA-Rezeptoren (Tu et al., 1999).

Dynamin ist eine 100 kDa groe GTPase, die an der Endocytose und anderen Aspekten des
Membranaustausches beteiligt ist (Obar et al., 1990). Fiir die Isoform 1 von Dynamin konnte
eine wichtige Rolle bei der Rezyklisierung der synaptischen Vesikel gezeigt werden. Die
prolinreiche Domédne von Dynamin 2 interagiert mit einer Teilregion von SSTRIP/Shankl,
die 188 Aminoséduren (Aminosduren 1603-1790) lang ist. Innerhalb dieser Sequenz ist ein fiir
die Bindung verantwortliches Motiv, das in allen drei Mitglieder der SSTRIP/Shank/ProSAP-
Proteinen sehr identisch ist (72%; Okamoto et al., 2001). Kiirzlich konnte gezeigt werden,
dass die Endocytose von Glutamat-Rezeptoren in kultivierten Hippocampus-Neuronen durch
Clathrin vermittelt wird und Dynamin-abhéngig ist (Man et al., 2000; Wang et al., 2000). Die
Bindung von SSTRIP/Shank/ProSAP an Dynamin2 konnte eine Art Sequestrieren des
Dynamins durch diese Proteine sein, um es flir die Phase von intensiven endocytotischen

Aktivitdten aufzubewahren ( Okamoto et al., 2001).

ProSAP1/Shank2 und ProSAP2/Shank3 interagieren zudem mit der SH3-Domine von
Cortactin, welches eine F-Aktin bindendes Protein und Substrat der Src Tyrosinkinase ist (Du
et al., 1998). Cortactin erkennt und bindet das Motiv -KPPVPPKP - in den ProSAP1/Shank2
und ProSAP2/Shank3-Proteinen (Naisbitt et al., 1999). Cortactin ist an der Kontaktstelle der
Zellmatrix und Lamellipodia von kultivierten Zellen sowie in Wachstumskegeln von
Neuronen angereichert (Du et al., 1998, Wu et al., 1993). Cortactin bewegt sich an der
Zelloberflache in einer Wachstumsfaktor- und Rac-abhéngigen Art und verteilt sich in den
Synapsen um, als Antwort auf eine Glutamat-Stimulierung (Weed et al., 1998; Nasibitt et al.,
1999). Es spielt dadurch vermutlich eine wichtige regulatorische Rolle fiir das Aktin-
Cytoskelett im Zellcortex und den dendritischen Dornen. Cortactin verbindet die
SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine mit Aktin, das als Hauptbestandteil des Cytoskeletts in den

dendritischen Dornen gilt.
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Fiir die SAM-Domine der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine ist eine Dimerisierung mit der
SAM-Doméne weiterer SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine in vitro gezeigt worden (Naisbitt et
al.,, 1999). Die SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine konnen Homo- und mdglicherweise auch
Heterodimere mit anderen SSTRIP/Shank/ProSAP Proteinen bilden, welches ihre Funktion

als Gertistproteine unterstreicht.

Durch ihre Wechselwirkung mit Homer und SAPAP/GKAP verbinden Die SSTRIP/
Shank/ProSAP-Proteine, die NMDA- und mGLuR-Rezeptoren strukturell und
moglicherweise auch funktionell miteinander. Eine direkte Verbindung des AMPA-
Rezeptor/GRIP-Komplexes mit dem NMDA-Rezeptor/PSD95 Proteinkomplex wurde bisher
nicht beschrieben. Das AMPA-Rezeptor interagierende Protein GRIP wurde in der Literatur
als moglicher Bindungspartner der SH3-Domine der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine
postuliert, allerdings wurde diese Wechselwirkung bisher nicht weiter bestétigt. Fiir den N-
terminalen Bereich (Ankyrin repeats-Doméne, SH3-Doméne) sowie die N-terminale Halfte
der prolinreichen Region der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine wurden bislang noch keine
Interaktionspartner identifiziert. Unmittelbar vor der Ankyrin repeats-Doméne existiert ein
Bereich von ca. hundert Aminosduren, der im SSTRIP/Shankl und ProSAP2/Shank3 sehr
identisch ist und moglicherweise als Bindungsdoméne fungieren konnte. Es wire von
besonderem Interesse, die zeitliche und rdumliche Sequenz der Akkumulation der

verschiedenen Interaktionsproteine in der Synapse zu bestimmen.

SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine und morphologische Plastizitit

Synapsen sind dynamische Strukturen und es wird angenommen, dass Phdnomene wie Lernen
und Gedéchtnis direkt mit morphologischen Verdnderungen verbunden sind. Molekulare
Mechanismen, die diesen Verdnderungen zugrunde liegen, sind daher von besonderem
Interesse. In diesem Zusammenhang konnte kiirzlich durch Sala et al. (2001) gezeigt werden,
dass die Uberexpression des Shankl1-Proteines in kultivierten Hippocampus-Neuronen der
Ratten zur Reifung, und zum Wachstum der dendritischen Dornen durch selektive
VergroBerung der Dornen-Kopfen fiihrt. Die Dornfortsétze verdnderten sich zu pilzformigen
Strukturen (Mushroom). Die Anzahl der Dornfortsdtze und die Form der Dendriten wurde
dabei nicht beeinflullit. Im Gegensatz dazu verursachte eine dominant-negative Form von
Shank1 eine Abnahme der Dornenzahl und beeinflusste zudem ihre Form. Dieser Effekt der

Shank Uberexpression ist von der Bindung von Homer an Shank abhiingig, welches Anlaf zu
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der Vermutung gibt, dass das Rekrutieren des IP3-Rezeptors oder die lokale Konzentration
der kleinen GTPasen die Signale dieser morphologischen Veridnderungen darstellen. Die
Autoren konnten ebenfalls zeigen, dass die Shank1-Uberexpression zu einer Verinderung in
der molekularen und organellen Zusammensetzung der Dornfortsitze flihrte: eine Anhdufung
von [P3-Rezeptoren, Homer, GKAP, F-Aktin und zu einem geringeren Grad von PSD-95,
NR1 und GluR2/3 konnte festgestellt werden. Vor allem aber fiihrte die Uberexpression zu
einer Zunahme der Neurotransmitter-Freisetzung aus den prisynaptischen Enden. In den
vergroferten Dornfortsdtzen konnte auflerdem das Vorhandensein von mehreren Synapsen
(multisynapse spines), die vermutlich durch Teilung entstanden, festgestellt werden (Sala et
al., 2001).

Es wurde gezeigt, dass das Wachstum von dendritischen Dornen und die Teilung von
Synapsen mit dem Phdnomen der Langzeit-Potenzierung einhergeht (Engelt et al. 1999;
Maletic-Savatic et al., 1999). Diese Ergebnisse zeigen, dass die SSTRIP/Shank/ProSAP-
Proteine an den molekularen Mechanismen, die diesen Prozessen der Aktivitdts-abhdngigen

strukturellen Veranderungen zugrunde liegen, beteiligt sein konnten.
Rolle der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine in einer neurologischen Erkrankung

Das ProSAP2-Gen ist auf dem Chromosom 22q13.3 lokalisiert und wurde kiirzlich als ein
Kandidat fiir das neurologische Delektions-Syndrome vorgeschlagen. Diese Krankheit wurde
urspriinglich durch Watt et al. (1985) beschrieben und wird cytogenetisch durch eine
Mikrodeletion des langen Armes von Chromosom 22 charakterisiert. Das Syndrom ist mit
allgemeinen Entwicklungsstdrungen, normalem oder beschleunigtem Wachstum, Hypotonie,
starker Sprachverzogerung und milden unformigen Gesichtsziige assoziiert (Nesslinger et al.,
1994; Wong et al., 1997; Prasd et al., 2000). Auffallende Anhaltspunkte fiir einen genetischen
Zusammenhang dieses Syndroms mit einem Defekt des ProSAP2/Shank3-Genes konnten
durch Studien von Bonaglia et al. (2001) festgestellt werden. Die genetische Analyse eines
Patienten mit den klinischen Symptomen des 22q13.3 Syndroms offenbarte eine balanzierte
Translokation zwischen den Chromosomen 12 und 22, die zu einer Unterbrechung des
ProSAP2/Shank3 Gens am Exon 21 fiihrte. Die Haplo-Insuffizienz von ProSAP2/Shank3
stellt somit hochst wahrscheinlich die Ursache dieses pathologischen Zustandes dar. In
Anbetracht ihrer Rolle als Haupt-Gertiistproteine, die an dynamischen Verénderungen der
synaptischen Morphologie beteiligt sind (Sala et al. 2001), ist es nicht erstaunlich, dass
Mutationen, die die SSTRIP/Shank/ProSAP-Mitglieder betreffen, zu pathologischen

Verinderungen fiihren.
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Einleitung

Die SSTRIP/ Shank/ProSAP Proteine bilden somit eine Familie von Geriistproteinen, die die
NMDA- und mGLuR-Rezeptoren strukturell und vermutlich auch funktionell miteinander,
mit dem Aktin Cytoskelett und Proteinen der Signaltransduktion verbinden. Diesen Proteine
kommt dadurch eine entscheidende Funktion in der Organisation der PSD zu. Ihre
Uberexpression in kultivierten Hippocampusneuronen bewirkte Verinderungen in der
molekularen und strukturellen Zusammensetzung der Dornfortsétze. Sie spielen daher hochst
wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der synaptischen Plastizitit und somit bei
Phdnomenen wie dem lernen und dem Gedichtnis. Die Identifizierung weiterer
Interaktionspartner der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine, insbesondere fiir ihre Ankyrin
repeats-Doméne, konnte eine noch tieferes Verstindnis ihrer Funktionsweise liefern. Die

Domaénenstruktur der Ankyrin repeats wird im folgenden beschrieben.

1.1.1.2 Ankyrin repeats-Doméne

Das Ankyrin repeat ist ein hdaufig vorkommendes Protein-Sequenzmotiv, das 1987 zuerst von
Breeden und Nasmyth (1987) als ein sich wiederholendes, 33 Aminosiure langes, repetitives
Element in den Regulatoren des Hefe-Zellzyclus Swi6p und CDC10p beschrieben wurde. Die
Entdeckung von 24 Kopien dieser repeats in dem cytoskelettalen Protein Ankyrin fiihrte dazu,
dass das Motiv Ankyrin repeats genannt wurde (Lux et al., 1990).

Ankyrin repeats kommen in unterschiedlichen Proteinen in nahezu allen Organismen vor.
Diese Proteine erfiillen aufgrund ihrer Vielfalt verschiedene biologische Funktionen und
kommen in unterschiedlichen Zellkompartimenten vor. Die Anzahl der ,,repeats* variiert von
Protein zu Protein, es sind Proteine bekannt, die nur aus Ankyrin repeats bestehen. Manche
der Proteine mit Ankyrin repeats enthalten Insertionen von nicht Ankyrin (ANK) Elementen
zwischen oder innerhalb der einzelnen repeats, wihrend andere aus reinen ANK-repeats
bestechen. Die Rolle der Ankyrin repeats in der Vermittlung von Protein-
Proteinwechselwirkungen wurde gut beschrieben. Dabei binden sie im Gegensatz zu anderen
Proteindominen, die hdufig bestimmte Sequenzmotive oder Domdnen wie der SH3- oder
SH2-Doméne erkennen, nicht an besondere Sequenzelemente und bevorzugen auch nicht
bestimmte Klassen von Zielproteinen.

Strukturelle Organisation

Ankyrin repeats bestehen aus antiparallelen o-Helix-Paaren, die Seite an Seite aneinander
aufgereiht sind und durch eine Serie von dazwischenliegenden /-Faltblatt Strukturen

miteinander verbunden sind. Die ausgestreckten f-Faltblitter projizieren von den Helix-
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Einleitung

Paaren in nahezu rechten Winkeln ab. Dies fiihrt dazu, dass L-formige Querschnitte entstehen.
Diese Strukturen koénnen mit einer halboffenen Hand (cupped hand) verglichen werden, bei
der die f-Faltblatt-Stringe die Finger und die konkave innere Oberfliche, die Helix-Biindel
darstellen (Jakob et al. 1998). Die Ankyrin repeats konnen folglich als f-Faltblatt-Helix-

Schleife-Helix (/4 a,) Struktur definiert werden.

} 1|0 Z‘O 3]0
D--G-TPLHLA---G---VV-LLL--GADVNA-

ﬂ_-_-—# Consensus 1

S Eal

(@) (b)

< o

o Fa
o) Corsenss 2

-G-TPLHLA---G---VV-LLL--GADVNA-D-

Abbildung 1.4 a) Strukturelle Organisation der Ankyrin repeats.

Eine Sicht von oben auf die Kristallstruktur von 53BP2 zeigt die Anordnung der a~Helices (Zylinder)
und der f-Faltblatter (Pfeile), die fiir die Architektur der Ankyrin repeats charakteristisch ist. Eine
einzelne repeat-Einheit ist in rot hervorgehoben. Die f-Faltblitter projektieren weg von den Helices-
Biindeln und bilden die Ankyrin-Furche. Die Furche ist durch den punktierte Bogen dargestellt
(rechtes Bild).

b) Die Consensussequenz der Ankyrin repeats-Doméne. Ankyrin repeats-Doménen werden
durch die Wiederholung eines aus 33 Resten bestehenden Sequenzmotivs gebildet. Die
Consensussequenz 1 basiert auf der in rot hervorgehobenen Struktur und definiert die Ankyrin repeat
als pya,-Struktur. In vielen Molekiilen mit Ankyrin repeats finden sich Insertionen von Sequenzen
(blaue) innerhalb des Bereiches, der Helix 2 mit dem ersten S-Faltblatt des benachbarten repeats
verbindet. Die am héufigsten vorkommenden Grenzen der repeats sind in der Consensussequenz 2
dargestellt. Die Liange eines einzigen repeats ist in beiden Consensussequenzen durch einen
schwarzen Pfeil markiert. Variationen konnen an jeder Stelle der Consensussequenz auftreten. Die
gezeigte Sequenz wurde nur gewdhlt, um die strukturelle Rolle darzustellen, die durch die
hochkonservierten Reste erfiillt wird.

Consensussequenz

Fiir die Ankyrin repeats wurde die in Abb. 1.4b gezeigte Consensussequenz identifiziert.
Diese Consensussequenz kann eine grofle Variabilitit an Aminosdure Substitutionen
aufweisen (Michaely et al., 1992; Bork et al., 1993). Bestimmte Aminosiure-Reste die
wichtige strukturelle Funktionen erfiillen, sind jedoch an spezifischen Stellen der
Consensussequenz hdufig anzutreffen. Abweichungen von der Consensus-Sequenz sind
zwischen Orthologen sehr konserviert, dies suggeriert, dass sie fiir die beobachtete
Spezifizitit der Funktion von Proteinen mit Ankyrin repeats verantwortlich sind. Die
strukturelle Rolle der konservierten Reste in den Ankyrin repeats-Doménen kann eingeteilt
werden in solche, die in der Bildung und Stabilisierung der einzelnen "repeat"-Einheiten

beteiligt sind und solche, die die Grenzflaiche zwischen den "repeats" bilden.

16



Einleitung

@ NMR- und Kristallstrukturen von bekannten Ankyrin repeats-Doménen weichen
erheblich voneinander ab. Jedoch bleibt die Grundstruktur der Ankyrin repeats trotz dieser
Variationen unveridndert. Die am héufigsten vorkommende strukturelle Variation ist die
Einfiihrung von zusétzlichen sekundéren Strukturelementen (Helices und Faltblitter), die zur
Stabilisierung der Struktur der Ankyrin repeats-Doméne beitragen.

Intermolekulare Interaktionen

Der intermolekulare Bindungmechanismus der Ankyrin repeats-Doménen mit ihren Partner-
Proteinen variiert trotz der strukturellen Ahnlichkeit des Grundgeriistes stark. Fiir die Bindung
an das Ankyrin repeat konnen die verschiedensten Oberflachen, herangezogen werden.
Innerhalb der Ankyrin repeats ist die Kontaktstelle nicht auf ein besonderes Strukturelement
beschrinkt. Die bisher bestimmten Strukturen von Komplexen haben jedoch -einige
gemeinsame Eigenschaften im Bezug auf die molekularen Interaktionen gezeigt. In den
meisten Fillen sind die nicht konservierten Reste der f-Faltblatt-Spitzen, in Analogie zur
halboffenen Hand, und im besonderen die Reste der Ankyrin repeats -Furche an der Bindung
beteiligt (Gorina et al., 1996). Dies unterstreicht die Wichtigkeit der nicht konservierten Reste
fiir die Spezifitit der Bindung und macht den Unterschied zwischen den Resten, die fiir die
Ausbildung der Grundstruktur wichtig sind, und denen, die an der Erkennung und Bindung
des Ligands beteiligt sind, deutlich.

Intramolekulare Interaktionen

Bisher ist nur eine intramolekulare Interaktion unter Beteiligung der Ankyrin repeats-
Doméne im das Protein Swi6 beschrieben worden (Foord et al., 1999). In diesem Fall
interagiert eine an der Aktivierung der Transkription beteiligte Doméne mit einer Kern-
Domine aus 5 Ankyrin repeats. Die Bindungsstelle befindet sich, in Analogie zur halboffenen
Hand, am hinteren Teil der Helices-Hand und der Finger und unterscheidet sich somit
erheblich von der beschriebenen intermolekularen Interaktion. Dabei werden zum Teil nicht
ANK-Elemente benutzt. Die Ankyrin repeats regulieren positiv und negativ die biologische

Aktivitét der flankierten Regionen und umgekehrt.
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Einleitung

1.2 Aufgabenstellung

Zu Beginn dieser Arbeit war wenig iiber die Interaktionspartner der Ankyrin repeats-Doméne
und der N-terminalen Region der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine bekannt. Daher bestand
das Ziel der Arbeit darin Bindungspartner dieser Bereiche mit Hilfe von
Affinitdtschromatographie und dem Hefe-Zwei-Hybrid System zu finden. Die detektierten
Wechselwirkungen sollten 1im weiteren Verlauf der Arbeit biochemisch durch
Coimmunprézipitationen und Bindungsversuche sowie durch Colokalisationsexperimente in
heterologen eukaryontischen Zellsystemen weiter charakterisiert werden. Durch
Coimmunprézipitationen aus Membranfraktionen von Rattengehirnen sollte dann iiberpriift
werden, ob die gefundenen Wechselwirkungen in vivo Relevanz haben. AnschlieSend sollte
versucht werden, aufzukldren, wie dieser Interaktionen innerhalb der Synapsen reguliert
werden. Diese Untersuchungen sollten zum besseren Verstindnis des strukturellen Aufbaus
der PSD und der molekularen Vorginge innerhalb der Signaltransduktion der Postsynapse

beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Feinchemikalien und Verbrauchsmaterial

Acrylamid

Agarose

Ampicilin

Bacitracin

Broad Range Proteingewichtsmarker
BCIP

Coomassie G-250
Desoxinukleotide

FCS

Ionomycin

Glutathion Sepharose 4B
H89

Leupeptin

Lysozym

NBT

Pepstatin A

PMSF

Protein A/G Sepharose
Rainbow Full Range Proteingewichtstandard
Trasylol

Trypsin

TLCK

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Ratiopharm, Ulm

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Calbiochem, Schwalbach

Serva, Heidelberg

Amersham Biosciences, Freiburg
Gibco BRL, Karlsruhe
Calbiochem, Schwalbach
Amersham Biosciences, Freiburg
Calbiochem, Schwalbach

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Calbiochem, Schwalbach

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Santa Cruz, Heidelberg
Amersham Biosciences, Freiburg
Bayer Vital, Leverkusen
Invitrogen, Life Technologies,

Serva, Heidelberg
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Verbrauchsmaterial

Dialyse-Schléduche Serva, Heidelberg

Eppendorfreaktionsgefasse und Pipettenspitzen Sarstedt, Niirnberg

Falcon Micro Test II Assay Platten Becton und Dickinson, Heidelberg
Faltenfilter Schleicher und Schuell, Dassel

Filmmaterial Kodak, Stuttgart

Filterpapier 3MM Whatman, Maidstone, UK

HybondC, Nitrocellulose Schleir und Schuell, Dassel

Sterile Plastikwaren fiir die Zellkultur Greiner, Frickenhausen und Becton

Dickinson, Heidelberg

Alle Chemikalien und Verbrauchsmaterial die nicht aufgefiihrt sind, wurden bei Merk

(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen ) bezogen.

2.1.2 Gerite

Agarosegelkammern Amersham Biosciences, Freiburg

Blotapparatur: Min Trans-Blot Transfer Cell BioRad, Miinchen

Elektrophoresekammer: ~ Mini-Protean Il Biorad, Miinchen

System

Elisa-Reader: Titertek Multiskan Plus Flow Laboratories, Mannheim
Geldokumentationsanlage Cybertech, Berlin

Heizblock: Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg
Mikroskope:

Fluovert Leitz, Wetzlar

Aristoplan Leitz, Wetzlar

LSM/Axiovert 100 Zeiss, Eching

PCR-Gerite:

GeneAmp 2400 Perkin Elmer, Foster City, USA
T-Gradient Biometra, Gottingen
PH-Meter: Calimatic 761 Knick, Berlin
Spektrophotometer Novaspec, Cambridge, England
Sterilbank Flow Laboratory, Mannheim
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UV-Tisch: UVT 28 M Herolab, Wiesloch

Zentrifugen:

Centrifuge 5415 Eppendorf, Hamburg
Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg
Minifuge T Heraus, Hanau

L7 Ultrazentrifuge Beckman, Fullerton, USA
Sorvall RC 5 B Dupont, Bad Nauheim

2.1.3 Vektoren

PcDNA 3/3A/ 6A Invitrogen, Leek, Niederlande
PGEX6P1/2/3 Amersham Biosciences, Freiburg
PGEX 4T2 Amersham Biosciences, Freiburg
PQE30 Qiagen, Hilden

PQE40 Qiagen, Hilden

PAS 2.1 Clontech, Palo Alto, CA, USA
PGBKT?7 Clontech, Palo Alto, CA, USA
PACT 2 Clontech, Palo Alto, CA, USA
PEGFPC1/C2 Clontech, Palo Alto, CA, USA
PCMV.Tag.2B/2A/2C Stratagene, Amsterdam Zuidoost, Niederlande
2.1.4 Tiere

Wistar Ratten VTH/UKE, Hamburg

NMRI Miuse VTH/UKE, Hamburg

2.1.5 Antikorper

Primire AntikOrper

Kaninchen-anti-SSTRIP, polyclonal VTH/UKE, Hamburg

Ziege-anti—Fodrin, polyclonal Santa Cruz, Heidelberg
Maus-anti-Fodrin, monoclonaler Antikdrper ~ Chemicon International, Hotheim
Peroxidase-konjugiertes anti-Kaninchen IgG ~ Amersham Biosciences, Freiburg
Maus-anti-EGFP, monoclonaler Antikorper ~ Covance Inc., Prince Town, New Jersey

Maus-anti-T7-tag, monoclonaler Antikdrper ~ Novagen,Schwalbach
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Maus-anti-Flag-tag, monoclonaler Antikérper Sigma, Deisenhofen

Maus-anti-Myc-tag, monoclonaler Antikorper Sigma, Deisenhofen

Sekundire Antikorper

Anti-Kaninchen-IgG, Peroxidase-konjugiert ~ Amersham Biosciences, Freiburg
Anti-Zieger-1gG, Peroxidase-konjugiert Amersham Biosciences, Freiburg
Anti-Kaninchen IgG, Peroxidase-konjugiert =~ Santa Cruz, Heidelberg
Anti-Maus-IgG, AP-konjugiert Dianova, Heidelberg
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Cy2 konjugiert Dianova, Heidelberg
Ziege-anti-Maus-IgG, Cy3 konjugiert Dianova, Heidelberg

2.1.6 Enzyme

T4 DNA Ligase MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
T4 DNA Polymerase MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
T4 Polynukleotidekinase MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Restriktionsendinukleasen Gibco, Invitrogen, Fermentas
Phosphatase MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.7 Bakterien- und Hefestaimme

ToplOF’ Invitrogen, Leek, Niederlande
BL21DE Invitrogen, Leek, Niederlande
CG1945 Clontech, Palo Alto, CA, USA
AH 109 Clontech, Palo Alto, CA, USA

2.1.8 Zelllinie

Humane embryonale Nierenzellen (HEK 293) ATCC, Rockville, MD, USA

2.1.9 cDNA-Banken

Humane pritransformierte cDNA Gehirnbank Clontech, Palo Alto, USA
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2.1.10 Verwendete Kits

Nucleobond AX Macherey-Nagel, Diiren

High Pure Plasmid Isolation Kit Roche Diagnostics, Mannheim
TOPO TA Cloning Invitrogen, Leek, Niederlande
Endofree Maxi Prep Kit Qiagen, Hilden

QIAEX Gel Extration System Qiagen, Hilden

2.1.11 Losungen und Medien

Acrylamidldsung: 30%(w/v) Acrylamid

0.8% Bisacrylamid
5x Agarose -Ladepuffer 30% (w/v) Glycerin

40 mM Tris/HCI, pH 8.0

0.25% Bromphenolblau
Ampicillin 100 mg/ml Ampicillin

1M Tris/HCI, pH 7.9
AP-Substratlosung 100 mM NaCl

50 mM MgCI2

0.41 mM NBT

0.38 mM BCIP

100 mM Tris/HCI, pH 9.5
Blockierlosung 5%(w/v) Milchpulver in TBS-T
Blotpuffer 192 mM Glycin

25 mM Tris

20% (v/v) Methanol

0.02% (w/v)  SDS

Coomassie-Farbelosung 50% Methanol

10% Essigséure

0.25% Coomasie Brillant Blue R-250
DOC-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 9
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Elutionspuffer

Entféarber

2x HeBS

Homogenisationspuffer A

5 x Lammli-Probenpuffer

Laufpuffer

Lysozym
Paraformaldehydlésung
PBS

1%

50 mM
20 uM
ImM

50 mM
10 mM

25%
7.5%

280 mM
50 mM
1.5 mM
10 mM
12 mM

20 mM
125 mM
10%

1 mM

1 mM
Protease

Inhibitor Mix

60 mM
100 mM
2%

10%

0.1 %

192 mM
25 mM Tris
0.1% (w/v)
10 mg/ml
4% (w/v)
137 mM
2.7 mM

Natriumdesoxycholat

Natriumfluorid

Zinkchlorid

Natriumorthovanadat

Tris/HCI pH 8.0
red. Glutathion

Methanol

Essigséure

NaCl
HEPES
Na,HPO4
KCl

Glucose

HEPES
NaCl
Glycerol
EDTA
EGTA
Complete

Tris/HCI, pH 6.8
DTT

SDS

Glycerol
Bromphenolblau
Glycin

Tris

SDS

Lysozym in ddH,O
Paraformaldehyd in PBS

NaCl
KCl
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Puffer A

Puffer B

Puffer C
Puffer D
RIPA Puffer

STE-Puffer

STET-Puffer

TAE-Puffer

TBS-T

TELT-Lysispuffer

TFB I

0.7 mM
8.8 mM

4 mM
0.32M
100 mM
10 mM
6M

Dito

Dito

150 mM
50 mM

1% (W/v)
0.5% (W/v)
0.1% (w/v)

10 mM
150 mM
1mM

50 mM

50 mM
5%

8%

100 mM

5 mM

150 mM
50 mM
0.2% (w/v)

50 mM
62.6 mM
2.5 mM
0.4% (v/v)
10 mM

30 mM

50 mM

KH,PO4
Na,HPO4
HEPES
Sucrose
NaH,PO4
Tris/HCl
Harnstoff
Puffer B
Puffer B
NaCl
Tris/HCL pH 8.0
NP-40

Natriumdesoxycholat

SDS

Tris/HCI pH 7.4
NaCl
EDTA

Proteaseinhibitoren

Tris/HCl

EDTA

Triton X-100
Sucrose
Tris/Acetat, pH 8.0
EDTA

NaCl

Tris/HCI, pH 7.9
Tween-20

Tris/HCI, pH 7.5
EDTA

LiCl1

Triton X-100
CaCl,

KOAc

MnCl,
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TFB II

Versene-Puffer

Z-Puffer

100 mM
15% (v/v)

10 mM
10 mm
75 mM
15% (v/v)

137 mM
2.7 mM
8.8 mM
0.7 mM
1 mM EDTA

10 mM

1 mM

40 mM

60 mM

0.27 % (v/v)
0.04%

Proteaseinhibitoren (Stammlésungen)

Leupeptin
Pepstatin A
Bacitracin
PMSF
TLCK

2.1.12 Medien

Medien fir die Zellkultur

HEK-293-Medium

10 mg/ml
1 mg/ml
100 mg/ml
100 mM
100 mM

DMEM mit
1g/l

5% (v/v)
100 U/ml

RbCl
Glycerin

RbCl
MOPS
CaCl,
Glycerin

NaCl

KCl
Na,HPO4
KH,PO4
EDTA

KCl
MgSO4
NaH,PO4
Na,HPO4

[-Mercaptoethanol

X-Gal.

in H,O

in EtOH

in H,O

in Isopropanol

in 1 mM HCl

Glucose

FCS, inaktiviert (30 min, 56°C)

Penicillin
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Medien fiir Bakterien

LB-Medium

LB-Amp-Platten

LB-Kan-Platten

Medien fir Hefen

YPD-Medium

SD-Medium

SD-Selektionsmedium

100 pg/ml

10 g/l

10 g/l
5¢/l

15 g/l

100 pg/ml
15 g/l

30 ug/ml

20 g/l
20 g/l
10 g/l
2%
20 g/l
6.7 g/l
2%
20 g/l
6.7 g/l
2%
100 ml/1

Streptomycin

Bacto-Pepton

NaCl

Hefe-Extrakt

Bacto-Agar in LB-Medium
Ampicillin

Bacto-Agar in LB-Medium

Kanamycin

Bacto-Agar

Difco-Pepton
Hefe-Extrakt

Glucose

Bacto-Agar
Difco-Hefe-Stickstoffbasis
Glucose

Bacto-Agar
Difco-Hefe-Stickstoffbasis
Glucose

10 x Dropout-Losung
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2.2 Methoden

Die Standardmethoden der Molekularbiologie, Proteinchemie und Zellbiologie wurden, sofern

nicht anders angegeben, folgenden Laborhandbiichern entnommen:

Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Sambrook et al. (1989) CSH, New York.

Current Protocols in Molecular Biology; Ausubel et al. (1989) Greene Publishing Associates,
New York.

Antibodies: A Laboratory Manual; Harlow und Lane (1988) Cold Spring Harbor Laboratory

Publications, New York.

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von HEK293-Zellen

Fiir Expressionsexperimente wurde die humane HEK293-Zelllinie (Human Embryonic Kidney
Cells) verwendet. Die Kultivierung erfolgte in DMEM-Medium angereichert mit 10% f6talem
Kilberserum (FCS), 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin in 10 cm?-Zellkulturschalen bei 37 °C
und 5% CO;. Zum Umsetzen konfluenter Zellen wurde das Medium abgenommen, die Zellen
mit Versene-Puffer gewaschen und 2 min in 1 ml 0.25% Trypsin inkubiert. Die enzymatische
Reaktion wurde durch Zugabe von Kulturmedium gestoppt. AnschlieBend wurden die Zellen
mit Hilfe einer Pipette dissoziiert und in frischem Medium in einer Verdiinnung von bis zu

1:20 auf neue Kulturschalen verteilt.

2.2.1.2 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Am Tag vor der Transfektion wurden die HEK293-Zellen umgesetzt. Die transiente
Transfektion erfolgte nach der Kalziumphosphat-Methode (Kreienkamp et al., 1994). Zu 5-10
g Plasmid-DNA wurden 64 4l einer 2 M CaCl,-Losung gegeben und das Volumen mit
sterilem Wasser auf 500 ul gebracht. In einem 15 ml Greiner-Gefdl wurden 500 gl HeBS
Losung vorgelegt und das DNA/CaCl,-Gemisch langsam dazugetropft, wobei gleichzeitig mit

Hilfe einer Pasteurpipette Luftblasen in der Losung erzeugt wurden. Diese Mischung wurde
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mit Hilfe einer Pipette vorsichtig auf die Kulturschale getropft. Nach einer Inkubation von 3-
12 h wurde das Medium gewechselt und die Zellen weitere 1-2 Tage kultiviert. Die
transfizierten Zellen wurden entweder fiir einen immuncytochemischen Nachweis oder fiir die

Immunprézipitation verwendet.

Fiir die Immuncytochemie wurden transient transfizierte HEK-Zellen auf zuvor mit Poly-D-
Lysin beschichteten Deckgldschen in 24-Loch-Zellkulturschalen kultiviert. Dazu wurde das
Medium von der Platte abgesaugt, die Zellen einmal mit Versene-Puffer gewaschen, mit 2 ml
Trypsin-Losung von der Platte gelost und in 10 ml Medium aufgenommen. Nach der
Zentrifugation (700 x g, 2 min, 4°C) wurde das Zellsediment in 10 ml Kulturmedium

aufgenommen und die Zellen wurden in einer geeigneten Dichte ausgesit.

2.2.1.3 Zellfixierung fiir die Immuncytochemie

Das Kulturmedium wurde mit gleichen Volumen eiskalter 4%iger Paraformaldehydldsung
versetzt und 3 min auf Eis inkubiert. Nach dem Absaugen folgte eine zweite Inkubation mit
4% Paraformaldehydlosung fiir 3 min. Die Zellen wurden anschlieend dreimal mit kaltem
PBS gespiilt und fiir 3 min mit 0.1% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Nach einem
weiteren Waschschritt wurden die Deckgldchen 1h mit Blockierlosung (2% FCS in PBS)
inkubiert, um unspezifische Bindungstellen abzuséittigen. Daran schlof3 sich eine 1-stiindige
Inkubation bei 37 °C mit dem entsprechenden ersten Antikorper verdiinnt in Blockierlosung
an. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte eine 1-stiindige Inkubation mit dem
jeweiligen Fluoreszenzmarkierten Sekundirenantikorper in entsprechender Verdiinnung in

Blockierldsung.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur enzymatischen Amplifikation von DNA

angewendet. Ein Standardansatz sah wie folgt aus:
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Matrizen cDNA 100-200 ng

Oligonukleotid 1 50 pmol
Oligonukleotid 2 50 pmol
Desoxyribonukleotide 400 uM
10 x Puffer 10 pl
MgCl,

ddH»0 ad 100ul Ad 100 pl
Taq Polymerase 1-2U

Das PCR-Programm war abhingig von der Schmelztemperatur (Tm) der eingesetzten
Oligonukleotide sowie der Linge des erwarteten Produktes und des Temperaturoptimums der
verwendeten Polymerase.
Die Schmelztemperatur 148t sich wie folgt abschétzen:

Tm = 4(G+C) + 2(A+T)
Die bendtigte Anlagerungstemperatur liegt 5°C unter der Schmelztemperatur.

Ein Standardprogramm ist hier wiedergegeben:

Reaktion Temperatur (°C) Dauer Anzahl der Zyklen
Pradenaturierung 94 4 min 1

Denaturierung 94 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide  53-60 30 sec } 30.-35
Elongation 72 30 sec-3 min

AbschlieBende Elongation 72 5 min 1

Die PCR-Produkte wurden entweder zuerst in den T/A-Klonierungsvektor TOPO II kloniert
und anschlieend umkloniert oder direkt in dem gewiinschten Vektor kloniert. Dazu wurden
sie mit Isopropanol gefillt, mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut, aus dem
Agarosegel mit Hilfe des Gelextraktionskits QIAX II-Kit isoliert und fiir die Ligationsreaktion

eingesetzt.

2.2.2.2 DNA-Gelelektrophorese

Zur Analysen von DNA-Priparationen, Restriktionsansédtzen, PCR-Produkten und zur
Isolierung von cDNA-Fragmenten wurde die DNA in Agarosengelen aufgetrennt. Die Agarose

wurde in 1 x TAE-Puffer, der auch als Laufpuffer diente, geschmolzen und mit 0.5 xg/ml
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Ethidiumbromid versetzt. Die Detektion der Banden erfolgte mit Hilfe eines 356 nm- UV

Leuchtisches.

2.2.2.3 Isolierung von DNA-Molekiilen aus Agarosegelen

Nach Auftrennung der DNA in Agarosegelen wurden die DNA-Fragmente der gewiinschten
GroBe auf dem UV-Tisch mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit dem QIAEX
Gelextraktions-System (Qiagen) entsprechend dem Herstellerprotokoll aus dem Gel isoliert.

2.2.2.4 Restriktionsverdau von DNA

Plasmid-DNA oder PCR-Produkte wurden mit entsprechenden Enzymen nach
Herstellerangaben verdaut. Die Enzymreaktionen wurden durch Zugabe von DNA-Ladepuffer

gestoppt und die DNA auf einem Agarosegel analysiert.

2.2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

In einem Ligationsansatz wurden 10-100 ng Vektor mit den dreifachen molaren Mengen an
DNA-Fragment mit Hilfe von 1U T4 DNA-Ligase entweder 3 h bei RT oder ii.N. bei 16 °C
ligiert. PCR-Produkte mit A-Uberhiingen wurden mit dem TOPO II System nach
Herstellerangaben in den TOPO II Vektor kloniert.

2.2.2.6 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Herstellung kompetenter Bakterien fiir die Transformation mit Plasmid-DNA erfolgte
nach der RbCI-Methode. Dazu wurden 5 ml einer U.N.-Kultur des verwendeten
Bakterienstammes (ToplOF") in 200 ml LB-Medium verdiinnt und bei 37 °C bis zu einer
optischen Dichte von 0.6 bei 600 nm geschiittelt. Nach Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge,
4444 x g, 5 min, 4°C) wurden die Bakterien in 60 ml TFBI resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in TFB II resuspendiert und in Aliquot von 100 z1 in

flissigem Stickstoff eingefroren.
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2.2.2.7 Transformation

20 gz Ligationsansatz bzw 10-50 ng Plasmid-DNA wurden zu 100 gz kompetenten Zellen
pipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden fiir 70 sec einem Hitzeschock bei 42
°C ausgesetzt, 1 min auf Eis inkubiert und in 400 gl LB-Medium aufgenommen. Der Ansatz
wurde flir 50-60 min bei 37°C inkubiert und auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte 1i.N. bei 37 °C.

2.2.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fiir eine Minipriparation von Plasmid-DNA wurden 5 ml LB-Medium, dem das entsprechende
Antibiotikum zugegeben wurde, mit einer Bakterienkolonie angeimpft und 1i.N. bei 37 °C
geschiittelt. Davon wurden 1.5 ml abzentrifugiert (2 min, 20800 x g, Eppendorf-Zentrifuge)
und die Plasmid-DNA nach der Methode der Telt-Lyse (Homes und Quigley, 1981) isoliert.
Der DNA-Niederschlag wurde in 50 g1 Wasser aufgenommen. Ein Aliquot davon wurde mit
Restriktionsenzymen verdaut und im Agarosegel analysiert. Plasmid-DNA, die sequenziert
werden sollte, wurde zunichst einmal mit zwei Volumen Phenol/Chloroform und ein zweites
mal mit einem Volumen Chloroform extrahiert. Das Extrakt wurde dann mit einem Volumen
Isopropanol versetzt und zentrifugiert (30 min, 4°C, 20800 x g, Eppendorf-Zentrifuge). Der
Niederschlag wurde in Wasser aufgenommen und ein Aliquot davon fiir die Sequenzierung
verwendet.

Fiir eine Retransformation von Hefen wurde die Plasmid-DNA-Isolierung mit Hilfe des High
Pure Plasmid Isolation KITs durchgefiihrt.

Zur Isolierung groBerer Mengen Plasmid-DNA wurde der KIT von Nucleobond AX 100 oder
AX 500 verwendet. DNA zur Transfektion von Primdrneuronen wurde mit Hilfe des Endofree-

Maxi-Prep-Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert.

2.2.2.9 Automatische DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden vom Servicelabor des Institutes durchgefiihrt. Die
Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977) mit Hilfe des Taq
Dye Primer Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems, Heidelberg). Dazu wurden 500 ng
gereinigte Plasmid-DNA eingesetzt. Die Sequenzanalyse erfolgte auf dem Modell 370A DNA-
Sequencing System (Applied Biosystems, Heidelberg).

32



2.2.3 Das Hefe-Zwei-Hybrid-System

Die Durchfiihrung des Hefe-Zwei-Hybrid-Screens erfolgte nach dem Protokoll
,,Pretransformed Matchmaker libraries, User Manual*“ von Clontech. Benutzt wurde die in den
Hefe-Stamm  Saccharomyces cerevisiae Y187 prétransformierte c¢DNA-Bibliothek von
Clontech. Fiir die Transformation des Koderplasmids wurden die Hefe-Stimme AH109 und
CG1945 verwendet. Die Hefe-Stimme (AH109 und Y187) sind Tryptophan-, Leucin-,
Adenin- und Histidin-defizient (Trp-, Leu-, Ade- His-).

2.2.3.1 Prinzip der Methode

Das Gal4-Protein ist ein Aktivator der Transkription mit zwei essentiellen Doménen: eine am
N-Terminus lokalisierte DNA-Bindungsdoméne (BD) und die andere am C-Terminus
lokalisierte DNA-Aktivierungsdoméne (AD). In Gal4-basierten Hefe-Zwei-Hybrid-Systemen
wird die cDNA des Proteins fiir welches Bindungspartner gesucht werden, in Fusion mit der
DNA-Bindungsdoméne exprimiert, wohingegen andere Gene oder cDNA der Bibliothek in
Fusion zur Gal4-DNA-Aktivierungsdoméne exprimiert werden. In der Hefe kommt es zur
Synthese der Proteine der eingesetzten Gene. Bei der Interaktion eines Proteins der cDNA-
Bibliothek mit dem Kdder-Protein wird das Gal4 rekonstituiert und an den Gal4-Promotor
gebracht, was zur Transkription der Reportergene (in diesem Fall ADE2, HIS3, Mell, LacZ)
fithrt (Abb. 2.1). Die Ade- und His3-Reportergene codieren fiir Enzyme, die an der Histidin-
bzw Adeninsynthese beteiligt sind. Dies ermoglicht den Hefe-Zellen das Wachstum auf
Selektionsmedien ohne Adenin und/oder Histidin. Die MEL1- und LacZ-Genprodukte o-

Galaktosidase bzw f-Galaktosidase ermdglichen eine Farbselektion.

DNA-AD

DN

Transkription

DNA-BD

-

Abbildung 2.1 Prinzip des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems
Das Hybrid I besteht aus der Gal4-BD, fusioniert mit dem Koéderprotein, Das Hybrid-Protien II setzt sich aus der
Gal4-AD und variablen Proteinanteilen zusammen. Eine Interaktion des Kdderproteins mit dem Hybridprotein I1

ergibt einen funktionellen Transkriptions-Aktivator, der zur Expression der Reportergene fiihrt.
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2.2.3.2 Transformation von Hefe-Zellen

50 ml YPD- oder SD-Medium wurden mit 1-2 Kolonien AH 109 oder CG 1945 angeimpft und
.N. bei 30 °C unter Schiitteln inkubiert. Ein Viertel Volumen dieser Vorkultur wurde zur
Animpfung einer 50 ml Kultur verwendet. Nach 3-4 h Inkubation bei 30 °C wurden die Zellen
3 min bei 1600 x g zentrifugiert (Eppendorf 5804 R), mit 25 ml Wasser gewaschen und in 3 ml
100 mM Lithiumacetat resuspendiert. Nach einer Inkubation von 10 min bei 30 °C wurde das
Lithiumacetat durch Zentrifugation entfernt und zu einem Zehntel des Zellsedimentes folgende
Losungen in der angegebenen Reihenfolge pipettiert:

240 g PEG 3350

36 pl 1M Lithiumacetat

50 g 2mg/ml Salmon Testes DNA

x ul (0.5-2 ug) Plasmid DNA

25-x gl ddH,0O

Nach dem Mischen wurde die Suspension 20 min bei 30 °C inkubiert und fiir 20 min bei 42°C
einen Hitzeschock unterzogen. Nach einer kurzen Zentrifugation (30 s, 20800 x g, Eppendorf
5417 R) wurde das Zellsediment in 0.5-1 ml ddH,O resuspendiert und ein Aliquot, gewohnlich
50 g, auf entsprechenden Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden mehrere Tagen bei 30
°C inkubiert.

2.2.3.3 Hefe-Zwei-Hybrid-screen (Mating)

50 ml SD/-Trp-Medium wurde mit einer Koder-Plasmid enthaltende AH109 Kolonie
angeimpft und ii.N. bei 30 °C inkubiert. Bei einer ODgpp von 0.8-1 wurden die Zellen 3 min bei
1600 x g zentrifugiert (Eppendorf 5804 R). Ein 1 ml Aliquot der eingefrorenen cDNA-
Bibliothek wurde in einem Wasserbad bei Raumtemperatur aufgetaut und mit dem
Zellsediment in einem 2 1 Erlenmeyerkolben kombiniert. Das Volumen wurde mit 2 x
YPD/Kan auf 50 ml gebracht und der ,,Matingansatz* ii.N. bei 30 °C unter leichtem Schiitteln
(50 rpm) inkubiert.

Nach 24 Stunden Inkubation wurde der Ansatz 10 min bei 1600 x g zentrifugiert, in 10 ml 0.5
x YPD/Kan resuspendiert und auf 40 (-Trp-Leu -Ade-His ) sowie 10 (-Trp-Leu-His mit 35
mM 3AT)-Selektionsplatten ausplattiert.
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Zur Bestimmung der Anzahl der Transformanten (Transformationseffizienz) wurden Aliquots
des ,,Matingsansatzes” in geeigneten Verdiinnungen auf -Trp, -Leu, -Trp-Leu Platten

ausgestrichen.

2.2.3.4 fGalaktosidase-Filtertest

Fiir die Durchfiihrung des f-Galaktosidase-Filtertests wurden auf drei- oder vierfach-Platten
frisch gewachsene Hefekolonien verwendet. Dazu wurde ein Stiick Nitrocellulose-Membran
fiir ca. 30 s auf die Kolonien aufgelegt und in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt, um die Zellen
aufzuschlieBen. Der Filter wurde anschlieBend auf ein mit Z-Puffer getrinktes Whatmanpapier
mit der Kolonienseite nach oben aufgelegt und bei 30 °C bis zur Blaufiarbung der Kolonien

inkubiert (30 min).

2.2.3.5 Plasmidisolierung aus Hefezellen

5 ml SD-Leu-Medium inklusive 1 ug/ml Cycloheximid wurden mit einer entsprechenden
Hefekolonie angeimpft und #i.N. bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Die Zellen wurden 10 min bei
4444 x g zentrifugiert (Eppendorf 5804R)und das Sediment in 100 1 STET-Puffer
aufgenommen. Um die Zellen aufzuschlieBen, wurden sie nach Zugabe von Glasperlen 5 min
bei 1400 rpm geschiittelt. Nach einer erneuten Zugabe von 100 gl STET-Puffer wurde der
Ansatz 5 min bei 100 °C inkubiert und anschlieBend 20 min bei 20800 x g (Eppendorf 5417R)
zentrifugiert. Zu 150 z1 Uberstand wurden 75 4l einer 7.5 M NH4OAc-Losung gegeben und
der Ansatz 1h bei —20°C inkubiert. Nach einem Zentrifugationschritt (30 min, 4 °C, 20800 x g,
Eppendorf 5417R)) wurde die DNA aus 150 zl Uberstand mit dem zweifachen Volumen
Ethanol prézipitiert. Das DNA-Prizipitat wurde in 150 #1 QX1-Puffer (Qiagen) aufgenommen
und mit 541 QIAX II gebunden. Nach dem Waschen wurde die gebundene DNA 10 min bei 50
°C mit 20 g, 10 mM Tris pH 8.0 eluiert und fiir die Retransformation von kompetenten
Bakterien verwendet.

Die Plasmidisolierung aus den Bakterien erfolgte mit dem Plasmid-Isolierungs Kit von Roche
Diagnostics entsprechend den Herstellerangaben. Ein Aliquot der so isolierten DNA wurde

sequenziert und der Rest fiir die Retransformation von Hefenzellen verwendet.

35



2.2.4 Proteinchemische Methoden

2.2.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte iiber die
diskontinuierliche Gelelektrophorese nach Lammli. Das Sammelgel enthielt 4,5 % Acrylamid
und das Trenngel 7%-15% Acrylamd, je nach GroBe der zu trennenden Proteine. Als
Laufpuffer diente einfach konzentrierter SDS-Elektrophoresepuffer. Die Proben wurden im
Auftragspuffer aufgenommen, 3-5 min gekocht und mit 100-180 V bei RT getrennt. Als
Molekulargewichtsstandard wurden die vorgefarbten Proteinmarker Broad Range (New

England BioLabs) oder Rainbow (Amersham Pharmacia) verwendet.

- Comassie-Féarbung

Nach der Elektrophorese wurden die Gele in der Farbelosung 20 min unter leichtem Schiitteln
fixiert. Die Entfarbung erfolgte i.N. auf dem Schiittler, anschlieBend wurden die Gele
getrocknet.

2.2.4.2 Western Blot Analyse (Immunoblot)

Der elektrophoretische Transfer der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran erfolgte nach dem Tank-Verfahren unter Verwendung des Mini Trans-
blot electrophoretic Transfer Cells (BioRad) oder dem Semi-Dry Verfahren (Semy Dry
Transfer Cell SD, BioRad).

Nach der SDS-PAGE wurde das Gel kurz im Blotpuffer &dquilibriert und der Blot mit
Whatmann Papier und Membran zusammengebaut. Der Transfer erfolgte bei 4°C und
konstanter Spannung (30 V #i.N. oder 100 V 1 h) bzw. bei RT, 25 V, 1 h unter Anwendung des
Semy-Dry Verfahrens.

Um unspezifische Bindungen des Antikorpers zu minimieren, wurde die Membran 30 min bei
RT in Blockierungslosung geschiittelt und anschlieBend mit dem ersten Antikorper fiir 2 h bei
RT oder i.N. inkubiert. Die Verdiinnung der Antikorper erfolgte in Blockierungslosung in
einem Verhiltnis von 1: 2000 bis 1: 10.000. Die Membran wurde dreimal 10 min mit TBS-T
gewaschen und mit dem zweiten in TBS-T 1:2500 bis 1:5000 verdiinnten Antikorper 1h bei

RT inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit TBS-T wurde die Blotmembran einmal mit
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Substratpuffer gewaschen. Die Entwicklung erfolgte im Substratpuffer unter Zugabe von NBT
und BCIP, und zwar solange, bis Banden gewiinschter Intensitit sichtbar wurden. Die
Farbreaktion wurde durch Uberfiihrung des Blots in 0.5 M EDTA gestoppt.

Bei der Verwendung eines Peroxidase-gekoppelten Sekundirantikorpers, wurde die
Blotmembran nach dem Waschen mit TBS-T in eine Filmkassette gelegt und mit
Substratspuffer fiir die Peroxidase 1 min inkubiert. AnschlieBend wurde einen Film aufgelegt

und fiir unterschiedlichen Zeiten exponiert und entwickelt.

2.2.4.3 Expression und Reinigung von Fusionsproteinen

Fiir die Expression der Proteine in Fusion mit dem (His)s-Peptid wurden die entsprechenden
cDNA-Fragmente in die Vektoren pQE30 oder pQE40 kloniert. Nach der Expression in
Bakterien wurden die Proteine iiber die Bindung an die Ni*'-Ionen der Agarose-Matrix
gereinigt.

Fiir die Herstellung von Glutathion-S-Transferase(GST)-fusionierten Proteinen wurden die
cDNA-Fragmente in den Vektoren pGEX6P1/2/3 kloniert. Die Reinigung erfolgte ebenfalls
affinitdtschromatographisch durch die Bindung der Glutathion-S-Transferase an die
Glutathion-Sepharose-Matrix.

100 ml LB/Amp Medium wurden mit einer plasmidtragenden Kolonie angeimpft und iiber
Nacht bei 37 °C auf dem Schiittler inkubiert. Am néchsten Tag wurden 200-1000 ml LB/Amp-
Medium mit dieser Vorkultur in der Verdiinnung 1:10 inokuliert und solange geschiittelt, bis
eine ODgop von 0,6-0,8 erreicht war. Die Proteinsynthese wurde durch Zugabe von 1 mM
IPTG induziert und die Kulturen fiir weitere 2-4 Stunden auf dem Schiittler inkubiert.
AnschlieBend wurden die Bakterien 10 min bei 6924 x g abzentrifugiert (Sorvall A6.14) und

das Zellsediment bei -20 °C bis zur weiteren Reinigung aufbewahrt.

2.2.4.4 Reinigung von His¢-fag-Fusionsproteinen

Das Zellsediment aus 2.2.4.3 wurde im Puffer B resuspendiert (5 ml Puffer / 250 ml Kultur)
und zur Lyse der Zellen 20 min auf dem Rotator bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Lysat 20 min zentrifugiert (Sorvall A8.24, 23750 x g) und der Uberstand auf die mit Puffer B
aquilibrierte Ni**-NTA-Agarose gegeben. Die Bindung erfolgte bei 4 °C unter leichtem
Rotieren fiir 1 h. Die Agarose wurde viermal mit Puffer B und zweimal mit Puffer C

gewaschen und die Proteine zweimal mit je 3 ml Puffer D eluiert und ii.N. dialysiert.
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2.2.4.5 Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Der Zellniederschlag aus 2.2.4.3 wurde in 10 ml STE-Puffer (10 ml/250 ml Kulturvolumen)
mit 100 gl Lysozym (10 mg/ml Stammldsung) und Proteaseinhibitoren resuspendiert. Nach 20
min Inkubation auf Eis, wurden die Proteine durch Zugabe von 2% Triton-X-100, 20 min auf
Eis extrahiert. Anschlieend wurden die Zelltriimmer durch Zentrifugation (32570 x g, 20 min,
4°C) entfernt und der Uberstand auf 1 ml mit STE Aquilibrierte Glutathion-Sepharose-Matrix
gegeben und 1 h bei 4°C rotiert. Die nicht gebundenen Bestandteile wurden durch
Zentrifugation (Eppendorf 5804R, 178 x g, 1 min, 4°C) entfernt und die Matrix viermal mit je
15 ml STE Puffer gewaschen. Gebundene Proteine wurden zweimal mit je 2 ml Elutionspuffer

von der Sepharose eluiert und gegen PBS oder Kupplungspuffer dialysiert.

2.2.4.6 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde mit dem BCA-Bestimmungskit (Pierce) durchgefiihrt. Als
Standard diente eine BSA-Losung im Bereich von 0.1-1mg/ml. Die Messung erfolgte in

Photometer bei 620 nm

2.2.4.7 Dialyse

Die Dialyse wurde zur Umpufferung von gereinigten Proteinen eingesetzt. Je nach Grofle der
Proteine wurden Dialyseschlduche mit einer Ausschlufigrenze von 3500 Da oder 12000-14000
Da verwendet. Vor ihrer Verwendung wurden die Schliuche mehrmals mit Wasser und dann
mit der entsprechenden Pufferlosung gespiilt. Die Dialyse erfolgte iiber Nacht bei 4°C gegen

1.5-5 1 Puffer, der drei- bis viermal gewechselt wurde.

2.2.4.8 Kopplung von Proteinen an aktivierte NHS-Sepharose

Ein geeignetes Volumen NHS-Sepharose-Suspension im Isopropanol wurde dreimal mit
eiskalter 1 mM HCI gewaschen. Dazu wurde die Sepharose 1 min bei 178 x g, 4°C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das zu koppelnde Protein wurde im
Kopplungspuffer (0.1 M NaHCO;, 0.5 M NaCl pH 7.8) gelost und zu dem Sdulenmaterial
gegeben. Nach dem Schiitteln wurde eine Aliquot entnommen, zentrifugiert und der Uberstand
fiir die Bestimmung der Kopplungseffizienz aufbewahrt. Die Kopplung erfolgte 3 h bei RT
oder ii.N. bei 4°C unter leichtem Rotieren. Danach wurde der Uberstand enthommen und fiir
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eine SDS-PAGE-Analyse oder HPLC-Messung (im Fall einer Peptidkopplung) zur Ermittlung
der Kopplungseftizienz autbewahrt. AnschlieBend wurden die eventuell noch vorhandenen
freien Bindungsstellen des Gelmaterials durch eine einstiindige Inkubation mit 0.1 M Tris, pH
8.0 abgesittigt. Die Sepharose wurde vier Waschzyklen alternierend mit folgenden Puffern
unterworfen:

0.1 M Tris-HCI1/0.5 M NaCl, pH 8.0; 0.1 mM NaHAc/0.5 M NaCl, pH 4.0. Zum Schluf3 wurde
die Sepharose wieder mit 0.1 M Tris-HCI, pH 8.0 gewaschen und zur Langzeitlagerung 20 %
Ethanol zugesetzt und bei 4°C aufbewahrt. Vor der Verwendung wurde die Sepharose in dem
jeweiligen Bindungspuffer dquilibriert.

Zur Ermittlung der Kopplungseffizienz wurden die entnommenen Uberstiinde vor und nach der

Kopplung mittels SDS-PAGE oder HPLC analysiert und verglichen.

2.2.4.9 Aufreinigung von Membranfraktionen aus Rattengehirnen

Fir die Coimmunprézipitationsexperimente mit Gehirnproteinen wurden
Membranpriparationen von Ratten- oder Miausengehirnen hergestellt, um die jeweiligen
Proteine anzureichern. Die Priparation bestand in einer schrittweisen Fraktionierung der
Gehirnmembranen in gesamte Membran (P2-Fraktion), synaptosomale Fraktion oder
postsynaptische Dichte.

Die Schidel von 20 adulten Ratten oder Méusen wurden gedffnet, die Gehirne vorsichtig
herausgelost und in 30-50 ml Homogenisationspuffer A auf Eis homogenisiert. Um die
Zellkerne zu entfernen, wurde das Homogenat bei 1400 x g, 4°C , 10 min (Eppendorf 5804R)
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde erneut mit 30 ml Homogenisationspuffer extrahiert (710
x g, 4°C, 10 min). Die Uberstinde wurden vereinigt und einem weiteren Zentrifugationsschritt
unterworfen (13800 x g, 4°C, 20 min), um die gesamte Membranfraktion zu isolieren. Diese
Rohfraktion (crude membrane, P2-Fraktion) wurde im Homogenisationspuffer A resuspendiert
und entweder weiter aufgereinigt oder nach der Proteinbestimmung in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei —70 °C bis zur weiteren Verwendung autbewahrt.

Die weitere Fraktionierung erfolgte iiber einen Saccharosegradienten. Dabei wurden in SW40
Zentrifugenrdhrchen je 6 ml einer 1.2 M Saccharoseldosung gegeben, und mit dem gleichen
Volumen einer 1M Losung iiberschichtet. Auf den Gradienten wurden jeweils 0.5-1 ml der
Rohmembran-Fraktion vorsichtig aufgetragen. Die Rohrchen wurden anschlieSend
zentrifugiert (Beckmann Zentrifuge, 25 000 rpm, 2 h, 4°C) und die entstehende Bande
zwischen 1.2 und 1 M Sacharose mit einer Kaniile abgesaugt. Diese synaptosomale Fraktion
wurde nach der Proteinbestimmgung bei —70°C gelagert .
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Fiir die Isolierung von PSD-Proteinen wurden die Proteine der synaptosomalen Fraktion fiir 15
min in 6 mM Tris-HCI pH 8.1, 0.16% Sucrose, 0.5% Triton X-100 solubilisiert. Nach der
Zentrifugation wurde das Sediment {iber einen Saccharosegradienten, der sich aus einer 1.5 M
und 2 M Saccharoselésung zusammensetzte, wie oben beschrieben fraktioniert. Die
Proteinbanden wurden mit einer Kaniile abgesaugt und nach der Proteinbestimmung bei —70°C

gelagert.

2.2.4.10 Isolierung von Ankyrin ssrrip-Hiss bindenden Proteinen

Um Interaktionspartner der Ankyrin repeats-Domédne von SSTRIP zu isolieren, wurde das
entsprechende cDNA-Fragment in den Vektor pQE30 kloniert und das His-tag Fusionsprotein
in Bakterien exprimiert und gereinigt. Das gereinigte Protein wurde gegen 0.1 M NaHCO5/0.5
M NaCl dialysiert. Nach der Proteinbestimmung wurden 10 mg des Proteins wie unter 2.2.4.8
beschrieben an 5 ml NHS Sepharose gekoppelt. BSA wurde ebenfalls zu 5 mg/ml an NHS-
Sepharose gekoppelt.

25 Rattengehirne wurden im Puffer A homogenisiert und die Proteine mit 1 % Triton X-100 1h
bei 4 °C extrahiert. Nach der Zentrifugation (18 000 x g, 15 min, 4°C) wurde der Uberstand
mit einem Aliquot der BSA-Sepharose iiber Nacht bei 4 °C inkubiert, um unspezifische
Bindungen an der Ankyrinssrrip-Hisg-Sepharose zu reduzieren. Die BSA-Sepharose wurde
durch Zentrifugation (2 min, 750 x g, 4°C) entfernt und 90 % des Extraktes auf die
Ankyringstrip-Hisg-Sepahrose, und 10 % auf eine frische BSA-Sepharose zugegeben. Nach
einer dreistiindigen Inkubation wurden nicht gebundene Proteine durch Zentrifugation entfernt
und die Sepharose mehrmals mit Puffer A /1% Triton X-100/0.5 % Nonidet P gewaschen. Es
folgte ein zweiter Waschschritt mit Puffer A/1% Triton X-100. Die gebundenen Proteine
wurden in zwei Schritten von der Sepharose eluiert: einmal mit Puffer A/1% Triton X-100/2.5
M Harnstoff und ein zweites Mal mit Puffer A/ 1% Triton X-100/ 4 M Harnstoff.

Die Proteine im Eluat wurden durch Zugabe von 20 % Trichloressigsdure gefillt. Nach der
Zentrifugation (20800 x g, 20 min, 4°C) wurden die Niederschlige mit Ether/Ethanol (1:1)
gewaschen und die Proteine in 100 mM Tris.HCl/1% SDS pH 8.8 aufgenommen. Die
Auftrennung der isolierten Proteine erfolgte in einem 10%igen Polyacrylamidgel. Nach der
Coomassie-Farbung wurden die Banden der angereicherten Proteinen ausgeschnitten,
entsprechend dem Protokoll mit Trypsin verdaut und fiir die massenspektroskopische Analyse

eingesetzt.
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2.2.4.11 Vorbereitung der Proben fiir die massenspektrometrische (MS) Analyse

Der Proteingehalt der spezifischen Banden wurde abgeschitzt und die Bande mit einem
Skalpell ausgeschnitten und zerkleinert; als Kontrolle diente ein Gelstlick ohne Proteinbanden.
Die Gelstiicke wurden mit destilliertem Wasser so lange gewissert, bis der pH-Wert der
Waschlosung dem des Waschwassers entsprach. Danach wurden die Proben in dem Speedvac
vollstidndig getrocknet und im wenig Verdaupuffer (50 mM Tris/HCI, pH 8.5) aufgenommen.
Nach Zugabe von Trypsin im Verhiltnis 1:10 zur Proteinmenge, wurden die Ansétze 1 h bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Gelstiicke vollstindig mit Verdaupuffer bedeckt
und ii.N. bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Am nédchsten Tag wurden die Proteine zweimal mit 10
% Trifluoressigsdure (TFA) 2 h bei 37°C extrahiert und iiber Sep-Pak-Séulchen gereinigt. Die
Sdulchen wurden zuerst mit Methanol, dann mit 0.1 % TFA &4quilibriert. Nach dem Auftragen
der Proben wurden die Sdulchen mit 0.1 % TFA gewaschen. Die Elution erfolgte mit 80%
Methanol in 0.1 % TFA. 150 gl Eluate wurden in dem Speedvac getrocknet und fiir die MS-

Analyse verwendet.

2.2.4.12 Pulldown assay mit gereinigten Fusionsproteinen

In vitro Bindungsversuche wurden durchgefiihrt, um die Interaktionen, die im Hefe-Zwei-
Hybrid-screen oder bei der Affinititsreinigung gefunden wurden, weiter zu untersuchen.
Dadurch lieB sich iiberpriifen, ob die gefundene Interaktion direkt ist oder durch ein zweites
Protein vermittelt wird.

GST-Fusionsproteine der EF-Hand oder der Spectrin repeats von a-Fodrin wurden gereinigt
und nicht von der Glutathion-Sepharose-Matrix eluiert. Ein Aliquot der Sepharose wurde
durch SDS-PAGE {iberpriift und ein geeignetes Volumen Sepharose mit 35 pg
AnkyringstripHise- in 50 mM Tris, pH 7.4/0.1 % Triton X-100 versetzt. Der Ansatz wurde 2 h
bei 4°C inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit Bindungspuffer wurden die gebundenen
Proteine durch Kochen im Lammli-Puffer eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot unter Verwendung eines anti-Ankyrin repeats-Domédnen Antikorpers in der

Verdiinnung 1:2500 analysiert.
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2.2.4.13 Immunprizipitation

Die Immunprézipitation wurde als weitere Methode zur Untersuchung der Interaktion von
Proteinen angewendet. Die Proteinkomplexe wurden aus solubilisiertem Gewebe oder
Zelllysaten mit einem spezifischen Antikorper préizipiziert und die Zusammensetzung dieser

Komplexe im Western Blot mit entsprechenden Antikdrpern untersucht.

Coimmunprdzipitation aus transfizierten HEK-Zellen

1 bis 2 Tage nach der Transfektion mit den geeigneten Plasmiden wurden die Zellen im PBS
gewaschen und in 1ml RIPA Puffer 20 min auf Eis lysiert. Die Zelltriimer wurden durch
Zentrifugation entfernt und der Uberstand mit einem Antikdrper (gegen eines der zu
untersuchende Proteine, gewohnlich 5 4l bei polyklonalen Antikorpern) fiir 1h bei 4°C rotiert.
Danach wurden 20-30 1 Protein A/G Plus Sepharose zugegeben, um die Antikdrper/Protein-
Komplexe zu prazipitieren. Dieser Schritt fand 2h oder ii.N. bei 4°C statt. Die Matrix wurde 5
mal im RIPA-Puffer gewaschen und die gebundenen Proteine durch Kochen im Ladmmli-Puffer
von der Matrix abgeldst. Die Untersuchung der Prizipitate erfolgte durch Anwendung der
Western-Blot Analyse unter Verwendung entsprechender Antikorper.

Alternativ wurde zur Prézipitation von PDZ-Doménen enthaltenden Proteine-Fragmenten der
SSTRIP/Shank/ProSAP-Familie, das C-terminale Peptid (Sequence IYIPEAQTRL) des
GKAP-Proteins verwendet, welches an NHS-Sepharose gekoppelt war. 50 zl der 50%igen
GKAP-Sepharose-Suspension wurden im RIPA-Puffer dquilibriet und zum Zell-Uberstand
gegeben. Die Inkubation fand 1.5 -2 h bei 4°C statt, danach wurde die Sepharose gewaschen

und die Proteine wie oben beschrieben weiter analysiert.

Coimmunprizipitation aus solubilisierten Gehirnmembranen

Sie wurde angewendet, um eine in vivo Interaktion von Proteinen nachzuweisen. Zunéchst
wurden die Membranproteine der Rattengehirnen im RIPA- oder DOC-Puffer solubilisiert.
Dazu wurde ein Aliquot der Membranpriparation abzentrifugiert (Eppendorf, 20800 x g, 15
min, 4°C) und der Niederschlag im gleichen Volumen RIPA- oder DOC-Puffer resuspendiert.
Nach einer 30mintitigen Inkubation bei 37 °C schlof} sich eine 30miniitige Inkubation auf Eis
unter leichtem Schiitteln an. Die nicht geldsten Bestandteile wurden durch Zentrifugation

entfernt und der Uberstand mit dem entsprechenden Antikérper fiir 2 h bei RT inkubiert. Die
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Immunkomplexe wurden durch Zugabe von 20-50 ul Protein A/G Plus Sepahrose ii.N.
prazipitiert. Nach flinfmaligen Waschen der Sepharose mit Bindungspuffer wurden die
Immunkomplexe durch Kochen in einem geeigneten Volumen Lammli-Puffer von der Matrix

abgelost und im Western Blot unter Verwendung der entsprechenden Antikorper analysiert.
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Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Identifizierung und Charakterisierung von a-Fodrin als Interaktionspartner fiir die

Ankyrin repeats-Doméne von SSTRIP und ProSAP2

3.1.1 Reinigung von Ankyringstrip-Hise bindenden Proteinen aus Rattengehirnen

3.1.1.1 Reinigung von Ankyrinssrrip-Hiss und Kopplung an NHS-Sepharose

Die Isolierung von Interaktionspartnern der Ankyrin repeats-Doméne von SSTRIP erfolgte
durch Affinitétschromatographie an einer Ankyrinssrrip-Hisg-Sepharose-Matrix. Dazu wurde
die Ankyrin repeats-Domine von SSTRIP (Aminosdurereste 189-399) wie im Methodenteil
beschrieben als His-tag-Fusionsprotein in Bakterien exprimiert, iiber Ni*'-NTA-Agarose
gereinigt und gegen Kopplungspuffer dialysiert. Eine SDS-PAGE-Auftrennung (Coomassie-
Féarbung) der verschiedenen Reinigungsschritte zeigt, dass die Expression des Fusionproteins
sich gut induzieren lie3 (Abb. 3.1, Spur 2). Die Spur des Eluats (Spur 3) enthielt neben dem
Fusionsprotein kaum Verunreinigungen durch andere bakterielle Proteine und war somit als
Affinitdtsligand geeignet. Neben dem Fusionsprotein wurde als Kontrolle auch BSA an

aktivierten NHS-Sepharose gekoppelt (2 mg/ml bzw. 5 mg/ml).

1 2 3
kDa
50 —
30 — - <4 AnkssTrip

HiS6
: 4

l ca. 27 kDa

SDS-PAGE, Coomassie-Fiarbung

Abbildung 3.1 Reinigung des Ankyringstrip Hiss-Fusionproteins. Das ¢cDNA-Fragment der
Ankyrin repeats-Domine von SSTRIP (Aminoséurereste 189-399) wurde in den Vektor pQE30 kloniert und der
E. coli-Stamm TOPF10" mit dem Plasmid transformiert. Das Hiss-fusionierte Protein wurde in TOPF10'-
Bakterien exprimiert und an Ni*'-NTA-Sepharose nach Herstellerangaben gereinigt. Spur 1, Bakterien-Lysate
vor der Induktion; Spur 2, Lyse-Uberstand nach der Induktion und Zentrifugation; Spur 3. Aliquot des

gereinigten Proteins nach der Dialyse.
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Ergebnisse

3.1.1.2 Isolierung von Anksstrip- Hisg bindenden Proteinen aus Rattengehirnextrakte

Die Anksstrip-Hise-Sepharose-Matrix wurde benutzt, um wie im Methodenteil beschrieben
(Firestein und Bredt, 1999), bindende Proteine aus Rattenhirnextrakt zu isolieren. Die
homogenisierten Gehirne (25 Stiick) wurden vor der Inkubation mit der Ankssrrip-Hise-
Sepharose zundchst mit BSA-Sepharose priabsorbiert, um unspezifische Bindungen der
Proteine an der Ankyringstrip-Hise-Sepharose zu reduzieren. AnschlieBend wurden 90% des
Proteinextrakts mit Ankgssrrip-Hise-Sepharose und 10% mit frischer BSA-Sepharose
inkubiert. Nach dem Waschen, der Elution und Féllung wurden die Proteine in Tris/HCI
Puffer (100 gd) resuspendiert. Jeweils 4 41 Eluat sowie 40 z1 Extrakt wurden mit SDS-PAGE
(Coomassie Farbung) analysiert (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2. Affinititsreinigung von Ankgstrip-Hisg-bindenden Proteinen aus

Rattengehirnextrakt. A. SDS-PAGE der Eluate mit Coomassie-Farbung. Proteinextrakte von
25 Rattengehirnen wurden mit Ankggsrrip- Hisg- oder BSA-Sepharose aufgetrennt. Nach der Elution wurden die
Proteine durch SDS-PAGE mit Coomassie-Farbung analysiert. Spur 1, Aliquot der Ankgsrrip- Hisg-Sepharose
ohne Proteinextrakt, das Fusionsprotein wird unter denaturierenden Bedingungen teilweise von der Sepharose
eluiert; Spur 2, Gehirnextrakt nach der Praabsorption mit BSA-Sepharose, 40 41 von 200 ml; Spur 3, 4 zl Eluat
der Ankggrrip- Hisg-Sepharose; Spur 4, 4 4l Eluat der BSA-Sepharose. Die Lage der Banden, die fiir die MS-
Analyse ausgeschnitten wurden, sind mit Pfeilspitzen markiert. B. Western Blot Analyse des mit der
Ankggrrip-Hisg-Sepharose affinititsgereinigten Materials mit einem anti-a-Fodrin Antikorper. 1 gL Eluat der

Ankggrrip-HisgSepharose wurde fiir die Analyse verwendet. Die Membran wurde mit einem monoklonalen anti-
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a-Fodrin-Antikdrper entwickelt. Die Detektion der Banden erfolgte mit alkalischer Phosphatase. Die
Pfeilspitzen zeigen die Positionen der a-Fodrin Bande (260 kDa) und seiner Abbauprodukte (120 und 150 kDa).

In Spur 1 wurde ein Aliquot der Ank-SSTRIP-Hisg-Sepharose ohne Gehirnextrakt
aufgetragen. Es zeigte sich, da3 das Fusionsprotein unter den fiir die Reinigung herrschenden
denaturienden Bedingungen zum Teil von der Sepharose abgeldst wird. Im Vergleich zum
Ausgangsmaterial und zur BSA-Kontrolle waren im Eluat der Ankgsstrip-Hise-Sepharose drei
Hauptbanden (ca. 250 kDa, 55 kDa, 45 kDa) sehr stark ausgeprédgt (Spur 3). Die Proteine der
250 kDa- und der 45 kDa-Bande waren im Vergleich zum Ausgangsmaterial (Spur 2) deutlich
angereichert (Spur 3). Die 250 kDa-Bande fehlte ganz in der Kontrolle (Spur 4) und im
Extrakt (Spur 2). Die 55 kDa und 45 kDa-Banden waren in der BSA-Kontrolle zwar
erkennbar (Spur 4), aber deutlich schwicher als im Eluat der Ankyrin-Hiss-SSTRIP-
Sepharose. Somit handelte es sich bei der 250 kDa-Bande um ein an die Ankyrin-Hise-

SSTRIP-Sepharose spezifisch bindendes Protein.

3.1.2 Identifizerung von o-Fodrin als Bindungspartner fiir die Ankyrin repeats-Domiine

von SSTRIP und ProSAP2

3.1.2.1 Massenspektrometrische (MS) Analyse der angereicherten Proteine

Die drei stirksten Banden des Eluats aus der Ankgssrrip- Hisg-Sepharose wurden aus dem Gel
ausgeschnitten, und mit Trypsin verdaut. Anschlieend wurden die Proben im Labor von Dr.
Christoph Weise (Berlin) mittels MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionization
time of flight)-MS-Analyse untersucht. Das Trypsin spaltet nach Arginin und Lysin-Resten
eines gegebenen Proteins, so dass sich die Produkte der Trypsin-Spaltung eines Proteins mit
bekannter Sequenz theoretisch vorhersagen lassen. Ein Vergleich der durch die
Trypsinspaltung erhaltenen und durch MS ermittelten Proteinfragmente mit der Datenbank
ermOglicht die Identifizierung des Proteins (Mass finger print-Analyse).

Eine mass finger print-Analyse der angereicherten Proteine fiihrte zu folgenden Ergebnissen:
Das 250 kDa-Protein wurde als a-Fodrin, das 55 kDa-Protein als a-Tubulin und das 45 kDa-
Protein als #-Aktin identifiziert.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Aktin ein a-Fodrin bindendes Protein ist. Da die 55 kDa-
Bande im vergleich zur BSA-Kontrolle und zur Spur des Ausgangsmaterials nicht besonders
stark war, wurde sich besonders auf Aktin und auf a-Fodrin als mogliche Bindungspartner fiir

die Ankyrin repeats-Domine von SSTRIP konzentriert. Etwa zur gleichen Zeit wurde von Dr.
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Tobias Bockers von der Universitdt Miinster unter anderem o-Fodrin als potentieller
Interaktionspartner fiir die Ankyrin repeats-Domidne von ProSAP2 in einem Hefe-Zwei-
Hybrid-screen identifiziert. Dabei setzte er die Ankyrin repeats-Domidne von ProSAP2 als
bait (Kdder) ein, um eine cDNA-Gehirnbibliothek der Ratte nach moglichen
Interaktionspartnern zu durchsuchen und identifizierte einen Klon, der die Spectrin repeats
21, 22 und die zwei EF-Hand-Motive des o-Fodrin Molekiils trug. Experimente zur
Eingrenzung des Bindebereichs, die von ihm durchgefiihrt wurden, zeigten auflerdem, dass
der Spectrin repeat 21 von a-Fodrin allein die Interaktion in der Hefe vermitteln kann. Im
weiteren Verlauf wurden mit Dr. Bockers Arbeitsgruppe die molekularbiologischen Arbeiten
(Dr. Bockers) und die proteinchemischen und biochemischen Arbeiten (unsere Arbeitsgruppe)

in Kooperation durchgefiihrt.

3.1.2.2 Western Blot Analyse des Eluats aus der Ankyringsrrip-Hiss-Sepharose

In Abb. 3.2.B ist ein Western Blot mit anti-a~Fodrin-Detektion dargestellt. Ein 14L-Aliquot
des FEluats der Ankyringstrip-Hise-Sepharose wurde nach der SDS-PAGE-Auftrennung
untersucht. Der monoklonale Antikoérper gegen das a-Fodrin erkannte das a-Fodrin (260
kDa) sowie weitere kleinere Proteine. Da flir a-Fodrin eine aktivititsabhéngige Proteolyse in
vivo nachgewiesen wurde, die zu Hauptabbauprodukten von ca. 120 und 150 kDa fiihren
(Harris et al., 1990; Lynch et al., 1984), konnen die hier detektierten kleineren Proteine
ebenfalls als Abbauprodukte interpretiert werden. Die identifizierte Wechselwirkung mufl3te

nun biochemisch weiter charakterisiert werden.

3.1.2 Weitere Charakterisierung der Interaktion zwischen a-Fodrin und der Ankyrin

repeats-Domiine von SSTRIP und ProSAP2

3.1.2.1 In vitro Bindungsversuch mit rekombinanten Fusionsproteinen der

interagierenden Doménen

Es wurde zunédchst untersucht, ob die gefundene Interaktion zwischen a-Fodrin und
SSTRIP/ProSAP2 direkt ist oder durch eine zweites Protein wie das ebenfalls identifizierte
Tubulin oder Aktin vermittelt wird. Dazu wurde ein in vitro Bindungsversuch mit gereinigten
Fusionsproteinen der interagierenden Domidnen durchgefiihrt. GST-Fusionsproteine der

Spectrin repeats 21, 22 und der EF-Hand-Doméne(GST-spec-EF) sowie alleine von der EF-
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Hand-Domine (GST-EF) aus «o-Fodrin wurden dazu nach der Reinigung nicht von der
Sepharose eluiert. Stattdessen wurden Aliquots der Sepharose direkt durch SDS-PAGE mit
Coomassie-Farbung tiberpriift, um anndhernd die gleiche Menge an Protein fiir die Bindung
zu verwenden. Ein Hisg-Fusionsprotein der Ankyrin repeats-Doméne von SSTRIP;g9.359
(Anksstrip-Hisg) wurde ebenfalls gereinigt und gegen Bindungspuffer dialysiert. Geeignete
Aliquots der GST-Fusionsprotein-Sepharose wurden mit 35 ug Ankyringstrip-Hise 2 h bei
4°C inkubiert. Nach dem Waschen wurden die gebundenen Proteine im Western Blot unter
Verwendung eines gegen die Ankyrin repeats-Doméne von SSTRIP gerichteten Antikorpers
untersucht. Die Detektion der Banden erfolgte in einer alkalischen Phosphatase-Reaktion

(Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3 In vitro Bindungsversuch mit rekombinanten Fusionsproteinen. GST-
Fusionsproteine der Spectrin repeats 21, 22, EF-Hand sowie der EF-Hand allein von Ol-Fodrin wurden mit

einem Hisg-Fusionsprotein der Ankyrin repeats-Domédne von SSTRIP inkubiert. Die gebundenen Proteine
wurden im Western Blot unter Verwendung eines anti-Ankyrin-Domédne Antikorpers analysiert. A. Spur 1,
Aliquot des Ankyringstrip-Hisg Fusionsproteins nach der Dialyse; Spur 2, Bindungsansatz mit der GST-Spec-EF
Sepharose; Spur 3, Bindungsansatz mit der GST-EF-Hand-Sepharose (Kontrolle). B.SDS-PAGE der
gereinigten GST-Fusionsproteine. Spur 1, Aliquot der GST-Spec-EF-Sepharose; Spur 2, Aliquot der GST-

EF-Hand-Sepharose, die fiir die Bindung verwendet wurde.

In der ersten Spur wurde ein Aliquot des gereinigten Ankyringstrip-Hiss-Fusionsproteins

aufgetragen. Der Antikorper erkannte bei GST-spec-EF (Spur 2) eine Bande, die auf der Hohe

der Ankyringstrip-Hise liegt. Bei der EF-Hand-Probe dagegen war keine Ankyringsrrip-Hise-

Bande nachweisbar (Spur 3). Das Ankyringstrip-Hiss-Fusionsprotein bindet somit an das

GST-Fusionsprotein der Spectrin-repeats, nicht aber an das Kontrollprotein (EF-Hand). Dies
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ist in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der Einengungsversuche, die von Dr. Tobias
Bockers im Hefe-Zwei-Hybrid-System duchgefiihrt wurden; danach wird die Interaktion von

ProSAP2 mit a-Fodrin durch das Spectrin-repeat 21 von a-Fodrin vermittelt.
3.1.3.2 Colokalisationsexperiment in transfizierten HEK-Zellen

Um eine rdumliche Ndhe zwischen a-Fodrin und SSTRIP/ProSAP2 als Nachweis einer
Interaktion zu untersuchen, wurden HEK293-Zellen mit cDNAs, die fiir a-Fodrin und ein
Fragment von SSTRIP (Aminosdurereste 1-1288, SSTRIP;.j235) kodieren, transient
cotransfiziert. Die Zellen wurden wie im Methodenteil beschrieben vorbereitet und unter dem
konfokalen Mikroskop untersucht (Abb. 3.4). Die o-Fodrin-Fluoreszenz ist links und die
SSTRIP-Immunfluoreszenz in der Mitte dargestellt. Aus der Uberlagerung beider Signale war
erkennbar, dass sie sich beinahe vollstindig liberdeckten (gelbe Farbung), was fiir eine
weitgehende Colokalisierung beider Proteine spricht. Diese Colokalisierung ist sowohl eine
Folge als auch eine Voraussetzung einer moglichen Interaktion, da nur Proteine, die rdumlich

nahe beieinander sind, in Wechselwirkung miteinander treten konnen.

J

Fodrin = Overlay

Abbildung 3.4 Colokalisierung von a-Fodrin und SSTRIP in transfizierten HEK-Zellen.

HEK Zellen wurden transient mit cDNA transfiziert, die fiir Flag-tag-a-Fodrin und SSTRIP,_j,g5 codieren. Die
linke Abbildung zeigt die Immunfirbung von Zellen die mit anti-a-Fodrin Antikdrper markiert sind (rot). Die

SSTRIP Immunfluoreszenz ist in der Mitte dargestellt und die Uberlagerung beider Signale ist rechts zu sehen.
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3.1.3.3 Coimmunprazipitation aus transient transfizierten HEK293-Zellen

Im folgenden wurde untersucht, ob beide Interaktionskandidaten in einem eukaryontischen
Zellsystem miteinander tatséchlich interagieren. Dazu wurde eine Coimmunoprazipitation mit
Zellextrakten transfizierter HEK293-Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit den gleichen
Plasmiden wie im Abschnitt 3.1.3.2 cotransfiziert. Nach der Zelllyse im RIPA-Puffer (1 ml)
wurde die Hilfte des Uberstandes nach der Zentrifugation mit 5 ug anti-a-Fodrin und die
zweite Halfte mit einem anti-Myc-tag-Antikorper als Negativkontrolle fiir 1 h inkubiert. Die
Immunkomplexe wurden mit Protein A/G Plus Sepharose fiir 2 h prazipitiert. Die Sepharose
wurde nach dem Waschen im Lammli-Puffer aufgekocht um die Proteinkomplexe abzuldsen.
Diese wurden durch Western Blot unter Verwendung eines anti-PDZgsrrip-Antikorpers

analysiert (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5 Coimmunprizipitation von «-Fodrin und SSTRIP aus transfizierten
HEK-Zellen. HEK-Zellen wurden mit cDNAs transfiziert, die fiir Flag-tag-a-Fodrin und SSTRIP codieren.
Nach der Lyse im RIPA-Puffer (Spur 1, 50 z1 Ubertand nach der Zentrifugation) wurden die Proteinkomplexe

mit einem anti Myc-Tag Antikorper (Spur 2) oder anti-a~Fodrin Antikorper (Spur 3) sowie Protein A/G Plus

Sepharose prézipitiert und im Western Blot unter Verwendung eines anti-PDZggrrip Antikorpers analysiert.

In der Spur 1 wurden 50 gzl des Zelllysats aufgetragen. a-Fodrin lieB3 sich im Zellextrakt und
in dem Prézipitat mit seinem Antikdrper nachweisen. Der anti-PDZgstrip-Antikérper erkennt

eine Doppelbande von SSTRIP; ;233 im Bereich von 160 kDa (Spuren 1 und 3). Mit dem anti-
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a-Fodrin-Antikorper lieB sich das SSTRIP ebenfalls prézipitieren (Spur 3). In der
Kontrollspur war dagegen keine SSTRIP-Bande erkennbar. Dies bedeutet, dass die in Spur 3
zu sehende SSTRIP-Bande nicht aus einer unspezifischen Anlagerung des SSTRIP-Proteins
an die Sepharose resultiert und dass a-Fodrin und SSTRIP in HEK-Zellen miteinander

interagieren.

3.1.3.4 Untersuchung der Interaktion zwischen o-Fodrin und SSTRIP/ProSAP2 in vivo

Nachweis von SSTRIP in einer P2 Membranfraktion

Um herauszufinden, ob a-Fodrin mit SSTRIP und ProSAP2 auch im Gehirn von Ratten oder
Maiusen interagiert, wurden Coimmunprézipitationen aus solubilisierten Membranfraktionen
von Ratten- und Maiusengehirnen durchgefiihrt. Dazu wurde zunidchst eine P2-
Membranfraktion von Rattengehirnen prapariert und im DOC-Puffer solubilisiert. Ein Aliquot
der Prédparation wurde durch Western Blot unter Verwendung von zwei gegen SSTRIP
gerichteten Antikorpern analysiert: ein Antiserum gegen ein His-tag-Fusionsprotein der
Ankyrin repeats-Domdne von SSTRIP und ein Antiserum gegen die PDZ-Doméne von
SSTRIP. Das Ergebnis dieser Untersuchung (Abb. 3.6) laBt erkennen, dass das Antiserum
gegen die PDZ-Doméne von SSTRIP eine Mischung verschiedener Banden erkannte, die alle
im Bereich zwischen 150 kDa und 260 kDa liegen. Dies ist in Ubereinstimmung mit
bekannten Untersuchungen (Lim et al.,1999). Interessanterweise erkannte das Antiserum
gegen die Ankyrin repeats-Domine nur die groBeren Varianten von SSTRIP im Bereich von
200 bis 260 kDa. Es ist anzunehmen, dass es sich bei diesen Varianten um solche handelt, die
eine Ankyrin repeats-Doméne besitzen und deshalb von dem anti-Ankyrin-Antikoérper
detektiert werden.

Coimmunoprdzipitation von SSTRIP und a-Fodrin unter Verwendung eines gegen a-Fodrin
gerichteten Antikorpers

Die Proteine einer synaptosomalen Membranfraktion wurden im RIPA-Puffer solubilisiert
und die Proteinkomplexe mit 5 ug anti-a~Fodrin Antikérper und Proteine A/G Plus Sepharose
prézipitiert. Die Analyse des Proteingemisches erfolgte im Western Blot unter Verwendung
des anti-PDZgsrrp und des anti-a-Fodrin Antikorpers. Als Sekundirantikdrper wurden an
alkalischen Phosphatase gekoppelte anti-Maus- bzw. anti-Kaninchen-Antikdrper eingesetzt.
Die Solubilisierung des SSTRIP-Proteins erwies sich als extrem schwierig. Es waren sehr

viele Protein-Banden im Ausgangsmaterial vor der Solubilisierung nachweisbar. Nach der

51



Ergebnisse

RIPA-Extraktion waren jedoch nur noch zwei schwache Banden sichtbar (Abb. 3.6, Spuren 1
und 2).
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Abbildung 3.6 A. Nachweis von SSTRIP in einer P2-Membranfraktion. Ein Aliquot einer P2-
Membranfraktion von Mausegehirnen wurde im DOC-Puffer solubilisiert. Die geldste Proteine wurden durch

eine 7%iges Polyacrylamidgel aufgetrennt und im Western Blot unter Verwendung eines anti-PDZgssrrip (Spur 1)

und eines anti-Ankyringstgrip (Spur 2) Antikorpers analysiert.

B. Coimmunpriizipitation von a-Fodrin und SSTRIP aus einer Membranfraktion der
Rattengehirnen. Eine synaptosomale Membranpriparation wurde im RIPA-Puffer solubilisiert. Die
Proteinkomplexe wurden mit 5 g anti- o-Fodrin Antikdrper und Protein A/G Plus Sepharose prézipitiert und im
Western Blot mit anti-PDZgstrip-Antikorper (Blot 1) und anti a-Fodrin (Blot 2) untersucht. Spuren 1 und 2, 50
1 Ausgangsmaterial vor und nach der RIPA-Extraktion; Spur 3, Prizipat. Im Prézipitat lie sich die Ankyrin

repeats-Doméine-enthaltende Variante von SSTRIP nachweisen.

Das oa-Fodrin liel sich gut im Solubilisat und im Prizipitat durch seinen Antikorper
nachweisen (Abb. 3.6, Spuren 2 und 3). Im Prézipitat konnte auBlerdem das SSTRIP
nachgewiesen werden (Spur 3). Die geringere Intensitit der SSTRIP-Bande im Prézipitat ist
darauf zuriickzufiihren, dafl das SSTRIP-Protein schlecht solubilisiert werden konnte. Es ist
bemerkenswert, daf3 bei diesem Versuch nur die groe Variante der SSTRIP-Proteine, jedoch

nicht die kleine prézipitiert wurde. Die coprizipitierte Variante enthélt im Gegensatz zu der
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160 kDa-Variante eine Ankyrin repeats-Domine (Vergleich dazu Abb. 3.6.A). Beide
Varianten waren im Ausgangsmaterial nach der Solubilisierung nachweisbar (Spur 2).
Gleichzeitig zeigt dieses Ergebnis, dass die detektierte Bande nicht aus einer unspezifischen
Anlagerung des Proteins an der Sepharose resultiert, da in diesem Fall beide Banden in der
Spur detektiert wiren. a-Fodrin und SSTRIP sind somit im Rattengehirn miteinander

assoziiert und lassen sich mit einem ihrer Antikorper kreuzweise coprizipitieren.

Coimmunprdzipitation von ProSAP2 und o-Fodrin unter Verwendung eines anti-ProSAP2

Antikérpers

Da auch ProSAP2 als Interaktionspartner von a-Fodrin gefunden wurde, wurde versucht diese
Interaktion in vivo nachzuweisen. Dazu wurde eine P2 Membranfraktion von Méusegehirnen
im DOC-Puffer solubilisiert, da die Solubilisierung im RIPA-Puffer sich schwierig erwies und
in vielen Fillen sehr wenig solubilisierte SSTRIP-Proteine beobachtet wurden (siche
vorherigen Abschnitt). Die Proteine wurden mit einem gegen den C-Terminus von ProSAP2
gerichteten Antikorper prézipitiert und das Immunprizipitat mit anti-o-Fodrin- und anti-
ProSAP2-Antikoérpern im Immunoblot untersucht. Drei fiir ProSAP2 spezifische Banden
konnten im Extrakt und im Prézipitat detektiert werden (Abb. 3.7, Blot 1, Spuren 1 und 3). -
Fodrin wurde sowohl im Ausgangsmaterial als auch im ProSAP2-Prézipitat nachgewiesen
(Blot 2, Spuren 1 und 3). Keines der beiden Proteine konnte durch einen Kontrollantikdrper
(anti c-Myc) prézipitiert werden (Blot 1 und 2, Spur 2). ProSAP2 und o-Fodrin sind somit im
Gehirn der Maus miteinander assoziiert und lassen sich mit einem gegen ProSAP2 gerichteten

Antikorper als Komplex immunprazipitieren.
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Abbildung 3.7 Coimmunprizipitation von ProSAP2 und a-Fodrin aus einer P2-

Membranfraktion von Miusegehirnen. Die Membran wurde in DOC-Puffer solubilisiert (50 z von 4

ml des Ausgansmaterials, Spur 1 von Blot 1 und 2) und mit einem Kontroll Antikérper (Spur 2) oder mit anti-

ProSAP2 Antikdrper (Spur 3) sowie Protein A/G Plus Sepharose inkubiert. Im Ausgangsmaterial und im

Prézipitat konnten sowohl ProSAP2 (Blot 1, Spuren 1 und 3) als auch a-Fodrin (Blot 2, Spuren 1 und 3) mit

ihren jeweiligen Antikorper detektiert werden. AK, Antikorper; WB, Western Blot; IP, Imunnprézipitation.
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3.2 Identifizierung einer regulatorisch-intramolekularen Interaktion zwischen dem N-

terminalen Segment und der Ankyrin repeats Region von SSTRIP und ProSAP2

Auf der Suche nach weiteren Interaktionspartnern des SSTRIP-Proteins und moglichen
Regulatoren der bisher charakterisierten Interaktionen der Ankyrin repeats-Domine wurde
der N-terminale Bereich unmittelbar vor der Ankyrin repeats-Domine als bait in ein Hefe-
Zwei-Hybrid-System eingesetzt. Das N-terminale Segment wurde gewéhlt, weil es zwischen
SSTRIP und ProSAP2 konserviert ist (57 % Identitit in der Aminosduresequenz), und
eventuell als Interaktiondomine betrachtet werden kann. Zudem konnten seine
Bindungspartner die Wechselwirkungen der benachbarten Ankyrin repeats-Domidne
regulieren. Am N-terminalen Ende des SSTRIP- und ProSAP2-Proteins existieren zwei
Methionin-Reste, deren Nukleotide als Start-Codon fungieren kdnnten. Von den zwei Codons
wurde nur das Zweite als Start-Moglichkeit in der Literatur beschrieben (Aminoséure 72). Ob
Varianten von SSTRIP und ProSAP2 in vivo vorhanden sind, die bei Methionin eins
anfangen, ist noch unbekannt. Fiir den hier beschriebenen screen wurde daher die cDNA der

Aminosiure 72-174 verwendet.

3.2.1 Yeast-Two-Hybrid screen und Eingrenzung der Bindungsdomiine in der Hefe

Die cDNA des N-terminalen Bereiches von SSTRIP (im Folgenden N-Term oder N- Segment
genannt) wurde in den Vektor pGBKT7 kloniert und das resultierende Plasmid (pGBKT7-N-
Term) in den Hefestamm AH109 transferiert. Dieses Plasmid wurde als bait eingesetzt, um
eine im Hefestamm Y187 pritransformierte humane Gehirn-cDNA-Bank in dem Vektor
PACT?2, zu durchsuchen.

Insgesamt wurden zwanzig Millionen (2x107) Klone durchmustert, davon wuchsen
dreiundzwanzig auf vierfach und dreifach-/35 mM 3-AT Selektionsplatten. Die bait-Plasmide
wurden aus den dreiundzwanzig Klonen durch Cycloheximid-Selektion entfernt und die
Plasmide der cDNA-Bibliothek nach der im Methodenteil beschriebenen Prozedur isoliert.
Nach der Co-transformation der isolierten Klone mit dem bait-Plasmid in den Hefezellen
wuchsen drei der dreiundzwanzig Klone auf vierfach Selektionsplatten wieder an. Zwei davon
farbten sich im [-Galaktosidase-Test nur schwach blau. Die Sequenzierung der hieraus
isolierten Plasmide und anschlieBende Datenbanksuche ergaben, dass sie fiir das Protein
RanBP1 kodieren. Da die Farbung im [(Galaktosidase-Test nicht besonders stark war und

RanBP in unserem Labor mehrmals als falsch-positiver Klon identifiziert wurde, wurden
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diese Klone verworfen. Ein Klon war im [Galaktosidase-Test sehr stark gefirbt, und die
Sequenzierung zeigte, dass er ein Fragment von SSTRIP (Nukleotide 487-1487) umfalite.
Dieses Fragment war am 3’-Ende mit ca. 260 Nukleotiden der 3’-UTR und des PolyA-
Schwanzes einer als Klon RP11-545p21 bezeichneten und in der Datenbank hinterlegten
humanen cDNA-Sequenz fusioniert. Es handelte sich also um einen chimiren Klon. Da der
zweite Sequenzteil nicht innerhalb des kodierenden Bereiches von Klon RP11-54p21 lag,
wurde ein neues Konstrukt des isolierten Klons ohne diesen Teil hergestellt und mit dem
bait-Plasmid fiir eine Retransformation der Hefezellen eingesetzt. Eine spezifische Interaktion
konnte zwar festgestellt werden, allerdings war diese etwas schwicher als bei dem
urspriinglichen (chimiren) Klon, was sich im langsamen Wachstum der Hefezellen auf den

Selektionsplatten zeigte (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8 Hefe-Zwei-Hybrid-Screen und Eingrenzung der Interaktionsbereiche in

der Hefe. Das N-terminale Segment von SSTRIP (Aminoséure 72-174) wurde als bait eingesetzt, um eine
prétransformierte humane cDNA-Bibliothek zu durchsuchen. Der ursprunglich-identifizierte chiméare Klon setzte
sich aus einer Teilsequenz von SSTRIP (Aminoséduren 157-489) und einem Teil der 3'-UTR sowie des Poly-A-
Schwanzes von Klon RP11-545p21 zusammen. Eine Interaktion dieses Klons mit dem N-Term-Segment bestand
in der Hefe nach Deletion des RP11-545p21-Teils. Die Deletionskonstrukte von SSTRIP und ihre Féhigkeit zur
Interaktion mit dem N-Term-bait sind dargestellt.. +++, sehr starkes Wachstum bzw. sehr starke Farbung im [3-

Galaktosidase Test; --, kein Wachstum.
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Es wurde jedoch keine Abnahme der Farbungsintensitdt im SGalaktosidase Test festgestellt.
Als Negativkontrollen wurden leere Vektoren mit jeweils einem der Konstrukte
cotransformiert, d.h. pACT2 mit pGBKT7-N-Term sowie pGBKT7 mit dem Originalklon,
wobei kein Wachstum auf den Selektionsplatten festgestellt werden konnte.

Um den Interaktionsbereich weiter einzuengen, wurden verschiedene Teilfragmente des
Originalklons mit PCR amplifiziert und in den Vektor pACT2 kloniert. Diese Konstrukte
wurden im Hefe-Zwei-Hybrid-System auf ihre Féhigkeit getestet, mit dem N-Term-bait zu
interagieren. Das Ergebnis dieses Experiments ist in Abbildung 3.8 schematisch
zusammengefasst. Keines der verkiirzten Proteine fithrte zum Hefewachstum. Eine Interaktion

in der Hefe ist somit nach der Verkiirzung des Originalfragmentes nicht mehr moglich.

3.2.2 Das N-terminale Segment interagiert intramolekular mit der Ankyrin repeats-

Region in der Hefe

Der im Hefe-Zwei-Hybrid-screen isolierte Bindungspartner des N-Segments setzte sich aus
der Ankyrin repeats-Domidne und einem Bereich von ungefdhr 90 Aminoséuren zusammen,
der zwischen der Ankyrin repeats-Domédne und der SH3-Doméne lokalisiert ist. Dieser
Interaktionsbereich wird im folgenden als Ankyrin repeats-Region bezeichnet, um ihn von
der Ankyrin repeats-Domine zu unterscheiden.

Da es sich hier um die Interaktion von zwei unterschiedlichen Bereichen des gleichen Proteins
handelte, war zu iiberpriifen, ob es sich um eine intramolekulare Interaktion -innerhalb eines
SSTRIP-Molekiils- oder eine intermolekulare Interaktion -zwischen zwei SSTRIP-
Molekiilen- handelt. Dazu wurde ein pACT2-Konstrukt hergestellt, welches die gesamten
interagierenden Bereiche (N-Segment und Ankyrin repeats-Region) umfalite: pACT-
SSTRIP72489 (= bait, SSTRIP7,.174 + Originalklon, SSTRIP;s7459). Dieser Klon wurde
zusammen mit dem N-Term-bait flir eine Cotransformation der Hefezellen verwendet. Als
Positivkontrolle diente der Originalklon SSTRIP;s7459. Als Negativkontrolle wurden leere
Vektoren mit einem der Plasmide cotransformiert. Bei einer bevorzugt intramolekularen
Bindung wiirde die Ankyrin repeats-Region des SSTRIP7,439-Molekiils durch die Assoziation
mit seinem (internen) N-Segment blockiert sein und nicht mehr fiir eine intermolekulare
Interaktion mit dem eingesetzten bait zur Verfligung stehen. Dies wiirde dazu fiihren, daf3 die
Hefezellen auf Selektionsplatten nicht wachsen konnen.

Dies war auch hier der Fall. Bei einem Einsatz von pACT2-SSTRIP;s7439 mit dem N-

terminalen bait N-Term-pGBKT7 wuchsen die Hefezellen nach der Retransformation
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erwartungsgemaf3 auf dreifach Selektionsplatten mit 10 mM 3AT. Bei pACT2-SSTRIP7,.439
hingegen wuchsen nur noch sehr wenige Klone auf den Selektionsplatten. In den
Negativkontrollen wurde kein Wachstum festgestellt. Dies deutete auf eine intramolekularen

Assoziation der interagierende Doménen miteinander hin (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9 Untersuchungen zum Bindungsmechanismus des N-Segments an die
Ankyrin repeats- Region von SSTRIP. Die Hefezellen wurden mit pPGBKT7-N-Term als bait-Plasmid
zusammen mit einem der folgenden Plasmiden transformiert: pACT-SSTRIP, 57459 dem Originalklon und pACT-

SSTRIP7,.459 dem Konstrukt, das die cDNA der gesamten interagierenden Bereiche umfaBite. Bei pACT-

SSTRIP7;.489, dem Konstrukt mit dem N-Segment wuchsen im Vergleich zu pACT-SSTRIP, ;450 nur sehr

wenige Zellen auf die Selektionsplatten.
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3.2.3 Coaffinitiitsprizipitationen (CoAP) aus HEK-Zellen

Die in dem Hefe-Zwei-Hybrid-System identifizierte Wechselwirkung wurde im Weiteren in
einem Zellsystem hoherer Eukaryonten untersucht. Dazu wurden Coprizipitationen mit
rekombinanten Fusionsproteinen aus HEK-Zellextrakten durchgefiihrt. Zunichst wurden die
cDNA der interagierenden Doménen in eukaryontische Expressionsvektoren kloniert und
HEK-Zellen damit transfiziert. Es wurden Vektoren verwendet, die fiir Epitop-Tags kodieren,
fiir die es kommerziell verfiigbare Antikorper gibt. Eine Zusammenstellung der filir diese
Experimente verwendeten Konstrukte und ihrer jeweiligen Tags gibt Abbildung 3.10 A
wieder. Es wurden Konstrukte hergestellt, die die PDZ-Doméine enthalten, diese bindet an den
C-Terminus von GKAP/SAPAP. Diese Bindung wurde fiir die Coprézipitations-Experimente
genutzt. Ein C-terminales GKAP-Peptid aus zehn Aminosduren (IYIPEAQTRL) wurde
synthetisiert (Fa. Genemed, USA) und an NHS-Sepharose gekoppelt. Die GKAP-Sepharose
wurde flir die Prizipitation der SSTRIP/ProSAP-Konstrukte mit PDZ-Domédnen verwendet.
Die GKAP-SSTRIP/ProSAP-Interaktion ist stark genug, um die bei dem Experiment
herrschenden stringenten Bedingungen zu iiberstehen und gleichzeitig eine Coprézipitation
der interagierenden Proteine zu ermoglichen (Coaffinitatsprizipitation; Abb. 3.10 B).

Fiir die nachfolgenden CoAP-Experimente wurden die HEK-Zellen nach der Transfektion im
RIPA-Puffer (1 ml) lysiert und 20 min zentrifugiert. Fiir die Untersuchung des Calcium-
Einflusses wurden die Zellen vor dem Ernten mit lonomycin (14 M) oder H89 (einem
Kinaseinhibitor, 35 pM) fiir 3-4 h bei 37 °C inkubiert. Der benutzte RIPA-Puffer enthielt im
Fall einer Behandlung mit Ionomycin 4 mM Calcium und kein EDTA. Der Zell-Uberstand
wurde mit 50-60 g einer 50%igen GKAP-Sepharose Suspension 1,5-2 h bei 4°C inkubiert.
Nach dem Waschen wurde die Sepharose im Lammli-Puffer 10 min aufgekocht, um die
Proteinkomplexe abzulosen. Diese wurden in 8-15%igen SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt, auf Blotmembranen iibertragen und mit Antikdrpern gegen die entsprechenden
Tags detektiert. Ein Drittel des GKAP-Prézipitats wurde fiir den Nachweis von prizipitierten
Erstproteinen verwendet. Der Rest wurde flir die Detektion der coprézipitierten Proteine
benutzt. Der Sekundirantikorper war an Peroxidase gekoppelt und die Entwicklung der

Signale erfolgte mit dem ECL (enhanced chemiluminescence)-System.
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Abbildung 3.10 A) Zusammenstellung der fiir die CoAP-Versuche verwendete SSTRIP-
und ProSAP2-Konstrukte. Fiir die Coaffinitétsprizipitation wurden die gezeichnete cDNA-Abschnitte in
den angegebenen Vektoren kloniert. Die Bezeichungen der Plasmiden ist in der rechten Spalte angegeben. Die
tiefgestellte Nummer bei den Namen geben die Positionen der ersten bzw der letzten Aminosdure an.

B) Prinzip der Coaffinitiatsprizipitation. Ein synthetisches Peptid der C-terminalen zehn
Aminosduren (Sequenz IYIPEAQTRL) des GKAP-Proteins wurde an NHS-Sepharose gekoppelt und fiir die
Préazipitation von PDZ-Domaénen enthaltenden SSTRIP- und ProSAP-Fragmenten eingesetzt. GKAP bindet stark
und spezifisch an die PDZ-Domidne der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine und ermdglicht dadurch die
Coprézipitation von Proteinen, die an SSTRIP/Shank/ProSAP gebunden sind (CoAP).

3.2.4 Das N-Segment von SSTRIP bindet an die Ankyrin repeats-Region in HEK-Zellen

HEK-Zellen wurden mit Plasmiden cotransfiziert, die fiir das N-Segment (pEGFP-NTermy,.
174) sowie fiir verschiedene SSTRIP-Fragmente kodieren: SSTRIPi95774, startet an der
Ankyrin repeats-Domidne, SSTRIP;30.774 startet in der Mitte der Ankyrin repeats-Doméne und
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SSTRIPss1.774 bei der SH3-Doméne. Die cDNA der SSTRIP-Proteine wurden im pCMV-
Flag-Vektor kloniert, was die Synthese von Flag-tag-(MDYKDDDDK) Fusionsproteinen
ermoglichte. Wie bereits erwihnt, enden alle diese Proteinfragmente bis auf das EGFP-N-
Term an der PDZ-Doméine und wurden deshalb mit der GKAP-Sepharose prizipitiert.

Der untere Blot in Abbildung 3.11 wurde mit einem anti-Flag-Tag-Antikdrper entwickelt, um
die SSTRIP-Proteine zu detektieren. Diese lieBen sich gut in den Zellextrakten (Ze)
detektieren und wurden mit der GKAP-Sepharose gut prézipitiert (Pré, Blot 2, Spuren 1 bis
9).

Der obere Blot wurde mit einem anti-EGFP-Antikorper gefdrbt, um das N-Term
Fusionsprotein nachzuweisen. EGFP-N-Termgs lief bei einer Gro3e von ungeféhr 35 kDa und
lieB sich sehr gut mit SSTRIP;9;.744, dem Konstrukt mit der Ankyrin repeats-Doméne,
coprézipitieren (Spur 2). N-Termgs und SSTRIP 95744 sind somit in HEK-Zellen miteinander
assoziiert.

Mit SSTRIP31¢.774, dem Fusionsprotein, das in der Mitte der Ankyrin repeats-Doméne startet,
lieB sich dagegen sehr wenig EGFP-N-Term prézipitieren. Dies bedeutet, da3 der Anfang der
Ankyrin repeats-Doméne fiir diese Interaktion wichtig ist (Spuren 3 und 4). Es ist hier
anzumerken, dal mit SSTRIP-Fragmenten, die am N-terminalen Ende noch linger sind als
SSTRIP3;¢.774, liberhaupt keine Interaktion mehr in der Hefe beobachtet wurde (Siehe dazu
Abschnitt 3.2.1), was darauf hinweist, dass eine posttranslationale Modifikation womdglich
die Interaktion reguliert.

Mit SSTRIPss;.744, dem Konstrukt ohne Ankyrin repeats-Domine konnte kein EGFP-N-Term
Fusionsprotein prizipitiert werden, obwohl das SSTRIP selber gut im Prézipitat nachweisbar
war (Blot2, Spur 2). Da sich SSTRIP;¢5.774 und SSTRIPss;774 durch das Fehlen oder
Vorhandensein der Ankyrin repeats-Region unterscheiden, bestétigen diese Ergebnisse, die
Beobachtung, dall die Ankyrin repeats Region die gefundene Interaktion vermittelt, zudem

unterstiitzten sie das Resultat des Hefe-Zwei-Hybrid-Experiments (Abschnitt 3.2.1).

Bei SSTRIP und ProSAP2 handelt es sich um Proteine der Postsynapse. Thre
Protein/Proteinwechselwirkungen konnten daher wie die einiger Proteine der Postsynapse
durch Calcium reguliert werden. Die Depolarisierung der postsynaptischen Membran nach der
Bindung eines Neurotransmitters bewirkt ein Einstrom von Ca®" in der Zelle. Das Calcium
kann dann im nachhinein viele Prozesse steuern. Aus diesem Grund entstand die Vermutung,
dass die identifizierte Interaktion eventuell durch Calcium reguliert werden kann. Daher

wurde in einem parallel-verlaufenden Experiment, bei dem die Zellen mit den gleichen
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Plasmiden transfiziert waren, das Ionomycin eingesetzt. Die HEK-Zellen wurden vor dem
Ernten 3h mit 14 M Ionomycin behandelt. Das Ionomycin ist ein Zell-permeabel Carrier fiir
divalente Kationen und ist sehr effektiv als mobiler Carrier fiir Ca®*. Das Ionomycin bewirkt
eine Zunahme der intrazelluliren Calcium-Konzentration. Nach der lonomycin-Behandlung
wurde eine Zunahme der Menge an N-Term-Fusionsprotein sowohl in dem SSTRIP;9;.774 -als
auch in dem SSTRIP3,¢.774-Prizipitat festgestellt (Abb. 3.11, Vergleich Spuren 2 mit 8§, sowie
4 mit 9). Dies weist auf eine mogliche Regulation der Interaktion durch Calcium hin. Dieser
Effekt wurde in den darauf folgenden Experimente noch weiter untersucht und wird daher an

den entsprechenden Stellen diskutiert.
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Abbildung 3.11 Coaffinititsprizipitation von EGFP-N-Term und Flag-SSTRIP aus

HEK-Zellextrakten. HEK-Zellen wurden mit pEGFP-NTss und jeweils einem der folgenden Plasmiden mit
der c¢cDNA verschiedener SSTRIP-Bereiche transfiziert: pCMV-SSTRIP 9774, pCMV-SSTRIP3,0774, und
pCMV-SSTRIPss, 774, Die SSTRIP-Proteine wurden mit GKAP-Sepharose prizipitiert und mit einem anti-Flag-
Tag Antikorper detektiert (Blot 2). Im Blot 1 wurde das N-Termg-Protein mit dem anti-EGFP-Antikdrper
nachgewiesen. Das N-Termg Fusionsprotein wurde mit SSTRIP95.774 gut (Spur 2), mit SSTRIP;y9774 nur
schlecht (Spur 4) prézipitiert. Nach der Behandlung der Zellen mit Ionomycin, erhoht sich das N-Termg
Coprézipitat bei SSTRIP 95774 und SSTRIP319.774. Ze, 30l Zellextrakt von einem gesamten Volumen von
ungeféhr 1,2 ml; Pré, Prazipitat. Im Blot 1 wurden 2/3 des GKAP-Prézipitats und im Blot zwei, 1/3 aufgetragen.
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3.2.5 Das N-Segment und die Ankyrin repeats-Region interagieren intramolekular in

HEK-Zellen.

Um weiter aufzukldren, ob eine intramolekulare Interaktion gegeniiber einer intermolekularen
begiinstigt wird, wurden HEK-Zellen mit Plasmiden cotransfiziert, die fiir das N-Termgs-
Fusionsprotein (pEGFP-NTss), sowie fiir SSTRIP-Fragmente kodieren, die das N-Segment
(pCMV-SSTRIP7,.774) bzw kein N-Segment (pCMV-SSTRIP;¢y.774) enthalten. Die
Uberlegung war hier die gleiche, wie im Fall des Hefe-Zwei-Hybrid-Experiments. Bei einer
intramolekularen Assoziation, wére die Ankyrin repeats-Region durch das N-Segment des
SSTRIP7,.774-Fusionsproteins blockiert und wiirde nicht mehr fiir eine intermolekulare
Interaktion mit dem co-exprimierten N-Termg-Fusionsprotein zur Verfligung stehen. Es liell
sich tatsdchlich mit dem N-Segment enthaltenden SSTRIP-Konstrukt (SSTRIP7,.774) viel
weniger EGFP-N-Term prézipitieren (Abb. 3.12; Blot 1, Spur 6) als mit dem Konstrukt ohne
N-Segment (Abb. 3.12; Blot 1, Spur 4). Mit dem SH3-Konstrukt wurde auch hier kein N-
Termg prazipitiert (Blot 1, Spur 2).

Die Menge an N-Termg-Fusionsprotein im Prizipitat von SSTRIP7,.774 und SSTRIP 95774
(Blot1, Spuren 8 und 10) war nach der lonomycin-Behandlung erhéht, obwohl ohne und mit
Ionomycin vergleichbare Mengen an SSTRIP75.774 und SSTRIP 92774 prazipitiert wurden
(Vergleich Blot 2, Spuren 4, 6 mit 8,10). Das N-Segment auf SSTRIP7,.774 bindet ohne
Ionomycin-Behandlung, bei einer niedrigen Calcium-Konzentration bevorzugt intramolekular
an die Ankyrin repeats-Region und blockiert sie dadurch, so dass das mitexprimierte N-term-
Fusionsprotein nur schwach oder gar nicht binden kann. Die Erhdhung der intrazelluldren
Ca’-Konzentration fiihrt dazu, dass das EGFP-N-Term-Fusionsprotein besser an die Ankyrin
repeats Region von SSTRIP7,.774 intermolekular binden kann. Dies ist nur moglich, wenn die
Ankyrin repeats-Region nicht mehr intramolekular durch das N-Segment auf dem SSTRIP7,.
774 Molekiil maskiert ist. Die Erhohung der Ca’’-Konzentration bewirkt also das Ablésen des
N-Segments von der Ankyrin repeats-Region, so dass das EGFP-N-Term Fusionsprotein
intermolekular interagieren kann. Dass das N-Term-Fusionsprotein sowohl an SSTRIP7;.774
als auch an SSTRIP 9,774 bei einer hoheren Ca®'-Konzentration intermolekular besser binden
kann, ldsst sich dadurch erkldren, dass der intramolekulare Bindungsmechanismus sich

moglicherweise von dem Intermolekularen unterscheidet.
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Abbildung 3.12 Untersuchungen zum Bindungsmechanismus in HEK-Zellen HEK-Zellen
wurden mit pEGFP-NTss und Plasmiden mit der cDNA verschiedener SSTRIP-Bereiche co-transfiziert: pCMV-
SSTRIP7,.774, pPCMV-SSTRIP 95774, pCMV-SSTRIPss;.774. Im Blot 2 wurden die SSTRIP-Proteine in den
Zellextrakten und in ihren Prézipitaten mit einem anti-Flag-Tag Antikorper detektiert Vergleichbare Mengen an
SSTRIP7,.774- und SSTRIP ¢, 774-Protein wurden synthetisiert und auch prizipitiert. Blot 1 wurde mit dem anti-
EGFP-Antikorper entwickelt. Die Menge an N-Termg-Fusionsprotein war im Prazipitat von pCMV-SSTRIP,.
774 Im Vergleich zu pCMV-Flag-SSTRIP,q, 774 stark herabgesetzt. Beide Fusionsproteine unterscheiden sich
durch das Fehlen (Flag-SSTRIP;¢,774) oder Vorhandensein (Flag-SSTRIP7;.774) des N-Segments. Mit dem
Konstrukt der SH3-Domine pCMV-SSTRIPss;.774 lieB sich kein N-Termg prazipitieren. Nach der Behandlung
der Zellen mit Ionomycin erhoht sich die Menge an N-Termg-Protein im Prézipitat der SSTRIP75774 und

SSTRIP9,.774 Fusionsproteine. Ze, 30ul Zellextrakts von einem gesamten Volumen von ungefdahr 1,2 ml; Pré,

Prézipitat.

3.2.6 Das N-terminale Segment von ProSAP2 interagiert mit seiner Ankyrin repeats-

Region in HEK-Zellen.

Da ProSAP2 genauso wie SSTRIP eine Ankyrin repeats-Doméne besitzt, wurde untersucht,
ob das N-Segment von ProSAP2 ebenfalls an seiner eigenen Ankyrin repeats-Region bindet.

Dazu wurden die in Abbildung 3.10 bereits gezeigten Plasmiden konstruiert und fiir die
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Transfektion von HEK-Zellen verwendet. Die Zellen wurden mit pCDNA3-T7-N-Termys,
(Aminosdure 76-185) und jeweils einem der folgenden Plasmide cotransfiziert: pPCMV-Flag-
PS276.742, pPCMV-Flag-PS2,75.742, pPCMV-Flag-PS2545.742, und pCDN6-Myc-ProSAP2, das fiir
die volle Linge von ProSAP2 kodiert. Hierbei unterscheidet sich PS2,75745 durch das Fehlen
des N-terminalen Segments von PS276.742. PS2s4,.742 startet an der SH3-Domine und enthilt
daher keine Ankyrin repeats-Doméne. Die ProSAP2-Proteinfragmente wurden mit der
GKAP-Sepharose prazipitiert und mit Antikdrpern gegen die jeweiligen Tags detektiert.

PS2,78.742, das Konstrukt ohne N-Segment, konnte in HEK-Zellen nicht exprimiert werden
(Abb. 3.13; Blot2, Spur 3). Mit Flag-PS276.74» und Myc-ProSAP2 konnten geringere Mengen
des T7-N-Termpg-Fusionsproteins prizipitiert werden (Blot 1, Spuren 6 und 8), wohingegen

kein N-Termpg, im Prizipitat des SH3-Konstrukts nachweisbar war (Blot1, Spur2).
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Abbildung 3.13 Coaffinititsprizipitation des N-Segments und der Ankyrin repeats-

Region von ProSAP2 in HEK-Zellen. HEK-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden
transfiziert. Die Prézipitation wurde mit GKAP-Sepharose durchgefiihrt. Blot 1 wurde mit einem anti-T7-
Antikorper entwickelt, um das N-Term,,-Fusionsprotein zu detektieren. Blot 2 wurde mit einem anti-Flag-Tag
oder anti-Myc-Antikdrper entwickelt. Das Flag-PS2,5.74-Fusionsprotein wurde nicht exprimiert. Mit Flag-
PS276.74> und Myc-ProSAP2-gesamt lief3 sich das NTermy,, coprizipitieren, wohingegen keine Prézipitation mit

dem Konstrukt der SH3-Doméne moglich war. Ze, 30 11 Zellextrakt; Pra, GKAP-Prézipitat.
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Die Menge an prézipitierten N-Termps, war im Fall von Flag-PS276.740 und Myc-ProSAP2 in
etwa gleich. Dies ist ein Hinweis darauf, dass keine Regulation der Interaktion innerhalb der
Proteinsequenz C-terminal zu der Ankyrin repeats-Region stattfindet.

Jedoch ist hier anzumerken, dass, obwohl es sich um eine intramolekulare Interaktion handelt,
ein gewisser Anteil an nicht blockierter Ankyrin repeats-Region in vivo oder zumindest unter
den Versuchsbedingung vorhanden ist, der mit dem coexprimierten N-Termpg-Fusionsprotein

interagiert.

3.2.7 Untersuchung des Einflufles der intramolekularen Interaktion auf die Bindung von

a-Fodrin und Sharpin an die Ankyrin repeats -Doméne von SSTRIP

Da es nun sicher war, dass es sich um eine intramolekulare Wechselwirkung zwischen dem
N-Segment und der Ankyrin repeats-Region handelt, wurde untersucht, ob sie einen Einfluf3
auf die Bindung von a-Fodrin und Sharpin an die Ankyrin repeats-Domédne von SSTRIP und
ProSAP2 ausiibt. Sharpin ist ein kiirzlich identifizierter Interaktionspartner der Ankyrin
repeats-Doméne von SSTRIP und ProSAP2. Eine Hypothese war, dass bei SSTRIP und
ProSAP2 die Ankyrin repeats Region in Abwesenheit eines Aktionspotentials durch das
benachbarte N-Segment maskiert ist. Eine Aktivierung fiihrt zur Depolarisierung der Zellen
und darauffolgend zum Calcium-Einstrom. Die erhdhte intrazellulire Calcium-Konzentration
bewirkt das Ablosen des N-Segments von der Ankyrin repeats-Region. Dies ermoglicht es,
Proteine wie Sharpin und/oder a-Fodrin an SSTRIP/ProSAP2 zu binden. Da es sich bei
Sharpin vermutlich um ein Proteinkinase-C (PKC)-bindendes Protein handelt, wiirde ihre
Bindung an SSTRIP die Aktivierung von PKC und nachfolgend die Phosphorylierung von

Zielproteinen bewirken.

3.2.7.1 Die intermolekulare Assoziation des N-Segments mit der Ankyrin repeats Region hat

keinen Einflufs auf die Bindung von a-Fodrin an die Ankyrin repeats-Domdne von ProSAP2

Um die Fragestellung beziiglich der Beeinfluf3ung der Bindung von a-Fodrin an die Ankyrin
repeats-Domane von ProSAP2 durch die intramolekularen Wechselwirkung aufzukléren,
wurden Versuche in der Hefe durchgefihrt.
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Der von Dr. T. Bockers im Hefe-Zwei-Hybrid-screen isolierte a-Fodrin-Klon (PACT2-Orig-
Fod.) wurde mit jeweils einem der folgenden ProSAP2-Plasmiden fiir eine Cotransformation
von Hefezellen eingesetzt: pGBKT7-PS27649; und pGBKT7-PS2;75.491. Als Negativkontrolle
wurden die Hefezellen mit dem PACT2-Vektor und pGBKT7-PS2;75.491 transformiert. Die
Transformationsansétze ~wurden auf vierfachen- und zweifachen-Selektionsplatten
ausgestrichen. Bei allen Ansédtzen nahmen die meistens Zellen beide Plasmide auf, was am
Wachstum auf den zweifachen Selektionsplatten erkennbar war. Eine Interaktion wurde
jedoch nur bei den Transformationansidtzen mit den ProSAP2-cDNAs, nicht aber in der
Kontrolle festgestellt, da nur die Ansdtze mit ProSAP2-cDNAs auf vierfachen
Selektionsplatten wuchsen. Kein Unterschied beziiglich des Wachstumsverhaltens wurde bei
den Transformationsansidtzen mit den Plasmiden pGBKT7-PS276.491 und pGBKT7-PS2;75.49;
festgestellt. Beide Fusionsproteine bewirkten gleich gut das Wachstum der Hefezellen. Beide
Fusionsproteine unterscheiden sich durch das Fehlen (PS2;75.491) oder Vorhandensein (PS27¢.
491) des N-Segments. Eine Hemmung der a-Fodrin Interaktion durch die intramolekulare
Wechselwirkung hitte dazu gefiihrt, dass die Zellen bei dem Transfomationsansatz mit PS27¢.

491 weniger gut oder nicht wachsen kdnnten, was jedoch nicht der Fall war (Abb. 3.14).

PS2 76-742 PS2 178-742

2 (O 27 (R0t

PGBKT7-PS2,75 74, PGBKT7-PS26.742 PGBKT7-PS2475 74,
pACT2 PACT2-Orig-Fod pACT2-Orig-Fod

Hefe-Zwei-Hybrid

Abbildung 3.14 Untersuchungen zum Einfluf} der intramolekularen Interaktion auf die

Bindung von a-Fodrin an ProSAP2. Die Transformation der Hefezellen erfolgte mit dem Originalklon

von a-Fodrin und jeweils einem der folgenden ProSAP2-Plasmide: pGBKT7-PS276.491, pPGBKT7-PS2,75.491, die
sich durch das N-Segment voneinander unterscheiden. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit dem pACT2-

Vektor und pGBKT7-PS2,7549; cotransformiert.
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3.2.7.2 Die Bindung von Sharpin an SSTRIP wird durch die intramolekulare Interaktion des

N-Segments mit der Ankyrin repeats -Region negativ reguliert

Die Untersuchung des EinfluBes der intramolekularen Wechselwirkung auf die Sharpin-
Bindung an SSTRIP fand in HEK-Zellen statt. Dazu wurden HEK-Zellen mit einem Sharpin-
Klon in dem Vektor GW1 (freundliche Gabe von Dr. E. Kim) und Plasmiden mit der cDNA
unterschiedlicher SSTRIP-Bereiche cotransfiziert: pEGFP-SSTRIP7,.375, das das N-terminale
Segment enthédlt und am Anfang der prolinreichen Region endet, pEGFP-SSTRIP;9;.774, der
an der Ankyrin repeats-Domiéne anfingt und an der PDZ-Doméne endet, und als
Negativkontrolle SSTRIPss;.774, das Konstrukt ohne Ankyrin repeats-Domine. Sharpin wurde
in Fusion mit dem cMyc-Tag und die SSTRIP-Proteine mit dem EGFP-Tag bzw. Flag-Tags
synthetisiert und folglich mit anti-cMyc-, bzw anti-EGFP und anti-Flag Antikdrpern
nachgewiesen (Abb. 3.15).

Das Myc-Sharpin-Fusionsprotein erschien als Doppelbande im Bereich von 62 kDA. Von
diesen Banden wurde nur die obere hier coprézipitiert. Vergleichbare Mengen an EGFP-
SSTRIP 9,774 und EGFP-SSTRIP7,.373 wurden synthetisiert und prazipitiert (Abb. 3.15; Blot
1). Mit SSTRIPss1.774, dem Konstrukt der SH3-Doméne lieB sich Sharpin nicht prézipitieren
(Blot 1, spur2). Dies unterstiitzt die von Kim et al. (2001) publizierten Ergebnisse, nach
welchen die Ankyrin repeats-Domédne von Shankl/SSTRIP die Interaktion mit Sharpin
vermittelt. Es ist jedoch anzumerken, dass die obere Sharpin-Bande in diesem Fall nicht
nachweisbar exprimiert wurde. Sharpin lie sich dagegen mit SSTRIP;9.774 und EGFP-
SSTRIP7,.g75 prazipitieren (Blot 1, Spuren 4 und 6). Allerdings wurde mit EGFP-SSTRIP7,.
g78, dem Fragment mit dem N-Segment im Vergleich zu EGFP-SSTRIP,¢,.774 deutlich weniger
Sharpin prézipitiert, obwohl in beiden Fillen vergleichbare Mengen an SSTRIP-Protein
synthetisiert wurden. Die vorherigen Experimente haben gezeigt, dass das N-Segment
bevorzugt intramolekular mit der Ankyrin repeats-Region interagiert. Die Resultate dieses
Versuches verdeutlichen, dass die intramolekulare Assoziation des N-Segments des
SSTRIP7,.373 -Molekiils mit seiner Ankyrin repeats-Region die Bindung von Sharpin an die
Ankyrin repeats-Doméne behindert. SSTRIP7,.375 und SSTRIP;95.774 unterscheiden sich nicht
nur durch das Fehlen oder Vorhandensein des N-Segments, sondern auch dadurch, dass
SSTRIP7,g78 zusitzlich einen Teil der prolinreichen Region enthélt. Daher wurde das gleiche
Experiment mit SSTRIP-Fragmenten wiederholt, die sich nur um das N-Segment
unterscheiden. Die Ergebnisse waren die gleichen wie hier beschrieben (siehe dazu auch

Abschnitt 3.2.7.3.). Auf Grund dieser Beobachtungen kann geschlossen werden, dass die
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intramolekulare Wechselwirkung des N-Segments von SSTRIP mit seiner Ankyrin repeats
Region die Bindung von Sharpin an die Ankyrin repeats-Doméine reguliert. Wenn dem so ist,
stellt sich die Frage, durch welchen Mechanismus und zu welchem Zeitpunkt das N-Segment

von der Ankyrin repeats-Region abgelost wird, damit Sharpin binden kann.
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Abbildung 3.15 Untersuchungen zum Einflul der intramolekularen Bindung auf die

Interaktion von Sharpin mit der Ankyrin repeats-Domine von SSTRIP. Die Cotransfektion
von HEK-Zellen erfolgte mit GW1-Myc-Sharpin und jeweils einem der folgenden SSTRIP-Plasmide: pEGFP-
SSTRIP7,.475, pEGFP-SSTRIP 9,774 pEGFP-SSTRIPss; 774, Die SSTRIP-Proteine konnten gut in den
Zellextrakten und in den GKAP-Prazipitaten mit dem anti-EGFP-Antikorper detektiert werden (unterer Blot).
Vergleichbare Mengen an EGFP-SSTRIP7, 473 und EGFP-SSTRIP)gy 774 wurden synthetisiert und auch
prézipitiert (Blot 2). In den Prézipitaten der SSTRIP-Fusionsproteine, die eine Ankyrin repeats-Doméne besitzen
(SSTRIP7,.575, SSTRIP,95.774) konnte das Sharpin nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde mit EGFP-
SSTRIPss.774 kein Sharpin prazipitiert. Ze, 30 £ Aliquot des Zellextrakt; Pra, Prizipitat; AK, Antikorper

3.2.7.3 Die Wechselwirkung des N-Segments mit der Ankyrin repeats Region hemmt die

Bindung von Sharpin an SSTRIP nur in einer intra- nicht aber intermolekularen Art.
Es wurde als ndchstes untersucht, ob eine intermolekulare Assoziation des N-Segments mit
der Ankyrin repeats-Region ebenfalls in der Lage ist, die Sharpin Bindung an SSTRIP zu

hemmen. Dazu wurden HEK-Zellen mit GWI1-Sharpin und jeweils einem der
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unterschiedlichen SSTRIP-Plasmide cotransfiziert: pCMV-Flag-SSTRIP75.774, pCMV-Flag-
SSTRIP 93774, pPCMV-Flag-SSTRIPss1.774 sowie mit pCMV-Flag-SSTRIP;9,.774 + pEGFP-N-
Term. Die letzte Cotransfektion war also eine Tripletransfektion von Sharpin mit einem
SSTRIP-Fragment ohne N-Segment und ein N-Segment das nicht Teil des SSTRIP9,.774-
Molekiils war. Durch Vergleich der Intensitdt der Sharpin-Banden in den Flag-SSTRIP75.774
und in Flag-SSTRIP 92.774 + pEGFP-N-Term-Prézipitaten sollte geklért werden, ob das N-
Segment die Sharpin-SSTRIP Interaktion nur hemmt, wenn es ein Teil des SSTRIP-Molekiils
ist oder ebenso in einer intermolekularen Wechselwirkung die Sharpin Bindung inhibieren
kann.

Die SSTRIP-Proteine wurden wiederum mit GKAP-Sepharose prizipitiert und mit anti-Flag-
Tag Antikdrper nachgewiesen. In Prézipitat wurde Sharpin mit anti-Myc-Antikorper
detektiert. Zwei unterschiedliche Entwicklungszeiten sind fiir Blot 1 gezeigt, um den
Unterschied in der Stirke der Banden deutlich darzustellen. Die Detektion des EGFP-N-
Term-Fusionsproteins erfolgte mit einem anti-EGFP-Antikorper.

Wie im vorherigen Experiment lie sich mit Flag-SSTRIP195.774, dem Fusionsprotein ohne N-
Segment, deutlich mehr Sharpin prézipitieren als mit Flag-SSTRIP7,.774, dem Fragment mit
dem N-terminalen Segment (Abb. 3.16, Vergleich Spur 4 mit Spur 6, Blot 1). Bei der
Tripletransfektion von GWI1-Sharpin mit pCMV-Flag-SSTRIP 9,774 + pEGFP-N-Term
wurden alle drei Fusionsproteine synthetisiert (Abb. 3.16, Spur 7, Blot 1,2,3). In diesem Fall
lieB sich weniger Myc-Sharpin prézipitieren wie bei der Doppeltransfektion von Sharpin mit
SSTRIPy92.774 (Vergleich Spur 8 mit Spur 4), aber deutlich mehr als bei der
Doppeltransfektion von Sharpin mit SSTRIP7,774 (Vergleich Spur 6 mit 8). Die
intermolekulare Bindung des Fusionsproteins des N-Segments hemmte demnach die Bindung
von Sharpin an die Ankyrin repeats-Doméne weniger stark, wie das N-Segment im SSTRIP7,.
774-Molekiile (Spur 5 und 7). Die Abnahme der Intensitét der Sharpin-Bande im Prézipitat der
Tripletransfektion 146t sich dadurch erkldren, dass das vorhandene Flag-SSTRIP 95774 sich in
diesem Fall zwischen dem coexprimierten EGFP-N-Term und Myc-Sharpin verteilen mufte.
Das N-Term-Fusionsprotien lie§ sich auch mit Flag-SSTRIP;95.774 in Gegenwart von Sharpin
coprézipitieren (Blot 3, Spuren 7 und 8), allerdings wurde nur etwa ein Zwanzigstel der Probe
fiir diesen Nachweis verwendet, um den Unterschied der Sharpin-Banden im Prézipitat der
Flag-SSTRIP;9;.774 und Flag-SSTRIP75.774, SSTRIP192.774 + EGFP-N-Term-Proben nicht zu

zu beeinflufen.
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Abbildung 3.16 Untersuchungen zum Mechanismus der Regulation der Bindung von
Sharpin an die Ankyrin repeats-Doméne von SSTRIP. Coimmunprizipitationen von Sharpin mit
unterschiedlichen SSTRIP-Fusionsproteine wurden in HEK-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen mit
Sharpin und cDNA fiir Flag-SSTRIP7, 774, Flag-SSTRIP,9;.774 . Flag-SSTRIP9;.774 + EGFP-N-Term transfiziert
und die SSTRIP-Proteine mit GKAP-Sepharose prézipitiert. Bei der Tripletransfektion von Sharpin mit
SSTRIPy95.774 und EGFP-N-Term wurde mehr Sharpin im Coprézipitat nachgewiesen, wie bei der
Doppeltransfektion mit Flag-SSTRIP;;.774 dem SSTRIP-Fragment, das das N-Segment enthilt. Nach der
Behandlung mit lonomycin erhéhte sich das Prézipitat von Sharpin mit Flag-SSTRIP;¢, 774, wohingegen keinen
Unterschied mit Flag-SSTRIP;,774 beobachtet wurde. ZE, 30 pl Aliquot des Zellextrakts von einem

Gesamtvolumen von 1,2 ml; Pré, Préazipitat mit GKAP-Sepharose.

Diese Ergebnisse lassen sich wie folgt interpretieren: das coexprimierte EGFP-N-Term
konkurriert zwar mit Sharpin um die Bindung an die Ankyrin repeats-Region von SSTRIP
und 148t sich auch coprézipitieren. Es vermag aber nicht die Bindung von Sharpin an SSTRIP

zu hemmen wie das N-Segment im SSTRIP7,774-Molekiil (Blot 1, Spuren 5 und 6).

71



Ergebnisse

Vermutlich wirken auf das SSTRIP7,.774-Molekiil Wechselwirkungen anderer Natur, die die
Interaktion der benachbarten Ankyrin repeats-Doméne zusitzlich regulieren. Dies bedeutet,
dass die Hemmung der Bindung von Sharpin an SSTRIP nicht durch eine intramolekulare
Assoziation zweier SSTRIP-Molekiile hervorgerufen wird. Vielmehr ist die negative
Regulation nur wirksam, wenn das N-Segment ein Teil des SSTRIP-Molekiils ist. Diese
Beobachtungen bestitigen die Untersuchung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems und die
Coimmunprézipitation aus 3.2.5

Nach der Behandlung mit Ionomycin lie sich mit SSTRIP 9,774 mehr Sharpin prizipitieren
als ohne Behandlung. Die Expression von Sharpin war sehr gering, so dass die Sharpin-Bande
im Prézipitat von SSTRIP7,.774 kaum detektierbar war. Ein Vergleich der Sharpin-Banden im
Prazipitat von SSTRIP7,.774 mit oder ohne Ionomycin-Behandlung ist aus diesem Grund nicht
moglich. Da die Bindung von Sharpin an SSTRIP;¢,774 nach der Ionomycin-Behandlung
insgesamt besser wurde, kann angenommen werden, dass die intermolekularen Interaktionen
der Ankyrin repeats-Region nach Erh6éhung der Calcium-Konzentration insgesamt stirker

werden.

3.2.8 Die verstirkte Bindung des N-Segments und Sharpin an SSTRIP nach Erhohung
der intrazelluliren Calcium-Konzentration konnte auf eine Phosphorylierung

zurickzufiihren sein.

Da weder Sharpin noch SSTRIP iiber eine EF-Hand oder andere Ca®’-bindende Motive
verfiigen, gab es die Uberlegung, dass ihre beobachtete Calcium-abhiingige Interaktion auf
eine Phosphorylierung zuriickzufiihren sein konnte. Daher wurde {iberpriift, ob die Erh6hung
der intrazelluldren Calcium-Konzentration nach dem Einsatz von Ionomycin zur Aktivierung
von Proteinkinasen und folglich zur Phosphorylierung dieser Proteinen fiihrt, die dann die
Calcium-Effekte vermitteln. Die Coaffinitdtsprézipitation wurden wie in den vorherigen
Experimenten durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass die Zellen vor dem Ernten fiir 3h mit

einem Kinaseinhibitor (H89) behandelt wurden.

3.2.8.1 Die intermolekulare Interaktion des N-Segments mit der Ankyrin repeats-Domdne

wird durch einen Kinaseinhibitor stark gehemmt.

Die Transfektion der Zellen erfolgte mit pEGFP-N-Term und jeweils einem der folgenden
SSTRIP-Plasmide in dreifachen Vesuchsansidtzen: pCMV-Flag-SSTRIP7,.774, pCMV-Flag-
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SSTRIP 95774, Die Zellen wurden vor dem Ernten unterschiedlich behandelt: eine Kontroll-
Transfektionsreihe erhielt keine Behandlung, eine zweite Transfektionsreihe wurde mit
Ionomycin, und eine dritte Reihe mit lonomycin und H89 behandelt.

Die dazugehorigen Blots sind in Abbildung 3.17 gezeigt. Mit SSTRIP7,.774, Flag-SSTRIP9,.
774 lieB sich das N-Term-Fusionsprotein prézipitieren (Abb. 3.17, Blotl, Spuren 10 und 12).
Allerdings ist in diesem Versuch mehr N-Term Fusionsprotein mit SSTRIP7,.774, prazipiert
worden (Spur 12) als in den vorherigen Experimente. Dies konnte sich dadurch erkliren
lassen, dass das N-Segment auf dem SSTRIP7,.774-Molekiil sich unter bestimmten, bisher
nicht genau definierten Bedingungen von der Ankyrin repeats-Region ablosen kann, so dass
das coexprimierte N-Term- Fusionsprotein intermolekular binden kann. Jedenfalls war auch
hier wie bei den anderen Versuchen die Menge an coprézipitierten N-Term-Fusionsprotein
mit Flag-SSTRIP7,.774, geringer als mit Flag-SSTRIP;95.774. Nach der lonomycin-Behandlung
nahm sie in den gleichen Proben zu. Dies war in Ubereinstimmung mit vorherigen
Untersuchungen.

Bei den Zellen, die gleichzeitig mit Ionomycin und H89 behandelt wurden, nahm die Menge
an coprazipitierten N-Term-Fusionsprotein dagegen drastisch ab (Blotl, Spuren 2 und 4). Im
Fall von SSTRIP7;.774 liel es sich nicht mehr detektieren (Spur 4). Die Hemmung der
Phosphorylierung fiihrte also zu einer starken Inhibition der intermolekularen Interaktion
zwischen dem N-Segment und der Ankyrin repeats-Region von SSTRIP. Dies konnte zwei
Griinde haben: erstens eine Phosphorylierung ist fiir die intermolekulare Bindung wichtig,
dagegen spricht jedoch die Tatsache, dass die intermolekulare Bindung des N-Segments unter
diesen Bedingungen nur zum Teil blockiert war (Siehe dazu Spur 2). Zweitens, die Ankyrin
repeats-Region ist unter diesen Umstdnden vollstandig intramolekular durch das benachbarte
N-Segment auf dem SSTRIP7,.774-Molekiil blockiert und kann deshalb nicht intermolekular
mit dem EGFP-N-Term Fusionsprotein interagieren. Diese Moglichkeit erscheint
wahrscheinlicher als die erste und 148t sich besser mit der beobachteten Verbesserung der
Bindungseigenschaft nach der Ionomycin-Behandlung vereinbaren. Es ist unter dieser
Annahme allerdings nicht ganz klar, warum die intermolekulare Bindung an das SSTRIPg,.
774 auch so stark gehemmt wird.

Das gleiche Experiment wurde durchgefiihrt, bei dem die Zellen nun nicht mehr gleichzeitig
mit lonomycin und H89, sondern nur noch mit H89 allein behandelt waren. Das Ergebnis war
das gleiche wie bei diesem Experiment. Diese Befunde geben Anlall zu der Annahme, dass
die Phosphorylierung der transfizierten Proteine hochst wahrscheinlich ihre Interaktionen

reguliert.
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Abbildung 3.17 Untersuchungen zur Regulation der intramolekularen Bindung des N-

Segments an die Ankyrin repeats-Region HEK-Zellen wurden mit pEGFP-N-Term zusammen mit
einem dieser SSTRIP-Plasmide cotransfiziert SSTRIP;, 774, pPCMV-Flag-SSTRIP,9;.774. Vor dem Ernten wurden
die Zellen a) nicht behandelt b) mit lonomycin oder c¢) mit Ionomycin und H89 fiir 3 h behandelt. Nach der
Prazipitation der SSTRIP-Proteine mit GKAP-Sepharose wurden diese mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot analysiert. Bei den mit Ionomycin behandelten Proben, nahm das Coprazipitat des EGFP-N-Terms
in beiden Fillen zu. Die zusitzliche Behandlung der Zellen mit dem Kinaseinhibitor bewirkte eine starke
Abnahme in der Menge an coprizipierten N-Term-Fusionsprotein. Ze, 30 pl Zellextrakt von ca. 1,2 ml; Pré,

GKAP-Prézipitat

3.2.8.2 Die Sharpin Bindung an die Ankyrin repeats-Domdne von SSTRIP wird durch einen

Kinaseinhibitor gehemmt

Um zu testen, ob H89 auch einen Effekt auf die Bindung von Sharpin an SSTRIP hat, wurden
die Untersuchungen aus 3.2.8.1 mit einem Sharpin-exprimierenden Plasmid wiederholt. Im
Unterschied zu 3.2.8.1 wurden die Zellen jedoch nur mit H89 nicht aber gleichzeitig mit
Ionomycin behandelt. Eine Vermutung war, dass die Phosphorylierung die Interaktion des N-
Segments und Sharpin mit der Ankyrin repeats-Domédne unterschiedlich beeinflusst, damit

beide Molekiile nicht gleichzeitig an die Ankyrin repeats-Region binden konnen.
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Die Zellen wurden mit GWI-Sharpin und jeweils einem der folgenden SSTRIP-Plasmide
cotransfiziert: pCMV-Flag-SSTRIP7,.774, pCMV-Flag-SSTRIP 9;.774 und pCMV-Flag-
SSTRIPs;0.774 . Die Sharpin Expression war sehr schwach, so dass es in den Zellextrakten
kaum zu detektieren war (Abb. 3.18). Mit Flag-SSTRIPs¢.774, dem Konstrukt ohne Ankyrin

repeats-Doméne, wurde auch in diesem Versuch kein Sharpin prézipitiert (Blot 1, Spur 2).

H89
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Abbildung. 3.18 Untersuchungen zur Regulation der Bindung von Sharpin an die

Ankyrin repeats-Doméne von SSTRIP in Gegenwart eines Kinaseinhibitors.

HEK-Zellen wurden mit GWI-Myc-Sharpin zusammen mit einem dieser SSTRIP-Plasmide cotransfiziert:
SSTRIP7;.774, pPCMV-Flag-SSTRIP; g, 774 und pCMV-Flag-SSTRIPs;0.774. Vor dem Ernten wurden die Zellen a)
nicht behandelt b) mit H89 fiir 3 h behandelt. Nach der Prézipitation der SSTRIP-Proteine mit GKAP-Sepharose
wurden die Proteinkomplexe durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot analysiert. Die Behandlung der
Zellen mit dem Kinaseinhibitor bewirkt eine starke Abnahme der Menge an coprizipierten Myc-Sharpin bei
SSTRIP7;.774, und Flag-SSTRIP 9;.774. Ze, 30 td Zellextrakt von ca. 1,2 ml; Prd, GKAP-Prézipitat

Mit pCMV-Flag-SSTRIP95.774, dem Fragment ohne N-Segment lie} sich erwartungsgemif
mehr Sharpin prizipitieren als mit pCMV-Flag-SSTRIP7,774, wenn man die Menge an
exprimierten Sharpin in beiden Féllen in Betracht zieht (Blot1, Vergleich Spuren 3,4 mit 5,6).

Dies war in Ubereinstimmung mit vorherigen Versuchen (Vergleich dazu 3.2.7.2).
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Nach der Behandlung mit H89 nahm auch hier wie im Fall des N-Segments die Menge an
coprézipitierten Sharpin in beiden Fillen stark ab (Spuren 8 und 10). Dies ist wiederum ein
Hinweis darauf, dass die Hemmung der Phosphorylierung zu einer Stérung der Interaktion in
HEK-Zellen fiihren konnte.

Diese Ergebnisse lassen sich folgendermaflen interpretieren: Die Hemmung der
Phosphorylierung bewirkt eine Stirkung der intramolekularen Interaktion des N-Segments
mit der Ankyrin repeats-Region auf dem SSTRIP7;.774. Molekiil und hemmt aus diesem
Grund die intermolekularen Bindung an Sharpin. Wie im Fall des N-Segments, ist es unter
dieser Annahme nicht ganz klar, warum es zu einer partiellen Hemmung der Interaktion

zwischen SSTRIP¢,.774 und Sharpin kommt.

3.2.9 Lokalisierung von Phosphorylierungstellen auf dem SSTRIP7,_774-Protein

Da der Einsatz des Kinaseinhibitors H89 die Interaktion des N-Segments und Sharpins mit
der  Ankyrin  repeats-Region in  HEK-Zellen beeinflute, wurde versucht
Phosphorylierungstellen auf SSTRIP7,.774 zu lokalisieren. Dazu wurden HEK-Zellen mit dem
pCMV-Flag-SSTRIP7,.774-Plasmid transfiziert. Das exprimierte SSTRIP7,.774-Protein wurde
mit Hilfe der GKAP-Sepharose prizipitiert, in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch

Coomassie-Féarbung analysiert (Abb. 3.19).

SSTRIB, 774
kDa LY
83 —
| Flag- SSTRI Pro774
63 —
SDS-PAGE,CoomassieFéarbung

Abbildung 3.19 Lokalisierung von Phosphorylierungsstellen auf dem Flag-SSTRIP7;.774

Protein, SDS-PAGE des gereinigten Proteins. HEK-Zellen wurden mit pCMV-Flag-SSTRIP;; 774
transfiziert und das Flag-SSTRIP;; 774 Protein mit der GKAP-Sepharose prazipitiert. Das Prazipitat wurde durch
eine SDS-PAGE mit Coomassie-Farbung analysiert. Die Flag-SSTRIP7,.774 Banden wurden ausgeschnitten und
mit MS analysiert.

Die Proteinbanden wurden aus dem Gel geschnitten, mit Trypsin verdaut und die

resultierende Fragmente massenspektrometrisch analysiert (Dr. Christoph Weise, Freie
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Universitdt Berlin). Das Prinzip der Analyse ist das gleiche wie bei der unter 3.1.2 erlduterten
Mass finger print-Analyse. Der Unterschied besteht darin, dass das Protein sowie sein
Verdaumuster bekannt sind. Zusétzlich treten im Spektrum nicht vorhergesagte Fragmente
auf, deren Masse im Vergleich zu den erwarteten Peptidmassen um 80 (Masse der
Phosphatgruppe) erhdht sind.

Eine zweite Fragmentierung lie8 sich mit dem sogenannten PSD (Post source decay) erzielen,
dadurch konnte die Phosphatgruppe und Wasser (Verhiltnis der Masse zur Ladung, m/z 98)
abgespalten werden. Da die Spaltstellen des Trypsins bekannt sind, 146t sich aus der Masse
des Peptidsfragments der Sequenzabschnitt angeben, an der die Phosphatgruppe sitzt. Im Fall
des Vorhandenseins mehrerer phosphorylierbarer Reste innerhalb dieses Abschnitts ist eine
genaue Angabe der phosphorylierten Aminosduren nicht moglich. Mit Hilfe des Programms
NetPhos lieB sich zusdtzlich die mogliche Phosphorylierungsstelle und die
Wahrscheinlichkeit ihres Aufiretens vorhersagen. In Abbildung 3.20 ist ein solches MS-
Spektrum fiir das Peptidfragment der Masse 753.3 gezeigt.

75a.14
so00
5000

4000

3000

2000

alé von
,ﬁ;‘f:f“.‘{""(_qe) ﬁ

1000 3 555‘~43

Jw
jm»ﬂmﬂww-mmj‘ﬁ”\"\MWMMWVNMW“NVLMJM"WV’M“’M MW’M M ‘

659 710 760

I

I

il

Abbildung 3.20 Lokalisierung von Phosphorylierungsstellen auf dem Flag-SSTRIP7;.774
Protein, Auszug aus einem MS-Spektrum der Verdaufragmente des Flag-SSTRIP7,.774 Proteins (PSD-

Spektrum). Die Masse 753.3 ist die der Peptidsequenz -ARSPSR-, bei der die Spaltsstelle hinter dem ersten
Arginin (R) iiberlesen wurde. An diesem Beispiel wird deutlich, dass die Spaltung der Phosphatgruppe die
Masse des Peptids (Gipfel 753) um 98 herabsetzt (Gipfel 655).

Aus der MS-Analyse konnten die in Tabelle 3.1 angegebenen phosphorylierte Stellen
lokalisiert werden. Die Stellen, die mit einer groen Genauigkeit identifiziert wurden, sind
mit drei Sternen gekennzeichnet, die weniger sicheren sind mit zwei und die unsicheren mit

einem Stern markiert.
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Die Begrenzung der Methode liegt, daran, dass Peptidfragmente die eine m/z von weniger als
400 aufweisen nicht detektiert werden konnen. Im Bereich der Bindungsdomdnen (N-
Segment und Ankyrin repeats-Doméne) wurden keine phosphorylierten Reste detektiert; es

ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass diese vorhanden sein kdnnten.

Tabelle 3.1 Lokalisierung von Phosphorylierungstellen auf dem SSTRIP7,.774-Protein

Durch die MS-Analyse identifizierte phosphorylierten Aminosauren (AS) auf dem Flag-SSTRIP;, 774 Protein

Sequenzabschnitt durch MS ermittelte Massen  Index-Vorhersage mit NetPhos Phosphorylierte AS
-GAARARSPSR- 753.32 0.998 Sage®** oder Sso, ***
(AS 494-502)

-KSYQAQEGEISL 1904 0.172, 0.664 und 0.955 Ssea*, Ssrs*oder Ssry
SKGEK-

(AS 563-580)
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Interaktionspartner fiir die Ankyrin repeats-Region der
SSTRIP/Shank/ProSAP2-Proteine mit Hilfe der Affinitdtschromatographie und des Hefe-
Zwei-Hybrids zu identifizieren und biochemisch und molekularbiologisch zu charakterisieren.
Dariiber hinaus sollte untersucht werden, wie diese Interaktionen innerhalb der Synapse im

Gehirn reguliert werden.

4.1 Identifizierung von a-Fodrin als Bindungspartner fiir die Ankyrin repeats- Domiine

von SSTRIP/Shankl und ProSAP2/Shank3

Ein an NHS-Sepharose gekoppeltes Hisg-Fusionsprotein der Ankyrin repeats-Doméne von
SSTRIP wurde als Affinitditsmaterial eingesetzt, um Bindungspartner aus Rattengehirn-
Extrakte zu isolieren. Die angereicherten Proteine des Eluats wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und mit der Massenspektrometrie analysiert. Das cytoskelettale Protein a-Fodrin
konnte durch Mass Finger Print Analyse und im Western Blot als Interaktionspartner der
Ankyrin repeats-Domine identifiziert werden. Der Hefe-Zwei-Hybrid-Screen, der von Dr.
Bockers unter Verwendung der Ankyrin repeats-Doméne von ProSAP2 durchgefiihrt wurde,
zeigte auBerdem, dass die Ankyrin repeats-Domine von ProSAP2 ebenfalls an a-Fodrin
bindet. Eine direkte Interaktion beider Proteine wurde durch einen in vitro Bindungsversuch
gezeigt. Durch Colokalisations- und Coimmunoprizipitationsexperimente in HEK-293-Zellen
konnte die Interaktion weiter bestdtigt werden. Eine in vivo Wechselwirkung wurde durch
Coimmunoprézipitation der Proteine aus Membranfraktionen von Ratten- und Méiusegehirnen
unter Verwendung spezifischen Antikorper gezeigt.

Mit einem o-Fodrin spezifischen Antikorper wurde die 250 kDa-Variante des SSTRIP-
Proteins aus einer Membranfraktion des Rattengehirns coprézipiziert, jedoch nicht die 180
kDa-Variante, die keine Ankyrin repeats-Doméne enthdlt, obwohl beide Varianten im
Ausgangsmaterial nachweisbar waren. Dieses Ergebnis unterstreicht die Annahme, dass die
Ankyrin repeats-Doméne die Interaktion zwischen a-Fodrin und SSTRIP vermittelt. Die
SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine weisen mehrere Spleilvarianten auf, unter anderem solche
ohne Ankyrin repeats-Doméne. Die funktionelle Bedeutung des alternativen Splei3ens konnte
bislang nicht ermittelt werden. Die Beobachtung, dass a-Fodrin spezifisch mit der Ankyrin
repeats-Doméne von SSTRIP und ProSAP2 interagiert, unterstiitzt die Hypothese, dass das
alternative Spleiflen die Interaktionen der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine regulieren konnte.
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In diesem Zusammenhang sollte erwidhnt werden, dass ProSAP1 urspriinglich als Cortactin-
bindendes Protein (CortBP1) vor der Charakterisierung der SSTRIP/Shank/ProSAP Familie
identifiziert wurde (Du et al., 1998). Erst spéter stellte sich heraus, dass es sich bei CortBP1
um ein Mitglied der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteinfamilie ohne Ankyrin repeats- und SH3-
Doméne handelt (ProSAP1/Shank2). ProSAP1 sowie ProSAP2 enthalten in ihrer Prolin-
reichen Region ein Motiv (KPPVPPKP), das ppl genannt wird und die Interaktion mit
Cortactin, einem Aktin-bindenden Protein vermittelt (Naisbitt et al., 1999). Ein dhnliches
Motiv existiert bei SSTRIP/Shank 1. Ob SSTRIP/Shankl mit Cortactin interagiert, miisste
noch experimentell tiberpriift werden. Unter der Annahme, dass SSTRIP/Shank1 nicht mit
Cortactin interagiert, stellt seine Interaktion mit a-Fodrin die einzige Mdglichkeit der direkten
Verankerung am Aktin-Cytoskelett dar. Diese Vermutung erscheint schliissig zu sein und
zeigt, wie in der Postsynapse, die Verbindung zum Cytoskelett fiir die unterschiedliche
Mitglieder dieser Proteinfamilie sicher gestellt werden kann.

SSTRIP und ProSAP2 haben in der Aminosiuresequenz ihrer Ankyrin repeats-Doménen eine
Identitdt von ungefdhr 66% und scheinen ein dhnliches Verhalten in der PSD zu zeigen.
Trotzdem ist nicht bekannt, ob beide Proteine gleiche oder unterschiedliche Rollen innerhalb
der Organisation der PSD erfiillen. Die Entdeckung, dass a-Fodrin an die Ankyrin repeats-
Domine sowohl von SSTRIP als auch ProSAP2 bindet, weist in diesem Zusammenhang auf
eine dhnliche Funktion beider Proteine bei der Verankerung gebundener Proteine am Aktin-
Cytoskelett hin.

Eingrenzungexperimente in der Hefe fiihrten weiterhin zur Erkenntnis, dass das Spektrin-
repeat 21 von -Fodrin allein die Interaktion vermitteln kann.

a-Fodrin (nichterythroides Spektrin, Gehirn-Spektrin) ist ein Aktin bindendes Protein des
Cytoskeletts. Es besteht aus zwei unterschiedlichen, jedoch sehr dhnlichen Untereinheiten
(Die a-Untereinheit hat ein Molekiilargewicht von ca. 280 kDa, wihrend die S-Untereinheit
ca. 250 kDa gro8 ist), die antiparallele Heterodimere bilden kdnnen (Lundberg ef al., 1995).
Zwei Heterodimere assoziieren Kopf an Kopf, um ein Tetramer zu bilden. Es wird
angenommen, dass diese Tetramere die in der Zelle hauptsdchlich vorliegende Form
darstellen (Bennet ef al., 1993).

In der Kopfregion bilden der N-Terminus der a-Untereinheit und der C-Terminus der f-
Untereinheit die Dimer-Kontaktstelle. Die Schwanzregion besteht aus dem C-Terminus der a-
Untereinheit und dem N-Terminus der f-Untereinheit und enthilt eine Bindungsstelle fiir

Aktin, durch die die Spektrin-Tetramere Aktin quervernetzten konnen (Hartwig et al., 1991).
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Die a-Untereinheit enthélt 22 homologe repeats (Spektrin repeats) von ungefihr 106
Aminoséuren, zwei EF-Hand-Motive, die Calcium binden und eine SH3-Doméne (Lundberg
et al., 1995). Die a-Untereinheit bindet Calmodulin an einer einzigen Stelle auerhalb der
repeats, die etwa in der Mitte des Molekiils lokalisiert ist. In Erythrozyten existiert ein auf
Spektrin basierendes Cytoskelett-Membrannetzwerk, das durch das Protein Ankyrin mit der
Plasmamembran assoziert ist. a-Fodrin und Spektrin der Erythrozyten haben eine Ahnlichkeit
in der Sequenz und Struktur, werden aber von unterschiedlichen Genen kodiert (Bennet et al.,
1990; Goodman et al., 1988).

Die Beobachtungen, dass die Ankyrin repeats-Domédne von SSTRIP und ProSAP2 an das
Spektrin-repeat 21 bindet, ist besonders bemerkenswert. Das Spektrin-repeat 21 ist zwischen
unterschiedlichen Arten stark konserviert. Die Sequenz aus Ratten weist eine Identitdt von
100% zur humanen, Maus und zum Huhn, von 81% zu Drosophila melanogaster und von
79% zu Caenorhabditis elegans auf. Obwohl die Ankyrin repeats-Domine keine besonderen
Strukturelemente oder Consensussequenz bei ihren Bindungspartnern bevorzugen,
unterstreicht diese Beobachtung die funktionelle Bedeutung des konservierten Sequenzmotivs
des Proteins a-Fodrin.

Die SSTRIP- und ProSAP2-Interaktion mit o-Fodrin verbindet neben Cortactin die
SSTRIP/Shank/ProSAP2-Proteine mit dem Aktin-Cytoskelett. Weitere charakterisierte
Verbindungen der PSD-Proteine zum Aktin Cytoskelett stellen die Interaktion der NRI-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors mit a-Actinin, einem Protein der Spektrin Familie, sowie
die Wechselwirkung des NMDA-Rezeptors mit o-Fodrin dar (Wechsler und Teichberg,
1998). Die Proteine der PSD werden somit an verschiedenen Stellen am Aktin-Cytoskelet
verankert. Dies impliziert, dass das Aktin-Cytoskelett fiir die strukturelle und funktionelle
Organisation der Postsynapse von gro3er Bedeutung ist.

Im Folgenden wird versucht, die funktionelle und strukturelle Bedeutung dieser Interaktion
ndher zu verstehen. Parallel dazu soll auf die Rolle von Aktin in der Organisation der PSD
und dendritischen Dornen eingegangen werden.

Ein auffilliger Unterschied zwischen den dendritischen Dornen und den Dendriten stellt der
hohe Gehalt der Dornen an Aktin dar. Licht- und elektronenmikroskopische Analysen zeigen
eine starke Anreicherung von F-Aktin in den Dornen im Vergleich zum Rest der Dendriten
(Matus et al., 1982; Cohen et al., 1985). Das Aktin liefert die hauptsédchliche strukturelle
Basis fiir die Organisation des Cytoskeletts innerhalb der Dornfortsidtze, zudem sind die
Aktin-Filamente fiir die Integritit der Dornen entscheidend, da die Dornen kaum

Neurofilamente und Mikrotubuli besitzen (Harris et al., 1994; Fifkova et al., 1985; Rao et al.,
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2000). Abgesehen von den Aktin-Filamenten sind andere Filamente, die vermutlich Aktin
assoziierte Proteine wie Spektrin, Myosin enthalten, an der Organisation des Cytoskelett
beteiligt, weil sie die Aktin-Filamente untereinander, zu der Plasmamembran der PSD und
zum glatten endoplasmatischen Rektikulum quervernetzen (Wilson et al.,1983; Landis et al.,

1983; Shelley, 2000).

In Anbetracht der groen Bedeutung des Aktins fiir die Organisation des Cytoskelett ist es
nicht erstaunlich, dass so viele Verbindungen zum Aktin und zu Aktin-bindenden Proteinen
innerhalb der Postsynapse existieren. Die SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine liegen im tiefsten
Teil der PSD und interagieren sowohl mit den Oberflichenrezeptoren als auch mit Proteinen
der Signaltransduktion. Durch die Interaktion mit a-Fodrin wird der gesamte PSD-Komplex
durch die SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine am Aktin-Cytoskelett verankert und quervernetzt.
Dies gibt der PSD und den Dornen ihre Stabilitit und Formfestigkeit. Diese Beobachtungen
unterstreichen noch einmal die Bedeutung der SSTRIP/Shank/ProSAP2 Proteine als
Gertistmolekiile der PSD.

Obwohl Aktin meist mit der Zellmotilitdt assoziiert ist, spielt es auch eine entscheidende
Rolle in der Bildung stabiler Strukturen (Shelley, 2000). Die Zellen benutzen also eine stabile
oder eine dynamische Variante des Aktins, um die Erfordernisse an Stabilitédt versus Dynamik
zu erfiillen.

Aktin existiert entweder als polymerisierte Filamente (F-Aktin) oder als unpolymerisierte,
globuldre Einheiten (G-Aktin). Aktin-Filamente in dendritischen Dornen zeigen eine
komplexe Erscheinung. Auf der einen Seite sind die Filamente iiber mehrere Stunden stabil
und haben eine ausgepriagte Resistenz gegeniiber Aktin-depolymerisierenden Substanzen wie
Cytochalasin und Latunculin (Allison et al., 1998). Was zu der Schlussfolgerung fiihrt, dass
Aktin-Filamente in Dornen extrem stabil sind und eine rein strukturelle Funktion erfiillen.
Dies erklart die beobachtete Stabilitdt von individuellen Dornen iiber Stunden oder Tage
(Dailey et al., 1996; Hosokawa et al., 1992).

Dendritische Dornen sind trotz ihrer Stabilitdt zugleich auch dynamische Strukturen, die ihre
Zahl, Form und ihre Morphologie schnell verindern konnen. Die schnelle Motilitdt der
Dornen hédngt von dynamischem Aktin ab (Fischer et al., 1998). Studien mit GFP-Aktin
synthetisierenden transgenen Méiuse haben gezeigt, dass das Aktin-Cytoskelett der
dendritischen Dornen sich sehr schnell reorganisieren kann (Kaech et al.,1999; Dunaevsky et
al., 1999). Die Bedeutung von dynamischem Aktin fiir die synaptische Plastizitdt wird von
den Beobachtungen stark unterstiitzt, dass Aktin-depolymerisierende Substanzen die

Ausbildung von stabilen LTP in isolierten Hippocampi verhindern (Kim und Lisman, 1999).

82



Diskussion

Die SSTRIP- und ProSAP-Interaktion mit dem Aktin-interagierenden Protein a-Fodrin stellt
somit eine strukturelle Verbindung zwischen diesen Proteinen und dem Dynamik des Aktins
her, die fiir die Ausbildung der LTP entscheidend ist. In diesem Zusammenhang konnte
kiirzlich gezeigt werden, dass die Uberexpression der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine in
kultivierten Hippocampus-Neuronen der Ratte zu strukturellen und organellen Verdnderungen
innerhalb der Dornfortsitze fiihrte (Sala et al., 2001).Von einigen der beschriebenen
Verianderungen, wie z. B. die Teilung von Synapsen und dem Wachstum von dendritischen
Dornen, wurde berichtet, dass sie allgemein mit dem Phidnomen der Langzeitpotenzierung
einhergehen (Engelt et al. 1999; Maletic-Savatic ef al., 1999). Die genaueren molekulare
Mechanismen, durch welche die SSTRIP/Shank/ProSAP2-Proteine diese strukturellen
Verdnderungen bewirken, sind jedoch nicht bekannt. Die Interaktion von SSTRIP und
ProSAP2 mit a-Fodrin und ihre damit verbundene Verankerung am Aktin-Cytoskelett konnte
eine der Moglichkeiten darstellen, wie diese Proteine iiber den Aktin-Dynamik diese
Forménderungen bewirken koénnen.

Die dynamische Aktin-Population wird sehr wahrscheinlich durch transmembrane Signale
beeinflullt, die die Aktin-assoziierten Proteine regulieren (Shelley, 2000). In diesem
Zusammenhang haben In-vitro-Studien gezeigt, dass a-Fodrin Calcium- und Calmodulin-
abhingig durch Calpain I gespalten werden kann. Die Calpain I-Spaltung in der Mitte der o-
Untereinheit fiihrt zur Bildung von zwei Fragmenten von je 150 und 130 kDa. Die f-
Untereinheit wird am C-terminalen Ende gespalten. In der o- und der A Untereinheit
gespaltenes a-Fodrin verliert die Fihigkeit, Tetramere zu bilden und Aktin zu binden (Harris
et al., 1990). An der Postsynapse korreliert die a-Fodrin-Proteolyse mit der Langzeit
Potenzierung, und Behandlungen, die die o-Fodrin Proteolyse hemmen, verhindern die
Ausbildung der Langzeit Potenzierung (Lynch et al., 1984). Durch In-vivo-Studien konnte
weiter gezeigt werden, dass die Behandlung von Ratten mit Kainate oder NMDA die Menge
an proteolytischen Produkten von o~Fodrin durch Calpain erhdht (Siman ez al., 1989).

Die aktivitidtsabhingige Spaltung von o-Fodrin fiihrt dazu, dass dieses nicht mehr an die
SSTRIP und ProSAP2, sowie an das Aktin binden kann, obwohl diese Proteine weiter mit den
Oberfldachenrezeptoren assoziiert sind. Das Aktin wird durch diese Spaltung wahrscheinlich
destabilisiert und dadurch anfdlliger fiir Aktin-depolymeriserende Substanzen. Dies konnte
ein moglicher Mechanismus sein, wie strukturelle Verdnderungen in der PSD ablaufen und
speziell durch die SSTRIP/Shank/Proteine vermittelt werden.

4.2 Identifizierung einer intramolekularen Wechselwirkung zwischen dem N-terminalen

Segment und der Ankyrin repeats Region von SSTRIP und ProSAP2
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Im zweiten Teil dieser Arbeit, wurde das N-terminale Fragment unmittelbar vor der Ankyrin
repeats-Domine des SSTRIP-Proteins als bait in einem Hefe-Zwei-Hybrid-Screen eingesetzt,
um Interaktionspartner dieses Bereiches zu identifizieren. SSTRIP und ProSAP2 haben eine
Identitdt von 57% in der Aminosduresequenz ihres N-Segments, daher wurde vermutet, dass
Bindungspartnern dieses Bereiches eine regulatorische Rolle bei den Interaktionen der
Ankyrin repeats-Domine zukommt. Die Ankyrin repeats-Region wurde dabei als
Bindungspartner des N-Segments identifiziert. Die Wechselwirkung wurde durch eine
Coaffinitatsprazipitation aus HEK-Zellen bestitigt, die mit der cDNA der interagierenden
Bereiche transfiziert war. Fiir die Prézipitation der SSTRIP/ProSAP-Proteinfragmente mit
einer PDZ-Doméne wurde dabei das C-terminale Peptid von GKAP verwendet, welches an
NHS-Sepharose gekoppelt war. GKAP bindet sehr stark und spezifisch an die PDZ-Domine
der SSTRIP/ProSAP-Proteine. Diese Methode der Coprézipitation iiber Peptidliganden hat
sich sehr gut bewéhrt, da keine storende Antikorper-Banden mehr im Prézipitat zu sehen sind.
Zudem erlaubt sie eine quantitative Prézipitation der SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine

Da es sich bei den interagierenden Doménen um unterschiedliche Bereiche des gleichen
Proteins handelt, wurden Experimente durchgefiihrt, die zwischen inter- und intramolekularer
Interaktion unterscheiden. Hierzu wurden Konstrukte hergestellt, die die gesamten
interagierenden Bereiche (N-Segment und Ankyrin repeats-Region) in ihrer Sequenz
umfassen. Diese Konstrukte wurden sowohl im Hefe-Zwei-Hybridsystem als auch in
Coaffinitatsprizipitationsexperimenten auf ihre Fahigkeit zur Interaktion mit einem
Fusionsprotein des N-Segments getestet. Als Kontrolle diente dabei ein Konstrukt, das nur die
Ankyrin repeats-Region ohne N-Segment trug. Das Prinzip dieser Experimente beruhte auf
einer Kompetition der intramolekularen mit der intermolekularen Wechselwirkung. Die
Konstrukte, welche die Sequenz der gesamten interagierenden Domédnen enthalten, zeigten im
Vergleich zu den Kontrollkonstrukten nur eine sehr schwache intermolekulare Interaktion mit
dem Fusionsprotein des N-Segments. Es handelt sich bei der identifizierten Interaktion somit
hauptsdchlich um eine intramolekulare. Eine schwache intermolekulare Bindung des
Fusionsproteins des N-Segments an die Ankyrin repeats-Region des Konstrukts mit dem N-
Segment und der Ankyrin repeats-Region wurde jedoch auch beobachtet, was ein Hinweis
darauf ist, dass in vivo oder zumindest unter den Versuchsbedingungen ein gewisser Anteil an
Ankyrin repeats-Regionen und N-Segmenten nicht vollstindig durch die intramolekulare

Interaktion blockiert sind.
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Es zeigte sich, dass das N-terminale Segment des ProSAP2-Proteins ebenfalls an seiner
Ankyrin repeats-Region bindet. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass beide Proteine
dhnliche Funktionen innerhalb der Organisation der Postsynapse in den dendritischen Dornen
erfiillen konnten.

Um einen Einblick in die Regulation der intramolekularen Wechselwirkung in vivo zu
gewinnen, wurde bei den CoAP-Experimenten das Calcium-Ionophor Ionomycin eingesetzt,
das zur Erhohung der intrazelluliren Calcium-Konzentration fiithrt. Sowohl mit dem
Konstrukt aus dem gesamten interagierenden Bereich (N-Segment + Ankyrin repeats-
Domine) als auch mit dem Konstrukt ohne N-terminales Segment wurde dabei eine Zunahme
der Signalintensitidt des N-Segments festgestellt. Dies war ein Hinweis darauf, dass das
Calcium die intramolekulare Bindung abschwdcht und dadurch die intermolekularen
Interaktionen verstarkt moglich werden. Bei allen mit Ionomycin durchgefiihrten
Coaffinitatsprizipitationsexperimente wurde bei der intermolekularen Interaktion immer eine
Verstarkung der Bandenintensitit des N-Segments beobachtet. Es ist also anzunehmen, dass
dieser Calcium-vermittelte Effekt eine Moglichkeit der [In-vivo-Regulation der
intramolekularen Bindung darstellt. Unter diesen Versuchsbedingungen war die Menge des
N-Segment-Fusionsproteins bei einer Prizipitation mit dem Konstrukt der gesamten Doméne
allerdings geringer als die des Kontrollkonstrukts ohne N-Segments. Es existieren vermutlich
jedoch andere Mechanismen und/oder Signale, die das Ablosen des N-Segments von der
Ankyrin repeats-Doméne regulieren, da die Erhohung der intrazelluliren Calcium
Konzentration dies unter den Versuchsbedingungen nur zum Teil bewirkte.

Durch Versuche im Hefe-Zwei-Hybrid-System unter Verwendung von SSTRIP-
Fusionsproteinen mit dem gesamten interagierenden Bereich sowie des Originalklons von o~
Fodrin konnten weiter gezeigt werden, dass die Interaktion des a-Fodrins mit der Ankyrin
repeats-Doméne von SSTRIP und ProSAP2 durch die intramolekulare Wechselwirkung nicht
beeinflusst wird. Das a-Fodrin und das N-Segment binden offensichtlich an unterschiedlichen
Stellen der Ankyrin repeats-Region. Dies ist theoretisch denkbar, da bei der Faltung der
Ankyrin repeats-Region genligend Reste zur Verfiigung stehen diirften, die dem
Losungsmittel zuginglich sind und fiir die Bindung benutzt werden konnen. Fiir die
Bindungen an der Ankyrin repeats-Doméne kann jede Oberfliche herangezogen werden, weil
die Kontaktstelle nicht auf ein besonderes Strukturelement beschrinkt ist. Zudem konnte sich
der intramolekulare Bindungsmechanismus des N-Segments von der intermolekularen
Bindung des o-Fodrins an die Ankyrin repeats-Region unterscheiden. Dies wurde bei der

Ankyrin repeats-Domédne von Swi6 beobachtet (Sedgwick et al., 1998). Diese Ankyrin
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repeats-Domine ist an einer intramolekularen Wechselwirkung beteiligt und die
dreidimensionale Struktur offenbarte, dass der Bindungsmechanismus sich erheblich von dem
der bisher beschriebenen intermolekularen Interaktion unterscheidet. Durch die Bestimmung
der Struktur der Ankyrin repeats-Domédne von SSTRIP mit dem benachbarten N-Segment
und, wenn mdglich, der Interaktionspartnern konnte mehr Einsicht in die molekularen
Bindungsmechanismen des N-Segments sowie des a-Fodrins und/oder Sharpins mit der

Ankyrin repeats-Region gewonnen werden.

Des Weiteren wurde der Einfluss der intramolekularen Wechselwirkung auf die Interaktion
von Sharpin mit der Ankyrin repeats-Domine in Affinitdtsprazipitationsversuchen untersucht.
Eine starke Hemmung der Sharpin-Wechselwirkung wurde mit dem Konstrukt des gesamten
interagierenden Bereichs beobachtet. Die Bindung von Sharpin wurde dabei durch das
benachbarte N-Segment behindert. Diese Hemmung kdnnte auf eine direkte Bindung des N-
Segments an die Ankyrin repeats-Domine zuriick zu fithren sein und/oder durch eine Faltung
verursacht werden, die zu einer sterischen Hinderung fiihrt. Ein weiterer Versuch wurde
durchgefiihrt, um aufkldren zu konnen, ob eine intermolekulare Bindung des N-Segment-
Fusionsproteins an die Ankyrin repeats-Region die Wechselwirkung von Sharpin mit SSTRIP
ebenfalls inhibiert. Es zeigte sich, dass das N-Segment zwar mit Sharpin um die Bindung an
die Ankyrin repeats-Doméne kompetiert, die Interaktion des Sharpins jedoch nur geringfiigig
beeinflusst.

Diese Beobachtungen unterstiitzen die Vorstellung, dass in vivo zusitzliche sekundére
Wechselwirkungen fiir diese Hemmung herangezogen werden. Sie zeigen zudem, dass diese
Inhibierung regulatorischer Natur ist, die nicht nur durch eine einfache Bindung des N-
Segments verursacht wird. Vielmehr ist eine gewisse Spezifitdt zu beobachten; da bei den hier
durchgefiihrten Experimenten das N-Segment und die Ankyrin repeats-Doméne auf dem
gleichen Molekiil benachbart sein miissen, um mit der Interaktion von Sharpin und SSTRIP
signifikant zu interferieren. Diese Experimente zeigen auBBerdem, dass a-Fodrin und Sharpin

durch unterschiedliche Bindungsmechanismen mit der Ankyrin repeats-Region interagieren.

Es ergibt sich aus der oben diskutierten Regulation der Sharpin-Interaktion mit SSTRIP die
Frage nach den Mechanismen, die fiir das Abldsen des N-Segments von der Ankyrin repeats-
Region verantwortlich sind, um das Binden von Sharpin zu ermdglichen. AuBlerdem bleibt die
Frage, wie dies in vivo im Gehirn reguliert wird. Da der Einsatz von lonomycin zum

teilweisen Ablosen des N-Segments von der Ankyrin repeats-Region und zur vermehrten
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intermolekularen Bindung des N-Segment-Fusionsproteins fithrte, wurden die CoAP-
Experimente von Sharpin mit den SSTRIP-Fusionsproteinen in Gegenwart von lonomycin
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Bindung von Sharpin an das SSTRIP-Fragment ohne N-
Segment verstirkt war, wohingegen kein Unterschied bei dem SSTRIP-Protein mit N-
Segment festgestellt werden konnte. Bei allen durchgefiihrten Experimenten wurde eine
Verstiarkung der Sharpin-Bindung immer nur an das SSTRIP-Konstrukt ohne N-Segment
nicht aber an das Konstrukt der gesamten Doménen beobachtet. Es wire zu erwarten
gewesen, dass Calcium das Ablosen des N-Segments von der Ankyrin repeats-Region und
eine stirkere Bindung von Sharpin bewirkt. Dies war jedoch nicht der Fall. Es existieren
vermutlich andere Signale in vivo, die die Bindung von Sharpin an die SSTRIP-Molekiile
zusitzlich regulieren.

Fiir die CoAP-Experimente wurde weiterhin ein Kinaseinhibitor eingesetzt, um aufzukliren,
ob die beobachtete Calcium-vermittelten Effekte auf eine Phosphorylierung der
Fusionsproteine zuriick zu fiihren sind. Eine starke Hemmung sowohl der intra- als auch der
intermolekularen Wechselwirkungen der Ankyrin repeats-Region wurde dabei fiir das N-
Segment-Fusionsprotein und Sharpin beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die
Phosphorylierung der Fusionsproteine hochst wahrscheinlich fiir die Calcium-Effekte
verantwortlich ist. Dieser Regulationsmechanismus der intramolekularen Interaktion durch
Phosphorylierung wurde auch bei einer src-Kinase beobachtet. Die Phosphorylierung des

2T Restes der sre-Kinase von Vogeln ermdglicht es dem Protein, intramolekular mit der

Tyr
SH2-Doméne zu interagieren (Pursglove et al. 2002). Unter der Annahme, dass die
Phosphorylierung das Ablosen des N-Segments von der Ankyrin repeats-Region des
SSTRIP-Konstrukts der gesamten Dominen bewirkt, so dass das Fusionsproteins des N-
Segments besser binden kann, ist es jedoch nicht verstindlich, warum die Hemmung der
Phosphorylierung auch zu einer partiellen Hemmung der intermolekularen Bindung sowohl
des N-Segments als auch von Sharpin an das SSTRIP-Molekiil ohne N-Segment fiihrte.
Unklar ist auch, warum das Sharpin unter diesen Bedingungen nicht besser an das SSTRIP-
Molekiil mit N-Segment bindet. Wahrend die Vermutung zutreffen konnte, dass die
Phosphorylierung des Sharpins seine Bindungseigenschaft zusétzlich beeinfluft, ldsst sich fiir
das N-Segment keine passende Erkldrung finden. Denkbar ist nur, dass die starke
Konzentration des Kinaseinhibitors dazu fiihrt, dass dieser mit anderen Prozessen in der Zelle
interferiert, die die untersuchte Interaktion zusétzlich beeinflussen.

Darauthin wurden Phosphorylierungsstellen auf einem SSTRIP-Fragment, das sich vom N-

Terminus bis zum Ende der PDZ-Domine erstreckt, durch MS lokalisiert. Es wurden keine
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phosphorylierte AS-Reste im Bereich der interagierenden Bereichen festgestellt; dennoch
konnte die phosphorylierte Stelle am Ende der verbindenden Region zwischen der Ankyrin
repeats-Domine und der SH3-Domine (pSer 499) iiber eine Konformationsidnderung die
Interaktion der benachbarten Bereiche beeinflussen.

Wie auch immer das Ablosen des N-Segments von der Ankyrin repeats-Region und die
Bindung des Sharpins reguliert werden: Es handelt sich bei der hier identifizierten
intramolekulare Wechselwirkung unter Beteiligung der Ankyrin repeats-Region um ein bisher
im Kontext der Synapse unbekanntes Phdnomen. Die bisher beschriebenen intramolekulare
Wechselwirkungen bei synaptischen Proteinen involvieren alle die SH3-Domine, wie die

folgenden Beispiele zeigen.

Die MAGuK sind eine Familie von Multidoménenproteinen die drei PDZ-Doméne eine SH3-
Domiine und eine C-terminale GuK-Domiine besitzen. Uber die GuK-Domine interagieren sie
mit GKAP/SAPAP. Eine intramolekulare Wechselwirkung zwischen der SH3-Doméne und
der GuK-Doméne von SAP97, einem Mitglied dieser Proteinfamilie, wurde identifiziert, die
die Interaktion der GuK-Doméne mit GKAP reguliert. Eine Sequenz die vor der ersten PDZ-
Domine liegt, erleichterte die GKAP-Bindung durch Assoziation mit der SH3-Doméne,
wihrend die SH3-Doméne und Sequenzen zwischen der SH3-Doméne und der GuK-Doméne
die GKAP Bindung reprimierten (Wu et al., 2000). Eine weitere intramolekulare Interaktion
wurde bei SAP90/PSD95 - einem weiteren Mitglied der MAGuK Proteinfamilie-, zwischen
der SH3-Doméne und der GuK-Doméne identifiziert. Diese Wechselwirkung schien fiir das

Cluster des Kalium-Kanals Kv1.4 durch PSD-95 wichtig zu sein (Shin ez al. 2000).

Intramolekulare Assoziationen benachbarter Doménen miteinander scheinen ein weit
verbreiteter und wichtiger regulatorischer Mechanismus zu sein. Sie wurden ebenfalls in der
Familie der TEC-Tyrosinkinasen zu der Txk, Bmx, Itk und Btk gehoren, beschrieben. Diese
intramolekulare Wechselwirkungen involvieren die SH3/SH2-Domédnen und regulieren die
Interaktion der entsprechenden Domidnen mit ihren jeweiligen Liganden (Pursglove et al.,
2002; Andreotti et al. 1997). Die Kristallstrukturen der src-Kinase-Familie c-Src und Hck
haben zudem gezeigt, dass sie durch zwei intramolekulare Interaktionen in einer inaktiven
Form gehalten werden (Pursglove et al. 2002).

Die hier erwihnten intramolekulare Wechselwirkungen schlielen alle die SH3-Doméne ein.
Die im Rahmen dieser Arbeit charakterisierte intramolekulare Interaktion unter Beteiligung

der Ankyrin repeats-Domine stellt somit ein erstes Beispiel von intramolekularen
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Wechselwirkung unter Beteiligung der Ankyrin repeats-Doméne bei Sdugetieren dar. Die
funktionelle Bedeutung dieser intramolekularen Interaktion konnte folgende sein:

1. Die intermolekulare Wechselwirkung konnte die Aktivitit der interagierenden Domédne
regulieren, indem sie beispielweise die Ankyrin repeats-Domidne in Abwesenheit eines
Aktionspotentials maskiert, und seine Interaktion mit Sharpin dadurch hemmt. Diese
Maskierung kann dann als Antwort auf spezifische Signale abgeldst werden, so dass die
Wechselwirkung mit Sharpin stattfinden kann, die letztendlich zur Signaltransduktion
innerhalb der Synapse fiihrt. Dafiir spricht die Beobachtung, dass das Ionomycin zur
Verbesserung der intermolekularen Interaktion zwischen dem N-Segment und der Ankyrin
repeats-Region flihrte. Denkbar wire dies zum Beispiel bei stillen Synapsen.

2. Die intramolekulare Interaktion konnte flir die Regulierung der Stirke der Interaktion
zwischen Sharpin und SSTRIP von Bedeutung sein, um zur Regulation der Sharpin Bindung
an PKC beizutragen. Die Beobachtung, dass ein Teil des N-Segments und der Ankyrin
repeats-Region auf einem SSTRIP-Molekiil mit beiden Doménen trotz der intramolekularen
Interaktion immer fiir eine intermolekulare Interaktion zuginglich war, unterstiitzt diese Idee.
Dies wurde auch bei der Tyrosinekinase Btk beobachtet; die intramolekulare Interaktion der
SH3-Doméne mit der PRR-Region begrenzt die Wechselwirkung anderer Liganden und sorgt
fiir eine basale enzymatische Aktivitét (Patel et al. 1997).

3. Die zeitliche und rdumliche Sequenz der Bildung eines postsynaptischen
Funktionsapparates wihrend der Synaptogenese ist bisher weitgehend ungeklart. Es sind zwei
grundsétzliche Mechanismen denkbar. Zum einem konnte der gesamte PSD-Komplex oder
Teilkomplexe in extrasynaptischen Regionen wie dem Zellkorper gebildet werden und
anschlieBend in Bereiche entstehender Synapsen transportiert werden. Zum anderen ist
denkbar, das PSD-Komponenten im wesentlichen einzeln in entwickelnde Synapsen rekrutiert
werden und ausschlieBlich lokal zu den vollstindigen synaptischen Funktionseinheiten
zusammengesetzt werden. Die intramolekulare Assoziation konnte die Ankyrin repeats-
Domine wihrend des Transportes oder der Rekrutierung der SSTRIP/Shank/ProSAP Proteine
vom Syntheseort zum Ort entstehender Synapsen schiitzen, damit keine vorzeitigen
Interaktionen mit den Bindungspartnern stattfindet konnen. Nach Einbau des Proteins in der
Postsynapse kann diese Maskierung als Antwort auf spezifische Signale abgeldst werden, um
das Binden von Proteinliganden zu ermoglichen. Diese Alternative wird von den
Beobachtungen unterstiitzt, dass Antikorper gegen die Ankyrin repeats-Domédne von SSTRIP
Ankyrin-repeats enthaltenden Variante in Membranfraktion von Rattengehirnen gut erkennen

konnen, was letztendlich bedeutet, dass ihre Ankyrin repeats-Doméne frei ist.
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Weiterfithrende Versuche sind erforderlich, um die genauere Mechanismen der Regulation

der intramolekularen Interaktion zu bestimmen.
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Abbildung 4.1 Modell der intra- und intermolekulare Wechselwirkungen der Ankyrin
repeats-Region und ihrer Regulation durch Phosphorylierung

a) Die Ankyrin repeats-Region ist an ruhigen Synapsen oder Wiahrend des Transportes vom Syntheseort des
SSTRIP-Proteins zur Synapse durch das N-Segment maskiert. Unter diesen Bedingungen ist die Bindung von
Sharpin nicht moglich, wohingegen a~Fodrin binden kann.

b) Die Erhdhung der intrazelluldren Calcium-Konzentration aktiviert bestimmten Kinasen, die das SSTRIP-
Protein phosphorylieren, dadurch wird die intramolekulare Wechselwirkung teilweise oder vollstindig
unterbunden. Dies ermdglicht es Sharpin an die Ankyrin repeats Region zu binden. Calpain 1 wird durch

Calcium aktiviert und spaltet a-Fodrin ab.
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Zusammenfassung

Die SSTRIP/Shank/ProSAP-Proteine bilden eine Familie von Multidoménenproteinen, die
aufgrund ihrer direkten und indirekten Wechselwirkungen mit verschiedenen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (SSTR2, mGluRS5) und einigen Ionotropen-Glutamatrezeptoren der
Postsynapse, eine entscheidende Funktion in der Organisation exzitatorischer Synapsen im
zentralen Nervensystem spielen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, Interaktionspartner fiir den N-terminalen Bereich
(N-Segment, Ankyrin repeats-Domine) des SSTRIP-Proteins zu identifizieren und die
Regulation dieser Wechselwirkungen aufzukléren.

Durch eine Affinitdtsreinigung mit einem an NHS-Sepharose gekoppelten Fusionsprotein der
Ankyrin repeats-Doméne konnte das cytoskelettale Protein a-Fodrin als Bindungspartner fiir
die Ankyrin repeats-Domédne von SSTRIP aus Rattengehirnextrakt isoliert werden. Eine
direkte Interaktion wurde durch einen Bindungsversuch unter Verwendung gereinigter
Fusionsproteine der interagierenden Bereiche gezeigt. Durch Colokalisierung- und
Coimmunprézipitationsexperimente aus HEK-Zellen konnte eine Interaktion in einem
heterologen Zellsystem bewiesen werden. Eine physiologische Relevanz der Wechselwirkung
wurde durch eine Coimmunprizipitation der Interaktionskandidaten aus Membranfraktionen
von Miusen- und Rattengehirnen gezeigt. o~Fodrin ist ein Protein des Cytoskeletts und
Bindungspartner von Aktin. Durch diese Interaktion verankern die SSTRIP/Shank/ProSAP-
Proteine die Rezeptorkomplexe der postsynaptischen Dichte am Aktin-Cytoskelett.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der N-terminale Bereich (N-Segment) vor der Ankyrin
repeats-Domidne als Koder in einem Hefe-Zwei-Hybrid-screen eingesetzt, um
Interaktionspartner zu finden. Die Ankyrin repeats-Region von SSTRIP wurde dabei als
Bindungspartner identifiziert. Die Interaktion wurde durch eine Coprézipitation
entsprechender  Fusionsproteine aus transfizierten HEK-Zellen weiter bestitigt.
Coprazipitationen aus HEK-Zellen und Hefe-Zwei-Hybrid-Experimente zeigten, dass es sich
hauptsdchlich um eine innerhalb desselben Molekiils stattfindende Wechselwirkung handelt
(intramolekulare Wechselwirkung).

Des Weiteren wurde der Einfluss dieser Interaktion auf die Bindung von o-Fodrin und
Sharpin (ein kiirzlich identifizierter Proteinligand der Ankyrin repeats-Domine) untersucht.
Es zeigte sich, dass die Wechselwirkung von a-Fodrin mit der Ankyrin repeats-Doméine
dadurch nicht beeinflusst wird, wohingegen eine sehr starke Hemmung der Sharpin-

Interaktion beobachtet wurde. Das N-Segment muflte dabei als Teil des SSTRIP-Molekiils
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sein, um mit der Wechselwirkung von Sharpin signifikant zu interferieren. Diese
Untersuchungen lieferten den Anhaltspunkt fiir die Annahme, dass diese intramolekulare
Wechselwirkung regulatorischer Natur ist. Die inter- und intramolekulare Interaktionen eines
Fusionsproteins des N-Segments sowie von Sharpin mit der Ankyrin repeats-Region wurde
nach der Erhohung der intrazelluldren Calcium-Konzentration in HEK-Zellen verstirkt.
Dagegen wurde eine starke Hemmung beobachtet, wenn der Kinaseinhibitor H89 fiir die
Prazipitationsxperimente eingesetzt wurde. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass
die Phosphorylierung des SSTRIP-Proteins die inter- und intramolekulare Interaktionen der
Ankyrin repeats-Domidne reguliert. Durch die massenspektrometrische Analyse wurden
schlieBlich einige phosphorylierte Aminosdurereste auf einem Fragment des SSTRIP-
Molekiils lokalisiert, die moglicherweise fiir die beobachteten Effekte verantwortlich sind.
Diese intramolekulare Wechselwirkung konnte fiir die Regulierung der Sharpin-SSTRIP-
Interaktion bei ruhigen Synapsen oder wihrend des Transportes des SSTRIP-Proteins vom

Syntheseort zur Synapse von grofler Bedeutung sein.
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