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1 Einleitung

Lernen und Gedachtnis sind charakteristische Merkmale aller hoheren Lebewesen. Die physiologischen
Grundlagen dieser komplexen Vorgange innerhalb des Nervensystems sind nur ansatzweise verstanden.
Die funktionelle Einheit ist die Nervenzelle. Man unterscheidet signalerzeugende, signalweiterleitende
und signalverarbeitende Neurone. Die Kommunikation zwischen den Nervenzellen erfolgt (iber
spezialisierte Kontaktzonen, die Synapsen. Eine Synapse besteht aus der signalgebenden Prasynapse des
vorgeschalteten Neurons und der signalempfangenden Postsynapse des nachgeschalteten Neurons.
Neurone besitzen die Fahigkeit, ihre funktionellen und anatomischen Eigenschaften aktivitdtsabhdngig

zu verandern. Diese Verdnderungen bezeichnet man als neuronale Plastizitat.

Die zu Plastizitit filihrende Aktivitit kann sowohl physiologischen, pathologischen als auch
experimentellen Ursprungs sein. Physiologisch ist sie wahrend der Entwicklung des Gehirns und bei
Prozessen wie Lernen und Gedachtnis, pathologisch z.B. bei Epilepsie, experimentell ist sie chemisch
oder elektrisch induzierbar. Durch synaptische Plastizitit kdnnen bereits vorhandene Synapsen

modifiziert werden und neue Synapsen gebildet werden (Bailey & Kandel, 1993).

1.1 Die Rolle des Hippocampus bei Lern-und Gedéachtnisprozessen

Der Hippocampus ist Teil des limbischen Systems. Er ist fiir die Uberfiihnrung von Informationen von
dem Kurzzeit- ins Langzeitgeddchtnis im Sdugergehirn entscheidend. Patienten, bei denen dieser
Gehirnbereich zerstort ist, verfligen noch Uber ein funktionelles Kurzeitgedachtnis und Uber ein
Langzeitgedachtnis bis zu dem Zeitpunkt, an dem ihr Hippocampus intakt war. Sie sind jedoch nicht
mehr in der Lage, neue Erfahrungen in ihrem Langzeitgedéchtnis zu speichern (Milner, 1968 ; Zola-
Morgan et al., 1986). Der Hippocampus scheint daher als Zwischenspeicher fiir die Uberfiihrung in das
Langzeitgedachtnis zu dienen. Auch fir bestimmte Formen des Lernens, z.B. dem expliziten Lernen, ist
der Hippocampus von Bedeutung. Unter explizitem Lernen versteht man an das BewuBtsein

gekoppeltes Lernen.

Hebb stellte 1949 die These auf, die synaptische Verbindung zweier Neurone wiirde verstarkt, wenn das
pré- und das postsynaptische Neuron gleichzeitig aktiv sind. Er entwarf damit ein zelluldres Modell
assoziativer Lern- und Gedéchtnisprozesse (Hebb, 1949). Bliss und Lomo demonstrierten 1973 Neurone
im Hippocampus mit genau jenen plastischen Eigenschaften und assoziativen Vorraussetzungen,
welche von Hebb vorgeschlagen worden waren (Bliss & Lomo, 1973). Sie fanden heraus, daB eine kurze,
hochfrequente Salve von Aktionspotentialen in bestimmten neuronalen Schaltkreisen des Hippocampus
zu einer Verstarkung der Synapsen in diesen Schaltkreisen fiihrt. Diesen ProzeB nannten Bliss und Lomo
Langzeitpotenzierung (LTP, engl. long-term potentiation). LTP des Hippocampus ist somit eine Form
aktivitdtsabhdngiger synaptischer Plastizitdt. Es wird angenommen, LTP sei mit Speicherung des

Langzeitgedachtnisses und explizitem Lernen assoziiert. Die Auslésung von LTP im Tractus perforans



fiihrt zu einer langer anhaltenden Erhhung der Ubertragungseffizienz der Synapsen von den
Kornerzellen des Gyrus dentatus. Diese gesteigerte Effizienz kann bei narkotisierten Tieren mehrere
Stunden, bei Tieren, die sich frei bewegen, mehrere Tage anhalten. Die plastischen Fihigkeiten der

Neurone des Hippocampus pradestinieren diesen fiir Lernvorgéange.

P
Tra
3) “us alveans

@)

® . Tractus pe rfofans

@ AG\

Fimbriae hippocaml Pl
Y

MOOSfasem

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Trisynaptischen Schaltkreises des Hippocampus

Hier dargestellt sind der Hippocampus und der Gyrus dentatus (GD). Die C-férmige Struktur des Hippocampus wird in drei
Ammonshorn-(Cornu ammonis)-Regionen aufgegliedert (CA1-CA3). In den CA-Regionen und im Gyrus dentatus sind die
Nervenzellkorper in kompakten Schichten angeordnet (in der Abbildung als graue Banden dargestellt). Im Hippocampus
handelt es sich um Pyramidenzellen (P) im Gyrus dentatus um Kdornerzellen (KR). Beide Nervenzelltypen werden von

Korbzellen durch ein netzartiges Geflecht inhibiert (nicht dargestellt).

Der einschichtige Hippocampus ist direkt mit dem mehrschichtigem Cortex verbunden. Axone des
Cortex bilden Synapsen mit den Dendriten der Kérnerzellen des Gyrus dentatus. Dies ist der Tractus
perforans (1.). Axone der Kérnerzellen projizieren, als sogenannten Moosfasern, zu der CA3 Region und
bilden Synapsen mit den Dendriten der Pyramidenzellen (2.). Axone der CA3 Neurone teilen sich. Ein
Teil verlaBt den Hippocampus liber die Fimbriae hippocampii zur Fornix. Der andere Teil zieht zu den
Pyramidenzellen der CA1 Region. Diese Bahn wird als Schafferkollaterale (3.) bezeichnet. SchlieBlich

projizieren die Axone der CA1 Neurone (iber den Tractus alveans wieder zum Cortex zuriick.

1.2 LTP als zelluldres Lernmodell im Saugergehirn

Mehrere Eigenschaften machen LTP zu einem attraktiven Modell fiir bestimmte Formen des
Gedichtnisses (Malenka, 1994). Wie Gedachtnisspuren kann LTP schnell gebildet und durch

Wiederholung verstdrkt werden. Fiir beide Phdnomene existiert eine Reizschwelle. LTP st



eingangsspezifisch, d.h. nur die Synapsen, die zur Zeit der hochfrequenten Stimulation aktiv waren,

werden potenziert, wahrend andere Synapsen des selben Neurons nicht potenziert werden.

Weiterhin besitzt LTP assoziative Eigenschaften. Eine prasynaptische Nervenzelle, deren Signal nicht
stark genug ist, LTP auszuldsen, kann die Ubertragungseffizienz zu einem Zielneuron dennoch erhéhen,
wenn dieses gleichzeitig eine starke Stimulation eines anderen vorgeschalteten Neurons erfihrt (Bliss &
Collinridge, 1993). Dies kann als zelluldre Entsprechung assoziativer Eigenschaften bestimmter

Lernformen interpretiert werden.

Als eine molekulare Struktur, die die zeitliche Assoziation von prd- und postsynaptischer Aktivitat
detektiert, wurde der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptor identifiziert. Die Rezeptoren fiir
Glutamat, dem héaufigsten exzitatorischen Transmitter im Gehirn, werden nach ihrer Ansprechbarkeit
fiir bestimmte Antagonisten in mindestens zwei Klassen unterteilt (Stevens, 1993), namlich in NMDA-

Rezeptoren und in Kainat- und AMPA-Rezeptoren.

Der NMDA-Rezeptor bildet einen lonenkanal, der fiir Ca*, aber auch fiir Na* und K* durchlissig ist.
Dieser lonenkanal wird wihrend des Ruhepotentials von einer physiologischen extrazelluliren Mg **-
Konzentration blockiert. Fiir die Offnung des lonenkanals sind zwei gleichzeitige Ereignisse notwendig:
Die Bindung von Glutamat an den NMDA-Rezeptor und die zeitgleiche Auflésung der Mg?**-Blockade,
welche durch eine NMDA-Rezeptor unabhéngige Depolarisierung der postsynaptischen Membran
zustande kommt. Treten beide Ereignisse zur selben Zeit ein, kann extrazelluldres Ca* durch den Kanal
in die Zelle einstrémen. Durch diesen Koinzidenzmechanismus lassen sich Eingangsspezifitat,

Assoziativitat und Reizschwellen bei LTP erkldren (Bliss & Collingridge, 1993).

Der Einstrom von Ca®*-lonen in die postsynaptische Zelle ist fiir die LTP-Induktion notwendig (Bliss &
Lynch, 1988; Bear, 1996). Dieses voriibergehende Signal kann dann zu einer stabilen Modifikation der

synaptischen Ubertragung fiihren.

1.3 Synaptische Plastizitat

Die Vermutung, Informationen kdnnten mittels Verdnderung der synaptischen Effizienz im Gehirn
gespeichert sein, entstand bereits Anfang dieses Jahrhunderts aufgrund einer Beobachtung von Cajal.
Er demonstrierte, daB das Netzwerk der Neurone mit Hilfe von Verbindungen untereinander
kommuniziert. Diese Verbindungen wurden von Sherrington ,Synapsen” genannt (Sherrington, 1906;
Cajal, 1911). AuBerliche Einfliisse sind durch ein Muster neuronaler Aktivitit im Gehirn reprasentiert,
und diese Aktivititsmuster miissen als Ursache synaptischer Veranderung angesehen werden. Aus
diesem Grund scheint die Synapse, deren Signallibertragung aktivititsabhingig reguliert wird,

pradestiniert fiir den Ort, an dem sich Lernen und Gedachtnis vollzieht.



Die groBte Anzahl von exzitatorischen synaptischen Verbindungen tritt an den sogenannten Dornen
auf. Dornen sind kleine Strukturen mit Hals und knollenartigem Kopf, die an den dendritischen

Auswiichsen von Neuronen gefunden werden.

Theoretische Uberlegungen legen zweierlei nahe: 1. Diese Dornen bilden ein biochemisch isoliertes
Kompartiment, in dem spezifische Botenstoffe konzentriert werden, die sonst innerhalb der Zelle zu
schnell diffundieren wiirden (Koch & Zandor, 1993). 2. Morphologische Anderungen der Dornen ha ben
eine Erh6hung der synaptischen Leistungsfahigkeit zur Folge (Rall, 1974).

In der Tat zeigt eine groBe Zahl experimenteller Studien eine hohe Korrelation zwischen der Induktion
der synaptischen Plastizitdt und Verdnderungen in Gestalt und Anzahl der Dornen und Synapsen. Erste
Beweise flir eine Veranderung der Synapsenanzahl wahrend LTP in der CA1-Region des Hippocampus
wurden zuerst von Lynch und Mitarbeitern 1977 erbracht (Lynch et al., 1977). Elektrische Reize, die
eine LTP verursachen, erhéhen gleichzeitig die Anzahl der Synapsen an dendritischen Schiften (Lee et
al., 1980). Diese Beobachtung konnte von Chang und Greenough noch erweitert werden. Sie konnten
zusatzlich zeigen, daB nicht nur Synapsen, die am Dendritenschaft, sondern auch Synapsen, die an
Dornen lokalisiert sind, in ihrer Anzahl erhdht werden. Diese durch &duBere Reize ausgelfste

Synaptogenese im Hippocampus korreliert sehr stark mit LTP (Chang & Greenough, 1984).

Neuere Studien von Geinisman und Mitarbeitern zeigten Verdnderungen der Synapsenanzahl wahrend
LTP im Gyrus dentatus (Geinisman et al., 1992, 1996). Nach Stimulation des Tractus perforans mit
hochfrequenten Reizen wurden die Synapsen in der mittleren und inneren Molekularschicht des Gyrus
dentatus untersucht. Die Induktion von LTP wird begleitet von einem hohen selektiven Anstieg der
perforierten axo-dornischen Synapsen, die eine segmentierte postsynaptische Dichte zeigen. Diese

Veranderungen wurden nur in den aktivierten synaptischen Regionen des Gyrus dentatus beobachtet.

Die selektive Erhohung eines bestimmten Synapsentyps kdonnte durch eine dynamische Transformation
einer Synapsenform in die andere erklart werden. Daraus kdnnte ein synaptischer ,turnover”, bei dem
sich eine Synapse in mehreren Schritten umwandelt und anschlieBend teilt, resultieren. In diesem
Zusammenhang wird seit langem diskutiert, wie diese strukturellen Verdnderungen der Synapsen durch
Modifikationen der am Zytoskelett beteiligten Proteine erreicht werden konnen (Baudry et al., 1981;
Lynch & Baudry, 1987). Bislang konnte jedoch keine Beteiligung eines bestimmten Proteins an

morphologischer Plastizitdt nachgewiesen werden.

1.4 Langzeitgedéchtnis und LTP sind von Protein- und RNA-Synthese abhingig

Sowohl in Invertebraten als auch in Vertebraten unterscheidet sich Langzeitgeddchtnis von
Kurzzeitgedachtnis dadurch, daB Langzeitgedichtnis RNA- und Proteinsynthese benétigt (Davis &
Squire, 1984; Castelucci et al., 1989). Wie das Langzeitgedéchtnis wird auch LTP durch Inhibitoren der
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RNA- und Proteinsynthese blockiert (Krug, 1984; Stanton & Sarvey, 1984). Aus diesem Grund wird sehr

viel Wert auf die Identifizierung der Gene gelegt, die durch Aktivitat induziert werden.

Im Jahre 1992 konnten Kuhl und Mitarbeiter erstenmals zeigen, daB Verhaltenstraining in
Invertebraten Verdnderungen in der Konzentration spezifischer mRNAs in Zellen verursacht, die an
Lernvorgingen beteiligt sind (Kuhl et al., 1992; Kennedy et al., 1992). In Neuronen des Saugergehirns
und -riickenmarks wird durch eine Reihe von physiologischen und pathologischen Reizen eine schnelle
und transiente Aktivierung von unmittelbar frilhen Genen (immediate early genes, IEGs) induziert
(Sheng & Greenberg, 1990). Viele IEGs kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, die wahrscheinlich die
Expression von abwirts gelegenen Effektorgenen kontrollieren (Goelet et al., 1986). In neueren Studien
wurden Gene identifiziert, die vielleicht selbst Effektorwirkung fiir die LTP besitzen (Qian et al., 1993;
Yamgata et al., 1993 und 1994; Nedivi et al., 1993). Die friihen Effektorgene besitzen wahrscheinlich
die Maoglichkeit Langzeitverdnderungen im neuronalen Phdnotyp wéahrend plastischer Prozesse,
einschlieBlich LTP, zu fordern. So haben Kuhl und Mitarbeiter den Gewebe -Plasminogenaktivator (t-
PA), eine extrazelluldre Serin-Protease, als ein friihes Effektorgen identifiziert, das wahrscheinlich an

den morphologischen Verdnderungen, die wahrend der LTP auftreten, beteiligt ist (Qian et al., 1993).

In anschlieBenden Studien konnten Kuhl und Mitarbeiter mit Uwe Frey in Magdeburg zeigen, dal3
Mause, die eine durch homologe Rekombination eingefiihrte Mutation im t-PA-Gen tragen, keine
normale LTP entwickeln (Frey et al., 1996). Obwohl diese Experimente eine enge Verbindung zwischen
Genexpression und neuronaler Plastizitdt kniipfen, bleibt die Frage offen, wie eine im Nukleus
stattfindende transkriptionelle Aktivierung in der Lage ist, selektiv stimulierte Synapsen im entfernten
dendritischen Kompartiment eines Neurons zu verdndern. Solche selektiven Modifikationen von
Synapsen, die koinzidente Aktivitat erfahren haben, werden von der Hebb'schen Regel postuliert und

sind eine Voraussetzung fiir die Eingangsspezifitat der LTP.

Neue Untersuchungen zeigen, daB nicht nur im Perikaryon sondern auch im Dendriten der Nervenzelle
Proteinsynthese stattfindet (Kuhl & Skehel, 1998). Im Gegensatz zu Axonen finden sich in Dendriten
Polyribosomenkomplexe und freie Ribosomen. Die Anreicherung von Polyribosomen an der Basis von
dendritischen Dornen ermdglicht eine lokale Proteinsynthese in der Nidhe von Synapsen (Steward &
Levy, 1982). Eine spezifische dendritische Proteinsynthese wurde in Zellkulturen an Neuronen aus dem
Hippocampus gezeigt (Torre & Steward, 1992; Feig & Lipton, 1993). Bislang waren allerdings keine
spezifischen Proteine bekannt, deren mRNAs nach synaptischer Aktivitat differentiell in den Dendriten
lokalisiert werden und dort lokal an aktivierten postsynaptischen Orten translatiert werden. Solche
neusynthetisierten Proteine konnten dann morphologische Verdnderungen der aktivierten Synapse
einleiten. Eines der ersten Proteine, das diese Bedingungen erfiillt, ist arg3.1, ein durch synaptische

Aktivitat reguliertes Genprodukt.
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1.5 Arg3.1, ein durch synaptische Aktivitat reguliertes Gen

Kuhl und Mitarbeiter und, davon unabhingig, das Labor von Paul Worley an der Johns Hopkins
Universitdt entdeckten ein bislang unbekanntes unmittelbar friihes Gen im Sdugergehirn, arg3.1
genannt (Activity-Regulated Gene 3.1, Link et al, 1995; Lyford et al, 1995). In bestimmten
Neuronenpopulationen fiihrt synaptische Aktivitdt zu einer dramatischen Erh6hung der Anzahl der
arg3.1-Transkripte. Im Hippocampus war die konstituive Expression niedrig. Die basale Expression ist in
cortikalen Bereichen, besonders im visuellen Cortex, hoch. Im Cortex sind NMDA-Rezeptoren
wesentlich an der normalen, erregenden synaptischen Ubertragung beteiligt. Die Blockade des NMDA -
Rezeptors fiihrte zu einer Reduktion der basalen Expression der arg3.1-mRNA. Dieses Ergebnis weist
darauf hin, daB die konstituive Expression von arg3.1 im Cortex durch eine natiirlich vorkomm ende
Aktivierung des NMDA-Rezeptors, z.B. durch visuelle Erfahrung, verursacht wird. Synaptische Aktivitat,
die durch konvulsive epileptische Anfidlle ausgelost wird, erhéht die Zahl der mRNA Molekiile in
Neuronen des Cortex und des Hippocampus. Die Induktion ist unabhdngig von de novo
Proteinsynthese, wie es fiir alle IEGs charakteristisch ist. Hochfrequente Reizung des Tractus perforans
resultiert in LTP und zu einem rdumlich begrenzten, dramatischen Anstieg der Anzahl der arg3.1 -mRNA
Transkripte in den Kdrnerzellen des ipsilateralen Gyrus dentatus. Besonders auffallend ist, daB nach LTP
oder epileptischer Aktivitat starke Hybridisierungssignale im Stratum moleculare des Gyrus dentatus

beobachtetet werden.

Die Hybridisierungsmuster belegen, daB arg3.1-mRNA in den Dendriten der Kérnerzellen lokalisiert ist.
Bislang sind nur wenige mRNAs identifiziert worden, die in der dendritischen Lamina vorkommen.
Arg3.1 ist das erste Beispiel flir ein Gen, dessen mRNA in den Dendriten lokalisiert ist und durch
synaptische Aktivitdt requliert wird. Die Mehrzahl der im Gehirn beschriebenen IEGs kodiert fiir
Transkriptionsfaktoren. Die Lokalisierung der arg3.1-mRNA in den Dendriten deutet daraufhin, daB3

arg3.1 ein Mitglied einer Familie von IEGs ist, die andere Funktionen besitzen.

Ahnlich dem t-PA reprisentiert arg3.1 ein friihes Effektorgen, das sehr schnell Verdnderungen in den
aktivierten Neuronen herbeifiihren kann. Arg3.1-Protein ist strukturell entfernt mit Gehirn a-Spektrin
verwandt (Link et al., 1995). Spektrin ist ein wesentlicher Bestandteil des Zytoskeletts, der unterhalb
der Plasmamembran liegt (Bennett, 1985). Die Prozessierung von Gehirnspektrin  durch
kalziumabhangige Proteasen an der postsynaptischen Membran wird als ein zentraler Mechanismus fir
LTP diskutiert (Seubert et al., 1988; Siman & Noszek, 1988). Die enge Korrelation der arg3.1-Expression
mit synaptischer Aktivitdt, die dendritische Lokalisierung und die Ahnlichkeit mit a-Spektrin deuten
auf eine wichtige Rolle dieses bisher unbekannten Gens bei plastischen Verdnderungen hin. Die
differentielle Lokalisierung der arg3.1-mRNA in den Dendriten erdffnet die Mdglichkeit der lokalen
Synthese des Proteins an aktivierten Synapsen und kdnnte zu synapsenspezifischen Modifikationen

wahrend langandauernder plastischer Verdnderungen des Nervensystems beitragen. Moglicherweise
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sind fiir die selektive, dendritische Verteilung der arg3.1-mRNA bestimmte Signalsequenzen in der

mRNA selbst verantwortlich (Wallace et al., 1998; Kuhl & Skehel, 1998).

Um in Zukunft die Fuktionen des Arg3.1-Proteins besser verstehen zu kdnnen, missen Proteine
identifizieren werden, welche mit dem Arg3.1-Protein in Wechselwirkung treten. Bislang sind solche
Interaktionspartner vollig unbekannt. Da jedoch nahezu alle zelluldren Prozesse durch spezifische
Interaktionen zwischen Proteinen reguliert werden, wiirde die Detektion von Proteinen, welche mit
dem Arg3.1-Protein interagieren, einen groBen Schritt zum Verstdndnis der Funktion des Arg3.1-
Proteins darstellen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mittels des Two-Hybrid-Systems nach
Interaktionspartnern des Arg3.1-Proteins gesucht. Auf das Two-Hybrid-System wird im Folgenden

naher eingegangen.

1.6 Two-Hybrid-System

Das Two-Hybrid-System bietet eine Technik zur ldentifikation von Protein-Protein-Interaktionen. Das
Besondere am Two-Hybrid-System ist, die Interaktionen /n vivo detektieren zu kénnen. Da diese
Detektion in der Hefe, einem eukaryoten Organismus stattfindet, wird angenommen, die Proteine
kamen in ihrer nativen Konformation vor (Chien et al., 1991; Fields & Song, 1989; Fields & Sternglanz,
1994). Das Two-Hybrid-System macht sich die Tatsache zunutze, daB Transkriptionsfaktoren aus zwei
Untereinheiten bestehen: Zum einem aus der DNA-Bindungsdoméne, die es dem Transkriptionsfaktor
ermoglicht, aufwéarts des Reportergens spezifisch an die DNA zu binden, zum anderen der
Aktivierungsdoméine, die mit der RNA-Polymerase interagiert und einen Komplex bildet und auf diese

Weise die Transkription stimuliert.

Beide Untereinheiten sind fiir eine Aktivierung notwendig und normalerweise auf demselben Protein
lokalisiert. Es wurde jedoch /n7 vivo nachgewiesen, daB die Aktivierung auch dann mdglich ist, wenn die
Doménen auf zwei unterschiedlichen Proteinen lokalisiert sind (Hope & Struhl, 1986; Keegan et al.,
1986). Im Two-Hybrid-System setzt man zum einen Expressionsvektoren ein, welche fiir die DNA-
Bindungsdoméne des GAL4 Transkriptionsfaktors kodieren, und mit dem gewiinschten Protein lber den
N-Terminus fusioniert sind. Zum anderen Expressionsvektoren, welche fiir die GAL4 -Aktivationsdoméne
des GAL4 Transkriptionsfakors kodieren, und {iber den N-Terminus ihrerseits mit einer Bank von
Proteinen fusioniert sind. Weiterhin kodieren diese Expressionsvektoren fiir Enzyme, die fiir die
Synthese von Aminosiuren notig sind. Da die eingesetzten Hefestimme (Saccharomyces cerevisiae) fiir
bestimmte Aminosduren auxotroph sind, konnen diese Defizite durch die von Expressionsvektoren
ermoglichte Aminosduren-Synthese komplemetiert werden. So kann man die Transformation der
Expressionsvektoren in Hefe durch das Wachstum auf Medium, welchem eine einzelne Aminosdure
fehlt, Uberpriifen. Die eingesetzten Hefestimmme besitzen folgende Reportergene: Das LacZ-Gen,
welches fiir die B-Galactosidase kodiert, und das HIS3-Gen, welches fiir die Imidazol Glycerinphosphat

(IGP) Dehydrogenase kodiert. Die IGP Dehydrogenase ist fiir die Histidin Synthese notwendig. Beide
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Enzyme sind unter der Kontrolle des GAL Promotors. Interagieren zwei Proteine miteinander, so
entsteht ein funktionstiichtiger Transkriptionsfaktor, der die Expression dieser Reportergene zur Folge

hat.

Bei bestehender Interaktion ermdglicht das HIS3-Gen der Hefe auf Histidin defizientem Medium das
Wachstum. Durch diese Reportergene ist es zum einen mdoglich, positive Interaktionspartner zu

selektionieren, und zum anderen, diese anschlieBend durch die B-Galactosidase Aktivitdt zu tiberpriifen

(siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Two-Hybrid-Systems. Das Prinzip des Two-Hybrid-Systems beruht auf der Interaktion zweier Hybride. Eine Interaktion beider Hybride fiihrt zur Bildung
eines funktionellen Transkriptionsaktivators, der die Reportergene aktiviert. Interagiert das Arg3.1-Protein mit einem liblll-Protein, werden GAL4-DNA-Bindungsdomine (BD) und GAL-
Aktivierungsdomine (AD) zu einem funktionsfihigen Transkriptionsaktivator zusammengefiigt, so daB HIS 3/LacZ translatiert werden konnen. Im Vergleich dazu ist das Plasmid pCl dargestellt, es

enthalt die cDNA fiir das gesamte Wildtyp GAL4-Protein, einem Transkriptionsaktivator.
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Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist die Suche nach Proteinen, welche mit dem Arg3.1-Protein
interagieren. Zur ldentifizierung solcher Proteine wurde das Two-Hybrid-System eingesetzt. Bislang
sind solche Interaktionspartner vollig unbekannt. Die Detektion von Arg3.1 interagierenden
Proteinen kdnnte neue Ansatze fiir die Rolle des Arg3.1-Proteins aufzeigen. Das Erforschen solcher

Interaktionen ist somit von herausragender Bedeutung.
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2 Material

Im Nachfolgenden werden technische Ausriistung sowie benutzte Chemikalien tabellarisch

dargestellt. (Die Produkte sind in der linken, die Hersteller in der rechten Spalte aufgelistet.)

2.1 Gerate

30 °C Schrank

DU-70 Spektrophotometer

Elektroporationskiivetten

Eppendorf-Schiittler

Geldokumentationssystem

Gelkammern

GenePulser

Glasgerate

Mikrowelle

Minifuge RF

Mini-Protein-Gel

PCR-Block: Hybaid Omni Gene

Power Supply

Rotor JA 10 und JS 13.1

Rotor JA 20

Speedvac Sc110

Tischzentrifuge

UV-Bildschirm

Heraeus

Beckman

Invitrogen

Heidolph

Intas

Gibco BRL

BioRad

Schott

Bosch

Heraeus

Biorad

MW@ Biotech

BioRad

Beckman

Beckman

Savant

Qualitron

Herolab
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Waage Mettler

Wasserbad MGW Lauda
Whirler (REAX 2000) Heidolph
Zentrifuge J2-21M7E Beckman
Zentromat Braun

2.2 Chemikalien

Alle nicht ndher bezeichneten Chemikalien wurden von den Firmen Boehringer-Mannheim, Gibco

BRL, Merck, Pharmacia LKB, Roth, Serva und Sigma in p.A. Qualitit bezogen.

3-Amino-1,2,4-Triazol (3AT) Sigma
5-Brom-3-indolyl-B-D-galactosid Gibco BRL
5-Chlor-4-Brom-3-indolyl-B-D-galactosid Gibco BRL
Acrylamid Serva
Adeninsulfat Fluka
Ammoniumacetat Merck
Ammoniumperoxidisulfat Merck
Ampicillin Merck
Aprotinin Sigma
Bromphenolblau Merck
Chloroform Merck
Coomassie-Blau R 250 Serva
Cycloheximid Sigma
Dimethylformamid Fluka
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Dimethylsulfoxid (DMSO)
DTT

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll

Glassperlen

Glutathion
Glutathion-Agarose
Glycerol (87 %)
Glykogen

Isoamylalkohol
Isopropyl-3-D-thiogalactosid (IPTG)
Leupeptin

Lithiumchlorid
Magermilchpulver
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Phenol

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
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Roth

Merck

Sigma

Roth

Gibco BRL

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Boehringer

Roth

Gibco BRL

Sigma

Merck

Gliicks-Klee

Merck

Roth

Roth

Roth

Gibco BRL

Gibco BRL



PMSF Sigma

Polyaethylenglykol 6000 Fluka
Protein-G-gekoppelte Sepharoseperlen Pharmacia
Protein-Molekulargewichtsmarker Gibco BRL
Salzséure Merck
Sarcosyl Fluka
TEMED Sigma
Thrombin Sigma
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth
Triton X-100 Merck
Wachs-Kiigelchen Perkin Elmers
Xylen Cyanol Pharmacia

2.3 Zellulose und Filterpapiere

DE81-Zellulose Whatman
597 S&S Filterpapier 125 mm Schleicher & Schuell
Nitrocellulose Schleicher & Schuell

2.4 Enzyme und Kitsysteme

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden (ber die Firmen MBI Fermentas oder

NEBiolabs bezogen.

Alkalische Phosphatase Boehringer
Pfu-Polymerase Stratagene
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas, Boehringer
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Lysozym Sigma

RNAse Boehringer
Zymolase 100T ICN Biomedicals
Plasmid-Mini-Kit QIAGEN
Plasmid-Maxi-Kit QIAGEN
QlAquick Gel Extraction Kit QIAGEN

2.5 Antikorper

HA-Antikorper Boehringer

2.6 Agarose und Medienkomponenten

SeaKem LE Agarose FMC BioProducts
SeaPlaque GTG low melting Agarose FMC BioProducts
Dextrose DIFCO

Bacto Agar DIFCO
Hefe-Stickstoff-Basis DIFCO
Hefe-Extrakt DIFCO
Bacto-Pepton DIFCO
Dropout-Pulver Fluka

Sorbitol DIFCO
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2.7 Puffer, Losungen und Medien

EDTA-Puffer

Fixativ

Hochsalzlésung

Lauf-Puffer

(LAmmli-Puffer)

Lauria-Bertani Medium

Losung |

10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA

pH 7.4

4 % Paraformaldehyd
100 mM KH,PO,

1 mM MqgCl,

10 mM Tris HCI
1 mM EDTA
1 M LiCl

20 % Ethanol

25 mM Tris
190 mM Glycin

0.1 % SDS

5 g Hefeextrakt

5-10 g NaCl

mit 5 N NaOH auf pH 7.0 einstellen

ad 11H,0

1 Volumen 10 x TE

1 Volumen 10 x LiAcetat Losung (1 M)

8 Volumen H,0
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Losung Il 1 Volumen 10 x TE
1 Volumen 10 x LiAcetat Losung (1 M)

8 Volumen 50 % PEG

L6sung Il 1 Volumen 10 x TE
1 Volumen 10 x LiAcetat Losung (1 M)

8 Volumen 1.2 M Sorbitol

Lysierpuffer 2 % Triton X-100
1 % SDS
100 mM NaCl
10 mM Tris pH 8.0

1 mM EDTA

PBS 3.2 mM Na,HPO,
1.5 mM KH,PO,pH 7.4
140 mM NaCl

2.7 mM KCl

Probenpuffer 0.1 M EDTA
1 % SDS
20 % Ficoll
0.25 % Bromphenolblau

0.25 % Xylen Cyanol
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Schwyzer Waschpuffer

SDS-Probenpuffer

Selektionsmedium

Sorbitol-Puffer

STE

TAE-Puffer 1 x

500 mM LiCl
100 mM Tris-HCI pH 9

10 g/l NP-40

2 x 50 mM Tris-HCI pH 6.8
2 % SDS

0.04 % Bromphenolblau
20 % Glycerin

84 mM B-Mercaptoethanol

5 g Ammoniumsulfat
1.7 g Stickstoff Basis
1.2 g Dropout Pulver
20 % Dextrose

ad 11H,0

1.2 M Sorbitol

100 mM K,PO, pH 6.5

0.1 M NaCl

10 mM Tris-HCI pH 8

1 mM EDTA pH 8

0.04 M Tris-Acetat

0.001 M EDTA
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10 x TE 0.1 M Tris-HCl
10 mM EDTA

pH 7.5

TELT-Puffer 50 mM Tris HCl pH 7.5
62.5 mM EDTA
2.5 mM LiCl

0.4 % Triton X 100

Transfer-Puffer 50 mM Tris
380 mM Glycin
3.5 mM SDS
20 % MeOH

1 M Tris-HCL 121.1 g Tris Basis

gewlinschten pH mit HCI einstellen

YPAD-Medium 10 g Hefe-Extrakt
20 g Bacto-Pepton
20 g Bacto-Agar
20 % Dextrose
40 ug/ml Adeninsulfat

ad 11H,0
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YPD-Medium

2.8 Bakterienstamme

10 g Hefe-Extrakt
20 g Bacto-Pepton
20 g Bacto-Agar
20 % Dextrose

ad 11H,0

Die Folgenden Escherichia coli Stimme der Firma Life Technologies wurden verwendet.

Tabelle 1:
Stamm Genotyp Referenz
BL21 F~omp t hsdSg(rs mg") gal dem (DE3) Studier (1986)

ElektroMAX DH10B

ElektroMAX DH12S

F=mcrA, D(mrr-hsaRMS-merBC), @80d/acZAM 15,

N/acX74, deoR, recA 7,

endA 1, araD 139, D ara, leu)7697, gall, gaK,
A= rpst, nupG
Bod/acZAM15, me\, Nmrr-hsaRMS -meBC),

araD 139, Mara, leu)1697, Alack74, gall, gaK,
rpsL, deoR, nupG, recA1F, proAB+, /ad?

ZAM15

Lin et al. (1992)

Grant et al. (1990)
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2.9 Hefestamme

Folgende Saccharomyces cerevisiae Stamme der Firma Clontech wurden verwendet.

Tabelle 2:

Stamm Genotyp Referenz

CG-1945 MATa, ura 3-52, his 3-200, lys 2-801, trp 1-901, Feilotter et al. (1994)
ade 2-101, leu 2-3, 112, gal 4-542,
gal 80-538, LYS::GAL 1-HIS 3, cyh" 2,
URA 3 (GAL 4 17-mers),-CYH 1-lacZ

Y-187 MATa, ura 3-52, his 3-200, ade 2-101, trp 1-901, Harper et al. (1993)

leu 2-3, 112, gal 4-542, gal 80-538,

URA::GAL 1-lacZ
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2.10 Plasmide

Tabelle 3:

Plasmid Ldnge Genotyp Referenz

pAS1-CYH2 8 500 bp GAL4 (1-147), Amp, TRP1, CYH2, Harper et al. (1993)
ADH Pro, ADH Ter

pACTII 7550 bp GAL4 (768-881), Amp, LEU2, ADH Elledge et al. (1993)
Pro, ADH Ter

pACTII-liblll variabel liblll-Inserts, GAL4 (768-881), Amp,  Putz et al. (1996)
LEU2, ADH Pro, ADH Ter

pGAD10-lib variabel  lib-Inserts, GAL4 (768-881), Amp, Bartel et al. (1993)
LEU2, ADH Pro, ADH Ter

pGEX-KG-arg 5800 bp arg-Insert (800 bp), GST, lac | g Rep, Smith & Johnson (1988)
p tac Pro, Amp

pSPORT1-arg3.1 7 127 bp  arg3.1-Insert (3028 bp), lacZ, Amp Link et al. (1995)

pSORT1-liblll variabel liblll-Inserts, lacZ, Amp Link et al. (1995)

pCl 15 300 GAL4(1-881), Amp, LEU2 Fields & Song (1989)

bp
pSE 1111 7 500 bp  SNF4, GAL4(768-881), LEU2, Amp Elledge et al. (1993)
pSE 1112 7300 bp SNF1, GAL4(1-147), TRP1, CYH2, Elledge et al. (1993)

Amp

2.11 cDNA-Banken

2.11.1 Beschreibung der cDNA-Bank pACTII-liblll

Die pACTII-liblll-Bank besteht aus dem pACTIlI Schaukelvektor und den cDNAs der pSPORT1-liblll-
Bank (Link et al.1995). Bei dieser Bank handelt es sich um eine PTZ (Pentylentetrazol)/CHX
(Cycloheximid) induzierte Hippocampus-cDNA-Bank der Ratte. Zur Herstellung dieser Bank ist

Ratten Cycloheximid und 30 min spater Pentylentetrazol intraperitoneal injiziert worden, wodurch
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epileptische Anfdlle ausgeldst wurden. Nach 3 h wurden die zellulare mRNA isoliert und tiber
oligo(dT)-Zellulosesdulen aufgereinigt. Nach der cDNA-Synthese wurde diese in pSPORT1 (Gibco
BRL) kloniert und die pSPORT1-libllI-Bank erstellt (Link et al., 1995).

Fir die Herstellung der pACTII-liblll-Bank wurden mehr als 2 x 10° unabhingige cDNAs der
pSPORT1-libllI-Bank mit Smal und BamHI herausgeschnitten. Dieser Ansatz wurde in einem low
melting Gel aufgetrennt, die dann aus den pSPORT1 Vektor herausgeschnittenen cDNA-Banden
wurden mit Phenol/Chloroform extrahiert und tGber Smal und BamHI in pACTII (7550 bp, Elledge,
1993) kloniert. Die neu entstandene cDNA-Bank wurde pACTII-liblll-Bank benannt (sieche Abb. 3).
Das Plasmid pACTIl (Elledge et al., 1991) besitzt die Information zur Expression der GAL4-
Aktivierungsdoméne. Der GAL4-Aktivierungsdomédne wurde die Kernlokalisierungs-Sequenz des
SV40 T-Antigens hinzukloniert (Chien et al., 1991). Es enthilt einen prokaryoten und eukaryoten
Replikationsursprung und kann damit als Schaukelvektor eingesetzt werden. Es trdgt weiterhin als

E.coli-Selektionsmarker die Ampicillinresistenz und zur Selektion in Hefezellen das LEU2-Gen.
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Aktivierungsdomdne
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lib-Protein
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Restriktionsstellen

Abbildung 3: Plasmidkarte pACTII-liblll-Bank

pACTIl ist ein Schaukel- und Expressionsvektor. pACTII-liblll enthdlt ein Ecoli col E1 ori als Ursprung und das
Ampicillingen zur Ampicillin Selektion in £.co/i Weiterhin enthalt das pACTII-liblll den Hefe Replikationsursprung 2 p ori
und als Erndhrungsselektionsmarker das LEU2-Gen. Die cDNA-Bank pACTII-liblll enthdlt die cDNA der GAL4-
Aktivierungsdoméne und die ¢cDNA der Bank liblll als Fusionsgene. Diese Fusionsgene stehen unter der Kontrolle des

konstitutiven Wildtyp ADH1 Hefe Promotors, welcher eine hohe Expression des Fusionsproteins erlaubt.

LEU2: Gen des Leucin Stoffwechsels, Erndhrungsselektionsmarker. Linge 1100 bp.
ADH Pro: Promotor des Alkohol-Dehydrogenase-Gens. Lange 400 bp.

ADH Ter: Terminator des Alkohol-Dehydrogenase-Gens. Linge 325 bp.

GAL4 AD: Aktivierungsdomine des GAL4-Transkriptionsaktivators. Linge 410 bp.

liblll: cDNA-Bank aus Ratten-Hippocampus. Insertldnge variiert von 500-2500 bp.
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2.11.2 Beschreibung der cDNA-Bank pGAD10-lib

Die pGAD10-lib-Bank wurde von der Firma Clontech hergestellt. Die poly(A)+RNAs wurden aus dem
gesamten Gehirn der Ratten gewonnen. Zur Synthese der cDNA mittels Reverser Transkriptase
wurden sowohl oligo(dT)-Primer als auch zufillige - ,random” - Primer eingesetzt. Die Bank besteht
aus 2 x 10° unabhingigen Klonen, die in den LEU Schaukelvektor pGAD10 (6600 bp, Bartel et al.,
1993) einkloniert wurden. Der Vektor tragt als £.col/i-Selektionsmarker die Ampicillinresistenz und

zur Selektion in Hefezellen das LEU2-Gen.

2.12 Nukleinséduren

2.12.1 Sequenzierprimer

Tabelle 4:

Primer Lénge Firma

arg3.1 rev (358-337)

5" CAC TTC GGT CAA CAG ATG CC 3' 20mer Pharmacia
HA for
5" ATG GCT TAC CCATAC GA 3’ 17mer Pharmacia

pACTII/pGAD10 for

5 TAC CAC TAC AAT GGA TG 3' 19mer MWG

Die Primer arg3.1 rev und HA for wurden zur Priifung, ob die neu konstruierten Plasmide sich im
richtigen Leserahmen befinden, eingesetzt. Der Primer pACTII/pGAD10 for diente der Sequenzierung

der positiven Klone.

2.12.2 weitere Nukleinsduren

Tabelle 5:
Lachssperma-DNA Boehringer
DNA-GroBenmarker (1 kb Leiter) Gibco BRL
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3 Methoden

Wenn nicht niher bezeichnet, wurden die Methoden nach Sambrook et al. (1989) und Ausubel et al.

(1991) angewendet.

Fiir die Hefeuntersuchungen sind, falls nicht anders erwihnt, das Clontech Protokoll (Matchmaker

Supplement Kit Protocol) und das Laborprotokoll von S.J. Elledge benutzt worden.

3.1 Isolierung und Manipulation von DNA

3.1.1 Restriktionsverdau

Die Plasmid-DNA wurde mit eineinhalbfachem EnzymiberschuB, der fiir die DNA-Menge
berechneten Enzymeinheiten, 60 min bei 37 °C (oder 30 °C fiir Smal) verdaut. Falls n6tig wurde dem
Verdau RNAse zugesetzt. Die Enzyme wurden bei 65 °C 10 min inaktiviert und durch
Phenol/Chloroform extrahiert. Wurde der Restriktionsansatz direkt auf ein Agarosegel geladen, so

ist die Reaktion vorher durch Zugabe von 10 x Laufpuffer gestoppt worden.

3.1.2 DNA-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA-Priparationen, DNA-Restriktionen und zur Isolierung von DNA-Fragmenten
wurde die DNA in horizontalen Agarosegelen aufgetrennt. Dazu wurde Seakem LE Agarose (FMC)
oder SeaPlaque GTG low melting Agarose (FMC) in 1 x TAE gel6st und mit 5 pl / 100
Ethidiumbromid (mg/ml) versetzt. Die Konzentration des Agarosegeles (0.5-1 % Agarose) wurde in
Abhéngigkeit der GréBe der zu trennenden DNA-Fragmente gewahlt. Es wurde 1 x TAE als

Laufpuffer verwendet.

3.1.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten wurden low melting Agarosegele eingesetzt. Nach der
Gelelektrophorese wurde die auf einem UV-Schirm detektierte Bande sauber mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Die ausgeschnittene Bande wurde entweder mit dem QlAquick Gel Extraction Kit
(Quiagen) aufgereinigt, oder ber Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt und anschlieBend mit
Ethanol, Ammoniumacetat (oder Natriumacetat) und Glykogen gefillt. Bei der Phenol/Chloroform
Aufreinigung wurde die ausgeschnittene Bande mit dem dreifachen Volumen H,0 versetzt und in
einem Wasserbad bei 65 °C fiir 15 min erwdarmt. Nachdem das Gel geschmolzen war, wurde die
Losung mit dem selben Volumen Phenol versetzt, geschittelt und mit einer Tischzentrifuge bei 13
000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Die obere wéaBrige Phase wurde abgenommen und in ein neues
Eppendorfrohrchen berfiihrt. Die DNA wurde insgesamt 2 x mit Phenol, 2 x mit

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 2 x mit Chloroform aufgereinigt. Danach wurde
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die wiBrige Phase mit 2.5 Volumen eiskaltem Ethanol, 1/10 Volumen Natriumacetat und 2 pl
Glykogen versetzt und bei -20 °C fiir 2 h inkubiert. Die Fallung wurde mit 2.5 Volumen Ethanol, 0.5
Volumen Ammoniumacetat und 3 pl Glykogen durchgefiihrt, anschlieBend wurde die Probe fiir 1 h
bei 13 000 rpm zentrifugiert. Der DNA-Niederschlag wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und in 10-
20 pl H,0 aufgenommen.

3.1.4 Ligation

50-200 ng Vektor-DNA wurden mit der dreifachen molaren Menge Insert-DNA im Ligationspuffer
(Boehringer) mit 1 U T4-DNA-Ligase ligiert. Handelte es sich dabei um eine Ligation mit kohasiven
Enden, wurde sie bei Raumtemperatur fiir 1-4 h durchgefiihrt. Eine Ligation mit nicht kohasiven
Enden wurde bei 15 °C liber Nacht durchgefiihrt. Nach der Ligation wurde der Ansatz mit Ethanol
geféllt und in 5 pl H,0 aufgenommen.

3.1.5 Transformation

Fir die Transformation wurden Zellen von zwei verschiedenen Eco//-Stimmen verwendet:
ElektroMAX DH12S oder ElektroMAX DH10B. 0.5-1 pl Ligationsansatz wurden mit 20-50 pl
kompetenten Zellen vermischt und in eisgekiihlte Elektroporationskiivetten gefiillt. Die
Elektroporation erfolgte bei 1.66 kVolt, 25 pFarad und 200 pOhm. AnschlieBend wurden die
Bakterien in 1 ml S.0.C. Medium bei 37 °C fiir 1 h geschiittelt.

3.1.6 Selektion der positiven Klone

Verdiinnungen des Transformationsansatzes in S.0.C. Medium wurden auf LB-Platten, denen

Ampicillin (100 ug/ml) zugesetzt wurde, ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.7 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung wurde im wesentlichen nach dem Protokoll von Wilimzig angefertigt (Wilimzig,
1985). Fir eine Minipraparation der Plasmid-DNA wurden 4 ml LB/Amp-Medium mit einer
Einzelkolonie des plasmidtragenden Stammes angeimpft und bei 37 °C {iber Nacht auf einem Rotor
geschittelt. Das Sediment von 3 ml Bakterienkultur (Tischzentrifuge) wurde in 200 ul TELT-Puffer
resuspendiert, 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 5 pl Lysozym (50 mg/ml) zugesetzt. Die
Losung wurde 1 min auf 95 °C erhitzt und 5 min auf Eis gekihlt. Durch die Zentrifugation fiir 10
min in der Tischzentrifuge entstand ein Pellet, welches mit einem autoklavierten Zahnstocher
entfernt wurde. Die DNA wurde mit 200 ul absolutem Ethanol gefallt (15 min bei RT inkubieren und

10 min zentrifugieren). Das Sediment wurde getrocknet und in 20 pl H,0 aufgenommen.

Wurde eine besonders reine DNA-Isolierung bendtigt oder gréBere Mengen von Plasmid-DNA,

wurden mit dem Quiagen-System nach Angaben des Herstellers (Quiagen) aus 5 ml bzw. 250 ml
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Bakterienkultur DNA isoliert. Das wesentliche Prinzip dieser Methode besteht in einem AufschluB
der Bakterien durch alkalische Lyse, gefolgt von einer Ausféallung der SDS-solubilisierten Proteine
und Bindung der DNA an eine Anionenaustauschersdule. Nach zwei Waschschritten wurde die
Nukleinsdure von der Sdule eluiert und durch Zugabe von Isopropanol zur wéaBrigen Phase gefallt,

welches die Sedimentation ermdglichte.

3.1.8 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse wurde nach der Didesoxyterminationsmethode nach Sanger (Sanger et al.,
1977) durchgefiihrt. 2 ug DNA und 15 pmol Primer wurden mit H,0 auf ein Endvolumen von 10.5 pl

aufgefillt und im ZMNH Servicelabor sequenziert.

3.1.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Hybaid Omni Gene Block der Firma MWG Biotech
durchgefiihrt. Da es fiir das Konstrukt pAS1-CYH2-arg3.1 essentiell war fehlerfrei modifiziert und
amplifiziert zu werden, wurde die Pfu-Polymerase eingesetzt, da dieses Enzym eine
Korrekturleseaktivitat besitzt, welche die Rate von Einbaufehlern und somit ungewollten
Punktmutationen im Vergleich zur Tag-Polymerase deutlich senkt. Der PCR-Ansatz enthielt

folgende Komponenten:

Untere Losung in 25 pl:

je 2 ul einer 10 pM Primer-Stamml6sung (Endkonzentration 400 nM Hin- und Rickprimer)
2.5 pl Pfu 10 x Puffer
3 pl einer 10 mM dNTP-Stammldsung (2.5 mM je Nukleotid; Endkonzentration 75 puM je Nukleotid)

Obere Losung in 75 pl:

7.5 ul Pfu 10 x Puffer
1 ul Pfu-Polymerase (2.5 Units)
50 ng DNA

Zuerst wurde die untere Losung in ein Eppendorfrohrchen Uberfiihrt, ein Wachskigelchen
zugegeben, erhitzt bis das Kiigelchen geschmolzen war (5 min bei 80 °C), erhirtet bei RT und
anschlieBend wurde die obere Losung zugegeben. Diese Methode wird als Hot-Start bezeichnet. Sie
verhindert durch die temperaturabhéangige Trennung die Hybridisierung der Primer an die Matrize
bei Temperaturen unter 50 °C, um so unspezifische Hybridisierungen zu vermeiden. Wahrend der
ersten Denaturierung schmilzt das Wachs erneut, beide Losungen vermischen sich, das Wachs liegt

den Losungen auf und verhindert die Kondensation innerhalb des Eppendorfréhrchens.
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Zyklen:

1 min Denaturierung bei 94 °C
1 min Hybridisierung der Primer an die Matrize bei 50 °C
2 min Synthese des PCR-Fragmentes bei 72 °C

Es wurden 20 Zyklen angewandt.

3.2 Manipulation an Hefezellen

3.2.1 Transfektion von Hefezellen

100 ml YPD- oder Selektionsmedium wurden mit 75 pl einer stationdren Phase der zu
transfektierenden Hefezellen angeimpft und bis zu einer Dichte von ODg, = 0.2-0.8 bei 30 °C
geschiittelt (Dauer ca.15 h). Die 100 ml wurden auf zwei 50 ml Falcon-Tubes verteilt und fiir 10 min
bei 3200 rpm zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in je 3 ml H,0 gewaschen und wieder
zentrifugiert. Beide Niederschldge wurden in 0.5 ml Losung | (1 Volumen 10 x TE pH 7.5, 1 Volumen
10 x LiAcetat, 8 Volumen H,0) aufgenommen und in ein 1.5 ml Eppendorfrohrchen Gberfiihrt. 200
ul der so behandelten Hefezellen wurden mit 200 ug Lachssperma-DNA (vorher aufgekocht und
wieder abgekihlt), 3 pg Plasmid-DNA und 1 ml Losung Il (1 Volumen 10 x TE pH7.5, 1 Volumen 10 x
LiAcetat, 8 Volumen PEG) in ein 1.5 ml Eppendorftube gegeben und fiir 30 min bei 30 °C
geschiittelt. Es folgte fiir 15 min ein Hitzeschock bei 42 °C. Die Zellen wurden 10 sec in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert und in 200 pl H,0 aufgenommen. Die 200 pl wurden auf YPD- oder
Selektionsmedien ausgestrichen. Die Hefen bendétigten fiir ihr Wachstum bei 30 °C ca. drei bis vier

Tage.

3.2.2 Transfektion der cDNA-Bank pACTII-liblll/pGAD10-lib in Hefe

250 ml -Tryptophan Selektionsmedium wurden mit fiinf Kolonien CG-1945, die das Plasmid pAS1-
CYH2-arg3.1 enthalten, angeimpft und bei 30 °C zwei Tage lang bis zu einer ODg, von 1.0
geschittelt. Die 250 ml -Tryptophan-Medium wurden mit 250 ml YPAD versetzt und weitere 4 h bei
30 °C geschiittelt. In einem vorgewarmten Rotor (JA10) wurden die 500 ml Medium bei 2200 rpm 5
min zentrifugiert. Der Niederschlag wurde 2 x mit H,0 gewaschen und dann in 20 ml Lésung Il (1
Volumen 1 x LiAcetat, 1 Volumen 10 x TE, 8 Volumen Sorbitol) aufgenommen, in 50 ml Falcon-
Rohrchen uberfiihrt und fiir 30 min in ein 30 °C Wasserbad gestellt. Der Ansatz wurde danach
wieder bei 2200 rpm und Raumtemperatur 5 min zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 1.5 ml

Losung Il aufgenommen.

Die 1.5 ml wurden auf 13 Ansitze verteilt. 12 Ansdtze wurden zur Transfektion der pACTII-

liblll/pGAD10-lib cDNA Bank eingesetzt:
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Je 100 pl der CG-1945 Zellen, die das Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1 enthielten, wurden mit 100 pl
DNA-Mix (30 pug pACTII-liblll/[pGAD10-lib, 300 ug gescherter Lachssperma-DNA, 10 pl 10 x TE, 10 ul
10 x LiAcetat, mit H,0 auf 100 pl auffiillen) und 900 pl Lésung Il (1 Volumen 10 x TE pH 7.5, 1
Volumen Lithium Acetat, 8 Volumen PEG) in Eppendorfréhrchen pipettiert.

Die 12 Eppendorfrohrchen wurden fiir 30 min in ein 30 °C Wasserbad gestellt. Nach Zugabe von je
100 pl DMSO und einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 7 min, wurden die 12 Ansidtze in einem 250 ml
Erlenmeyerkolben vereinigt. Nach Zugabe von 100 ml -Tryptophan, -Leucin, -Histidin
Selektionsmedium wurden die Zellen fiir 2 h bei 30 °C geschiittelt. Die Zellen wurden zentrifugiert,

2 x mit 1 x TE gewaschen und in 3 ml 1 x TE aufgenommen.

Je 200 pl wurden auf 100 mm -Tryptophan, -Leucin, -Histidin + 30 mM 3AT Agarplatten

ausgestrichen.

Um die Transfektionsrate zu bestimmen, wurden 50 pl der Transfektion auf eine -Tryptophan, -

Leucin Agarplatte ausgestrichen.

Als positiv Kontrolle wurden CG-1945 Zellen, die das Plasmid pSE1112 enthielten mit dem Plasmid
pSE1111 transfektiert. Als negativ Kontrolle wurden CG-1945 Zellen mit pAS1-CYH2-arg3.1 und
pSE1111 kotransfektiert. Das Plasmid pSE1111 kodiert flir das Fusionsprotein aus SNF4 und der
GAL4-Aktivierungsdoméne. Das Plasmid pSE1112 kodiert fiir das Fusionsprotein aus SNF1 und die
GAL4-DNA-Bindungsdomdne. SNF1 bindet spezifisch an SNF4. Die Kontrollen wurden auf -
Tryptophan, -lLeucin Platten und auf -Tryptophan, -Leucin, -Histidin + 30 mM 3AT Platten

ausgestrichen.

3.2.3 Filterassay auf 3-Galactosidaseaktivitat

Frische Hefekolonien (Durchmesser ca. 1-2 mm) wurden auf einem Filter (597 Schleicher § Schuell
Filterpapier) mit einer Ose als Strich ausgestrichen. Auf einen 125 mm Filter wurden 15 - 20
Kolonien ausgestrichen und mit Kugelschreiber beschriftet. Der Filter wurde mit den Kolonien nach
oben in ein Bad mit flissigem Stickstoff gelegt. Wahrenddessen wurde in einer 150 mm Petrischale
ein zweiter Filter mit 3.5 ml Z-Puffer, der 60 ul X-Gal-Losung (20 mg/ml) enthielt, versetzt. Pro 100
ml Z-Puffer wurden 1.67 ml X-Gal (20 mg/ml) eingesetzt. Der erste Filter wurde aus dem
Stickstoffbad genommen, kurz an der Luft getrocknet und blasenfrei auf den zweiten Filter gelegt.
Nach 0.5 bis 8 h bei 30 °C wurden die positiven Kolonien blau. Als positiv Kontrolle wurden CG-
1945 Zellen, die das Plasmid pCl enthielten, ausgestrichen. Das Plasmid pCl enthalt die gesamte
Wildtyp Sequenz des GAL4-Proteins. Als negativ Kontrolle wurden CG-1945 Zellen, die
ausschlieBlich das Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1 enthielten, eingesetzt.
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3.2.4 Cycloheximid-Selektion
CG-1945 Hefezellen, die das Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1 und ein Plasmid der pACTII-liblll/[pGAD10-

lib-Bank besaBen, wurden auf -Leucin +CYH2 Medium ausgestrichen. Nach drei bis vier Tagen
wurden die Kolonien, die einen Durchmesser von 1-2 mm erreicht hatten, auf -Tryptophan Medium
und auf -Leucin Medium ausgestrichen. Kolonien, die nur auf -Leucin Medium wuchsen, wurden
auf -Leucin -Histidin +30 mM 3AT Medium ausgestrichen und einem Filterassay fiir [3-

Galactosidaseaktivitdt unterzogen.

3.2.5 Hefe-Paarungstest (Mating-Test)

Y-187 Hefezellen wurden mit den folgenden Plasmiden transfektiert:
a) pAS1-CYH2-arg3.1

b) pAS1

¢) pSE 1112

CG-1945 Hefezellen, die nicht das Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1, sondern nur ein Plasmid der pACTII-
liblll/pGAD10-lib-Bank enthielten, wurden mit je einer Kolonie Y-187 Hefezellen a) - c) in 0.5 ml
YPD bei 30 °C fiir 6- 18 h inkubiert. Danach wurden je 10-100 pl auf -Tryptophan, -Leucin, -Histidin
+ 30 mM 3AT Medium und zur Kontrolle auf -Tryptophan, -Leucin Medium ausgestrichen. Die

Hefezellen wuchsen drei bis vier Tage bei 30 °C.

Als Kontrolle wurde je eine Kolonie von CG-1945 Hefezellen, die das Plasmid pACTIl enthielt, mit Y-
187 Hefezellen a) - ¢) gepaart.

Nach drei bis vier Tagen wurden Kolonien mit einem Durchmesser von 1-2 cm als positives Ergebnis
gewertet. Kleinere Kolonien wurden als schwach positives Ergebnis gewertet. Die Anzahl der

Kolonien wurde im Verhiltnis zu den Kontrollplatten bestimmt (siehe Tabelle 6).
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Tabelle 6: Plasmid-Kombinationen im Paarungstest

Plasmid in Y-187, Plasmid in CG-1945, LacZ-Phanotyp HIS3-Phanotyp
Mat a Mat a

a) pAS1-CYH2-arg3.1 pACTII-liblll 1-X [-Gal positiv pos. Wachstum
b) pAS1 pACTII-liblll 1-X B-Gal negativ kein Wachstum
c) pSE 1112 pACTII-liblll 1-X B-Gal negativ kein Wachstum
a) pAS1-CYH2-arg3.1 pACTII [B-Gal negativ kein Wachstum
b) pAS1 pACTII B-Gal negativ kein Wachstum
¢) pSE 1112 pACTII B-Gal negativ kein Wachstum

3.2.6 Plasmidisolation aus Hefezellen

2 ml YPD-Medium wurden mit einer Hefekolonie beimpft und tiber Nacht bei 30 °C geschiittelt. 1.5
ml wurden bei 14.000 rpm fiir 5 sec zentrifugiert, der Uberstand wurde abgegossen. Der
Niederschlag wurde in 0.2 ml Lysispuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 0.2 ml
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) und 0.3 g Glasperlen (Sigma), wurde die Probe fiir 2
min stark gevortext. Der wiBrige Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren (14.000 rpm, 5 min, RT)
in ein sauberes 1.5 ml Eppendorfrohrchen tberfiihrt. Die Plasmid-DNA wurde mit 1/10 Volumen 3
M NaOAc, pH 5.2 und 2.5 Volumen Ethanol gefdllt. Nach einem Waschschritt mit 70 % Ethanol

wurde der Niederschlag in 10 ul H,0 aufgenommen.

3.2.7 Metabolische Markierung von Hefezellen und Immunoprazipitation

Uber Nacht wurde eine Kultur des entsprechenden Stammes in methioninfreiem Medium
hochgezogen. Im logarithmischen Wachstum wurden 10 ODgy-Einheiten geerntet, in 1 ml
methioninfreiem Medium resuspendiert und mit 250 uCi **S-Methionin versetzt. Die Markierung lief
30 min bei 30 °C. Die Zellen wurden sedimentiert, einmal in methioninfreiem Medium gewaschen
und dann in 100 pl TEA (10 pl/ml Leupeptin; 10 pl/ml Aprotinin) aufgenommen. Nach Zugabe von
0.1 g Glasperlen wurde die Probe 5x 30 sec stark gevortext, wobei sie zwischen den einzelnen
Schritten jeweils 1 min auf Eis inkubiert wurde. Danach wurde 900 pl Lysis-Puffer (mit Protease-
Inhibitoren) fiir die Immunoprazipitation zugegeben, die Glasperlen und nicht aufgeschlossene

Zellen wurden sedimentiert und der Uberstand abgenommen.
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Dem Uberstand wurde der Antikdrper (HA-Antikdper oder Arg3.1-Antikérper) zugesetzt, der Ansatz
2 h auf Eis inkubiert und dann ca. 100 pl Protein-G-gekoppelte Sepharoseperlen (Pharmacia)
zugegeben. Nach 2 h unter sanfter Bewegung bei 4 °C wurde der Uberstand abgenommen, die
Sepharoseperlen 5 x mit Schwyzer Waschpuffer, 2 x mit PBS und einmal mit 0.1 PBS gewaschen.
Die gebundenen Immunglobuline und das Antigen wurden in Elutionspuffer fir die
Immunoprazipitation mit 5 % -Mercaptoethanol 30 min bei 37 °C eluiert. Das Eluat wurde in einer
Vakuumzentrifuge lyophilisiert und in 0.1 Volumen 10 % Glycerin in H,0 mit Bromphenolblau

aufgenommen.

Nach Auftrennung der Proben auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel wurde das Gel fixiert, bei 95 °C

auf einem Vakuumtrockner getrocknet und auf einer Platte fiir den Phosphorimager exponiert.

3.3 Auftrennung und Immundetektion von Proteinen

3.3.1 Elektrophorese in denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelen

Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gele wurden zur Auftrennung von Proteingemischen
entsprechend ihrer GroBe eingesetzt. Es wurden 7.3 x 8 x 0.5 cm Mini-Protein-Gele (Biorad)
verwendet. Sie setzten sich aus einem unteren Polyacrylamid-Trenngel unterschiedlicher

Prozentigkeit und einem oberen Sammelgel aus 5 % Polyacrylamid zusammen.

Die Losung eines 10 %igen Trenngels setzt sich aus 8 ml Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (29 %
Acrylamid, 1 % Bisacrylamid), 6 ml Trenngell6sung (0.4 % SDS, 1.5 M Tris-HCI pH 8.8) und 10 ml
H,0 zusammen. Zur Polymerisation wurden 90 ul einer 20 %igen Ammoniumperoxodisulfat-Losung
und 20 ul TEMED zugesetzt. Die Gelapparatur wurde bis ca. 3 cm unterhalb der oberen Glaskante
mit der Gellosung gefiillt. Zur Ausbildung einer geraden Oberfliche wurde die Gell6sung sofort mit
Isopropanol vorsichtig tberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt, das
Trenngel mit der Losung des Sammelgels Uberschichtet und ein Taschenformer eingesetzt. Das
Sammelgel setzt sich aus 1.67 ml einer Acrylamid-Bisacrylamid-Losung, 2.5 ml Sammelgellosung
(1.4 9% SDS, 0.5 M Tris-HCI pH 6.8), 5.8 ml H,0 und 20 pl 20 %ige Ammoniumperoxodisulfat-Losung
und 8 pl TEMED zusammen. Die Proben wurden vor dem Auftragen in 3 x SDS-Probenpuffer
aufgenommen und fiir 3 min bei 100 °C denaturiert. Die Elektrophorese in Laimmli-Laufpuffer lief
ca. 1 h bei 100 Volt und 50 mA, gestoppt wurde sie an dem Zeitpunkt an dem die untere lonenfront
mit dem Bromphenolblau die untere Grenze des Gels erreicht hatte. Danach wurde das Gel
entweder in 45 % Methanol, 10 % Essigsdure mit 0.4 % Coomassie-Blau gefarbt und anschlieBend
entweder in 45 % Methanol, 10 % Essigsdure entfarbt oder fiir den Transfer auf eine Nitrocellulose-

Membran vorbereitet.
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3.3.2 Immunchemischer Proteinnachweis mittels Western-Blot

Das Gel wurde in Transfer-Puffer gespiilt, auf Transfer-Puffer getrankte Whatman-Filterpapiere
gelegt, mit einer Nitrocellulose-Membran und mit weiteren Whatman-Filterpapieren {iberdeckt und
in einem Einsatz mit der Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schuell) zur Anode hin in der
Blotkammer (Biorad) orientiert. Der Transfer lief ca. 1 h bei, 200 Volt. Nach dem Transfer wurde die
Nitrocellulose-Membran in einer Blocklosung (5 % Magermilchpulver, 0.5 x PBST, 0.5 x Transfer-
Puffer) fiir eine Stunde bei RT abgesittigt. Uberschiissige Magermilch wurde durch dreimaliges
Waschen mit PBST fiir je 5 min bei RT entfernt. AnschlieBend wurde mit dem jeweiligen Antiserum
oder Antikorper eine Verdiinnung von 1:3000 in PBST erstellt, und die Nitrocellulose-Membran
wurde fiir 1-3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die ungebundenen Antikérper wurden durch
dreimaliges Waschen mit PBST fiir je 5 min entfernt. Daraufhin wurde die Membran 20 min bei
Raumtemperatur mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Protein-A inkubiert (1:3000 in PBST).
Nach erneutem Waschen wurde die Membran mit dem ECL-Reagenz der Firma Amersham (300 pl
ECL1, 300 ul ECL2, 300 ul PBS) betrdufelt, nach einer Minute wurde die tberschiissige Fliissigkeit

abgetupft und die Membran auf einem Film exponiert (5 sec bis 4 h).

3.4 Proteingewinnung und Antikérperherstellung

3.4.1 Expression und Aufreinigung von GST (Glutathion-S-Transferase)-Fusionsproteinen

Eine Kultur des Eco/-Stamms BL 21 (Studier, 1986) wurde mit dem fiir das GST-Fusionsprotein
kodierendem Expressionsvektor, transformiert. Der hier eingesetzte Expressionsvektor pGEX-KG ist

eine modifizierte Form des pGEX von Smith & Johnson (1988).

Die Transformanten wurden anschlieBend auf LB-Platten mit Ampicillin (100 mg/ml) ausplattiert.
Ein einzelner Klon wurde in 2 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 mg/ml) bei 37 °C iber Nacht
inkubiert. Die Vorkultur wurde zu 500 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 mg/ml) gegeben und bis
zu einer ODgy, von 1.0 bei 37 °C geschiittelt. Nachdem der Kultur 500 pl 1 M IPTG zugesetzt worden
war, wurde sie weitere 4 h bei 37 °C geschiittelt. Die Bakteriensuspension wurde 20 min bei RT mit
4000 rpm abzentrifugiert (Zentrifuge 21 M/E, Rotor JA 14 Beckmann). Das Pellet wurde mit 4 °C
STE-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert, anschlieBend 15 min auf Eis gelagert und dann in
20 ml Lysispuffer (STE-Puffer, 5 mM DTT, 10 % Glycerin, 0.2 mM PMSF, 10 ug / ml Aprotinin, 10 pg /
ml Leupeptin, 2 % Sarcosyl) resuspendiert und dreimal je 30 sec mit 40 Watt auf Eis ultrabeschallt.
Um ein zu starkes Erhitzen der Proben zu vermeiden, wurde zwischen den einzelnen Beschallungen

je 1 min pausiert.

Die lysierten Bakterien wurden bei 9500 rpm fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge J2-21
M/E, Rotor JA 20, Beckman). Der Uberstand wurde mit Triton-X-100 auf eine Endkonzentration von
4 9 eingestellt, anschlieBend mit 500-800 ul Glutathion Agarose (Sigma) 2 h lang bei 4 °C in einem
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14 ml Falcon-Rdhrchen rotiert. Das Pellet wurde viermal mit STE-Puffer (0.2 mM PMSF, 10 ug / ml
Aprotinin, 10 pg / ml Leupeptin), zweimal mit Thrombin-Schneide-Puffer (50 mM Tris (pH 8.0), 150
mM NaCl, 1.2 mM CaCl2, 0.1 % [B-Mercaptoethanol, 1T mM DTT) gewaschen, anschlieBend wurde
dem Thrombin-Schneide-Puffer das Thrombin zugegeben (1 Unit / 100 ml Bakterienkultur) und 30
min fiir 2 h bei 4 °C rotiert, mit dem Ziel, das Protein, welches tber eine Thrombinschnittstelle mit
der Glutathion-S-Transferase verbunden war, abzuspalten. Um das aufgereinigte Protein zu
erhalten, wurde die Losung zentrifugiert (3 min, 2000 rpm, Tischzentrifuge). Im Uberstand befand
sich das erwiinschte Protein, im Pellet die an die Glutathion-Agarose gekoppelte Glutathion-S-
Transferase. Um die Ausbeute zu erh6hen, wurde das Pellet noch zweimal mit dem Thrombin-
Schneide-Puffer gewaschen. Dem so erhaltenen Uberstand wurde Leupeptin (10 pg / ml), EDTA (5
mM) zugegeben.

3.4.2 Gewinnung polyklonaler Antikérper gegen das Arg3.1-Protein

Das aufgereinigte Protein, welches unter 4.6 beschrieben ist, wurde bei Eurogentic eingeschickt.
Dort verabreichte man zwei Kaninchen je 600 ug Protein, appliziert wurden vier Injektionen im
einen Zeitraum von zwei Monaten. Das uns zuriickgeschickte Serum wurde mittels Western-Blot

getestet.

3.4.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung proteinhaltiger Losungen wurde nach der Methode von Bradford
durchgefiihrt (1976). 0.8 ml PBS wurden mit 10 pl der zu analysierenden Proteinldsung versetzt. Zu
dieser Losung wurden 0.2 ml Farbereagenz (Biorad) gegeben. Die Losung wurde durchmischt und fiir
mindestens 5 min bei RT inkubiert. Aus der Extinktionsmessung bei 595 nm konnte die

Proteinkonzentration anhand einer mit BSA erstellten Eichkurve berechnet werden.
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4 Ergebnisse

Mittels des Two-Hybrid-Systems wurde aus einer induzierten Hippocampus Bank (Ratte) und einer
Bank des gesamten Gehirns (Ratte) nach Proteinen, welche mit dem Arg3.1-Protein interagieren,

gesucht. Auf die Ergebnisse dieser Suche wird im Folgenden eingegangen.

4.1 Erstes Hybrid: Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdoméne

Das erste Hybrid besteht aus der GAL4-DNA-Bindungsdoméne und dem Arg3.1-Protein. Viele
eukaryote Transkriptionsfaktoren, GAL4 eingeschlossen, bestehen aus mindestens zwei
verschiedenen Domaénen: Einer GAL4-DNA-Bindungsdoméne und einer Aktivierungsdoméne
(Johnston et al., 1986). Die GAL4-DNA-Bindungsdomiane von GAL4 bindet an spezifische DNA-
Sequenzen, an die ,UAS" (upstream activating sequence) und an die 17mer Konsensussequenz in der
Promotorregion der Gene, die durch diesen Faktor requliert werden (Giniger et al., 1985). Die
Aktivierungsdoméne interagiert mit dem RNA-Polymerase Komplex, um die Transkription zu
initiieren.

Beide Domanen sind fiir eine Aktivierung der Transkription notwendig und normalerweise Teil eines
Proteins. Es ist jedoch /n vivo nachgewiesen worden, daB die Transkription auch dann initiiert
werden kann, wenn die Doméanen auf zwei unterschiedlichen Proteinen lokalisiert sind (Keegan et

al., 1986).

Durch rekombinante DNA-Technologien ist es mdoglich, funktionelle Aktivatoren aus separaten
Dominen verschiedener Proteine zu konstruieren (Ma & Ptashne, 1988: Brent & Ptashne, 1985). Das
native GAL4-Protein ist 881 Aminosduren lang und hat drei verschiedene Aufgaben: Erstens die
Bindung an die ,UAS" auf der DNA, zweitens die Aktivierung der Transkription der stromabwirts
gelegenen Gene GAL1 und GAL10, und schlieBlich drittens die Bindung des Regulatorproteins
GAL8O.

Diese Funktionen kdnnen auf dem GAL4-Protein verschiedenen Domidnen zugeordnet werden

(Johnston et al., 1985).

1. GAL4-DNA-Bindungsdomine mit Kernlokalisationssequenz (1.- 65. Aminosiure). Die
ersten 74 Aminosduren binden an ein 17mer in der Promotorsequenz von GAL1 und an vier

Stellen in der ,UAS"

2. Dimerisierungsdomane (65.-94. Aminosiure)
3. Aktivierungsdomine (148.-196. Aminosaure und 768.-881. Aminosaure)

4. Doméne fir die Interaktion mit GAL80 (851.- 881. Aminosiure)
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Das GAL80-Protein ist ein negativer Regulator von GAL4. Durch Zugabe von Galaktose wird der
Regulator inhibiert. In dem Hefestamm CG-1945, der in dieser Arbeit verwendet wurde, ist durch
eine Mutation das native GAL80-Protein ausgeschaltet, so daB keine Inhibierung des GAL4-Proteins
auftritt.

Die im ersten Hybrid verwendete GAL4-DNA-Bindungsdomine besteht aus den Aminosiuren von
Position 1-147 und wurde mit dem Arg3.1-Protein fusioniert. Zu diesem Zweck wurde die arg3.1-
cDNA in den TRP1 Schaukelvektor pAS1-CYH2 einkloniert. Die Expression des Proteinhybrids steht
unter der Kontrolle des starken Alkohol-Dehydrogenase Promotors. Die Konstruktion des arg3.1-

GAL4-DNA-Bindungsdomine-Hybrids ist unter 4.2 beschrieben.

4.2 Herstellung des Plasmids pAS1-CYH2-arg3.1

Das Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1 enthélt die Information zur Expression des Fusionsproteins Arg3.1-
GAL4-DNA-Bindungsdomaine. Die arg3.1-cDNA wurde aus dem Plasmid pSPORT1-arg3.1 (7127 bp,
Link et al.,1995) gewonnen. Mittels PCR wurde die DNA-Sequenz mit einer Sma und einer Bam H1
Erkennungssequenz versehen, wodurch die Ligation in pAS1-CYH 2 (8500 bp, Harper et al., 1993)
liber diese Schnittstellen ermdglicht wurde. Die benutzten Primer sind unter 2.12.1 beschrieben. Die
arg3.1-Sequenz, welche in pAS1 eingebaut wurde, enthélt ausschlieBlich die proteinkodierende
Sequenz, d.h. ab dem fiir das Starter-Methionin kodierende Triplet bei dem Nukleotid 197 bis zum
Stop-Codon in Hohe des Nukleotids 1386 (siche Abb. 4).
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Abbildung 4: Plasmidkarte pAS1-CYH2-arg3.1

pAS1-CYH2-arg3.1 ist ein Schaukel- und Expressionsvektor. pAS1-CYH2-arg3.1 enthilt ein Ecol/i col E1 ori als
Replikationsursprung und das Ampicillingen zur Ampicillin Selektion in Eco/i Weiterhin besitzt das pAS1-CYH2-arg3.1
den Hefe Replikationsursprung 2 p ori und als Erndhrungsselektionsmarker das TRP1-Gen. pAS1-CYH2-arg3.1 tragt das
Wildtyp CYH2-Gen der Hefe in dominanter Auspragung, welches Cycloheximid-Sensitivitdt auf die transfektierten Zellen
ibertragt. Das pAS1-CYH2-arg3.1 enthilt die cDNA fiir das Fusionsprotein aus der GAL4-DNA-Bindungsdomine. Dieses
Fusionsgen steht unter der Kontrolle des konstitutiven Wildtyp ADH1-Hefe-Promotor, welcher eine hohe Expression des

Fusionsproteins erlaubt. Die GAL4-Sequenz enthalt das GAL4-Kernlokalisationssignal.

TRP1: Gen des Tryptophan Stoffwechsels, Erndhrungsselektionsmarker. Linge 1000 bp.

CYH2: Gen fiir das L29 Protein der Hefe-Ribosomen. Lange 1500 bp.

ADH Pro: Promotor des Alkohol-Dehydrogenase-Gens. Lange 710 bp.

ADH Ter: Terminator des Alkohol-Dehydrogenase-Gens. Linge 325 bp.

GAL4 DNA-BD: GAL4-DNA-Bindungsdomine des GAL4 Transkriptionsaktivators. Linge 410 bp.

arg3.1: cDNA des arg3.1-Gens. Linge 3018 bp.

4.3 Zweites Hybrid: cDNA-Bank-Aktivierungsdomane

Das zweite Hybrid besteht aus einer cDNA-Bank, welche flr potentielle Arg3.1 Bindungsproteine,

die an eine GAL4-Aktivierungsdomine fusioniert sind, kodiert (siehe hierzu auch 2.11.1). Hierzu
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wurden mehr als 2 x 10° unabhingige cDNAs, die eine Linge zwischen 500 und 2000 Basenpaaren
besitzen, mit der GAL4-Aktivierungsdoméne fusioniert. Der GAL4-Aktivierungsdomine wurde die
Kernlokalisations-Sequenz des SV40 T-Antigens hinzukloniert, so daB das exprimierte Fusionsprotein

in den Kern der Hefe transportiert wird (Chien et al., 1991).

Es wurden zwei unterschiedliche cDNA-Banken fiir das Sreening benutzt. Zum einen die pACTII-
liblll-Bank (beschrieben unter 2.11.1) und zum anderen die pGAD10-lib-Bank (beschrieben unter
2.11.2). Den Plasmiden ist gemein, daB sie Schaukelvektoren mit Aktivierungsdomine sind. Sie
unterscheiden sich hauptsichlich in ihren Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme. Die pACTII-libllI-
Bank ist PTZ/CHX induziert. Die RNA wurde aus dem Hippocampus isoliert und in cDNA transkribiert.
Die cDNAs sind unidirektional - d.h. gerichtet - einkloniert. Die fir die pGAD10-lib-Bank

Herstellung notwendige RNA wurde aus dem gesamten Gehirn der Ratte isoliert.

4.4 Hefestamm CG-1945

Als Wirtszellen der Doppeltransfektion mit den Plasmiden pAS1-CYH2-arg3.1 und pACTII-
liblll/pGAD10-lib wurden Saccharomyces cerevisiae Zellen verwendet. Der Wirtstamm CG-1945
wurde aus dem Stamm HF7c entwickelt (Clontech, 1994; Feilotter, 1994). CG-1945 besitzt
Mutationen in den Genen fiir den Tryptophanstoffwechsel TRP1 und fiir den Leucinstoffwechsel
LEU2. Dies hat zur Folge, daBB der Hefestamm nicht mehr in der Lage ist, diese Aminosduren selbst zu
synthetisieren. Flir das Wachstum des Hefestammes miissen diese Aminosiduren entweder dem
Nidhrmedium zugesetzt werden, oder aber die nicht mutierten Gene TRP1 und LEU2 werden (iber
Plasmide in die Hefezelle transformiert. Dies bedeutet, daB Hefezellen nur auf Selektionsmedien, die
kein Tryptophan und kein Leucin enthalten, wachsen kénnen, wenn sie sowohl das Plasmid pAS1-
CYH2-arg3.1 (tragt das TRP1-Gen) als auch ein Plasmid der cDNA-Bank pACTII-liblll/pGAD10-lib
(trdgt das Gen LEU2) aufgenommen haben.

Weiterhin besitzt der Hefestamm das nicht mutierte Gen HIS3, dessen Expression unter der
Kontrolle eines GAL4-Promotors, der die UAS (upstream activating sequence) von GAL4 und die
TATA-Box des GAL1 Promotors beinhaltet, steht. Besteht eine Interaktion zwischen dem
Fusionsprotein arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomane und einem Fusionsprotein Bank-Protein-
Aktivierungsdoméane, kann der GAL4-Promotor aktiviert werden, und die Hefe kann auf
Selektionsmedium ohne Histidin wachsen. Dies erlaubt eine Selektion der Hefeklone, die mit zwei

interagierenden Hybriden transfektiert wurden.

Die Expression des HIS3-Gens ist in dem Stamm CG-1945 allerdings nicht vollstdndig unterdriickt,
deshalb wird den Selektionsmedien 3-Amino-1,2,4-triazol (3AT) beigefiigt. Der Histidin
Antimetabolit 3AT ermdglicht eine stringentere Histidin Selektion. Die Zugabe von 3AT fiihrt
demnach zu einer Verminderung der Anzahl der Klone und des weiteren zu einer Verlangerung der

Wachstumszeit (Feilotter et al., 1994).
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Der benutzte Hefestamm trigt als zweites Reportergen ein LacZ-Gen. Dem LacZ-Gen wurden als
spezifischer GAL4-Promotor drei Kopien der GAL4 17mer Konsensussequenz und die TATA Box des
Cycloheximid Promotors hinzukloniert. Damit unterscheidet sich der LacZ-Promotor vom HIS3-
Promotor. Die GAL4-DNA-Bindungsdomane erkennt und bindet an beide Sequenzelemente: GAL1
LUAS" und GAL4 17-mer.

Die Mutation gal4-542 des verwendeten Hefestamms CG-1945 hat zur Folge, daBB endogenes GAL4-
Protein nicht gebildet werden kann. Das Gen fiir GAL80, dessen Produkt normalerweise die GAL4
Funktion inhibiert, ist ebenfalls mutiert (Mutation gal80-538), so daB3 eine Inhibierung von GAL80

durch Galaktose nicht notwendig ist.

4.5 Hefestamm Y-187

Der Wirtstamm Y-187 (Saccharomyces cerevisiae) wurde fiir die Mating (Paarung) Versuche
eingesetzt. Die Paarung zwischen haploiden Zellen ist nur bei unterschiedlichen Paarungstypen
mdglich. Klassifiziert werden die Paarungstypen nach dem sogenannten Paarungstyplocus (MA7) in
MATa und MATa. Y-187 besitzt den Paarungstyplocus MATa, CG-1945 den MATa (Clontech, 1994;
Harper, 1993).

Y-187 besitzt Mutationen in den Genen fiir den Tryptophanstoffwechsel TRP1 und fiir den
Leucinstoffwechsel LEU2. Der Hefestamm ist nicht mehr in der Lage, diese Aminosduren selbst zu
synthetisieren. Fiir das Wachstum des Hefestammes miissen diese entweder dem Nahrmedium
zugesetzt werden, oder aber die nicht mutierten Gene TRP1 und LEU2 werden (iber Plasmide in die
Hefezelle transformiert. Auf Selektionsmedien, die kein Tryptophan und kein Leucin enthalten,
konnen nur Hefezellen wachsen, die sowohl das Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1 (tragt das TRP1-Gen)
als auch ein Plasmid der cDNA-Bank pACTII-libll/pGAD10-lib | (tragt das Gen LEU2) aufgenommen

haben.

Der Mating-Test ermdglicht eine schnelle Methode zur Verifizierung der Ergebnisse: Von Plasmiden,
die auf ihre Interaktion hin getestet werden sollten, wurde das eine in den CG-1945 Hefestamm
transfektiert, das andere in den Y-187 Hefestamm. Nach einer Inkubationszeit, die das Mating
ermoglichte, wurde der diploide Hefestamm auf ein -Trp, -Leu, -His defizientem Medium
ausgestrichen, so daB nur Zellen, die doppeltransfektiert waren und deren Proteine miteinander

interagierten, zum Wachstum befihigt waren.

4.6 Herstellung des Arg3.1-Antikérpers

Das Plasmid pGEX-KG ist aus dem Plasmid pGEX-2T (Smith & Johnson, 1988; Malone, 1994
unverdffentlicht) entstanden. Der pGEX-2T Vektor exprimiert das einklonierte Gen und die

Glutathion-S-Transferase (GST) als Fusionsprotein. Der im Vektor enthaltene /ac-Repressor - Produkt
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des /ac '-Gens - bindet an den p,.-Promotor und hemmt auf diese Weise die Expression des GST-
Fusionsproteins. Durch Isopropyl-1-thio-B-D-Galactosid (IPTG) kann die Expression induziert

werden.

Um das Fusionsprotein aufzureinigen, setzt man Glutathion-Agarose-Kiigelchen ein. Um das Protein
von Interesse aus diesem Komplex abspalten zu kdnnen, existiert zwischen der GST und dem
gewlinschten Protein eine Thrombin-Schnittstelle. Weiterhin besitzt dieses Plasmid die £co/i col E1
ori und das Gen fiir Ampicillinresistenz. Der pGEX-KG unterscheidet sich vom pGEX-2T durch eine
erhdhte Anzahl der Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme und durch einen Einbau von vier
GGT-Triplets, kodierend fir die Aminosaure Glycin, zwischen der Thrombinschnittstelle und dem

gewiinschtem Protein. Dadurch ist dem Thrombin die Schnittstelle zugédnglicher.

Der C-Terminus von Arg3.1, mit einer Ladnge von 800 bp, wurde in den Expressionsvektor pGEX-KG
einkloniert. Die DNA-Sequenz wurde aus dem Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1 mit den
Restriktionsenzymen Nco | und Sal | geschnitten und liber diese Schnittstellen in das Plasmid pGEX-

KG einkloniert.

4.6.1.1 C-terminales Arg3.1-Fragment: arg0.8 in seiner Aminosduresequenz dargestellt

132 MGGKYPVGSE PARHTVSVGVY GGPEPYCQEA DGYDYTVSPY AITPPPAAGE LPEQESVGAQ QYQSWVPGED
202 GQPSPGVDTQ IFEDPREFLS HLEEYLRQVG GSEEYWLSQI QNHMNGPAKK WWEFKQGSVK NWVEFKKEFL
272 QYSEGTLSRE AIQRELDLPQ KQGEPLDQFL WRKRDLYQTL YVDAEEEEIl QYVVGTLQPK FKRFLRHPLP

342 KTLEQLIQRG MEVQDGLEQA AEPSVTPLPT EDETEALTPA LTSESVASDR TQPE
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Abbildung 5: Entstehung und Beschreibung des Plasmids pGEX-KG-arg0.8

Das Plasmid pGEX-KG ist aus dem Plasmid pGEX-2T (Smith & Johnson, 1988; Malone, 1994 unverdffentlicht) weiter-

entwickelt worden. Der pGEX-2T Vektor exprimiert sowohl das einklonierte Gen als auch die Glutathion-S-Transferase

(GST) als Fusionsprotein. Der C-Terminus von Arg3.1, mit einer Linge von 800 Basenpaaren wurde aus dem Plasmid pAS1-

CYH2-arg3.1 herausgeschnitten und in das Plasmid pGEX-KG einkloniert. Das so enstandene Plasmid wurde pGEX-KG-

arg0.8 benannt.
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4.7 Vorversuche

Um das Two-Hybrid-System sinnvoll anzuwenden, missen folgende Fragestellungen erldutert

werden:
1. Wird das Fusionsprotein Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdoméne in der Hefezelle gebildet ?

2. Werden die Reportergene durch das Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomiane-Protein allein, auch

ohne Interaktion, aktiviert ?

ad 1.) Die Bildung des Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomine-Proteins wurde durch die Verwendung
zweier unterschiedlicher Antikérper und durch metabolische Markierung der Hefe in einer Western-
Blot Analyse nachgewiesen. Die benutzten Antikorper waren zum einen der HA-Antikorper
(Boehringer), welcher gegen das im pAS1-CYH2 enthaltene HA-Epitop gerichtet ist, und zum
anderen der Arg3.1-Antikorper. Auf dem 10 %igen Acrylamidgel wurden der CG-1945 Hefestamm
als Leerkontrolle und der mit pAS1-CYH2-arg3.1 transformierte Hefestamm aufgetragen, laufen
gelassen und auf Nitrocellulose geblottet. Um die Arg3.1-Antikorper zu liberpriifen, wurden zur
Kontrolle monoklonale Hamaglutinin-Antikorper eingesetzt, die gegen das HA-Epitop des pAS1-
Plasmids gerichtet sind. Die Inkubation wurde zum einen mit dem Arg3.1-Antiserum, zum andern
mit Hamaglutinin-Antikorpern durchgefiihrt (siehe Abb. 6). AnschlieBend wurden durch die an
Protein-A gekoppelte Meerrettich-Peroxidase die gebundenen Antikdrper durch den ECL-Assay
nachgewiesen. Durch die metabolische Markierung des pAS1-CYH2-arg3.1 enthaltenden CG-1945
Hefestammes, die Auftrennung im Western-Blot und die anschlieBende Exponation auf einem
Phospoimager, gelang die Darstellung des Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomane-Proteins. Die
Laufhdhe des Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomine-Proteins aller drei Western-Blot Analysen waren

identisch, was auf eine regelrechte Detektion schlieBen |48t (siehe Abb. 6).

ad 2.) Eine Aktivierung der Reportergene allein durch die Expression des Arg3.1-GAL4-DNA-
Bindungsdomane-Proteins des Two-Hybrid-Systems ist unbedingt auszuschlieBen. Wére es in der
Lage, die Aktivierung der Reportergene allein auszuldsen, wére eine ldentifikation von Arg3.1-
Bindungsproteinen nicht mdglich. Zu diesem Zweck wurden sowohl der 3—Galactosidase-Test als
auch das Wachstum auf -Histidin-Selektionsmedium (30 mM 3AT) mit den pAS1-CYH2-arg3.1
transfektierten CG-1945 Hefezellen durchgefiihrt. Eine Aktivitat der beiden Reportergene durch die

Expression des Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomane-Proteins konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 6: Nachweis der Expression der Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdoméne, deren kodierende DNA-Sequenz auf dem
Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1 enthalten ist. Dieser Nachweis wurde mittels dreier unterschiedlicher Detektionsmdéglichkeiten
wie folgt erbracht: Auf den Protein-Gelen sind jeweils der untransformierte CG-1945 Hefestamm und der mit pAS1-
CYH2-arg3.1 transformierte CG-1945 Hefestamm aufgetragen worden. Der Nachweis der Arg3.1-GAL4-DNA-
Bindungsdomine gelingt unter A) mit dem Arg3.1-Antikérper, unter B) mit dem HA-Antikorper, der gegen das
Hamaglutinin-Epitop der Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomine grichtet ist. C) Durch die metabolische Markierung des mit
pAS1-CYH2-arg3.1 transformierten Hefenstammes CG-1945 konnte die zu erwartende Laufhdhe der Arg3.1-GAL4-DNA-

Bindungsdoméne bestimmt werden.

Als Positivkontrolle des Two-Hybrid-Systems wurde die bekannte Protein-Protein-Interaktion des

SNF4- mit dem SNF1-Protein genutzt (Elledge et al., 1991).
1. SNF4-GAL4-DNA-Bindungsdomane (pSE1112)
2. SNF1-Aktivierungsdomine (pSE1111)

Durch die Interaktion dieser beiden Fusionsproteine entstand ein funktioneller Transkriptionsfaktor.
Beide Plasmide wurden in CG-1945 Hefezellen kotransfektiert. Die kotransfektierten Hefezellen
wurden einer Histidin  Selektion und einem [-Galactosidasetest unterzogen. Beide
Kontrolluntersuchungen zeigten ein positives Ergebnis. Kotransfektierte Hefezellen wuchsen auf

Histidin defizientem Selektionsagar und verfirbten sich beim (-Galactosidase Test blau.
Als Negativkontrolle wurden zwei Plasmidkombinationen eingesetzt:

1. Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomzne  (pAS1-CYH2-arg3.1) mit SNF1-Aktivierungsdomine
(pSE1111)

2. Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdoméne(pAS1-CYH2-arg3.1) mit Aktivierungsdomane (pACTII)
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Bei der ersten Plasmidkombination wurde untersucht, ob das Arg3.1-Fusionsprotein mit einem
beliebigen Fusionsprotein, welches die Aktivierungsdomidne beinhaltet, interagiert. Die zweite
Plasmidkombination schloB eine Interaktion zwischen dem Arg3.1-Fusionsprotein und der
Aktivierungsdomane, die nicht mit anderen cDNAs fusioniert ist, aus. Die Herstellung des Plasmids
pACTII-liblll ist unter 2.11.1 beschrieben. Als Kontrolle des 3-Galactosidase Tests wurde das Plasmid
pCl (15300bp; Fields & Song, 1989) verwendet. Das Plasmid pCl enthilt das native GAL4-Protein,

das allein in der Lage ist, die Reportergene zu aktivieren.

Die Ergebnisse der Vorversuche sind in Tabelle 7 zusammengefalt.

Tabelle 7: Vorversuche

Nr.  Plasmidkombination Hybridkombination HIS3 lacZ
1 pSE 1112 und pSE1111 DNA-BD / SNF1 und AD / SNF4 pos. pos.
2 pCl GAL4-Protein pos. pos.
3 pAS1-CYH2-arg3.1 DNA-BD [/ Arg3.1 neg. neg.
4 pACTII-liblll/pGAD10-lib liblll / AD neg. neg
5 pAS1-CYH2-arg3.1 und pSE 1111 DNA-BD [ Arg3.1 und AD [ SNF4  neg. neg.
6 pAS1-CYH2-arg3.1 und pACTIl DNA-BD [ Arg3.1 und AD neg. neg.

DNA-BD: GAL4-DNA-Bindungsdomine, AD: GAL4-Aktivierungsdomine

4.8 Screening

Gescreent wurden zwei unterschiedliche cDNA-Banken: Erstens die pACTII-liblll-Bank, eine
induzierte und gerichtet Hippocampus-Bank (Ratte), zweitens die pGAD10-lib-Bank aus dem
gesamten Gehirn (Ratte).

Die Screening-Bedingungen waren beziglich der HIS3-Selektion unterschiedlich: Es wurde auf -
Tryptophan, -Leucin, -Histidin Selektionsmedien mit 30, 40 oder 45 mM 3AT-Konzentrationen
gescreent. 3-Amino-Triazol (3AT) ist ein kompetitiver Hemmstoff der Imidazol Glycerinphosphat

Dehydrogenase (IGP). Dieses Enzym ist fiir die HIS3-Synthese notwendig.

Bei erhohter 3AT-Konzentration ist nur dann ein Wachstum der Hefe auf -HIS-Selektionsmedium
moglich, wenn die Interaktion der zu testenden Proteine stark genug ist, das HIS3-Reportergen in
ausreichendem MaBe zu aktivieren. Dies bedeutet, daB bei steigender 3AT-Konzentration die
Selektions-Bedingungen stringenter werden. Als Uberblick iiber die weitere Vorgehensweise findet

sich unter 4.9 ein Kaskadenschema des Two-Hybrid-Systems.
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4.9 Kaskadenschema des Two-Hybrid-Systems

pAS1-CYH2-arg3.1 pACTII-liblll/pGAD10-lib

N I'4

Cotransformation von pAS1-CYH2-arg3.1 und pACTII-liblll/pGAD10-lib in CG-1945

(CG-1945 besitzt die GAL4-regulierten Reportergene LacZ und HIS3.)

\ 4

Selektion der HIS3 positiven Klone

\ 4

Filterassay auf [3-Galactosidase-Aktivitit der HIS3 positiven Transformanten

\ 4

Cycloheximid-Selektion zur Segregation von pACTII-liblll/pGAD10-lib

(pAS1-CYH2-arg3.1 enthaltende Hefen sind Cycloheximid sensitiv.)

\ 4

Filterassay auf 3-Galactosidase-Aktivitit

\ 4

Hefe-Paarungstest zwischen CG-1945 pACTII-liblll/[pGAD10-lib und Y-187 mit den folgenden drei

Kontrollplasmiden

a) pAS1 b) pAS1-CYH2-arg3.1 ¢) pSE1112

\ 4

Filterassay auf 3-Galactosidase-Aktivitit der positiven Klone aus dem Paarungstest

\ 4

Sequenzierung der positiven Klone

\ 4

Sequenz-Vergleich
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4.10 Screening der pACTII-liblll/pGAD10-lib-Bank nach Arg3.1-Interaktionspartnern

Unter Verwendung des Two-Hybrid-Systems wurde die pACTII-liblll/[pGAD10-lib-Bank nach Arg3.1-
Bindungsproteinen durchscreent. CG-1945 Hefezellen wurden mit dem Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1
und der pACTII-liblll/pGAD10-lib-Bank kotransfektiert. Doppeltransfektanten wurden auf
synthetischen Selektionsmedien ohne Tryptophan, Leucin und Histidin ausplattiert. Die Fahigkeit
zum Wachstum auf Medien ohne Tryptophan wurde dabei von pAS1-CYH2-arg3.1, die Fahigkeit
zum Wachstum ohne Leucin von pACTII-liblll/pGAD10-lib vermittelt. Dies erlaubte eine Selektion
der Klone, die beide Plasmide enthielten und interagierende Hybride exprimierten. Interagierten die
zwei Hybride miteinander, wurde die DNA-Bindungsdomine von GAL4 mit der Aktivierungsdomine
zusammengefihrt, und es erfolgte eine transkriptionelle Aktivierung des Promotors, der die HIS3-

Expression kontrolliert.

Eine Aktivierung der Transkription der Reportergene, die stromaufwéarts eine GAL4-
Bindungssequenz besitzen, wurde zur Identifizierung von Interaktionen zwischen dem bekannten
und dem unbekannten Protein genutzt. Nach der Doppeltransfektion von CG-1945 Hefezellen mit
den Plasmiden pAS1-CYH2-arg3.1 und pACTII-liblll wurden 114 positive Klone isoliert. Insgesamt
umfaBte das Screening 4.5 x 10° Klone. Die 10° Transformanten der pGAD10 lib cDNA-Bank wurden
ebenfalls auf -Tryptophan, -Leucin, -Histidin 30 mM 3AT-Selektionmedium gescreent. Von diesen
10° Transformanten erwiesen sich 77 als positiv. Als positiv angesehen wurden Kolonien, die nach
vier bis sechs Tagen Wachstum auf Selektionsagarplatten einen Durchmesser von 1-2 mm zeigten,
kleinere Kolonien wurden nicht isoliert. Bei erhdhten 3 AT-Konzentrationen verlingerte sich die

Wachstumszeit.

Die Klone wurden einem Filterassay auf [(-Galactosidase Aktivitdt unterzogen. Die vorldufig
positiven Klone wurden, unabhidngig der 3AT-Konzentrationen wéahrend des Screenings, auf
Selektionsagarplatten (-Tryptophan, -Leucin, -Histidin) mit einer 3AT-Konzentration von 30 mM

ausgestrichen.

4.11 Verifizierung der im ersten Screening positiven Klone

Nachdem die Doppeltransfektanten auf HIS3 selektioniert worden waren, wurde das zweite
Reportergen LacZ auf seine Aktivitdt hin untersucht. Die auf Histidin defizientem Medium
wachsenden Klone wurden einem [-Galactosidasetest unterzogen. Nach jeder HIS3-Selektion

erfolgte ein Test auf LacZ-Expression.

Trotz der unterschiedlichen Reportergene, HIS3 und LacZ, und der unterschiedlichen Promotoren,
die die Expression dieser Gene kontrollieren, besteht die Mdglichkeit, falsch positive Klone zu

erhalten. Dieses hat zwei Griinde:
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Erstens: Das unbekannte Bank-Protein interagiert mit der GAL4-DNA-Bindungsdoméne allein, statt
mit dem Arg3.1-Fusionsprotein. Um diese Fehlerquelle auszuschalten wurden zwei Kontrollen
durchgefihrt: Das unbekannte Bank-Protein wurde zum einen mit dem pAS1-Plasmid, welches fiir
die GAL4-DNA-Bindungsdoméne kodiert, zum anderen mit dem pSE1112-Plasmid, welches fiir das
Fusionsprotein GAL4-DNA-Bindungsdoméne und SNF1 (S. Elledge et al., 1993) kodiert, getestet.
Eingesetzt wurden diese Kontroll-Plasmide beim Paarungstest der Hefe, um festzustellen, ob das
Bank-Protein zur Aktivierung der Reportergene tatsachlich das Fusionsprotein Arg3.1-GAL4-DNA-

Bindungsdomine bendotigt. Der Paarungstest ist unter 3.2.5 beschrieben.

Zweitens: Die falsch positiven Klone enthalten ein Fusionsprotein (cDNA-Bank/GAL4-
Aktivierungsdomine), welches ohne die Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomine direkt beide
Reportergene aktivieren kann. Daher muBiten positive LacZ und positive HIS3 Transfektanten weiter
getestet werden. Es muBte nachgewiesen werden, dal nur durch eine Interaktion Reportergene

aktiviert werden konnten.

4.12 Filterassay fiir die 3-Galactosidase-Aktivitit der pACTII-liblll/pGAD10-lib-Klone

Alle positiven Klone wurden auf ihre Galactosidaseaktivitdit hin getestet. Wie unter 3.2.3.
beschrieben, wurden die zu testenden Kolonien auf einen Filter ausgestrichen, mit einer Bluo-Gal-
Lésung behandelt und anschlieBend bei 37°C inkubiert. Dabei wurden alle Klone, die sich innerhalb

von 8 h blau férbten, als Positive angesehen (siehe Abb. 7).

Es erwiesen sich 83 der 114 Klone der pACTII-liblll-Bank und 31 der 77 Klone der pGAD10-lib-Bank
durch den B-Galactosidase-Test als positiv, bei den restlichen Klonen war keine Blaufarbung zu

erkennen, sie konnten daher mit diesem Test nicht verifiziert werden.
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B-Galactosidase-Test

a.)

b.)

L
oy ‘

Abbildung 7: B-Galactosidase-Test eines positiven Bank Proteins: Die B-Isoform der 14-3-3-Proteine

Als Hefestamm wurde CG-1945 eingesetzt. Getestet wurde, ob das Fusionsprotein Bank-Protein-Aktivierungsdoméne in
der Lage ist, allein das Reportergen LacZ zu aktivieren. Wie unter a) zu sehen, trifft dies nicht zu. Unter b) kann die
Interaktion zwischen der Bank-Protein-Aktivierungsdomine und der Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomine durch die
Blaufirbung bestitigt werden. Als Positivkontrolle kann man unter ¢) die zu erwartende Blaufarbung durch das Wildtyp

GAL4-Protein erkennen.

4.13 Cycloheximid-Selektion

Ein weiterer Schritt zur Verifizierung der Spezifitdt der positiven Interaktionen besteht in der
Herstellung von Hefezellen, die ausschlieBlich ein Plasmid der pACTII-liblll/pGAD10-lib-Bank tragen.
Dieses wird durch eine Selektion auf Medien erreicht, die Cycloheximid enthalten. Dies 1Bt sich wie
folgt erklaren: Der Vektor pAS1-CYH2-arg3.1 trigt das dominante CYH2-Gen, welches die
Sensitivitdt gegeniliber Cycloheximid (ibertragt. Cycloheximid ist ein Inhibitor der eukaryoten
Proteinbiosynthese. Es inhibiert die Polypeptid Elongation wahrend der Translation. Das CYH2-
Genprodukt ist das ribosomale Protein L29, eine Komponente der 60S ribosomalen Untereinheit.

Cycloheximid interagiert mit dem L29-Protein und verhindert dadurch die Proteinbiosynthese.

Mutationen in  dem CYH2-Gen kdnnen zur Cycloheximid-Resistenz  fiihren: Eine
Transversionsmutation, bei der Glutamin durch Glutaminsdure in Position 37 der Aminosdurenkette
des Proteins L29 ersetzt wurde, verhindert die Interaktion zwischen Cycloheximid und dem Protein
L29 und vermittelt dadurch Cycloheximid-Resistenz. Der Hefestamm CG-1945 tragt die mutierte,
rezessive Form des CYH2-Gens, das cyh2-Gen. Der untransformierte Hefestamm wéchst in

Anwesenheit von Cycloheximid (Guthrie & Fink, 1991). Ist der Hefestamm jedoch mit dem Plasmid
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pAS1-CYH2-arg3.1 transfektiert worden, welches das dominate CYH2-Gen trdgt, ist er gegen
Cycloheximid sensitiv. Das Wachstum der mit pAS1-CYH2-arg3.1 transfektierten Hefe ist somit

unterbunden.

Kotransformanten wurden auf Selektionsmedium ohne Leucin aber mit Cycloheximid ausgestrichen.
Dies selektionierte fiir Leucin-positive, Tryptophan-negative cyh® Klone, also fiir jene Klone, die das
Plasmid pAS1-CYH2-arg3.1 spontan verloren haben. Um festzustellen, ob die Klone das Plasmid
pAS1-CYH2-arg3.1 tatsdchlich verloren haben, wurden sie zur weiteren Kontrolle, auf -Tryptophan-
Selektionsmedium ausgestrichen. Keiner der 83 positiven Klone war in der Lage, auf -Tryptophan-
Platten zu wachsen. Diese Klone tragen also nur das Plasmid aus der pACTII-liblll/[pGAD10-lib-Bank,
das weder die Tryptophan-Synthese ermdglicht, noch Cycloheximid Sensitivitdt verleiht. Zur
Kontrolle, ob ¢cDNA-Klone aus der pACTII-liblll/pGAD10-lib-Bank die Reportergene allein aktivieren
konnen, werden diese Klone auf Leucin defizientem Selektionsmedium ausgestrichen und danach

einem [-Galactosidase-Test unterzogen.

4.14 Filterassay fiir [>Galactosidase nach Cycloheximid-Selektion der positiven Klone der
PACTII-liblll/pGAD10-lib-Bank

Auf Cycloheximid Medium isolierte Klone wurden wieder einem [3-Galactosidase-Assay unterzogen.
Bei Klonen, die ein positives Signal gaben, war das Plasmid pACTII-liblll/pGAD10-lib allein fiir eine
Blaufdrbung verantwortlich, d.h. das Fusionsprotein aus Bankprotein und der GAL4-
Aktivierungsdomine aktivierte das LacZ-Gen ohne vorangegangene Interaktion. Bei diesem Test
wurden 14 Klone der pACTII-liblll-Bank und 7 Klone der pGAD10-lib-Bank blau und bendtigten
daher keine Interaktion des liblll-Aktivierungsdomane-Hybrids mit dem Arg3.1-GAL4-DNA-
Bindungsdoméane-Hybrid zur Aktivierung des Reportergens. 69 Klone der pACTII-liblll-Bank und 24
Klone der pGAD10-lib-Bank zeigten innerhalb 8h keine Blaufarbung. Diese Klone bendtigten eine
Interaktion des liblll-Aktivierungsdomédne-Hybrids mit dem Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomane

Hybrid zur Aktivierung der Reportergene. Sie wurden weiter tGberpriift.
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4.15 Hefe-Paarungstest (Mating-Test)

Der mit jeweils einem Bank-Protein transfektierte CG-1945 Hefestamm (MAT a) wurde mit dem
Hefestamm Y-187 (MAT Q), der verschiedene Kontrollplasmide tragt, gepaart. Nach der Paarung
wurde der transfektierte Hefestamm auf -Tryptophan, -Leucin, -Histidin + 30 mM 3AT-

Selektionsmedium plattiert und auf die Produktion von B-Galactosidase hin getestet.

69 positive Klone der pACTII-liblll-Bank und 24 positive Klone der pGAD10-lib-Bank wurden dem

Hefe-Paarungstest unterzogen. Dabei wurden drei Plasmid-Kombinationen wie folgt getestet:

1) pAS1-CYH2-arg3.1 mit pACTII-Iiblll/pGAD10-lib

Hiermit erfolgte eine Reproduktion der Arg3.1-Bindung. LieB sich keine Interaktion nachweisen, so

konnte das positive Ergebnis nicht bestitigt werden.

2) pAS1 mit pACTII-IiblIl/pGAD10-lib

Kam es bei dieser Plasmid-Kombination zu einer Wechselwirkung, beruhte diese auf einer
Interaktion zwischen der GAL4-DNA-Bindungsdomine und dem Bank-Protein. Diese

Wechselwirkung war demnach Arg3.1 unabhéngig.

3) pSE1112 mit pACTII-liblll/pGAD10-lib

Durch diese Plasmidkombination wurde Gberpriift, ob der potentielle Interaktionspartner
tatsdchlich mit Arg3.1 eine Wechselwirkung einging. Zeigte diese Plasmikombination eine
Aktivierung der Reportergene, interagierte das Bank-Protein entweder mit der GAL4-DNA-

Bindungsdomine oder mit dem Protein SNF1. Auch diese Interaktion war Arg3.1 unspezifisch.

Die Ansitze wurden zu gleichen Mengen (100 ul) auf -Tryptophan, -Leucin, -Histidin + 30 mM 3AT
Medium ausgestrichen. Weiterhin wurden sie, um die Paarung zu kontrollieren, auf -Tryptophan, -
Leucin Medium ausgestrichen. Dabei wurden alle drei Plasmid-Kombinationen eines Klons auf eine

gedrittelte Platte ausplattiert. Nach 4 Tagen wurde das Wachstum der Hefen untersucht.
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Abbildung 8: Mating-Test: Darstellung des positiven Ergebnisses die B-Isoform der 14-3-3-Proteine. Erlauterungen sind

unter 4.18. zu finden.

4.16 Mating-Ergebnisse der pACTII-liblll/pGAD10-lib-Bank

Bei den 69 [-Galactosidase positiven Klonen der pACTII-liblll-Bank erwiesen sich 41 Klone im
Mating-Test als positive Klone. Bei den 24 B-Galactosidase positiven Klonen der pGAD10-lib-Bank
erwiesen sich zwolf Klone im Mating-Test als positive Klone. Dies duBerte sich dadurch, daB sie
ausschlieBlich mit dem Arg3.1-Fusionsprotein interagierten und durch diese Interaktion in der Lage
waren, Histidin zu bilden und somit auf Histidin defizientem Medium wachsen konnten. Die {ibrigen
Klone interagierten entweder mit der GAL4-DNA-Bindungsdomine allein oder mit dem SNF1-

Fusionsprotein oder sie interagierten nicht mit dem Arg3.1-Fusionsprotein.

4.17 Sequenzierung der positiven Klone

Die positiven Klone wurden nach der Didesoxy-Methode nach Sanger im Service Labor des ZMNH
sequenziert. Mit Hilfe der Sequenzen konnten die ¢cDNA-Klone aus pACTII-liblll/[pGAD10-lib und
GAL4-Aktivierungsdoméne kontrolliert werden. Die c¢DNA der pACTII-liblll/pGAD10-lib Klone
muBten im Leserahmen zur GAL4-Aktivierungsdomine kloniert sein, damit ein Fusionsprotein
gebildet werden konnte. 41 cDNA-Klone der pACTII-libllI-Bank wurden sequenziert, davon befanden
sich sieben cDNA-Klone im richtigen Leserahmen. Von der pGAD10-lib-Bank wurden zwolf cDNA-

Klone sequenziert und nur einer war im richtigen Leserahmen.

Nach dieser Kontrolle wurden die Sequenzen mit unterschiedlichen Datenbanken verglichen. Der
Sequenzvergleich erfolgte sowohl auf Nukleotid- als auch auf Proteinebene. Die

Nukleotidsequenzen wurden als FastA mit der GenBank und der EMBL Datenbank verglichen. FastA
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ist ein Suchprogramm von Pearson und Lipman (Pearson & Lipman, 1988). Die Nukleotidsequenz
wurde im Computerprogramm GCG (Wisconsin Sequence Analysis Package) in die Proteinsequenz
libersetzt. Die Proteinsequenzen wurden ebenfalls als FastA und zusitzlich als BLAST mit der
SwissPro Datenbank verglichen. Weiterhin wurden die Proteinsequenzen als TBLASTX mit der
GenBank und der EMBL Datenbank verglichen. Alle Sequenzvergleiche wurden im GCG Programm

oder liber Internet am National Center for Biotechnology Information (NCBI) durchgefiihrt.

4.18 Positive Klone des Screens der pACTII-liblll/pGAD10-lib-Bank

Aus der pACTII-liblll-Bank interagierten 41 Klone nach den Kriterien des Two-Hybrid-Systems mit
der Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdomine. Von diesen 41 Klonen waren sieben im richtigen
Leserahmen. Bei fiinf von ihnen handelte es sich, wie sich nach dem Datenbankvergleich zeigte, um
unbekannte Klone. Die Gibrigen beiden Klone waren zum einen 100 %ig homolog zu dem B-Subtyp
der 14-3-3-Proteine und zum anderen 92 %ig homolog zu Necdin (Maus). Aus der pGAD10-lib-
Bank reagierten zwof als positiv, aber nur ein Klon erwies sich als im Leserahmen befindlich. Dieser

Klon war 100 %ig identisch mit Trypsinogen.

4.18.1 Ergebnisse der unbekannten Klone

Fiinf Klone reagierten nach den Kriterien des Two-Hybrid-Systems spezifisch mit dem Arg3.1-
Protein. Es handelt sich um génzlich unbekannte Klone mit keiner feststellbaren Homologie zu

bekannten Sequenzen in den Datenbanken.

4.18.1.1 pp4_4. DNA-Sequenz, Lange: 400.

1 GTCTGGAGTG GTTGGACGCA TCTGGTTGCT AAGACAGAAA

51 CTGGCAAGGT GTTTACCTGG GGTCGAGCAG ACTACGGTCA GCTTGGGAGG

101 ACGTTGGGGT CTCCTGAAGC TCAGAAACAC GGAGAGCAAG ATTCATCGCT

151 CGCCTTCCAG AGGCTGCAGA ACAGTGTGCC TTCACCCCTG CACTGCCTGA

201 CAGGAGCAGC AGAGGTTTCT TGTGGCTCAG AACACAATTT GGCGGTAATT

251 AGGGACAAGT GCTGCTCCTG GGGCTGGAAT GAACATGGCA TGTGTGGGGA
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301 CGGCACCGAG TCCAATGTCT GGACTCCAAC TCCAGTGCAG GCCCTGCCGT

351 CACCATCAAG ACTCCTCCTC GTGGGCTGTG GGGCGGGCCA CTCCTTGG

4.18.1.2 pp4_4. Proteinsequenz, Lange: 150.

1 VWSGWTHLVA XTETGKVFTW GRAXYGQLGR TLGSPEAXKH GEQDSSLAFQ

51 RLONSVPSPL HCLTGAAEVS CGSXHNLAVI RDKCCSWGWN EHGMCGDGTX

101 SNVWTPTPXX ALPSPSXLLL XGCGAGHSLAL CXLPAHPCT CQXSHXYLAH

4.18.1.3 pp4_29. DNA-Sequenz, Lange: 378.

1 TCATTTAAGA AAGGAGACAC CGTCTACATC CTCAGGAAAA TTGACCAAAA

51 CTGGTATGAG GGGGAGCACC ACGGAAGAGT GGGCATTTTC CCAATCTCAT

101 ACNTAGAGAA ACTAACACCC CCAGAAAAAG CGCAGCCCGC GAGACCACCA

151 CCCCCAGTCC AGCCGGGAGA GATTGGAGAA GCCATAGCCA AGTACAACTT

201 CAATGCAGAC ACAAATGTGG AACTCTCCCT GAGAAAGGGG GACAGGATTA

251 TTCTTCTCAA AAGAGTTGAT CAAAACTGGT ATGAAGGTAA AATCCCANGA

301 ACCAACAGAC AAGGCATCTT CCCTGTCTCC TACGTANAAN TTGTCAANA G

351 GAACACNAAN GGTTCTGAGA TTACCCCG
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4.18.1.4 pp4_29. Proteinsequenz, Lange: 140.

1 SFKKGDTVYI LRKIDQNWYE GEHHGRVGIF PISYaEKLTP PEKAQPARPP

51 PPVQPGEIGE AIAKYNFNAD TNVELSLRKG DRIILLKRVD QNWYEGKIPa

101 TNRQGIFPVS YVXXVXRNTX GSEDYPDPPL PHXYSXDXIL

4.18.1.5 pp45_22. DNA-Sequenz, Lange: 317.

1 CNGACGCGTG GGCGGACGCG TGGGCGGACG CGTGGGCGGA CNCGTGGGCG

51 CTGGCCGCGC CACATCTCCT CGCTCTGTGT CCGCGCGTAT CCAGCCGGCT

101 CTTCTGCAGC GGGGTCTCGG GACGCGCCCA TGCGGCCACT CACCATGTCT

151 GGGCACTTTC TGCTAGCGCC CATCCCCGAN TCNTCNTCCG ACTACCTCCT

201 GCCCAAGGAC ATTAANCTGG CGGTGCTGGG CGCGANTTGT GTGGGCAANA

251 GCGCAATGAT TGTGCGCTTC TTGACCAANA NATTCATCGG CGACTACGAA

301 CCCAACACAG GCAAACT

4.18.1.6 pp45_22. Proteinsequenz, Lange: 132.

1 XTRGRTRGRT RGRTRGRWPR HISSLCVRAY PAGSSAAGSR DAPMRPLTMS

51 GHFLLAPIPX SSSDYLLPKD IXLAVLGAXC VGXSAMIVRF LTXXFIGDYE
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101

PNTGKLYSXL VYVXGDQLXL XIXXTPGRHP XP

4.18.1.7 pp45_28. DNA-Sequenz, Lange: 499.

1 GGGATCCCTA GGCTACGTTT TTTCCTTTCA AAATTAAACC TTATGGAGTC

51 TCAAAGAAAT AGACTGCATA TAGCTCTGTT GGCCCTGTCA AGAGCTTCCA

101

151

201

251

301

351

401

451

GCCAGGAGGA GGGCACCTGT GTGGTCCTCA CACTGGCCCA CTCCCTTTCA

GGCAGTCTGC TCTGTTTCTG AGGTGACTCA GCCCTTGAGC CACATGTTTG

TTGTCTCCTC TGGTTGCCCA GAACTCAGTC CTGANATTTA GGGAATGTGC

TTTCAGATGT CAGGAGATGT GTCCATAGAG GTAGCCGGTG GGGACATCAA

CTCCTCTCTC CTACACACCA CCAGTGCCTG TTGTTCTTCANCTTTGTGTG

ACACCAGGGT CTGTATGGAC AGACCACCCC GCCTTGCCTG GTGGCTCCTG

CACATCCCAC TCTACGCCTC ANCCTCCCTT CTAGGTGTTG TGTTCTTANC

TTGTGCAACT ACANAAGGGC GTTGGTTTGT TGGCTCAANC CCCTACCCA

4.18.1.8 pp45_28. Proteinsequenz, Lange: 56.

1 GIPRLRCFLS KLNLMESQRN RLHIALLALS RASSQEEGTC VVLTLAHSLS

51 GSLLCF
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4.18.1.9 pp45_31. DNA-Sequenz, Lange : 339.

1 GCCGAAAAGA AAAGAGGAGA CTGTGGTAAA GGCCTTCTCC TTTCCAGAGG

51 TGGCTTCCGG CTCGAGGACC TTCGCAGTGG TCCCTGGCTG GGGAGCGTTA

101 GGGTCGACCC ACGCGTCCGG TCCCGGATGT GGGCCCGGCG GCAGGTGAAG

151 TANTTGGGTA GGAGCACATC GGGGACCGCA AGGCACAGCA GGTGTTTGTA

201 NATGAGGGCC ACACGGTGCA GTTCGTATGC CGGGCANATG GCGACCCTCC

251 ACCANCTATC CTTTGGCTCT CACCCCGCAA GCACTTGGTC TCANCCAANA

301 NCAATGGGCG GCTCACANTC TTCCCTGATG GCACGCTGG

4.18.1.10 pp45_31. Proteinsequenz, Lange: 115.

1 AEKKRGDCGK GLLLSRGGFR LEDLRSGPWL GSVRVDPRVR SRMWARRQVK

51 XLGRSTSGTA RHSRCLXMRA TRCSSYAGXM ATLHXLSFGS HPASTWSXPX

101 XMGGSXSSLM ARWXC
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4.18.2 Beta-Subtyp der 14-3-3-Proteine

Der [-Subtyp der 14-3-3-Proteine zeigt eine Interaktion mit dem Arg3.1-Protein. Die
Sequenzvergleiche sind im Folgenden dargestellt. Der Klon ist auf Nukleotid- und auf Proteinebene
mit dem [B-Subtyp der 14-3-3-Proteine identisch (Accessnnr.: s55223). Auf Proteinebene ist die
Proteinsequenz liber eine Ldnge von 130 Aminosduren zu 100 % homolog. Auf Nukleotidebene
zeigt sich eine nahezu 100 %ige Homlogie von 385/386 Nukleotiden. Mitglieder der hoch
konservierten 14-3-3-Proteinfamilie wurden in vielen Organismen gefunden und sind an
Signalmechanismen in verschiedenen Zelltypen beteiligt. Es ist allerdings nicht mdoglich, eine
eindeutige Aussage tiber die Funktion der 14-3-3-Proteine zu machen (Aitken et al., 1996; Broadie

et al., 1997; Tzivison et al., 1998; Matto-Yelin et al., 1997).

Sequenzvergleich auf Nukleotidebene (aus EMBL/GenBANK Datenbanken)

Query = Klon; Sbjct = 14-3-3-Protein

Query: 10 GATGATATGGCCGCAGCTATGAAGGCTGTAACAGAGCAGGGACATGAACTCTC 62

TR AR AAROTR
Sbjct: 220 GATGATATGGCCGCAGCTATGAAGGCTGTAACAGAGCAGGGACATGAACTCTC 272

Query: 63 CAATGAAGAGAGGAATCTACTCTCTGTTGCCTACAAGAATGTGGTAGGTGCCCGCCGTTC 122

AR AR AR
Sbjct: 273 CAATGAAGAGAGGAATCTACTCTCTGTTGCCTACAAGAATGTGGTAGGTGCCCGCCGTTC 332

Query: 123 TTCCTGGCGAGTCATCTCCAGCATCGAACAGAAAACAGAGAGGAATGAGAAGAAGCAGCA 182

AR AR AR
Sbjct: 333 TTCCTGGCGAGTCATCTCCAGCATCGAACAGAAAACAGAGAGGAATGAGAAGAAGCAGCA 392

Query: 183 GATGGGCAAGGAGTACCGTGAGAAGATAGAGGCCGAGCTGCAGGACATCTGCAGTGACGT 242

ARSI
Sbjct: 393 GATGGGCAAGGAGTACCGTGAGAAGATAGAGGCCGAGCTGCAGGACATCTGCAGTGACGT 452
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Query: 243 TCTGGAACTGTTGGACAAATATCTCATTCTCAATGCTACCCATGCAGAAAGCAAAGTGTT 302

Sbjct: 453 TCTGGAGCTGTTGGACAAATATCTCATTCTCAATGCTACCCATGCAGAAAGCAAAGTGTT 512

Query: 303 CTACTTAAAAATGAAAGGAGACTATTTTAGGTATCTTTCTGAAGTTGCATCTGGAGATAA 362

Sbjct: 513 CTACTTAAAAATGAAAGGAGACTATTTTAGGTATCTTTCTGAAGTTGCATCTGGAGATAA 572

Query: 363 TAAACAAACCACTGTGTCAAACTCCCAGCAGGCGTTCCAAGAA 405

Sbjct: 573 TAAACAAACCACTGTGTCAAACTCCCAGCAGGCGTACCAAGAA 615

Sequenzvergleich auf Proteinebene

Query = Klon; Sbjct = 14-3-3-Protein B-Subtyp

Query: 4 DDMAAAMKAVTEQGHELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVISSIEQKTERNEKKQQ 61
DDMAAAMKAVTEQGHELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVISSIEQKTERNEKKQQ

Sbjct: 216 DDMAAAMKAVTEQGHELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVISSIEQKTERNEKKQQ 393

Query: 62 MGKEYREKIEAELQDICSDVLELLDKYLILNATHAESKVFYLKMKGDYFRYLSEVASGDN 121
MGKEYREKIEAELQDICSDVLELLDKYLILNATHAESKVFYLKMKGDYFRYLSEVASGDN

Sbjct: 394 MGKEYREKIEAELQDICSDVLELLDKYLILNATHAESKVFYLKMKGDYFRYLSEVASGDN 573

Query: 122 KQTTVSNSQQA

KQTTVSNSQQA

Shjct: 574 KQTTVSNSQQA
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4.18.3 Necdin

Necdin zeigt eine spezifische Interaktion mit dem Arg3.1-Fusionsprotein. Die Sequenzvergleiche
sind im nachfolgenden Abschnitt zusammengefaB3t. Der Klon zeigt eine 92 %ige Homologie zu der
Necdin-cDNA der Maus auf Nukleotid- und Proteinebene. Necdin ist ein im Kern lokalisiertes
Protein (Accessionnr.: M80840). Eine besonders hohe Expression konnte im Hypothalamus,
Thalamus, Corpus amygdaloideum und in Pyramidenzellen des Hippocampus nachgewiesen werden.
Es konnte gezeigt werden, daB3 die Expression von Necdin spezifisch fiir postmitotische Neurone ist
und aus diesem Grund als Indikator fiir neuronale Differenzierung sinnvoll zu sein scheint (Uetsuki

et al., 1996).

Sequenzvergleich auf Nukleotidebene (aus EMBL/GenBANK Datenbanken)

Query = Klone; Sbjct = Necdin

Query: 58 ATGTCGGAACAAAGTAAGGACCTGAGCGACCCTAACTTTGCCGCTGAGGACCCCGACACT 117

CTEERRRREAACERRRROERACRTRE DU AT IR
Shijct: 68 ATGTCGGAACAAAGTAAGGACCTGAGCGACCCTAACTTTGCAGCCGAGGTCCCCGACTGT 127

Query: 118 GAGATGCAGGTCAGCGATGCTGTTCCGGTGGGGGTCCCTCCTCCCGCTCCTCTGGCCGCG 177

U THHCCET TONERRACETY TONERACRTTERD T
Sbjct: 128 GAGATGCAGGACAGCGATGCCGTTCCGGTGGGGATCCCTCCTCCCGCTTCTCTGGCCGCT 187

Query: 178 AACCTCTCAGGGCCATCGTGCGCTCCGGAAGGCCCTATGGCAGCCCCACAGGCCTCGCCA 237

SRR RO APERRRONAACCCT TN
Sbjct: 188 AACCTCGCAGGGCCACCGTGCGCTCCCGAAGGCCCTATGGCAGCCCAACAGGCCTCGCCA 247

Query: 238 CCACCTGCAGAACGGTTTGAAGAGGTTGACCCTAAGATCCTGCAGCAGGCCGCAGAAGAN 297

LT T T D TR TR
Sbjct: 248 CCGCCCGAAGAACGGATAGAAGATGTTGACCCTAAAATCCTGCAGCAGGCCGCAGAGGAG 307
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Query: 298 GGCCGCGCCCACCANCCCCAGAGCCCANCCCGGCCGATCCCANCACCGCCGGLCCCTGLC 357

Sbjct: 308 GGCCGCGCCCACCAGCCCCAGAGTCCAGCCCGGCCGATCCCAGCACCGCCAGCCCCTGLC 367

Query: 358 CAGCTGGTGCAGAAGGCGCACGANCTCATGTTG 390

Sbjct: 368 CAGCTGGTGCAGAAGGCGCACGAGCTCATGTGG 400

Sequenzvergleich auf Proteinebene

Plus Strand HSPs:

Length = 325

Score = 491 (218.7 bits), Expect = 2.2e-57, P = 2.2e-57

Identities = 94/110 (85%), Positives = 97/110 (88%)

Query: 1 MSEQSKDLSDPNFAAEDPDTEMQVSDAVPVGVPPPAPLAANLSGPSCAPEGPMAAPQASP 60
MSEQSKDLSDPNFAAE PD EMQ SDAVPVG+PPPA LAANL+GP CAPEGPMAA QASP

Sbjct: 1 MSEQSKDLSDPNFAAEAPDCEMQDSDAVPVGIPPPASLAANLAGPPCAPEGPMAAQQASP 60

Query: 61 PPAERFEEVDPKILQQAAEXGRAHXPQSPXRPIPXPPAPAQLVQKAHXLM 110
PP ER E+VDPKILQQAAE GRAH PQSP RPIP PPAPAQLVQKAH LM

Sbjct: 61 PPEERIEDVDPKILQQAAEEGRAHQPQSPARPIPAPPAPAQLVQKAHELM 110

4.18.4 Trypsinogen

Nach dem mit dem Arg3.1-Fusionsprotein die pGAD10-lib-Bank nach Interaktionspartnern
durchgescreent wurde, erwies sich Trypsinogen als ein spezifisch mit dem Arg3.1-Fusionsprotein

interagierendes Protein. Der Klon ist sowohl auf Nukleotid- als auch auf Proteinebene identisch mit
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Trypsinogen. Trypsinogen wird durch die Abspaltung eines Peptids im N-Terminalen Bereich zu

Trypsin (Hedstrom et al., 1996). Trypsin ist eine Serin-Protease. Der Klon ist auf Nukleotidebene mit

tiber

288 Basenpaaren und auf Proteinebene mit Uber 95 Aminosduren 100 % homolog

(Accessionnr.: V 01273). Die Sequenzvergleiche sind im folgenden Abschnitt dargestellt.

Sequenzvergleich auf Nukleotidebene (aus EMBL/ GenBANK Datenbanken)

libl4

tryp.

libl4

tryp.

libl4

tryp.

libl4

tryp.

libl4

tryp.

36 TGACAAGATCGTTGGAGGATACACCTGCCCGGAACATTCTGTCCCCTACCAGGTGTCCCT 95

AR
75 TGACAAGATCGTTGGAGGATACACCTGCCCGGAACATTCTGTCCCCTACCAGGTGTCCCT 134

96 GAACTCTGGCTACCACTTCTGTGGAGGTTCCCTCATCAATGACCAGTGGGTGGTGTCTGC 155

AT RO
135 GAACTCTGGCTACCACTTCTGTGGAGGTTCCCTCATCAATGACCAGTGGGTGGTGTCTGC 194

156 AGCTCACTGCTACAAATCCCGCATCCAAGTGAGACTGGGAGAGCACAACATCAATGTCCT 215

AT RO
195 AGCTCACTGCTACAAATCCCGCATCCAAGTGAGACTGGGAGAGCACAACATCAATGTCCT 254

216 TGAGGGCGATGAGCAATTTATCAATGCTGCCAAGATCATCAAGCACCCCAACTATAGTTC 275

TR
255 TGAGGGCGATGAGCAATTTATCAATGCTGCCAAGATCATCAAGCACCCCAACTATAGTTC 314

276 GTGGACCCTGAACAATGACATCATGCTGATCAAGCTCTCTTCCCCTGTGNAA 327

T
315 GTGGACCCTGAACAATGACATCATGCTGATCAAGCTCTCTTCCCCTGTGAAA 366

Sequenzvergleich auf Proteinebene

libl4

tryp.

13 DKIVGGYTCPEHSVPYQVSLNSGYHFCGGSLINDQWVVSAAHCYKSRIQV 62
DKIVGGYTCPEHSVPYQVSLNSGYHFCGGSLINDQWVVSAAHCYKSRIQV

56 DKIVGGYTCPEHSVPYQVSLNSGYHFCGGSLINDQWVVSAAHCYKSRIQV 225
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libl4 63 RLGEHNINVLEGDEQFINAAKIIKHPNYSSWTLNNDIMLIKLSSPV 108
RLGEHNINVLEGDEQFINAAKIIKHPNYSSWTLNNDIMLIKLSSPV

tryp. 226 RLGEHNINVLEGDEQFINAAKIIKHPNYSSWTLNNDIMLIKLSSPV 363
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems nach Interaktionspartnern des
Arg3.1-Proteins gesucht. Bislang sind Proteine, welche mdglicherweise mit dem Arg3.1-Protein

interagieren, vollig unbekannt.

Zwei unterschiedliche Banken wurden eingesetzt: Eine induzierte Hippocampus Bank (Ratte), die
pACT-libllI-Bank, und eine Bank des gesamten Gehirns (Ratte), die pGAD10-lib-Bank. Aus der pACT-
liblll-Bank erwiesen sich 41 Klone als positiv. Davon befanden sich nur sieben im Leserahmen.
Weitere flinf zeigten im Datenbank-Vergleich keine signifikante Homologie zu bekannten Proteinen,
so daB man von bisher unbekannten Proteinen ausgehen muB. Bei den (ibrigen zwei Klonen
handelte es sich zum einen um einen Klon, welcher 100 %ig homolog zu dem Beta-Subtyp der 14-
3-3-Proteine war, zum anderen um einen Klon, der eine 92 %ige Homologie zu der cDNA von
Necdin der Maus aufwies. Von den zwd6lf positiven Klonen der pGAD10-lib-Bank befand sich nur ein

Klon im Leserahmen, welcher 100 %ig homolog zu Trypsinogen war.

Zunachst werden die Anwendungsmdglichkeiten und Problematiken des Two-Hybrid-Systems
erlautert, im weiteren Verlauf werden die potentiellen Interaktionspartner des Arg3.1-Proteins

diskutiert.

Neben der Identifikation von Interaktionspartnern des Arg3.1-Proteins ist die Interpretation der
Ergebnisse von groBer Bedeutung. Dazu ist es notwendig Vor- und Nachteile des Two-Hybrid-
Systems ndher zu beleuchten. Das Two-Hybrid-System bietet die Mdglichkeit, Protein-Protein-
Interaktion /n vivo zu detektieren (Chien et al., 1991; Fields & Song, 1989; Fields & Sternglanz,
1994). Ein bestimmtes Protein, das sogenannte bait-Protein, wird in Hefe als Hybrid mit der DNA-
Bindungsdomiane exprimiert. Zusatzlich werden Hybride, bestehend aus Aktivierungsdoméane und
einer Bank, also einer Vielzahl unterschiedlicher Proteine, in Hefe transformiert. Bei einer
Interaktion zwischen dem bait-Protein und einem Protein der Bank entsteht ein funktionstiichtiger
Transkriptionsfaktor mit DNA-Bindungsdomane und Aktivierungsdomine. Letztere enthidlt eine
saure Region, die fir die Aktivierung der Transkription notwendig ist (Keegan et al., 1986). Mittels

Reportergenen kann diese Interaktion nachgewiesen werden.

Bei der Suche galt ein Klon nach den Kriterien des Two-Hybrid-Systems dann als positiv, wenn er
ausschlieBlich in Interaktion mit der Arg3.1-GAL4-DNA-Bindungsdoméne in der Lage war, die
beiden Reportergene, welche unter der Kontrolle zweier unterschiedlicher Promotoren standen, zu
aktivieren. Die Transkription und die anschlieBende Translation der Reportergene ermdglichte die
Synthese zweier Enzyme: Galaktosidase und Imidazol Glycerinphosphat (IGP) Dehydrogenase, ein
Enzym, welches fiir die Histidin-Synthese notwendig ist. Nur wenn der Nachweis der oben
genannten Enzyme in Abhédngigkeit von der Interaktion mit der Arg3.1-GAL4-DNA-

Bindungsdomine erbracht wurde, galt ein Klon als positiv.
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Durch die Wahl der Bank, die eingesetzt wird, kann die Wahrscheinlichkeit, Bindungspartner zu
finden, beeinfluBt werden. Fiir diese Arbeit wurde sowohl eine induzierte Hippocampus Bank (Ratte)
als auch eine unstimulierte Bank des gesamten Gehirns (Ratte) eingesetzt. Da das Arg3.1-Gen im
Hippocampus induzierbar ist (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995), erhoht die Wahl einer
induzierten Hippocampus Bank die Wahrscheinlichkeit, potentielle Bindungspartner des Arg3.1-

Proteins zu finden.

Das Two-Hybrid-System kann auch eingesetzt werden, um eine vermutete Interaktion zweier
bekannter Proteine zu detektieren. Ferner ist es nach erfolgreicher Detektion eines
Interaktionspartners mdéglich, durch Deletionen der kodierenden DNA die Doméne zu identifizieren,
die fiir die Interaktion verantwortlich ist (Chien et al., 1991). Zusatzlich kénnen durch gezielte
Punktmutationen einzelne Aminosduren identifiziert werden, welche fiir die Interaktion

entscheidend sind (Li & Fields, 1993).

Vergleicht man das Two-Hybrid-System mit herkémmlichen Methoden zum Test von Protein-
Protein-Interaktion, sind folgende Vor- und Nachteile festzustellen: Von Vorteil ist, daB das Two-
Hybrid-System ein /n vivo System ist. Die Detektion findet in Hefe, einem eukaryoten Organismus,
statt. Es wird daher angenommen, daB3 die synthetisierten Proteine in ihrer nativen Konfiguration
vorliegen (Allen et al, 1995; Nishimune et al, 1996). Zudem ist das Two-Hybrid-System sehr
sensitiv, selbst schwache und transiente Interaktionen sind erfaBbar (Yang et al., 1995). Das
Screenen einer Bank erlaubt die direkte Identifikation der cDNA, welche fiir das interagierende
Protein kodiert. Das Protein mufB nicht aus dem Gewebe isoliert werden. Im Gegensatz dazu liegen
bei den herkdbmmlichen Methoden die zu testenden Proteine in denaturierter Form vor, starke
Interaktionen sind zur Detektion meist notwendig, und die Proteine missen vor Versuchsbeginn

extrahiert und aufgereinigt werden.

Zu den Nachteilen des Two-Hybrid-Systems zdhlen folgende Eigenschaften: Sowohl das bait-
Protein, als auch die Bank-Proteine miissen, um durch ihre Interaktion die Reportergene aktivieren
zu konnen, in den Zellkern gelangen. Dies kann ein Problem fiir Proteine mit hydrophoben
Domaénen darstellen, das aber umgangen werden kann, indem man nur die hydrophilen Doménen
des Proteins einsetzt (Nishimune et al., 1996). Vorausetzung dafir ist, daB die hydrophoben
Domaénen nicht fiir die gesuchte Interaktion verantwortlich sind. Zu bedenken gilt es weiterhin, daB
einige Protein-Protein-Interaktionen von posttranslationellen Modifikationen abhidngig sind,
welche die Hefe nicht in derselben Art und Weise vollbringt wie die Sdugerzelle, so daB einige
Interaktionen falschlicher Weise nicht detektiert werden, wdhrend auch falsch positive

Interaktionen detektiert werden.

Einige in Hefe exprimierte Fusionsproteine sind fiir ihre Wirtszelle toxisch oder letal. Dies kommt
unter anderem dadurch zustande, daB die Fusionsproteine in groBer Anzahl in Hefe exprimiert

werden. Um dieses Problem zu umgehen, kdnnen solche Proteine in Expressionsvektoren, welche die
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Fusionsproteine in geringerer Anzahl exprimieren, sogenannte ,low copy" Plasmide (Rose et al.,
1987), umkloniert werden. Weiterhin muB ausgeschlossen werden, daB das bait-Protein allein, ohne
Interaktion, in der Lage ist, die Reportergene zu aktivieren, dafiir sind saure Bestandteile des bait-

Proteins verantwortlich gemacht worden (Ma & Ptashne, 1987).

Kritischer Priifung bedarf die Detektion zweier reell interagierender Partner, welche jedoch nie in
der Sdugerzelle interagierten, da die Proteine entweder in unterschiedlichen Zelltypen, oder in
unterschiedlichen Zellkompartimenten lokalisiert sind, oder aber zu unterschiedlichen Zeitpunkten

der Entwicklung exprimiert werden.

Das groBte Problem des Two-Hybrid-Systems ist jedoch die hohe Anzahl der falsch positiven Klone.
Diese Klone sind unabhingig von dem bait-Protein in der Lage, die Reportergene zu aktivieren.
Vermutlich besitzen Dominen dieser Klone Ahnlichkeiten zu Aktivierungsdomanen. Die Zahl der
falsch positiven Klone kann durch die Tatsache, daB zwei Reportergene unter der Kontrolle zweier
unterschiedlicher Promotoren liegen, reduziert werden. Ein Bankprotein, welches in der Lage ist, nur
einen Promotor anzuschalten, kann im Rahmen der Kontrollversuche leicht erkannt werden.
Stringentere Versuchsbedingungen kdnnen durch unterschiedlichen Konzentrationen von 3-
Aminotriazol (3AT), einem kompetitiven Hemmers des Enzyms, welches fiir die Histidin-Synthese
notwendig ist, erreicht werden (Durfee et al., 1993; Kishore & Shah, 1988). Trotz stringenter
Versuchsbedingungen mit 30 mM 3AT und trotz Durchfiihrung aller Kontrollen, welche im
Ergebnisteil detailliert beschrieben sind, waren in der vorliegenden Arbeit aus der pACT-liblll-Bank

34 von 41 Klonen, aus der pGAD10-liblll-Bank 11 von 12 Klone als falsch positiv einzuordnen.

Als mogliche Interaktionspartner des Arg3.1-Proteins, die durch das Two-Hybrid-System
identifiziert werden konnten, stellten sich drei bekannte und fiinf unbekannte Proteine heraus. Es
muBte untersucht werden, ob ihre Interaktion in Betracht gezogen werden kann. Sie werden in den

nachfolgenden Abschnitten detailliert besprochen.

Ein moglicherweise mit dem Arg3.1-Protein interagierendes Protein ist Trypsinogen, welches das
Precursor-Protein von Trypsin ist. Trypsin gehort zu den Serin Proteasen, die in einer Vielzahl
biologischer ~ Prozesse involviert sind:  Proteolytisches  Prozessierung,  Blutgerinnung,

Immunantworten und wahrend der Entwicklung (Neurath, 1984).

Das humane Gehirn-Trypsinogen unterscheidet sich von dem humanen Pankreas Trypsinogen
ausschlieBlich durch das erste Exon (Wiegand et al., 1993). Im Gegensatz zu den Signal-Peptiden der
humanen Pankreas Trypsinogen-Formen I-Ill (Emi et al., 1986; Tani et al.,1990), welche sie zur
Sekretion bestimmen, zeigt die humane Gehirn-Trypsinogen Form IV keine der relevanten Signal-
Peptide. Dies lieB annehmen, daB es sich um ein zytoplasmatisches Protein handelt (Wiegand et al.,
1993). Durch immunzytochemische Analysen konnte Gehirn-Trypsinogen Form IV im Zytoplasma

nachgewiesen werden (Minn et al., 1998).
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Von einer anderen Serin Protease, dem ,Tissue Plasminogen Activator” (t-PA), welcher wie Arg3.1,
von einem |EG (immediate early gene) codiert wird, wird eine Beteiligung bei plastischen
Verdnderungen aus folgenden Griinden angenommen: Zum einen wird durch Prozesse, welche
neuronale Plastizitat induzieren, die Transkription des t-PA-Genes ausgel6st (Quian, Z et al., 1993;
Huang et al., 1996; Seeds et al., 1995), zum anderen konnte von Mataga gezeigt werden, daB sich
im visuellen Cortex durch einen t-PA-Inhibitor plastische Prozesse unterdriicken lieBen (Mataga et
al., 1996). t-PA konvertiert, aktivititsabhingig, das inaktive Plaminogen zum aktiven Plasmin. Man
geht davon aus, dal3 die von t-PA katalysierte Proteolyse eine Reorganisation der Synapsen bei
plastischen Veranderungen ermdoglicht. t-PA ist extrazelluldr lokalisiert und wird durch einen
aktivitatsabhingigen Sekretionsmechanisums an neuronales Gewebe abgegeben (Gualandris et al.,
1996). Die Arbeitsgrupe Matsuki hat im Rahmen ihrer Plasmin-Forschung festgestellt, daB Trypsin
im Gegensatz zu Plasmin zwar nicht durch STP (short-term potentiation) induziert werden kann,
daB es aber eine ahnliche Substratspezifitit besitzt (Mizutani et al., 1996). Moglicherweise ist
Trypsin durch seine proteolytische Aktivitdit an dem voriibergehenden Umbau des Zytoskeletts

beteiligt und kénnte auf diese Weise mit dem Arg3.1-Protein in Wechselwirkung treten.

Ein anderes, potentiell mit dem Arg3.1-Protein interagierendes Protein ist Necdin. Necdin ist ein
Protein von 325 Aminosduren Lange. Immunhistochemische Analysen weisen Necdin als ein fiir
Neuronen des ZNS spezifisches, nukledres Protein aus, welches nur in postmitotischen Zellen
exprimiert wird. Eine hohe Expression von mRNA konnte im Hypothalamus, Corpus amygdaloideum
und in den Pyramidenzellen des Hippocampus nachgewiesen werden. Necdin wird als Marker fiir
den Differenzierungsgrad der Neurone genutzt (Maruyama et al., 1991; Aizawa et al., 1992). Es
interagiert mit dem Onkogen SV 40T und dem Transkription-Faktor E2F1. Funktionell weist es
Ahnlichkeiten mit dem Wachstumssupressor Retinoblastoma Protein auf (Taniura et al., 1998). Eine
hohe Expression der Necdin-mRNA konnte im Kern der Pyramidenzellen des Hippocampus, eine
hohe Expression der arg3.1-mRNA jedoch in den Kdérnerzellen des Hippocampus nachgewiesen
werden. Eine mogliche Interaktion mit dem Arg3.1-Proteins muB3 durch weitere Protein-
Bindungsstudien bestdtigt werden. Weiterhin muB3 eine Kolokalisation des Arg3.1-Proteins und

Necdins nachgewiesen werden.

Ein weiterer potentieller Interaktionspartner des Arg3.1-Proteins ist die B-Isoform der 14-3-3-
Proteine. Die 14-3-3-Proteine wurden von Moore und Perez 1968 erstmals aus Rinderhirnen isoliert
und beschrieben. Den Namen ,14-3-3" erhielten sie aufgrund ihres Migrationsmusters der
zweidimensionalen DEAE-Zellulose Chromatographie (Moore & Perez, 1968). Bisher sind sieben
Isoformen im Sdugergehirn beschrieben worden, benannt von a—n nach ihrer Elutionsposition in
der HLPC (High Performance Liquid Chromatographie). Die 14-3-3-Proteine reprasentieren eine
Familie dimerischer Proteine, ihr Vorkommen ist in geringer Anzahl ubiquitdr, im ZNS jedoch

besonders hoch (Watanabe et al., 1991, 1993). Ihr groBter Anteil befindet sich im Zytosol. Die 14-3-
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3-Proteine machen insgesamt 1 % der zytosolischen Proteine im Gehirn aus (Boston et al., 1982).
Ein kleiner, aber signifikanter Teil 148t sich in synaptischen Membranen nachweisen (Martin et al.,
1994). Im Vergleich dazu geht man beim Arg3.1-Protein aufgrund seiner hauptséchlich hydrophilen
Eigenschaften und des Fehlens ldngerer hydrophober Doménen ebenfalls von einem zytosolischen
Protein aus. Weiterhin wurde die arg3.1-mRNA in den Dendriten der Kdrnerzellen des Hippocampus

nachgewiesen, diese Lokalisation weist auf eine mdgliche Beteiligung an Prozessen der Synapse hin.

In Drosophila ist Leonardo, ein Mitglied der 14-3-3-Protein Familie, identifiziert worden. Dieses
Protein spielt eine wesentliche Rolle bei Lernprozessen: Lebensfahige Leonardo-Mutanten zeigen,
korrelierend zum Level des exprimierten Proteins, eine verringerte Lernkapazitat (Skoulakis & Davis,
1996). Das Leonardo-Protein wird im ZNS stark exprimiert, eine bedeutende Anreicherung findet
sich in den Pilzkérpern des adulten Gehirns der Drosophila (Han et al., 1996). Die Pilzkorper sind
notwendig fiir Prozesse wie Lernen und Gedachtnis (Skoulakis & Davis, 1996). In der Ratte ist der
Hippocampus notwendig fiir diese Prozesse. So kann durch hochfrequente Stimulation des Tractus
perforans zum einen LTP, ein zelluldres Modell fiir bestimmte Formen des Lernens ausgelost, zum
anderen ein deutlicher Anstieg der arg3.1-mRNA im ipsilateralen Gyrus dentatus induziert werden
(Link et al., 1995; Lyford et al., 1995). Eine hohe Expression des Leonardo-Proteins in Drosophila
kann immunologisch an Synapsen, besonders in den prasynaptischen Boutons der neuromuskuldren
Endplatte nachgewiesen werden. Elektrophysiologische Untersuchungen der Leonardo-Mutanten
zeigen eine Erniedrigung der basalen synaptischen Ubertragung und eine Abnahme der Amplitude
und der Frequenz des exzitatorischen Endplattenstroms (Broadie et al., 1997). Die arg3.1-Transkripte
wurden im Soma und in den Dendriten der Kérnerzellen des Gyrus dentatus nachgewiesen (Link et
al., 1995; Lyford et al., 1995). Diese dendritische Lokalisation er6ffnet die Mdglichkeit der lokalen

Proteinbiosynthese an aktivierten synaptischen Kontaktzonen.

Den 14-3-3-Proteinen wird weiterhin eine wichtige Funktion in den Signal-Transduktions-Kaskaden
zugeschrieben. Der sicherlich am besten untersuchte Fall fiir eine 14-3-3-beeinfluBte Signal-
Transduktion ist die MAP-Signal-Transduktions-Kaskade. Die Aktivation der mitogen aktivierten
Protein-Kinase (MAP-Kinase) Kaskade ist zentraler Bestandteil der Zell-Antwort auf mitogene
Faktoren und in den meisten Fillen von aktivierter Ras-Kinase abhzngig (Wood et al., 1992; Vries-
Smits et al., 1992). Die zuvor von der Ras-Kinase aktivierte c-Raf-1 Kinase aktiviert durch
Phosphorylierung die MAP-Kinase-Kinase (Howe et al., 1992; Kyriakis et al., 1992 Robinson et al.,
1994; Fu et al., 1994; Irie et al., 1994). 14-3-3-Proteine sind als Raf-bindende Proteine identifiziert
worden (Marais & Marshall 1995, Aitken, 1996). Auch mittels des Two-Hybrid-Systems konnten die
Isoformen B und ¢ der 14-3-3-Proteine, welche mit Raf interagieren, detektiert werden (Freed et
al., 1994). Zusitzlich unterstiitzen einige /7 vivo und /n vitro Experimente die These, 14-3-3-
Proteine hatten eine Funktion bei der Ras-abhéngigen Aktivation der Raf-Kinase-Aktivitat (Fantl et

al., 1994, Irie et al., 1994; Li et al., 1995). Solch eine Funktion der 14-3-3-Proteine ist jedoch auch
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bezweifelt worden, da eine Interaktion beider Proteine per se nicht ausreicht, die Raf-Kinase zu
aktivieren (Michaud et al., 1995; Suen et al., 1995). Daher wird spekuliert, ob 14-3-3-Proteine als
zwischengeschalteter Faktor, ndmlich als Chaperone, zwischen Raf und einem hypothetischen Raf-
Aktivator fungieren (Braselmann & McCormick, 1995; Marais & Marshall, 1995), oder aber
moglicherweise Raf vor der Inaktivierung durch Phosphatasen bewahren (Dent et al., 1995; Jelinek
et al., 1996). 1998 konnte von Tzivion gezeigt werden, daB eine Interaktion von Raf mit dem 14-3-

3-Protein, Raf in einer aktivierten Konformation stabilisiert (Tzivion et al., 1998).

Kiirzlich konnte eine Interaktion der  Isoform der 14-3-3 Proteine mit Slob, einem Protein, das an
einen Ca’*-abhingigen Kalium-Kanal, dem Drosophila Slowpoke (dSlo), bindet, nachgewiesen
werden. Es wurde gezeigt, dabB eine Interaktion des 14-3-3-Proteins mit Slob zu einer dramatischen
Beeinflussung der Spannungsempfindlichkeit fiihrt (Zhou et al., 1999). Der genaue Mechanismus ist

jedoch bisher nicht bekannt.

Die 14-3-3 Proteine gewinnen auch in einem anderen Zusammenhang zunehmend an Bedeutung:
Bei der durch Prionen verusachten Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung. Der Nachweis der 14-3-3
Proteine im Liquor eines Patienten zusammen mit dem vorliegen einer Demenz des Patienten weist
mit einer Spezifitdt von 96 % auf die Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung hin. Die pathophysiologischen
Mechansimen sind unklar. Zur Erhéhung der 14-3-3 Proteine im Liquor kommt es vermutlich durch
massiven neuronalen Zerfall, welcher zu einem Austritt cerebraler Proteine in den Liquorraum fiihrt

(Hisch et al., 1996; Kropp et al., 1999).

Im Gehirn sind die 14-3-3-Proteine an synaptischen Kontaktzonen, besonders prid- aber auch
postsynaptisch, angereichert (Martin et al., 1994; Zhou et al., 1999). In neurosekretorischen Zellen
regulieren die Isoformen B und y der 14-3-3-Proteine die Dynamik sekretorischer Vesikel durch
Reorganisation des kortikalen Aktin-Netzwerkes. Es konnte gezeigt werden, daB die beiden
Isoformen mit dem Aktin-Zytoskelett interagieren (Roth & Burgoyne, 1995). 14-3-3-Proteine
scheinen als Mittler eine Schliisselrolle zwischen sekretorischen Vesikeln, dem Zytoskelett und den
regulierenden Kinase-Kaskaden zu spielen. Diese Beobachtungen kénnten annehmen lassen, 14-3-
3-Proteine regulierten die Dynamik der Vesikel wihrend synaptischer Ubertragung. Auch fiir das
Arg3.1-Protein gibt es Hinweise fiir eine Interaktion mit Aktin, sowie Thesen Ulber mogliche
Funktionen des Arg3.1-Proteins bei plastischen Verdnderungen des Zytoskeletts. Das C-terminale
Ende des Arg3.1-Proteins zeigt Spektrin-shnliche Dominen mit einer 77 %igen Ahnlichkeit zu
Gehirn a-Spektrin (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995). Gehirn a-Spektrin ist fir die Aktin-
Bindung verantwortlich (Perrin & Aunis, 1985). Es ist ein Protein des Zytoskeletts, welches an den
Prozessen der synaptischen Plastizitdt beteiligt zu sein scheint. Die Stimulation von NMDA-
Rezeptoren und dem damit verbundenen Ca**-Einstrom induziert die Proteolyse des a-Spektrins im
Hippocampus (Seubert et al., 1988). Um den durch Proteolyse entstandenen Verlust an Spektrin zu

kompensieren, konnte Arg3.1 in Abhangigkeit von synaptischer Aktivitdt schnell synthetisiert
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werden. Das Zytoskelett wirde nur kurzfristig und teilweise aufgelost werden, so daB fiir die
Reorganisation spektrinartige Proteine zur Verfligung standen. Weiterhin konnte gezeigt werden,
daB das Arg3.1-Protein mit dem Aktin-Zytoskelett selektiv interagiert (Lyford et al., 1995). Durch
diese Aktin-Bindungsstelle kdnnte das Arg3.1-Protein auch auf andere Weise an den plastischen
Verdnderungen beteiligt sein, denn viele Proteine des Zytoskeletts konkurrieren um die Bindung zu
Aktin, welches an deren Vernetzung beteiligt ist (Bennett, 1985; Alberts et al., 1989). So verdringt
moglicherweise das Arg3.1-Protein andere Proteine aus der Bindung zu Aktin, und beteiligt sich auf

diese Weise an der teilweisen Auflosung des Zytoskeletts.

Eine Interaktion der 14-3-3-Proteine mit anderen Proteinen des Zytoskeletts konnte in Fibroblasten
nachgewiesen werden. Sie interagieren mit zytoplasmatischen Intermedidr-Filamenten, dem Keratin.
Auch in Zellkulturen konnte eine reversible, Zell-Zyklus-abhéngige Interaktion der 14-3-3-Proteine
mit Keratin nachgewiesen werden (Liao & Omary, 1996). Diese Interaktion findet in Abhangigkeit
der Phosphorylierung des Serinrestes des Keratins statt (Ku et al., 1998). In einer Vielzahl von gut
untersuchten Fallen konnte der Kontakt zwischen dem 14-3-3-Protein und dem zu untersuchendem
Protein an einem Serin- oder Threonin-Rest ausgemacht werden. Eine Interaktion findet allerdings
nur dann statt, wenn diese Seitenketten phosphoryliert worden sind (Michaud et al., 1995; Muslin
et al, 1996; Zha et al, 1996). Fir das 14-3-3-Protein sind zwei Bindungs-Motive identifiziert
worden: RSX, ,SpXP (Muslin et al., 1996) und RX,_,SX,,Sp (Liu et al., 1997). Das Arg3.1-Protein weist
zwar keines der beiden auf, es besitzt jedoch an seinem C-Terminus eine serin- und threoninreiche

Region, welche fiir eine mogliche Bindung mit 14-3-3-Protein erforderlich ist (Broadie et al., 1997).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems erstmals nach
Proteinen, welche mit dem Arg3.1-Protein interagieren, gesucht. Bislang waren solche Proteine
vollig unbekannt. Als potentiell mit dem Arg3.1-Protein interagierend erwiesen sich acht Proteine,
wovon drei bekannt sind: Trypsinogen, Necdin und der B-Subtyp der 14-3-3-Proteine; fiir die
weiteren flnf Proteine konnte bisher keine Homologie in den Aminosduren-Sequenz Analysen

nachgewiesen werden.

Im Hinblick auf zukiinftige Arbeiten wird es notwendig sein, die Interaktionen des Arg3.1-Proteins
mit den moglichen Interaktionspartnern durch erganzende Methoden zu bestdtigen, insbesondere,
da das Two-Hybrid-System eine hohe Anzahl falsch positiver Klone detektiert. Zur Uberpriifung der
Protein-Protein-Interaktion sind folgende Methoden etabliert: Die Protein-Affinitats-
Chromatographie (Smith & Johnson, 1988), der ,Blot-Overlay-Assay” (Wade & Soutar, 1989; Walker
et al., 1993) und die Koimmunoprazipitation (Kessler, 1981). Des weiteren ist es notwendig eine
Kolokalisation des Arg3.1-Proteins und der zu testenden Proteine nachzuweisen. Dies erreicht man
am besten durch immunhistochemische Methoden. Bestatigt sich die mit dem Two-Hybrid-System

detektierte Interaktion zwischen dem Arg3.1-Protein und dem 14-3-3-Protein (Beta-Subtyp),
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Necdin und Trypsinogen, ermdglicht dies weitere Interpretationen zum Verstindnis der Funktionen

des Arg3.1-Proteins.
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6 Zusammenfassung

Die synaptische Ubertragung neuronaler Verbindungen 138t sich aktivitdtsabhingig verandern. Dies
ist ein Charakteristikum plastischer Prozesse des Nervensystems. Die zu Plastizitdt fiihrende
Aktivitat kann sowohl physiologisch, pathologisch als auch experimentellen Ursprungs sein. So leitet
z. B. ein epileptischer Anfall eine Kaskade von Ereignissen ein, die das Auswachsen von Neuriten und
das Etablieren neuer synaptischer Kontakte einschlieBt. Diese langandauernden Veridnderungen sind
auffallend dhnlich den Prozessen, die wihrend der Langzeitpotenzierung (LTP) stattfinden. LTP ist
ein wichtiges zelluldres Modell fiir Prozesse wie Lernen und Gedachtnis im Sdugergehirn. Um diese
plastischen Prozesse besser verstehen zu konnen, ist es wichtig, Gene, die aktivititsabhdngig
exprimiert werden, zu charakterisieren. Von besonderem Interesse sind unmittelbar friih induzierte
Gene (IEGs, immediate early genes), die eine Effektorfunktion besitzen und strukturelle

Verdnderungen an den Synapsen bewirken.

Von Kuhl und Mitarbeitern wurde das durch synaptische Aktivitat requliert IEG arg3.1 identifiziert.
Durch die Induktion von LTP tritt die arg3.1-mRNA verstarkt in den Dendriten der Kornerzellen des
Gyrus dentatus, einem Teil des Hippocampus, auf. Weiterhin ist das Arg3.1-Protein entfernt mit dem
Gehirn a-Spektrin, einem Protein des Zytoskeletts, verwandt. Sowohl die differentielle Lokalisation
der arg3.1-mRNA in den Dendriten als auch eine mdgliche Interaktion des Arg3.1-Proteins mit
Proteinen des Zytoskeletts, kdnnten bei plastischen Verdnderungen der Synapse wahrend LTP eine
wichtige Rolle spielen. Um die Funktionsweise des Arg3.1-Proteins besser verstehen zu kdnnen, ist

es von Bedeutung Interaktionspartner des Arg3.1-Proteins zu identifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden potentielle Bindungspartner des Arg3.1-Proteins unter
Verwendung des Two-Hybrid-Systems identifiziert. Zwei unterschiedliche cDNA-Banken wurden
eingesetzt: Eine induzierte Hippocampus-Bank (Ratte) und eine Bank des gesamtem Gehirns (Ratte).
Aus der Hippocampus-Bank wurden 4.5 x 10°, aus der Bank des gesamten Gehirns 10° verschiedene
Klone auf eine mdgliche Interaktion mit dem Arg3.1-Protein hin getestet. Zum Nachweis der
Interaktionen wurde die Expression zweier Reportergene untersucht. Die dazu angewandten Tests
waren das Wachstum auf Histidin defizientem Medium und der [3-Galactosidase-Assay. Durch diese
beiden Tests kamen 114 Klone der induzierten Hippocampus-Bank und 77 Klone aus der Bank des
gesamtem Gehirns als pontielle Interaktionspartner des Arg3.1-Proteins in Betracht. Daraufhin
wurde ein weiterer Test, der Mating-Test, durchgefiihrt. Durch den Mating-Test werden die
identifizierten Proteine mit unterschiedlichen Fusionsproteinen in Hefe auf eine mdogliche
Interaktion hin getestet. Die so erhaltenen Hefen wurden mit ihren unterschiedlichen
Fusionsprotein-Kombinationen erneut den obengenannten Tests unterzogen. Ein Klon galt als
positiv, wenn er auschlieBlich in Interaktion mit dem Arg3.1-Protein, aber mit keinem anderen

Protein bzw. allein, ohne Interaktion, in der Lage war eines der beiden Reportergene zu aktivieren.
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Nach der Sequenzierung der Klone erwiesen sich sieben Proteine der induzierten Hippocampus-
Bank, davon waren zwei bekannte und fiinf unbekannte, sowie ein bereits bekanntes Protein aus
der Bank des gesamten Gehirns, als potentielle Interaktionspartner fiir das Arg3.1-Protein. Bei den
bereits bekannten Proteinen handelt es sich um Trypsinogen, Necdin und die 3-Isoform der 14-3-3-
Proteine. Von besonderem Interesse ist hierbei das 14-3-3-Protein, welches an unterschiedlichen
Aspekten intrazelluldrer Signal-Transduktions-Kaskaden beteiligt ist. Drei Punkte sind im Hinblick
auf eine mogliche Interaktion mit dem Arg3.1-Protein interessant: Erstens eine Mutation des 14-3-
3-Proteins flihrt bei Drosophila zum Verlust von Gedachtnisfunktionen. Zweitens sind sowohl das
Arg3.1-Protein als auch das 14-3-3-Protein an plastischen Verdnderung an der Synapse beteiligt.
Drittens gibt es Hinweise, daB das Arg3.1-Protein, wie auch das 14-3-3-Protein mit Aktin

interagiert.

Die im Two-Hybrid-System gefundenen Proteine sind potentielle zelluldre Interaktionspartner des
Arg3.1-Proteins, allerdings missen diese Interaktionen mit unabhéngigen biochemischen Methoden

sowie Experimenten zu deren physiologischen Bedeutung in Neuronen weiter untersucht werden.
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Abkilirzungen

Aminosduren

Aminosiure
Alanin
Asparagin
Asparaginsaure
Arginin
Cystein
Glutamin
Glutaminsdure
Glycin

Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin

Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

Drei-Buchstaben-Code

Ala
Asn
Asp
Arg
Cys
Gln
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr

Val
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Allgemeine Abkiirzungen

3AT 3-Amino-1,2,4-triazol

AD Aktivierungsdoméane

arg3.1 activity requlated gene (3100)

AS Aminosaure

BD Bindungsdoméne

bp Basenpaare

CA1-CA4 Cornu Ammonis Region 1-4

CaMKII Ca2+/Calmodulin-abhingige Proteinkinase Il

cDNA komplementéare Desoxyribonukleinsaure

CHX Cycloheximid

CYH2 Gen fur das Protein L29

DNA Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsiure)

ER endoplasmatisches Retikulum

GABA Gamma-Aminobuttersdure

GAL4 Gen fiir Transkriptionsaktivator im Galaktose
Stoffwechsel

GST Glutathion-S-Transferase (Schistosoma japonicum)

h Stunde

HIS3 Gen des Histidin Stoffwechsels

IEG Immediate Early Gene

IPTG Isopropyl-1-Thio-3-D-Galactosid
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kb Kilobasen

lacZ Gen fiir B-Galactosidase

LEU2 Gen des Leucinstoffwechsels

LTP long-term potentiation (Langzeitpotenzierung)
MAP mitogen-activated protein

mM milliMolar

mRNA messenger RNA (Boten-RNA)

0D optische Dichte

p.A. pro analysis

PEG Polyethylenglykol

Pro Promotor

RNA Ribonucleic Acid (Ribonukleinsiure)
RT Raumtemperatur

Sv40 simian virus 40, Papovavirus

Ter Terminator

t-PA tissue-plasminogen activator

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA transfer RNA

TRP1 Gen des Tryptophan Stoffwechsels
UAS upstream activating sequence

NS Zentrales Nervensystem
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