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3. Ergebnisse

Ror2 ist eine Rezeptortyrosinkinase (RTK), die im Tierreich stark konserviert ist und die
vermutlich in verschiedenen Prozessen eine wichtige Rolle spielt. Um neue Aufschliisse liber
die Funktion von Ror2 in der Embryonalentwicklung zu gewinnen und um die Rolle von Ror2
in der Pathogenese des Robinow Syndroms und der Brachydaktylie Typ B besser verstehen

zu konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit nach neuen Ror2-Bindungsproteinen gesucht.

3.1 “Yeast Two Hybrid” und “Yeast Three Hybrid” als Methoden der Wahl zur

Identifikation von Protein-Protein Interaktionen

Eine der gebrduchlichsten Methoden zur Identifikation von Protein-Protein Interaktionen ist
der “Yeast Two Hybrid”-Screen, der erstmals von Fields und Song 1989 beschrieben wurde.

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dal3 viele eukaryotische Transkriptionsfaktoren aus
zwei funktionell unabhéngigen Doménen bestehen, ndmlich aus einer DNA-bindenden (DB)
und einer transkriptionsaktivierenden Doméane (AD). Diese Domédnen werden im "Yeast Two
Hybrid"-System rdumlich voneinander getrennt, so dal} sie einzeln keine Transkription von
Genen aktivieren konnen. Werden diese beiden Domédnen jedoch in enge rdumliche Nihe
gebracht, wird ihre Funktion als Transkriptionsfaktor wieder voll hergestellt. Im “Yeast Two
Hybrid”-Experiment wird die DNA-bindende Doméne oft mit einem Protein oder einem Teil
eines Proteins fusioniert, das man nédher untersuchen mochte, dieses Fusionsprotein wird auch
als Koderprotein (im Englischen: “Bait”) bezeichnet. Mit diesem Kdderprotein konnen nun
Interaktionen mit bereits bekannten Proteinen nidher untersucht werden, um z.B. den Bereich
in einem Protein zu identifizieren, an dem die Interaktion stattfindet. Es konnen aber auch
unbekannte Proteine als Bindungspartner identifiziert werden. Dazu wird entweder das zweite
Protein von Interesse an die aktivierende Domine fusioniert oder aber eine cDNA-Bank in
einen Vektor einkloniert, der fiir die aktivierende Doméne codiert. Die Fusionsproteine, die
die aktivierende Doméne beinhalten, werden als Beuteproteine (engl. “Prey”) bezeichnet.
Koder- und Beuteproteine werden dann in der Hefe co-exprimiert. Findet eine Interaktion der
beiden Proteine statt, wird die Transkription von einem oder mehreren Markergenen aktiviert.
Dies konnen z.B. Selektionsmarker sein, die die Hefen auf Medien wachsen lassen, denen

essentielle Nahrstoffe fehlen (sieche Abb. 7A).
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Abbildung 7: Prinzip der “Yeast Two Hybrid”- und “Yeast Three Hybrid”- Systeme A: Der cyto-
plasmatische Teil von Ror2 wird an eine LexA DNA-bindende Doméane (DNA-BD) fusioniert und kann
alleine keine Transkription von Markergenen aktivieren. Findet jedoch eine Interaktion mit einem
Protein statt, das aus einer cDNA-Bank stammt, die an die Aktivierungsdoméne von VP16 (AD)
fusioniert wurde, werden die DNA-BD und die AD in enge raumliche Nahe gebracht und kénnen so die
Transkription von Markergenen (HIS3 und LacZ) aktivieren. Die Expression dieser Markergene laRt
eine Selektion der Klone zu, in denen die Kdder- und Beuteproteine miteinander interagieren. Die hier
verwendete cDNA-Bibliothek stammt aus Maus-Embryonen der Stadien E9,5-E10,5 (abgewandelt
nach Matchmaker LexA Two-Hybrid System, User Manual, Clontech) B: Das Prinzip des “Yeast Three
Hybrid"-Screen funktioniert sehr ahnlich. In dieser Arbeit wurde der cytoplasmatische Teil von Ror2 an
eine Gal4-DNA-DB gebunden. Das Plasmid, welches fir das Kdderprotein codiert, enthalt noch eine
zweite "Multiple Cloning Site" (MCS) hinter einem unabhangigen Promotor, die eine gleichzeitige
Expression eines weiteren Proteins (in diesem Fall der konstitutiv aktiven Src-Kinase) erlaubt. Das
zweite Protein kann eine Bricken- oder aber eine modifizierende Funktion einnehmen. Bindet ein
Beuteprotein nun z.B. an das modifizierte Kdderprotein, wird die Transkription der Markergene
aktiviert, was wiederum die Selektion Interaktions-positiver Hefeklone erlaubt.

Der “Yeast Three Hybrid’-Screen (Osborne et al., 1995) folgt im wesentlichen dem gleichen
Prinzip. Jedoch wird zusétzlich zu den zwei Fusionsproteinen noch ein weiteres Protein
exprimiert, welches z.B. eine Briickenfunktion oder eine modifizierende Funktion (z.B.
Tyrosinkinase-Aktivitit) haben kann (sieche Abb. 7B). Tirode und Mitarbeiter haben 1997
einen “Yeast Three Hybrid”-Assay beschrieben, bei dem das dritte exprimierte Protein in der
Hefe unter der Kontrolle eines Methionin-reprimierbaren Promotors steht (Tirode et al.,

1997), so daBl die Expression dieses Proteins kontrollierbar ist. So lassen sich z.B.
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phosphorylierungsabhédngige und -unabhingige Interaktionen in einem Experiment unter-

suchen.

3.2 ldentifikation von potentiellen Ror2-Bindungspartnern durch *“Yeast Two
Hybrid”- und “Yeast Three Hybrid”’-Systeme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Ror2-Kdderproteine eingesetzt. Stets wurde
der intrazelluldre Teil von Ror2 verwendet, um zu gewihrleisten, daB3 weder das Signalpeptid
noch der transmembrane Bereich des Ror2-Proteins die nucledre Lokalisation des
Koderproteins beeintrachtigt, welche Voraussetzung fiir eine Interaktion mit einem
Beuteprotein im Kern der Hefe ist. Da es sich bei Ror2 um eine Rezeptortyrosinkinase (RTK)
handelt, sollte versucht werden, ein Tyrosin-phosphoryliertes Kdderprotein im "Yeast Two
Hybrid"- bzw. “Yeast Three Hybrid”-Experiment einzusetzen. Daher wurden verschiedene,

im nachfolgenden Abschnitt genauer beschriebene Kdderproteine generiert.

3.2.1 Klonierung und Expressionskontrolle der Koderproteine

Die Generierung aller Koderproteine erfolgte iiber eine PCR, bei der der intrazelluldre Teil
von Ror2 ab Nucleotid 1288 der codierenden Sequenz mit Oligonucleotiden amplifiziert
wurde, die 5' und 3' der passenden Sequenz mit Restriktionsschnittstellen versehen waren.
Zusiétzlich wurden 5' der passenden Sequenz drei Nucleotide eingefiigt, die fiir die
Aminosdure Glycin codieren, um die Fusion zwischen der DNA-BD und dem intrazelluldren
Teil von Ror2 rdumlich moglichst flexibel zu halten.

Fir die “Yeast Two Hybrid”-Analysen wurde die entsprechende Ror2-Sequenz in den
“Bait”-Vektor BTM116 einkloniert (s Abb. 8A). Nach der Verifizierung des Konstruktes
durch Sequenzierung wurde das Plasmid in den Hefestamm L40 transformiert, um die
Expression des Koderproteins in der Hefe zu iiberpriifen. Mit den gewachsenen Hefekolonien
wurden Uber Nacht-Kulturen angeimpft, aus denen Hefelysate hergestellt wurden. Diese
konnten mit Hilfe eines Antikorpers, der die LexA Domédne erkennt, per Western Blot
analysiert werden. In dem in Abb. 8B gezeigten Western Blot 146t sich in Spur 2 das
exprimierte Kdderprotein erkennen. Zusdtzlich wurde ein Fusionsprotein zwischen der LexA
Doméne und einer trunkierten Variante von Ror2 erzeugt (mit Ror2-CPA745), die in Spur 3
zu erkennen ist. Diese Variante entspricht einer trunkierenden Mutation, die im Menschen
Brachydaktylie Typ B1 (BDB) verursacht (siehe Einleitung). Als positive Kontrolle wurde

eine LexA-Fusion mit der Met-Kinase verwendet, die freundlicherweise von Dr. U. Schaeper
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zur Verfiigung gestellt wurde. Als Negativkontrolle wurde ein Lysat aus untransfizierten L40-
Hefen aufgetragen.

Die Hybridisierung desselben Western Blots mit einem Phosphotyrosin-spezifischen
Antikdrper (siche Abb. 8C) zeigt eine Phosphorylierung der Positivkontrolle (Spur 1), jedoch
keine Phosphorylierung der beiden Ror2-Proteine (sieche Spuren 2 und 3).

A
pBTM116 pBTM116
|_Ror2.CP__| Ror2-CPA745

B C

c-met Ror2-CP Ror2-CP Kontrolle c-met Ror2-CP Ror2-CP Kontrolle
ATAS A T45
i
200 kDa= : 200 kDa=
116,26 kDa = 13 . 116,25 kDa= :
anti-LexA anti-Phosphotyrosin

Abbildung 8: Expression und Phosphorylierung des Kéderproteins LexA-Ror2-CP

A: Schematische Darstellung des Kdderkonstruktes Ror2-CP. Der cytoplasmatische Teil von Ror2
wurde dem Leseraster folgend hinter eine LexA DNA-bindende Doméane kloniert (links). Zusatzlich
wurde eine trunkierte Ror2-Variante erzeugt (rechts, Erlauterung siehe Text) B: Western Blot, der die
Expression des Kdderproteins (Spur2) und des trunkierten Konstrukts (Spur3) in L40 Hefen zeigt. In
der untransformierten Kontrolle werden vom anti LexA-Antikdrper keine Banden in vergleichbarer
Hoéhe (Spurd4) erkannt. C: Ror2-CP liegt nicht Tyrosin-phosphoryliert vor, anti pY-Antikérper
detektieren in Spur2 keine Bande in entsprechender Hohe.

Aus diesem Grunde wurde ein weiteres Koderprotein erzeugt, bei dem 5' der Ror2-Sequenz
eine Tpr-Dimerisierungsdoméne (siche Abb. 9A) eingefiigt wurde. In Abbildung 9B ist die
Expression der Positivkontrolle (Spur 2) und der beiden LexA-tpr-Ror2-Konstrukte (Spur 3,
bzw. Spur 4) mit Hilfe des LexA-Antikorpers gezeigt. Aus Abbildung 9C (Spur 3 und 4) geht
jedoch hervor, dal die zusidtzliche Dimerisierungsdoméne nicht zu einer Autophospho-
rylierung der Ror2-Fusionsproteine fiihrt.

In einem weiteren Versuch, ein Tyrosin-phosphoryliertes Kéderprotein zu generieren, wurde
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der intrazelluldre Teil von Ror2 in einen “Yeast Three Hybrid’-Vektor (pBridge) einkloniert,
wodurch eine Fusion mit einer GAL4 DNA-bindenden Domine entstand (siche Abb. 10A).

A
pBTM116 pPBETM116
tpr]  Rorz-cP tpr|Ror2-cPAT45
B C

Kontrolle c-met tpr-Ror2-CP tpr-Ror2-CP Kontrolle  c-met tpr-Ror2-CP tpr-Ror2-CP
AT45 A 745

202 kDa - 202 kDa =

119 kDa = 119 kDa =

82 kDa=- 82 kDa =

anti-LexA anti-Phosphotyrosin

Abbildung 9: Expression und Phosphorylierung des Kéderproteins LexA-Tpr-Ror2-CP

A: Schematische Darstellung des Kéderkonstruktes Tpr-Ror2-CP und des Konstruktes Tpr-Ror2-CP A
745. Die Tpr-Dimerisierungsdomane und der cytoplasmatische Teil von Ror2 wurden dem Leseraster
folgend hinter eine LexA DNA-bindende Doméane kloniert. B: Western Blot, der die Expression des
Koderproteins (Spur3) und des trunkierten Konstrukts (Spur4) in L40 Hefen zeigt. In der
untransformierten Kontrolle werden vom anti LexA-Antikdrper keine Banden in vergleichbarer Hohe
(Spur1) erkannt. C: Tpr-Ror2-CP liegt nicht Tyrosin-phosphoryliert vor. Anti pY-Antikdrper detektieren
in Spur3 keine Bande in entsprechender Hohe.

Daher muflte fiir dieses Experiment ein anderer Hefestamm als L40 verwendet werden, da in
L40 Hefen die Selektionsmarker unter der Kontrolle des LexA Promotors stehen. In diesem
Experiment miissen die Markergene jedoch unter der Kontrolle eines Gal4 Promotors stehen,
damit die Selektionsmarker im Falle einer Interaktion von Koder- und Beuteprotein
transkribiert werden konnen. In die zweite “Multiple Cloning Site”” von pBridge wurde die
Sequenz der konstitutiv aktiven Src-Kinase eingebracht. Die Expression von Src steht unter
der Kontrolle eines unabhidngigen Promotors und kann durch die Zugabe von 1 mM
Methionin reprimiert werden.

Um die Expression und Phosphorylierung dieses Kdderproteins zu kontrollieren, wurde der
verifizierte "Bait"-Vektor in den Hefestamm AHI109 transformiert. Aus den gewachsenen

Hefekolonien wurden Uber Nacht-Kulturen angeimpft, Hefelysate hergestellt und per
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Western Blot analysiert. Abbildung 10B zeigt die Expression des Ror2-Koderproteins mit und
ohne Zugabe von Methionin zum Wachstumsmedium der Hefen (Abb. 10B, Spur 1 und 2).
Als Negativkontrolle wurden untransfizierte Hefen des AH109-Stamms verwendet (Spur 3).
Wie aus Abb. 10C deutlich hervorgeht, fiihrt die gleichzeitige Expression der konstitutiv
aktiven Src-Kinase zu einer Phosphorylierung des Koderproteins. Die Zugabe von 1 mM
Methionin fiihrt zu einer Reprimierung der Src-Expression und somit zu einer deutlichen
Verringerung der Phosphorylierung des Ror2-Kdderproteins, wie in Spur 2 gut zu erkennen
ist. Die Zugabe von 1 mM Methionin fithrt aber scheinbar nicht zu einer vollstdndigen
Reprimierung der Expression von Src, da in Spur 2 noch eine schwache anti Phosphotyrosin-
positive Bande in Hohe des Koderproteins zu erkennen ist. Erst die Zugabe von 5 mM

Methionin fiihrt zu einer vollstindigen Unterdriickung der Src-Expression (Daten nicht

gezeigt).

A pBridge

|Gai4 | Ror2-cP  Hc-srd

B Methionin Kontrolle C Methionin Kontrolle
- 1 mM - 1 mM

212 kDa=— 212 kDa—

121 kDa— 121 kDa=—

96 kDa— . 96 kDa —

—

48 kDa — 48 kDa —
bad -
anti-Gal4 anti-Phosphotyrosin

Abbildung 10: Expression und Phosphorylierung des Kdderproteins Gal4-Ror2-CP

A: Schematische Darstellung des Kdderkonstruktes Gal4-Ror2-CP. Der cytoplasmatische Teil von
Ror2 wurde dem Leseraster folgend hinter eine Gal4 DNA-bindende Domane kloniert. In eine zweite
MCS wurde eine konstitutiv aktive Src-Kinase einkloniert, deren Expression von einem unabhangigen
Promotor kontrolliert wird. B: Western Blot, der die Expression des Kdderproteins (Spur1) in AH109
Hefen zeigt. Anti-Gal4-Antikérper erkennen eine Bande von etwa 96 kDa. In der untransformierten
Kontrolle (Spur3) ist in vergleichbarer Hohe keine Bande zu erkennen C: Die Co-Expression der
konstitutiv aktiven Src-Kinase fuhrt zur Tyrosin-Phosphorylierung von Gal4-Ror2-CP (Spur1). Die
Zugabe von 1 mM Methionin flhrt zu einer Reprimierung der Expression des Src-Konstruktes und
damit zu einer schwacheren Phosphorylierung des Koéderproteins (Spur2). Anti pY-Antikdrper
detektieren in der untransformierten Kontrolle (Spur3) keine Bande in entsprechender Hohe.
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3.2.2 “Yeast Two Hybrid”- und “Yeast Three Hybrid’-Screen

Fiir den eigentlichen “Yeast Two Hybrid -, bzw. “Yeast Three Hybrid’-Screen wurden mit
dem jeweiligen Kdderprotein pratransformierte Hefekulturen (L40-, bzw. AH109-Hefen) in
einem groflen Ansatz mit der Hollenberg cDNA-Bank (Maus E9,5-10,5; Hollenberg et al.,
1995) transformiert.

Als Negativkontrolle wurden direkt vor der Transformation der cDNA-Bank je 50 pl der
kompetenten, priatransformierten Hefen mit dem leeren “Prey”-Vektor (VP16) transformiert.
Auf keiner der Kontrollplatten kam es zu Wachstum von Hefekolonien, so dall sowohl eine
unspezifische Interaktion zwischen dem Koderprotein und der Aktivierungsdomine als auch
eine Kontamination ausgeschlossen werden konnten.

Die Transformationseffizienz wurde bestimmt, in dem nach Transformation der cDNA-Bank
1/100.000 des entsprechenden Gesamtansatzes auf einer Platte mit Ndhrmedium ohne
Tryptophan und Leucin (-TL: Selektion auf Kdder- und Beuteplasmid) ausplattiert wurde.
Nach zwei Tagen Inkubation bei 30° C konnten die gewachsenen Hefekolonien ausgezéhlt
werden. Im “Yeast Two Hybrid”-Screen wurden 1,92 x 10" Hefetransformanden und im
“Yeast Three Hybrid”-Screen 5,28 x 10’ Transformanden durchsucht.

Die restlichen transformierten Hefen wurden im “Yeast Two Hybrid’-Ansatz auf einem
Néahrmedium ausgestrichen, dem aufBler Tryptophan und Leucin (s.0.) zusdtzlich noch
Histidin, Uracil und Lysin (-THULL) fehlte, dies diente der Selektion auf eine Interaktion der
exprimierten Proteine.

Im “Yeast Three Hybrid’-Experiment wurde die transformierte Hefekultur aufgeteilt: Eine
Halfte wurde auf Platten ausgestrichen, denen Tryptophan, Histidin, Leucin und Methionin
fehlten (-THLM, entspricht Ansatz A), die andere Hilfte der Hefekultur wurde auf Platten
verteilt, denen zusdtzlich 1 mM Methionin ins Medium gegeben wurde (-THL+1 mM M,
entspricht Ansatz B). Der Zusatz von Methionin fithrt zur teilweisen Reprimierung der
konstitutiv aktiven Src-Kinase und damit zu einer geringeren Phosphorylierung des Ror2-
Koderproteins (s. Abb. 10C)

In beiden Experimenten konnten nach 3 Tagen die ersten Hefekolonien auf den
Selektionsplatten beobachtet werden. Um die Zahl falsch-positiver Interaktionen zu
minimieren, wurden die gesammelten Hefekolonien insgesamt 3x auf frische Selektions-
platten neu ausgestrichen. Zusétzlich wurden alle Kolonien auch auf -TL-Platten
ausgestrichen, mit deren Hilfe die Expression eines weiteren Selektionsmarkers untersucht

wurde. Dazu wurden die Kolonien durch einen Filter Lift-Assay auf Expression des LacZ-
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Markers untersucht. Im “Yeast Two Hybrid ’-Experiment wuchsen insgesamt nur 5 Kolonien,
von denen jedoch alle 5 LacZ-positiv waren.

Im “Yeast Three Hybrid”-Ansatz konnten insgesamt 176 Kolonien auf den -THLM-Platten
und 209 Kolonien auf den -THL+1 mM M-Platten beobachtet werden. Davon waren 155,
bzw. 138 zusitzlich LacZ-positiv.

Fiir die weiteren Analysen wurden nur Kolonien ausgewihlt, die sowohl His3"- als auch
LacZ- positiv waren. Tabelle 1 zeigt eine Zusammenfassung der His3"- und LacZ-positiven

Kolonien der Hefeexperimente.

Experiment His3" positive Kolonien | LacZ-positive Kolonien
“Yeast Two Hybrid”-Screen 5 5
“Yeast Three Hybrid” Screen
“THLM (=A) 176 155
Yeast Three Hybrid” Screen 209 138

-THL+1 mM M (=B)

Tabelle 1: Zusammenfassung der Zahlen der His3"- und LacZ- positiven Hefekolonien aus den
durchgefiuhrten Hefe-Experimenten

3.2.3 Analyse der Hefeklone

Da im “Yeast Two Hybrid’-Experiment nur wenige Hefekolonien gewachsen waren, wurden
alle Beuteproteine genauer analysiert. Dazu mufite aus allen Klonen DNA isoliert werden, die
anschliefend in den Bakterienstamm HB101 elektroporiert wurde. Dieser besitzt eine Leucin-
Defizienz, so daB auf Ndhrmediumsplatten ohne Leucin nur Bakterienkolonien wachsen
konnen, denen durch die Elektroporation ein Beuteplasmid eingebracht wurde. Da in Hefen
durch Transformation mehrere Plasmide in eine Zelle gelangen kdnnen, wurden aus jeder E.
coli-Transformation zwei Bakterienklone ausgewéhlt, aus denen dann DNA isoliert wurde.
Ein anschlieBender Restriktionsverdau zeigte, ob sich ein oder mehrere Plasmide in den Hefen
befunden haben miissen. Abb. 11 zeigt ein Agarosegel, aus dem hervorgeht, daf sich in
Hefekolonie Nr. 3 zwei verschiedene Beuteplasmide befunden haben miissen, da die DNAs
aus zwei verschiedenen HB101-Kolonien ein unterschiedlich groBes Restriktionsfragment
zeigen (siehe Spur 5 und Spur 7). In diesem Fall wurden beide Klone weiter bearbeitet. Die
anderen Klone zeigten die gleiche Fragmentgrofle, daher wurde nur ein Klon ausgewéhlt und

weiter analysiert.
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Die Beuteproteine wurden zusammen mit dem Kdderprotein in Hefen retransformiert, um die
Protein-Protein Interaktion zu bestétigen. Als Kontrollen wurden zusétzlich zum Beuteprotein
die LexA DBD (leerer “Bait”-Vektor), sowie das Koderprotein ohne Tpr-Dimersierungs-
domédne und das trunkierte Tpr-Ror2-CPA745 exprimiert. Klon 3.1 lieB sich in der

Retransformation nicht bestdtigen, die Interaktion wurde vermutlich durch das zweite isolierte

Abbildung 11: Notl-Restriktionsverdau der isolierten Beuteplasmide aus dem “Yeast Two
Hybrid”-Experiment Gezeigt ist ein Agarosegel, auf dem Notl-verdaute Beuteplasmide aufgetragen
wurden. Die FragmentgréRen liegen zwischen etwa 300-500 bp. Hefekolonie 3 mufl® mindestens zwei
verschiedene Beuteplasmide enthalten haben, da die entsprechenden HB101-Klone unterschiedliche
Grolien der Restriktionsfragmente aufweisen.

Plasmid (3.2) vermittelt. Daher wurde Klon 3.1 nicht weiter bearbeitet. Die Klone 2.2, 4.1
und 5.1 waren zwar in der Retransformation mit Tpr-Ror2-CP, jedoch nicht mit Ror2-CP
positiv, so dal die Interaktion in diesen Féllen an der Tpr-Dimerisierungsdoméne stattfinden
mul. Nachfolgend wurde durch Sequenzierung der DNA festgestellt, um welches
Beuteprotein es sich handelt. Dabei stellte sich heraus, da nur Klon 3.2 im richtigen
Leseraster und in der richtigen Orientierung vorlag. Die Resultate dieser Experimente sind in

Tabelle 2 zusammengefal3t.

Retransformation
Klon Identitat (;?:Ei?;;zgg Ace. Nr. Tpr-Ror2- | Tpr-Ror2-
pBTM116 CP CPA745 Ror2-CP

1.2 Solute carrier family 25 | Orientierung - BC003222 - + + +
22 LAMP-1 Leseraster - BC049097 - + + -
3.2 Wtip Leseraster + BC054125 - + - +
4.1 LAMP-1 Leseraster - BC049097 - + + -
5.1 LAMP-1 Leseraster - BC049097 - + + -

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse des “Yeast Two Hybrid”-Screens mit Tpr-Ror2-
CP als Kdderprotein
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Im “Yeast Three Hybrid”-Screen sind wesentlich mehr Klone gewachsen, was eine
effizientere Analyse der Klone erforderte. Daher wurden nur die jeweils ersten 5 LacZ -Klone
der -THLM und der -THL+1 mM M-Ansitze wie oben beschrieben analysiert. Dabei stellte
sich heraus, dal} 7 der 10 analysierten Kolonien das gleiche Beuteprotein, DIxin-1, enthielten.
Um die Zahl der zu bearbeitenden Kolonien reduzieren zu konnen, wurden aus allen His3"-
/LacZ-positiven Hefekolonien Lysate hergestellt, die anschlieBend in eine Hefe Kolonie PCR

mit DIxin-1-spezifischen Primern eingesetzt wurden.

Haufig- Zahl auf Zahl auf Retransformation
Identitdt Accession Nr. keit im THLM —THL Ror2-CP Ror-CP
Screen +1 mMM ore- A745
DIxin-1 BC031461 190 94 96 + -
Brain-1 MUSPOUDOMA 7 7 0 + +
Eukaryotic translation
factorl delta (Eef1d) NM_029663 6 2 4 N N
Pegl0 NM 130877 4 1 3 + +
Sox5 NM 011444 3 2 1 + +
Dazap2 / Brbp BC083347 2 0 2 + +
HoxB2 BC019414 2 2 0 + +
OTU domaln cqntalnlng XM 899855 ) ) 0 . .
4, transcript variant 4 -
PolyA binding protein,
cytoplasmatic 1 BC011207 2 2 0 + +
(Pabpcl)
Witip BC054125 1 1 0 + -
Cartilage homeo
proteinl (Cart1) NM_172553 ! ! 0 - -
Ship2 AF162781 1 1 0 + +
Stathmin (Stmnl) BC054396 1 1 0 + +
Predicted PR domain
containing 2 (Prdm2) XM_915500 ! ! 0 - -
Pumilio2 BC041773 1 1 0 + +
Pax3 NM_ 130877 1 1 0 + +
Ataxin 2- like (Atxn2l) NM_183020 1 1 0 + +
Predlgte?d Bat2 domain XM 924912 1 1 0 . .
containing 1 -
Zinc finger protein 67 . .
(Z6p67) AK 149976 1 0 1 + +
Ubiquitin like-5 AKO012803 1 0 1 + +
LPS-induced TNFa
factor/ Proline rich
region proﬁle/ Cysteine AK 149939 | 0 | . .
rich region profile
containing protein
(LITAF)
Ring finger protein 38 . .
(Rnf38) BC060730 1 0 1 + +
RNA binding motif . .
protein 9 (Rbm9) BC002124 1 0 1 + +

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse des “Yeast Three Hybrid”-Screens mit Ror2-CP
als Kdderprotein und der co-exprimierten konstitutiv aktiven Src-Kinase
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Die DIxin-1-negativen Hefelysate wurden mit einer weiteren Kolonie-PCR analysiert, bei der
VP16 (Beutevektor)- spezifische Primer zum Einsatz kamen. Die so amplifizierten Fragmente
wurden enzymatisch aufgereinigt und mit VP16 Primern sequenziert. Falls in der Kolonie-
PCR mehr als eine Bande entstand, wurden diese Banden aus dem Gel ausgeschnitten, durch
Gelextraktion aufgereinigt und ebenfalls sequenziert. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse des
“Yeast Three Hybrid ”’-Screens zusammenfassend dargestellt.

Von insgesamt 293 LacZ-positiven Kolonien enthielten 232 Proteinsequenzen, die sich im
richtigen Leseraster und in der richtigen Orientierung befanden. Insgesamt wurden in diesem
Experiment 23 potentielle Interaktionspartner von Ror2 identifiziert. Dabei fdllt auf, daB
DIxin-1 am héufigsten und in beiden Ansétzen (-/+ Methionin) etwa gleich hiufig gefunden
worden ist.

Die Interaktion zwischen Ror2 und Wtip, die schon im “Yeast Two Hybrid ’-Experiment
gefunden wurde, konnte in diesem zweiten, unabhéngigen Experiment bestitigt werden.

Diese beiden identifizierten, potentiellen Ror2-Interaktionspartner wurden im folgenden

weiter bearbeitet.

3.3 DIxin-1 als potentieller Ror2-Interaktionspartner

DIxin-1 besteht aus 775 Aminosduren und gehort zur Necdin/Melanoma associated antigen
(MAGE)-Proteinfamilie, da es mit diesen Proteinen Ahnlichkeiten im C-Terminus aufweist
(Masuda et al, 2000). Der entsprechende Bereich wird auch als “MAGE homology domain”
bezeichnet. Zusitzlich zu dieser Doméne ist eine in der Mitte des Proteins gelegene tandem-
artig angeordnete Wiederholung einer Hexapeptidsequenz (mit der Consensus-Sequenz
WQXPXX) fiir DIxin-1 charakteristisch.

Wie aus Tabelle 2 hervorgeht, ist DIxin-1 mit 190 positiven Kolonien der am haufigsten
gefundene Interaktionspartner von Ror2-CP im “Yeast Three Hybrid”’-Experiment. Er stellt
82% aller gefundenen Interaktionspartner von Ror2 und ist damit deutlich {iberreprisentiert.
In Abb. 12 ist die Lage einiger isolierter Fragmente innerhalb der codierenden Sequenz von
DIxin-1 dargestellt, dabei entsprechen die verschiedenfarbigen Striche unter- und oberhalb der
Peptidsequenz der Lage verschiedener Klone. Die Sequenz aller gefundenen Klone iiberlappt,
dieser minimale Uberlappungsbereich entspricht der Sequenz der Fragmente A1 und B48 und
ist durch den roten Strich oberhalb der Aminoséuresequenz kenntlich gemacht. Daraus kann

nun geschlossen werden, dal die Interaktion zwischen Ror2-CP und DIxin-1 in diesem
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Abbildung 12: Lage ver-
schiedener, im "Yeast Three
Hybrid"-Screen identifizier-
ter Fragmente innerhalb der
codierenden Sequenz von
DiIxin-1 Dargestellt sind die
Nucleotid- und die Amino-
sauresequenz von DIxin-1. Der
Bereich, der durch die
Wiederholung einer Hexa-
peptid-Sequenz mit  dem
Consensus WQXPXX (Masuda
et al.,, 2001) gekennzeichnet
ist, wurde durch rote Schrift-
farbe hervorgehoben.

Eingezeichnet ist die Lage von
11 verschiedenen Klonen, die
im “Yeast Three Hybrid"

Experiment identifiziert wur-
den. Dabei entspricht der
blaue Strich unterhalb der

Aminosauresequenz der Lage
des Klons B43 und der grine
Strich der Lage des Klons A
30.

Der gelbe Strich (oberhalb der
Aminosauresequenz) markiert
die Lage der Klone A13, A26,
A159, B4, B5, B6, B19 und
B49, wobei der rote Strich
(oberhalb der Aminosaure-
sequenz) der Lage der Klone
A1 und B48 entspricht. Jedes
beschriebene Fragment enthalt
den Bereich der Klone A1 und
B48, so dall diese Sequenz
den minimalen Uberlappungs-
bereich aller isolierten Frag-
mente darstellt. Die Oligo-
nucleotide, die in der Kolonie-
PCR zur Amplifikation von
DIxin1-haltigen Sequenzen
verwendet wurden, liegen
ebenfalls innerhalb des
Bereiches der Hexpeptid-
wiederholungen. Somit kann
gefolgert werden, dall der
Bereich der Bindung des
cytoplasmatischen Bereiches
von Ror2 an DIxin-1 innerhalb
der Sequenz der Fragmente
A1 und B48 liegt.
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Bereich von DIxin-1 stattfindet, der durch die mehrfache Wiederholung der Hexapeptid-

sequenz (dargestellt in roter, dicker Schrift) gekennzeichnet ist.

3.3.1 Die Interaktion mit DIxin-1 findet im distalen Bereich von Ror2 statt

Zur Bestitigung der Interaktion von Ror2 und Dlxin-1 wurden Retransformationen in der
Hefe durchgefiihrt. Dabei wurde ein isoliertes Dlxin-1-Beuteplasmid (entspricht Klon B6,
siche Abb. 12) mit verschiedenen Koderplasmiden in AH109-Hefen co-transformiert und das
Wachstum der Hefen auf verschiedenen Selektionsmedien untersucht. Dabei wird auf den
Medien -TLM und -TL +1 mM Methionin auf die erfolgreiche Aufnahme der beiden co-
transformierten Plasmide selektioniert. Die beiden oberen Reihen in Abb. 13A und 13B
zeigen, daf alle Plasmide erfolgreich in die Hefen transformiert wurden. Diese Hefen konnen
nun jedoch nur auf -THLM-, bzw. -THL +1 mM Methionin-Platten wachsen, wenn eine
Interaktion zwischen dem Koder- und dem Beuteprotein stattfindet. Dies ist in beiden
Experimenten nur zwischen dem isolierten DIxin-1-Fragment und dem cytoplasmatischen
Teil von Ror2 der Fall (siche Reihe 4, Bild 2 in Abbildung 13A und 13B). Dabei scheint die
Reprimierung der Expression der konstitutiv aktiven Src-Kinase (durch Zugabe von 1 mM
Methionin) die Interaktion zwischen DIxin-1 und Ror2 nicht zu beeinflussen (Abb. 13B). Der
Bereich, in dem diese Interaktion stattfindet, mufl im distalen Bereich von Ror2 liegen, da
keine Interaktion zwischen DIxin-1 und dem distal trunkierten Ror2-Kdderprotein (Ror2-
CPA745) beobachtet werden kann (Reihe 4, Bild 3 in Abb. 13A und 13B).

Im “Yeast Three Hybrid”-Experiment wird die konstitutiv aktive Src-Kinase als separates
Protein (ohne DNA-bindende Doméne) co-exprimiert. Um auszuschlieBen, dafl die Src-
Kinase die Bindung zwischen Ror2 und DIxin-1 vermittelt, in dem sie eine Briickenfunktion
erfiillt, wurde das DlIxin-1-Fragment mit der konstitutiv aktiven Src-Kinase, die an eine Gal4
DNA-bindende Doméne fusioniert wurde, in AH109-Hefen co-exprimiert. Wie aus Bild 4 in
Reihe 4 der Abb. 13A und 13B hervorgeht, kommt es zu keinem Wachstum der so
transformierten Hefen. Das bedeutet, dal3 die Interaktion zwischen Ror2 und DIxin-1 am

Ror2-Protein selber stattfindet, und nicht direkt durch Src vermittelt wird.

3.4 Wiip als potentieller Ror2-Interaktionspartner

Eine Interaktion zwischen dem cytoplasmatischen Bereich von Ror2 und Wtip wurde sowohl
im “Yeast Two Hybrid”- als auch im “Yeast Three Hybrid’-Experiment gefunden. Wtip

gehort zur Familie der LIM Doménen-Proteine, die durch das Vorhandensein von einer oder
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mehreren LIM Doménen gekennzeichnet sind. Das Wtip-Protein enthdlt drei C-terminal
gelegene LIM Doménen. Zusétzlich sind in Maus, Ratte und Mensch zwei Prolin-reiche
Abschnitte, die SH3 Doménen-Bindungsstellen darstellen konnten und eine C-terminale PDZ

Dominen Bindungsstelle (Srichai et al., 2004) beschrieben.

pBridge Rorz-CP Ror2-CP
+ Src AT45 + Src

o
a

VP16

A
=

Dixin-1

VP16 - THLM

Dixin-1

pBridge Rorz-CP Ror2-CP Src
+ Src AT45 + Src

Y -TL
1+ 1 mM Methionin

VP18

Dixin-1

VP16 - THL

+ 1 mM Methionin

Dixin-1

. - . 'I 5

Abbildung 13: Bestatigung der Ror2-DIxin-1 Interaktion in AH109-Hefen durch
Retransformation A: AH109-Hefen wurden mit leerem Beute- (VP16), bzw. DIxin-1-Beutevektor und
verschiedenen Kdderplasmiden transformiert. Die oberen beiden Reihen zeigen, dal} séamtliche Co-
Transformationen erfolgreich waren, da die Hefen nur durch Aufnahme der beiden Kdder- und
Beuteplasmide in der Lage sind, auf —TL-Medien zu wachsen. Das Wachstum auf —-THLM setzt
dagegen eine Interaktion der exprimierten Kéder- und Beuteproteine voraus, die zur Expression von
Selektionsmarkern (in diesem Fall Histidin) fiihren. Diese Interaktion findet nur zwischen DIxin-1 und
dem Koderprotein Ror2-CP statt (siehe Bild 2, Reihe 4), wohingegen keine Interaktion mit dem
trunkierten Ror2-Konstrukt (Bild 3, Reihe 4) oder mit der Src-Kinase (siehe Bild 4, Reihe 4) beobachtet
werden kann. Das Fehlen von Methionin in den Selektionsmedien fihrt zur vollen Expression der
konstitutiv aktiven Src-Kinase. B: Diese Abbildung entspricht im wesentlichen Abbildung A, jedoch
wurden die Hefe-Co-Transformationen auf Selektionsmedien ausgestrichen, denen 1 mM Methionin
zugesetzt wurde. Dies fuhrt zu einer Reprimierung der Expression der konstitutiv aktiven Src-Kinase.
Diese Reprimierung ist allerdings nicht vollstédndig (siehe auch Abb. 10C). Auch dieses Experiment
zeigt nur eine Interaktion zwischen dem DIxin-1 Fragment und dem cytoplasmatischem Teil von Ror2
(Reihe 4, Bild 2). Da keine Interaktion mit der trunkierten Variante von Ror2-CP stattfindet (Reihe 4,
Bild 3), kann gefolgert werden, dal der Bindungsort von DIxin1 an Ror2 im distalen Bereich von Ror2
liegen muf3.
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In Abbildung 14 ist die Lage der beiden isolierten Hefeklone (Wtip-Y2H) innerhalb der
codierenden Sequenz von Wtip durch eine dickere, rote Schrift dargestellt. Interessanterweise
sind die beiden unabhingig voneinander identifizierten Wtip-Fragmente in ihrer Sequenz
identisch. Die bunten Kéasten markieren die drei LIM Dominen, wobei der blaue Kasten LIM
Domaéne 1, der griine Kasten der zweiten und der gelbe Kasten der dritten LIM Domaine
entspricht. Dabei wird deutlich, da nur die ersten beiden LIM Doménen innerhalb der
isolierten Wtip-Klone liegen. Die dritte LIM Doméne scheint demnach fiir die Interaktion von

Wtip mit Ror2 nicht von Relevanz zu sein.

3.4.1 Wtip bindet an den distalen Bereich von Ror2

Um die Interaktion von Ror2 und Wtip zu bestétigen und néher zu charakterisieren, wurden
Retransformationen in L40-Hefen durchgefiihrt. Dabei wurde das im “Yeast Two Hybrid -
Experiment isolierte Wtip-Fragment (Wtip-Y2H) mit verschiedenen Kdderplasmiden in der
Hefe co-exprimiert. Zusétzlich wurde als Kontrolle das leere Beuteplasmid untersucht. Die
Bilder in den oberen zwei Reihen von Abbildung 15 zeigen Hefekolonien, die auf -TL-
Néhrmedien gewachsen sind. -TL selektioniert auf die Expression der Koder- (-T), bzw.
Beuteplasmide (-L). Aus diesen Bildern geht hervor, daBl alle durchgefiihrten Co-
Transformationen zur Expression der beiden jeweiligen transformierten Plasmide fiihren.
Durch das Ausplattieren des halben Hefetransformationsansatzes auf -THULL-Platten konnte
nun untersucht werden, ob die entsprechenden Koder- und Beuteproteine miteinander
interagieren. Die Co-Transformation des leeren Beuteplasmids (VP16) mit allen eingesetzten
Koderproteinen (Reihe 3) fiihrt erwartungsgemal zu keinem Wachstum von Hefen auf

-THULL-Platten. Somit kann eine Interaktion der Kdderproteine mit der Aktivierungsdoméine
ausgeschlossen werden. Ebenso konnen eine Interaktion der Aktivierungsdoméne (VP16) und
des Beuteproteins Wtip (Y2H) mit der DNA-bindenden LexA Doméne ausgeschlossen
werden, da eine Co-Transformation mit dem leeren Kddervektor (BTM116) zu keinem
Hefewachstum auf -THULL-Platten fiihrt (Abb. 15, Spalte 1, Bild 3 und 4). Die Co-
Expression des Wtip-Fragments mit den Kdderplasmiden Tpr-Ror2-CP und Ror2-CP erlaubt
es den transformierten Hefen jedoch, auf -THULL-Medium zu wachsen (Abb. 15, Reihe 4,
Bild 2 und 4). Diese Proteine interagieren also in der Hefe. Wtip scheint dabei mit dem Ror2-
Bereich zu interagieren, da die Interaktion auch ohne die Expression der Tpr-
Dimerisierungsdoméne stattfindet. Transformiert man nun aber das Wtip-Fragment mit dem

distal trunkierten Ror2-Konstrukt (Tpr-Ror2-CPA745), kommt es dagegen zu keiner
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Abbildung 14: Lage der im "Yeast Two Hybrid"- und "Yeast Three Hybrid"-Screen identi-
fizierten Fragmente innerhalb der codierenden Sequenz von Wtip In dieser Abbildung sind sowohl
die Nucleotid-, als auch die Aminosauresequenz von Wtip dargestellt. Die beiden unabhangig
voneinander isolierten Hefeklone (Wtip-Y2H) sind in ihrer Sequenz identisch. lhre Lage ist durch eine
rote, dickere Schrift hervorgehoben. Die LIM Doméanen von Witip sind durch drei unterschiedlich
farbige Kasten markiert (Blauer Kasten = LIM Doméne 1, griner Kasten = LIM Domane 2, gelber
Kasten = LIM Doméane 3). Die ersten beiden LIM Domanen sind komplett in den identifizierten Wtip-
Fragmenten enthalten. Die dritte LIM Domé&ne scheint fiir die Bindung von Wtip an Ror2 nicht benétigt
zu werden.

Interaktion der Proteine, die Hefen konnen folglich nicht mehr auf dem Selektionsmedium
wachsen (Abb. 15, Spalte 3, Bild 4). Daraus 148t sich schlieen, da3 die Interaktion zwischen
Wtip und Ror2 in der distalen Region von Ror2 innerhalb der Prolin-, bzw. Serin/Threonin-

reichen Bereiche stattfinden mubB.
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Abbildung 15: Bestatigung der Ror2-Wtip Interaktion in L40-Hefen durch Retransformation der
isolierten Plasmide Durch Retransformation wurde das aus der Hefe isolierte Beuteprotein Wtip auf
Interaktion mit den Kéderproteinen Tpr-Ror2-CP und Ror2-CP untersucht. Dabei wurde die eine Halfte
des Transformationsansatzes auf -TL-Platten und die andere Halfte auf -THULL-Platten
ausgestrichen. Das Wachstum von Hefen auf —TL-Medien bestatigt, dal} sowohl das Kdder-, als auch
das Beuteplasmid in der Hefe zur Expression kommen (Reihen 1 und 2). Jedoch kénnen nur solche
Hefen auf —THULL-Medien wachsen, in denen Kdder- und Beuteproteine miteinander interagieren.
Das Wtip-Fragment interagiert also mit Tpr-Ror2-CP (Reihe 4, Bild 2) und mit Ror2-CP (Reihe 4, Bild
4), jedoch nicht mit Tpr-Ror2-CPA745 (Reihe 4, Bild 3) oder der LexA DNA-bindenden Doméne
(pBTM116: Reihe 4, Bild 1). Diese Interaktionen lassen sich zusatzlich durch einen LacZ-Assay
bestatigen. Die Interaktion von Wtip mit Tpr-Ror2-CP (Reihe 6, Bild 2) und mit Ror2-CP (Reihe 6, Bild
4) flhrt zur Expression des R-Galaktosidase-Markergens und damit zu einer Blaufarbung der
Hefekolonien nach Zugabe von X-Gal. Die Co-Transformation von allen untersuchten Kdderplasmiden
mit dem leeren Beutevektor fihrt weder zu Wachstum von Hefekolonien auf —-THULL-Platten (Reihe 3)
noch zu einer Blaufarbung im LacZ-Assay (Reihe 5).

Hefen, in denen Kdder- und Beuteproteine interagieren, exprimieren als weiteren Marker die
B3-Galaktosidase. Diese Hefekolonien verfarben sich nach Zugabe von X-Gal blau, wihrend
Hefen ohne interagierende Proteine ihre urspriingliche Farbe beibehalten. Dazu werden die
Kolonien per Filter-Lift von den -TL-Platten auf Filterpapiere iibertragen. In mehreren
Einfrier-/Auftau-Cyclen werden die Zellwdnde der Hefen aufgebrochen. Die Filter werden
dann in einem X-Gal-haltigen Puffer bei 30° C inkubiert und auf Blaufarbung untersucht. Die

Interaktion zwischen dem cytoplasmatischen Bereich von Ror2 und dem Wtip-Fragment 1af3t
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sich auf diesem Wege bestitigen. Sowohl die mit Tpr-Ror2-CP und Wtip (Abb. 15, Reihe 6,
Bild 2) als auch die mit Ror2-CP und Wtip (Reihe 6, Bild 2) co-transformierten Hefekolonien
zeigen eine kriftige Blaufarbung. Eine Bindung von Wtip an die Tpr Doméne kann jedoch
ausgeschlossen werden, da Wtip nicht an Tpr-Ror2-CPA745 (Abb. 15, Reihe 4 und 6, Bild 3)
bindet.

3.4.2 Die Interaktion zwischen Wtip und Ror2 ist in Hefe spezifisch

Da in der Literatur Interaktionen zwischen LIM Domaénen-Proteinen und Rezeptortyrosin-
kinasen beschrieben sind (Wu & Gill, 1994; Wu et al., 1996), war es von Interesse zu
untersuchen, ob Wtip auch mit anderen RTK in der Hefe interagiert. Dazu wurden
Koderproteine verwendet, an deren DNA-bindende Doméne die cytoplasmatischen Bereiche
verschiedener RTK (c-Met, Insulin-Rezeptor, Ret, Ros, CSF-Rezeptor, EGF-Rezeptor und
PDGF-Rezeptor) fusioniert waren (alle Plasmide wurden freundlicherweise von Dr. U.
Schaeper zur Verfiigung gestellt). Diese Kdderplasmide wurden mit dem isolierten Wtip-
Fragment in Hefen co-transformiert und diese dann auf -TL- und -THULL-Platten aus-
gestrichen. Obwohl die Co-Transformation in allen Féllen erfolgreich war (sieche
Hefekolonien auf -TL-Medien in der oberen Reihe in Abbildung 16), sind nur Hefeklone auf
einer einzigen -THULL-Platte gewachsen (Abb. 16: Reihe 2, Bild 3). Das Experiment zeigt,
daBl das Wtip-Fragment spezifisch mit dem cytoplasmatischen Teil von Ror2 in L40 Hefen

interagiert.
pBTM116 Ror2-CP  Ror2-CP c-met Insulin-R Ret g EGF-R PDGF-R

+ Wtip + pVP16 + Wtip + Wtip + Wtip + Wtip i i + Wtip

Abbildung 16: Wtip interagiert in L40 Hefen mit Ror2, aber nicht mit anderen getesteten
Rezeptortyrosinkinasen Um die Spezifitat der Interaktion von Wtip (Y2H) mit Ror2 zu untersuchen,
wurden Co-Transformationen mit anderen LexA-Fusionsproteinen in der Hefe durchgefiihrt. Dabei
wurde untersucht, ob das isolierte Wtip-Fragment auch mit den cytoplasmatischen Bereichen anderer
Rezeptortyrosinkinasen interagieren kann. Aus der oberen Reihe der Abbildung geht hervor, daf} alle
Co-Transformationen erfolgreich waren, da die transformierten Hefen auf -TL-Platten wachsen
kdnnen. Dahingegen kommt es nur bei der Co-Transformation von Wtip (Y2H) und Ror2-CP zu
deutlichem Wachstum von Hefen auf -THULL-Platten (siehe Reihe 2 Bild 3). Das bedeutet, dal’ Wtip
sehr spezifisch mit Ror2 interagiert. Mit den anderen getesteten Kinasen kommt es zumindest in der
Hefe mit Wtip zu keiner Interaktion.

-TL
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3.4.3 Klonierung und Analyse von Wtip

Da zu dem Zeitpunkt der Isolierung des Wtip-Fragments aus dem “Yeast Two Hybrid -
Experiment Wtip weder publiziert noch die Sequenz in voller Lange beschrieben war, mufte
zuerst durch das Aneinanderreihen verschiedener EST-Sequenzen die codierende Sequenz in
silico zusammengesetzt werden. Daraufhin wurden Oligonucleotide entworfen, die
stromaufwérts und stromabwérts der codierenden Wtip-Sequenz Restriktionsschnittstellen
beinhalten, die das Einklonieren des durch PCR generierten Fragmentes in einen
Expressionsvektor erlauben. Da die ersten 500 Basen der codierenden Sequenz von Wtip sehr
GC-reich sind (81% G/C; 19% A/T), lieB sich das gesamte Fragment vorerst nicht in einem
Stiick amplifizieren. Daher wurde eine Restriktionsschnittstelle in der Sequenz von Wtip
gesucht, die nur einmal im codierenden Bereich vorkommt. Uber diese Schnittstelle (Stul: nt
692- 697) wurden zwei Oligonucleotide gelegt, die die getrennte Amplifikation des 5° und 3’
gelegenen Fragmentes moglich machen. Fiir die Amplifikation des 5° Bereiches wurden mit
dem Finsatz von PCRx-Enhancer-Losung (Invitrogen) Bedingungen gefunden, die eine
Amplifikation des sehr GC-reichen Teils von Wtip erlauben. Durch anschlieBende Ligation
der beiden amplifizierten Fragmente in den gewéhlten Expressionsvektor konnte das “volle
Lange” Wtip kloniert werden.

Die codierende Sequenz von Wtip in der Maus besteht aus 1194 Nucleotiden, bzw. 398
Aminoséduren. Auf genomischer Ebene ist Wtip in 8 Exons organisiert, die laut der ensembl-
Datenbank (www.ensembl.org) in Mus musculus eine Region von 23,72 kb auf Chromosom 7
umschliefen.

In Abbildung 17 werden die codierenden Sequenzen von Wtip aus verschiedenen Spezies
(Maus, Mensch, Ratte, Fruchtfliege, Zebrafisch und Huhn) miteinander verglichen. Dabei fllt
auf, daB3 es einen hohen Grad an Konservierung innerhalb des C-terminalen Bereiches des
Wtip-Proteins gibt, in dem sich die LIM Doménen (durch farbige Késten kenntlich gemacht)
befinden. Alle Cystein-Reste, die innerhalb der LIM Doméinen das Zink-Atom koordinieren,
sind in den betrachteten Spezies konserviert. AuBBerdem 148t sich feststellen, da3 die Prolin-
reichen Regionen (Consensus-Sequenz: Aminosduren 230-261 und 254-268 (Srichai et al.)
nur innerhalb der Sdugetiere auftreten. Dies trifft ebenso auf die PDZ Dominen

Bindungsstelle (Consensus-Sequenz: Aminosiuren 529-532) zu.
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Abbildung 17: Vergleich der codierenden Sequenz von Wtip aus verschiedenen Spezies
Dargestellt ist ein Alignment der Aminosauresequenzen von Wtip aus Maus (Acc. AAH54125),
Mensch (XP_059037), Ratte (XP_341840), Fruchtfliege (NP_572930) Zebrafisch (XP_691259) und
dem Huhn (XP_418800). Unterhalb der Aminosauresequenz ist der Grad an Konservierung der
Sequenz durch schwarze Balken dargestellt. Die LIM Domanen 1-3 sind durch farbige Kasten
markiert. Das Alignment zeigt, dal® vorwiegend der C-Terminus, der die drei LIM Domanen beinhaltet,
zwischen den verschiedenen Spezies konserviert ist.

Zur weiteren Analyse von Wtip wurde ein Northern Blot durchgefiihrt, bei dem Total RNA
aus Maus-Embryonen der Stadien E11,5 und EI13,5 zum Einsatz kam. Fiir die
Sondenherstellung wurde das im “Yeast Two Hybrid ”-Experiment isolierte Fragment genutzt.
In Abb. 18 ist im oberen Bild zu erkennen, dal Wtip in den beiden untersuchten Stadien
exprimiert wird. Die detektierte Bande hat eine ungefdhre GrofBe von 2 kb. Dies deckt sich mit
der in der ensembl-Datenbank angegebenen Transkriptgrofle von 1958 bp. In beiden Stadien
lieB sich nur diese eine Bande erkennen, mdgliche Splei3-Varianten konnten nicht

nachgewiesen werden.

3.4.4 Bestatigung der Wtip-Ror2 Interaktion in einem unabhéngigen System

Eine der Hauptschwéchen des “Yeast Two Hybrid”-Systems ist die verhdltnisméfig hohe
Zahl an falsch positiven Interaktionen. Daher ist es von grofer Bedeutung, die gefundenen

Protein-Protein Interaktionen in einem unabhéngigen System zu iiberpriifen.
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— 24kb
WTIP . = ’

(Y2H)

— 1,2kb

GAPDH . .
5 . .

Abbildung 18: Wtip Northern Blot Gezeigt ist die Northern Blot Analyse von Total RNA aus Maus-
Embryonen des Stadiums E 11,5 und E 13,5. Das obere Bild zeigt das Ergebnis der Hybridisierung
mit einer radioaktiv markierten antisense Sonde, die dem isolierten Wtip-Fragment aus dem "Yeast
Two Hybrid“-Experiment entspricht. In beiden Maus RNAs lalt sich eine Bande von etwa 2 kb
nachweisen, die in ihrer Grof3e, der erwarteten TranskriptgroRe von Wiip entspricht. Als Ladekontrolle
wurde eine Hybridisierung mit einer GAPDH-Sonde durchgefiihrt (siehe unteres Bild).

In dieser Arbeit wurde die Bindung von Wtip an Ror2 durch verschiedene Co-
Immunoprizipitations-Experimente bestatigt.

Dazu wurden Ror2 und Wtip (Y2H-Fragment, mit Flag-Tag) in Expressionsvektoren kloniert,
die dann per Calcium-Phosphat-Methode in HEK293 Zellen transfiziert wurden. Aus diesen
Zellen wurden Lysate hergestellt, die mit anti Flag-Beads inkubiert wurden.

Im Falle der Interaktion von Ror2 mit Wtip(-Flag), wird dieses iiber die Flag-Beads mit Wtip
co-prézipitiert und kann dann in einem Western Blot nachgewiesen werden. Abbildung 19
zeigt einen solchen Western Blot. In den rechten beiden Spuren wurden Lysate analysiert, die
aus Ror2/Wtip-Flag doppeltransfizierten HEK293 Zellen gewonnen wurden. Die ganz rechte
Spur zeigt nach Inkubation mit einem Ror2-spezifischen Antikorper (freundliche Gabe von
Prof. P. Knaus) die Ror2-Expression in diesen Zellen (L=Lysat). In der Spur daneben wurde
das gleiche Zell-Lysat aufgetragen, allerdings wurde dieses vorher mit Flag-Beads inkubiert
(IP=Immunoprézipitat). Es ist deutlich zu erkennen, da3 Ror2 von dem Wtip-Flag/Flag-Beads
Komplex co-prézipitiert wurde.

In dem Kontrollexperiment, dessen Ergebnis in den beiden mittleren Spuren dargestellt ist,
wird hingegen deutlich, da3 das Flag-Peptid alleine (durch Expression eines leeren Flag-

Vektors) nicht in der Lage ist, Ror2 zu binden. In der linken dieser mittleren Spuren ist daher
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keine Ror2 positive Bande zu erkennen. Daraus 148t sich schlieBen, da3 die Interaktion also
tatsdchlich mit Wtip und nicht mit dem Flag-Peptid stattfindet.

In den linken beiden Spuren wurden Lysate analysiert, die aus Trk-Met/Wtip-Flag doppelt-
transfizierten HEK293 Zellen hergestellt wurden. In der rechten dieser beiden Spuren ist die
Expression von Trk-Met nach Inkubation mit einem Met-spezifischen Antikorper (von Dr. U
Schaeper zur Verfiigung gestellt) gezeigt. In dem Lysat, welches mit Flag-Beads inkubiert
wurde (IP), 148t sich jedoch kein Trk-Met mehr nachweisen. Wtip ist also auch in Sduger-
Zellen nicht in der Lage, mit der Met-Tyrosinkinase zu interagieren. Dies bestdtigt die
Ergebnisse, die bereits in der Hefe gewonnen wurden (siche Abschnitt 3.3.2), die Interaktion

zwischen Ror2 und Wtip scheint sehr spezifisch zu sein.

Trk-met Ror2 Ror2
+ Wtip-Flag +pBAT-Flag + Wtip-Flag
(Y2H) (Y2H)
Co-IP: anti-Flag [ IP L ! IP L II IP L ]
212 kDa -
S N — Trk-met
121 kDa- - "& —Ror2
96 kDa -
WB: anti-met anti-Ror2

Abbildung 19: Co-Immunoprazipitation von Ror2 und Wtip (Y2H-Fragment) HEK293 Zellen
wurden mit verschiedenen Expressionskonstrukten co-transfiziert. Die aus diesen Zellen gewonnenen
Lysate wurden durch Western Blots mit Ror2-spezifischen Antikdrpern auf Expression von Ror2 (Lysat
L: Spur 4 und 6), bzw. mit Met-spezifischen Antikdrpern auf die Expression von Trk-met (L: Spur 2)
Uberprift. Desweiteren wurden die Lysate mit “Flag-Beads” inkubiert und anschlieRend ebenfalls auf
die Expression von Ror2, bzw. Trk-met untersucht. Durch die Beads wurde an Wtip-Flag gebundenes
Ror2 co-prazipitiert (Immunopréazipitat IP: Spur 5). Das Flag-Peptid alleine (Transfektion eines leeren
Flag-Vektors) ist dagegen nicht in der Lage, Ror2 zu binden und dieses zu prazipitieren (IP: Spur 3).
Ebenso lakt sich keine Interaktion zwischen Wtip-Flag und einer anderen Rezeptortyrosinkinase (Trk-
met) in diesen Zellen nachweisen (IP: Spur1), was die bereits in der Hefe beschriebene Spezifitat der
Interaktion zwischen Ror2 und Wtip (siehe 3.3.2.) bestatigt.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob auch das “volle Lange” Wtip (siche
Abschnitt 3.3.3) in der Lage ist, mit Ror2 zu interagieren. Dazu wurden Wtip, Ror2 und das
distal trunkierte Ror2A745 in verschiedenen Kombinationen in HEK293 Zellen transfiziert
(siche Abbildung 20, rechte Seite). Die aus diesen Zellen hergestellten Proteinlysate wurden

wiederum per Western Blot auf die Expression der jeweiligen Proteine iiberpriift und nach
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Inkubation mit Flag-Beads auf eine Interaktion der beiden exprimierten Proteine untersucht.
Die Transfektionen 1, 2, 4 und 5 fiihren zur Expression von Ror2 (siehe L1 und L4 im oberen
Bild), bzw. zur Expression des distal trunkierten Ror2 (siehe L2 und L5 im oberen Bild), was
durch die Verwendung eines Ror2-spezifischen Antikorpers gezeigt werden kann. Auch die
Expression von Wtip kann durch einen Wtip-spezifischen Antikorper in allen Lysaten der
entsprechend transfizierten Zellen nachgewiesen werden (siehe unteres Bild: L3, L4 und L5).
In den Spuren IP3, IP4 und IP5 im unteren Bild 146t sich erkennen, dal Wtip-Flag iiber die
Flag-Beads prizipitiert wird.

250 kDa~ 1 = Ror2 + pcDNA-Flag
5 kDas 2 = Ror2A745 + pcDNA-Flag
- - 3 = Wtip-Flag + pcDNA-HA
anti-Ror2 100 kDa= 4 = Ror2 + Wtip-Flag
" 5 = Ror2A745 + Wtip-Flag

75 kDa- 6 = pcDNA-Flag + pcDNA-HA

7 = HEK293, untransfiziert

Co-IP: anti-Flag LIPLIPLIPLIPTLIPTLIL

250 kDa=
150 kDa=

100 kDa=
75 kDa-

50 kDa= I I
37 kDa=

anti-Wtip

Abbildung 20: Co-Immunopréazipitation von Ror2 und dem “volle Lange” Wtip HEK293 Zellen
wurden mit verschiedenen Expressionskonstrukten transfiziert (rechts in der Abbildung dargestellt).
Die aus diesen Zellen gewonnenen Lysate wurden durch Western Blots mit spezifischen Antikérpern
(anti Ror2 im oberen Blot, bzw. anti Wtip im unteren Blot) auf Expression, bzw. Interaktion der
jeweiligen transfizierten Konstrukte untersucht. Die Lysate (L) und Immunoprazipitationen (IP, mit
Flag-Beads durchgefiihrt) sind immer abwechselnd auf das SDS-Gel aufgetragen worden. Bei
Transfektion 1, 2 und 3 sind die Ror2- bzw. Wtip-DNAs mit leeren Expressionsvektoren (pcDNA-Flag
und pcDNA-HA) auf die gleiche zu transfizierende Gesamt DNA-Menge aufgeflillt worden, die auch in
den Doppeltransfektionen ( Experiment 4 und 5) zum Einsatz kam. In den Lysaten der Transfektionen
1-5 konnte die Expression aller Gberexprimierten Proteine gezeigt werden (siehe L1, L2, L4 und L5 im
oberen Blot: Nachweis des “volle Ladnge” und des distal trunkierten Ror2; siehe auch L3, L4 und L5 im
unteren Blot: Expressionsnachweis von Wtip-Flag durch Wtip-Antikdrper). Jedoch kommt es nur zu
einer einzigen positiven Co-Immunoprazipitation (siehe 1P4), die zum Nachweis des Ror2-Proteins in
der Co-Immunoprazipitation mit Wtip-Flag fuhrt. Die Interaktion zwischen Wtip-Flag und Ror2 findet
demnach also auch statt, wenn beide Proteine in “voller Léange” in der Zelle vorliegen. Dahingegen
kommt es, wie in der Hefe (siehe Abschnitt 3.3.1), zu keiner Interaktion zwischen dem distal
trunkierten Ror2-Protein und Wtip, so dal® das trunkierte Ror2-Protein nach Inkubation mit den Flag-
Beads weggewaschen wird und damit nicht mehr nachweisbar ist (siehe IP5). Als Kontrollexperiment
wurden beide Ror2-Konstrukte mit Flag-Peptid co-exprimiert, jedoch fuhrt die Prazipitation des Flag-
Peptids in keinem Fall zu einer Co-Prazipitation des entsprechenden Ror2 Konstruktes. Als Kontrollen
wurden Lysate von untransfizierten und mit den verwendeten Leervektoren transfizierte HEK293
Zellen mit aufgetragen.

53



FErgebnisse

Wtip-Flag interagiert in diesem Experiment nur mit dem “volle Lange” Ror2, was zur Co-
Prizipitation von Ror2 durch den Wtip-Flag/Flag-Beads-Komplex fiihrt (siche IP4 im oberen
Bild). Ror2 interagiert dagegen jedoch nicht mit dem Flag-Peptid alleine, so daf3 in der IP1
(oberes Bild) kein Ror2 nachzuweisen ist.

Die Bindung von Wtip an den distalen Bereich von Ror2, die in der Hefe gezeigt werden
konnte (siehe 3.3.1), 146t sich in diesem Experiment bestdtigen. Das distal trunkierte Ror2-
Protein laBt sich mit dem “volle Lange” Wtip nicht co-prézipitieren (oberes Bild, IP5), es
findet also keine Interaktion mehr statt.

Aus den Hefe-Experimenten und den Co-Immunoprizipitations-Untersuchungen 1dft sich
also schlieen, daB3 die ersten zwei LIM Doméinen von Wtip ausreichen, um die Bindung an
Ror2 zu vermitteln, und dal3 diese Interaktion im C-terminalen Bereich von Ror2 stattfinden

mubf.

3.4.5 Expressions- und Co-Lokalisationsstudien mit Ror2 und Wtip

Damit zwei Proteine in einer Zelle interagieren kdnnen, miissen sie zumindest zum Zeitpunkt
der Interaktion im gleichen Kompartiment der Zelle lokalisieren. Um dies fiir die Ror2/Wtip
Interaktion zu untersuchen, wurden beide Proteine sowie das distal trunkierte Ror2
(Ror2A745) in HEK293 Zellen iiberexprimiert. Die Expression der Proteine wurde durch die
Verwendung von anti FLAG-, bzw. anti HA-Antikdrpern und Fluoreszenz-markierten
sekunddren Antikdrpern sichtbar gemacht und ist in Abbildung 21A dargestellt. Die
Uberexpression von Wtip fiihrt zu einem punkt-formigen, vesikuldren Expressionsmuster,
wihrend die Uberexpression des “volle Linge” Ror2, wie auch der trunkierten Variante, wie
erwartet, zu einer Lokalisation der Proteine an der Zellmembran fiihrt. Die Identitdt der Wtip-
Vesikel wurde durch Co-Féarbung mit verschiedenen Vesikel-Markern (Rab5, Rab7, Clathrin
heavy chain (CHC) und LAMP-1) ndher untersucht, jedoch fiihrte keines dieser Experimente
zu einem eindeutigen Ergebnis, so dal momentan unklar bleibt, um was fiir Vesikel es sich
handelt. Dabei scheint die Zahl und GroBe der Wtip-Vesikel von der Menge an transfizierter
DNA abhéngig zu sein (Daten nicht gezeigt).

Die Co-Expression von Wtip und Ror2, die in Abbildung 21B oben gezeigt ist, fiihrt zu einer
Co-Lokalisation beider Proteine an der Plasmamembran, so dal} eine Interaktion zwischen

Ror2 und Wtip moglich scheint.
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Witip-HA Ror2-HA Ror2A745-HA

+DAP. . .

Wtip-FLAG Ror2-HA Wtip-FLAG+Ror2-HA+DAPI
Wtip-FLAG Ror2A745-HA Wtip-FLAG+Ror2A745-HA+DAPI

Abbildung 21: Untersuchung der subzellularen Lokalisation von Wtip, Ror2 und Ror2A745 in
HEK?293 Zellen A: Einzeltransfektionen von Wtip-HA, Ror2-HA und Ror2A745-HA (der weil3e Balken
in der Abbildung oben links entspricht 50 um). Die Expression von Wiip ist durch eine griine, die der
beiden Ror2-Konstrukte durch eine rote Farbung dargestellt. In der unteren Zeile ist zusatzlich der
durch DAPI angefarbte Kern zu erkennen. B: In allen Bildern sind doppelt transfizierte HEK293 Zellen
dargestellt, die Expression von Wtip (links) ist durch eine griine, die der Ror2-Konstrukte durch eine
rote Farbung (mittig) dargestellt. Bereiche, in denen die Proteine co-lokalisieren, sind im rechten Bild
durch eine gelb/orange Farbung gekennzeichnet. Zusatzlich ist der Kern durch eine blaue Farbung
gezeigt.

Obwohl Wtip, wie in den Retransformations- und Co-Prézipitations-Experimenten gezeigt,
nicht mit dem distal trunkierten Ror2 interagiert, fiihrt die Uberexpression beider Proteine in

HEK?293 Zellen zu einer Co-Lokalisation der Proteine an der Zellmembran (siche Abb. 21B,
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unteres Bild). Dies konnte dadurch zustande kommen, dall Wtip mit endogenem Ror2 oder
einem anderen Protein an der Membran interagiert. Auch in Zellen, die nur mit Wtip
transfiziert wurden, konnte teilweise eine partielle Membranfarbung beobachtet werden.
Damit die Interaktion von Wtip mit Ror2 auch von biologischer Relevanz sein kann, ist es
unabdingbar, dall diese Gene co-exprimiert werden und auch in vivo in derselben Zelle
vorkommen. Dazu wurde die Expression von Ror2 und Wtip per in situ Hybridisierung an
Ganztierpriparaten (Whole Mount) und auf Gefrierschnitten untersucht. Zusitzlich wurde per
Immunhistochemie auf Gefrierschnitten die Lokalisation der Wtip und Ror2-Proteine auf
Zellebene analysiert.

Abbildung 22 zeigt eine in situ Hybridisierung an Maus-Ganztierpraparaten der
Embryonalstadien E9,5 bis E13,5. Zum friihesten untersuchten Zeitpunkt lassen sich Ror2-
und Wtip-Transkripte (blaues Signal) in den Branchialbogen, der Ohrplakode und in den
Somiten nachweisen. Auch in der sich gerade bildenden Vorderextremititenknospe lassen
sich beide Gene detektieren. Die Co-Expression von Wtip und Ror2 in den
Extremititenanlagen ist noch deutlicher im Stadium E10,5 zu sehen, hier 148t sich die Co-
Expression beider Gene sowohl in den Vorder- als auch in den hinteren Extremitdtenanlagen
gut erkennen. Zu den spiteren Stadien 146t sich die liberlappende Expression der untersuchten
Gene weiterhin beobachten, jedoch macht die Expression von Wtip einen weitldufigeren und
weniger distinkten Eindruck, wdhrend Ror2 in sehr definierten Regionen zur Expression
kommt.

Zur genaueren Analyse der Co-Expression von Wtip und Ror2 wurde eine in situ
Hybridisierung auf sagittalen Gefrierschnitten des Embryonalstadiums E14,5 durchgefiihrt
(siehe Abb. 23). In Abbildung 23A sind Ubersichtsbilder der Wtip-(links) und der Ror2-
(rechts) Expression dargestellt, wobei schon bei dieser schwachen VergroBerung deutliche
Uberschneidungen innerhalb der Expressionsmuster sichtbar werden. So kann Co-Expression
der beiden Gene in der Zunge, in den Rippen, im Herz, in der Niere und Nebenniere, der
Lunge, dem Gehirn, dem Darm, den dorsalen Wurzelganglien und den Somiten im
Schwanzbereich durch die entsprechenden RNA-Sonden gezeigt werden. Abbildung 23B
zeigt eine vergroferte Aufnahme eines Teils der Niere und der Nebenniere. Sowohl Ror2 als
auch Wtip sind im Cortex dieser beiden Organe nachzuweisen. In der Lunge kénnen Ror2 und
Wtip Transkripte im Epithel der Bronchien detektiert werden (Abb. 23C). Abbildung 23D
zeigt Co-Expression von Ror2 und Wtip im Herzen, wohingegen in Abb. 23E beide Gene in

den Rippen nachgewiesen werden konnen. Wtip ist im Vergleich zu Ror2 auch im Gewebe,
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Abbildung 22: Whole Mount in situ Hybridisierung mit Wtip und Ror2 DIG-markierten RNA-
Sonden Gezeigt ist die Wtip Expression im Vergleich zur Ror2 Expression in Maus-Embryonalstadien
E9,5 bis E13,5. An Tag E9,5 zeigt sich eine Uberlappende Expression (blaues Signal) der beiden
Gene in den Branchialbégen, der Ohrplakode, in der sich auswachsenden Vorderextremitat, in den
Somiten und im Schwanz. Einen Tag in der Entwicklung spater, kommt es zu einer deutlichen Co-
Expression beider Gene in den vorderen und hinteren Extremitatenanlagen. Diese Co-Expression
zeigt sich auch in den spateren Stadien, wobei Wtip im Vergleich zu Ror2 weitlaufiger und weniger
begrenzt exprimiert wird.
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Abbildung 23: In situ Hybridisierung auf Maus-Gefrierschnitten (Embryonalstadium E14,5) mit
Wtip und Ror2 DIG-markierten RNA-Sonden (blaues Signal) A: Ubersichtsbild: Links ist die Wtip-,
rechts die Ror2-Expression dargestellt. Uberlappende Expression ist in verschiedenen Geweben, wie
der Zunge, Niere, Lunge, Darm, den Rippen, in den dorsalen Wurzelganglien, im Gehirn und in den
Somiten im Schwanz zu erkennen. B-l: Ausschnittsvergofierungen B: gezeigt sind Teile der Niere
(Pfeil) und die Nebenniere, in beiden Geweben findet Co-Expression von Ror2 und Wtip statt. C:
Uberlappende Expression von Wtip und Ror2 in der Lunge D: Ror2 und Wtip-Transkripte im Herz E:
Expression der untersuchten Gene in den Rippen F: und G: Co-Expression von Ror2 und Wiip in der
Zunge und in der oberen (F, Pfeil), bzw. unteren (G, Pfeil) Zahnanlage H: Uberlappende Expression
von Wtip und Ror2 im Darm I: Wtip- und Ror2-Expression in Somiten im Schwanzbereich
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das die Rippen umgibt, recht stark exprimiert, so dal die Konturen der Rippen nicht so
deutlich zu erkennen sind.

Die tiberlappende Expression von Wtip und Ror2 146t sich auch in den unteren (Abb. 16F)
und oberen Zahnanlagen (Abb. 23G), sowie in der Zunge (Abb. 23E und 23F) zeigen. Als
weitere Orte gemeinsamer Expression konnen noch der Darm (Abb. 23H) und die Somiten
genannt werden (Abb. 23H, bzw. 231).

Die Untersuchungen der Genexpression von Ror2 und Wtip durch die in situ
Hybridisierungen lassen erkennen, daf3 beide Gene iiberlappend in verschiedenen Geweben
exprimiert werden. Doch wie sieht es mit der Lokalisation der Genprodukte, also der Proteine

aus?

DAPI anti Ror2 anti Wtip anti Ror2 + anti Wtip

- - - - -
o - - - -
. - - - .
- - - - -

Abbildung 24: Immunhistologische Analyse der Expression von Wtip und Ror2 auf Maus-
Gefrierschnitten (Embryonalstadium E14,5) In diesem Experiment wurden die Zellkerne mit DAPI
blau angefarbt, Ror2 ist durch eine griine und Wtip durch eine rote Farbung dargestellt. In der rechten
Spalte sind die griine und die rote Farbung Uberlagert dargestellt, so da® Bereiche, in denen beide
Proteine nachgewiesen werden kénnen, gelb erscheinen. In der oberen Reihe ist ein Ausschnitt der
Niere gezeigt, in dem sich die Co-Expression von Ror2 und Wtip innerhalb derselben Zellen erkennen
Iakt. Die Lokalisation der beiden Proteine in den gleichen Zellen [af3t sich ebenfalls in der Lunge, den
Rippen und im Darm gut sichtbar machen. Ror2 und Wtip sind also nicht nur in den gleichen Geweben
exprimiert, sondern lokalisieren auch in denselben Zellen.
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Durch immunhistologische Analysen auf sagittalen Gefrierschnitten, die gleichzeitig mit
polyklonalen Ror2-, bzw. Wtip-Antikdrpern (siche Abb. 24) hybridisiert wurden, kann
gezeigt werden, da3 beide Proteine in derselben Zelle exprimiert werden. In der linken

Spalte sind die mit DAPI angefarbten Zellkerne gut zu erkennen. In der Spalte rechts daneben
ist das Ror2-Protein durch griine Fluoreszenz sichtbar gemacht. Wtip ist durch eine rote
Fluoreszenzfirbung dargestellt (Spalte 3). Die ganz rechte Spalte zeigt eine Uberlagerung der
griinen und der roten Férbung, so da3 Bereiche, in denen beide Proteine synthetisiert werden,
gelb erscheinen.

Durch die Immunbhistologie kann gezeigt werden, dal Ror2 und Wtip-Proteine in der Niere,

der Lunge, den Rippen und im Darm in den gleichen Zellen vorkommen.

3.5 ldentifikation von potentiellen Wtip-Interaktionspartnern durch einen auto-

matisierten “Yeast Two Hybrid”’- Screen

Diese Arbeit wurde zum Teil im Rahmen des Sonderforschungsbereiches 577 (Molekulare
Grundlagen klinischer Variabilitit monogen bedingter Krankheiten, Charit¢ Berlin)
angefertigt, was die Mdglichkeit bot, in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Erich
Wanker (Max Delbriick Zentrum, Berlin) einen automatisierten “Yeast Two Hybrid’-Screen
mit Wtip durchzufiihren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sieben verschiedene Wtip-Konstrukte hergestellt (siche
Abschnitt 2.2.2.1, Abb.5), wovon jedoch nur vier tatsdchlich in dem verwendeten Matrix-
basierten Ansatz (Goehler et al. 2003) zur Anwendung kamen. Die anderen drei Konstrukte
(Wtip “volle Lénge”, WtipALIM Doméne 3 und WtipAN-Terminus) waren autoaktivierend,
d.h. daB diese Kdderproteine alleine in der Lage waren, die Expression der Markergene zu
aktivieren. Die anderen Wtip-Konstrukte (WtipALIM Doméne 1, WtipALIM Doméne 2,
WtipALIM Doméne 1,3 und WtipALIM Doméne 2,3) wurden in der Gruppe von Prof.
Wanker gegen 5609 humane Proteine, bzw. Proteinfragmente getestet (siche Stelz et al.,
2005).

Dabei konnten insgesamt 23 Hefekolonien (sieche Abb. 25A, Klone 16-38 auf der SD2-
Selektionsplatte, Abb. 25A) identifiziert werden, von denen nach der Retransformation (sieche
SD4-Selektionsplatte, Abb. 25A) und Untersuchung auf 3-Galaktosidase-Aktivitdt insgesamt

19 Klone bestitigt werden konnten. Da wéhrend des Matrix-Screens verschiedene
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Koderproteine vereinigt wurden, war es nun nétig, die gefundenen Interaktionen den

einzelnen Kdderproteinen zuzuordnen.

A
Wachstum R-GAL
' . ‘ [ ] 5D2 = Selektion auf Plasmide (Bait, Prey)
° @ 5D4 = Selektion auf Interaktion
sSD2 (Reportergene URAJ und HIS3)
‘ L I J R-Gal= Test auf Reportergen LacZ
° e
16|17 1819 20 21
2223 24|25 26 27
sSD4 28 29 30 31 32 33
34 35 36 37 38
B
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Spalte 3: Kontrolle; Reihe G Kontrolle Reihe G Kontrolle
c2= 23 E6 = 26 Cd4= 24 E1= 29
Cé= 16 E&8= 34 ca= 22 E3= 36
C7= 20 Eg= 32 E5= 27
Cé= 21 E10= 33 E6= 37
C11= 19 E11=31 E8= 35
C12= 18 E12= 30

Abbildung 25: Automatisierter, Matrix-basierter “Yeast Two Hybrid”-Screen mit ver-
schiedenen, gepoolten Wtip-Kdderproteinen A: Retransformation und LacZ-Test in der Hefe, von
23 im Screen gefundenen Interaktionen lieRen sich 19 bestatigen. B: Ruckkreuzung der Hefen mit
den gefundenen Beuteproteine (1-12) gegen Hefen, die die einzelnen Kbéderproteine exprimieren (A-
F). Alle 19 identifizierten Protein-Protein Interaktionen lassen sich auch mit den isolierten Wtip
Kdderproteinen zeigen (Abbildung: Dr. H. Goehler, modifiziert)

Dazu wurden Riickkreuzungen zwischen den verschiedenen Hefen durchgefiihrt. Werden
dabei zwei Hefekolonien unterschiedlichen Mating-Typs verkreuzt, deren exprimierte Koder-,
bzw. Beuteproteine interagieren, sind diese Hefen in der Lage, auf SD4-Selektionsmedien zu
wachsen. In Abb. 25B ist ein solches Riickkreuzungsexperiment dargestellt.

Die Protein-Protein Interaktionen, die mit dem automatisierten “Yeast Two Hybrid’-Screen
fiir die verschiedenen Wtip-Konstrukte gefunden werden konnten, sind in Tabelle 4
zusammengefalit. Dabei wird eine Interaktion von Vimentin, Zinkfinger Helicase, Mitofilin
und KIAA1377 sowohl mit WtipALIM Doméne 1 als auch mit WtipALIM Doméne 2,3
gefunden. Diese Interaktionen miiften demnach am N-Terminus von Wtip stattfinden, da
keine der LIM Doménen an der Interaktion beteiligt zu sein scheint.

Die Interaktionen der Klone an Position 20 und Position 24 kdnnten sowohl iiber den N-

Terminus von Wtip, als auch iiber die erste LIM Doméne vermittelt werden, wohingegen die

61



FErgebnisse

Interaktionen der Klone an Positionen 27, 29, 32, 33, 36 und 37 nicht an der ersten LIM
Doméne von Wtip stattfinden koénnen. Bei den Klonen der Position 17, 28 und 38 stimmten

entweder das Leseraster oder die Orientierung des Fragmentes nicht.

Kéderprotein Position | Acc. Nr. Identitat Aminosaure
WTIPALIM Doméne 2,3 | 16 Q9P2H0 KIAA1377 445-988
WTIPALIM Doméne 2,3 | 17 + + nicht o.k.
WTIPALIM Doméne 2,3 | 18 P08670 Vimentin 189-465
WTIPALIM Doméne 2,3 | 19 Q9Y410 Zinkfinger helicase 1830-2000
WTIPALIM Doméne 2,3 | 20 Q9BS30 Similar to RIKEN cDNA 1810018M11 gene 1-226
WTIPALIM Domine 2,3 |21 Q16891 Mitochondrial inner membrane protein; Mitofilin 212-758
WTIPALIM Doméne 2,3 | 22 QO9P2HO KIAA1377 445-988
WTIPALIM Domine 2,3 | 23 CAD97612 | Hypothetical protein [Homo sapiens] 378 - 576
WTIPALIM Doméne 2,3 | 24 060318 80 kDa MCM3-associated protein (GANP protein) | 1029 - 1228
WTIPALIM Doméne 1,3 | 25 + + nicht o.k.
WTIPALIM Doméne 1 26 Q9P2HO KIAA1377 445-988
WTIPALIM Doméne 1 27 AAH67234 | FALZ protein

WTIPALIM Doméne 1 28 + + nicht o.k.
WTIPALIM Doméne 1 29 060383 Growth/differentiation factor 9 precursor 276-454
WTIPALIM Doméne 1 30 P08670 Vimentin 189-465
WTIPALIM Doméne 1 31 Q9Y410 Zinkfinger helicase 1830-2000
WTIPALIM Doméne 1 32 P55855 Ubiquitin-like protein SMT3B (Sentrin 2) (HSMT3) | 1-95
WTIPALIM Doméne 1 33 Q9Y383 CGI-74 protein 159-270
WTIPALIM Domine 1 34 Q16891 Mitochondrial inner membrane protein; Mitofilin 212-758
WTIPALIM Doméne 1 35 Q9P2H0 KIAA1377 445-988
WTIPALIM Domiéne 1 | 36 AAHO04542 | Plexin B2 227 - 438
WTIPALIM Doméne 1 37 NP_002948 | Retinoid X receptor, alpha 4-227
WTIPALIM Doméne 2 38 + + nicht o.k.

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse des automatisierten “Yeast Two Hybrid”-Screens
mit trunkierten Wtip-Konstrukten als Kdderprotein (Tabelle: Dr. H. Goehler, modifiziert)
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