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Zusammenfassung

GYF-Doménen bezeichnen eine kleine Familie von Protein-Interaktionsdomanen, die
prolinreiche Sequenzen (PRS) binden und Uber die Erkennung dieser mit anderen Proteinen
interagieren. Benannt sind sie nach dem konservierten Motiv aus Glycin, Tyrosin und
Phenylalanin (GYF) innerhalb der Domaéne, das direkt an der Bindung des Liganden beteiligt
ist. Aus dem Sequenzvergleich verschiedener GYF-Domanen wurden zwei Unterfamilien, die
der CD2BP2- und Smy2-dhnlichen GYF-Domanen, definiert. Neben Sequenz- und
Strukturunterschieden der Unterfamilien, sind sie auch in Proteinen unterschiedlicher
Zellkompartimente enthalten. Wahrend Proteine mit einer Domédne vom CD2BP2-Typ mit
dem SpleilRprozess im Zellkern assoziiert sind, weisen Proteine mit einer GYF-Doméne vom
Smy2-Typ eine zytoplasmatische Lokalisation auf.

Es gibt bereits erste Hinweise auf Interaktionspartner der GYF-Domanen, jedoch ist die
biologische Funktion von GYF-Proteinen noch weitgehend unbekannt. In dieser Arbeit wurde
das direkte Interaktom der GYF-Domadnen der humanen Proteine CD2BP2 und GIGYF2,
sowie des Hefeproteins Smy2 mit dem Ziel untersucht, weitere Hinweise auf ihre Funktion
zu erhalten. Hierzu wurden die isolierten GYF-Doménen in Pulldown-Experimenten
eingesetzt und ihre Bindungspartner Uber Massenspektrometrie (MS) bestimmt. Durch
Ausnutzung der quantitativen MS konnte eine spezifische ldentifizierung des Interaktoms der
jeweiligen PRS-Bindungsstellen durchgefiihrt werden. Fir GIGYF2 und Smy2 war dies die
erste Charakterisierung PRS-vermittelter Bindungspartner. Fir CD2BP2 wurden bereits
bestehende Interaktomdaten in einem organspezifischen Kontext neu untersucht.

Da eine Vielzahl essentieller, intrazelluldrer Prozesse auf der Erkennung prolinreicher
Sequenzen durch PRS-Bindungsdoménen (PRDs) beruht, ist diese Interaktion auch von
therapeutischem Interesse. Daher wurden im zweiten Teil dieser Arbeit zwei Strategien zur
spezifischen Inhibition dieser Proteininteraktion betrachtet. Die Validierung der
Inhibitionsmethoden, entweder durch ein Peptidmimetikum oder durch ein Kleinmolekiil,

erfolgte durch NMR-spektroskopische Bindungsstudien.




In dieser weitreichenden Untersuchung direkter Bindungspartner der GYF-Doménen konnten
neue, noch unbekannte Interaktionen ermittelt werden. Insbesondere die Daten fur GIGYF2
und Smy2, Proteine, die sich durch eine zytoplasmatische Lokalisation und eine GYF-
Doméne vom Smy2-Typ auszeichnen, lieferten Hinweise auf eine konservierte Funktion.
Beide Proteine konnen im Kontext bereits beschriebener Funktionen und mittels der
Ergebnisse dieser Arbeit in Verbindung mit mRNA-prozessierenden Proteinen und der
vesikuldren Transportmaschinerie gebracht werden. Fir CD2BP2 legt die deutliche
Expression in hamatopoetischen Organen adulter Mause eine potentielle Funktion im
Immunsystem nahe. Auch wenn keine neuen, direkten Bindungspartner ermittelt wurden,
untermauern die Ergebnisse die Assoziation mit spleilosomalen Komplexen. Daruber hinaus
ist eine Funktion in Kombination mit weiteren mRNA-prozessierenden Proteinen im Zellkern
maoglich.

Waihrend die Suche nach einem Kleinmolekil keine geeigneten Inhibitoren hervorbrachte,
ergaben sich aus der Untersuchung des Peptidmimetikums erste Hinweise auf mdgliche
Ansatzpunkte zur Inhibition der PRS/PRD-Interaktion. Obwohl das Peptidmimetikum kein
hoch affiner Ligand der GYF-Doméne war, ist es als Ausgangspunkt fur weitere

Optimierungsschritte nitzlich.

Zusammenfassend tragen die Ergebnisse dieser Arbeit zum tieferen Verstandnis von GYF-

Doménen und deren Beteiligung an zelluldren Prozessen teil.



Abstract

GYF domains belong to a small class of protein adapter domains, which recognize proline-
rich sequences (PRS) within their binding partners. They are named after a conserved motif
consisting of glycine, tyrosine and phenylalanine (GYF) in the domain that is directly
involved in ligand binding.

GYF domains are divided into two subfamilies: the CD2BP2- and Smy2-like GYF domains
which differ in sequence and structure. In addition to these differences, proteins containing
either of these domains are found in different cellular compartments. While proteins
containing a CD2BP2-type GYF domain are associated with splicing in the nucleus, proteins
with a Smy2-type domain show cytoplasmic localization. The biological role of GYF proteins
is still largely unknown, although there are few described interaction partners.

The aim of this work was to selectively detect proteins and protein complexes bound via
proline-rich sequences to the GYF domains of the human proteins CD2BP2 and GIGYF2, as
well as the yeast protein Smy2 to gain further information about their function.

For this reason, the isolated GYF domains were used in pull-down experiments in
combination with gquantitative mass spectrometry (MS). This was the first characterization of
PRS-mediated binding partners for GIGYF2 and Smy2. For CD2BP2 this study was
performed in an organ specific analysis of interaction partners as extension of previous
studies.

As a variety of essential, intracellular processes is based on the recognition of proline-rich
sequences by PRS-binding domains (PRDs), this interaction is also of therapeutic interest.
Therefore, in the second part of this work, two strategies for specific inhibition of this protein
interaction (by either a peptide mimetic or a small molecule) were validated by NMR
spectroscopic binding studies.

In this study new binding partner of the GYF domains were determined. In particular, for
GIGYF2 and Smyz2, that are characterized by a cytoplasmic localization and a Smy2-type

GYF domain, this study provided information for a conserved function. Together with
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Abstract

previously described functions the results of this work links both proteins to mRNA-
processing proteins and the vesicular transport.

The distinct expression of CD2BP2 in hematopoietic organs in adult mice refers to a potential
role of CD2BP2 in the immune system. Even if no new direct binding partner has been
identified, the results support the association with spliceosomal complexes. In addition, it is
tempting to speculate about a function of CD2BP2 with other mRNA-processing proteins in
the nucleus.

The small molecule approach did not result in the identification of specific PRS/PRD-
inhibitors. Although the peptidomimetic was not a high affinity ligand for the GYF domain, it
will be useful for further optimization steps.

In summary, the results of this study contribute in part to a deeper understanding of GYF

domains and their involvement in cellular processes.
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1 Einleitung

Proteine spielen eine entscheidende Rolle fur die zellulare Funktionalitat und sind an fast
allen biologischen Vorgéangen beteiligt. In der Regel sind Proteine lineare Polymere, die aus
Aminoséuren aufgebaut sind. Neben dieser als Primarstruktur bezeichneten linearen
Aminoséureabfolge weisen Proteine Sekundar- und Tertidrstrukturelemente auf, die die
Eigenschaften eines Proteins deutlich beeinflussen. Die Sekundérstruktur der Polypeptidkette
wird dabei durch Interaktionen zwischen den Aminoséuren definiert. Die haufigsten
Sekundarstrukturelemente sind die Ausbildung helikaler Strukturen, den sogenannten o-
Helices, oder der parallelen Anordnung einzelner Proteinsequenzabschnitte zueinander, den
B-Faltblattern. Die Faltung eines Proteins fihrt zur sogenannten Tertidrstruktur, bei der die
Sekundarstrukturelemente eine kompakte Anordnung unter Ausbildung eines hydrophoben
Kerns zueinander aufweisen. Die Gesamtanordnung der Polypeptidkette kann dadurch zur
Ausbildung globuldrer Strukturen fihren. Oftmals nimmt die Polypeptidkette eines Proteins
nicht als gesamte Einheit eine Tertidrstruktur ein. Stattdessen bildet sie Proteindoménen aus,
die solche globuldren Strukturen einer Teilsequenz des Proteins sind. Proteine, die aus
mehreren Polypeptidketten aufgebaut sind, besitzen zudem eine Quartérstruktur (Abbildung
1.1). Jede einzelne Polypeptidkette des Proteins wird als Untereinheit bezeichnet. Die
raumliche Anordnung der Untereinheiten und ihre Wechselwirkungen untereinander
beschreiben die Quartéarstruktur. Nicht jede Polypeptidkette bildet jedoch dauerhafte
Sekundar- und Tertidrstrukturen aus. Ein Beispiel dafur sind intrinsisch ungefaltete Proteine
(1UPs), die sich durch groRe unstrukturierte Bereiche auszeichnen.

Die Funktionen von Proteinen ergeben sich neben ihrer zelluldren Lokalisation auch aus deren
dreidimensionaler  Struktur. Proteine fungieren unter anderem als Gerustproteine,
Membranproteine, Enzyme, Hormone, Rezeptoren und Antikorper. Sie koénnen sowohl
miteinander als auch mit anderen Molekilgruppen wie etwa Nukleinséduren oder Lipiden

interagieren.
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Abbildung 1.1: Proteinstrukturen. Die Polypeptidkette (Primérstruktur) eines Proteins nimmt eine rdumliche
Konformation (Tertidrstruktur) ein, die aus der Anordnung der Sekundarstrukturelemente (a-Helix, B-
Strénge/Faltblatt) zueinander resultiert. Proteine, die aus mehreren Polypeptidketten aufgebaut sind, besitzen
eine Quartarstruktur (PDB: 1ZNQ, GAPDH aus humaner Leber).

Protein-Protein-Interaktionen, wie beispielsweise die Ausbildung von Homo- oder
Heterodimeren sowie die Bildung funktioneller Proteinkomplexe, sind dabei von
entscheidender Bedeutung. Die Vielzahl biologischer Funktionen basiert auf der Ausbildung
von Protein-Komplexen, an denen modulare Proteindomanen mafRgeblich beteiligt sind.
Sogenannte  Adapterproteine besitzen Domadanen, die der Zusammenfihrung von
Proteinbindungspartnern dienen und somit die Ausbildung groRerer Signalkomplexe
ermdglichen. Adapterproteine spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation verschiedener
zellul&rer Prozesse, wie beispielsweise der Signaltransduktion, indem sie die Bindung an
Proteine oder andere Biomakromolekiile wie Lipide oder Nukleinsauren vermitteln!l. Die
dafiir notwendigen, als Adapterdoménen bezeichneten Proteinabschnitte besitzen keine

enzymatische Aktivitat und fungieren als Geristproteint.

1.1 Bindungsdomanen prolinreicher Liganden

Eine wichtige Klasse von Protein-Protein-Interaktionen basiert auf der spezifischen
Erkennung prolinreicher Sequenzen (PRS) durch PRS-Interaktionsdoménen (PRDs). Bei
dieser Art der Protein-Protein-Wechselwirkungen werden Peptidsequenzen innerhalb der
Bindungspartner mit mittlerer Affinitat (Kq ~ 1 - 100 uM)®! und meist mit geringer Spezifitat
gebunden. In eukaryotischen Proteomen sind prolinreiche Sequenzen haufig vertreten. Die
Interaktion zwischen PRDs und prolinreichen Sequenzen ist in hoheren Eukaryoten fir
Prozesse wie der Signaliibertragung durch Tyrosinkinase-Rezeptoren!®, der endosomalen
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Sortierung®, der Umlagerung des Zytoskeletts®™ 7 der Transkription®® und dem

SpleiBprozess von Bedeutung!®.
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Die meisten PRS-Bindungsdomanen erkennen nur kurze Abschnitte in der Proteinsequenz des
Bindungspartners, die die Aminosaure Prolin enthalten™. Es gibt aber auch langere
Proteinsequenzen die durch PRS-Bindungsdoméanen gebunden werden. Ein Beispiel dafir ist
die EVH1-Doméane von N-WASP deren Bindung an das Protein WIP auf mindesten 25
Aminosauren beruht!™!,

Die als das Kernmotiv bezeichnete Sequenz umfasst 3-6 Aminoséuren und ist oftmals kein
spezifisches Motiv fur eine einzige Doméne. Haufig erkennen weitere Mitglieder einer
Domanenfamilie und auch anderer Domdanenfamilien ebenfalls dieses Motiv. Andererseits
kann eine einzelne Domane sequenzvariable Peptide mit unterschiedlicher Bindungsaffinitat
binden. Flankierende Epitope des Kernmotivs modulieren dabei die Bindungsaffinitat.
Einzelne oder auch mehrere Aminosduren, sowie posttranslationale Modifikationen kénnen
zusétzliche Interaktionen mit den Aminoséureseitenketten der gegebenen Domanenoberflache
eingehen. Die Bindungsenergien, die durch diese zusatzlichen Interaktionen entstehen,
konnen die Affinitat einer PRS-Domane fiir ein bestimmtes Motiv modifizieren. Dies fuhrt
dazu, dass die Domanen einer bestimmten Familie eine Praferenz fur ein bestimmtes Motiv
zeigen. Die variierenden Bindungsaffinitaten einer Domane fir verschiedene Peptide erlaubt
dieser, mehrere oder auch tibergreifende Funktionen auszuiiben™. Die Gruppe der PRS-
Interaktionsdomanen umfasst SH3 (Src-homology 3)-* 1 EVH1 (Ena/Vasp Homology
domain 1)- ™1, WW (Tryptophan-Tryptophan)- **!, UEV (ubiquitin E2 variant)-***" und die
GYF-(Glycin-Tyrosin-Phenylalanin)-Domanen!'” ¥ sowie Profilin*® (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Strukturen der PRS-Interaktionsdomé&nen. Abgebildet sind Vertreter der einzelnen PRDs im
Komplex mit einem Liganden. In Grun sind die aromatischen Aminoséureseitenketten hervorgehoben, die an der
Bindung des prolinreichen Liganden (in Gelb) beteiligt sind. PDB-Eintrage: 1PRM (SH3), 1EG4 (WW), 1EVH
(EVH1), 1L.2Z (GYF), 1M4P (UEV) und 1CJF (Profilin).
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Die Bindung des prolinreichen Liganden erfolgt bei PRDs Uber eine aus aromatischen
Aminosdureseitenketten gebildete Bindungstasche, die Uber Stapel-Wechselwirkung mit den
Prolinringen des Liganden interagieren. Die Spezifitat der PRS-Erkennung wird dabei von der
Ausrichtung der aromatischen Seitenketten und ihren Abstédnden zueinander bestimmt. Der
Ligand einer PRD ist nicht notwendigerweise immer eine prolinreiche Sequenz, wie sich am
Beispiel von SH3-Doménen zeigt. Fur diese Domanenfamilie wurden auch Interaktionen mit
anderen Peptidsequenzen, die nicht dem charakteristischen PxxP-Motiv entsprechen sowie
anderen Proteindomanen und auch Lipiden beschrieben!?>%2,

Wie aus den in Tabelle 1.1 aufgefiihrten Domanen deutlich wird, nimmt die Anzahl an SH3-,

WW- und EVH1-Domanen im betrachteten Proteom mit der Komplexitat des Organismus zu.

Tabelle 1.1: Haufigkeit von PRDs in verschiedenen Organismen. Die Angaben stammen aus der Uniprot
Datenbank (Uniprot Release 2011 09, 17.418.984 Eintrage) fur die Proteine, die als bestatigt angegeben waren.

Organismus SH3 ww EVH1 GYF UEV Profilin
Arabidopsis thaliana 8 7 0 6° 6 21
Saccharomyces cerevisiae 44° 7 1 3 1 10
Caenorhabditis elegans 19 4 1 4° 0 3
Drosophila melanogaster 36 15 2 3b 2 0
Mus musculus 346 101 13 3 8 21
Homo sapiens 416 118 17 3 9 24

Es handelt sich dabei um den Hefestamm ATCC 204508 / S288c. ° Die Anzahl der Proteine mit einer GYF-
Doméne ergibt sich aus einer BLAST-Analyse (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) gegen die Sequenzen der
GYF-Doménen von Smy2 und CD2BP2 (Beschreibung der Proteine siehe 1.3).

Prolinreiche Motive besitzen die Eigenschaft, eine Polyprolin-Typ 11 (PPI1I)-Helix auszubilden
(Abbildung 1.3), bei der es sich um eine linksgéngige Helix mit drei Prolin-Resten pro
Windung handelt®2]. Die Helix entsteht, da die Prolin-Seitenketten Pyrrolidinringe
ausbilden, die die mdglichen Torsionswinkel des Peptidriickgrats einschréanken.

Eine Besonderheit der Helix besteht in der internen Cs-Rotationssymmetrie entlang der
Helixachse, die aus der Anordnung der Prolin-Seitenketten und den Carbonylgruppen des
Peptidruckgrats resultiert. Die Seitenketten und die Carbonylgruppen zeigen von der
Helixachse weg und sind in regelmaligen Intervallen der umgebenden Lésung zugewandt
(Abbildung 1.3, A). Intramolekulare Wasserstoffbriicken kénnen in der PPII-Struktur nicht
ausgebildet werden, da Prolin kein freies Amidwasserstoffatom besitzt, und somit nur die
Carbonylgruppen der prolinreichen Motive an intermolekularen Wasserstoffbindungen mit

den PRS-Domanen teilnehmen. Daraus ergibt sich ein einzigartiges Erkennungsmotiv. Neben
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der Cs-Rotationssymmetrie entlang der Helixachse gibt noch es eine C,-Pseudosymmetrie:
Stelle man sich vor, dass die Rotationsachse dabei senkrecht zur Helixachse (N- zu C-
Orientierung) steht, so wird eine 180°-Rotation um diese Achse lediglich die Position der
ersten und der dritten Prolin-Seitenkette austauschen (Abbildung 1.3, B). Es entstiinde eine
inverse Orientierung des Liganden vom C- zum N-Terminus, die Ausrichtung der Prolin-
Seitenketten und des Peptidriickgrats anderte sich dagegen kaum™®. Dadurch ergibt sich die
prinzipielle Mdglichkeit, Liganden in zwei Orientierungen zu binden. Die Fahigkeit der
bidirektionalen Ligandenbindung wurde bereits fir SH3-, WW-Doménen und Profilin
beschrieben?®?®. Insbesondere die Liganden der SH3-Doménen konnen aufgrund ihres
Bindungsmodus in die Klassen I (N- zu C-Orientierung) und Il (C- zu N-Orientierung)

eingeteilt werden.
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Abbildung 1.3: Symmetrie in der PPII-Helix. Gezeigt sind die vier Proline der Kristallstruktur aus Abbildung 1.5
(PDB: 1L2Z). (A) Aus der Struktur eines PPPP-Motivs wird ersichtlich, dass die PPII-Helix eine Cs-
Rotationssymmetrie entlang der Helixachse besitzt. Jeder vierte Rest weist die gleiche Orientierung auf. (B) Eine
Drehung des Liganden um 180° andert aufgrund der C,-Pseudosymmetrie kaum die Ausrichtung der ersten und
dritten Prolin-Seitenketten (P1-P3 bzw. P2-P4).

Die meisten Mitglieder der Gruppe der PRDs erkennen mindestens zwei Proline im
Bindungsmotiv®!. Obwohl Prolin zu den haufig vertretenen Aminosauren innerhalb der PPII-
Helix gehort, bilden auch Sequenzbereiche von Proteinen eine PPII-Helix aus, in der kein
Prolin enthalten ist. Die meisten Aminoséuren storen die Ausbildung der PPII-Helix nicht,
jedoch sind die Aminoséure Glycin sowie aromatische Aminosauren weniger haufig in dieser
Struktur zu finden®®. Auch fur Peptide die durch MHC-Komplexe der Klasse Il prasentiert

werden und keine Proline enthalten, wurde die Polyprolin-Typ 11 Helix beschriebent®!.
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1.2 Die GYF-Domane

GYF-Doménen bezeichnen eine Familie der Protein-Interaktionsdoménen, die prolinreiche
Sequenzen (PRS) erkennen. Benannt wurden sie nach dem konservierten Motiv aus Glycin,
Tyrosin und Phenylalanin (GYF) innerhalb der Domadne, das zur Bindung des Liganden
beitragt. Die erste GYF-Domdane wurde im humanen Protein CD2BP2 (CD2-bindendes
Protein 2) identifiziert (s.1.3.3)®%. AnschlieBende Datenbanksuchen fiihrten zur Identi-
fizierung weiterer Proteine mit einer GYF-Domane, beispielsweise der humanen Proteine
GIGYF1 und GIGYF2.

Proteine, die eine GYF-Domane enthalten, sind in den meisten Eukaryoten vertreten. Der
Vergleich mit Proteinen, die SH3- und WW-Doménen aufweisen, zeigt, dass nur wenige
Proteine eine GYF-Doméne besitzen (Tabelle 1.1). Unter Verwendung des PSI-BLAST
Algorithmus wurden erstmals auch prokaryotische Proteine mit GYF-Domanen identifiziert
331 Aus dem Sequenzvergleich verschiedener GYF-Doménen wurden zwei Unterfamilien
(Abbildung 1.4), die der CD2BP2- und Smy2-ahnlichen GYF-Domaénen, definiert. Benannt
wurden diese Unterfamilien nach den Proteinen in denen sie zuerst identifiziert wurden (s.
1.3). Wahrend die Strukturen und Bindungseigenschaften verschiedener GYF-Doménen

bereits charakterisiert wurdent®+3"]

, Ist die biologische Rolle von Proteinen mit GYF-
Doménen weitgehend unbekannt.

GYF-Doménen sind weiterhin der Klasse der RAGNYA-Super-Familie zugeordnet. Diese
Domanenfamilie ist benannt nach Proteinen, die verschiedene strukturelle Varianten dieser
Doméne besitzen (Ribosomales Protein L1 und L3, ATP grasp modules, GYF-Domanen,
NinB, Y-Familie der DNA-Polymerasen und AMMECR1). RAGNYA-Doménen zeichnen
sich durch eine kleine zweilagige a-p-Faltung aus, die aus zwei -Strangen und einer o-Helix
bestehen®3. Fur die meisten Mitglieder dieser Gruppe wurde eine Interaktion mit Nukleotiden
und Nukleinsduren beschrieben, wahrend die GYF-Doméne als reine Peptidbindungsdomane

bekannt ist.

1.2.1 Struktur und Ligandenbindung

GYF-Doménen weisen die konservierte Aminosauresequenz GPF-X4-[M/V/1]-X,-W-X3-GYF
auf, die eine bulge-Helix-bulge-Struktur ausbildet und maRgeblich an der Bindung des
prolinreichen Liganden beteiligt ist. Struktur- und Sequenzunterschiede die C-terminal auf die
Konsensussequenz folgen (Abbildung 1.4) sowie Ligandenpraferenzen charakterisieren die
beiden Unterfamilien der GYF-Domanen. Gegenuber der CD2BP2-Familie weist die GYF-
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Doméne im Smy2-Protein eine zusétzliche Helix auf, die zur Stabilisierung dieser Doméne

notwendig ist!®®!,

CD2BP2-Familie 3 ] B2 al [53 [54 3, 3,
= { b Lonsws == B
CD2B2 (Hs) Dvurznqz --EL!GPITSAW!‘VSEGY’PDGVYCRKLDPPGGQ--E’YNSKRID!'DLYT
%--: ETSAQMOTHVSEGYFPDGVYCRKLDPPGGQ- - FYNSKRIDFELYT

CD2B2 (Mm) DVMWEY D
LIN1 (Sc) TKLWGFKHLNELD---EYHGLYTNYEMSYWQKS-YFKNSVIVKFHSEPDRDENWIHVSCLSFM- -~
TEG-1 (Ce) SVEYE-KEDDFGEIRVNKIGEIPTSEMMDRQSKGLLSAEGVARRSG-TNGH--FNPVARIDFELYL

Smy2-Familie 3] B2 al B3 B4 a2 o3
L . TR i 1 e Vo oy e Vo S
PERQL (Hs) AmrmPQ-m-— -GEIQGPFTTQEMAEWFQAGYFSMSLLVKRGCDEGFQPLG--EVIKMAGRVP - - FAPGPSPPPLLGNMDQERL
PERQ1 (Mm) Annrm ——GE:I PTTQEMAEWFQAGYFSMSLLVKRGCDEGFQPLG~ ~EVIKMWGRVP - - FAPGPSPPPLLGNMDQERL
PERQ2 (Hs) MQKWYYKD —G:Ihcvmomummsnnvxmco:smpw——oxuxuuckvp——rspcmpppmcl:woxu
PERQ2 (Mm) mm === - -GEIQGPFNNQEMAEWFQAGYFTMSLLVKRACDESFQPLG- ~-DIMKMWGRVP - - FSPGPAPPPHMGELDQERL
SMY2 (Sc) ESS'R!IQT --GQIN TOMMSONY IGGYFASTLQISR-LGSTPETLGINDIFITLGELM--TKLEKYDTDPFTTFDKLHV
SYH1 (Sec) ESQ'KYI@S ——GNIFPFGTNBNSWQGGY]TPTLQICR—LATSPEPFGVNDRFIRLGELT——TLVNNYQ—DPE‘VAFDFIVI
GYN4 (At) ELSLYYKD ——GLIM’SGSD!IGUPMYN!DLLVRLASAPNDSPI‘S —————— LLGDVMPHLRAKSGPPPGFTGAKQONEF

Konsensus: GPFxxxxMxxWxxxGYF
v

Abbildung 1.4: Sequenzvergleich der Unterfamilien von GYF-Domanen. Gezeigt sind die Proteinsequenzen
reprasentativer Mitglieder der Smy2- und CD2BP2-&hnlichen GYF-Domanen. Konservierte Reste sind grau
unterlegt, rot unterlegte Aminoséuren weisen auf die Reste hin, die beide Familien unterscheiden und flr
unterschiedliche Bindungsspezifitaten verantwortlich sind. Die Sekundarstrukturelemente fir die CD2BP2-
Familie sind abgeleitet von der Struktur PDB:1L2Z und die der Smy2-Familie von der Struktur PDB: 3FMA.
(Sc: Saccharomyces cerevisiae; Hs: Homo sapiens, Mm: Mus musculus, Ce: Caenorhabditis elegans, At:
Arabidopsis thaliana).

Ein charakteristischer Unterschied zwischen den beiden Unterfamilien besteht im
Aminosdurerest an der Position 8: CD2BP2-ahnliche GYF-Domaénen besitzen an dieser
Position einen Tryptophan-Rest, wohingegen in Smy2-GYF-Domanen an dieser Stelle ein
Aspartat-Rest zu finden ist (Abbildung 1.4). AuRerdem ist die Schleife zwischen dem 1- und
B2-Strang bei Smy2-GYF-Domanen kiirzer als bei der CD2BP2-GYF-Domanel® 39,

Aus der in Abbildung 1.5 gezeigten NMR-Struktur des Komplexes der CD2BP2-GYF-
Domane mit dem CD2-Peptid (PDB: 1L2Z) wird deutlich, dass die vier Prolin-Reste des
Liganden eine Polyprolin-Helix vom Typ Il einnehmen. Die a-Helix der Doméne ist dem -
Faltblatt abgewandt, wodurch die konservierten aromatischen Reste an der Proteinoberflache
die hydrophobe Bindungsfurche fiir den Liganden ausbilden kdnnen. Eine Besonderheit dabei
ist die p~turn-Konformation des Peptidliganden, die bei den Liganden anderer PRDs nicht zu

beobachten ist.
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Abbildung 1.5: Die Struktur der GYF-Domane von CD2BP2 im Komplex mit dem CD2-Peptid SHRPPPPGHRV
(PDB: 1L2Z). Die Seitenketten der Aminosauren (Y6, Y33, F34, Y17, W8, F20 und W28), die die hydrophobe
Bindungstasche ausbilden und direkt an der Bindung des prolinreichen Liganden beteiligt sind, sind in Griin
hervorgehoben. Die Reste 6-8 (P6, P7, G8) des Peptidliganden sind im direkten Kontakt mit den
Aminosaureseitenketten der hydrophoben Bindungstasche. In Pink sind die Aminosdureseitenketten (Y61, W4,
Y51 und Y39) hervorgehoben, die an der Bindung von U5-15K beteiligt sind (s. 1.3.4).

1.2.2 Bindungsspezifitat der GYF-Domanen

Die Bindungsmotive verschiedener GYF-Domanen wurden mittels Phagen-Display und
Peptidsubstitutionsanalyse (SPOT Analyse) charakterisiert™ 3. Generell binden GYF-
Doménen das prolinreiche Motiv PPG® (®: hydrophobe Aminoséure), wobei fur die
Unterfamilien der GYF-Doménen leicht unterschiedliche Spezifitaten fir ihre prolinreichen
Zielsequenzen ermittelt wurden.

Die Liganden fir CD2BP2-ahnliche GYF-Doménen sind in zwei Klassen eingeteilt. Neben
dem PPG®-Motiv koénnen auch Liganden der sogenannten CD2-Klasse mit dem Motiv
PPGX+ (+: R/K) gebunden werden. Fir derartige prolinreiche Sequenzen (PRS) muss
mindestens ein positiv geladener Rest das Motiv flankieren. Zudem binden diese Domanen
bevorzugt Liganden mit dem Motiv PPGWE® 31 Diese Ligandeneigenschaften sind dabei
spezifisch fir die GYF-Doménen des CD2BP2-Typ. Smy2-dhnliche Doménen zeigen eine
Préferenz flr einen auf das PPG-Motiv folgenden aliphatischen oder aromatischen Rest, nicht
jedoch fiir das Motiv PPGW,

Die unterschiedliche Motivpréaferenz wird anhand der Kristall- und NMR-Strukturen der

GYF-Doménen von CD2BP2 und Smy2 im Komplex mit einem prolinreichen Peptidliganden
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deutlicher (Abbildung 1.6). Der Aminosaureunterschied an Position 8 ist entscheidend fiir die

Ligandenpraferenz der beiden Unterfamilien.

Abbildung 1.6: Peptidbindung der GYF-Domé&nen von CD2BP2 und Smy2. (A) NMR-Struktur der GYF-Doméne
von CD2BP2 im Komplex mit dem Peptid PPPPGHR (PDB: 1L2Z), (B) Kristallstruktur von Smy2-GYF im
Komplex mit dem Peptid SSIAPPPGLSG (PDB: 3FMA). Griin unterlegt ist die hydrophobe Bindungstasche, in
Rot sind die Aminosduren an der Position 8 hervorgehoben, die malgeblich an der Bindungsspezifitit der
Doménen beteiligt sind.

In der CD2BP2-GYF-Doméne ist die Seitenkette des Tryptophan-Restes zur Bindungstasche
orientiert, wodurch die Bindungsfurche im Vergleich zu der von Smy2-GYF verkiirzt ist. Die
Bindung des PPGW-Motivs durch die GYF-Doméne von CD2BP2 erfolgt dabei durch eine
Stapel-Wechselwirkung zwischen dem Tryptophan-Rest der Domdne und dem des
Liganden®®. In der GYF-Doméne von Smy2 ist die Seitenkette des Aspartats im Gegensatz
zur CD2BP2-GYF-Domane nicht zur Bindungstasche orientiert. Seine Ausrichtung wird
durch Wasserstoffbriicken zwischen dem Aspartat und den Glutaminen an Position 24 und 26
(Q24, Q26) und dem Histidin an Position 28 (H28) stabilisiert®® (Abbildung 1.6, B). Es
bildet sich im Vergleich zu CD2BP2-GYF eine verlangerte hydrophobe Bindungsfurche in
der Smy2-GYF-Doméne aus, in der ein hydrophober Rest aufgenommen werden kann. Ein
Tryptophan-Rest scheint allerdings zu groB zu sein, um effektiv in der erweiterten Tasche der
Domane gebunden zu werden. Innerhalb einer Unterfamilie gibt es zudem weitere
Ligandenpraferenzen. So zeigt sich fur die Smy2-GYF-Doméne eine Tendenz zu langeren
Prolin-Wiederholungen in Liganden. Diese Tendenz zeigt sich dagegen nicht fir die GYF-
Doméne von Syh1, die zur gleichen Unterfamilie gehort!®!.

Trotz einer gewissen Préferenz fir ein bestimmtes Bindungsmotiv existieren auch
prolinreiche Sequenzen, die neben der GYF-Doméne von anderen PRDs gebunden werden.
SH3-Domanen besitzen &dhnliche Bindungseigenschaften wie die GYF-Domane.

Beispielsweise konnte in NMR-Titrationsversuchen gezeigt werden, dass das PPGHR-Motiv,
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neben der GYF-Doméne von CD2BP2 auch von der SH3-Domane der Fyn-Kinase gebunden

wird®4,

1.3 Proteine mit GYF-Domadnen

Die in dieser Arbeit ndher untersuchten GYF-Proteine sind die humanen Proteine CD2BP2
und GIGYF2, sowie das aus der Béckerhefe stammende Protein Smy2. GIGYF2 und Smy2
enthalten Vertreter der Unterfamilie der Smy2-ahnlichen GYF-Doménen. Im Vergleich zum
nukledaren CD2BP2 wurde fur Smy2 und GIGYF2 eine zytoplasmatische Lokalisation
beobachtet®® %2 In Eukaryoten konnen den Proteinen somit unterschiedliche funktionale

Rollen zugeordnet werdent*3%].

1.3.1 GIGYF2

GIGYF2 (GRB10-interagierendes GYF Protein 2) mit einem Molekulargewicht von 150 kDa
ist neben GIGYF1 das einzige humane Protein mit einer Smy2-dhnlichen GYF-Domane.
GIGYF1 und GIGYF2 besitzen eine Aminosaure-Sequenzidentitit von 52%. Insbesondere die
GYF-Doménen der beiden Proteine sind auf Aminosaure-Ebene stark konserviert und weisen
eine Sequenzidentitat von 81% auf. GIGYF2 besitzt eine Proteinlange von 1299 Aminosauren
mit einer auffalligen Haufung der Aminosduren Prolin, Glutamat, Arginin und Glutamin.
Insgesamt machen diese Reste etwa 40% der Proteinsequenz aus, daher lautete der
urspringliche Proteinname PERQ2 (Prolin, Glutamat, Arginin, Glutamin reiches Protein mit
GYF-Doméne). Ein weiteres Charakteristikum sind Segmente aufeinanderfolgender
Glutaminreste (polyglutaminstretches) innerhalb des C-Terminus (Abbildung 1.7).

Der Name GIGYF2 folgte aus der Beobachtung, dass das homologe Protein GIGYF2 in der
Maus mit der N-terminalen Region des zytoplasmatischen Proteins Grb10 (Growth factor
receptor-bound protein 10) interagiert. Grb10 fungiert als Adapterprotein, das an aktivierte
Tyrosinkinase-Rezeptoren wie den IGF-1-Rezeptor (Insulin-like growth factor 1) und den
Insulinrezeptor bindet™*. Die fir die Interaktion als verantwortlich beschriebene prolinreiche
Sequenz ist nicht im humanen homologen Protein zu finden®". Fir die humanen Proteine
GIGYF2 und GIGYF1 wurde eine Interaktion mit dem Protein RQCD1 (Required for Cell
Differentiation 1 homolog) gezeigt. Diese drei Proteine sind in Brustkrebszellen
hochreguliert, was mit einer Aktivierung des Akt-Signalweges einhergeht™®®. Die Interaktion
zwischen den Proteinen GIGYF1 und GIGYF2 mit RQCD1 wird dabei nicht durch die GYF-
Doménen vermittelt. Der fir die Interaktion verantwortliche Proteinabschnitt liegt im C-
terminalen Sequenzbereich der Proteine GIGYF1 und GIGYF2!7),
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Abbildung 1.7: Proteinorganisation von GIGYF2 (Hs). Das Protein weist neben der GYF Doméne keine
vorhergesagten Sekundar- oder Tertidrstrukturen auf. Verstarkt gibt es Abschnitte, in denen hdufig die
Aminoséuren Arginin (R), Prolin (P), Glutamin (E) und Glutamat (Q) auftreten. Solche sich wiederholenden
Abschnitte sind mit (), bezeichnet. Die Phosphorylierungen (P) der Aminonsaure-Reste Threonin (T) und Serin
(S) entstammen aus Annotationen der Uniprot-Datenbank. Fir GIGYF2 wurde eine Interaktion mit dem Protein
RQCD1 beschrieben. GIGYF2 wurde auch in Verbindung mit der Parkinson Krankheit gebracht (siehe
Hauptext).

Im Jahr 2008 wurde das humane GIGYF2 erstmals in Verbindung mit der Parkinson-
Krankheit gebracht. Die Sequenzierung des Gens in verschiedenen Patienten wies auf sieben
verschiedene Mutationen hin, die sich auf die Aminosauresequenz auswirken!*®!. Folgestudien
konnten dies nicht belegen und legten die Vermutung nahe, dass es sich bei diesen
Mutationen um natiirliche Polymorphismen handelt, ohne eine Assoziation zu Parkinson [
591 Die Beteiligung von GIGYF2 am erblichen Parkinson ist daher nicht bestatigt.

Untersuchungen des murinen GIGYF2 erfolgten in einem Knockout-Mausmodell.
Homozygote GIGYF2-knockout-M&use zeigten eine normale embryonale Entwicklung.
Postnatal waren sie jedoch nicht in der Lage Nahrung aufzunehmen, was mit dem Tod der
Tiere innerhalb von zwei Tagen einherging. Heterozygote Mause entwickelten sich innerhalb
der ersten Lebensmonate normal. Im Alter von 12-15 Monaten zeigten sie einen
neurodegenerativen Phanotyp in Form einer leichten motorischen Dysfunktion®.

In Yeast-2-Hybrid-(Y2H)-Experimenten wurden die spleiBosomalen Proteine SmB/B’ und
SnRNP-N sowie dem Spleillprozess-assoziierte Proteine als potentielle GIGYF2-
Interaktionspartner identifiziert”. Aufgrund der zytoplasmatischen Lokalisation von
GIGYF2 ist fraglich, inwiefern die postulierten auch den tatsdchlichen Interaktionspartnern

entsprechen.
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1.3.2 Smy2

Das Protein Smy2 (suppressor of myosin 2) ist neben Syhl (SMY2 homolog 2) eines der
beiden in S. cerevisiae vorkommenden Proteine, die eine Smy2-&hnliche GYF-Domane
enthalten (Abbildung 1.8, A). Neben der GYF-Domane besitzt das 740 Aminosaure-
umfassende Protein eine coiled-coil Doméne, sowie eine C-terminale Doméne mit a-helikaler
Sekundarstruktur unbekannter Funktion (personliche Kommunikation, C. Freund). Diese
strukturellen Elemente werden auch im homologen Protein Syh1 gefunden. Auf die zellulére
Funktion von Smy2 gibt es nur wenige Hinweise. Bisherige Beschreibungen von Smy?2
weisen auf Funktionen beim vesikuldren Transport, der Translationsregulation, sowie der
MRNA-Prozessierung hin (Abbildung 1.8, B).

80,84, PRS 537,544,545,
L 3128 129 342 602,605
, ! l I '-"&—-' M
C T SS SST | N ISSSNSS
| i
coiled-coil
Funktion von Smy2
LOKALISATION TRANSPORT
zytoplasmatisch Suppressor der myo2-66 Mutante
ER-Membran Suppressor der sec24-20 Mutante
P Bodies
MRNA-PROZESSIERUNG TRANSLATION
Interaktion mit Msl5 Interaktion mit Eapl
mRNA-Degradation Komponente des SESA-Komplexes

Abbildung 1.8: Proteinorganisation und -funktion von Smy2. (A) Das Protein Smy2 (Sc) besitzt neben der
GYF-Doméne eine C-terminale Domane unbekannter Funktion. Weiterhin gibt es phosphorylierte Serin- und
Threonin-Reste (P-S, P-T), sowie eine coiled-coil Struktur (die Angaben wurden der Uniprot-Datenbank
entnommen). (B) Beschriebene Funktionen von Smy2. Abkirzungen sind dem Haupttext zu entnehmen.

Smy?2 (suppressor of myosin) wurde ursprunglich als Suppressor des temperaturempfindlichen
Phanotyps der Mutante myo2-66 in S. cerevisiae entdeckt®. Diese Mutante tragt eine
Mutation im Motorprotein Myo2, einem Typ V Myosin, welches am Aktin-basierten
Transport von Vesikeln und Organellen entlang des Zytoskeletts wahrend der Zellteilung

beteiligt ist®®l. Diese genetische Interaktion zwischen Myo2 und Smy2 lieferte einen ersten
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Hinweis auf eine Funktion von Smy2 an vesikuldren Transportprozessen. Auch die
Identifizierung von Smy2 als Suppressor des temperatursensitiven Phanotyps der sec24-20
Mutante stiitzt die Vermutung einer Transport-assoziierten Funktion von Smy2P4. Sec24
gehort zu einem Proteinkomplex, der an der Bildung von COPII-Vesikeln beteiligt ist, die fur
den anterograden Proteintransport vom ER zum Golgi-Apparat verantwortlich sind™.
Weiterhin wird vermutet, dass Smy2 an der ER-Membran lokalisiert ist®4,

Neben einer moglichen Beteiligung am sekretorischen Transportweg gibt es Hinweise auf
eine Funktion von Smy2 bei der mRNA-Prozessierung. In einem Yeast-2-Hybrid-(Y2H)-
Experiment wurde das Hefe-Branchpointbinding Protein MsI5 als potentieller
Bindungspartner der GYF-Domane von Smy2 identifiziert®” % °1 MsI5 ist an der
Assemblierung des Spleilosoms beteiligt und ein essentieller Bestandteil des Splicing-
Commitment-Komplexes 2 in der Hefel*®!.

Funktionelle Hinweise auf eine Beteiligung von Smy2 an spleiBosomalen Prozessen gibt es
nicht. Auch die im Gegensatz zur nukledren Lokalisation von MslI5 zytoplasmatische
Lokalisation von Smy2 l4sst vermuten, dass es sich bei den Y2H-Ergebnissen um eine
artifiziell begunstigte Interaktion handelt, die nicht die tatséchliche zellulare Situation

wiederspiegelt!?: 42 %4

. Eine Beteiligung von Smy2 an mRNA-assoziierten Prozessen im
Zytoplasma ist hingegen wahrscheinlich. Die beschriebenen Interaktionen lassen eine
Funktion  bei  der  posttranskriptionellen  Genregulation = (mMRNA-Abbau  und
Translationsinitiation) vermuten.

In silico Vorhersagen moglicher Interaktionspartner der GYF-Doméane von Smy2, die auf
dem PPG®-Erkennungsmotiv basierten, lieferten Hinweise auf eine Funktion von Smy2 bei
der zytoplasmatischen mRNA-Degradation. Dabei wurden als potentielle Bindungspartner
Proteine des CCR4-Not-Komplexes vorhergesagt*”. Der CCR4-Not-Deadenylasekomplex ist
fur den Abbau des Poly(A)-Schwanzes von mRNA in zytoplasmatischen Processing (P)
Bodies verantwortlich. Bei ihnen handelt es sich um Aggregate aus Proteinen und
translationsinhibierten mRNAs, deren Aufgabe in der Zwischenlagerung, dem Decapping und
der Degradation von mRNA besteht™. Es wurde gezeigt, dass Smy2, ebenso wie die isolierte
GYF-Domane, in P Bodies lokalisiert ist . Ebenso wurde dem Protein Myo2 eine
Verbindung zu P Bodies zugeschriebent®.

Die Interaktion der Smy2-GYF-Domaéane mit Eapl, einem Inhibitor der Translationsinitiation,
weist zudem auf eine Funktion von Smy2 bei der Regulation der Translation hin!®*" ¢4, Fir
Eapl wurde eine Beteiligung bei der Translationskontrolle in Zellen gezeigt, die Mutationen

in Proteinen aufweisen, welche am sekretorischen Weg beteiligt sind®?. Smy2 und Eapl
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wurden auch als Bestandteil des SESA-Proteinkomplexes identifiziert, der die ER-lokalisierte
Translationsinitiation des Kernmembranproteins POM34 reguliert®]. Die Interaktion
zwischen der GYF-Domane von Smy2 und dem PRS-Motiv in Eapl ist dabei essentiell fir
die Translationsinhibition der POM34-mRNA.

1.3.3 CD2BP2

Das humane CD2-bindende Protein 2 (CD2BP2) wurde urspriinglich als Bindungspartner des
zytoplasmatischen C-Terminus des CD2-Rezeptorproteins identifiziert. Die Bindung erfolgt
uber die GYF-Doméne von CD2BP2 an zwei Membran-nahe PPPPGHR Motive. Da diese
Sequenzmotive flr die CD2-abhdngige Produktion von Interleukin-2 (IL-2) notwendig sind
und eine Uberexpression der GYF-Domane zu einer verstarkten IL-2-Produktion in Jurkat-
Zellen fithrte, wurde fiir CD2BP2 eine Funktion im T-Zellsignalweg vermutet(®? & &1,
Untersuchungen der Produktion von IL-2 und anderen Zytokinen in mononukledren Zellen
des peripheren Blutes (PBMCs) nach partiellem, siRNA-vermitteltem knockdown von
CD2BP2 konnten eine Funktion von CD2BP2 bei der IL-2-Produktion nicht bestatigen!®®!.
Auch die in HelLa-Zellen beobachtete Kernlokalisation (im Gegensatz zur Membran-
lokalisation von CD2 in T- und NK-Zellen) er6ffnet die Frage, ob eine Interaktion der beiden

Proteine nur unter bestimmten, bisher unbekannten, Bedingungen moglich ist.

1.3.4 Hinweise auf eine spleiBosomale Funktion von CD2BP2

Die Kernlokalisation von CD2BP2 ist besser mit dem bereits beschriebenen spleiRosomalen
Kontext vereinbar, da sich Hinweise auf eine Beteiligung von CD2BP2 an spleiBosomalen
Prozessen haufen (Abbildung 1.9, A). CD2BP2 wurde als ein Protein des spleiRosomalen
U5 snRNP (small nuclear ribonucleoprotein particles) identifiziert und aufgrund seines
apparenten Molekulargewichtes im SDS-Gel als U5-52K bezeichnet®™ ®8. Uber die Existenz
von CD2BP2 in anderen spleiBosomalen snRNPs gibt es verschiedene Angaben. Es wurde
einst als phosphoryliertes Protein im U4/U6.U5 tri-snRNP beschrieben!®®. In einer spateren
Untersuchung konnte CD2BP2 nicht im U4/U6.U5 tri-snRNP oder dem aktiven Spleil3-
Komplex identifiziert werden, vielmehr wurde die Dissoziation des Proteins aus dem U5
SnRNP bei Bildung des tri-snRNP beobachtet. Somit wurde CD2BP2 eine vermeintliche
Funktion bei der Assemblierung des tri-snRNP und spleiliosomal-assoziierten Prozessen
zugesprochen anstelle einer Beteiligung am aktiven SpleiRprozess von pra-mRNAM. Mildere
Aufreinigungsbedingungen flihrten wiederum zur ldentifizierung von CD2BP2 sowohl im

pra-SpleiRosom (Komplex A) als auch im spleiRosomalen Komplex B®® ™. Auch direkte
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Protein-Protein-Interaktionen von CD2BP2 mit spleifosomalen Proteinen, wie dem in allen
snRNPs enthaltenden Protein SmB/B¢, wurden nachgewiesen!*! . Als Bindungspartner von
CD2BP2 wurden weiterhin die Protein U5-15K und U5-102K (Prp6) identifiziert!*®]. U5-15K
ist ein evolutiondr hoch konserviertes Protein, das im U5 snRNP und im U4/U6.U5 tri-snRNP
enthalten istl™). Die Interaktion zwischen U5-15K und CD2BP2 erfolgt tber die GYF-
Domane, nicht aber Uber eine PRS-vermittelte Bindung. Die GYF-Domane von CD2BP2
besitzt somit zwei definierte Bindungsstellen fiir Interaktionen mit anderen Proteinen
(Abbildung 1.9, B)[*.

A (U4/U6.US tri-snRNP] -
)
CD2BP2/US-52 (8)
s \(% D2BP2/US-52K -

Komplex A Post-spleiBosomaler

Komplex

OXC)

Komplex B katalytische
Aktivierung
B C
) PRS
&\ T
PRS { e ® '7
NLS F CD2BP2-GYF
(zweiteilig) ’ ’ ” 4 ; “ 1 r l'-
C S5 s S8 ' =

194/5

1 46 49 118 ﬁ

Abbildung 1.9: Proteinorganisation, Interaktionen und mdogliche Funktionen von CD2BP2. (A) Gezeigt ist der
schematische Ablauf der Spleilireaktion unreifer prai-mRNA. Das Spleifosom, bestehend aus den U snRNPs
1,2,4,5 und 6 katalysiert dabei die Excision der nicht-kodierenden Sequenzen (Introns). Der makromolekulare
Splei-Komplex erféhrt dabei mehrere Umordnungsschritte. CD2BP2 wurde lediglich als Komponente des U5-
snRNP identifiziert (Abbildung modifiziert nach ). (B) CD2BP2 besitzt eine geteilte Kernlokalisationssequenz
(NLS) und weist phosphorylierte Serin-Reste auf. Die C-terminal lokalisierte GYF-Domédne kann neben
prolinreichen Sequenzen auch das spleifosomale Protein U5-15K in einer PRS-unabhéngigen Weise binden. Fir
den N-terminalen Bereich von CD2BP2 wurde eine Interaktion mit dem spleilosomalen Protein PRP6
beschrieben. (C) Bifunktionalitdt der CD2BP2-GYF-Doméne. Neben der Erkennung prolinreicher Sequenzen
interagiert die Doméne an einer differenten Bindungsstelle mit dem Protein U5-15K (PDB: 1L.2Z und 1SY X).
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1.3.5 Beschriebene Interaktionen anderer GYF-Proteine

Aufgrund der wenigen verfiigbaren Informationen ist es schwierig, die Funktion der GYF-
Proteine klar zu definieren. In der Tabelle 1.2 sind die beschriebenen Interaktionen der

Proteine aufgelistet, die eine GYF-Domane enthalten.

Tabelle 1.2: Beschriebene Interaktionen weiterer Proteine mit GYF-Domanen.

Homolog
von

Protein Beschreibung Referenz

Y2H-Interaktion mit Proteinen, die an der Chromosomenkohdsion
und -kondensation, der DNA-Replikation und des SpleiBens vom
mRNA beteiligt sind

Bestandteil des U5-snRNP

[72]

Lin1 (Sc) CD2BP2 [73]

Y2H-Interaktion mit den Proteinen Prp8 und SmB/B* b

zytoplasmatische Lokalisation 140, 42, 74)

in P Bodies lokalisiert [40)

Hinweis auf eine Beteiligung am sekretorischen Transportweg [74]

Syh1 (Sc) Smy2  |nteraktion mit Translationsinitiationsfaktoren und polysomalen 175-77]
Komplexen
kein funktionales Homolog von Smy2 fsal

Y2H-Interaktion mit den SpleiBproteinen Mud2 und Msl5 (551

GYN4 (At)
(Q9FMM3)

Smy?2 Y2H-Interaktion mit dem Homolog des humanen CNOT4-Proteins .

Interaktion mit UAF-1 (U2AF65 Hs)

TEG-1 (Ce) CD2BP2  gpleiRfaktor, reguliert die Entscheidung zwischen Proliferation
und Meiose in C. elegans

[78]

(Sc: Saccharomyces cerevisiae; Hs: Homo sapiens, Ce: Caenorhabditis elegans, At: Arabidopsis thaliana)

Auch andere Proteine mit GYF-Domdne zeigen eine potentielle Funktion im mRNA-
Metabolismus, wie etwa dem SpleiRen von mRNA, der Translationskontrolle, dem mRNA-
Abbau sowie eine Beteiligung an Transportprozessen. Inwiefern GYF-Proteine die in enger
funktionaler Verbindung stehenden Prozesse der Translationsinitiation und des mRNA-

Abbaus moéglicherweise miteinander verbinden ist unbekannt.

1.4 Regulation der Genexpression: von der Transkription bis zur Degradation

von mRNA

Da fiir die GYF-Domanen sowohl nukleédre als auch zytoplasmatische Interaktionspartner
beschrieben wurden, die an mRNA-Prozessierungsschritten und am mRNA-Abbau beteiligt
sind, soll an dieser Stelle ein kurzer Uberblick iiber den mRNA-Lebenszyklus gegeben

werden.

16



Einleitung

Die Genexpression, ein an mehreren Stufen streng regulierter Prozess, erfolgt sowohl auf der
Transkriptions-, der Translations- als auch auf der posttranslationalen Ebene. Die Regulation
der Genexpression auf der mRNA-Ebene erfolgt tber viele mRNA-bindende und -
modifizierende Proteine, die wahrend der einzelnen Schritte zur mRNA rekrutiert werden. Die
verschiedenen Prozesse stehen dabei in Verbindung und sind eng miteinander gekoppelt!"®!.
Bevor die mRNA aus dem Zellkern exportiert wird, durchl&uft sie bei ihrer Reifung mehrere
Schritte, die von der Transkription tber die drei wesentlichen Prozessierungsstufen (Capping,

SpleiBen, 3’-Prozessierung) bis zum Export aus dem Zellkern fihren (Abbildung 1.10).

mRNA-Prozessierung Nukleus

N
: 3’ Spaltung
& ~
5’ Capping {»6 Polyadenylierung
SpleiBen /'6 P

¢ Zytoplasma

Export —————> Abbau

N

Translation Lokalisation

” p‘,"? P Bodies
[' —f Stress Granules

Transport Granules

Abbildung 1.10: mRNA-Metabolismus in Eukaryoten. Im Nukleus erfolgt die Transkription der unreifen pra-
mRNA, die Uber kotranskriptionale Prozessierungsschritte zur reifen mRNA gemacht wird. In Form von mRNPs
wird die mRNA ins Zytoplasma transportiert. Nach dem Export wird die mRNA entweder translatiert, fiir eine
spatere Translation gespeichert oder abgebaut. (Abbildung modifiziert nach McKee und Silver, 2007[801)

Bei der Transkription wird erst eine unreife pr&-mRNA durch die RNA-Polymerase 1l
synthetisiert. Bereits nach der Synthese der ersten 20-30 Nukleotide des wachsenden mRNA-
Strangs erfolgt das Anfiigen der m’G-Kappe am 5‘-Ende (Capping), die fiir die Stabilisierung
der mRNA und ihre Translation notwendig ist®™. Die Kodierungssequenz der meisten
MRNAs enthdlt nicht-kodierende Bereiche (Introns), die entfernt werden missen, um eine
funktionale  mMRNA zu generieren. Dieser als Spleilen bezeichnete Prozess erfolgt
kotranskriptional und wird fir die Gberwiegende Mehrheit von Introns vom HauptspleiRosom

durchgefuhrt, einem makromolekularen katalytischen Komplex, der aus den funf snRNPs
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(small nuclear ribonucleoprotein particles) Ul, U2, U4, U5 und U6 und einer Vielzahl
assoziierter Proteine besteht® ®l  Die finalen Prozessierungsschritte sind die
endonukleolytische Spaltung der pra&-mRNA und das Anfigen des Poly(A)-Schwanzes.
Ebenso wie die SpleilSreaktion wird der Polyadenylierungsschritt von einem aus mehreren
Proteinen bestehenden Komplex ausgefiihrt, der unter anderem das Heterooligomer CPSF
(cleavage and specificity polyadenylation factor) enthélt. Nachdem der Poly(A)-Schwanz eine
Lange von etwa 250 Nukleotiden erreicht hat, wird diese Reaktion beendet. Bis auf einige
Histon-mRNAs besitzen alle eukaryotischen mRNAs einen Poly(A)-Schwanz®¥, der fur den
Export der mRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma, aber auch fiir die Stabilisierung der
MRNA und die Initiation der Translation von groRBer Bedeutung ist. Flr den Export der
prozessierten MRNA aus dem Kern, wird diese mit Proteinen ebenfalls kotranskriptional in
MRNPs (messenger ribonucleoprotein complexes) verpackt und durch die Kernmembran ins
Zytoplasma transportiert.

Im Zytoplasma kann die mMRNA unterschiedliche Schicksale erfahren. Einige mRNASs werden
sofort an Ribosomen translatiert, andere fur eine spatere Translation zurtickgehalten oder
abgebaut. Auf Translationsebene kann ebenfalls eine Regulation, beispielsweise durch
Translationsinhibition, erfolgen. Die Kontrolle der Genexpression erfolgt aber auch durch
Regulation der mRNA-Stabilitat. Dabei spielt die gerichtete Degradation von mRNA eine
Rolle. Der Abbau der meisten mMRNAs beginnt mit dem Entfernen des Poly(A)-Schwanzes am
3’-Ende durch den CCR4-Not-Komplex. Dieser Komplex besteht aus mehreren
Untereinheiten, unter ihnen die beiden Exonukleasen CCR4 und CAF1/POP2. Nach der
Deadenylierung erfolgt der mRNA-Abbau entweder vom 3°- oder vom 5°-Ende der mRNA.
Der Abbau vom 3‘-Ende erfolgt durch das Exosom, einem Komplex aus 3’-5’-Exonukleasen.
Beim Abbau vom 5’-Ende lagert sich der Lsm1-7 Komplex an das 3’-Ende an und induziert
das Entfernen der m’G-Kappe der mRNA (Decapping) durch den Dcpl/Dcp2-Komplex.
Danach ist die mRNA fiir den Abbau durch die 5’-3’-Exoribonuklease Xrnl zugénglich und
wird von dieser degradiert®. Die Proteine dieser Abbaumaschinerie sind in
zytoplasmatischen Aggregaten aus Proteinen und translationsinhibierten mRNAs, den
sogenannten P Bodies, zu finden. In P Bodies kann mRNA entweder durch den CCR4-Not-
Komplex abgebaut werden, oder die mRNA wird dort gespeichert, bis sie wieder in den
aktiven Translationszyklus tibergeht(®® 7.

Eine verwandte, aber doch von P Bodies zu unterscheidende Art zytoplasmatischer mRNPs
sind die sogenannten Stress Granules (SGs), die in ihrer Translation blockierte mMRNAs

beinhalten und sich unter Stressbedingungen (oxidativer Stress, Wirkstoffe etc.) bilden. Eine
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Degradation von mRNA findet in ihnen nicht statt, sodass nach der Stress-Antwort die
zwischengelagerten mRNAs wieder in den aktiven Translationszyklus entlassen werden
konnen®®!, Einige der Proteine, die in Stress Granules zu finden sind, kommen auch in P
Bodies vor. Trotz der Ahnlichkeit zu P Bodies und einigen gemeinsamen Proteinkomponenten
sind SGs unterschiedliche subzellulare Einheiten, die auch  SG-spezifische
Proteinkomponenten wie Translationsinitiations-Faktoren (z.B. elF3, elF4G und PABP-1)

enthalten!®!,

1.5 Massenspektrometrie in der Proteomik

Da an fast allen zelluldren Vorgéngen Proteine beteiligt sind, ist flr das Verstandnis der
komplexen Prozesse innerhalb der Zelle die Analyse von Proteinen von grof3er Bedeutung.
Die Proteomanalyse (Proteomik) bezeichnet die Erforschung aller innerhalb einer Zelle oder
eines Organismus vorliegenden Proteine mit dem Ziel der detaillierten Beschreibung ihrer
Struktur, ihrer Funktion und der Kontrolle von biologischen Systemen.

Die Erweiterung um schonende Methoden, die sich fir die lonisierung von Proteinen eignen,
macht die Massenspektrometrie (MS) heutzutage zu einer der wichtigsten Technologien der
Proteinanalyse. Der Hauptfortschritt in der MS-basierten Proteomanalyse besteht in der
deutlichen Verbesserung der Datenqualitét, die sich aus der Entwicklung neuer Instrumente,
besserer  Fragmentierungsmethoden, groRerer  Sensitivitit — und  verbessertem
Auflésungsvermogen sowie besseren Auswertungsstrategien ergab. Neben der technischen
Verbesserung sind auch der Zugang zu Protein- oder DNA-Sequenzdatenbanken und die
Verwendung von Computeralgorithmen entscheidend dafiir, dass die MS-basierte
Proteomanalyse vielseitige Informationen liefern kann sowie die Mdglichkeit besteht
komplexe Peptidgemische zu analysieren.

Die MS findet Anwendung in der Bestimmung der spezifischen Eigenschaften eines Proteins,
die unter anderem die Primarstruktur, posttranslationale Modifikationen und die subzelluldren
Verteilung umfassen. Durch die neuesten Entwicklungen in der chemischen Markierung und
der Markierung von Proteinen mit stabilen Isotopen kann die MS neben der qualitativen
Analyse auch fir die Quantifizierung von Proteinen genutzt werden. Durch quantitativen
Vergleich des Proteoms zu unterschiedlichen Zeitpunkten eignet sich die MS somit auch fir
die Analyse der dynamischen Eigenschaften und des Proteinumsatzes eines zelluldren
Systems. Fir die Bestimmung der Zusammensetzung von Proteinkomplexen und die Analyse
von Protein-Protein-Interaktionen durch Affinitatsexperimente ist die Massenspektrometrie

zunehmend die Methode der Wahl um das Verstandnis der zellularen Funktion zu verbessern.
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1.6 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden, das Interaktom der Proteine CD2BP2,
GIGYF2 und Smy2 genauer zu definieren. Diese Proteine zeichnen sich durch eine GYF-
Doméne aus, die prolinreiche Sequenzen bindet. Zur n&heren Charakterisierung wurden die
GYF-Doménen der drei Proteine in Pulldown-Experimenten in Kombination mit quantitativer
MS und spezifischer Inhibition der PRS-Bindungsstelle eingesetzt. Die aus der MS-Analyse
resultierende Identifizierung der Bindungspartner lieferte neue, bisher noch unbekannte
Interaktionen, die der Aufklarung der zellularen Funktion dieser Proteine weitere Hinweise
lieferten.

Da die Interaktion zwischen prolinreichen Sequenzen und ihren Bindungsdomanen auch eine
Rolle bei der Entstehung von Krankheiten spielt, wurden im Weiteren zwei verschiedene
Inhibitionsmethoden der GYF/PRS-Interaktion mittels NMR-spektroskopischer Bindungs-
studien validiert. Die untersuchten Inhibitionsmethoden umfassen ein Peptidmimetikum und

organische Kleinmolekiile.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Allgemeine Chemikalien

Alle fiir molekularbiologische und biochemische Arbeiten notwendigen Chemikalien besalien
einen Reinheitsgrad von > 99%. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Seelze) und Applichem (Darmstadt)

bezogen.

2.1.2 Puffer, Lésungen und Medien

Alle Puffer, Losungen und Medien wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt. Die
Zusammensetzung der verwendeten Puffer, Losungen und Medien ist in den entsprechenden
Sektionen angegeben. Bei Bedarf wurden die Losungen fur 20 Min. bei 120 °C und 2 bar
autoklaviert oder durch einen Membranfilter mit der PorengréRRe 0,2 um steril filtriert.

2.1.3 Enzyme

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Enzyme

Enzym Konzentration Reaktionspuffer Hersteller

10x T4 DNA-Ligase

T4 DNA-Ligase A0 Reaktionspuffer

NEB, Frankfurt am Main

Alkalische Phosphatase aus

Klberdarm (CIP) 10 U/l 10x NEB-Puffer 2, 3 oder 4 NEB, Frankfurt am Main
KOD Hot Start DNA- 10/ul 10X PCR-Puffer ftir KOD Hot Novagen, Merck KGaA,

Polymerase W Start DNA Polymerase Darmstadt

OptiTag DNA-Polymerase 5U/ml 10x Pol Puffer B oder C Roboklon GmbH, Berlin
Taq DNA-Polymerase 5U/ul 10x ThermoPol-Puffer NEB, Frankfurt am Main

Restriktionsenzyme mit zugehorigen Puffern wurden von der Firma New England Biolabs

(NEB, Frankfurt am Main) bezogen und gemal} den Herstellerangaben verwendet.
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2.1.4 Reaktionschemikaliensatze

Die Reaktionschemikalienséatze (Kits) fur die Aufreinigung von PCR Fragmenten, fir die
Gelextraktion von DNA, sowie fur die Plasmidpraparation wurden von der Qiagen GmbH
(Hilden), der Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) und Invitrogen (Darmstadt) bezogen.

2.1.5 Vektoren

Tabelle 2.2: Liste der verwendeten Vektoren

Eukaryote Expressionsvektoren

Vektor Hersteller Bemerkung
BD Biosciences . .. . . . ..
pEGFP-C3/- Expressionsvektoren fiir N- und C-terminale GFP-Fusionsproteine; starkere
Clontech, . . .. . .
N1 . fluoreszierende Variante des griinfluoreszierenden Proteins (GFP)
Heidelberg
pcDNA3- Prof. Michael = Modifizierte pcDNA3.1 Vektoren (Invitrogen) fur die Herstellung von N- und C-
CFP/YFP Schéfer terminalen CFP- oder YFP-Fusionsproteinen; Ampicillinresistenz (0]

Bakterielle Expressionsvektoren

Vektor Hersteller Bemerkung

Expressionsvektor N-terminaler  Glutathion-S-Transferase-(GST)-Fusions-

pGex-4T-1 A'mer'sham proteine; Thrombin-Substratsequenz zwischen GST und inseriertem Protein;
Biosciences AF .
Ampicillin-Resistenzgen.
Novagen- Expressionsvektor N-terminaler Hexahistidin (Hise)-Fusionsproteine; Thrombin-
pET28a Merck KGaA,  Substratsequenz zwischen Hiss-Tag und inseriertem Protein; Kanamycin-
Darmstadt Resistenzgen.

Modifizierter pET28a-Vektor; zwischen die Restriktionsschnittstellen Ncol und
Hindlll wurde eine veranderte Nukleotidsequenz eingefligt, mit zusatzlicher
BamHI-Schnittstelle; N-terminale Hisg-Tag; Thrombinerkennungssequenz

pET28a-Mod AG Freund
Ncol BamHI Hindlll
ATCCATGGCGCATCATCATCATCATCATCTTGTCCCAAGAGGATCCATCTTTCTATAAGCTTATCTAT
M A HH HHHMHLV P RG S

2.1.6 Oligonukleotide und DNA-Sequenzierungen

Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG-Biotech AG (Ebersberg) und BioTeZ GmbH
(Berlin) synthetisiert. DNA-Sequenzierungen wurden von den Firmen Seqlab Sequence
Laboratories (Géttingen) und MWG-Biotech AG (Ebersberg) durchgefuhrt.
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Tabelle 2.3: Liste der verwendeten Oligonukleotide

Nr Name Nukleotidsequenz 5’-3’ Bemerkung
1 CCRA-HA fw GCAAGATTTGAATTTATGAAGACAAACACAGGC fiir die chromosomale HA-Markierung
AGTAAGAAAGTACGGATCCCCGGGTTAATTAA des CCR4-Gens, Vorwartsprimer
5 CCRA-HA rev GTGAGATTGGGATCGTTTCAATTTTATAATGAGG fiir die chromosomale HA-Markierung
TAGTGTACAGAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC des CCR4-Gens, Riickwartsprimer
3 GST-C631d  CTACTGGATCCATGAACAATGTTTCTCCCCG Smy2-Teilkonstrukt: Beginn AS 631,
BamHI-Schnittstelle, Vorwartsprimer
AGTAGCTCGAGTCAGTGTTTTCTACCCTTCTTCTT Smy2-Teilkonstrukt: Ende AS 740,
4 GST-C631r - . .. . .
Xhol-Schnittstelle, Rickwartsprimer
5  GST-GVF (280-) CTACTGGATCCGATGTGATGTGGGAATATAAG ~ Lo20f = G'F Domane: Beginn AS 280,
BamHI-Schnittstelle, Vorwartsprimer
6 GST-GYF AGTAGCTCGAGTTAGGTGTAGAGGTCAAAGTCA CD2BP2-GYF-Domane: Ende AS 342,
(-342%) AT Xhol-Schnittstelle, Riickwartsprimer
7 OSTPERQZ T ATGGATCCGAAGCAATGCAGAAGTGG GIGYF2-GYF-Domane: Beginn AS 531,
GYFd BamHI-Schnittstelle, Vorwartsprimer
GST-PERQ2 CTATCTCGAGTTATGGACCTGGAGAAAAGGGAA GIGYF2-GYF-Domane: Ende AS 596,
8 - . .. - .
GYFr C Xhol-Schnittstelle, Riickwartsprimer
9 GYF62WSRd GGGAATATAAGCGTGAGAACACGG Mutationsprimer W8R fur CD2BP2-
GYF-Domane, Vorwartsprimer
10 GYF62WS8Rr  CCGTGTTCTCACGCTTATATTCCC Mutationsprimer W8R flr CD2BP2-
GYF-Domane, Riickwartsprimer
11 GYF62-Y33Ad GGGTGAGTGAAGGCGCTTTCCCGGACGG Mutationsprimer Y33A fur CD2BP2-
GYF-Domane, Vorwartsprimer
12 GYF62-Y33Ar CCGTCCGGGAAAGCGCCTTCACTCACCC Mutationsprimer Y33A flr CD2BP2-
GYF-Domane, Riickwartsprimer
13 LSM5-HA fw GCCATCCTTGTGCCAGGCGGCAAAAAGACCCCTA fiir die chromosomale HA-Markierung
CGGAGGCGTTGCGGATCCCCGGGTTAATTAA des Lsm5-Gens, Vorwartsprimer
14 LSM5-HA rev AAGAAACACTTGATTTCCTTTATCTATTTTTATACT fir die chromosomale HA-Markierung
TAATTATTTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC des Lsm5-Gens, Riickwartsprimer
15 PERQ2-down  GCATCACTCGAGTAGTCATCCAACGTCTCG Klonierungsprimer fur GIGYF2, Xhol-
Schnittstelle, Riickwartsprimer
16 PERQ2-u GCATCAGGATCCAGCCACCATGGCAGCGGAAAC Klonierungsprimer fiir GIGYF2, BamH|
P GCAG und Ncol-Schnittstelle, Vorwartsprimer
17 pGEX4T-1dir GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG pGEX-Sequenzierungsprimer, vorwarts
18 pGEX4T-1rev  CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG PGEX-Sequenzierungsprimer,
rickwarts
19 SMY631_LIC_  AACCTGTATTTCCAGGGAATGAACAATGTTTCTC C-terminale Domane von Smy2: Beginn
TEV_fo CcC AS 631
20 SMY740_LIC_ GAGGAGAAGCCCGGTTCAGTGTTTTCTACCCTT C-terminale Domane von Smy2: Ende
ba AS 740
21 T7 forw TAATACGACTCACTATAGG bindet an die T7-Promotor-Region,
Vorwartsprimer
29 T7rev GCTAGTTATTGCTCAGCGGT bindet an die T7-Terminator-Region,

Rickwartsprimer
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2.1.7 DNA-Konstrukte

Tabelle 2.4: Ubersicht der verwendeten DNA-Konstrukte

“IKloniert von Dr. M. Kofler
“2Kloniert von K. Thiemke

Protein SwissprotID Aminosauren Konstrukthame Vektor Primer
CD2BP2 095400 280-342 GST-GYF62 wt pGEX-4T1 5/6
CD2BP2 095400 280-342 His-GYF62 wt pET28a-Mod 5/6
CD2BP2 095400 280-342 GST-GYF62 WS8R Y33A pGEX-4T1 5-12
GIGYF2 Q6Y7W6 1-1299 PERQ2-CFP/YFP pcDNA3-YFP/CFP 15/16
GIGYF2 Q6Y7W6 531-596 GST-PERQ2 GYF! pGEX-4T1 11/12
Smy2 P32909 631-740 GST-SMY2 C631 pGEX-4T1 3/4
Smy?2 P32909 193-290 GST-SMY2 GYF ™ pGEX-4T1 7/8
Smy?2 P32909 631-740 GST-His-TEV Smy2 c6317° pET-41 Ek/LIC 19/20

Kommerziell erworbene Konstrukte

Marker Konstruktname bezogen von
ER pECFP-ER BD Bioscience Clontech, Heidelberg
Golgi pEYFP-Golgi BD Bioscience Clontech, Heidelberg

2.1.8 Bakterienstamme und Phagen

E. coli BL21(DE3)

Dieser Stamm wurde zur Expression von GST- und His-Fusionsproteinen benutzt. Genotyp:
F- ompT gal [decm] [lon] hsd SB (r-B m-B) mit A-Prophage DE3 (trdgt T7 RNA-Polymerase
Gen)

E. coli XL1-Blue

Dieser Stamm wurde flr alle molekularbiologischen Arbeiten verwendet. Genotyp: F’::Tn 10
proA+B+ laclgA(lacZ)M15/recAl endAl gyrA96 (Nalr) thi hsdR17 (r-k m+k ) ginV44 relAl
lac

Beide Stdimme wurden von Stratagene (La Jolla, Kalifornien, USA) bezogen.

VCS-M13 Helferphagen

Diese Phagen wurden flr die Phagen-Amplifikation im Phagen-Display genutzt. Aufgrund
einer Mutation im Replikationsursprung dienen sie lediglich der Verpackung der neuen
Phagen. Sie sind abgeleitet von der M13 K07 Mutante und besitzen ein Kanamycinresistenz-

Gen. Bezogen von Stratagene (La Jolla, Kalifornien, USA).
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M13-(X9)-Phagen

Diese Phagen prasentieren auf ihrer Oberflache eine randomisierte Nonapeptidsequenz, die
als Fusionsprotein des Capsidproteins pVIII exprimiert wird. Die Herstellung dieser Phagen
erfolgt durch Transformation von E. coli XL-1 Blue Zellen mit dem PC89 Konstrukt™® und

anschlieBender Superinfektion mit den VCS-M13 Helferphagen.

2.1.9 Saugerzelllinien

Hela S3 Zellen

Es handelt sich hierbei um eine humane Zervix-Adenokarzinom Zell-Linie. Bei der HeLa S3
Zell-Linie handelt es sich um einen Subklon der Original-Hela Zell-Linie (DSM ACC 57) 2,

2.1.10 Hefestamme

YAL6B

Dieser Saccharomyces cerevisiae Hefe-Stamm ist auxotroph fir Arginin und Lysin und wird
fir die Herstellung von SILAC-Hefelysaten verwendet, bei denen die selektive Markierung
der Proteine mit den schweren Aminosaureisotopen von Arginin (*Cs-Arg oder =Cg°N,-
Arg) und Lysin (**Ce-Lys) erfolgt (s. 2.5.5)1%.

Genotyp: MATa; his3A leu2A met15A ura3A lysl::KanMX6 arg4::KanMX4

TAP SMY2

Dieser Saccharomyces cerevisiae Hefestamm exprimiert das Protein Smy2 mit einer C-
terminalen Tandemaffinitatsaufreinigungs-(TAP)-Markierung. Diese Markierung (Tag)
besteht aus einem Calmodulin-Bindungspeptid und zwei 1gG-Bindungsdoménen von
Protein A aus Staphylococcus aureus. Zwischen den beiden Tags befindet sich eine TEV-
Schnittstelle. Fiir die Herstellung dieses Hefestammes wurde die genetische Information fur
den TAP-Tag C-terminal in das offene Leseraster (ORF) des Smy2-Gens integriert. Als
Ausgangsstamm diente der haploide parentale Hefestamm ATCC 201388 (Genotyp: MATa
his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0). Die C-terminale TAP-Insertionskassette beinhaltet zudem
die Kodierungssequenz fir das Selektionsmarkergen His (Thermo Scientific Open

Biosystems).

25



Material und Methoden

2.1.11 Antikorper, Peptide und Isotope

Tabelle 2.5: Ubersicht der verwendeten Antikorper

Primarantikorper

Antigen Natur Wirt Name Quelle
CD2BP2 polyklonal Kaninchen - Herstellung AG Freund
CD2BP2 polyklonal Ziege ab32899 Abcam plc, Cambridge, UK
GAPDH monoklonal Kaninchen GAPDH (14C10) NEB GmbH, Frankfurt am Main
GIGYF2 polyklonal Kaninchen - Herstellung AG Freund
GST polyklonal Kaninchen GST (Z-5): sc-459 Santa Cruz, Heidelberg
Sec31 monoklonal Maus Sec31A BD Biosciences, Heidelberg
SmB polyklonal Kaninchen Sm B/B'/N (FL-240): sc-25372 Santa Cruz, Heidelberg
SmB polyklonal Ziege Sm B/B'/N (N-18): sc-5485 Santa Cruz, Heidelberg
CBP Tag polyklonal Ziege CBP Tag (K-24): sc-33000 Santa Cruz, Heidelberg
HA polyklonal Kaninchen HA-probe (Y-11): sc-805 Santa Cruz, Heidelberg
TIA-1/TIAR  monoklonal Maus TIA-1/TIAR (D-9): sc-48371 Santa Cruz, Heidelberg
Sekundarantikorper
Antigen Wirt Quelle
IgG (Ziege), IRDye800-konjugiert Esel LI-COR GmbH, Bad Homburg
IgG (Kaninchen), IRDye®800-konjugiert Esel LI-COR GmbH, Bad Homburg
IgG (Maus), IRDye680-konjugiert Esel LI-COR GmbH, Bad Homburg
IgG (Kaninchen), Peroxidase-konjugiert Ziege Biomol (Rockland), Hamburg
anti-Maus IgG (H+L)-Cy™2-konjugiert Kaninchen DIANOVA GmbH, Hamburg
anti-Kaninchen IgG (H+L)-Cy™3-konjugiert Ziege DIANOVA GmbH, Hamburg

Tabelle 2.6: Ubersicht der verwendeten Peptide

Alle Peptide tragen eine Amidgruppe am C-Terminus.
* Peptidsequenz stammt aus Phagen-Display Versuchen mit einer Xq-Bibliothek

Name Sequenz Protein Aminosauren
MSL5-L1 SIAPPPGLSGPPGFSN Msl5 441-456
SmB-2 GTPMGMPPPGMRPPPPGMRGLL SmB 210-231

PD1 EFGPPPGWLGR *

PD2 HVGPPPGLEVQ *

PD3 EFFGPPGLDRP &

Stabile Isotope:

BCe-Arg, °C6"N,-Arg, *Ce-Lys, *NH,CI, H,0™

Die Isotope wurden von den Firmen Silantes GmbH (Minchen), Euriso-Top GmbH

(Saarbrticken) und Campro Scientific GmbH (Berlin) bezogen.
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2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.2.1 Gerate
Gerat Hersteller
Autoklav H+P Labortechnik,Oberschleifheim

Bakterienbrutschrank

Chromatographiesysteme
AKTApurifier™
AKTAFPLC™

Profinia™ Protein Purification System

Chromatographische Saulen
HilLoad 16/60 Superdex 75
HiLoad 16/60 Superdex 200
GSTrap™ FF 5 ml
HiTrap™ Chelating HP 5 ml

Elektroporationsgerat
Gene Pulser X cell™, Shock Pod™

Elektrophoresesysteme
flr Agarosegele

fir SDS-PAGE : Mini-Protean Il

fur SDS-PAGE und Western Blots :
XCell SureLock™ Mini-Cell

Flussigkulturenschattler Multitron
FRENCH® Press
Lumineszenzdetektor Lumilmager

NMR-Gerite
AV600, Bruker, abgeschirmt, 54 mm Bohrung
AV750, Magnex, 52 mm Bohrung

Massenspektrometer

Q-Tof Ultima API-Massenspektrometer (Micromass)
mit nanoLC

LTQ Orbitrap XL-Massenspektrometer

mit nanoLC

WTB BINDER, Tutlingen

GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
Bio-Rad, Minchen

GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

OWL Separation Systems,
Inc.,Portsmouth, NH USA
Bio-Rad, Miinchen
Invitrogen (Darmstadt)

Infors, Bottmingen, Schweiz
SLMAminco, Rochester, USA

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Bruker
Magnex

Waters
Eksigent
Thermo-Fisher
CapLC, Waters
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Odyssey Imager

PCR-Gerét Mastercycler® epgradient S
pH-Meter 766 calimatic
pH-Mikroelektrode U402-M3-S7/200
S20 - SevenEasy™ pH

Quarzkivette QS 10 mm

Scanner Astra 4500
Spektralphotometer Ultraspec 2100 pro

Ultraschallgerat
DIGITAL Sonifier® UNITS Models W-250D
mit Ultraschallkopf (Model 102C)

Zentrifugen

Centrifuge 5415 D / R, 5804 R, 5814 R
Avanti™ J-25 centrifuge

Thermo-Savant SPD 1010 SpeedVac System

Integrated SpeedVac System ISS 100

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units
Anti-HA Affinity Matrix from rat 19G;

Calmodulin-Agarose

Glutathione Sepharose™ 4B

Human IgG Whole Molecule Agarose
Conjugated

Micro Bio-Spin 30 Columns

Nitrocellulose Membran, 0.45 pm
NUuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel
NUPAGE® Novex 4-20% Tris-Glycine Gel

SuperSignal West PICO Chemiluminescent
Substrate

Vivaspin 20

Vivaspin 6

LI-COR Biosciences, Lincoln,
Nebraska, USA
Eppendorf, Hamburg

Knick, Berlin

Mettler-Toledo GmbH, Giessen
Mettler-Toledo GmbH, Giessen
Hellma Optik GmbH Jena, Jena
Umax Systems, Willich

Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, USA

Branson Sonifier

Eppendorf, Hamburg
Beckman Coulter™, Fullerton, USA

Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold, DE
Savant Instruments Inc.,
Farmingdale, NY

Millipore GmbH, Schwalbach am Taunus

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim
Sigma Aldrich, Seelze

GE Healthcare, Miinchen
Biomol GmbH, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Sartorius AG, Gottingen
Sartorius AG, Gottingen

28



Material und Methoden

2.2.3 Wissenschaftliche Computerprogramme und Datenbanken

Software / Datenbank Hersteller / Referenz

BioGRID ** http://www.thebiogrid.org 14 %!
Clustalw2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ ¢!
ExPASy ProtParam tool http://web.expasy.org/protparam/ '}

IntAct http://www.ebi.ac.uk/intact/ [*®! 1%

LSM Image Browser Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen
Mascot Distiller Matrix Science Ltd., London, UK
MaxQuant [100]

MsQuant [101]

Odyssey 2.0 LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg
Origin 6.0 OriginLab Corporation, Northampton, USA
Scaffold Proteome Software, Inc., Portland, USA
ScanProsite http://prosite.expasy.org/scanprosite [102 103!
Sigma Plot 11 Systat Software GmbH, Erkrath

Sparky 3 Goddard & Kneller, UCSF, USA

SpecWin Instrument Systems GmbH, Miinchen
STRING ° http://string-db.org/ %!

SWISS-MODEL http://swissmodel.expasy.org/ % 1%¢]
TopSpin™ Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten
Uniprot http://www.uniprot.org/ [°7)

XWIN-NMR Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten

Zeiss LSM Image Browser Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen
2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 PCR-basierte Klonierung

Die zu inserierenden DNA-Fragmente wurden durch PCR amplifiziert und entsprechend den
Herstellerangaben mithilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) fir den
anschlieBenden Restriktionsverdau aufgereinigt. Die PCR-Fragmente und der Zielvektor
wurden mit den entsprechenden  Restriktionsendonukleasen  geschnitten.  Zur
Dephosphorylierung des Vektors wurde 30 min vor Beendigung des Restriktionsverdaus der
Probe 1 pl CIP (Alkalische Phosphatase) [1U/ul] zugesetzt. Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung (s. 2.3.2) des geschnittenen Inserts und des geschnittenen Vektors und
anschlielender Gel-Extraktion wurde das Insert mit dem Vektor ligiert. Die Vektor-DNA (50
— 600 ng) wurde mit der Insert-DNA in einem molaren Verhdltnis von 1.5 fur den
Ligationsansatz eingesetzt. Fur die Ligation wurden 1 pl T4 DNA-Ligase [400U/ul] und 2 pl
10x T4 Ligase-Puffer verwendet, das Gesamtvolumen des Ligationsansatzes betrug 20 pl. Der

Reaktionsansatz wurde tber Nacht bei 16 °C inkubiert.
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2.3.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Molekiilen wurden horizontale 1-2%
(w/v) Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 1x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer
durch Aufkochen vollstandig gel6st, mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von
0,5 pg/ml versetzt und in einen Gelschlitten gegossen. Nach dem Ausharten des Gels wurde
es in eine mit 1x TAE-Puffer gefillte, horizontale Elektrophoresekammer eingesetzt. Die
aufzutrennenden DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/10 Volumen 10x DNA-
Probenpuffer versetzt. Parallel wurde ein GroRenstandard (100 bp, 1 kb, Hindlll-verdaute A-
DNA von NEB) mitgeflhrt. Die Elektrophorese wurde fiir 30-40 Min. bei einer Spannung
von 140 V durchgefihrt.

Durch den interkalierenden und fluoreszierenden Farbstoff Ethidiumbromid konnten die
DNA-Fragmente durch Bestrahlung des Gels mit UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht

werden.

50 x TAE-Puffer, pH 8:
2M Tris, 1M Essigséure, 50 mM EDTA

10 x DNA-Probenpuffer:
3 mg/ml Bromphenolblau, 50 % Glyzerin (100%), 33,3 mM EDTA pH

2.3.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA-Konzentration ¢ doppelstréngiger DNA (dsDNA) wurde in einer Quarzkivette

photometrisch anhand der Absorption bei 260 nm (Azs0) Wie folgt ermittelt:

¢ (dsDNA)= Azso - 50 mg/l" Verdiinnungsfaktor

Alternativ konnten bei der gelelektrophoretischen Auftrennung von DNA-Molekilen durch
Vergleich der Bandenintensitaten des parallel mitgefiihrten GroRenstandards die aufgetra-

genen DNA-Mengen abgeschatzt werden.

2.3.4 Restriktionsverdau von DNA

Zum Schneiden doppelstrangiger DNA wurden Restriktionsendonukleasen in den
entsprechenden Reaktionspuffern und bei den geeigneten Temperaturen nach Hersteller-
angaben verwendet. 1-2 U der Endonukleasen wurden pro pg DNA eingesetzt, die

Inkubationszeiten variierten zwischen 1 und 5 h. Analytische Restriktionen wurden in einem
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10 ul Reaktionsansatz durchgefiihrt, praparative Restriktionen in einem Ansatz von 20-
100 pl.  AnschlieBend wurden die Restriktionsansatze (ber Agarosegel-Elektrophorese

aufgetrennt.

2.3.5 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Fur die Préparation von Vektor- und Insert-DNA wurden die Restriktionsansatze
elektrophoretisch Gber Agarosegele aufgetrennt und die gewiinschten DNA-Fragmente unter
UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte mit dem QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

2.3.6 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

50 ml LB-Medium wurden mit einem Einzelklon einer frisch ausgestrichenen Kultur
inokuliert und Uber Nacht bei 37 °C schittelnd inkubiert. Mit 25 ml dieser Fllssigkultur
wurden 500 ml LB-Medium beimpft und die Kultur bis zu einer ODggo von 0,4 wachsen
gelassen. Anschlieend wurde die Kultur fur 30 min auf Eis abgekuhlt und fir 15 Min. bei
1000 x g und 4 °C geerntet. Das Bakterienpellet wurde in 500 ml eisgekihltem Wasser
resuspendiert und erneut fir 20 Min. bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Bakterienpellet
wurde dann in 10 ml einer eisgeklhlten Glyzerinlésung (10%, v/v) resuspendiert und noch
einmal wie zuvor zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 ml GYT-Medium resuspendiert, als

50 pl Aliquots in flissigem Stickstoff eingefroren und anschlielRend bei -80 °C gelagert.

LB-Medium:
10 g/l Trypton, 10 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt in H,O, autoklaviert

LB-Agar:
15 g Agar (Carl Roth GmbH & Co. KG) in 11 LB-Medium, autoklaviert

GYT-Medium:
0,125 % Hefeextrakt (w/v), 0,25 % Trypton (w/v), 10 % Glyzerin (v/v)

2.3.7 Transformation von Bakterien

Ligationsansatze wurden (ber Micro Bio-Spin 30 Sdulen (Bio-Rad) entsalzt, mit 50 pl
elektrokompetenten Bakterien (XL1 Blue oder BL21 (DE3)) gemischt und in gekihlte
Elektroporationskiivetten mit einem Elektrodenabstand von 1 mm Uberfuhrt. Die
Elektroporation erfolgte mit dem Gene Pulser X cell™ (Bio-Rad) bei 1,8 kV, 200 Q und
25 WF. Sofort nach dem Puls wurden die Bakterien in 1 ml LB- (s. 2.3.6) oder SOC-Medium
uberfuhrt und eine Stunde schiittelnd bei 37 °C inkubiert. Der gesamte Transformationsansatz
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wurde dann auf LB-Agarplatten, die ein Antibiotikum entsprechend dem Resistenzgen des
transformierten Vektors enthielten, ausplattiert. Die Agarplatten wurden ber Nacht bei 37 °C

inkubiert.

SOC-Medium:
20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,6 g/l Natriumchlorid, 0,2 g/l Kaliumchlorid, 10 mM

MgCl2, 10 mM MgSQy,, 20 mM Glucose*

*Die Glucoseltsung wurde entweder Uber einen Sterilfilter mit einer PorengréRe von 0,2 um
steril filtriert oder separat autoklaviert.

2.3.8 Kultivierung von Bakterien

Fur die Proteinexpression und die Plasmidisolation aus Bakterien wurden LB-, 2xYT- oder
M9-Medium (s. 2.4.1) mit einer von einer Agarplatte gepickten Bakterienkolonie inokuliert
und bei 37 °C und 200 rpm schittelnd inkubiert. Den Agarplatten und dem Kulturmedium
wurden entsprechende Antibiotika zugesetzt. Die Kanamycinsulfat-Konzentration betrug

35 pg/ml, die Ampicillin-Konzentration 100 pg/ml.

2.3.9 Isolierung von Plasmid-DNA

2-5ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin oder 35 pg/ml Kanamycinsulfat wurden mit
plasmidtragenden Bakterien inokuliert und bei 37 °C Uber Nacht schittelnd inkubiert. Die
dicht gewachsene Flissigkultur wurde 10 Min. bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Aus dem
Zellpellet wurde die Plasmid-DNA mit dem GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas)
nach Angaben des Herstellers isoliert. GroRRere Mengen an Plasmid-DNA wurden aus 100-
200 ml einer Ubernachtkultur mit dem PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit

(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers isoliert.

2.3.10 Kultivierung von Hefezellen

Eine einzelne Hefekolonie wurde in einem Volumen von 30-50 ml Medium vollstandig
resuspendiert. Die Kultur wurde tber Nacht (16-18 h) bei 30 °C und 230 rpm schuttelnd
inkubiert. Zur Anzucht untransformierter Hefestamme wurde YPD Medium genutzt.

Fir die Herstellung von Kulturen, die sich noch in der logarithmischen Wachstumsphase
befanden, wurde frisches Medium mit der Ubernachtkultur inokuliert und bei 30 °C und
230 rpm fur 3-5 Stunden schittelnd inkubiert. Die Anfangsdichte der Kultur sollte dabei

zwischen ODgo = 0,2-0,3 liegen.
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YPD-Medium, 11:
20 g Pepton, 10 g Hefeextrakt, 2% Glucose*

fiir Agarplatten:
20 g/l Agar

*50 ml einer 40%igen und separat autoklavierten Glucoselésung
2.3.11 Kultivierung von Hefezellen in synthetischem Minimalmedium

Zur Selektion transformierter Hefestamme wurden diese in synthetischem Minimalmedium
(synthetic dropout medium, SD Medium), dem ein oder mehrere spezifische Metaboliten
fehlten, kultiviert. Die Selektion erfolgt hierbei nicht Gber Antibiotikaresistenzen, sondern
uber plasmidvermittelte Stoffwechselprototrophien. Je nach Selektionsbedingungen fehlten in
der Dropout (DO)-L6sung Néhrstoffe, wodurch das daraus resultierende SD Medium nur fir
das Wachstum der Hefen geeignet ist, die in der Lage sind diese selbst zu synthetisieren. Die
Zusammensetzung des Mediums ist somit abhangig vom Hefestamm und dem transformierten

Plasmid.

SD Medium:

6.7 g Hefe-Stickstoff-Base ohne Aminoséuren

850 ml H,0O

100 ml der entsprechenden 10x Dropout-L&sung

50 ml 40% (w/v) Glucose-Ldsung (vorher separat autoklaviert)
pH 5,8

fiir Agarplatten:
20 g/l Agar

10x Dropout- (DO) L6ésung:

200 mg/I L-Adenin Hemisulfat 500 mg/I L-Phenylalanin

200 mg/I L-Arginin HCI 2000 mg/I L-Threonin

200 mg/I L-Histidin HCI Monohydrat 200 mg/l L-Tryptophan

300 mg/I L-Isoleucin 300 mg/l L-Tyrosin
1000 mg/I L-Leucin 200 mg/I L-Uracil

300 mg/I L-Lysin HCI 1500 mg/I L-Valin

200 mg/I L-Methionin

Serin, Asparaginsdure und Glutaminsaure werden dem Medium nicht zugegeben, da Hefen
diese Aminosduren endogen synthetisieren kénnen. Fir Selektionsmedium ohne Methionin
wird Asparaginsdure in 10x DO-L6sung in einer Konzentration von 1000 mg/l eingesetzt. 10x
DO-Lo6sungen wurden autoklaviert und bei 4 °C gelagert.
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2.3.12 Transformation von Hefezellen

Die Transformation von Hefezellen erfolgte nach der Lithium-Acetat-Methode, bei der

[108]. In

Hefezellen kompetent fur die Aufnahme von Fremd-DNA gemacht werden
Anwesenheit alkalischer lonen, Tréger-DNA, Polyethylenglycol (PEG) und DMSO erfolgt
die Transformation mittels Hitzeschock. Die Transformation (Small-scale LiAc Yeast
Transformation Procedure) erfolgte nach dem Protokoll von Clontech (Yeast Protocols
Handbook).

Fur die Transformation wurden zunédchst kompetente Zellen wie folgt hergestellt: Eine YPD-
Kultur (300 ml) wurde mit etwa 30 ml einer Ubernachtkultur einer Einzelkolonie bis zu einer
Anfangsdichte von ODgy = 0,2-0,3 inokuliert und fur drei Stunden bei 30 °C bei 230 rpm
inkubiert. Die Kultur wurde bei Raumtemperatur (RT) fur 5 Min. bei 1000 x g geerntet und
das Pellet mit sterilem H,O gewaschen. Die Hefezellen wurden in 1,5 ml einer 1x LiAc-
Losung resuspendiert. 100 pul dieser Hefesuspension wurden mit 0,1pug der zu
transformierenden  Plasmid-DNA und einem Uberschu? an Trager-DNA (0,1 mg
Heringssperma-DNA) gemischt. Polyethylenglykol (PEG) und eine geeignete Menge an LiAc
(0,6 ml PEG/LiAc-Puffer) wurde diesem Gemisch beigefligt und das Gemisch aus DNA und
Hefe fr 30 Min. bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. Nach der Inkubation werden 70 pl DMSO
zugefligt und die Zellen einem Hitzeschock (15 Min., 42 °C) mit anschlieBender Inkubation
fir 2 Min. auf Eis ausgesetzt. Um Transformanten, die das eingefuigte Plasmid enthalten, zu
selektieren, wurden die Zellen fir 5sek bei 200 x g pelletiert, in 0,5ml 1x TE-Puffer
resuspendiert und anschliefend auf entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert. Die
Selektion transformierter Hefestimme erfolgte durch die Verwendung des entsprechenden
Selektionsmediums (s. 2.3.11). Die Platten wurden bei 30 °C inkubiert.

Trager-DNA (10 mg/ml):
Heringssperma-DNA (Sigma-Aldrich) wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml in Wasser

aufgenommen. Kurz vor Gebrauch wurde die DNA fur 20 Min. bei 95 °C aufgekocht und

danach sofort auf Eis gekdhit.

PEG/LiAc L6sung (Polyethylenglykol/Lithiumacetat), 10 mil:
8 ml 50% PEG 3350-L6sung, 1 ml 10x TE-Puffer, 1 ml 10x LiAc-Puffer

10X TE-Puffer:
0.1 M Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,5, autoklaviert

10X LiAc-Losung:
1 M Lithiumacetat, pH 7,5, autoklaviert
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2.3.13 DNA-Extraktion aus Hefe

Zur Isolierung genomischer DNA aus Hefe wurde eine Kolonie in 5 ml nicht-selektives YPD
Medium Uberfuhrt und fir 18-24 Stunden bei 30 °C und standigem Schiitteln bei 230 rpm
inkubiert. Danach wurden 1,5 ml dieser Zellsuspension pelletiert und das Zellpellet in 200 pl
GP-Puffer resuspendiert. Weiterhin wurden etwa 0,3 g Glas-Kugelchen (Sigma; 425-600 um
Durchmesser) und 200 pl Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) zugegeben und alles
fir drei Minuten grundlich gemischt. Anschlieend wurden 250 pl Wasser zugegeben,
nochmals gemischt und 5 Min. bei maximaler Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der wasserige Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR uberfihrt und die
DNA durch Zugabe von 1 ml Ethanol und anschlielender Zentrifugation gefallt. Das DNA
Pellet wurde nochmals mit 1 ml 70%-igem Ethanol gewaschen und in 500 pul Wasser
resuspendiert.

GP-Puffer:
2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8

2.3.14 Chromosomales Taggen von Hefeproteinen

Fur die Expression HA-markierter Hefeproteine unter der Kontrolle ihres natirlichen
Promotors wurden die Zielgene chromosomal mit der genetischen Information fiir den Tag
fusioniert. Eine geeignete Methode fiir die Modifikation chromosomaler Gene ist die PCR-
vermittelte homologe Rekombination. Die Insertion der Kodierungssequenz eines HA-Tags in
die chromosomale DNA der Zielgene erfolgte durch Transformation eines linearen PCR-
Fragmentes in die Hefezellen. Durch homologe Rekombination sollten dann die PCR-
Fragmente in ihren Zielgenort inserieren. Als Template-DNA fur die Amplifikation des PCR-
Produktes wurde das Plasmid pFA6a-3HA-kanMX6 verwendet™. Auf diesem Plasmid
befindet sich eine Insertionskassette fir einen 3x HA-Tag und die kanMX6-Kassette. Die
kanMX6-Kassette kodiert fiir das heterologe E. coli kan"-Gen. welches die Resistenz gegen
G418/Geneticin vermittelt und als Markergen fiir die Selektion der Transformanten dient!*'*
1 Aufgrund des heterologen Ursprungs soll diese Kassette selbst nicht in das Zielgenom
rekombinieren.

Zur Generierung der PCR-Fragmente wurden Oligonukleotide genutzt, deren 5‘-Enden der
Zielgensequenz entsprachen. Fir eine effektive Rekombination und die Genspezifitat sollte
dieser Bereich etwa 40 Nukleotide abdecken. Das 3‘-Ende der Oligonukleotide (~20 bp)
diente der Amplifikation der Insertionskassette.
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PCR-Programm:

95°C - 4:00
95°C -00:30
50 °C -00:30 ¢~ 10 Zyklen
70°C - 1:00
95 °C -00:30
50 °C -00:30 ¢~ 20 Zyklen
70°C - 1:20
70°C - 4:00
4°C -0

Die Transformation der PCR-Fragmente erfolgte nach der Lithium-Acetat-Methode
(s.2.3.12).

2.4 Proteinchemische und biochemische Methoden

2.4.1 Expression rekombinanter Proteine

Die zu exprimierenden Konstrukte lagen kloniert in pGEX-4T-1 und/oder pET28a-Mod-
Vektoren vor. Fir die Proteinexpression wurden E.coli BL21 (DE3)-Zellen mit einem
Expressionsplasmid transformiert und auf LB-Agarplatten, die ein entsprechendes
Antibiotikum enthielten, ausplattiert. Die Agarplatten wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Die Anzucht der Zellen erfolgte in Medium, das das entsprechende Antibiotikum (100 pg/ml
Ampicillin oder 35 pg/ml Kanamycinsulfat) enthielt. Fir die Expression unmarkierter
Proteine wurden 500-1000 ml 2x YT-Medium mit mit einem Einzelklon inokuliert und bei
37 °C schiittelnd inkubiert. Fir die Expression °N-markierter Proteine wurden die Zellen in
Minimalmedium kultiviert. Die Proteinexpression wurde bei einer ODgoo = 0,5 durch Zugabe
von 1 mM IPTG induziert. Die Expressionsdauer betrug 4 Stunden bei 37 °C. Die Expression
wurde durch Zentrifugation der Kultur fiir 20 Min. bei 18600 x g und 4 °C beendet. Das
Zellpellet wurde bei -80 °C gelagert.

2x YT-Medium:
16 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,0

M9-Minimalmedium:
10 ml Spurenelementldsung, 1 ml 1M MgSOy, 300 pl 1M CaCl2, 100 ml 10x M9 Salzlésung,

10 ml 40% Glucose, 1,5 ml Thiamin (Img/ml), 15 ml Biotin (0,2mg/ml), 750 mg **NH,CI, ad
11 H,O + Antibiotikum

Spurenelementldsung:
2,5 g EDTA, 250 mg FeSQOy, 25 mg ZnCl,, 5 mg CuSQy, ad 500 ml H,O, pH 7,6

10x M9-Salzlésung:
80 g Na,HPO,4 x 2 H,0, 20 g KH,PO,4, 5g NaCl, ad 1 | H,O

36



Material und Methoden

2.4.2 Bakterienaufschluss durch Ultraschall

Das Zellpellet (s. 2.3.8) wurde je nach zu verwendendem Reinigungssystem in 10 ml des
entsprechenden Lysepuffers, versetzt mit einer Tablette Protease Inhibitor Cocktail (Roche
Diagnostics), resuspendiert (s. 2.4.3). Zum Aufschlielen der Bakterien wurden diese fur 5
Min. mit Ultraschall (Branson Sonifier W-250D) mit einer Amplitude von 20% behandelt.
Die Probe wurde dabei auf Eis gekihlt und mithilfe eines Temperaturfiihlers eine maximale
Probentemperatur von 15 °C gestattet.

Unlosliche Zellbestandteile wurden durch folgende Zentrifugation bei 4 °C und 15557 x g fiir
20 Min. pelletiert und der proteinhaltige Uberstand durch einen 0,22 um Filter filtriert.

2.4.3 Affinitatschromatographie zur Aufreinigung von Hisg- und GST-

Fusionsproteinen

Proteine mit einem N-terminalen His-Tag wurden durch native Nickel-Chelat Affinitats-
chromatographie unter Verwendung von Nickelionen beladenen HiTrap™ Chelating HP-
Affinitatssdulen gereinigt. Fir die Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen wurden
Glutathion Sepharose 4B Séulen (GE Healthcare) verwendet.

Die Proteinaufreinigung erfolgte mit dem Profinia-System (Bio-Rad) nach der
Standardmethode ,,Native IMAC* mit einer 5 ml HITRAP Sdule fir Hisg-Fusionsproteine.
GST-Fusionsproteine wurden tber eine 5 ml GSTrap Saule mit der Standardmethode ,,GST*
gereinigt. Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Die Elutionsfraktionen wurden fir die

anschlieRende Gelfiltration aufkonzentriert.

2x Profinia Native IMAC Lyse-, Equilibrierungs- & Waschpuffer 1 (Puffer 1)
600 mM KCI, 100 mM KH,PO,, 10 mM Imidazol, pH 8,0

2x Profinia Native IMAC Waschpuffer 2 (Puffer 1)
600 mM KCI, 100 mM KH,PO,4, 20 mM Imidazol, pH 8,0

2x Profinia Native IMAC Elutionspuffer
600 mM KCI, 100 mM KH2POy,4, 500 mM Imidazol, pH 8,0

2x Profinia GST Lyse-, Equilibrierungs- & Waschpuffer
300 mM NacCl, 20 mM Na,HPQO,4, 10 mM EDTA, pH 7,4

2x Profinia GST Elutionspuffer
40 mM Gluthation, 200 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,0
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2.4.4 Thrombinspaltung von Fusionsproteinen

Zum Abspalten der GST-Markierung wurde die Elutionsfraktion aus 2.3.3 mit 1 U Thrombin
pro mg Protein fir ca. 16h bei 4 °C inkubiert. Die Trennung von GST und dem Zielprotein
erfolgte durch Gelfiltration.

2.4.5 GroBenausschlusschromatographie (Gelfiltration)

Proteinlésungen, die nach der Affinitatschromatographie noch Verunreinigungen enthielten,
wurden durch  Gelfiltrations-Chromatographie gereinigt. Fur die Reinigung von
Proteinldsungen mittels GroBenausschlusschromatographie wurde eine HiLoad™ 16/60
Superdex™ 75 Gelfiltrationssdule (Amersham Pharmacia) verwendet, die U(ber eine
computergestitzte FPLC-Anlage (Amersham Pharmacia) bedient wurde. Die zu reinigende
Proteinlosung, deren Volumen maximal 5ml betrug, wurde auf die Gelfiltrationsséule
geladen und mit einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. Als Laufmittel wurde 1x PBS
verwendet. Mit einem Fraktionssammler wurden Fraktionen zu je 1 ml gesammelt. Durch
photometrische Messung der Extinktion bei 280 nm wurden die proteinenthaltenden
Fraktionen ermittelt und je 7 pl der Fraktionen auf ein SDS-Gel aufgetragen (s. 2.4.9).
Fraktionen die reines Protein enthielten, wurden vereinigt und aufkonzentriert (s. 2.4.6). Das

gereinigte Protein wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

10x PBS:
1,4 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na;HPO,, 18 mM KH,POy4, pH 7,3

2.4.6 Konzentrieren und Umpuffern von Proteinen

Aufkonzentrierung und Pufferaustauch von Proteinlosungen erfolgte mittels Ultrafiltrations-
Konzentratoren (Amicon, Vivaspin) bei 4°C und 3220 x g abzentrifugiert, bis das
gewiinschte VVolumen erreicht war. Die molekulare Trenngrenze (MWCO, molecular weigth
cutt off) lag bei 3 kDa fur Proteine mit einem geringeren Molekulargewicht als 10 kDa. GST-
Fusionsproteine wurden ber eine Membran mit einem MWCO von 10 kDa filtriert. Zum
Umpuffern wurde das Volumen der Proteinlésung auf 0,2-1 ml eingeengt und mit dem
gewiinschten Puffer bis zur maximalen Fillhohe der Konzentratoren gefullt und der Vorgang
4-5-mal wiederholt. Die Proteine wurden bei 4 °C gelagert.
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2.4.7 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels UV-Absorption

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen erfolgte durch Messung der Extinktion
bei 280 nm. Fir die Messung wurde eine Quarzkuvette mit 100 pl einer 1:50 oder 1:100
Verdunnung der Proteinldsung verwendet. Als Referenzwert wurde die Losung benutzt, die
fir die Verdinnung verwendet wurde. Mit dem Extinktionskoeffizienten konnte nach dem

Lambert-Beerschen Gesetz die Proteinkonzentration bestimmt werden:

E280:8'C'd

& Extinktionskoeffizient
c: Konzentration [mg/ml]
d: Schichtdicke der Kivette (1cm)

Der Extinktionskoeffizient Ezgp wurde flr jedes Protein aus der Aminosauresequenz mithilfe

der Software Expasy ProtParam®”! anhand folgender Gleichung ermittelt:

Ezg0 Protein = Anzahlry, ‘& 1yr + Anzahlyy & 1p + Anzahleys "¢ cys

wobei &1y = 1490 M cm™, £, = 5500 M cm™und & cys = 125 M™ cm™ entsprach.

2.4.8 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die kolorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentration von Zell-Lysaten erfolgte mit dem
Protein Assay (Bio-Rad) und basiert auf dem Farbumschlag von Coomassie Brilliantblau G-
250 in Abhangigkeit von der Proteinkonzentrationt**). Der Farbstoff bindet an basische und
aromatische Aminoséurereste. Der ungebundene Farbstoff besitzt ein Absorptionsmaximum
bei 470 nm, wohingegen der Farbstoff-Protein-Komplex ein Absorptionsmaximum bei
595 nm besitzt. Dabei korreliert die Zunahme der Absorption bei 595 nm im Vergleich zum
ungebundenen Farbstoff mit der Proteinkonzentration der untersuchten Lésung.

Verschiedene Verdinnungen der Zell-Lysate sowie eine BSA-Eichreihe (0,2-0,9 mg/ml)
wurden in Doppelbestimmung angelegt. Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration
wurden 20 pl der Proteinlésungen mit 1 ml des Reagenz inkubiert. Die Durchfiihrung und
Auswertung der Bradfordbestimmung erfolgten daraufhin geméafl Herstellerangaben.
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2.4.9 SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach
Laemmli aufgetrennt™=!. Die Zusammensetzung der nach Laemmli modifizierten Gele ist in
Tabelle 6 angegeben.

Die Proteinproben wurden vor dem Beladen des Gels mit demselben Volumen an 2x SDS-
Probenpuffer gemischt, 5 Min. bei 95 °C gekocht und 3 Min. bei 16000 x g zentrifugiert. ES
wurden 10 pl des GroBenstandards Mark12™ (Invitrogen) fiir Coomassie-Féarbung, bzw. 3 pl
des vorgefarbten SeeBlue® Plus2 Markers (Invitrogen) fiir Western Blots in einer separaten
Geltasche mitgefuhrt. Die elektrophoretische Auftrennung des Proteingemisches erfolgte fiir

30 Min. bei einer Spannung von 300 V.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung der SDS-Gele

Volumenangaben fir ein Gel, bestehend aus Trenn- und Sammelgel. Aufgrund des im Trenngel enthaltenen
Glyzerins konnte das Sammelgel direkt auf das Trenngel gegossen werden.

Lésungen Sammelgel Trenngel Trenngel
4% 15% 17%
30% AA/BIS 260 pl 2 ml 2,27 ml
H,0 1,21 ml 630 pl 370 ul
1,5 M Tris, pH 8,8 - 1,08 ml 1,08 ml
1M Tris, pH 6,8 500 pl - -
10 % SDS 20 pl 40 pl 40 pl
100 % Glyzerin - 220 pl 220 pl
10 % APS 10 pl 22 pl 22 ul
TEMED 2 ul 2l 2 ul

30% AA/BIS:
37,5:1 Acrylamid:Bisacrylamid

2x SDS-Probenpuffer:
355ul H,0, 125ul 0,5M Tris-HCI, pH 6,8, 250ul 100% (w/v) Glyzerin, 200ul 10% (w/v)
SDS-L6sung, 20ul 0,5% (w/v) Bromphenolblau-Ldsung, 50ul 14,3M 2-Mercaptoethanol

10 x Elektrodenpuffer:
30,3 g Trisbase, 144 g Glycin, 10 g SDS, ad 1 | H,O
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2.4.10 Farbung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie

Proteine kdnnen direkt in SDS-Polyacrylamidgelen mit dem organischen Farbstoff Coomassie
Brilliant Blau R 250 angeféarbt werden. Der Farbstoff bindet an kationische und unpolare
Seitenketten der Aminosauren.

Zum schnellen Féarben der Gele wurden diese in der Farbelosung in der Mikrowelle kurz
aufgekocht. Die in der Farbelosung enthaltene Essigsdure fixierte die Proteine in den Gelen.
Durch Aufkochen der Gele in Entfarberlésung und mehrmaligen Wechsel der Lésung wurden
die Gele entféarbt. Zur Dokumentation wurden die Gele fotografiert.

Farbeldsung:
500 ml Methanol, 100 ml 1,7 M Essigsdure, 2,5 g Coomassie Brilliant Blue R250, ad 1 | H,O

Entfarberlésung:
300 ml Methanol, 100 ml 1,7 M Essigsdure, ad 1 | H,O

2.4.11 Western Blot und Immunchemische Detektion von Proteinen

Fur eine immunchemische Analyse wurden die Proteine nach der Elektrophorese im
elektrischen Feld auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (Towbin et al., 1979). Der
Transfer erfolgte entweder mit dem Semi-dry- (Bio-Rad) oder dem Tankblot-System
(Invitrogen).

Schwamme (nur beim Tankblot-System), Membran und Filterpapiere wurden mit
Transferpuffer getrankt, und dann in einer vorgegebenen Anordung zwischen den beiden
Blotelektroden eingespannt. Die Membran war dabei auf der Seite der Anode, das SDS-Gel
auf der Seite der Kathode angeordnet. Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die
Membran erfolgte beim Semi-dry-Blot bei 18 V fiir 45 Min. und beim Tankblot-System fir
60 Min. bei 30V.

Der erfolgreiche Proteintransfer auf die Membran konnte nach dem Blotten mittels
Ponceaufarbung uberprift werden. Dazu wurde die Membran kurz in Ponceau S-Ldsung
geschwenkt und tberschissige Farbeldsung durch vorsichtiges Spilen mit H,O entfernt. Freie
Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Schwenken in 4,5% (w/v) BSA/TBS-T fur
eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) blockiert. Die Membran wurde mit dem
Primérantikorper fur eine Stunde in 4,5% (w/v) BSA/TBS-T bei RT inkubiert und danach
dreimal far 10 Min. mit TBS-T gewaschen. Anschliefend wurde die Membran mit dem
Sekundarantikdrper (1:10000 in TBS-T) fir 30-60 Min. bei RT inkubiert und erneut dreimal
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mit TBS-T und einmal mit TBS fur jeweils 10 Min. gewaschen. Die Detektion Fluoreszenz-
markierter Sekundarantikorper erfolgte mit dem Odyssey®Infrarot-Scanner (LI-COR).

Die Detektion HRP-konjugierter Sekundarantikorper erfolgte wie unter 2.3.11 angegeben.

Transferpuffer:
48 mM Tris, 38 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, 1,3 mM SDS

Ponceau S-Losung:
2% (v/v) Essigsaure, 0,2% (w/v) Ponceau S

TBS-Tween (TBS-T): 0,05% (v/v) Tween-20 in TBS

2.4.12 GST-Pulldown-Analyse

Zur Untersuchung von Protein-Protein Interaktionen wurden gereinigte GST-Fusionsproteine
aus E.coli Uber den GST-Tag an einer Glutathion-Sepharose-Matrix (GE Healthcare)
immobilisiert und mit Zell-Lysat oder aufgereinigtem Protein inkubiert. Pro Ansatz wurden
25 pl GSH-Matrix zuerst dreimal mit PBS gewaschen und pro ml Bettvolumen mit 5 mg
GST, bzw. 6 mg GST-Fusionsprotein (MW ca. 35 kDa) beladen. Die Matrix wurde mit dem
GST-Fusionsprotein 30 Min. bei 4 °C rotierend inkubiert. Ungebundenes Protein wurde durch
dreimaliges Waschen mit je 1 ml PBS entfernt. Die Matrix wurde daflr jeweils 5 Min. bei
500 x g und 4 °C zentrifugiert. Die Inkubation der Matrix mit Lysat oder Protein erfolgte
rotierend Uber Nacht bei 4 °C. Die Konzentrationen der Lysate und Proteinlésungen lagen bei
ca. 0,5-3 mg/ml und wurden in einem Volumen von 0,5-1,5 ml eingesetzt. Durch erneutes
Waschen wurden nicht bindende Proteine entfernt. Nach dem dritten Waschschritt wurde der
Waschpuffer vollstandig entfernt und die Matrix in einem geeigneten Volumen (25 — 50 pl)
an 2x SDS-Probenpuffer fir 5 Min. bei 95 °C aufgekocht. Die Matrix wurde durch
Zentrifugation (5 Min., 16.000 x g) pelletiert und der Uberstand auf ein SDS-Gel geladen. Die
Analyse gebundener Interaktionspartner aus Zell-Lysaten erfolgte mittels Western Blot oder
Massenspektrometrie. Eine Interaktion zwischen exprimierten und aufgereinigten Proteinen
konnte auch (ber eine SDS-PAGE analysiert werden, ohne darauffolgende Western Blot

Analyse.

2.4.13 PIP-Strip-Analyse

Fur die Untersuchung von Protein-Lipid-Interaktionen sollte eine PIP-Strip-Analyse
durchgefiihrt werden. Dabei handelt es sich um einen Inkubationstest des zu untersuchenden
GST-fusionierten Proteins mit einer hydrophoben Membran (PIP-Strip, Echelon) auf der

Phospholipide immobilisiert waren. Nach kurzem Waschen der Membran mit TBS (10 Min.,
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RT) wurden die freien Bindungsstellen auf der Membran durch Inkubation fur eine Stunde bei
RT mit Blockierlosung (TBS mit 3% (w/v) fettsaurefreiem BSA und 0,1% (w/v) Tween-20)
blockiert. Das zu untersuchende Protein wurde dann Uber Nacht bei 4 °C in einer
Konzentration von 10 pg/ml in Blockierlésung schwenkend mit der Membran inkubiert. Nach
viermaligem Waschen mit TBS-T fur jeweils 10 Min. wurde gebundenes Protein Uber das
GST mithilfe eines anti-GST Antikorpers detektiert. Inkubation mit dem Primé&rantikorper
anti-GST (1:1000 in Blockierlosung) erfolgte fir zwei Stunden bei RT. Erneut wurden die
Membranen viermal gewaschen und dann mit dem Sekundarantikdrper anti-rabbit HRP-
konjugiert in TBS-T (0,1% (w/v) Tween-20) fur eine Stunde bei RT inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit TBS-T flr jeweils 10 Min. und einem finalen Waschschritt mit
TBS erfolgte die Detektion des gebundenen Sekundarantikorpers. Die Detektion Uber
Chemilumineszenz erfolgte am ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad), nach Inkubation mit
dem ,,super Signal Western Pico Kit* (Pierce).

Um eine uber GST vermittelte Bindung zu identifizieren, wurde parallel als Kontrolle eine
Membran mit GST inkubiert.

2.4.14 Phagen-Display

Die Methode des Phagen-Display wurde angewandt, um zu untersuchen, ob die C-terminale
Doméne von Smy2 bestimmte Peptidsequenzen mit einer Ldnge von 9 Aminosauren bindet.
Die zu untersuchende Proteindomane wurde als GST-Fusionsprotein eingesetzt und an
Glutathion-Sepharose immobilisiert. Potentielle Peptidbindungssequenzen wurden Uber
Phagen, die verschiedene rekombinante Peptide auf ihrer Oberflache préasentieren, untersucht.
Dies wurde durch die Klonierung einer randomisierten Nonapeptid-(Xo)-Bibliothek in die
Kodierungssequenz des pV111-Capsidproteins des Phagemid Vektors pC89 erreicht®Y.

Es sollte untersucht werden, ob es innerhalb von zwei bis drei Selektionsrunden gebundener
Phagen (Panning) zu einer Anreicherung spezifisch bindender Phagen fiir die C-terminale
Doméne von Smy2 (bezeichnet als Smy2-C631) kommt. Um diese spezifische Anreicherung
zur erfassen, wurde in einem Kontrollexperiment die unspezifische Bindung an GST
untersucht.

Der Ablauf der einzelnen experimentellen Schritte ist in den folgenden Unterpunkten

angegeben.
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1. Panning

Die Glutathion-Sepharose™ 4B-Matrix wurde pro ml Bettvolumen mit 8,3 mg des 44,6 kDa
schweren GST-His-TEV-SMY2-Protein C631 wurden 8,3 mg pro ml Matrix zum Beladen
dieser eingesetzt. Die spezifische Anreicherung wurde durch einen parallelen GST-
Kontrollansatz Uberprift. Zur Beladung der Matrix mit dem wesentlich kleinerem GST-
Protein (~27 kDa) wurden 5mg pro ml Matrix eingesetzt. Pro Versuchsansatz wurden 25ul
Glutathion-Sepharose eingesetzt. Die Matrices wurden fur 30 Min. rotierend bei 4 °C mit den
Proteinen inkubiert, nicht gebundenes Protein anschlieRend durch sechsmaliges Waschen mit
je 1 ml PBS-T (0,1% (v/v) Tween 20) und einem finalen Waschschritt mit PBS entfernt. Alle
Zentrifugationsschritte beim Waschen wurden bei RT fiir 5-10 Sek. und 800 x g durchgefiihrt.
In dem sogenannten ,,Panning“ wurden 500 pl der Peptidprésentierenden Phagensuspension
(2-1012 cfu/ml in PBS-T mit 5 mg/ml BSA) mit den immobilisierten Proteinen inkubiert und
die nicht gebundenen Phagen nach Rotation fir eine Stunde bei RT und 5 rpm durch drei
kurze und einen langeren Waschschritt mit PBS flr eine Stunde bei RT entfernt. Diese
Abfolge wurde ein weiteres Mal wiederholt und mit zwei weiteren kurzen PBS-T

Waschschritten und einem finalen PBS-Schritt beendet.

2. Elution und Titerbestimmung

Spezifisch gebundene Phagen wurden dagegen Uber einen pH-Schritt mit 500 ul einer 0,1 M
Glycinlésung (pH 2,2) durch Inkubation fir 15 Min. bei RT von den Proteinen eluiert. Nach
Zentrifugation wurden der phagenhaltige Uberstand abgenommen und mit 29 pl einer 2 M
Trislésung neutralisiert. Fir die Titerbestimmung wurden 5 pul der Phagensuspension
verwendet und die restlichen Phagen bis zur weiteren Verwendung mit 15% (v/v) Glycerin
versetzt und bei -20 °C gelagert.

Die eluierten Phagen wurden fir die Infektion des E. coli-Stamms XL1 Blue verwendet, da
dieser auf seiner Oberflache F-Pili tragt, die der M13-Phage fur die Infektion des bakteriellen
Wirtes nutzen kann.

Ziel war es zum einen, den Phagentiter zu bestimmen, zum anderen sollten die gebundenen
Phagen amplifiziert werden. Fur die Titerbestimmung wurde eine E. coli XL1 Blue-Kultur in
2xX YT-Medium mit 15 pg/ml Tetracyclin bis zu einer ODgoo (Optische Dichte bei 600 nm)
von 0,5 wachsen gelassen. Von den Phagensuspensionen wurden Verdiinnungen (1:10-1 bis
10-3) in 2x YT-Medium angesetzt und 45 pl der Phagenverdinnungen mit 50 ul der E. coli

Kultur gemischt, 10 Min. bei 37 °C inkubiert und anschlieBend auf Selektionsagarplatten mit
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Ampicillin (100 pg/ml) ausplattiert. Die Platten wurden ber Nacht bei 37 °C inkubiert und
die Anzahl der Kolonien am folgenden Tag bestimmit.

3. Amplifikation der Phagen

Fur die Amplifikation der Phagen wurde eine 20 ml XL1 Blue-Kultur in 2x YT-Medium
(supplementiert mit 15 pg/ul Tetracyclin) bis zu einer ODggo von 0,5 wachsen gelassen. Die
Infektion dieser Kultur erfolgte durch Zugabe von 250 ul der von dem GST-His-TEV-Smy2-
C631 eluierten Phagensuspension und ruhender Inkubation fir 30 Min. bei 37 °C.
AnschlieRend erfolgte eine schiittelnde Inkubation bei 100 rpm und 37 °C fur 30 Min. Nach
Zugabe von 80 ml frischen 2x YT Medium mit 100 pg/ml Ampicillin wurde die Kultur fir 3-
4 Stunden bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Die ODgq sollte danach etwa 0,2 betragen.

Das Phagemid des M13-Phagen kodiert fir die rekombinante Version des Phagencapsid-
proteins und tragt zudem die Information fur die Verpackung der DNA in Phagenpartikel. Da
der M13-Phage den Wirt nicht jedoch nicht lysiert, wurde die Bildung der Phagenpartikel
nach der Infektion der Phagemid-enthaltenden E. coli-Kultur durch die Helferphagen
VCSM13 (Stratagene) induziert. Dazu wurde zu der infizierten XL1 Blue Kultur 20 ml 2x
YT-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin gegeben sowie 150 ul einer Helferphagensuspension.
Diese Kultur wurde wiederum ruhend fiir 30 Min. bei 37 °C inkubiert. AnschlieRBend wurden
erneut 80 ml 2x YT Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin hinzu
gegeben und die Kultur tiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm geschuttelt.

Die amplifizierten Phagen wurden von den Bakterien durch Zentrifugation fir 15 Min. bei
4 °C und 18.000 x g getrennt. Der phagenhaltige Uberstand wurde zur Fallung der Phagen mit
40 ml einer 20% (v/v) PEG/2,5 M NaCl-Losung fir eine Stunde auf Eis inkubiert und die
Phagen durch Zentrifugation fur 15 Min. bei 4 °C und 18.000 x g pelletiert und das Sediment
wurde in 1 ml PBS resuspendiert. Restliche Bakterien wurden durch erneute Zentrifugation
fiir 10 Min. bei RT und 16.000 x g pelletiert. Pro ml Uberstand wurden 150 pl der 20% (v/v)
PEG/2,5M NaCl-Lésung zugesetzt, und dieser Ansatz 20 Min. auf Eis inkubiert.
AnschlieBend folgte eine Zentrifugation fir 10 Min. bei RT und 16.000 x g. Der
phagenhaltige Uberstand wurde abgenommen, der Titer bestimmt und fiir eine erneute
Panning-Runde eingesetzt.

Wiederholtes Panning, bestehend aus Selektion durch Bindungsvermégen und anschlieRender
Amplifikation der gebundenen Phagen sollte in einer spezifischen Anreicherung der Phagen

resultieren. Im Erfolgsfall wurde die Peptidsequenz mittels Sequenzierung bestimmt.
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2.4.15 Tryptischer Verdau von Proteinen im SDS-Gel

Die Uber eine diskontinuierliche SDS-PAGE (4 —20%, Invitrogen) aufgetrennten
Proteinbanden wurden nach Coomassie-Farbung aus dem Gel mit einem Skalpell
herausgeschnitten und im Gel durch die Endoprotease Trypsin, die Peptidbindungen
carboxyterminal von Arginin- und Lysinresten spaltet, verdaut.

Dazu wurden zundchst die ausgeschnittenen Gelbanden durch zweimaliges Waschen mit
Wasser, einmal mit 50% (v/v) Acetonitril in 25 mM Ammoniumbicarbonatlésung und einmal
mit 50 MM Ammoniumbicarbonatlésung entfarbt. Alle Waschschritte wurden fir 10 Min. bei
300 rpm und 30 °C ausgefiihrt. Nach anschlieBender Dehydrierung mit Acetonitril wurden die
Gelstiicke in einer Vakuumzentrifuge (Thermo-Servant SPD 1010 SpeedVac System)
vollstandig getrocknet. Der enzymatische Verdau erfolgte durch Rehydratisierung der
Gelstiicke mit 50 ng Trypsin (sequencing grade modified, Promega Corporation) in 10 pl
einer 50 mM Ammoniumbicarbonatlésung und Inkubation fur 17-20 Stunden bei 37 °C.
Durch Zugabe von 10 ul 0,5% TFA (v/v) in Acetonitril wurde die Reaktion gestoppt. Nach 5-
miniitiger Ultraschallbehandlung wurde der Uberstand in ein MS-ProbengefaR tiberfiihrt und
in einer Vakuumzentrifuge (Integrated SpeedVac System ISS 100) getrocknet. Die Proben
wurden in 6 ul 0,1% (v/v) TFA in Wasser: ACN (95:5) aufgenommen und bis zur Analyse bei
-20 °C gelagert.

2.4.16 *0-Markierung von Peptiden

Die ®0-Markierung der Peptide erfolgte wahrend der enzymatischen Spaltung der Proteine
durch Trypsin iiber den Einbau von *80-Atomen in die Carboxylgruppe der Peptide™'“. Der
Vorteil dieser Methode liegt in der Unabhangigkeit der Verwendung der Zellkultur. Somit
konnten primédre murine Organlysate flr die Interaktionstudie der CD2BP2-GYF-Domane
verwendet werden.

Die zu vergleichenden Proben wurden parallel mit Organlysaten inkubiert und in separaten
Gelbahnen aufgetrennt. Die Vorbereitung der Gelbanden fur den tryptischen Verdau wurde
wie in Abschnitt 2.3.13 beschrieben durchgefiihrt. Der tryptische Verdau fur der zu
vergleichenden Experimente erfolgte in Anwesenheit von H,**0 (97% (w/v) *20; Campro
Scientific GmbH, Berlin) bzw. H,'®0. Der Einbau zweier *0-Atome resultierte in einer

Massendifferenz von 4 Da zwischen markierten und unmarkierten Peptiden.
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2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1 Kultivierung eukaryoter Zelllinien

HelLa S3-Zellen wurden in DMEM Medium (Biochrom) mit 10% (v/v) FCS bei 37 °C in
einer 5% CO2-Atmosphére inkubiert und alle 2-3 Tage nach Bedarf passagiert. Fir die
Passage dieser adharenten Zelllinie wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen einmal mit
PBS gespult und fiir 5 Min. bei 37 °C je nach GroRe der Kulturschalen mit 1-3 ml einer
0.25% (w/v) Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden mit 10 ml
frischem Kulturmedium versetzt und in einer neuen Kulturflasche eine geeignete

Zellverdiinnung (1:4 bis 1:10) mit neuem Medium angesetzt.

2.5.2 Transiente Transfektion von Hela S3-Zellen

Die Transfektion von HelLa S3-Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte mit den Transfektions-
reagenzien Fugene HD und Fugene 6 (Roche) gemdR den Herstellerangaben. Die fir die
Transfektion verwendete Plasmid-DNA wurde wie in 2.2.1.9 angegeben prépariert.
Transfizierte Zellen wurden fur Immunoprézipitationen und fur konfokale Lasermikroskopie

eingesetzt.

2.5.3 Gewinnung von Lysat aus eukaryotischen Zellen

Der Aufschluss von HelLa-Zellen erfolgte durch 30-mindtige Inkubation der Zellen in
Solubilisierungspuffer auf Eis. Zelldebris wurde durch anschlieRende Zentrifugation fir
20 Min. bei 4 °C und 16.000 x g in einer Tischzentrifuge pelletiert. Der Uberstand wurde fiir
folgende Experimente weiterverwendet und die Proteinkonzentration mittels Bradfordtest
(2.2.3.8) bestimmt.

Fur die Lyse von Hefezellen wurden diese im gleichen Volumen Hefelyse-Puffer
aufgenommen, mit dem halben Volumen an Glas-Kugelchen (Durchmesser 425-600 pum)
versetzt und 5x fur 1 Min. gevortext. Die Glasperlen wurden entfernt und das Zell-Lysat fur
20 Min. bei 4 °C und 16.000 x g zentrifugiert. Die Proteinkonzentration des Uberstandes
wurde bestimmt und die Zell-Lysate bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Solubilisierungspuffer*:
1% NP-40, ImM PMSF, 1ImM DTT, 5mM EDTA, 1uM Pepstatin A

Hefelyse-Puffer*:
1% Triton X-100, ImM PMSF, 5mM DTT, 1,5 uM PMSF
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* Beide Puffer basierten auf PBS, es wurden jeweils 2 Tabletten Protease Inhibitor Cocktail
(Roche) pro 15 ml Puffer verwendet.

2.5.4 Metabolische Isotopenmarkierung von HelLa-S3 Zellen

Hela S3-Zellen wurden fir SILAC-Experimente in Argining- und Lysin-defizientem SILAC-
DMEM-Medium (Invitrogen, Pierce) kultiviert. Proteine wurden dabei Uber 6-8 Passagen
entweder ,,leicht“ (Zugabe von ?Cg-Lys und **C'*N4-Arg) oder schwer (Zugabe von **Cs-
Lys und “*Ce-Arg oder *Cg™°N4-Arg) vollstandig markiert. Diese Aminosduren wurden
gewahlt, um im Versuchsablauf folgenden in-Gel-Trypsinverdau carboxyterminal markierte
Peptide zu erhalten. Der vollstdndige Einbau der markierten Aminosduren in das Proteom
wurde mittels Massenspektrometrie bestimmt und durfte 90% Isotopenmarkierung nicht

unterschreiten.

2.5.5 Isotopenmarkierung von Hefeproteinen

Fur die Herstellung markierter Hefeprotein-Lysate fir SILAC-Experimente wurde der fir
Lysin und Arginin auxotrophe Hefestamm YAL6B in definiertem Hefe-SILAC-
Kulturmedium kultiviert. Fir die Markierung der Proteine wurden die stabilen Isotope der
Aminoséuren Arginin (5 mg/ml *Cs-Arg) und Lysin (30 mg/ml *Cs-Lys) eingesetzt. Fir den
SILAC-Versuchsansatz wurde parallel eine Kultur mit den unmarkierten Aminosauren
angesetzt.

Es wurden zwei Hefe-Kulturen zu je 1 Liter in SILAC-Kulturmedium mit einem kleinen
Volumen einer stationdren YAL6B-Kultur in YPD-Medium inokuliert (1:6000). Die Zellen
wurden fr 24 Stunden bei 30 °C und 180 rpm kultiviert und durch Zentrifugation fur 20 Min.
bei 5000 x g und 4°C geerntet. Das Zellsediment wurde einmal in eiskaltem H,0
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die Hefelysate wurden wie in 2.3.7.2 angegeben
hergestellt, deren Proteinkonzentration bestimmt und die Lysate mit flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Hefe-SILAC-Kulturmedium:

6,7 g/l YNB, 200 mg/l Adenin, 10 mg/l Histidin, 60 mg/l Leucin, 10 mg/l Methionin, 60 mg/I
Phenylalanin, 40 mg/l Tryptophan, 200 mg/l Tyrosin, 20 mg/l Uracil, 5 mg/l Arginin (**C
oder *C), 30 mg/I Lysin (**C oder *3C), 20 g/l Glucose*, pH 5,8

* Separat autoklaviert.
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2.5.6 Konfokale Lasermikroskopie

Fur die Mikroskopie an lebenden Zellen wurden HelLa S3-Zellen auf mit Poly-Ornithin
beschichteten Deckglasern (@=30 mm) ausgesaht und mit pEGFP- oder pcDNA-CFP
Konstrukten transfiziert. Die Transfektion erfolgte wie in 2.4.2 angeben. Fur die Mikroskopie
wurde das Medium entfernt, die Deckglaser in einer Kivette eingespannt und die Zellen mit
PBS (ohne Mg und ohne Ca) bedeckt. Zum Anférben endogener Proteine wurden 1 x 104
HelLa S3-Zellen auf Polyornithin-beschichteten Deckgldschen ausgesat und mit 4% (w/v)
Paraformaldehyd fixiert. Nach Permeabilisierung der Zellen mit Methanol (-20 °C) und
dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit den Primdr- und den
Sekundarantikdrpern in 0,2% (w/v) Fischgelatine/PBS. Gefarbte Zellen wurden in Mowiol
(Roth) eingedeckt.

Die Zellen wurden an dem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop LSM 510 Meta (Carl
Zeiss) mit einem 100x/1.3-Objektiv betrachtet. Die Anregung von YFP, CFP und Cy2
erfolgte mit einem Argon-Laser bei Wellenlangen von 514 nm (fur YFP), 458 nm (fir CFP)
und 488 nm (fir Cy2). Cy3 wurde mit Helium-Neon-Laser bei einer Wellenldnge von 543 nm

angeregt. Die Bildbearbeitung wurde mit dem Zeiss LSM Image Browser durchgefihrt.

2.6 Biophysikalische Methoden

2.6.1 Massenspektrometrische Proteinanalytik

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine duflRerst sensitive und sehr prazise Untersuchungs-
methode zur Bestimmung der Masse von freien gasférmigen Molekilionen im Hochvakuum.

Der prinzipielle Ablauf einer Massenanalyse umfasst die lonisierung der neutralen
Analytmolekiile, die anschlieBende Trennung der lonen im Massenanalysator nach ihrem
Masse/Ladungs-(m/z)-Verhéltnis und der schlieBlichen Identifizierung der lonen im Detektor.
Die Entwicklung schonender lonisierungsmethoden machte die Massenspektrometrie zu einer
der wichtigsten Methoden in der Proteinanalytik. Schonende lonisierungsmethoden sind u.a.
die Elektrospray lonisierung (ESI) und die Matrix-unterstiitzte-Laserdesorptionsionisation
(MALDI), die sich dadurch auszeichnen, dass sie keine Uberschiussige Energie auf das
Analytmolekill Gbertragen und dadurch kaum Fragmentierung auftritt. Daher eignen sich
diese Methoden insbesondere fur die Analyse groRer Molekiile und somit sehr gut fur die
Peptid- und Proteinanalytik. Die lonisierung der Proben in den durchgefuhrten Experimenten
erfolgte mittels ESI, bei der die lonisierung durch Verspriihen der Proteinldsung in ein starkes

elektrisches Feld erfolgt. Die Identifizierung einzelner Proteine kann bereits durch
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proteolytische Spaltung und die Analyse der entstandenen Peptide erfolgen (Peptidmassen-
Fingerabdruck, PMF). Die erhaltenen Peptidfragmentmassen kénnen fir eine Datenbanksuche
herangezogen werden, bei der in silico alle Proteine der gewahlten Datenbank mit derselben
Protease verdaut und die theoretischen mit den gemessenen Peptidmassen verglichen werden.
Aus diesem Vergleich kann das Protein eindeutig identifiziert werden. Genaue
Sequenzinformationen einer ausgewahlten Peptidmasse liefert die Tandem-MS-Analyse, bei
der zwei Massenanalysatoren miteinander gekoppelt werden. Im ersten Massenanalysator
werden Molekilmassen der durch proteolytischen Verdau entstandenen Peptide gefiltert und
im zweiten Massenanalysator Fragmentionenmassen nach der Framentierung dieser Peptide
bestimmt. Da so auch Peptidsequenzen bestimmt werden kénnen, kann die MS neben der
Identifizierung von Proteinen in komplexen Proteingemischen auch zur positionsgenauen
Analyse von Proteinmodifikationen wie beispielsweise  Phosphorylierungen und

Acetylierungen genutzt werden.

2.6.2 Quantitative Proteomik

Neben qualitativen Informationen kann die MS auch zur Gewinnung quantitativer
Informationen herangezogen werden. Die Voraussetzung dafir ist, dass die zu
untersuchenden Proteine und die daraus resultierenden Peptide sich in ihrer Masse von denen
der zu vergleichenden Probe unterscheiden und somit eindeutig zugeordnet werden kdnnen.
Fur die Markierung von Proteinen eignen sich Isotope, da sie sich von unmarkierten Proben
lediglich um eine dem Isotop-entsprechende Massendifferenz unterscheiden, sonst jedoch
physikochemisch dieselben Eigenschaften wir die natirlichen Isotope aufweisen. Diese
Eigenschaft wird bei der massenspektrometrischen Analyse ausgenutzt. Die Markierung mit
stabilen Isotopen kann sowohl auf Protein- als auch auf Peptidebene erfolgen, wobei man
zwischen metabolischen, chemischen oder enzymkatalysierten Isotopenmarkierungs-
verfahren unterscheidet. Die Quantifizierung erfolgt durch den Vergleich der
lonenintensitaten von Peptidpaaren (nicht markiert und isotopenmarkiert). Daraus wird das
als Anreicherungsfaktor bezeichnete Verhaltnis von schwer zu leicht (oder umgekehrt)
bestimmt. Um die umfangreichen MS-Datensatze auf quantitativer Ebene analysieren zu
konnen, gibt es MS-basierte Quantifizierungsprogramme wie MSQuant*®, MaxQuant!®”!
und Mascot Distiller, die eine schnelle und automatisierte Quantifizierung komplexer MS-
Datensatze ermdglichen.
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2.6.3 SILAC

SILAC (stable isotope labelling with amino acids in cell culture) ist eine MS-basierte
Methode zur in vivo Markierung von Proteinen. Sie erlaubt die relative Quantifizierung von
Proteinen in zwei (oder drei) verschiedenen Zustdnden (z.B. gesund vs. krank, Wildtyp vs.
Mutante, nicht modifiziert vs. modifiziert)***!. Die Markierung der Proteine erfolgt durch den
metabolischen Einbau von Aminosauren, die mit stabilen Isotopen (z.B. *H, *C, *N)
markiert sind. Der Einbau der stabilen Aminosduren-Isotope ins Proteom erfolgt durch den
natlrlichen Umsatz der Zelle wéhrend der Zellkultivierung im SILAC-Medium, dem die
verschiedenen Isotope zugesetzt sind. Fir ein Experiment kdnnen bis zu drei Zellpopulationen
parallel kultiviert werden, die sich lediglich in den zugegebenen Aminosaure-lsotopen
unterscheiden. Die markierten und die natlrlich vorkommenden Aminosduren unterscheiden
sich kaum in ihren chemischen Eigenschaften, daher verhalten sich die Zellpopulationen
identisch. Durch den Einbau der schweren Isotope kommt es zu einer Erhéhung des
Molekulargewichtes der markierten Peptide und somit zu einer Verschiebung des Signals im

Massenspektrum.

2.6.4 SILAC-Pulldown/MS-Experiment

GST-Fusionsproteine der untersuchten GYF-Domdanen wurden an einer Glutathion-
Sepharosematrix immobilisiert (s. 2.4.12) und mit Zell-Lysaten iber Nacht (ca. 20 h) bei 4 °C
inkubiert. Zur Bestimmung der Proteine, die ber die PRS-Bindungsstelle an die GYF-
Doméne binden wurden zwei parallele Pulldown-Experimente durchgefuhrt. Die PRS-
Bindungsstelle war dabei entweder zuganglich oder blockiert. Die Inhibition der PRS-
Bindungsstelle erfolgte durch Zugabe an inhibitorischem Peptid mit PPG®-Motiv in einer
Konzentration von 2 mM oder durch eingefiigte Mutation. Fir die Domanen vom Smy2-Typ
wurde das Pulldown-Experiment der WT-Domane mit *3C-markierten (**Ce-Lys/**Cs-Arg
oder *C"°N4-Arg) SILAC-Zell-Lysaten (s. 2.5.4/5) durchgefiihrt. Das parallel durchgefiihrte
Experiment mit der blockierten PRS-Bindungsstelle dagegen mit unmarkierten HelLa- oder
Hefe-Lysaten. Nach der Inkubation mit den Lysaten wurden unspezifisch gebundene Proteine
durch dreimaliges Waschen mit je 1 ml PBS entfernt und die Ansdtze vereint. Die
interagierenden Proteine wurden durch Aufkochen in SDS-Probenpuffer von dem GST-
Fusionsprotein geldst und tber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteinbanden wurden aus
dem Gel herausgeschnitten, tryptisch verdaut (s.2.4.15) und schlieflich massen-

spektrometrisch analysiert (Abbildung 2.1).
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Alternativ zur Verwendung von SILAC-Zell-Lysaten erfolgte die fir die Isotopenmarkierung
der Peptide beim tryptischen Verdau in *0-Wasser (s. 2.4.16). Die GST-fusionierte und
immobilisierte GYF-Doméne von CD2BP2 wurde mit unmarkiertem murinem Milzlysat
inkubiert, wobei die sich zu vergleichenden Experimente ebenfalls durch eine zugéangliche
und eine blockierte PRS-Bindungsstelle auszeichneten. Die Inhibition der Bindungsstelle
erfolgte hierbei durch Mutation. Die an die GYF-Doméne gebundenen Proteine beider
Ansatze wurden in separaten Gelbahnen aufgetrennt. Als zu vergleichende Proben wurden die
Banden, die in beiden Gelbahnen auf gleicher Hohe liefen, ausgewéhlt. Der tryptische Verdau
der Proteine des einen Pulldown erfolgte dann in schwerem Wasser (H,0), wohingegen der
des zu vergleichenden Pullldown in normalem Wasser erfolgte. Anschlielend wurden die

Proben vereint und massenspektrometrisch vermessen.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines SILAC-Affinitdts-Experimentes. In separaten Pulldown-
Experimenten wurden die WT-GYF-Doméne mit **C-markiertem Zell-Lysat und die GYF-Domane mit
inhibierter PRS-Bindungsstelle mit unmarkiertem Zell-Lysat inkubiert. Nach dem Vereinen der Ansétze wurden
die gebundenen Proteine eluiert, Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und tryptisch verdaut. Aus der
massenspektrometrischen Bestimmung der relativen Haufigkeiten der Peptide wurden spezifische
Bindungspartner der PRS-Bindungsstelle bestimmt.
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2.6.5 Quantifizierung und Datenauswertung

Die LC-gekoppelten MS-Messungen wurden von Dr. Michael Schimann (AG E. Krause,
FMP) entweder an einem ESI-Quadrupole-TOF-MS (Q-Tof Ultima APl (Micromass)), in
Kombination mit einer CapLC-Anlage (Waters) oder an einem LTQ Orbitrap XL (Thermo
Fisher) in Kombination mit einer Eksigent NanoLC-Ultra Anlage (Axel Semrau GmbH,
Dreieich) durchgefiihrt. Der Unterschied beider Geréte besteht in ihrem Auflésungsvermdgen
und dem Zeitaufwand fur eine Messung. Messungen am Orbitrap ergaben fir komplexe
Peptidgemische umfangreichere Datensdtze und mit einer deutlich grolReren Anzahl
identifizierter Proteine.

Die Proteinidentifizierung erfolgte durch Datenbanksuche gegen die Swissprot-Datenbank mit
dem Mascot Daemon Programm. Die Quantifizierung der Peakintensitdten der zu
vergleichenden Peptide der SILAC-Experimente erfolgte mit der MS Quant- oder der
MaxQuant-Software. Fir ein identifiziertes Protein mussten mindestens zwei Peptide
quantifiziert werden, um den Anreicherungsfaktor zu bestimmen. Peptide der *O-Versuche
wurden mit dem Mascot Distiller quantifiziert.

Fur Proteine, die mit MsQuant-Software oder dem Mascot Distiller quantifiziert wurden,
mussten manuell die Quantifizierungsergebnisse ausgewahlt werden, die auf den meisten
Peptiden basierten. Die manuelle Auswahl war durch die Quantifizierungssoftware bedingt,
da die Quantifizierungsergebnisse der einzelnen Gelbanden nicht zusammengefasst wurden
und ein Protein oftmals in mehreren Gelbanden zu finden war. Daruber hinaus wurden auch
Proteine, deren Quantifizierungsergebnis lediglich auf einem einzigen Peptid beruhte,
manuell Uberprift. Peptide mit Fehlspaltstelle und/oder einer Oxidation wurden nicht
berlicksichtigt. Somit konnten noch einzelne Proteine fur die Versuchsauswertung
herangezogen werden.

Die Experimente fir die untersuchte GYF-Doméne wurden mindestens zweimal
durchgefuhrt. Fur die Auswertung wurden die Proteine herangezogen, die in beiden
Experimenten bei einem Mischverhéltnis von 1:1 mit einem minimalen Anreicherungsfaktor
von 2 (fur die WT-GYF-Domadne) bestimmt wurden. Der minimale Anreicherungsfaktor von
2 wurde dabei gewéhlt, da durch die spate Zusammenfiihrung der Proben die
Wahrscheinlichkeit fur eingeftigte Verschiebungen des Mischverhéltnisses zu erwarten war.
Fur die identifizierten Proteine wurden PPG®-Motivsuchen mit der ScanProsite-Software
(http://prosite.expasy.org/scanprosite)*°? 1 durchgefiihrt und die zellulare Lokalisation nach
den Eintragen in der Uniprot-Datenbank (http://www.uniprot.org/)"*"! zugeordnet. Mithilfe
der STRING-Datenbank (http://string-db.org/)™** wurden unter den identifizierten Proteinen
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bereits beschriebene Interaktionen ermittelt. Aus all diesen Bewertungskriterien wurde
schliellich das potentielle Interaktom der Domanen definiert.

2.6.6 NMR-Spektroskopie

Untersuchungen an Proteinen auf atomarer Ebene konnen mittels NMR-Spektroskopie
durchgefiihrt werden. Verschiedene Aufnahmetechniken liefern Informationen Uber die
Faltung des Proteins (1D) oder werden fir Interaktionsstudien und zur Bestimmung von
Bindungskonstanten (2D), sowie der Strukturaufklarung (3D) der untersuchten Proteine
genutzt.

Die Voraussetzung fir die NMR ist, dass die zu untersuchenden Atomkerne eine
Kernspinquantenzahl besitzen, die ungleich Null ist. Die einfachste Messung ist die
Aufnahme eines NMR-Spektrums auf der Basis des natiirlich vorkommenden *H, dessen
Kernspin ¥ betragt. Fiir NMR-spektroskopische Proteinuntersuchungen werden neben ‘H-
Atomen auch N- und C-Atome genutzt. Im Gegensatz zu 'H besitzt das natiirlich
vorkommende *2C einen Kernspin von Null und eignet sich somit nicht fiir die NMR-
Spektroskopie. **N dessen Kernspinquantenzahl 1 ist, ist ebenfalls ungeeignet fiir die NMR-
Untersuchung von Proteinen. Neben dem magnetischen Dipolmoment besitzt der Spin auch
ein elektrisches Quadrupolmoment was dessen Auswertung erschwert. Um diese Kerne
dennoch detektieren zu konnen, erfolgt eine metabolische Markierung der zu untersuchenden
Proteine durch die Expression in definierten Minimalmedien, dabei sind entweder *°NH,ClI als
Stickstoffquelle oder *C-Glucose als Kohlenstoffquelle enthalten.

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten NMR Messungen wurden *>N-markierte Proteine in
E. coli exprimiert und gereinigt. Sofern nicht anders angegeben, basierten die Proteinlésungen
auf PBS. Das Probenvolumen betrug jeweils 550ul, wobei immer 10% D,O in der zu
messenden Probe enthalten war. Fir Titrationsexperimente wurde der pH-Wert in jeder Probe
kontrolliert. Die Messungen wurden an den NMR Geraten AV600 (Bruker) und AV750
(Magnex) bei 300K aufgenommen, es wurden dabei Pulsprogramme fur zweidimensionale
'H-"N-HSQC Spektren verwendet.

2.6.7 Bestimmung von Bindungskonstanten

Fir die NMR-spektroskopische Bestimmung von Bindungskonstanten wurden HSQC-
Spektren mit steigender Ligandenkonzentration aufgenommen. Der unmarkierte Ligand
lieferte keine Signale, wodurch nur die Resonanzen des markierten Proteinriickgrats im

Spektrum zu sehen waren. Eine Bindung des Liganden l&sst sich an Resonanzénderungen der
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an der Bindung beteiligten Aminoséauren beobachten. Fir niedrigaffine Bindungen zwischen
Protein und Peptid (im uM Bereich) sollten sich die Resonanzen im HSQC verschieben. Es
erscheint nur ein Signal fir den gebundenen Zustand, da die Austauschraten zwischen
gebundenem und ungebundenem Zustand so hoch sind (fast exchange). Es werden daher nur
Zwischenzustande von freiem Protein und Protein-Ligand Komplex detektiert.

Die chemischen Verschiebungen der *>N- und *H-Atome nach Peptidzugabe wurden fiir die
Berechnung der Bindungskonstante herangezogen. Es wurde der Index der Peakverschiebung

nach folgender Formel bestimmt:

Peakverschiebung =/ (10xA*H)? + (2xA*®N)?

Die Gewichtungsfaktoren der Anderung der chemischen Verschiebungen betragen 10 fiir *H
und 2 fir ™N. Fir die hyberbolische Kurvenanpassung und die Bestimmung der
Bindungskonstante wurde die Microcal OriginQ Software benutzt. Die Anderungen der
chemischen Verschiebungen wurden gegen die Peptidkonzentration aufgetragen, und eine 1:1

Bindung wurde angenommen.

2.6.8 NMR-Bindungsstudien mit den small molecules

Gekaufte Verbindungen der ChemBioNet-Bibliothek wurden in 100% DMSO aufgenommen.
Die Konzentrationen dieser Stammldsungen betrugen entweder 50 oder 100 mM. Zur
Untersuchung der Bindung der Molekiile wurden NMR-Proben der “>N-markierten GYF-
Doméne von CD2BP2 in PBS mit 10% D,0O und der untersuchten Verbindung hergestellt und
mittels °N-HSQC-NMR-Spektroskopie untersucht. Die maximale DMSO-Konzentration in
den NMR-Proben sollte dabei 5% nicht Uberschreiten, da eine Verschiebung der NH-
Resonanzen der GYF-Doméne bereits durch DMSO hervorgerufen wird. Die Konzentration
der untersuchten Verbindungen betrug in den Proben zwischen 0,2 mM und 1,98 mM. Die zu
vergleichenden NMR-Proben ohne Verbindung, enthielten gleiche Protein- und DMSO-

Konzentrationen (s. 6.8, Anhang).

2.6.9 Fluoreszenztitration zur Bestimmung von Bindungskonstanten

Die Dissoziationskonstanten von Peptidliganden fir die GYF-Doméne von CD2BP2 wurden

auch Uber Fluoreszenztitration ermittelt. Fiir die Fluoreszenztitration konnte die intrinsische
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Fluoreszenz der GYF-Doméne genutzt werden die auf den aromatischen Aminosauren
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin basiert.

Die Titrationsexperimente erfolgten mit 3 uM Proteinlésungen der GST-fusionierten GYF-
Doméne (WT oder W8R Y33A Mutante) in PBS bei 25 °C durch Zugabe steigender
Konzentration des Peptids. Die Anregung der intrinsischen Fluoreszenz der GYF-Doméne
erfolgte bei einer Wellenldnge von 280 nm an einem Perkin LS-50B Fluorimeter (Perkin
Elmer, Wellesley, Massachusetts, USA).

Die Zentroidverschiebungen der Emissionsspektren im Bereich von 300 — 400 nm wurden mit
der SpecWin Software (zur Verfiigung gestellt von Sebastian Modersohn) bestimmt. Aus der
Auftragung der Zentroidverschiebung gegen die steigende Ligandenkonzentration wurden die
Dissoziationskonstante wie bei der Auswertung der NMR-Titrationsdaten (s. 2.6.7) ermittelt.
Hintergrundspektren der Peptidliganden wurden ebenfalls aufgenommen und von den
Titrationsspektren subtrahiert. Die Fitkurve wurde aus einer Einfachbestimmung unter
Annahme einer &quimolaren Bindung erstellt. Der angegebene Fehlerwert resultiert daher aus

der Fitkurve.

2.6.10 Swiss-Model

Da es keine Struktur der GYF-Doméane vom GIGYF2 gibt wurde diese unter Verwendung der
Swiss-Model Software (SwissModel Automatic Modelling Mode)! % 11 erstellt. Aus der
Sequenz der GYF-Doméne (AS 531-596) und unter Angabe der zu verwendenden Kette A
der Smy2-Struktur (PDB: 3FMA) wurde das Modell erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Interaktom der GYF-Domanen vom Smy2-Typ

Im Mittelpunkt der Analyse des Hefeproteins Smy2 und des humanen Proteins GIGYF2 stand
die Identifizierung der durch die GYF-Doménen vermittelten Protein-Interaktionen. Mittels
Affinitatsaufreinigung und massenspektrometrischer Identifizierung der an die GYF-
Doménen gebundenen Proteine sollten potentielle in vivo Bindungspartner beider Proteine
ermittelt werden. Smy2 und GIGYF2 sind zytoplasmatische Proteinel*> *°! deren GYF-
Domanen vom Smy2-Typ eine gewisse Sequenzéhnlichkeit aufweisen (s. Abbildung 1.4). Ob
dariiber hinaus weitere Gemeinsamkeiten, beispielweise in Bezug auf das Interaktom

existieren, sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

3.1.1 Peptid-vermittelte Inhibition der PRS-Bindungsstelle.

Eine Voraussetzung fur die durchgefuhrten Affintitdtsexperimente war die spezifische
Inhibition der PRS-Bindungsstelle der GYF-Domanen. Die Inhibition erfolgte entweder durch
Mutation der Bindungsfurche oder durch Zugabe eines Peptids mit einem Bindungsmotiv im
Uberschuss. Fiir Affinitatsexperimente der GYF-Doménen vom Smy2-Typ wurde die Peptid-
vermittelte Inhibition der PRS-Bindungsstelle genutzt.

Das verwendete Peptid flr die Inhibition der Smy2-GYF-Doméne enthielt eine Teilsequenz
des  Hefeproteins  Msl5.  Der inhibitorische  Effekt dieses als  Msl5-L1
(SIAPPPGLSGPPGFSN) bezeichneten Peptids wurde bereits gezeigt. AulRerdem war die
Bindungskonstante, welche im Bereich von 8-25uM liegt, bereits aus NMR- und
Fluoreszenztitrationsexperimenten bekannt™"). Fiir die GYF-Domane von GIGYF2 hingegen
wurden die aus einem Phagen-Display-Experiment (durchgefiihrt von Dr. Michael Kofler)
stammenden Peptide PD2 (HVGPPPGLEVQ) und PD3 (EFFGPPGLDRP) auf lhre Eignung
zur Inhibition der PRS-Bindungsstelle untersucht.

Die Bindung der Peptide PD2 und PD3 an die GYF-Doméne von GIGYF2 wurde anhand von

Fluoreszenztitrationen dokumentiert. Dazu wurden Emissionsspektren der GST-fusionierten
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GIGYF2-GYF-Domane mit steigender Peptidkonzentration im Bereich von 300 - 400 nm
aufgenommen. Die Anregung der intrinsischen Fluoreszenz der GYF-Doméne erfolgte mit
einer Wellenlange von 280 nm. Die Komplexbildung zwischen der GYF-Doméne und einem
Peptid flihrte zu einer Abschirmung der an der Bindung beteiligten Aminosaureseitenketten
vom Losungsmittel. Der mit der Komplexbildung verbundene Effekt der Verschiebung des
Emissionsspektrums konnte mit Hilfe der Fluoreszenz-Emissions-Spektroskopie verfolgt
werden. Uber die Zentroidverschiebung in den Emissionsspektren wurde die Bildung eines
1:1 Komplexes zwischen der GYF-Doméne und den Peptiden nachgewiesen. Die
Bestimmung der Bindungskonstante erfolgte durch Auftragung der resultierenden
Zentroidverschiebungen gegen die steigende Peptidkonzentration (Abbildung 3.1). Unter der
Annahme einer &quimolaren Bindung ergaben sich aus den Titrationskurven die
Dissoziationskonstanten von 50 UM + 6 uM fir PD2 und 117uM % 15 uM fur PD3.
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Abbildung 3.1: Fluoreszenztitrationen der GIGYF2-GYF-Dom&ne mit den Peptiden PD2 und PD3. Zu einer
3 UM Proteinlésung der GST-fusionierten GYF-Domane von GIGYF2 wurden lber den Titrationsbereich 0-
375 uM die Peptide PD2 und PD3 zugegeben. Aufgetragen sind die aus der Protein-Peptidkomplex-Bildung
resultierenden Zentroidverschiebungen der Emissionsspektren gegen die steigende Peptidkonzentration. Die
Bindungskurven wurden mit der Origin Software gefittet und unter der Annahme einer dquimolaren Bindung die
Dissoziationskonstanten ermittelt. Die angegebenen Fehlerwerte resultierten aus den Kurvenanpassungen (Fit-
Fehler).

Die Peptide PD2 und PD3, sowie das Phagen-Display-Peptid PD1 (EFGPPPGWLGR) fir die
CD2BP2-GYF-Domanel®®!, wurden zudem auf ihre inhibitorische Wirkung in einem
Pulldown-Experiment mit HelLa-Lysat untersucht. Die F&higkeit der GIGYF2-GYF-Doméne
prolinreiche Sequenzen zu binden sollte anhand des Proteins SmB/B* analysiert werden. Eine

erfolgreiche Inhibition der Domane durch die Zugabe der Peptide sollte in fehlender
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Immunodetektion von SmB/B° resultieren. SmB/B‘ ist kein bestdtigter in Vvivo
Bindungspartner fur die GIGYF2-GYF-Domane. Fur das Experiment konnte es aufgrund
seiner funf PPGM-Bindungsmotive fir die GYF-Domane dennoch genutzt werden. Der
Western Blot in Abbildung 3.2 demonstriert, dass SmB/B‘ und die Domine miteinander
interagierten (Spur 5) und eine Zugabe jedes der drei Peptide (Spuren 1-3) in einer
Konzentration von 2 mM im Zell-Lysat die Interaktion verhinderte. Eine unspezifische
Bindung von SmB/B‘ an die Glutathion-Sepharose (Spur 4), sowie eine unspezifische
Reaktion des Antikorpers mit der immobilisierten GST-fusionierten Doméne (Spur 6) war
nicht zu beobachten. Auch das Peptid PD1 (EFGPPPGWLGR), welches als Ligand fir die
GYF-Doméne von CD2BP2 ermittelt wurde, zeigte trotz des PPGW-Motivs eine
ausreichende Inhibition.

1 2 3 = 5 6

kba M PD1 PD2 PD3 - + PBS
calem Spur Protein Inkubiert mit
o
50| - 1 GIGYF2-GYF  Lysat, 2mM PD1
36| a— 2 GIGYF2-GYF  Lysat, 2mM PD2
IGYF2-GYF L 2mM PD
- SmB/e’ 3 GIG G ysat, 2m 3
22| - 4 unbeladen Lysat
16| w—-— 5  GIGYF2-GYF Lysat
6 6 GIGYF2-GYF PBS
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Abbildung 3.2: Inhibition der PRS-Bindungsstelle der GIGYF2-GYF-Domane durch die Phagen-Display-Peptide
PD1, PD2 und PD3. Dic Western Blot Analyse mit dem gegen SmB/B‘-gerichteten Antikorper zeigte eine
Bindung von SmB/B* an die GIGYF2-GYF-Domdne (Spur 5). Die Interaktion wurde durch Zugabe von 2 mM
Peptid inhibiert (Spuren 1-3). Eine unspezifische Bindung von SmB/B‘ an die Matrix (Spur 4) oder eine
unspezifische Detektion des GST-GIGYF2-GYF durch den Antikérper (Spur 6) erfolgte nicht. Rechts: Legende
der Pulldown-Bedingungen.

Fur die folgenden Experimente wurde das starker bindende Peptid PD2 in einer Konzentration

von 2 mM eingesetzt.

3.1.2 Strategie zur Identifizierung von Bindungspartnern

Zur Bestimmung der Bindungspartner der PRS-Bindungsstelle der GYF-Domanen wurden
GST-Pulldown-Experimente in Kombination mit der SILAC-Methode (s. 2.6.3) durchgefihrt
(Abbildung 3.3). Diese Strategie wurde angewandt, um die spezifisch tber die PRS-
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Bindungsstelle der GYF-Doménen gebundenen Proteine  mittels  quantitativer

Massenspektrometrie zu ermitteln.

Proteinexpression Herstellung der SILAC- Vortests zur
und -aufreingung Kulturen und -Lysate Bindungsinhibition
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Abbildung 3.3: Allgemeiner Ablauf eines SILAC-Pulldown-Experimentes von der Proteinexpression bis zur
Datenauswertung.

Zu Beginn der Versuche wurden die GST-Fusionsproteine in E. coli exprimiert und
aufgereinigt, sowie die SILAC-Zellkulturen angelegt und aus ihnen Lysate hergestellt. Zwei
parallele GST-Pulldown-Experimente wurden durchgefiihrt, bei denen die PRS-
Bindungsstelle entweder zuganglich oder inhibiert war. Nach Durchfiihrung der parallelen
Pulldown-Experimente wurden die gebundenen Proteine iber SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Proben fur die MS-Analyse wurden anschlieBend durch tryptischen in-Gel-Verdau von ca.
30 Einzelbanden pro Gelspur vorbereitet. Die Messungen der Proben, durchgefihrt von Dr.
Michael Schumann (AG E. Krause, FMP), erfolgten am Q-Tof- und am Orbitrap-

Massenspektrometer. Fur die Auswertung der Q-Tof-Messungen wurde die MSQuant-
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Software (Version v2.0)% genutzt. Nach 2010 erfolgten die Messungen am Orbitrap und die
Quantifizierung mit der MaxQuant-Software (Version 1.0.13.13)1%!,

Zur Bestimmung des Interaktoms der GYF-Domanen wurden die Proteine weiter betrachtet,
die in mindestens zwei Experimenten mit 2 Peptiden identifiziert wurden und einen
minimalen Anreicherungsfaktor von 2 (H/L oder L/H) besallen. Flr die Proteine wurden
anschlieBend beschriebene Interaktionspartner (STRING-Datenbank), ihre zellulére
Lokalisation (Uniprot-Datenbank) und in ihrer Proteinsequenz enthaltene Bindungsmotive der
GYF-Doménen ermittelt (ScanProsite-Software) (s. 2.6.5).

3.1.3 Das Interaktom der Smy2-GYF-Domdne

Die Untersuchung der Uber die PRS-Bindungsstelle vermittelten Proteininteraktion der Smy2-
GYF-Doméne erfolgte in zwei SILAC-Pulldown-Experimenten. Dabei wurde die WT-
Doméne mit zugénglicher PRS-Bindungsstelle mit der durch 2 mM Msl5-L1-Peptid
(SIAPPPGLSGPPGFSN) inhibierten PRS-Bindungsstelle verglichen.

Die MS-Analyse der interagierenden Proteine der beiden SILAC-Pulldown-Experimente
resultierte in der Identifizierung von insgesamt 124 Proteinen, die mit mindestens 2 Peptiden
quantifiziert wurden (Abbildung 3.4). Die der Quantifizierungsergebnisse der 124 Proteine

sind dem Anhang zu entnehmen (s. 6.3).

/ \
// /ﬁ\
Orbitrap v/ “ \ Q-Tof
587 | 124 ‘ 138
\

Abbildung 3.4: Venn-Diagramm der Smy2-GYF-Pulldown-Experimente. Die massenspektrometrische Analyse
gebundener Proteine lieferte insgesamt 144 Proteine mit der Q-Tof-Messung und 587 Proteine mit der Orbitrap-
Messung. Die Schnittmenge der Proteine, die in beiden Messungen mit mindestens 2 Peptiden identifiziert
wurden, umfasst 124 Proteine.

Von den 124 Proteinen besalen 13 Proteine mindestens ein PPG[ACEFGILMVWY]-
BindungsmotivE" fiir die Smy2-GYF-Domane. Nach Ausschluss der Proteine, die in beiden
Experimenten einen Anreicherungsfaktor kleiner als Zwei besal3en, reduzierte sich die Anzahl
potentieller Bindungspartner auf 44 Proteine. Zehn Proteine in der verkirzten Proteinliste

besalen ein Bindungsmotiv.
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Abbildung 3.5 zeigt die Auftragung der Anreicherungsfaktoren gegen die Anzahl der
quantifizierten MS-Spektren eines Proteins. Aus der Analyse der Proteinfraktionen am Q-Tof
(Experiment 1) und am Orbitrap (Experiment 2) resultierten deutliche Unterschiede in der

Komplexitét der Quantifizierungsergebnisse.
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Abbildung 3.5: Streudiagramme der Smy2-GYF-Pulldown-Experimente. Aufgetragen sind die Anreicherungs-
faktoren (H/L) der identifizierten Proteine gegen die Anzahl quantifizierter MS-Spektren. Die
massenspektrometrische ldentifizierung der Proteine erfolgte entweder am Q-Tof (A) oder am Orbitrap (B).
Bindungspartner, die in beiden Experimenten tbereinstimmend angereichert wurden, sind gelb hervorgehoben.

Die Anreicherungsfaktoren des ersten Experimentes (Abbildung 3.5, A) verteilten sich um
den Faktor 2 was vermutlich auf einem verschobenen Mischverhéltnis beruhte. Im zweiten
Experiment (Abbildung 3.5, B) gab es dagegen zwei Populationen von identifizierten
Bindungspartnern. Proteine, die fiir die WT-Domadne angereichert waren, besalen einen

Anreicherungsfaktor groRRer als Eins. Die zweite Population, von denen 90% der Proteine
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ausschlieBlich im zweiten Experiment identifiziert wurden, zeichnete sich durch einen
Anreicherungsfaktor kleiner als Eins aus. Es handelte sich bei den Proteinen (H/L < 1) somit
um unspezifisch gebundene Proteine. In beiden Experimenten konnten Proteine ermittelt
werden, die spezifisch Uber die WT-Domane angereichert wurden (Abbildung 3.5, in Gelb
hervorgehoben).

In der Proteinliste der 44 potentiellen Interaktionspartner gab es eine Reihe von Proteinen, die
entweder zu einem Komplex gehorten oder in einem funktionalen Kontext zu einander
standen. In Abbildung 3.6 sind die 18 Proteine aufgefuhrt, die nach den Ausschlusskriterien
des Anreicherungsfaktors, der zellularen Lokalisation und der Verteilung der PPG®-Motive,
die wahrscheinlichsten Interaktionspartner der Smy2-GYF-Doméne waren. Fir Proteine ohne
PPG®-Motiv, die hier als sekundare Bindungspartner deklariert wurden, gibt es beschriebene

Interaktionen mit den direkten Bindern (BioGrid-Datenbank).
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BRRZ

MUD?

Translationskontrolle

CAF130

@

mRNA Kontrolle

Abbildung 3.6: Interaktom der Smy2-GYF-Domane. Dargestellt sind die 18 Proteine, die als wahrscheinlichste
Interaktionspartner der Smy2-GYF-Doméne anzusehen sind. Proteine, die ein Bindungsmotiv fiir die Doméne
besitzen sind griin markiert. Angereicherte Proteine ohne Bindungsmotiv sind beschriebene Interaktionspartner
(BioGrid-Datenbank) von Proteinen, die ein Motiv besitzen. (1) > 1161181 () [119-121]
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Die 18 Proteine, die an verschiedenen zelluldaren Prozessen beteiligt sind umfassen
Komponenten des CCR4-Not-Komplexes (Caf130, Ccr4, Pop2, Notl, Not4 und Not5), das
Protein Newl, die Exonuklease Xrnl, den Translationsinhibitor Eapl sowie Proteine die an
spleiBosomalen Prozessen beteiligt sind (Lsm2, Lsm5, Brr2, Mud2, Msl5, Prp8, Nop3, Smd2
und Snull4).

Die hier als spezifische Interaktionspartner deklarierten Proteine der PRS-Bindungsstelle der
Smy2-GYF-Doméne sind an mRNA-Prozessierungsprozessen wie dem Spleilien, der

Degradation und der Translationskontrolle von mRNA beteiligt.

3.1.4 Das Interaktom der GIGYF2-GYF-Domane

Fur die Ermittlung von Interaktionspartnern der GYF-Domaéne des humanen GIGYF2 wurden
drei Experimente durchgefihrt. In den Experimenten wurde jeweils die WT-Doméne gegen
die mit 2 mM PD2-Peptid (HVGPPPGLEVQ) inhibierte GYF-Domane verglichen. Der erste
Versuch (Experiment 1) wurde mit Gesamtzell-Lysat aus HelLa-Zellen durchgefihrt.
Aufgrund der zytoplasmatischen Lokalisation von GIGYF2 und der vielen identifizierten
Kernproteine (etwa 50% aller identifizierten Proteine) wurde der SILAC-Pulldown mit der
zytoplasmatischen  Fraktion von HelLa-Zellen wiederholt (Experiment 2). Das
Mischungsverhaltnis in Experiment2 betrug 1:2 an spezifischen zu unspezifischen
Bindungspartnern, um spezifisch gebundene Proteine eindeutiger zu identifizieren

Die Identifizierung der Bindungspartner erfolgte fir beide Versuche am Q-Tof-
Massenspektrometer. Im dritten Experiment wurde ebenfalls die zytoplasmatischen Fraktion
von Hela-Zellen eingesetzt (Mischungsverhdltnis von 1:1) und die Messung der Proben
wurde am Orbitrap-Massenspektrometer durchgefiihrt.

Q-Tof (Exp. 2)
78

Orbitrap (Exp. 3) Q-Tof (Exp. 1)
729 351

Abbildung 3.7: Venn-Diagramm der GIGYF2-GYF-Pulldown-Experimente. Die massenspektrometrische Analyse
am Q-Tof-Spektrometer lieferte fur das Experiment 1 (Gesamtzell-Lysat) 351 identifizierte Proteine und fir das
Experiment 2 (zytoplasmatische Fraktion) 78 identifizierte Proteine. Die Messung des Experimentes 3 mit der
zytoplasmatischen Fraktion am Orbitrap-Spektrometer resultierte in der Identifizierung von 729 Proteinen.
Insgesamt wurden 243 Proteine identifiziert, die in mindestens zwei Experimenten gefunden wurden.
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Aufgrund der unterschiedlichen experimentellen Parameter resultierten die drei Experimente
in einer sehr unterschiedlichen Anzahl an identifizierten Proteinen (Abbildung 3.7). Das
Experiment 1 mit dem Gesamtzell-Lysat lieferte 351 Proteine und das Experiment 2 mit der
zytoplasmatischen Fraktion 78 Proteine. Die Messung des dritten Experimentes, durchgefuhrt
am sensitiveren Orbitrap-Massenspektrometer, lieferte 729 identifizierte Proteine. Insgesamt
wurden 243 Proteine in mindestens zwei Versuchen gefunden, von denen alle im
Experiment 3 identifiziert wurden. In den Abbildungen 3.8.1/2 sind die Streudiagramme der

einzelnen Experimente gezeigt.
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Abbildung 3.8.1: Streudiagramme der GIGYF2-GYF-Pulldown-Experimente | und II. Aufgetragen sind die
Anreicherungsfaktoren (H/L) der identifizierten Proteine gegen die Anzahl quantifizierter Spektren. Die
massenspektrometrische Protein-Identifizierung erfolgte am Q-Tof-Spektrometer. (A) Experimente 1 wurde mit
Gesamtzell-Lysat durchgefiihrt. (B) Experiment 2 erfolgte mit der zytoplasmatischen Fraktion von HelLa-Zellen.
Bindungspartner, die in mindestens zwei Experimenten ubereinstimmend angereichert wurden, sind gelb
hervorgehoben.
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Abbildung 3.8.2: Streudiagramm des GIGYF2-GYF-Pulldown-Experimentes Ill. Aufgetragen sind die
Anreicherungsfaktoren (H/L) der identifizierten Proteine gegen die Anzahl quantifizierter Spektren. Die
massenspektrometrische Protein-ldentifizierung erfolgte am Orbitrap-Spektrometer. (C) Experiment 3 wurde mit
der zytoplasmatischen Fraktion von HelLa-Zellen durchgefilhrt. Bindungspartner, die in mindestens zwei
Experimenten Ubereinstimmend angereichert wurden, sind gelb hervorgehoben.

Fur die Q-Tof-Messung des ersten Experimentes streuten die Anreicherungsfaktoren im
Mittel um den Wert 3. Im Experiment 2 mit der zytoplasmatischen Fraktion waren die
Anreicherungsfaktoren um Eins gestreut. In Experiment 3 erhielt man zwei Populationen, die
um die Werte 0,1 und 10 verteilt waren. Die Proteine der zweiten Population
(Anreicherungsfaktoren um 10), stellten potentielle, PRS-vermittelte Binder der WT-Domane
dar. Von den Proteinen, die um den Wert 0,1 streuten, wurden ca. 85% ausschliellich im
dritten Experiment identifiziert. Es handelte sich somit um unspezifisch gebundene Proteine.
Fur die weitere Auswertung wurden nur die Proteine betrachtet, die in mindestens 2
Experimenten mit mindestens 2 Peptiden quantifiziert wurden. Die Anzahl potentieller
Bindungspartner reduzierte sich dadurch auf 243 Proteine. Die Suche nach einem
Bindungsmotiv ergab, dass 79 Proteine mindestens ein PPG[AEFHILMSTWY]-Motiv[37]
besallen. In Abbildung 3.9 sind exemplarisch Peptidspektren eines unspezifisch und eines
spezifisch an die GIGYF2-GYF-Doméne gebundenen Proteins aus Experiment 3 gezeigt: (A)
Das Peptid des Proteins Tubulin (MAVTFIGNSTAIQELFK, H/L: 1,4) als Beispiel eines
unspezifischen Bindungspartners und in (B) ein Peptid des spezifischen Bindungspartners Sec
31A (LPVIQMWDLR, H/L: 19,2).
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Abbildung 3.9: Peptidspektren fiir einen unspezifischen und einen spezifischen Bindungspartner der GIGYF2-
GYF-Domane. Links: Peptidspektrum des unspezifisch gebundenen Proteins TBB5. Rechts: Peptidspektrum des
spezifisch gebundenen Proteins Sec31A.

Aus den Experimenten gingen viele Proteine hervor, die an der mRNA-Prozessierung im
Zellkern beteiligt sind. Da etwa 50% der Proteine, die ein oder mehrere Bindungsmotive flr
die GIGYF2-Domane aufwiesen, zu Proteinen der mMRNA-Prozessierung gehdrten wurden im
Weiteren nur noch zytoplasmatische Proteine betrachtet. Nach Ausschluss der Proteine, die
nach den Eintrdgen der Uniprot-Datenbank ausschlieflich im Kern lokalisiert waren,
reduzierte sich die Anzahl potentieller Bindungspartner auf 89 Proteine. VVon diesen Proteinen
besalRen 36 Proteine ein Bindungsmotiv fiir die GYF-Doméne von GIGYF2. Innerhalb der
verkirzten Proteinliste konnten 4 funktionale Proteingruppen definiert werden: (1) COPII-
Proteine (coat protein complex II, COPII), (2) Proteine des SMN-Komplexes (survival of
motor neurons, SMN), (3) Proteine der zytoplasmatischen mRNPs (P Bodies und Stress
Granules) und (4) ribosomale Proteine.

Das Experiment mit der zytoplasmatischen Fraktion (Experiment2) lieferte vor allem
angereicherte Proteine, die an der Ausbildung der zytoplasmatischen COPII-Vesikel (Sec13,
16A, 23A, 23B, 24A und 31A) beteiligt sind. Dabei weisen Sec16A, Sec24A und Sec31A
Sequenzmotive auf, die von der GIGYF2-GYF-Domane gebunden werden kdnnen. Die Sec-
Proteine wurden ebenfalls im Experiment3 angereichert. In Experimentl, in dem
Gesamtzell-Lysat eingesetzt wurde, scheinen dagegen die zytoplasmatischen Bindungspartner
aufgrund der Vielzahl an zusatzlichen nukledren Proteinen unterreprdsentiert zu sein. In
Abbildung 3.10 sind die angereicherten Proteine der funktionalen Proteingruppen dargestellt.
Die Gruppe der ribosomalen Proteine wird nicht berlicksichtigt, da sie als unspezifische

Kontaminationen betrachtet werden, die an die Sepharose-Matrix binden!*?> 123!,
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Da fiir Smy2 eine Kolokalisation mit P Bodies beschrieben war*”, wurde die Proteinliste der
GIGYF2-Experimente nach Proteinen dieser zytoplasmatischen mRNPs durchsucht. Im ersten
Experiment wurde eine Reihe von Proteinen identifiziert, die in sogenannten Stress Granules
zu finden sind. Stress Granules sind ebenso wie P Bodies zytoplasmatische mRNPs, die sich
jedoch nach einer Stress-Situation bilden. Es handelt sich bei ihnen um dynamische
Aggregate, die sich in ihrer Proteinzusammensetzung abhéngig vom Stressimpuls veréndern.
Diese hohe Dynamik konnte ein Grund daflr sein, dass in den anderen Experimenten nicht
die gleichen Proteine gefunden werden konnten. Dagegen konnten in den Experimenten 1 und
3 Proteine identifiziert werden, die in P Bodies zu finden sind. Zu diesen P Body-Proteinen
gehoéren unter anderem Ago2, Mov10, Rentl und TNRCG6B, die mit Ausnahme von Ago2 ein
Motiv besitzen. Die Proteine Ago2 und TNRCG6B sind ebenfalls Proteinkomponenten der

Stress Granules.
SMN-Komplex assoziiert

PRMTS
WDR77 pICln

DDX20 GEMI6

GEMI4  GEMIS

GIGYF2-
GYF*

.. SEC23A - SEC23B

P Bodies / Stress Granules COPII Vesikel

Abbildung 3.10: Interaktom der GIGYF2-GYF-Domine. Die identifizierten Bindungspartner der GYF-Doméne
von GIGYF2 gehdren in die funktionalen Kontexte des vesikuléren Transports (coat protein complex 11, COPII)
des SMN-Komplexes (survival of motor neurons, SMN) und der zytoplasmatischen Aggregate den P Bodies und
Stress Granules. Proteine, die ein Bindungsmotiv fur die GYF-Doméne besitzen sind in Griin dargestellt.*Die
Struktur der Domane wurde mit Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org)™®® 1% erstellt.
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Aus den Pulldown-Experimenten gingen Interaktionspartner der GYF-Doméne von GIGYF2
hervor, die an vesikularen Prozessen und mRNA-assoziierten Funktionen beteiligt sind
(né&here Betrachtung siehe 4.4 Diskussion).

Die Quantifizierungsergebnisse der 243 identifizierten Proteine ist dem Anhang zu entnehmen

(s. 6.4). Proteine, die lediglich in einem Experiment gefunden wurden, sind nicht aufgefuhrt.

3.2 Validierung der SILAC-Ergebnisse fiir die GYF-Domdnen vom Smy2-Typ

Die Pulldown-Experimente lieferten mithilfe der MS-Analyse eine Vielzahl an Proteinen, die
fiir die untersuchten GYF-Doménen von Smy2 und GIGYF2 als Bindungspartner der PRS-
Bindungsstelle in Frage kommen. In Folgeexperimenten sollten die Interaktionen ebenso fur

die Volle-L&nge-Proteine bestatigt werden.

3.2.1 Interaktionspartner der GYF-Domane von Smy2

Das deklarierte Interaktom der Smy2-GYF-Doméne beinhaltete u.a. Proteine des CCR4-Not-
Komplexes, sowie die Proteine Lsm2 und Lsmb5. Zwei Proteine wurden ausgewahlt um ihre
Bindung an das Volle-Lange-Protein Smy2 zu untersuchen: CCR4 und Lsm5. CCR4 enthalt
ein  Bindungsmotiv fur die Smy2-GYF-Domdne und konnte somit ein direkter
Bindungspartner sein. Lsm5 besitzt selbst keine Bindungsmotive fir die GYF-Doméne von
Smy2, es war jedoch in beiden Experimenten angereichert und konnte ein indirekter
Bindungspartner der Smy2-GYF-Doméne sein. Dariiber hinaus wurde fir Lsm5 eine nukleére
und eine zytoplasmatische Lokalisation beschrieben*?4,

Um die Interaktion mit dem Volle-Lange-Protein zu untersuchen wurden CCR4 und Lsm5 in
einem TAP-Smy2-Hefestamm chromosomal mit einer C-terminalen 3xHA-Sequenz markiert
(s. 2.3.14). Der verwendete Hefestamm exprimiert bereits das Protein Smy2 mit einer C-
terminalen Tandemaffinitatsaufreinigungs-(TAP)-Markierung, die aus einem Calmodulin-
Bindungspeptid und zwei 1gG-Bindungsdoménen von Protein A aus S. aureus besteht. Uber
die TAP-Markierung sollte das Volle-Lange-Smy2 aus Hefezell-Lysat isoliert werden und
koprézipitierte HA-getaggte Proteine in einer Western Blot-Analyse ber den HA-Tag
detektiert werden.

Fir die chromosomale Markierung wurden PCR-Fragmente hergestellt, die die Sequenz fir
die HA-Markierung beinhalteten. Flankiert wurde die HA-Sequenz von homologen Bereichen
der Exonsequenz und der darauffolgenden Intronsequenz des Zielgens. Durch Transformation
der PCR-Fragmente in den TAP-Smy2-Hefestamm sollte durch homologe Rekombination das
PCR-Fragment ins Genom integriert werden. Da das PCR-Fragment zudem das Resistenzgen
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fiir Geneticin (G418) beinhaltete, konnten transformierte Hefezellen Uber die Resistenz gegen
G418 selektiert werden. Fir die Uberpriifung des HA-Tags der Proteine CCR4 und Lsm5
wurden Einzelklone von einer G418 Platte gepickt und in einer groRen Kultur herangezogen.
Von diesen Kulturen wurden Lysate hergestellt, die nach Affinitatsexperimenten im Western
Blot auf die HA-Markierung untersucht wurden (Abbildung 3.11, B).
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Abbildung 3.11: Uberpriifen des chromosomalen HA-Tags. (A) Affinitatsaufreinigung von TAP-Smy2 (ber
Calmodulin-Agarose. Fir den TAP-Smy2-Hefestamm und die transformierten Hefestdimme konnte eine
Proteinbande fur TAP-Smy2 (102,6 kDa) mit dem CBP-Antikorper nachgewiesen werden. Ein untransformierter
Kontrollstamm (YALG6B) zeigte keine Bande. (B) Immunoprazipitation der HA-getaggten Proteine durch anti-
HA-Beads. Prazipitierte Proteine wurden als Banden auf der Hohe des CCR4-HA (99,5 kDa) und des Lsm5-HA
(15,2 kDa) mittels anti-HA-Antikdrper detektiert.

Die Expression des TAP-Smy2 wurde ebenfalls tiberpriift. Die Inkubation der Hefelysate mit
Calmodulin-Agarose und der anschliefende Western Blot-Analyse zeigte, dass TAP-Smy2
aus den Lysaten des TAP-Smy2-Hefestamms und den transformierten TAP-Smy2-
Hefestdmmen isolierbar war. Die Detektion des TAP-Tags mit anti-CBP-Antikorpern lieferte
in allen TAP-Smy2-Hefestdmmen eine Proteinbande bei dem erwarteten Molekulargewicht
von ca. 100 kDa. Fir einen Kontrollstamm (YALG6B), der nicht das TAP-Smy2-Protein
exprimiert, wurde dagegen keine Bande detektiert (Abbildung 3.11, A).

Der Western Blot nach Inkubation der Lysate mit einer Matrix auf der ein anti-HA-Antikorper
immobilisiert war demonstriert, dass der TAP-SMY?2/CCR4-HA-Stamm eine Proteinbande
mit dem Molekulargewicht von etwa 100 kDa zeigte, die dem CCR4-HA zuzuordnen war.

Fur den TAP-SMY2/Lsm5-HA-Stamm konnte prazipitiertes Lsm5-HA mit dem erwarteten
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Molekulargewicht von 15,2 kDa detektiert werden (Abbildung 3.11, B). Die erfolgreiche
chromosomale Markierung der Proteine mit dem HA-Tag konnte somit nachgewiesen
werden.

Die Zell-Lysate wurden auBerdem in Koimmunoprazipitations-Experimenten (Co-1P) fur die
Untersuchung der Interaktion mit Smy2 eingesetzt. Um TAP-Smy2 aus den Lysaten zu
isolieren, wurden zwei verschiedene Matrices getestet. Es wurde sowohl IgG-Agarose, die mit
einem humanen Antikorper gekoppelt war, als auch eine Calmodulin-Agarose-Matrix
verwendet, um TAP-Smy2 zu isolieren. Ein Pulldown tber die HA-getaggten Proteine mittels
anti-HA-Matrix konnte nicht durchgefiihrt werden, da der TAP-Tag zwei 1gG-Domanen von
Protein A besaB. Dadurch ware es immer zu einer Isolation beider Proteine Uber die
Interaktion mit dem an der Matrix immobilisierten Antikdrper gekommen, ohne dass dies
zwangslaufig auf eine Interaktion beider Proteine zurlickzufiihren ist.

TAP-Smy2 konnte sowohl Uber die 1gG- als auch die Calmodulin-Agarose erfolgreich aus
den Lysaten isoliert werden. Eine Bindung der HA-getaggten Interaktionspartner an TAP-
Smy2 konnte mittels Western Blot nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Der Versuch
konnte aufgrund fehlender Mutanten-Hefestamme und fehlender Konstrukte fir die TAP-
Markierung des Smy2-Proteins nicht in anderen Hefestammen durchgeftihrt werden.
Stattdessen wurden die Lysate diesmal nur mit der GST-fusionierten Smy2-GYF-Doméne
inkubiert (Abbildung 3.12). Anhand des Western Blot in Abbildung 3.12 wird deutlich, dass
CCR4-HA mit der Smy2-GYF-Doméne interagierte, eine Bindung von Lsm5-HA konnte

dagegen nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.12: Untersuchung der Interaktion von Smy2-GYF mit Lsm5 und CCR4. Gezeigt ist der Western
Blot der GST-Pulldown-Analyse. Die immobilisierte Smy2-GYF-Domaéne zeigte nach Inkubation mit den
verschiedenen TAP-Smy2-Hefelysaten eine Interaktion mit CCR4-HA. Eine Kopréazipitation des sekundéren
Bindungspartners Lsm5-HA konnte nicht gezeigt werden.
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3.2.2 Interaktionspartner der GYF-Domane von GIGYF2

Die mittels MS gefundenen Interaktionspartner der GYF-Doméne von GIGYF2 wurden
ebenfalls auf ihre Interaktion mit dem Volle-Lange-GIGYF2 untersucht. Da Co-IP-Versuche
zum Nachweis einer Interaktion nicht funktioniert hatten, erfolgte die Validierung der
Interaktionspartner durch Kolokalisationsexperimente in HeLa-Zellen (durchgefuhrt von Gesa
Ines Albert).

Proteine der COPII-Vesikel konnten als eine Gruppe von Interaktionspartnern der GIGYF2-
GYF-Doméne mittels Affinitats-MS-Experimenten identifiziert werden. Von den COPII-
Proteinen wurde das Protein Sec31 gewahlt, da es in allen drei Pulldown-Experimenten stark
angereichert wurde und Bindungsmotive fiir die Doméane besitzt. Die Kolokalisation der
endogenen Proteine GIGYF2 und Sec31 wurde durch Immunfarbung fixierter und
permeabilisierter HelLa-Zellen demonstriert (Abbildung 3.13). Wie in Abbildung 3.13 zu
erkennen ist, konnten distinkte Farbungen beobachtet werden. Die Uberlagerung der Signale
zeigte, dass GIGYF2 und Sec31 kolokalisierten.

DAPI Anti-SEC31 Anti-GIGYF2

Abbildung 3.13: GIGYF2 und Sec31 kolokalisieren in HeLa-Zellen. Uber indirekte Immunfluoreszenz wurde die
Kolokalisation von GIGYF2 und Sec31 Uberprift. Die Anfarbung der endogenen Proteine erfolgte in fixierten
und permeabilisierten HeLa-Zellen mit anti-Sec31- (griin) und anti-GIGYF2-Antikérper (rot). Die Uberlagerung
der Signale (gelb) weist auf eine Kolokalisation beider Proteine hin.

Die deutlich angereicherten Sec-Proteine lieferten einen Hinweis auf eine Membran-
assoziierte Funktion oder Lokalisation von GIGYF2 an Kompartimentmembranen. Da COPII-
Vesikel am anterograden Proteintransport vom ER zum Golgi beteiligt sind, wurde auch die
Kolokalisation von GIGYF2 mit einem ER- und einem Golgi-Marker untersucht. Aus der
Uberlagerung der Signale zeigte sich, dass GIGYF2 sowohl mit dem ER als auch mit dem
Golgi-Apparat kolokalisiert (Abbildung 3.14).
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Golgi-EYFP GIGYF2-CFP

.

ER-ECFP GIGYF2-YFP

Abbildung 3.14: GIGYF2 ist am ER und am Golgi-Apparat lokalisiert. Lebendzell-Mikroskopie kotransfizierter
HelLa-Zellen mit einem GIGYF2-CFP (B) oder —YFP (E) Konstrukt und einem Golgi-Marker (Golgi-EYFP, A)
oder einem ER-Marker (ER-ECFP, D). Die Uberlagerung der Signale (gelb) weist auf eine Kolokalisation von
GIGYF2 mit dem Golgi Apparat (C) und dem ER (F) hin.

In den SILAC-Pulldowns mit der GYF-Domane von GIGYF2 wurden auch Proteine aus
Stress Granules und P Bodies als angereicherte Bindungspartner identifiziert. Dabei handelt
es sich um zytoplasmatische Granulae, die aus RNA und Proteinen bestehen. P Bodies und
Stress Granules unterscheiden sich in ihrer Proteinzusammensetzung, jedoch sind einige
Proteine in beiden Granulae-Arten enthalten®® %],

Es wurde daher untersucht, ob es zu einer Anderung der zellularen Lokalisation von GIGYF2
unter Stressbedingungen kommt. Die Lokalisationsstudien nach zellularem Stress durch
Behandlung der Zellen mit Arsen zeigten fiir GIGYF2 eine Kolokalisation mit dem Stress

Granule Marker Tia-1[2%61,
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DAP Anti-TIA-1 Anti-GIGYF2 Merge
DAPI Anti-TIA-1 Anti-GIGYF2 Aerge

Abbildung 3.15: Stress-induzierte Lokalisation von GIGYF2 in zytoplasmatischen Granulae. Fixierte Hel a-
Zellen wurden gegen GIGYF2 (rot, C) und TIA-1 (griin, B) geféarbt. In ruhenden Zellen wurde keine
Kolokalisation beider Proteine beobachtet (D). Die Behandlung der HeLa-Zellen mit Arsen flhrte zur Bildung
zytoplasmatischer Granulae (F,G) und einer Kolokalisation des Stress Granule-Markerproteins TIA-1 und
GIGYF2 in diesen Granulae (H).

3.2.3 Verteilung von PPG®-Motiven in Proteinen aus Mensch und Hefe

Aus den durchgefiihrten SILAC-Pulldown-Experimenten ging hervor, dass die GIGYF2-
GYF-Doméne Proteine der COPII-Vesikel bindet, wohingegen fir die Smy2-GYF-Domaéne
Proteine des CCR4-Not-Komplexes als Bindungspartner identifiziert wurden. Smy2 wurde
bereits in den Zusammenhang mit vesikularem Transport bzw. COPII-Vesikeln gebracht >
1 Fur Smy2 wurde eine Interaktion mit dem COPII-Protein Sec24 beschrieben, die nicht
tiber die GYF-Domane vermittelt wird®¥. Daher war es iberraschend die COPII-Proteine als
Interaktionspartner der GIGYF2-GYF-Doméne zu finden. Im Pulldown-Experiment mit der
Smy2-GYF-Doméne wurden die COPII-Proteine dagegen nicht identifiziert. Aufgrund dieser
unterschiedlichen Beobachtungen wurde die Verteilung von PPG®-Motiven im Proteom von
Mensch und Hefe betrachtet (Tabelle 3.1). Es zeigte sich, dass die COPII-Proteine von Hefe
keine PPG®-Motive aufweisen. Daher wurden sie nicht als Bindungspartner der Smy2-GYF-
Doméne identifiziert. Die humanen COPII-Proteine weisen dagegen PPG®-Motive auf und

konnten im GIGYF2-GYF-Experiment tber die PRS-Bindungsstelle angereichert werden.
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Tabelle 3.1: Vergleich der PPG®-Motivverteilung in Proteinen des CCR4-Not-Komplexes und der COPII-
Vesikel im Proteom von Mensch und Hefe. * Alternative Proteinnamen sind in Klammern angegeben.

CCR4-Not-Komplex:

Hefe Motive Human Motive
NOT1 (CDC39,ROS1)* PPGV CNOT1 (CDC39,KIAA1007,NOT1) PPGI
NOT2 (CDC36,DNA19) — CNOT2 (CDC36,NOT2) —
NOT3 — CNOT3 (KIAA0O691,LENG2,NOT3) —
MOT2 (CCL1,NOT4,51G1,SSF1) PPGI CNOT4 (NOT4) PPGI
NOTS5 PPGM
CCR4 PPGI CNOT6 (CCR4,KIAA1194) -
POP2 (CAF1) PPGI CNOT7 (CAF1) PPGT

CNOTS (CALIF,POP2) —

CAF40 — RQCD1 (CNOT9,RCD1) —
CAF130 — CNOT10 —
KEM1 (DST2,RAR5,SEP1,SKI1,XRN1) PPGF XRN1 (SEP1) 2x PPGT

COPII-Vesikel:

Hefe Motive Human Motive
SEC13 (ANU3) — SEC13 (D3S1231E,SEC13L1,SEC13R) —
SEC16 — SEC16A (KIAA0310,SEC16,SEC16L) PPGA/S/W
SEC24 (ANU1) - SC24A PPGA/Y
SC24B —
SEC31 (WEB1) — SEC31A (KIAA090,SEC31L1) PPGF/T
SEC23 — SC23A —
SC23B —
Konsensusmotive:
Smy2: PPG[ACFGILMVWY] GIGYF2: PPG[AEFHILMSTWY]

Proteine des CCR4-Not-Komplexes besitzen sowohl in Hefe als auch im Menschen
Bindungsmotive fir die GYF-Doménen vom Smy2-Typ. Dennoch wurden die humanen
Proteine des CCR4-Not-Komplexes, bis auf CNOT4, nicht im GIGYF2-Pulldown-
Experiment gefunden. Die GYF-Domanen von Smy2 und GIGYF2 besitzen zwar Struktur-
und Sequenzéhnlichkeiten, aber sie unterscheiden sich in den verschiedenen Organismen

bezuglich ihrer potentiellen Bindungspartner.

3.2.4 Vergleich der beschriebenen Interaktionen mit den Ergebnissen der

SILAC-Experimente

Die in der BioGrid (www.thebiogrid.org) und der IntAct-Datenbank (www.ebi.ac.uk/intact/)

bereits beschriebenen Interaktionspartner fur Smy2 und GIGYF2 wurden auf ihr Auftreten in
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den Pulldown-Experimenten durchsucht (Tabelle 3.2). Die von Ash et al. 2010, beschriebenen
Interaktionen wurden dabei nicht berticksichtigt, da sie Teil der vorliegenden Arbeit sind. Die
angegebenen  Methoden zur Bestimmung der Interaktionen umfassen  dabei
Affinitatsaufreinigungen, Rekonstitutionsassays und genetische Interaktionsanalysen.
Tabelle 3.2 gibt die Anzahl der Proteine der Datenbanken an, die mithilfe der entsprechenden
Methoden identifiziert wurden. Zum Vergleich ist die Anzahl der bereits beschriebenen
Interaktionspartner die auch in den SILAC-Experimenten identifiziert wurden der
entsprechenden Methode zugeordnet. Daraus ist erkennbar, dass beim SILAC-Experiment
nicht alle beschriebenen Interaktionen identifiziert wurden (néhere Betrachtung siehe 4.1.1,
Diskussion). Die vollstdndigen Angaben der beschriebenen Interaktionen ist dem Anhang zu
entnehmen (s. 6.6).

Tabelle 3.2: Vergleich beschriebener Interaktionspartner fiir Smy2 und GIGYF2. Bereits beschriebene
Interaktionspartner fir Smy2 und GIGYF2 wurden auf ihr Auftreten in den Pulldown-Experimenten Uberpruft.
Die Datenbankeintrdge sind entsprechend der angewandten Methode zur Identifizierung der Interaktion
aufgelistet. Die in den Spalten fur das SILAC-Experiment angegebenen Zahlen verdeutlichen, wieviele der
beschriebenen Interaktionspartner auch im Pulldown-Experiment gefunden wurden.

Smy2 GIGYF2
Versuch Datenbank- SILAC- Datenbank- SILAC-
eintrige Experiment eintrige Experiment
Affinitatsaufreinigung 24 8 4 1
Rekonstruktionsassay 3 2 7 3
Genetische Interaktion 26 1 0 0
Gesamt 53 11 11 4

3.3 Analyse der Funktion der C-terminalen Domane von Smy2

Im Hefeprotein Smy2, sowie im homologen Syh1, gibt es neben der GYF-Domane noch eine
weitere C-terminale Doméne mit bislang unbekannter Funktion. Diese Doméne sollte auf ihre
etwaige Bindung an Proteine, Peptide oder Lipide/Membranen untersucht werden. Um eine
Funktion als Proteininteraktionsdoméne zu untersuchen wurden als Untersuchungsmethoden
das Phagen-Display und der SILAC-Pulldown herangezogen. Fir eine erste Untersuchung auf
eine Lipidinteraktion wurde zudem eine PIP-Strip-Analyse durchgeflhrt. Fir die Versuche
wurden GST-Fusionsproteine exprimiert, die die Aminosauren 631-740 von Smy2 umfassen.
Im Folgenden wird dieses Teilkonstrukt als GST-Smy2-C631 bezeichnet.

76



Ergebnisse

3.3.1 Phagen-Display

Die C-terminale Doméne von Smy2 wurde mit der Phagen-Display-Methode auf ihre
Fahigkeit zur Bindung von Peptidsequenzen einer Lange von 9 Aminosduren untersucht. Eine
spezifische Bindung an die Domadne sollte sich in einer Zunahme gebundener Phagen mit
jeder Selektionsrunde duf3ern. Um eine spezifische Anreicherung zu erfassen, wurde in einem
Kontrollexperiment die unspezifische Bindung an GST untersucht. Aus der Titerbestimmung
gebundener Phagen beider Ansatze konnte somit eine Information Uber die Spezifitét
gewonnen werden.

Tabelle 3.2: Phagentiter-Bestimmung. Die eluierten Phagen wurden nach der Selektionsrunde zur Infektion von

Bakterien eingesetzt. Die Bakterien wurden auf Ampicillin-haltigen Agarplatten ausplattiert und der Phagentiter
durch Auszéhlen der Kolonien, angegeben als koloniebildende Einheiten (colony forming unit, cfu), bestimmt.

Anreicherung

Runde eingesetzte Phagen Titer GST Titer GST-Smy2-C631 (C631/GST)
1 0,7 x 10" cfu/ml 3,75 x 10° cfu/ml 4,2 x 10° cfu/ml 1,12
2 2 x 10* cfu/ml 0,74 x 10° cfu/ml 1,1 x 10° cfu/ml 1,49
3 2 x 10 cfu/ml n.b. n.b. n.b.

n.b.: nicht bestimmt

In Tabelle 3.2 sind die Anreicherungsfaktoren der beiden ersten Panning-Runden aufgefihrt.
Bereits nach zwei Panning-Runden wurde ersichtlich, dass es zu Kkeiner spezifischen
Phagenanreicherung tber GST-Smy2-C631 kam. Das Verhaltnis von unspezifischer Bindung
an GST und der Bindung an GST-Smy2-C631 betrug nahezu 1. Die dritte durchgefihrte
Panning-Runde wurde ebenfalls titriert. Da bereits optisch kein signifikanter Unterschied in
der Anzahl an Kolonien fir GST-Smy2-C631 im Vergleich zur GST-Kontrolle festgestellt
werden konnte, wurde darauf verzichtet, diese Panning-Runde auszuzahlen.

Der Phagen-Display-Versuch mit einer Peptidbibliothek lieferte somit keine spezifische
Anreicherung fur die C-terminale Doméane von Smy2. Diese Beobachtung spricht somit gegen
ihre mogliche Funktion als Peptidbindungsdomane. Ein experimenteller Fehler kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, da keine Positiv-Kontrolle wie zum Beispiel die GYF-Domane

von CD2BP2 eingesetzt wurde (n&here Betrachtung siehe 4.3.2, Diskussion).

3.3.2 SILAC-Pulldown mit GST-Smy2-C631

Das durchgefuhrte Phagen-Display-Experiment lieferte keinen Hinweis auf eine Bindung der
Domane einer spezifischen Nonapeptidsequenz. Dennoch wére es moglich, dass eine Protein-

Protein-Interaktion zwischen der Domane und anderen Proteinen (ber eine
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Oberflacheninteraktion erfolgt. Die Funktion der C-terminalen Smy2-Doméne als
Proteininteraktionsdoméne wurde daher auch mittels SILAC-Pulldown untersucht. Insgesamt
wurden vier Experimente durchgefuhrt (Abbildung 3.16).

Smy2 C-terminale Domadne

Experiment 1 // \ \ Experiment 4

GST vs GST-Smy2-C631 GST vs GST-Smy2-C631

Experiment 2 Experiment3  * RNAse
GST-Smy2-C631  GST vs GST-Smy2-C631
+/- RNAse + RNAse

Abbildung 3.16: SILAC-Pulldown-Experimente mit der C-terminalen Domadne von Smy2. Zur Untersuchung
einer Funktion der C-terminalen Smy2-Domaéne als Protein-Protein-Interaktionsdomane wurden insgesamt vier
SILAC-Experimente durchgefihrt.

Im ersten Experiment wurden die Bindungspartner des GST-Smy2-C631 im Vergleich zu
unspezifischen Bindungspartnern der GST-Markierung untersucht. Es zeigte sich, dass
Proteine des PAF1-Komplexes (PAF1, RTF1, CTR9) stark angereichert wurden. Bei dem
PAF1-Komplex handelt es sich um einen RNA Polymerase Il-assoziierten Komplex, der an
der Transkriptionsinitiation und -elongation beteiligt ist'?”). Da der PAF1-Komplex in
direkter Verbindung mit RNA steht und die C-terminale Doméane von Smy2 relativ viele
positiv geladene Reste aufweist, ware eine Koprazipitation des PAF1-Komplexes durch
Bindung negativ geladener RNA moglich. Um eine RNA-vermittelte Koprazipitation des
PAF1-Komplexes zu untersuchen erfolgte ein zweites SILAC-Pulldown-Experiment mit
GST-Smy2-C631. Das *C-markierte Lysat wurde dafiir mit RNAse vorbehandelt, das *2C-
Lysat dagegen nicht. Die Proteine des PAF1-Komplexes konnten auch in diesem Experiment
identifiziert werden, jedoch waren sie flir keine der beiden Bedingungen spezifisch
angereichert. Dies konnte ein Indiz daflr sein, dass die Proteine dieses Komplexes in beiden
Ansédtzen in gleichem Male an die C-terminale Doméne gebunden hatten. Da die
Versuchsansétze zu unterschiedlich waren, um aus diesen Ergebnissen eine Information auf
spezifisch gebundene Proteine zu liefern, wurden zwei weitere Experimente durchgefihrt. In
den folgenden Versuchen wurden alle eingesetzten Lysate mit RNAse behandelt, und es
wurde auf die spezifische Bindung an die C-terminale Doméne im Vergleich zur
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unspezifischen Bindung an GST und die Matrix untersucht. Daflir wurden neue Hefelysate
hergestellt. In diesen Experimenten (3 und 4) wurden die Proteine des PAF1-Komplexes nicht
gefunden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass es um ein lysatspezifisches Artefakt handelt.
Unter den weiter identifizierten Proteinen konnten lediglich ribosomale Proteine
nachgewiesen werden, die in mindestens zwei der vier Experimente angereichert waren (nicht
gezeigt). Die durchgeflihrten Experimente lieferten somit keine Hinweise auf eine Funktion

als Proteininteraktionsdoméne der C-terminalen Domane von Smy2.

3.3.3 Analyse von Lipid-Protein-Interaktionen

Aufgrund der relativ vielen positiv geladenen Aminoséuren innerhalb des C-terminalen
Sequenzabschnittes, wére auch eine Interaktion der C-terminalen Domdne mit Membranen
oder RNA maoglich. Als schnell durchfuhrbares Lipidinteraktions-Experiment wurde eine
sogenannte PIP-Strip-Analyse durchgefihrt. PIP-Strips dienen der Untersuchung der
Lipidbindungseigenschaften von Proteindoménen, die Phosphoinositide erkennen. Bei den
PIP-Strips (Echelon) handelt es sich um Nitrozellulosemembranen, auf der jeweils 100 pmol
von 15 verschiedenen Phospholipiden immobilisiert sind. Die Membran wurde mit GST-
Smy2-C631 inkubiert. Eine Interaktion zwischen GST-Smy2-C631 und den Phospholipiden
wurde Uber Immundetektion des GST-Tags nachgewiesen. Um eine GST-vermittelte Bindung

auszuschlielen wurde parallel eine Membran mit GST inkubiert.

A B C
’ R
tPA| O O |s1p
LPC| O O | PI(3,4)P,
o PII O O |pi3s)pP,
O PIBIP| O O PI(4,5)P,
< PIG)P | O O | PI3,4,5)P,
® o PIBIP| O O |PA
PE| O O |PS
PC| O O |Blank
GST GST-SMY2 Legende
C631

Abbildung 3.17: PIP-Strip-Analyse der Lipidbindungseigenschaften von GST-Smy2-C631. In paralleler
Durchfiihrung wurde die Membranen mit GST (A) oder GST-Smy2-C631 (B) inkubiert. Gebundenes Protein
wurde Uber eine Inkubation mit einem anti-GST Antikorper (aus Kaninchen) und anschlieBender Detektion
dieses Antikdrpers mit einem HRP-konjugierten Antikdrper detektiert, der gegen das Kaninchen-1gG gerichtet
war. Mittels Chemilumineszenz wurde gebundenes Protein detektiert.

(C) Legende der Lipide: LPA: Lysophosphatidat, LPC: Lysophosphatidylcholin, PI: Phosphatidylinositol,
PI(X)P:  Phosphatidyl-(X)phosphat, PE: Phosphatidylethanolamin, PC: Phosphatidylcholin,  S1P:
Sphingosin(1)phosphat, PI(X,Y)P2: Phosphatidylinositol(X,Y)bisphosphat, PI(3,4,5)P3: Phosphatidylinositol-
(3,4,5)trisphosphat, PA: Phosphatidat, PS: Phosphatidylserin.
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Abbildung 3.17 zeigt, dass GST selbst nicht mit den aufgetragenen Lipiden interagierte. Im
Vergleich dazu konnte eine Bindung von GST-Smy2-C631 an alle Phosphatidylphosphate
auller PI(3,4)P2 beobachtet werden. Die starksten Signale waren dabei bei der Interaktion mit
PI(5)P und PI1(3,5)P2 zu erkennen. Weiterhin war eine Interaktion mit Phosphatidat (PA)
nachweisbar. Es war eine mittelstarke Bindungsintensitat fur PI(3)P und PI(4)P zu
beobachten, wohingegen die Intensitaten fir P1(4,5)P2 und PI(3,4,5)P3 niedrig waren. Keine
Bindung erfolgte an die Lysophospholipide Lysophosphatidylcholin und Lysophosphatidat,
an die Glycerophospholipide  Phosphatidylinositol, Phosphatidylethanolamin  und
Phosphatidylserin, sowie an Sphingosin(1)phosphat.

3.3.4 NMR-Titration mit IP3

Das Lipidinteraktions-Experiment mittels PIP-Strip-Analyse lieferte den Hinweis, dass die C-
terminale Doméne von Smy2 mit Lipid-Membranen interagieren konnte. Diese
Interaktionsmoglichkeit der Doméne wurde aufgrund ihrer Aminosdurekomposition aus
uberwiegend positiv geladenen Aminosduren bereits vermutet. Zudem wurde eine Funktion
der Domane als Proteininteraktionsdoméne anhand der SILAC-Pulldown-Experimente und
dem des Phagen-Display nicht vermutet.

Die PIP-Strip-Analyse wies auf eine schwache Bindung von GST-Smy2-C631 an das
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat hin. Da die Kopfgruppe dieses Lipids (Abbildung
3.18) in ausreichenden Mengen kauflich erworben werden kann, wurde die Bindung der
Kopfgruppe von Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat an die C-terminale Doméne von
Smy2 mittels NMR-Titration getestet. Das Kopfgruppenanalog von Phosphatidylinositol-
(4,5)-bisphosphat war das D-myo-Inositol-1,4,5-Trisphosphat-Trinatrium Salz (Sigma
Aldrich, # 17966).

2 ,/'H\L/ /\)B
‘ OH OH o
TN N Ree—Poona
H OR OH
OH

'
OPQ3Na; OH

Abbildung 3.18: Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat und dessen Kopfgruppenanalog. Die linke Struktur
zeigt Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat, fiir das eine schwache Interaktion mit der Smy2-C631-Domane
beobachtet wurde. In der rechten Struktur wird das D-myo-Inositol-1,4,5-Trisphosphat-Trinatrium Salz (Sigma-
Aldrich, Cat-No. 17966) gezeigt welches als Kopfgruppenanalog des PI(4,5)P2 fiir die NMR-Untersuchungen
verwendete wurde.
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Aus der NMR-Titration (Abbildung 3.19) konnte keine Bindung der IP3-Kopfgruppe an die
C-terminale Domane gefolgert werden. Die Uberpriifung des pH-Wertes der einzelnen Proben
ergab, dass es zwischen den Proben der isolierten Doméne und der Probe mit einer maximalen
Ligandenkonzentration von 1,3 mM eine pH-Wertverschiebung um 1,2 Einheiten gab. Daher
wurde in einer weiteren Messung der Einfluss auf die Resonanzverschiebung unter Anderung
des pH-Wertes untersucht. Dazu wurden zwei NMR-Spektren aufgenommen, die die in den
Proben die entsprechenden pH-Werte (pH-Bereich von 7,5 zu 6,3) besallen. Aus dieser
Untersuchung wurde deutlich, dass die beobachteten Resonanzverschiebungen nicht aus einer

Bindung der Kopfgruppe sondern aufgrund der pH-Wertanderung erfolgten.
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Abbildung 3.19: NMR-Titration der C-terminalen Domine von Smy2 mit IP3. Zur isolierten >N-markierten C-
terminalen Doméne von Smyz2 (rot) wurde das Kopfgruppenanalogon des Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat
(IP3) titriert (blaues Spektrum). Es konnten keine signifikanten Resonanzverschiebungen beobachtet werden.
Die einzige beobachtbare Verschiebung einer Resonanz ist Resultat einer pH-Wertanderung von 7,5 (rot) zu pH
6,3 (blau).

Eine Bindung von Smy2-C631 an die IP3-Kopfgruppe scheint daher unwahrscheinlich. Es ist
jedoch moglich, dass sterische Einflusse, die durch die zwei direkt benachbarten
Phosphatgruppen hervorgerufen werden, die Bindung verhindern. Es empfiehlt sich daher, die
Bindung an die Kopfgruppen eines Phosphatidylinositol-Phosphats (P1(5)P oder PI(3,5)P2) zu
untersuchen, welches bereits im PIP-Strip-Experiment auf eine stdrkere Interaktion mit der
Domane hinwies, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Interaktion nicht auf den

Lipidkopfgruppen beruhte.
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3.4 Interaktombestimmung der GYF-Domane von CD2BP2

Das humane CD2BP2 wurde als Bindungspartner der zytoplasmatischen Sequenz des CD2-
Rezeptors und als Komponente des spleiBosomalen U5 snRNP identifiziert™ 32 %31, Daher
wird fur CD2BP2 neben einer Rolle an der Signalweiterleitung in T-Zellen zusatzlich eine
Funktion beim Spleien von mMRNA vermutet.

Um weitere Hinweise Uber die Funktion von CD2BP2 zu erhalten wurden Pulldown-
Experimente unter Verwendung eines Lysates muriner Milz, in der CD2BP2 exprimiert wird,
durchgefuhrt. Dies sollte in der etwaigen Identifizierung Zelltyp-spezifischer
Interaktionspartner der CD2BP2-GYF-Domane resultieren.

3.4.1 Die WS8R Y33A-Mutante der GYF-Domane von CD2BP2 bindet keine

prolinreichen Sequenzen

Wie fur alle durchgefiihrten MS-basierten Untersuchungen zur Bestimmung des PRD-
Interaktoms wurde eine inhibierte Bindungsdomane vorausgesetzt. Die Inhibition der PRS-
Bindungsstelle der CD2BP2-GYF-Domane erfolgte hierbei durch eingefligte Mutationen an
den Aminosdurepositionen 8 und 33. Die Faltung der Domadne und die inhibierte
Bindungsfahigkeit wurden durch HSQC-NMR-Spektroskopie und Fluoreszenztitration
Uberpraft.

Fluoreszenztitration
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Abbildung 3.20: Bestimmung der Bindungskonstanten der CD2BP2-GYF-Varianten mittels Fluoreszenz-
titration. Aus den Titrationen der GST-fusionierten GYF-Domanen des WT und der W8R Y33A-
Doppelmutante mit der steigenden SmB-2-Peptidkonzentration ergab sich fir die WT-Doméne eine
Bindungskonstante von 14,5 uM + 0,7 uM (blau). Eine Bindung des Peptids an die Doppelmutante der Doméne
wurde dagegen nicht beobachtet (rot). Die angegebenen Fehlerwerte resultierten aus den Kurvenanpassungen
(Fit-Fehler).
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Die Dissoziationskonstanten der Peptid-Protein-Komplexe der Doppelmutante (W8R Y33A)
und der WT-Domane mit einem prolinreichen Peptidliganden wurden mittels Fluoreszenz-
titration bestimmt (Abbildung 3.20). Das gewahlte Peptid (bezeichnet als SmB-2), umfasst die
Aminosauren 210-231 des spleiBosomalen Proteins SmB/B¢. In der Peptidsequenz von SmB-
2 sind zwei PPGM-Motive (GTPMGMPPPGMRPPPPGMRGLL) enthalten und die Bindung
von SmB-2 durch die CD2BP2-GYF-Doméne wurde bereits gezeigt!. Fiir die
Fluoreszenztitration wurde die intrinsische Fluoreszenz der GYF-Domane, basierend auf den
Tryptophanen in der PRS-Bindungsstelle, genutzt. Aus der Titration ergab fiir die WT-
Doméne und das SmB-2-Peptid eine Bindungskonstante von 14,5 uM % 0,7 UM, wohingegen
eine Bindung an die Doppelmutante nicht beobachtet wurde.

Da die intrinsische Fluoreszenz grof3tenteils auf den Tryptophanen basiert, und in der
Doppelmutanten ein Tryptophanrest durch Mutation gegen ein Arginin ersetzt war (W8R),
wurde die Bindungsfahigkeit der mutierten Doméne zusétzlich mittels NMR-Spektroskopie
untersucht. AulRerdem konnte Uberprift werden, ob die beobachtete Nichtbindung nicht auf
einer Entfaltung der Doméne beruht (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Inhibierte PRS-Bindung von CD2BP2-GYF WS8R Y33A. Die W8R Y33A-Doppelmutante der
CD2BP2-GYF Domane bindet keine prolinreichen Peptidliganden. (A) Uberlagerung der *N-HSQC-Spektren
der W8R Y33A-Doppelmutante der CD2BP2-GYF-Doméne in Abwesenheit des SmB-2 Peptids (rot) und nach
Zugabe von 2 mM SmB-2 Peptid (blau). Es erfolgte keine Bindung des Peptids durch die mutierte GYF-
Doméne. Die Peptidzugabe zur WT-Doméne (B) und einer Einfachmutante (Y33A, gezeigt in C) flihrte dagegen
zu denen aus einer Bindung resultierenden Resonanzverschiebungen (blau).
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Aus der NMR-Untersuchung wurde deutlich, dass die Doppelmutante noch immer eine
gefaltete Doméne war, da es zu keinem Verlust der aufgelosten Resonanzen kam. Wie aus
den Uberlagerten °N-HSQC-NMR-Spektren ersichtlich wird fiihrte die Zugabe von 2 mM
SmB-2 Peptid zu keiner Verschiebung der Resonanzen fiir die Doppelmutante. Im Vergleich
zur WT-Domane sowie der Y33A-Einfachmutante konnte dagegen eine Bindung des Peptids
anhand von Resonanzverschiebungen beobachtet werden. Eine Bindung von prolinreichen

Sequenzen wurde damit fir die W8R Y 33A-Mutante ausgeschlossen.

3.4.2 Organspezifische Expression von CD2BP2 in der Maus

Die Interaktombestimmung der humanen GYF-Doméne von CD2BP2 sollte mit Lysaten aus
primaren Mauszellen erfolgen. Um fir die Versuche Zellen zu nutzen, in denen CD2BP2
exprimiert vorliegt, wurde die organspezifische Proteinexpression in der Maus analysiert
(durchgefihrt von Gesa Ines Albert). Dazu wurden die in der Abbildung 3.22 aufgeflhrten
Organe aus Mausen entnommen, diese lysiert und jeweils 20 pug der Lysate Uber eine SDS-
PAGE aufgetrennt. Die Analyse der CD2BP2-Expression erfolgte durch anschliefenden
Western Blot. Als Ladekontrolle diente die Detektion der ubiquitdr exprimierten
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).

Die Proteinexpressionsanalyse der Mausorgane zeigte, dass CD2BP2 insbesondere in

lymphatischen Organen wie dem Thymus, den Lymphknoten und der Milz exprimiert wird.
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Abbildung 3.22: Organspezifische Proteinexpressionsanalyse fir CD2BP2 in der Maus. Aus der Western Blot-
Analyse der Organlysate zeigte sich, dass CD2BP2 im Thymus, den Lymphknoten, den Hoden, der Lunge und
der Milz exprimiert wird. Als Ladekontrolle wurde der Blot zudem mit anti-GAPDH inkubiert. (Durchgefiihrt
von Gesa Ines Albert)

Der Thymus, die Lymphknoten und die Milz geh6ren zu den hdmatopoetischen Organen, in
denen die Reifung der Immunzellen und die Immunantwort erfolgen. Aufgrund der

beschriebenen Interaktion von CD2BP2 mit dem zytoplasmatischen C-Terminus des CD2-
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Rezeptors in T-Zellen wurde die Milz fir die folgenden Versuche ausgewahlt. (Entscheidend
war dabei die Grolke des Organs, da fir die Pulldown-Experimente eine mdéglichst hohe
Lysatkonzentration eingesetzt werden sollte.)

3.4.3 Bestimmung des CB2BP2-GYF Interaktoms mittels **0-Markierung

Zur Bestimmung der Bindungspartner der GYF-Domane von CD2BP2 wurden die Pulldown-
Experimente mit Lysaten der Milz durchgefiihrt. Der schematische Ablauf des Experimentes
ist in Abbildung 3.23 gezeigt.

Fur die Versuche wurde drei Mdausen die Milz enthommen, um eine ausreichende Menge an
Lysat herzustellen. Die Pulldown-Experimente erfolgten mit der GST-fusionierten WT-
Doméne und der WS8R Y33A-Doppelmutante der Doméne (mit inaktiver PRS-
Bindungsstelle). Fir die folgende massenspektrometrischen Analyse der gebundenen Proteine
wurde die **0-Methode zur Markierung der tryptischen Peptide angewandt. Die **0-Methode
bietet sich zur Quantifizierung der Bindungspartner an, da das Ausgangslysat (Milz) nicht fur

die Markierung in Zellkultur (SILAC) zugénglich war.
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Abbildung 3.23: Schema des Pulldown-Experimentes der GYF-Domadne von CD2BP2 mit murinem Milzlysat.
Nach Inkubation der beiden Varianten der GYF-Doméne des humanen CD2BP2 (WT und W8R Y33A-Mutante)
mit murinem Milzlysat wurden die gebundenen Proteine eluiert und Uber eine SDS-PAGE in separaten
Gelspuren aufgetrennt. Die an der WT-Doméne gebundenen Proteine wurden durch tryptischen Verdau in
schwerem Wasser mit dem '®O-Isotop markiert. Die Proben wurden vereint und massenspektrometrisch
vermessen. Aus den relativen Intensitaten der identischen Peptide wurde der Anreicherungsfaktor bestimmt.
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Die in den zu vergleichenden Pulldown-Experimenten gebundenen Proteine wurden Uber eine
SDS-PAGE in separaten Gelbahnen aufgetrennt und die Proteinbanden, die auf gleicher Hohe
liefen, aus dem Gel herausgeschnitten. Der tryptische Verdau der Proteine erfolgte dann
entweder in normalem Wasser oder in schwerem *0-Wasser, wodurch die carboxyterminale

80-Markierung der tryptischen Peptide erfolgte.

Im ersten Experiment wurden die an die WT-Doméne und somit spezifisch tber die PRS-
Bindungsstelle der Domane gebundenen Proteine in Anwesenheit von *0-Wasser verdaut. Im
Wiederholungsexperiment wurde die Markierung umgekehrt und der Verdau der an die WT-
Doméne gebundene Proteine erfolgte in Anwesenheit von *°O-Wasser (reverses Experiment).
Die Messung beider Experimente erfolgte am Orbitrap-Massenspektrometer und lieferte eine
ahnliche Anzahl an Proteinen, die mit mindestens zwei Peptiden identifiziert wurden. Etwa
die Halfte aller identifizierten Proteine stimmte in beiden Experimenten Uberein (Abbildung
3.24).

Orbitrap ‘} | Orbitrap
242 | s 258

Abbildung 3.24: Venn-Diagramm der CD2BP2-GYF-Experimente. In beiden Experimenten wurde eine
vergleichbare Anzahl an Proteinen identifiziert, von denen die Halfte der Proteine in beiden Experimenten
Ubereinstimmt.

Die Bestimmung der Anreicherungsfaktoren erfolgte mit dem Mascot Distiller (Version
2.3.2.0). Der erste Versuch, bei dem die gebundenen Proteine der WT-Doméne *20-markiert
waren, wies ein extrem hohes *20/**0-(H/L)-Verhaltnis auf. Das *0/**0 -(H/L)-Verhaltnis
zeigte, dass nahezu keine '°O-markierten Peptide fiir die unspezifischen Binder der WS8R
Y33A-Mutante identifiziert wurden. Bereits bei der Auftrennung der Proteine Uber die SDS-
PAGE wurde deutlich, dass die Proteinbanden fiir die Doppelmutante im Vergleich zum WT-
Pulldown schwacher waren (Abbildung 3.25).
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Abbildung 3.25: Gelbahnen der separat aufgetrennten Pulldown-Experimente mit Milzlysat.

Das starke Auftreten der **O-markierten Peptide war nicht auf eine unterschiedliche Beladung
der Matrix zurlickzufiihren. Wie bereits in den Gelspuren der beiden Pulldown-Experiment zu
erkennen ist, waren vergleichbare Mengen an GST-Fusionsprotein (WT und Mutante) in den
in den Proben enthalten. Da durch die spate Zusammenfihrung der Proben eine Verschiebung
des Mischverhaltnisses nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde ebenfalls das *20/*°O-
Verhaltnis von Peptiden der GST-Markierung betrachtet. Das ‘20/*°0-Verhaltnis GST-
spezifischer Peptide betrug 2,3. Aus diesem Verhaltnis ist erkennbar, dass die WT-Doméne
und die daran gebundenen Proteine, im Vergleich zu Proteinen der mutierten Domane, etwa
doppelt so hdufig vertreten waren. Die hohen Anreicherungsfaktoren der Proteine fur die WT-
Doméne lassen sich dadurch aber nicht erklaren. Eine mdogliche Erklarung ist, dass
ausschlieBlich Proteine identifiziert wurden, die spezifisch Uber die zugéangliche PRS-
Bindungsstelle der WT-GYF-Domane gebunden haben.

Auch in dem Wiederholungsexperiment zeigte sich, dass die Proteine fiir die WT-Doméne
(**0-markiert) wesentlich starker angereichert waren als fur die mutierte Domane. In
Abbildung 3.26 sind auszugsweise drei Peptidspektren des Wiederholungsexperimentes
gezeigt, bei dem die Markierung umgekehrt wurde. Die Peptidspektren représentieren dabei
ein Peptid des unspezifisch gebundenen Proteins Hbbl (DFTPAAQAAFQK, L/H: 1,58), ein
Peptid des GST-Tags (MSPILGYWK, L/H: 0,8) und eines des spezifisch tber die PRS-
Bindungsstelle gebundenen SF04 (AGSTGSFPAPANSLR, L/H: 53,8). Die Peptidspektren
lassen deutlich den Unterschied in den Signalintensitaten fur ein unspezifisches Protein im
Vergleich zu einem spezifisch gebundenen Protein erkennen. Ein unspezifisch gebundenes
Protein weist ein deutliches *®0-Signal auf, wohingegen bei einem spezifisch gebundenen

Protein das *20-Signal sehr klein war.
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A GST: MSPILGYWK (1094.3 Da) (L/H): 0,8 B Hbbl: DFTPAAQAAFQK (1294.4 Da) (L/H): 1,58
100 549.79 100 645.83
- 90 90
£ w0 547.79 £ 80
.‘5 70 -5 70 646.34
< -
60 550.29 o 60
5 548.29 5
g 50 @ S0 647.84
o 40 548.79 T 40
2 3 S 646,84
& 550,80 kS 648.34
w20 549.29 a 20
€ o € 647.34 648.84
0 | ss130 o Ltlali | o032,
546.0 547.0 548.0 549.0 550.0 551.0 552.0 553.0 6450 6460 647.0 6480 649.0 650.0
m/z m/z
C SF04: AGSTGSFPAPAPNPSLR (1626.7 Da) (L/H):53,8
100 813.92
% 814.42
g 80 ’
= 70
’E‘; 60
5 s0
i
™ 40 814.92
2 30
® 2
€ 10 812.89 J 815.4%c a2
o 181239 8134 LA T

812.0 8130 814.0 8150 8160 817.0 B818.0
m/z

Abbildung 3.26: Peptidspektren des zweiten CD2BP2-GYF-Pulldown mit murinem Milzlysat. Spezifisch Uber
die PRS-Bindungsstelle der CD2BP2-GYF-Doméne gebundene Proteine waren **O-markiert. (A) Spektrum
eines GST-Peptids. (B) Spektrum eines Peptids des unspezifisch gebundenen Proteins Hbbl. (C) Peptidspektrum
des spezifisch an die WT-GYF-Domaéne gebundenen Proteins SF04.

Aus der Auftragung der Anreicherungsfaktoren fur die in beiden Versuchen gefundenen
Proteine wird deutlich, dass nahezu alle Proteine (107 von 118) in beiden Experimenten
angereichert waren (Abbildung 3.27, rechts) und kaum unspezifisch gebundene Proteine
auftauchten. Da nicht alle Proteine ein Bindungsmotiv fir die Domane aufwiesen, ist davon
ausgehen, dass es sich um koprézipitierte Proteinkomplexe handelte.
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Abbildung 3.27: Streudiagramme und Verhiltnisdiagramm beider CD2BP2-GYF-Experimente. Die Streu-
diagramme (links) zeigen die Auftragung der Anreicherungsfaktoren gegen die Anzahl quantifizierter Spektren.
Fur die einzelnen Experimente zeigten sich deutlich angereicherte Proteine. Das Verhéltnisdiagramm (rechts)
verdeutlicht, dass es sich nur um angereicherte Proteine handelt, die in beiden Experimenten gefunden werden.

Etwa die Halfte aller angereicherten Proteine waren spleilosomale oder dem Spleil3prozess-
assoziierte Proteine. Neben den spleiosomalen Proteinen wurden Proteine identifiziert, die
an 3° Endprozessierungsreaktionen von mRNA (Spaltung und Polyadenylierung) beteiligt
sind. Auch Proteine des SWI/SNF-Komplexes, einem an der Chromatin-Remodelierung
beteiligten Komplex, und weitere Transkriptionsaktivatoren wurden koprazipitiert. Als
gewebe-spezifische Proteine wurden das an der Adhé&sion von T-Zellen beteiligte Protein
CYFIP2 (Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2)% die vor allem in hamatopoetischen
Organen exprimierte MEK Kinase Kinase 1 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase
kinase 1, M4K1)"? 3% ynd die wahrend der Hamatopoese benétigte Kinase Cdk13 (Cyclin-
dependent kinase 13)*% %32 gefunden (Abbildung 3.28).
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Abbildung 3.28: Interaktom der GYF-Domine von CD2BP2 (Hs). Die identifizierten Bindungspartner der
humanen GYF-Domane von CD2BP2 lassen sich in vier Gruppen einteilen: spleiosomale Proteine, Faktoren
der mRNA-3‘-Prozessierung, Proteine der Transkriptionskontrolle und Proteine, die spezifisch fir die Milz sind.
Die meisten Proteine gehtren zur Gruppe der spleiBosomalen Proteine. Proteine, die ein Bindungsmotiv fur die
CD2BP2-GYF-Doméne besitzen, sind in Griin hervorgehoben.
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3.5 Inhibition der PRS-Bindungsstelle der GYF Domadnen von CD2BP2 und
GIGYF2

Protein-Protein-Interaktionen spielen eine entscheidende Rolle in vielen zelluldren
Signalwegen.  Zur  Aufklarung  essentieller  Protein-Protein-Interaktionen,  der
Charakterisierung von Proteinfunktionen sowie fiir therapeutische Zwecke ist es von grofiem
Interesse, diese Interaktionen in vivo inhibieren zu konnen. Eine gangige Methode der
Inhibition ist die Verwendung von Peptidmimetika, die einen der Dbeteiligten
Interaktionspartner strukturell nachahmen und die Interaktion somit inhibieren. Auch
synthetische niedermolekulare Molekiile (,,small molecules®), die ebenfalls in der Lage sind

diese Interaktionen zu verhindern, werden eingesetzt.

3.5.1 Inhibition der PRS-Bindungsstelle durch ein Peptidmimetikum

In Zusammenarbeit mit der AG Kihne (FMP, Berlin) sollte die Eignung eines strukturell
modifizierten Peptidliganden (Abbildung 3.29) flr die Inhibition der CD2BP2-GYF-Domane

vermittelten Proteininteraktion untersucht werden.

Ac-EFGP-(ProM-2)-GWLGR-NH,

(ProM-2)-Baustein

Abbildung 3.29: Modellierung eines Peptidmimetikums fiir die GYF-Dom&ne von CD2BP2. (A) Modell des
Komplexes der CD2BP2-GYF-Doméne mit dem Liganden SHRPP-(ProM-2)-GHRV, erstellt von Herrn Dr.
Kihne. Der fur das Diprolin einzubauende und als (ProM-2) bezeichnete Baustein ist in (B) abgebildet. Die
gedrehte Bindung des Spirozentrums ist durch das R gekennzeichnet. (C) Sequenz des optimierten Phagen-
Display-Liganden mit integriertem (ProM-2)-Baustein.

Da alle Liganden der GYF-Domanen das Kernmotiv PPG besitzen, wurde das Diprolinmotiv

als Ausgangspunkt fur die Identifizierung und Optimierung eines affinen Peptidliganden
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gewahlt. Das Motiv wurde durch ein synthetisches Peptid mit PPII-Helixkonformation und
flankierenden Aminosaureresten ersetzt. Das resultierende Peptidmimetikum sollte sterisch in
die hydrophobe Furche passen und die optimale Ausrichtung der flankierenden
Aminosaurereste gewahrleisten.

Unter Verwendung einer existierenden NMR-Struktur der CD2BP2-GYF-Doméne (PDB:
112Z) wurde von Herrn Dr. R. Kihne durch computergestiitzte Modellierung ProM-2 als
geeigneter Baustein vorgeschlagen, um das Diprolinmotiv zu ersetzen. Die Synthese des
(ProM-2)-Bausteins wurde von Cédric Reuter (AG Schmalz, Universitat zu Koln) unter
Verknipfung der beiden Ringsysteme durch ein Spiro-Zentrum realisiert. Die Vorlage fur das
Peptidmimetikum lieferte die aus einem Phagen-Display-Experiment stammende
Peptidsequenz EFGPPPGWLGR. Fr dieses als PD1 bezeichnete Peptid wurde mittels NMR-
Titration ein Kg-Wert von 13 uM fir die GYF-Domane ermittelt, der im Vergleich zum CD2-
Liganden (SHRPPPPGHRYV, Ky ~ 159 uM) eine zehnfach héhere Affinitat fur die GYF-
Domane aufweist™. Das EFGP-(ProM-2)-GWLGR-Peptid wurde in der AG Beyermann
(FMP, Berlin) synthetisiert. Die Bestatigung der Bindung des Liganden an die GYF-Domane
erfolgte durch NMR-Titration (Abbildung 3.30) in Form von Ligandenkonzentrations-

abhangigen Resonanzverschiebungen.
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Abbildung 3.30: NMR-Titration der GYF-Domdne von CD2BP2 mit dem EFGP-(ProM-2)-GWLGR-Peptid. (A)
Uberlagerung der HSQC-Spektren der einzelnen Titrationsschritte. Mit zunehmender Ligandenkonzentration
kommt es zu einer deutlichen Anderung der chemischen Verschiebung der N-H-Resonanzen von an der Bindung
beteiligten Aminosduren. Die Peptidkonzentration in den einzelnen Spektren betrégt dabei 0 uM (cyan), 50 pM
(violett), 100 uM (grin), 200 uM (gelb), 300 uM (rot), 400 UM (pink) und 880 uM (blau). (B) VergroRerter
Ausschnitt des NMR-Spektrums, der die Ligandenbindung zeigt (mit angegebener Zuordnung der
Aminosauren).
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Die Kurvenanpassung von 12 Resonanzverschiebungen an ein aquimolares Bindungs-Modell
(Abbildung 3.31) lieferte eine Dissoziations-Gleichgewichtskonstante (Kg) von 129 + 12 uM.
Im Vergleich dazu erweist sich das Wildtyp-Peptid mit einem Kg-Wert von ca. 13 pM somit

als zehnfach affiner zur GYF-Domane.
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Abbildung 3.31: Kd-Bestimmung des CD2BP-GYF/EFGP(ProM-2)GWLGR-Komplexes. Die Bestimmung der
Dissoziationskonstante erfolgte durch die Auftragung 12 sich signifikant andernder Resonanzverschiebungen
gegen die steigende Ligandenkonzentration. Unter der Annahme einer dquimolaren Bindung ergab sich eine
Bindungskonstante von 129 uM + 12 uM. Der angegebene Fehlerwert entspricht der Standardabweichung der
einzelnen Fit-Fehler.

Das Resultat macht deutlich, dass der synthetische Baustein gegeniiber einem Diprolin-Motiv

die Bindung des Peptids nicht verbessert.

3.5.2 Bestimmung der Dissoziationskonstanten Fluorescein-gekoppelter

Peptide

Niedermolekulare, nicht-peptidische synthetische Verbindungen (,,small molecules) werden
h&ufig fur die Inhibition von Protein-Protein-Interaktionen herangezogen. Fir die Suche nach
einem geeigneten Molekil, das sich als Inhibitor der PRS-Bindungsstelle von GYF-Domaénen
eignet, sollte eine Bibliothek kleiner organischer Molekile auf ihre Bindung an die GYF-
Domadne untersucht werden. In einem Fluoreszenzpolarisations-(FP)-Experiment im
Hochdurchsatzverfahren, sollte die ChemBioNet-Bibliothek (www.chembionet.info), die

16896 solcher Verbindungen umfasst, durchsucht werden.
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Fur die FP-Experimente synthetisierte Dr. Viviane Uryga-Polowy (ehemals AG Rademann,
FMP, Berlin) Peptide, die N-Terminal mit dem Fluorophor Fluorescein (Abbildung 3.32)
gekoppelt waren!!,

/°
HOOC

Abbildung 3.32: 5(6)-Carboxyfluorescein. Die N-terminale Markierung der Peptide fir FP-Experimente erfolgte
mit 5(6)-Carboxyfluorescein.

Fur die Synthese von Fluorescein-gekoppelten CD2BP2- und GIGYF2-GYF-Doménen
wurden die Ausgangspeptidsequenzen aus bereits durchgefiihrten Phagen-Display-
Experimenten tbernommen®”). Fir die GYF-Domane von GIGYF2 wurde noch eine zweite
Peptidsequenz, die ein PPGL-Motiv und eine gute Bindung an die Doméne zeigt (M. Kofler,
unpublizierte Ergebnisse), auf ihre Eignung fir FP-Experimente untersucht. Um ein
geeignetes Peptid fur den FP-Assay zu identifizieren, wurde auBerdem der Einfluss der
Peptidlange auf die Bindung untersucht. Finf ausgewéhlte Peptide wurden aufgrund ihrer
hohen Affinitat fir die Doméanen (Vorexperimente von Dr. Uryga-Polowy) mittels NMR-
Spektroskopie auf ihre Bindungseigenschaften untersucht und ihre Dissoziationskonstanten
bestimmt (Abbildung 3.3). Obwohl die NMR-Spektroskopie aufgrund ihrer Insensitivitat mit
einem wesentlich gréReren Materialverbrauch als die FP-Experimente einhergeht, bietet sie
dennoch den Vorteil, Peptidbindungen auf atomarer Ebene beobachten zu konnen. Somit
erlaubt die NMR-Spektroskopie festzustellen, ob das Peptid an der PRS-Bindungsstelle der
Doméne bindet. Beide Methoden, NMR- und FP-Spektroskopie, wurden komplementér zur
Identifizierung der Peptide mit den hochsten Affinitaten angewandt, die fur nachfolgende FP-
basierte Kompetitionsexperimente mit den small molecules eingesetzt werden sollten.

Da die kleinen organischen Molekile der Bibliothek standardmaRig in Dimethylsulfoxid
(DMSO) gelost vorlagen, wurde fir alle NMR-Messungen eine 5% (v/v)-ige DMSO-
Endkonzentration der NMR-Proben und Peptidldsungen eingestellt. Hohere Konzentrationen
an DMSO wurden vermieden, da DMSO zu einer zusatzlichen Verschiebung der NMR-
Signale fuhrt (Abbildung 3.36, B).
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Abbildung 3.33: NMR-Untersuchung der CD2BP2-GYF/VUP496-Interaktion. Gezeigt ist die Uberlagerung der
HSQC-Spektren vor und nach der Interaktion der CD2BP2-GYF-Domane mit dem Peptid VUP496 (Fluo-
EFGPPPGWLGR-NH2). Zehn Resonanzen mit den grofiten Verdnderungen in ihren chemischen
Verschiebungen nach Titration von 2 mM des Peptids VUP496 (blaues Spektrum) sind anhand ihres
Aminoséurerestes und ihrer Position gekennzeichnet. Der ungebundene Zustand der CD2BP2-GYF-Doméne ist
im roten Spektrum zu erkennen.

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante wurden einzelne NMR-Proben der '°N-
markierten Doméne gegen steigende Konzentration der Fluorophor-gekoppelten Peptide
titriert. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 100 uM in PBS mit 10% (v/v) D,O und 5%
(v/iv) DMSO. Aus den HSQC-Spektren der einzelnen Titrationsschritte wurden die
Verschiebungsindizes von 10 Resonanzen ermittelt. Durch Auftragung der chemischen
Verschiebungen gegen steigende Peptidkonzentrationen unter Annahme einer aquimolaren
Bindung wurde der Kg-Wert als Mittelwert der einzelnen Bindungskonstanten bestimmt
(Abbildung 3.34).
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Abbildung 3.34: Bestimmung der Dissoziationskonstante des CD2BP2-GYF/VUP496-Komplexes. Die Ky-
Bestimmung erfolgte durch NMR-Titration von His-GYF62 mit dem Peptid VUP496. Die Anderungen der
chemischen Verschiebungen von zehn Resonanzen, bezeichnet nach Aminosdurerest und Nummer, wurden
gegen steigende Peptidkonzentrationen aufgetragen. Der Kg-Wert wurde als Mittelwert der einzelnen
Bindungskurven bestimmt.

In Tabelle 3.3 sind die durch FP- und NMR-Messungen ermittelten Daten der funf
untersuchten Peptide zum Vergleich gegentibergestellt. Die durch NMR ermittelten Ky-Werte
sind deutlich hoher als die aus den FP-Experimenten resultierenden. Der Grund dafir liegt
einerseits in der Insensitivitdt der NMR-Spektroskopie, andererseits wurden aufgrund des
hoheren experimentellen Aufwands auch weniger Titrationsschritte fir die Bestimmung der
Bindungskonstanten durchgefiihrt. Dennoch lieferten beide Methoden innerhalb einer

GroRenordnung ubereinstimmende Ky-Werte.

Tabelle 3.3: Ky-Werte N-Terminal Fluorescein-markierter Peptide fiir die GYF-Domanen von CD2BP2 und
GIGYF2.

FP NMR
Name Peptidsequenz Zielprotein Kq (LM) Kq (M)
VUP496 FluoEFGPPPGWLGR CD2BP2 12+1,9 72+8
VUP351 FluoPPGWLGR CD2BP2 295 £33 728 £ 118
VUP345 FluoPPGLSRD GIGYF2 177 + 24 311+52
VUP346 FluoSPPGLSRD GIGYF2 690+ 218 487 £ 115
VUP357 FluoWRPGPPPPPPPGLV GIGYF2 75 +16 119+ 11
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Als Tendenz deutet sich an, dass kiirzere Peptide eine geringere Bindungsaffinitat zeigen als
langere Peptide. Diese Beobachtung beruht vermutlich auf der Distanz zwischen dem PPG-
Motiv des Liganden und dem Fluorescein. Da in den kirzeren Peptiden das Fluorescein das
PPG-Motiv direkt flankiert, ist eine sterische Hinderung hervorgerufen durch das Fluorecein,
denkbar. Fir die anschlieend durchgefiihrte FP-Hochdurchsatz-Analyse mit der CD2BP2-
GYF-Doméne wurde aufgrund seiner hochsten Bindungsaffinitdt das Peptid VUP496
ausgewahlt.

3.5.3 Validierung der small molecules

Die FP-basierte Hochdurchsatz-Analyse der GST-fusionierten GYF-Doméne von CD2BP2
mit dem Peptid VUP496 unter Verwendung der ChemBioNet-Bibliothek (durchgefiihrt von
Dr. Uryga-Polowy) lieferte insgesamt zehn Substanzen, durch welche die Verdrangung des
gebundenen Peptids verursacht worden sein kénnten. Sechs der Verbindungen, die in mg-
Malstab kauflich erworben werden konnten, wurden auf ihre Fahigkeit zur Bindung an die
GYF-Doméne mittels NMR-Spektroskopie untersucht (Abbildung 3.35).
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Abbildung 3.35: Identifizierte Kleinmolekiile der FP-Assays. Abgebildet sind die Strukturformeln und Ky-Werte
von sechs potentiellen Kompetitoren der VUP496-Bindung an die CD2BP2-GYF-Domane, die mittels FP-
Experiment identifiziert wurden. Die Bezeichnung der Molekiile wurde vom Produzenten (ChemDiv Inc., San
Diego, USA) libernommen.
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Die Verbindungen wurden in 100% DMSO aufgenommen. Die Konzentrationen der
Stammlésungen betrugen entweder 50 oder 100 mM.

Wie Dbereits erwéhnt, sollte eine DMSO-Endkonzentration von 5% (v/v) bei NMR-
Experimenten nicht Gberschritten werden, um DMSO-induzierte Verédnderung der chemischen
Verschiebungen zu minimieren. Fur Verbindung 6153-0089 stellte sich heraus, das die
Substanz bereits bei einer Konzentration von 50 mM in 100 % (v/v) DMSO unléslich war und
wurde daher in den folgenden Experimenten nicht verwendet.

Die verbleibenden funf Verbindungen wurden auf ihre Bindung an die GYF-Domane mittels
NMR untersucht. Zundchst wurden die Interaktionspartner separat vermessen. Die
Proteinkonzentration betrug 150 puM, die eingesetzte Ligandenkonzentration 200 uM. Die
Verbindungen 2945-0011 und D058-0287, deren Ky-Werte laut FP-Assay 21 uM und 29 uM
betrugen, zeigten unter diesen Bedingungen Resonanzverschiebungen. Die Verbindungen
(2945-0011 und D058-0287) wurden noch einmal in den Konzentrationen 1,09 mM und
1,98 mM getestet. Die DMSO-Konzentration in den NMR-Proben betrug maximal 3,07%
(v/v). Flr die Verbindung 2945-0011 zeigten sich erst bei einer Konzentration von 1,98 mM
Resonanzverschiebungen (Abbildung 3.36, A), die sich von den nur durch DMSO
hervorgerufenen unterscheiden (Abbildung 3.36, B).

Auch die Verbindung D058-0287 zeigte in ersten Messungen Resonanzverschiebungen bei
einer Ligandenkonzentration von 0,2 mM (Abbildung 3.37). Die zu beobachtenden
Verschiebungen dhneln jedoch denen, die durch DMSO hervorgerufen werden. Das Resultat
war unerwartet, da die DMSO-Konzentration in der Probe lediglich 0,2% (v/v) betrug.
Interessanterweise wurden &hnliche Verschiebungen bei der Konzentrationserhdhung des
Liganden auf 1,09 mM nicht mehr beobachtet (siehe 6.8, Abbildung 4, Anhang).
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Abbildung 3.36: Untersuchung der Bindung von 2945-011 und des DMSO-Effektes auf die GYF-Domane.

(A) Gezeigt ist die Uberlagerung der HSQC-Spektren vor und nach Zugabe der Verbindung 2945-011 zur **N-
markierten CD2BP2-GYF-Doméne Die Zugabe der Verbindung 2945-011 (blaues Spektrum) in einer
Konzentration von 1,98 mM zur GYF-Doméne (rot) resultiert in Resonanzverschiebungen. (B) Die Erhéhung

der

DMSO-Konzentration von 0,2

%

(rotes Spektrum) auf 3,07%

(gran) fihrt zu ebenfalls zu

Resonanzverschiebungen, die sich von den durch 2945-011 hervorgerufenen Resonanzverschiebungen

unterscheiden.
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Abbildung 3.37: Untersuchung der Bindung von D058-0287 an die CD2BP2-GYF-Domine. Die Verbindung
D058-0287 fiihrt bei einer Konzentration von 0,2 mM zu Resonanzverschiebungen der GYF-Doméne (blau) im
Vergleich zur ungebundenen Doméne (rot). Die DMSO-Konzentration beider NMR-Proben betrug 0,2% (v/v).

Fur die funf untersuchten Verbindungen konnte mithilfe der NMR-Untersuchungen keine

eindeutige Aussage uber ihre Bindung an die GYF-Doméne getroffen werden.

3.5.4 Verdrangungsexperiment mit D058-0287

Da fur keine der funf Verbindungen eine eindeutige Bindung an die GYF-Domane beobachtet
werden konnte, wurde die Verbindung D058-0287, die im FP-Experiment die hdchste
Affinitat zur GYF-Doméne aufwies, auf seine Fahigkeit zur Kompetition eines an die GYF-
Domane gebundenen Peptids untersucht. Dazu wurden insgesamt drei HSQC-Spektren der
GYF-Doméne aufgenommen: 1) ungebundene GYF-Doméne, 2) GYF-Doméne mit
gebundenem Peptid VUP496 und 3) Komplex aus GYF-Domane und VUP496 zusammen mit
Kompetitor D058-0287. Die Bindung des Peptids an die GYF-Domane resultierte in den
erwarteten Peakverschiebungen gegeniiber der ungebundenen GYF-Doméne (Abbildung
3.26A). Fur das dritte Experiment wurde der Ligand in einer Konzentration von 2,1 mM zur
GYF/VUP496-Probe gegeben. Falls der Ligand die Fahigkeit besitzen sollte, das gebundene
Peptid zu verdrangen, sollte dies in chemischen Verschiebungen der freien Domane
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resultieren. Um einen DMSO-Effekt auszuschlieBen, wurde die Verbindung lyophilisiert und

in PBS rekonstituiert. Die Uberlagerung der einzelnen Spektren belegt, dass die Zugabe des

Kompetitors nicht dem Spektrum der ungebundenen Domane entspricht (Abbildung 3.38 B).
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Abbildung 3.38: Verdringungstest des Liganden VUP496 durch das small molecule D058-0287. (A)
Uberlagerungsspektrum der ungebundenen GYF-Doméane von CD2BP2 (rot) und nach Zugabe des Peptids
VUP496 (0,3 mM, blaues Spektrum). (B) Das griine Spektrum entspricht der Messung der Probe nach Zugabe
der Verbindung D058-0287 in einer finalen Konzentration von 2,1 mM. Aus der Uberlagerung der Spektren wird
ersichtlich, dass die Zugabe des Molekils nicht in der ungebundenen Form der Domane resultiert (rot), sondern
dem des gebundenen Peptids (blau) entspricht.
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Die durchgefiihrten Experimente zur Bestimmung der Bindung der Kleinmolekile an die
GYF-Doménen konnten die Ergebnisse des FP-Assays nicht bestatigen. Es konnte weder eine
eindeutige Bindung der Molekile an die Domane gezeigt werden, noch eine Verdrangung des
gebundenen Peptids VUP496 durch das Molekil D058-0287 beobachtet werden. Auffallig
war, dass alle Verbindungen stark gelb oder orange gefarbt waren und zudem nicht alle
Verbindungen in wasseriger Losung I6slich waren sondern prazipitierten.

Die Verbindungen wurden daraufhin in einem FP-Assay mit GST getestet. Es zeigte sich,
dass es sich bei den Verbindungen um falsch positive Treffer handelt, da ein &hnlicher Effekt
wie bei der GST-GYF Doméne zu beobachten war (Viviane Uryga-Polowy, personliche

Kommunikation).
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4 Diskussion

Proteine sind an den meisten biologischen Prozessen in der Zelle beteiligt. Oftmals agieren sie
dabei nicht als isoliertes Protein, sondern bilden (iber Interaktionen mit anderen Proteinen
stabile oder auch transiente Komplexe aus. Daher hilft die Identifizierung von Protein-
Protein-Interaktionen (PPIs) bei der Aufklarung der zelluldren Funktion eines Proteins.
Gering affine PPIs zwischen modularen Proteindoménen und kurzen Peptidsequenzen
innerhalb ihrer Bindungspartner spielen eine entscheidende Rolle bei der intrazellularen
Signalweiterleitung. Eine wichtige Klasse solcher PPIs ist die Erkennung prolinreicher
Sequenzen (PRS) durch PRS-Bindungsdoménen, zu denen auch die GYF-Domane gehort.
Nachdem das Bindungsmotiv fiir die beiden GYF-Unterfamilien ermittelt wurde®® 31 liegt
nun das Interesse in der Bestimmung des Interaktoms der GYF-Doménen verschiedener
Proteine. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente sollten dazu beitragen, die Protein-
Protein-Interaktionen der GYF-Doménen der humanen Proteine CD2BP2 und GIGYF2 sowie
des Hefeproteins Smy2 mit Hilfe verschiedener Methoden der quantitativen
Massenspektrometrie (MS) zu entschliisseln. Zudem sollte die Eignung der hier gewéhlten
Methoden fiir die Interaktombestimmung der GYF-Doméanen im Vergleich zu anderen
Methoden der PPI-Bestimmung bewertet werden.

4.1 Methoden der Proteomanalyse

Zur Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen haben sich diverse Methoden
durchgesetzt, die unter anderem die Yeast-2-Hybrid-Methode (Y2H), Protein-Microarray
basierte Methoden und das Phagen-Display umfassen**?. Neben der direkten Untersuchung
physischer Proteininteraktion werden, insbesondere fir Hefeproteine, auch genetische
Interaktionsstudien durchgefuhrt. Die Analyse genetischer Interaktionen dient der
Identifizierung von Genen, die in Kombination mit einem anderen Gen einen bestimmten

Phénotyp beeinflussen oder hervorrufen.
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Durch vielseitige Anwendbarkeit und hohe Sensitivitat stellt die Massenspektrometrie
heutzutage eine der wichtigsten Methoden fiir die Proteomanalyse dar. Vermehrt findet die
MS Anwendung bei der Bestimmung von PPIs durch Identifizierung der Bindungspartner

eines Affinitats-aufgereinigten Proteins.

4.1.1 Strategie zur Identifizierung neuer Interaktionspartner der GYF-

Proteine

Fur die Proteine Smy2, GIGYF2 und CD2BP2 wurden in der BioGrid-
(http://thebiogrid.org/)®* *! und der IntAct-Datenbank (http://www.ebi.ac.uk/intact/)® !
bereits Proteininteraktionspartner beschrieben. Die dafiir vormals verwendeten Methoden
umfassen die Y2H-Technologie, die Affinitatsaufreinigung sowie fir Smy2 auch die
Identifizierung genetischer Interaktionen.

Einige der in den Datenbanken aufgefiihrten Interaktionspartner von Smy2 und GIGYF2
wurden auch in den hier beschriebenen Pulldown-Experimenten bestatigt (Tabelle 3.2).
Deutlich wird, dass die aus Affinitatsaufreinigungen stammenden Interaktionen nicht
vollstandig in den SILAC-Pulldowns identifiziert wurden. Dies ist insofern zu erklaren, als
dass die Angaben fast ausschlieBlich aus Affinitatsaufreinigungen ausgehend vom
Interaktionspartner stammen, und nicht wie in den hier durchgefiihrten Pulldown-
Experimenten tber Smy2 und GIGYF2 selbst.

Lediglich in zwei Studien erfolgte die Affinitatsaufreinigung Gber Smy2 als TAP-fusioniertes
Volle-Lange-Protein™*® 35 Aus diesen Studien gingen vor allem ribosomale Proteine und
Hitzeschockproteine als Bindungspartner von Smy2 hervor. Die hdufig vorhandenen
ribosomalen Proteine und die an ungefaltete Polypeptide bindenden Hitzeschockproteine sind
jedoch bekannte Verunreinigungent®!. Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass die fehlende
Identifizierung bereits beschriebener Interaktionspartner, wie beispielsweise Eapl, auf falsch-
negative Ergebnisse hinweist.

In dieser Arbeit wurde die Methode der Affinitdtschromatographie mittels Glutathion-S-
Sepharose zur Identifizierung neuer Interaktionen der GYF-Proteine verwendet. Diese Form
der Affinitatschromatographie zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitat aus, bei der durch
Einsatz hoher Konzentrationen an immobilisiertem Protein, niedrigaffine Interaktionen
nachweisbar sind. Fur den effizienten Nachweis von Interaktionen muss die
Proteinkonzentration im Bereich oder oberhalb des Kgy-Wertes der Interaktion liegen. So

kénnen Bindungskonstanten im Bereich von 10> M mit dem hier vorgestellten Ansatz
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durchaus nachgewiesen werden. Die schwéchsten physiologisch relevanten Interaktionen
liegen im Kg-Bereich von 102 M4,

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Proteinen, die spezifisch Uber die PRS-
Bindungsstelle der GYF-Doménen von Smy2, GIGYF2 und CD2BP2 gebunden werden. Um
dieses Ziel zu erreichen, wurden die Affinitatsaufreinigungen mit den isolierten GST-
fusionierten GYF-Domanen als exogenes Bait-Protein durchgefiihrt. Die Verwendung eines
exogenen Bait-Proteins hatte den Vorteil, dass hohe Konzentrationen an immobilisiertem
Protein eingesetzt werden konnten. Dadurch war die Detektion niedrigaffinier und transienter
Interaktionen moglich. Weiterhin erlaubte die Versuchsdurchfiihrung die Verwendung eines
murinen Milzlysates.

Der Einsatz der GYF-Doménen als exogenes Bait sowie des murinen Milzlysates fur
CD2BP2-GYF, macht den wesentlichen Unterschied zu den bereits beschriebenen
Interaktionen aus.

Der Nachteil der Verwendung eines exogenen Baits ist aber, dass artifizielle Protein-Protein-
Interaktionen begunstigt werden, die in vivo aufgrund der geringen Konzentration oder der
unterschiedlichen Kompartimentierung der Interaktionspartner in der Zelle nicht stattfinden.
Diese Einschrankung gilt ebenfalls fur die Y2H-Methode. Die Untersuchung eines Proteins
auf endogenem Niveau, beispielsweise durch Koimmunoprézipitation (Co-IP), ist beziiglich
seiner eingesetzten Konzentration und der Interaktionspartner weniger artifiziell. Fir die in
dieser Arbeit beschriebene zielgerichtete Identifizierung der PRS-Bindungspartner war ein
endogenes Bait-Protein nicht geeignet, da auch niedrig-affine und transiente
Wechselwirkungen gefunden werden sollten und keine Untersuchungen der Volle-Linge-
Proteine erfolgen sollten.

Die Pulldown-Experimente mit den isolierten GYF-Domanen der Proteine Smy2, GIGYF2
und CD2BP2 wiesen eine Vielzahl an Proteinen mit hohen Anreicherungsfaktoren auf. Diese
Beobachtung war dabei unabhédngig von der Inhibitionsstrategie der PRS-Bindungsstelle
(Peptid oder Mutation) und der verwendeten Markierungsmethode der Peptide (SILAC oder
80-Markierung, s. 3.1 und 3.4).

Neben Proteinen, die ein oder mehrere Bindungsmotive fir die GYF-Domanen besitzen
wurden auch Proteine tiber die PRS-Bindungsstellen angereichert die keine Motive enthalten.
Fur die meisten dieser Proteine ohne Bindungsmotiv konnte mithilfe der STRING-Datenbank
ein Interaktionspartner ermittelt werden, der ein Bindungsmotiv flr die untersuchte GYF-

Domane besal’. Anhand der Resultate zeigte sich, dass neben direkten Bindungspartnern
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sowohl sekundére Bindungspartner als auch Proteinkomplexe tber die PRS-Bindungsstelle

der GYF-Domane koprazipitiert wurden.

4.1.2 Bewertung der Versuchsdurchfiihrung

Im Folgenden werden die gewahlten Parameter fir die Durchfihrung der
Wiederholungsexperimente, die Art der Inhibition der PRS-Bindungsstelle, die Verwendung
der GST-Fusionsproteine sowie die angewandten Markierungsmethoden der Proteine bzw.
Peptide, diskutiert.

Der Einsatz von SILAC-markierten Zell-Lysaten sowie die Nutzung der quantitativen MS
erlaubte die spezifische Identifizierung prolinreicher Bindungspartner der untersuchten GYF-
Doménen. Da in den verwendeten Zell-Lysaten trotz gleicher Behandlung
Expressionsunterschiede nicht ausgeschlossen werden kénnen, bietet es sich bei Verwendung
identischer SILAC-Lysate an, ein Wiederholungsexperiment durchzufihren. In diesem
werden die SILAC-Lysate in den Ansdtzen gegeneinander ausgetauscht (reverses
Experiment), wodurch die Lysat-spezifischen Expressionsunterschiede ermittelt werden
konnen.

Zu Beginn dieser Arbeit standen zur Versuchsdurchfiihrung ein QTof-MS-Gerat und die
MsQuant-Software!®" zur Verfuigung, was die Datenanalyse und -auswertung sehr aufwendig
und zeitintensiv machte. Daher wurden die Wiederholungsexperimente nicht als reverse
Experimente durchgefiihrt. Mit der Einfihrung des Orbitraps am Institut (FMP) und der
Versffentlichung der MaxQuant-Software™™ wurde die Datenauswertung stark vereinfacht
und ermdoglichte hoéheren Durchsatz. Daher erfolgte die Vermessung der Wieder-
holungsexperimente fur die GYF-Domanen von Smy2 und GIGYF2 am Orbitrap-
Massenspektrometer. Fir diese Experimente wurden sowohl die GST-Fusionsproteine als
auch die verwendeten Zell-Lysate erneut hergestellt.

Auch Kontrollexperimente anderer SILAC-Anwendungen erfolgen nicht immer mit einem
identischen  Zell-Lysat, wie beispielsweise bei der QUICK-Methode (quantitative
immunoprecipitation combined with knockdown)™® bei der die Bindungspartner eines
endogenen Proteins nach Immunoprézipitation ermittelt werden. Die Bestimmung der
unspezifischen Binder (an die Matrix und den Antikorper) erfolgt unter Verwendung eines
Zell-Lysats, bei dem das untersuchte Protein durch RNAI-vermittelten knockdown aus dem
Lysat entfernt wurde. Inwiefern dieser knockdown einen Einfluss auf das weitere Proteom hat,

ist nicht abschlieBend geklart. Es ist wahrscheinlich, dass dies ebenfalls in einer An- oder
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Abreicherung einzelner Proteine resultiert, die im Experiment als falsch-positive oder falsch-
negative Interaktionspartner identifiziert werden.

Die Bestimmung unspezifischer Binder erforderte eine inhibierte Bindungsstelle der GYF-
Doméne, die durch ein inhibitorisches Peptid oder eine Bindungsstellen-Mutation im Protein
erreicht wurde. Die Verwendung eines inhibitorischen Peptids hatte den Vorteil, dass keine
Proteinmutanten hergestellt werden mussten. Eine eingefligte Mutation kann mit geringerer
Loslichkeit oder dem Verlust der Struktur einhergehen. Ein Nachteil in der Verwendung eines
inhibitorischen Peptids kdnnte dagegen sein, dass hohe Konzentrationen des Peptids auch
Interaktionen im Lysat kompetiert, wodurch native Komplexe zerstort bzw. nicht gebildet
werden. Dieses Problem tritt hingegen bei der Verwendung von Proteinmutanten nicht auf.
Nachteilig an der gewéhlten Versuchsdurchfiihrung war, dass das GST-markierte Protein
gemeinsam mit den Interaktionspartnern von der Matrix eluiert wurde. Dies resultierte im
SDS-Gel in der Uberlagerung von Proteinen im Molekulargewichtsbereich zwischen ~ 25 und
35 kDa und schrankte die Identifizierung von Bindungspartnern stark ein. Eine stérkere
Bindung des Proteins konnte durch die Nutzung der Avidin-Biotin-Wechselwirkung als
Immobilisierungs-verfahren erzielt werden. Stringente Elutionsmethoden fihren jedoch

ebenfalls zur Auflésung dieser Interaktion3”

. Einen Ausweg konnte hier die kovalente
Bindung des Bait-Proteins an die Matrix tber Sortase A-vermittelte Proteinligation bieten, die
die gleichmaBige Orientierung des Proteins erlaubt!**!.

Um artifizielle Protein-Protein-Interaktionen, die durch die Verwendung eines exogenen Baits
begunstigt werden, zu minimieren, bietet sich eine Zellfraktionierung an. Dies empfiehlt sich
besonders fiir Zellen vielzelliger Organismen, da ihr Proteom im Vergleich zu dem der Hefen
wesentlich komplexer ist. Fir die Fraktionierung von Hefezellen ist unglicklicherweise kein

Protokoll etabliert, welches die Konsistenz und die Konzentration der Lysate nicht verandert.

Die in dieser Arbeit angewandten Methoden zur Isotopenmarkierung von Peptiden, die
SILAC-Methode und 20-Markierung, eigneten sich gut fir die Identifizierung von
Bindungspartnern der PRS-Bindungsstelle der untersuchten GYF-Domanen. Ein Nachteil der
80-Markierung ist, dass sie die Peptidmarkierung auf die Massendifferenz von 4 Da
beschrankt. Zudem erfolgt der tryptische Einbau von zwei '®0-Atomen nicht immer
vollstandig, wodurch einige Peptide nur einfach markiert sind. Dadurch kann es zu einer
Uberlagerung der Peptidspektren von *20- und *°O- Fragmenten kommen, die das Ergebnis
verfalschen. Bei der SILAC-Methode lasst sich hingegen die Massendifferenz durch die
verwendeten Aminosaureisotope beeinflussen. Vorteilhaft an der '*0-Methode ist jedoch,

dass sie die Markierung von Proteinen erlaubt, deren Markierung in Zellkultur (SILAC) nicht
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maoglich ist. So konnte, wie fir den CD2BP2-Pulldown gezeigt, ein organspezifisches Zell-

Lysat verwendet werden (s. 3.4.3).

4.2 Inhibition von PRS-Bindungsdomanen

Eine Reihe von Interaktionen zwischen prolinreichen Motiven und der entsprechenden
Bindungsdomane stehen bekanntermaBen im Zusammenhang mit humanen Erkrankungen®
1391 Daher besteht groBes pharmakologisches Interesse an der Entwicklung von Inhibitoren
solcher PPIs. Dazu werden neben dem Design eines Inhibitors in Form synthetischer Peptide,
unter Verwendung einer Struktur-basierten molekularen Modellierung dieser Peptidmimetika,
auch Hochdurchsatz-Analyse-Strategien zur Identifizierung von kleinen inhibitorischen
Molekiilen (,,small molecules®) genutzt.

In Zusammenarbeit mit der AG Kuhne (FMP, Berlin), der AG Schmalz (Universitat zu Koln)
und der AG Rademann (Universitat Leipzig, ehemals FMP), wurden die Strategien der
Peptidmimetika und der small molecules verfolgt, um die Protein-Interaktion der PRS-

Bindungsstelle der GYF-Doméne zu inhibieren.

4.2.1 Inhibition der GYF-Domane von CD2BP2 mit einem Petidmimetikum

Der (Pro-M2)-Baustein (s. 3.5.1), der von der AG Kiihne vorgeschlagen wurde, eignet sich als
Diprolinmimetikum. Die Bindungsaffinitat an die GYF-Doméane von CD2BP2 konnte flr das
Petidmimetikum im Vergleich zum WT-Peptid jedoch nicht verbessert werden (s. 3.5.1).
Unter Verwendung der NMR-Struktur des Komplexes der GYF-Domane mit dem CD2-
Peptid (PPPGHR, PDB: 1L2Z), wurde die Struktur des (Pro-M2)-Bausteins durch
computergestutzte Modellierung erstellt. Da das CD2-Peptid als einzelnes Motiv relativ
schwach an die GYF-Domane bindet (Kg ~ 159 uM), wurde eine andere Peptidsequenz fir
die Synthese des Peptimimetikums verwendet. Die verwendete Peptidsequenz wurde uber
Phagen-Display gewonnen (Phagen-Display-Peptid PD1: EFGPPPGWLGR) und besitzt mit
einer Kq von 13 PM eine hohere Affinitat fur die GYF-Domane von CD2BP2 B¢,

Die reduzierte Bindungsaffinitat des Peptidmimetikum im Vergleich zum WT-Peptid l&sst
vermuten, dass der Einbau des (Pro-M2)-Baustein zu unerwarteten Torsionswinkeln der
Peptidbindungen fihrte, die in einer veranderten Ausrichtung der Aminoséureseitenketten
resultierte. Diese kénnten der Grund dafr sein, dass der Ligand mit geringerer Affinitat von
der CD2BP2-GYF-Doméne gebunden wird, da relevante Wechselwirkungen (Wasserstoff-
briicken, Stapelwechselwirkungen) mit der Doméanen-Oberflache im Vergleich zum WT-
Peptid nicht stattfinden.
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Wenn die GYF-Domdéne die Fahigkeit besdle Liganden in der invertierten C—N-
Orientierung zu binden, dann ware die Position des Bausteins vermutlich nicht optimal
gewdhlt. Da fur die GYF-Doméanen die Bindung eines invertierten Liganden noch nicht
beobachtet wurde, scheint dies nicht der Grund fur die reduzierte Bindungsaffinitat zu sein.
Zudem besitzt der WT-Ligand ein PPGW-Motiv, von dem bekannt ist, dass es spezifisch von
der CD2BP2-GYF-Doméne gebunden wird (s. 1.4). Zur Bestimmung der tatsdchlichen
Ligandenbindung durch die Doméne ist eine Strukturaufklarung des Protein-Peptid-

Komplexes empfehlenswert.

4.2.2 Validierung der small molecules fiir das PRS-Bindungsepitop der

CD2BP2- GYF-Domane

Die zweite Strategie flr die Suche eines Inhibitors, die auf einer Fluoreszenzpolarisations-
(FP)-basierten Hochdurchsatz-Analyse der ChemBioNet-Bibliothek durchgefiihrt wurde,
lieferte keinen geeigneten Inhibitor der PRS-Bindungsstelle der CD2BP2-GYF-Doméne.

Die Untersuchung der Fluorescein-gekoppelten Peptide zeigte, dass alle synthetisierten
Peptide an die GYF-Domane binden. Die ermittelten Kg-Werte aus den NMR-Messungen
waren zwar hoher als die der FP-Assays, jedoch waren ihre Groenordnungen vergleichbar (s.
3.5.2, Tabelle 3.3). Die hoheren Ky-Werte aus den NMR-Messungen lassen sich durch die
Vermessung einzelner Proben mit definierter Ligandenkonzentration erklaren. Durch die
Vermessung von Einzelproben war die Menge des Liganden limitiert, so dass nur wenige
Messpunkte aufgenommen werden konnten. Optimierbar ist dies durch Vermessung von zwei
Proben, bei der in einer Probe die maximale verfligbare Ligandenkonzentration eingesetzt
wird. Einzelne Titrationsschritte konnen so durch Mischen der beiden Proben erzeugt werden.
Aufgrund der Ungewissheit ber die Ldslichkeit des Liganden in maximaler Konzentration
wurde diese Strategie nicht angewandt. Zudem war unbekannt, ob der Ligand einen negativen
Effekt auf die Proteinstabilitdt austibt und dessen Lo&slichkeit reduziert. Auch die 5%-ige
DMSO-Konzentration, welche in den NMR-Proben vorlag, kann die Bindungskonstante
kinstlich erhohen, da DMSO ebenfalls an die Doméne bindet (s. Abbildung 3.36, B)

Die inhibitorische Wirkung der im FP-Assay identifizierten Kleinmolekiile konnte mittels
NMR-Spektroskopie nicht bestétigt werden. Da die untersuchten Verbindungen teilweise eine
starke Gelb- und Orangefarbung in den DMSO-Stammldsungen aufwiesen, ist eine
Korrelation von Autofluoreszenz der Verbindungen mit dem FP-Signal demnach nicht
auszuschliel(en. Eine Autofluoreszenz der Kleinmolekile kann in einer falsch-positiven

Identifizierung resultieren. Ein derartiger Effekt wurde bereits beschrieben™*%. Aufgrund der
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unbestétigten Bindung der Kleinmolekiile wurde eine Kontrollmessung mit GST in einem FP-
Assay durchgefihrt, in dem die Molekile ebenfalls eine Bindung zeigten (Viviane Uryga-
Polowy, personliche Kommunikation). Es ist daher anzunehmen, dass die beobachte
Peptidverdrangung im FP-Assay eher eine Folge der Titration steigender Molekiil-

konzentrationen ist und somit irrtimlich eine Autofluoreszenzkurve bestimmt wurde.

4.2.3 Bewertung der Strategien zur Identfizierung von Inhibitoren

GYF-Doménen zeichnen sich durch eine hydrophobe Bindungsfurche aus, die an der
Ligandenbindung beteiligt ist. Deswegen sollten sich beide Herangehensweisen, die
Verwendung eines small molecule und eines Peptidmimetikums, fir die Inhibition der PRS-
Erkennung durch die GYF-Doméne eignen.

Die verfolgten Strategien, die FP-basierte Hochdurchsatz-Analyse der ChemBioNet-
Bibliothek und das gezielte Design eines Peptidmimetikums, lieferten nicht die erwiinschten
Ergebnisse. Der Vorteil in der Hochdurchsatz-Analyse liegt in der schnellen Untersuchung
vieler verschiedener Molekule, jedoch ist dabei die Qualitat und die Breite der verwendeten
Bibliothek entscheidend. Wie sich zeigte, ist bei Verwendung der ChemBioNet-Bibliothek zu
beruicksichtigen, dass aufgrund autofluoreszierender Verbindungen bei der FP-basierten
Hochdurchsatz-Analyse viele falsch-positive Verbindungen identifiziert werden. Hilfreich ist
es in erster Linie das Bibliotheken-Design zu lberdenken. Chemisch instabile, reaktive oder
unldsliche Verbindungen sowie jene Verbindungen, welche h&ufig als Treffer identifiziert
werden, sollten aus dem FP-Screen ausgeschlossen werden.

Das Modellieren eines Inhibitors auf der Grundlage einer gut aufgeldsten Struktur kann sehr
gute Ergebnisse erzielen. Obwohl es eine NMR-Struktur des Peptid-Liganden im Komplex
mit der GYF-Doméne von CD2BP2 gibt, kann die Bindung des Mimetikums durchaus
strukturell unterschiedlich sein. Insbesondere die Orientierung des Liganden kann eine
gewisse Flexibilitat aufweisen fur die die Genauigkeit der NMR-Struktur nicht ausreichend
ist, um geometrische Verschiebungen im Bereich von 0.2-0.5 A vorherzusagen. Zudem weist
der GYF-Ligand (nach der NMR-Struktur) eine intramolekulare Wechselwirkung auf, die
maoglicherweise durch den Diprolin-Baustein gestort wird. Weiterhin ist zu bedenken, dass die
Synthese eines einzelnen Bausteins schwierig und mit einem grofRen experimentellen

Aufwand verbunden sein kann.
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4.3 Die GYF-Domadne von Smy2 bindet an Proteine der mRNA-Prozessierung

Die SILAC-Versuche mit der GYF-Domane des Proteins Smy2 aus S. cerevisiae lieferten den
Hinweis, dass Smy2 mit mRNA-prozessierenden Proteinen interagiert. Die Pulldown-
Experimente deuteten auf eine Interaktion der Smy2-GYF-Domane mit Proteinen des CCR4-
Not-Komplexes hin. Es handelt sich dabei um einen evolutionar konservierten Komplex aus 9
Proteinen (in Hefe: Notl-5, CCR4, Pop2, Caf40 und Caf130), der sowohl an zelluléren
Prozessen im Zellkern als auch im Zytoplasma beteiligt ist. Neben nukledren Funktionen bei
der Transkriptionsregulation und der RNA-Degradation scheint die Hauptaufgabe des CCR4-
Not-Komplexes in der zytoplasmatischen Deadenylierung von mRNA zu bestehen*43] |m
Zytoplasma ist dieser Proteinkomplex in P Bodies (PBs) lokalisiert. Da fiir Smy2, ebenso wie
fir die isolierte GYF-Doméne, eine Lokalisation in P Bodies demonstriert wurde!®!, ist die
Rekrutierung von Smy2 in PBs uber die Interaktion mit den Bindungsmotiv-enthaltenden
Proteinen des CCR4-Not-Komplexes oder der 5'-3'-RNA-Exonuklease Xrnl vorstellbar.
Neben dieser Interaktion mit den Proteinen des CCR4-Not-Komplexes wurde auch der bereits
bekannte Interaktionspartner Eapl, ein Translationsinhibitor, identifiziert. Smy2 und Eapl
wurden als Komponenten des SESA-(Smy2-Eapl-Scpl60—-Ascl)-Komplexes beschrieben,
der an der spezifischen Regulation der POM34-mRNA auf Translationsebene beteiligt ist®.
Bei einem Defekt des Proteins Mps2, welches fur die Verankerung des Spindelpolkorpers
(SPB, spindle pole body) in die Kernhulle notwendig ist, wird der neu gebildete SPB nicht in
die Kernmembran inseriert. Die durch den SESA-Komplex vermittelte Translationsinhibition
der POM34-mRNA resultiert in einer verringerten Konzentration des POM34-Proteins,
wodurch die Lebensfahigkeit der Zelle wieder hergestellt wird. Dabei ist die Interaktion der
Smy2-GYF-Doméne mit dem C-terminalen PPGL-Motiv von Eapl fur die
Translationsinhibition essentiell®.

Weiterhin wurden spleilosomale Proteine identifiziert, die (ber die PRS-Bindungsstelle der
Smy2-GYF-Doméne gebunden wurden (s. Abbildung 3.6). Die zytoplasmatische Lokalisation
von Smyz2 lasst jedoch keine Funktion beim SpleiRprozess vermutenl*® %2 %1 |nwiefern es
sich bei diesen spleiRosomalen Proteinen um tatsachliche in vivo Bindungspartner handelt ist
nicht abschlieBend geklart. Eine artifiziell begiinstigte Interaktion mit Kernproteinen ist in den
durchgefiihrten Experimenten nicht auszuschlielen (s. 4.1). Andererseits konnten die
identifizierten spleilosomalen Proteine ein Hinweis auf den Transport von mMRNPs
(messenger ribonucleoprotein complexes) unter bestimmten zelluldren Bedingungen sein. Ein

Beispiel sind Lsm-Proteine die sowohl in zytoplasmatischen als auch nukleéren
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Subkomplexen zu finden sind. Sie sind dabei am Zusammenbau des Spleilosoms im Kern als

auch an der zytoplasmatischen mRNA-Degradation beteiligt™*!,

4.3.1 Die C-terminale Domane von Smy2 vermittelt keine Protein-Protein-

Interaktion

Smy2 wurde als ER-lokalisiertes, peripheres Membranprotein beschrieben, das Interaktionen
mit Proteinen des sekretorischen Transportwegs zeigt™ ™ 4. Die beschriebene Interaktion
zwischen Smy2 und dem Sec23/Sec24-Subkomplex ist dabei unabhangig von der GYF-
Domane®*. Da die Membranlokalisation von Smy2 vermutlich ebenfalls nicht tiber die GYF-
Domane vermittelt wird, wurde im Folgenden ein weiterer Proteinabschnitt von Smy2
betrachtet.

Smy?2 besitzt am C-Terminus eine a-helikale Doméne unbekannter Funktion. Untersuchungen
in Hinblick auf eine Funktion als Protein-Protein-Interaktionsdomane erfolgten in der
vorliegenden Arbeit durch Phagen-Display- und SILAC-Pulldown-Experimente mit der
isolierten Proteindomane. Diese Versuche lieferten keinen Hinweis auf eine Beteiligung der
Doméne an PPIs (s. 3.3.1 und 3.3.2). Syhl, das paraloge Protein zu Smy2, besitzt eine
ahnliche Domanenstruktur wie Smy2. Da fur Syhl eine Membran-Assoziation beschrieben
worden ist, wurde die C-terminale Doméne von Smyz2 auf Lipidinteraktion untersucht!™. Aus
der PIP-Strip-Analyse ging hervor, dass die C-terminalen Doméne von Smy2 an
Phospholipide binden kann (s. 3.3.3).

Da es mehrere Arten von peripheren Membranproteinen gibt, die Uber unterschiedliche
Mechanismen mit Membranen interagieren, wurde untersucht, ob die C-Terminale Domane
Lipidkopfgruppen bindet™®!. Die NMR-Untersuchung der C-terminalen Smy2-Doméne mit
dem Kopfgruppenanalogon (IP3) von PI(4,5)P2 (Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat)
zeigte jedoch keine Bindung. Hier ist zu bemerken, dass die Interaktion zwischen der Doméne
und PI1(4,5)P2 zu den schwachsten im PIP-Strip gehorte.

Vorstellbar ist, dass es zu einer sterischen Hinderung durch die benachbarten
Phosphorylierungen an den Positionen 4 und 5 dieser Kopfgruppe kommt, die die Bindung an
die Domane verhindern. Da eine Bindung der C-terminalen Doméane auch an PI(3)P, PI(4)P
und PI(5)P erfolgt, konnte auch eine lokal auftretende hohe negative Ladung, hervorgerufen
durch die benachbarten Phosphorylierungen, ein Grund fiir die verminderte Bindung an
P1(4,5)P2 sein. Die Bindungsfahigkeit der C-terminalen Doméane an Membranen ist damit
noch nicht abschlieend gekléart. Eine weitere Untersuchung mit der Kopfgruppe des

Phosphatidylinositol-(3,5)-bisphosphat bietet sich an, da die PIP-Strip-Analyse eine starkere
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Interaktion zwischen der Doméne und diesem Phospholipid vermuten ldsst. Durch die
Phophorylierungen an den Positionen 3 und 5 kénnten die sterische Hinderung und die lokale
negative Ladung reduziert werden.

Es ist durchaus moglich, dass die C-terminale Doméne von Smy2 mit Membranen interagiert,
die nicht spezifisch Uber eine Erkennung von Kopfgruppen erfolgt. Ein Beispiel ist die C-
terminale hSH3-Domane (hSH3%) von ADAP (adhesion and degranulation promoting
adapter protein). Fir diese Lipidbindungs-Doméne wurde ebenfalls Gber PIP-Strips eine
Lipidinteraktion gezeigt. NMR-Untersuchungen der hSH3“-Domane mit IP3 zeigten keinen
Effekt, dagegen konnte eine Interaktion mit Lipid-Vesikeln beobachtet werden!?* 24¢!,

Zur weiteren Untersuchung der C-terminalen Domane bieten sich neben der NMR-
Untersuchung mit der Kopfgruppe von Phosphatidylinositol-(3,5)-bisphosphat auch
Sedimentations- oder Flotationsassays mit der Doméne und weiteren Teilkonstrukten von

Smy?2 an.

4.3.2 Bewertung der Versuche mit der GYF- und der C-terminalen Domane

von Smy2

Eine Interaktion zwischen Smy2 als TAP-fusioniertes Volle-L&nge-Protein und den
chromosomal HA-markierten Proteinen CCR4 und Lsm5 konnte nicht durch Koprazipitétion
bestatigt werden. Fir den Nachweis transienter Interaktionen, die nur unter bestimmten
physiologischen Bedingungen oder in einem bestimmten Interaktionszeitraum stattfinden,
sind Koprazipitationsexperimente ineffizient. In diesem Fall empfiehlt es sich auf genetisch
verénderte Hefestdmme zurtickzugreifen, in denen diese Interaktionen nachweisbar sind. Es
ist auch nicht auszuschlieen, dass der TAP-Tag die Interaktion und somit die Ausbildung
von Proteinkomplexen stort oder die Affinitatsaufreinigung unter zu stringenten Bedingungen
durchgefuhrt wurde. Wie bereits erwadhnt (s. 4.1), gibt es zwei Studien bei denen die
Verwendung des TAP-Smy2 keine Interaktionspartner hervorbrachte.

Eine Bindung an die isolierte GYF-Doméne von Smy2 konnte fiir CCR4-HA demonstriert
werden, jedoch nicht fur Lsm5-HA (Abbildung 3.12). Lsm5 besitzt keine Motive fir die
Smy2-GYF-Domane und ist somit kein direkter Interaktionspartner. Aus den MS-Daten geht
nicht hervor, dass es sich bei Lsm5 um einen falsch-positiven Binder der GYF-Domane
handelt. Lsm5 wurde in beiden Experimenten mit 2 von 4 mdoglichen Peptiden identifiziert.
Jedes der Peptide war angereichert und eindeutig Lsm5 zugeordnet. Inwiefern die
Verwendung eines anderen Hefestamms (TAP-Smy2) im Vergleich zum SILAC-Experiment
(YALG6B) dieses Ergebnis beeinflusst ist unbekannt.
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Zur Bestimmung der Funktion der C-terminalen Doméne von Smy2 wurde ein Phagen-
Display-Experiment durchgefiihrt, bei dem es zu keiner spezifischen Anreicherung von
Peptid-présentierenden Phagen kam. Da in dem Experiment keine Kontroll-Doméne mit
bekannter Peptidspezifitdt eingesetzt wurde, kann ein experimenteller Fehler nicht
ausgeschlossen werden. Andererseits wurden nur Peptidsequenzen einer Lange von neun
Aminosauren betrachtet. Protein-Protein-Interaktionen auf Basis der Erkennung langerer
Peptide oder grol3flachigen Interaktionen, wie beispielsweise zwischen der GYF-Doméne von
CD2BP2 mit dem Protein U5-15K, konnten hierbei nicht untersucht werden. Die vier
durchgefuhrten SILAC-Versuche mit der C-terminalen Domane lieferten jedoch keine
Hinweise auf eine Beteiligung der Domane an Protein-Protein-Interaktionen (s. 4.3.1). Somit
ist eine Bindung der Doméne an nicht-proteinerge Molekiile in der Zelle zu vermuten.

4.4 GIGYF2 interagiert mit Proteinen des sekretorischen Transportweges

und des mRNA Metabolismus

Die Experimente mit der GYF-Doméane von GIGYF2 resultierten in der Identifizierung von
vier funktionalen Proteingruppen, die Uber die PRS-Bindungsstelle der Doméne gebunden
wurden. Diese Proteingruppen umfassen: (1) COPII-Proteine (coat protein complex Il,
COPII), (2) Proteine des SMN-Komplexes (survival of motor neurons, SMN), (3) Proteine
der zytoplasmatischen P Bodies und Stress Granules und (4) ribosomale Proteine. Die meist
falsch-positiven ribosomalen Proteine*?®! werden hier nicht weiter betrachtet.

Die Interaktion der GIGYF2-GYF-Doméne mit Sec-Proteinen (Secl3, 16A, 23A, 23B, 24A
und 31A), die an der Bildung von COPII-Vesikeln beteiligt sind, lieferte den ersten Hinweis
auf eine Funktion von GIGYF2 im sekretorischen Transportweg. COPI1I-Vesikel sind fir den
anterograden Proteintransport vom ER zum Golgi verantwortlich®!. Anhand der
Kolokalisation von GIGYF2 mit Sec31 und den Markerproteinen fiir das ER und den Golgi-
Apparat ist eine tatsachliche in vivo Interaktion zwischen GIGYF2 und den Sec-Proteinen
denkbar (s. 3.2.2).

Als weitere Bindungspartner der GIGYF2-GYF-Doméne wurden Proteine des SMN-
Komplexes (DDX20, Gemin 4-6 und Mep-50) sowie diesem Komplex assoziierte Proteine
(pICIn, PRMT5) identifiziert. Der SMN-Komplex ist an der zytoplasmatischen Biogenese der
spleifosomalen snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins), des verwandten U7 snRNPs

sowie weiterer RNPs beteiligt!*4"1%]

. Eine verminderte Expression des SMN-Proteins
(survival motor neuron protein) fuhrt zur Spinalen Muskelatrophie (SMA), die aus einer

Degeneration von o-Motorneuronen im Riickenmark resultiert**®!. Dem Protein SMN wurde
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weiterhin eine  Motorneuronen-spezifische Rolle beim axonalen mMRNA-Transport
zugeschrieben®®!.  Die identifizierten Proteine des SMN-Komplexes weisen keine
Bindungsmotive fir die GYF-Doméne auf. SMN besitzt in seiner C-terminalen
Proteinsequenz vermehrt Proline jedoch kein direktes PPG®-Motiv. Inwiefern SMN durch
die GYF-Doméne von GIGYF2 gebunden werden kann, ist nicht bekannt. SMN wurde
aufgrund seines Molekulargewichtes (MW: 31,8 kDa) nicht im Experiment identifiziert (s.
4.1.2). Die Koprazipitation der Proteine des SMN-Komplexes erfolgt daher entweder Uber
Kernproteine, die bei der Interaktom-Beschreibung des zytoplasmatischen GIGYF2 nicht
berucksichtigt wurden (s. 3.1.4), oder einen direkten Bindungspartner der im MW-Bereich der
GST-fusionierten GYF-Doméne liegt. Weiterhin kann eine Interaktion Uber einen bisher
unbeschriebenen Bindungspartner nicht ausgeschlossen werden. Die Interaktion mit dem
SMN-Komplex ist interessant, da fir heterozygote GIGYF2-knockout-M&use eine
altersbedingte motorische Dysfunktion beschrieben wurde®®!. Das SMN Protein wird auch in
den zytoplasmatischen Stress Granules (SGs) gefunden, und der knockdown dieses Proteins
resultiert in einer Abnahme von SGs. SMN-defiziente Zellen besitzen eine reduzierte Stress-
Resistenz und verminderte Lebensfahigkeit*>.

In den Pulldown-Experimenten wurden tber die PRS-Bindungsstelle auch Proteine der P
Bodies (PBs) und Stress Granules angereichert. Zu diesen P Body-Proteinen gehdren unter
anderem Ago2, Mov10, Rentl und TNRC6B, die mit Ausnahme von Ago2 ein
Bindungsmotiv fir die GIGYF2-GYF-Domane besitzen. Ago2 und TNRC6B sind ebenfalls
Proteinkomponenten der Stress Granules. Wie in Abbildung 3.15 gezeigt, flhrte die
Behandlung von HelLa-Zellen mit Arsen zu einer Rekrutierung von GIGYF2 in Stress
Granules. Inwiefern die Lokalisation von GIGYF2 in diesen Aggregaten Uber eine Interaktion
der GYF-Domane oder andere Sequenzabschnitte vermittelt wird, ist unbekannt. GIGYF2
besitzt in seiner C-terminalen Sequenz Q-reiche Regionen. Eine Assoziation von Q/N-reichen

Proteinsequenzen mit der Ausbildung von PBs und SGs wurde bereits beschrieben!26 1531,

4.4.1 Gemeinsamkeiten der Proteine mit Smy2-Typ GYF-Domane

Das humane Protein GIGYF2 und das dazu orthologe Hefeprotein Smy2 besitzen eine GYF-
Doméne vom Smy2-Typ. Obwohl die Proteine auRerhalb ihrer GYF-Domanen wenig
Sequenzahnlichkeit besitzen, weisen sie anhand ihrer bereits beschriebenen Interaktionen,
sowie der in dieser Arbeit ermittelten Protein-Protein-Interaktionen, Parallelen auf.

Beide Proteine lokalisieren in den zueinander verwandten PBs und SGs und interagieren Uber

ihre GYF-Domanen mit Motiv-enthaltenden Proteinen dieser Aggregate. Inwiefern die
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Rekrutierung von Smy2 und GIGYF2 in diese Aggregate Uber ihre GYF-Domanen oder
andere  Sequenzabschnitte  (s.4.4) vermittelt wird sollte  Gberprift — werden.
Lokalisationsstudien beider Proteine, die Mutationen in der PRS-Bindungsstelle ihrer GYF-
Doménen aufweisen, sowie von Deletionskonstrukten, bieten sich dazu an. Eine mdégliche
Funktion von Smy2 und GIGYF2 bei der Assemblierung oder dem Zerfall von PBs und SGs
bzw. der Rekrutierung oder Freisetzung von mRNPs aus diesen Aggregaten kdnnte uber
Uberexpressions- und Deletionsstudien untersucht werden

Fur beide Proteine gibt es zudem eine Assoziation mit der vesikuldren Transportmaschinerie.
Wahrend GIGYF2 direkt mit Proteinen der COPII-Vesikel interagierte (s. 3.1.4), zeigte sich
dies nicht fur Smy2. Die Proteine der COPII-Vesikel in der Hefe besitzen keine
Bindungsmotive (s. 3.2.3) was erklart, warum diese nicht als Bindungspartner fir die Smy2-
GYF Domane identifiziert wurden. Neben der von Higashio et al. (2008) beschriebenen
Interaktion zwischen Smy2 und dem Sec23p/Sec24p Subkomplex gibt es weitere Hinweise in
Form von genetischen Interaktionen auf eine Beteiligung am vesikuldren Transport!®® 5% 1441
Inwiefern GIGYF2 und Smy2 eine Funktion am anterograden Proteintransport ausiiben ist
noch zu klaren. Dies konnte beispielsweise tber Transport-Assays untersucht werden. Fur die
Bestimmung einer direkten Interaktion zwischen GIGYF2 und den Sec-Proteinen ist zudem

die Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-(FRET)-Analyse hilfreich.

Die beobachteten Unterschiede des direkten Interaktoms der GYF-Doméanen vom Smy2-Typ
in Mensch und Hefe lassen eine evolutiondre Verschiebung der PRS-Verteilung vermuten.
Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass in den Volle-Lange-Proteinen weitere
Bindungsstellen fir Proteine, Membranen oder auch RNA vorhanden sind, durch die
Interaktionen vermittelt werden konnten. Auch der wesentliche Unterschied in der
ProteingroRe von 740 AS fur Smy2 zu 1299 AS fur GIGYF2 lasst vermuten, dass GIGYF2
als Adapterprotein weitere Proteine assembliert, die im Falle von Smy2 indirekt vermittelt

werden, um vergleichbare Funktionen auszutben.

4.5 Die GYF-Domane von CD2BP2 bindet mRNA-Prozessierungsfaktoren

Fur die GYF-Doméne von CD2BP2 erfolgte bereits 2009 eine MS-basierte Analyse der tber
die PRS-Bindungsstelle gebundenen Proteinel*’. Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten Experimente unterscheiden sich von den vorherigen Versuchen durch die
Verwendung muriner Milzlysate, die **0O-Markierung der Peptide und die Bestimmung der

Anreicherungsfaktoren aller Proteine. Fir die Versuche wurde die humane GYF-Doméne von
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CD2BP2 verwendet. Die Proteinsequenzen der humanen und der murinen CD2BP2-GYF-
Doménen unterscheiden sich nicht (s. 1.2.1, Abbildung 1.4). Die Pulldown-Experimente der
GYF-Doméne von CD2BP2 mit murinen Milzlysaten resultierten vorwiegend in der
Préazipitation spleiosomaler Subkomplexe. Dieses Ergebnis zeigte sich auch in den
Versuchen von 2009. Eine Beteiligung von CD2BP2 an Prozessen, die mit der Spleilireaktion
assoziiert sind, wird bereits vermutet, da CD2BP2 eine Komponente des U5 snRNP ist und
mit den Proteinen U5-15K und Prp6 interagiert. Die Interaktionen mit U5-15K und Prp6
beruhen nicht auf der Erkennung prolinreicher Sequenzen durch die GYF-Doméne. Da
CD2BP2 nicht als eine Komponente des U5 snRNP in den katalytisch aktiven spleiRosomalen
Komplexen gefunden wird™®, kann fiir CD2BP2 eher eine Funktion bei der Assemblierung
des Spleilosoms vermutet werden anstelle einer aktiven Beteiligung am Spleil3prozess. Die
Beobachtung, dass die isolierte GYF-Doméane von CD2BP2 in einem in vitro Splei-
Experiment bereits die Ausbildung des spleiiosomalen Komplexes A verhindert, weist auf die
Bedeutung der Erkennung prolinreicher Sequenzen durch PRDs in spleilosomalen Proteinen
fiir den Zusammenbau und die Funktion des SpleiRosoms hin*4.

Neben den spleifosomalen Proteinen, die als Bindungspartner fur die GYF-Doméne
identifiziert wurden, konnten weitere nukledre Proteine angereichert werden, die an der
Genregulation und mRNA-Prozessierung beteiligt sind. Zu diesen gehoren Proteine des
SWI/SNF-Komplexes und des CPSF-Komplexes. Der CPSF-Komplex ist an der 3°-
Endprozessierung, genauer der Spaltungs- und Polyadenylierungsreaktion der mRNA

[154, 155]

beteiligt . Der SWI/SNF-Komplex ist an der transkriptionellen Aktivierung und

(156 157 Fir den

Repression ausgewdhlter Gene durch Chromatin-Remodelierung beteiligt
SWI/SNF-Komplex wurde zudem eine Rolle beim alternativen Spleien und/oder der
Polyadenylierung vom mRNA beschrieben™®]. Da alle mRNA-Prozessierungsschritte von der
Transkription bis zum Export der reifen mRNA aus dem Kern in enger Verbindung
zueinander stehen ist es interessant herauszufinden auf welchen Regulationsprozess CD2BP2
den groRten Einfluss hat.

Fur das zu CD2BP2 orthologe Protein TEG-1 in C. elegans wurde eine Funktion bei der
Regulation der Zellproliferation und -differenzierung beschrieben. Die Interaktion von TEG-1
mit dem SpleilRfaktor UAF-1, dem Homolog des humanen UA2F65 in C. elegans, weist auf
eine bisher unbekannte Funktion des Proteins beim Spleiprozess hin"®. UA2F65, eine
Untereinheit des U2AF (U2 auxilliary factor), ist an der Erkennung der 3°-Spleifl3stelle
beteiligt und bekanntermalien bereits im spleilosomalen Komplex A enthalten. Fir das

humane UA2F65 wurde zudem eine essentielle Funktion bei der Verknipfung der
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spleiBosomalen Entfernung von Introns und der 3‘-Endprozessierung von mRNA beschrieben
(1591 U2AF65 enthalt im N-Terminus ein Interaktionsmotiv fir U2AF35, das zudem ein
PPGF-Motiv enthélt. Es wird daher interessant sein herauszufinden, ob die Interaktion von
CD2BP2 mit dem heterodimeren U2AF65/U2AF35-Komplex moglich ist.

Fur eine erste Validierung der in vivo Interaktion von CD2BP2 mit Proteinen dieser
identifizierten Proteinkomplexe bieten sich FRET-Analysen an, bevor experimentell
aufwendigere Untersuchungen, wie beispielsweise in vitro 3°-Spaltungs- oder Polyadeny-

lierungsexperimente, durchgeftihrt werden!®%!,

4.6 Organspezifische Interaktionspartner der GYF-Domane von CD2BP2

Aus der organspezifischen Proteinexpressionsanalyse in der Maus (s. 3.4.2) ging hervor, dass
CD2BP2 insbesondere in lymphatischen Organen wie dem Thymus, den Lymphknoten und
der Milz exprimiert wird.

Die Verwendung des murinen Milzlysates fur die Pulldown-Experimente sollte der
Identifizierung neuer organspezifischer Interaktionspartner dienen (s. 3.4.3). Es wurden drei
stark angereicherte Proteine gefunden, die spezifisch fiir dieses Gewebe sind. Es handelt sich
dabei um die Proteine CDK13, M4K1 und CYFIP2. Fir CDK13 (Cyclin dependent kinase 13)
wurde beschrieben, dass es eine Funktion bei der Regulation des alternativen Splei3ens eines
Reportergens ausfuhrt!®h 2 M4K1 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase
kinase 1) ist eine Serin/Threoninkinase deren Expression auf hdmatopoetische Organe und
Hoden beschrankt ist!*?* 3% CYFIP2 (Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2) wird in T-
Zellen exprimiert und ist an der T-Zelladhésion und der p53/TP53-abhéngigen Induktion der
Apoptose beteiligt!!?® 161 1621 Diese drei gewebespezifischen Proteine besitzen keine
Bindungsmotive. Lediglich fur das humane Protein CYFIP2 findet gemal} der BioGrid-
Datenbank eine Interaktion mit TCERG1 (Transcription elongation regulator 1) statt!'®?l.
TCERGL1 besitzt 3 Bindungsmotive fiir die GYF-Doméne von CD2BP2 und wurde ebenfalls
angereichert. Fir das murine CYFIP2 gibt es noch keine beschriebenen Interaktionen nach
Angaben der BioGrid-Datenbank.

Inwiefern diese identifizierten organspezifischen Proteine von physiologischer Bedeutung
sind, ist ungewiss, da bislang keine spezifischen Bindungspartner beschrieben sind, die ihre
Kopréazipitation erklaren konnten. Der Versuch lieferte somit keine Hinweise auf Milz-
spezifische, direkte Bindungspartner. Eine gewebespezifische Funktion von CD2BP2 ist aber,

insbesondere in Bezug auf eine potentielle spleiBosomale Funktion, wahrscheinlich.
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Ebenso wie fur die Proteine Smy2 und GIGYF2 ist es fir das molekulare Verstandnis der
Bedeutung von CD2BP2 wichtig, neben der GYF-Doméne auch andere Proteinabschnitte

naher zu untersuchen.

4.7 Schlussfolgerung

Anhand der durchgefuhrten Pulldown-Experimente unter Verwendung der GYF-Domanen
der Proteine Smy2, GIGYF2 und CD2BP2 als exogenes Bait, konnten neue bisher
unentdeckte Interaktionspartner fir die PRS-Bindungsstelle der GYF-Doménen dieser
Proteine ermittelt werden (s. 4.3, 4.4 und 4.5). Insbesondere fir die Proteine Smy2 und
GIGYF2 konnten weitere Hinweise auf die Funktion dieser zytoplasmatischen Proteine mit
einer GYF-Doméne vom Smy2-Typ gewonnen werden.

Letztlich ist zu bemerken, dass ungeachtet der Hinweise die sich aus den MS-Analysen
ergeben eine Validierung der Protein-Protein-Interaktionen durch eine komplementare
Methode unerlasslich ist. Die moglichen Bindungspartner missen weiterhin in Bezug auf ihre

physiologische Relevanz bestatigt werden.
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6.3 Anreicherungsfaktoren der Proteine der Smy2-GYF-SILAC-Pulldown-

Experimente

Das Mischverhéltnis der Ansédtze betrug 1:1. Proteine, die fir die Beschreibung des
Interaktoms herangezogen wurden sind in Rot hervorgehoben und die Anreicherungsfaktoren
> 2 in Griin. Die spezifisch an die WT-Smy2-GYF-Doméne gebundenen Proteine waren **C-
markiert (**Ce-Lys, *Cs-Arg). Die Inhibition der Doméne erfolgte durch Zugabe von 2 mM
Msl5-L1-Peptid.

Experiment I. Die Proben wurden am Q-Tof Ultima API-Massenspektrometer vermessen. Die
Suche erfolgte gegen die Datenbank: UniProtKB/Swiss-Prot Release 56.0 (392667
Sequenzen), 22-Jul-08

Experiment Il: Die Proben wurden am LTQ Orbitrap XL-Massenspektrometer vermessen. Die
Suche erfolgte gegen die Datenbank: SwissProt 2010 10 (521016 Sequenzen, 183900292
Reste), 2010-10-05
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Tabelle 6.3.1: Anreicherungsfaktoren der

Experimente

O 00 N O U1 A W N -

W W W W W W W NN NN NNNNMNNNMNDNRPRPRRPRRRPRPRPR R R
o U W N P O O 00 N O UL B WIN P O O OWOWNO OV B wWDN -~ O

Proteine der

Smy2-GYF-SILAC-Pulldown-

Experiment | Experiment Il
et | e | | e |

P32639 BRR2_YEAST 11,1 14 11 56
P25655 NOT1_YEAST 25,8 12 10,9 77
P30822 XPO1_YEAST 3 10 10,5 21
P38203 LSM2_YEAST 4,6 9,8
P06197 PIS_YEAST 3,5 8,7
P36048 SN114_YEAST 10,4 8,6 26
P36041 EAP1_YEAST 28,1 7 8,5 13
P31384 CCR4_YEAST 23,5 14 8,4 18
Q12514 NOT5_YEAST 10,5 4 8,4 13
Q06089 YPO98_YEAST 3 2 7,7
P53280 CF130_YEAST 5 2 7,2
P47079 TCPQ_YEAST 2 7 6,8 20
P37898 AAP1_YEAST 2,5 7 6,7 11
P40413 TCPE_YEAST 2,2 3 6,2 14
P34909 NOT4_YEAST 21 4 5,4 7
Q05567 SGPL_YEAST 2,5 2 5,3
P40030 ERG28_YEAST 2,2 2 5
Q08972 NEW1_YEAST 6 5 5 9
P10591 HSP71_YEAST 9,5 2 4,9 33
P36084 MUD2_YEAST 26,5 5 4,7 12
P0O0359 G3P3_YEAST 2,2 8 4,7 11
P33334 PRP8_YEAST 9,2 6 4,5 61
P22147 XRN1_YEAST 5,8 10 4,4 37
Q12186 BBP_YEAST 25,4 4 4,3 9
P07342 ILVB_YEAST 2 10 4,3 25
P32327 PYC2_YEAST 2,2 8 4,1 6
P10592 HSP72_YEAST 7,1 37 4 34
P39008 POP2_YEAST 16,2 3 3,8 7
P43621 COPD_YEAST 2 3 3,7
P0O0330 ADH1_YEAST 2,6 3 3,7 14
P40089 LSM5_YEAST 5,9 2 3,6 2
P16474 GRP78_YEAST 5,5 5 3,4 10
P07251 ATPA_YEAST 2,5 12 3,3 20
Q96VH5 YCF7_YEAST 3,1 1 3,3
P47912 LCF4_YEAST 2,8 3,2
Q06217 SMD2_YEAST 11,6 3,2
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

Q01217 ARG56_YEAST 2 9
P00937 TRPG_YEAST 2,3 13
P12398 HSP77_YEAST 17,3 13 2,9 12
P07244 PUR2_YEAST 2,2 2 2,8 13
P14742 GFA1_YEAST 2,8 14 2,7 19
P37291 GLYC_YEAST 7,2 2 2,4 19
Q12466 TCB1_YEAST 3,4 4 2,1 12
Q01560 NOP3_YEAST 8,9 4 2

P38631 FKS1_YEAST 2 5 1,7

P05759 RS27A_YEAST 2,1 3 1,1

P32589 HSP7F_YEAST 2,7 9 1,1 13
P40150 HSP76_YEAST 8,7 22 1 23
P22138 RPA2_YEAST 2,2 2 0,3 5
Q03640 TCB3_YEAST 2,1 0,1 16
P22943 HSP12_YEAST 7,5 0 3
P32074 COPG_YEAST 1,9 5 32
P41811 COPB_YEAST 1,9 17 4,4 27
P00549 KPYK1_YEAST 1,9 20 2 30
P41940 MPG1_YEAST 1,9 2 8,2 12
P38088 SYG_YEAST 1,9 8 4,5 15
P39078 TCPD_YEAST 1,9 4 3,8 14
P10659 METK1_YEAST 1,9 6 4,9 12
POCOVS8 RS21A_YEAST 1,9 2 1,5 4
P17695 GLRX2_YEAST 1,9 3 0,2

P30624 LCF1_YEAST 1,9 7 2,3 5
P40069 IMB4_YEAST 1,9 13 7 22
P07259 PYR1_YEAST 1,8 38 2,9 85
P02309 HA4_YEAST 1,8 5 0,9 5
P38708 YHIO_YEAST 1,8 23 4,6 10
P0O0830 ATPB_YEAST 1,8 3,2 19
P16861 K6PF1_YEAST 1,8 4,2 24
Q00955 ACAC_YEAST 1,8 4,2 33
P17255 VATA_YEAST 1,8 2,8 41
P00927 THDH_YEAST 1,8 10 2,3 21
P48570 HOSC_YEAST 1,8 2 1,6

P38264 PHO88_YEAST 1,8 12 6 5
P36008 EF1G2_YEAST 1,8 2 6,2 13
P0O0815 HIS2_YEAST 1,8 13 2,8

P04801 SYTC_YEAST 1,7 4 1,2

P53622 COPA_YEAST 1,7 34 2,9 40
P48589 RS12_YEAST 1,7 12 9,9

P00958 SYMC_YEAST 1,7 11 5,8

P03965 CARB_YEAST 1,7 7 5,5 32
P07149 FAS1_YEAST 1,7 0,9 23
P02994 EF1A_YEAST 1,7 26 2,3 20
P15992 HSP26_YEAST 1,7 6 7,9 4
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83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

P49167 RL38_YEAST 1,7 5 1

P09733 TBA1_YEAST 1,6 10 3,8 9

P39079 TCPZ_YEAST 1,6 4,3

P02557 TBB_YEAST 1,6 3 14
P32324 EF2_YEAST 1,6 1,7 30
P16140 VATB_YEAST 1,6 21 3,1 28
P22137 CLH_YEAST 1,6 3 4,1 17
P41810 COPB2_YEAST 1,6 23 4,7 27
P33892 GCN1_YEAST 1,6 6 4,2 11
P11076 ARF1_YEAST 1,5 9 1,4 10
Q12335 PST2_YEAST 1,5 2 3,2 2

P09436 SYIC_YEAST 1,5 6 3,3 16
P34760 TSA1_YEAST 1,4 2 2,5 6

P20606 SAR1_YEAST 1,4 8 1,7 11
P15108 HSC82_YEAST 1,4 23 2,1 31
P04147 PABP_YEAST 1,4 10 1 6

P38116 ARL1_YEAST 1,4 2 1,7 5

P38701 RS20_YEAST 1,3 5 3,3 7

P38764 RPN1_YEAST 1,3 3 3,3 5

POC2H8 RL31A_YEAST 1,3 7 1,4 5

P41805 RL10_YEAST 1,3 4 0,7 2

POCOW9 RL11A_YEAST 1,3 7 1,2 8

P32445 RIM1_YEAST 1,3 5 2,3 3

P07280 RS19A_YEAST 1,3 11 2,4 5

P05743 RL26A_YEAST 1,2 6 0,7 3

P26782 RS24_YEAST 1,2 6 1,7 4

P35271 RS18_YEAST 1,2 7 0,8 3

Q01855 RS15_YEAST 1,2 4 0,7 3

P02407 RS17A_YEAST 1,2 3 0,5 6

P40213 RS16_YEAST 1,1 9 1,3 5

P05739 RL6B_YEAST 1,1 7 0,3 5

Q02326 RL6A_YEAST 1,1 13 0,4 6

P17079 RL12_YEAST 1,1 4 1,4 3

P02400 RLA4_YEAST 1,1 8 1,2 3

P36105 RL14A_YEAST 1,1 7 2,3 5

P05319 RLA2_YEAST 1,1 8 2,6 4

P26785 RL16B_YEAST 1,1 9 0,2 3

POC2H6 RL27A_YEAST 1,1 10 0,5 3

POC210 RL20_YEAST 1 10 0,3 7

P04451 RL23_YEAST 1 10 1,3 2

P05756 RS13_YEAST 1 16 0,5 6

P25373 GLRX1_YEAST 0,8 4 0,6 6
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6.4 Anreicherungsfaktoren der Proteine der GIGYF2-GYF-SILAC-Pulldown-

Experimente

Proteine, die fiir die Beschreibung des GIGYF2-GYF-Interaktoms herangezogen wurden sind
in Rot hervorgehoben und die Anreicherungsfaktoren > 2 in Grin. Die Inhibition der

GIGYF2-GYF-Domane erfolgte durch Zugabe von 2 mM SmB-2-Peptid. Die Versuchs-
bedingungen sind der Tabelle 6.4.1 zu entnehmen.

Tabelle 6.4.1: Versuchsbedingungen der GIGYF2-GYF-SILAC-Pulldown-Experimente

] Mischverhaltnis Verwendete Hela- Markierung
Experiment L . .
WT: inhibierte Domane Zellfraktion WT
| 1:1 Gesamtzell-Lysat H (13C6-Lys, 13C6-Arg)
|| 1:2 Zytoplasma H (13C6-Lys, 13C6-Arg)
n 1:1 Zytoplasma H (13C6-Lys, 13C615N4-Arg)
Experiment | & 1I: Die Proben wurden am Q-Tof Ultima API-Massenspektrometer

vermessen. Die Suche erfolgte gegen die Datenbank: UniProtKB/Swiss-Prot Release 56.0
(392667 Sequenzen), 22-Jul-08

Experiment I1l: Die Proben wurden am LTQ Orbitrap XL-Massenspektrometer vermessen.
Die Suche erfolgte gegen die Datenbank: SwissProt 2010 _10 (521016 Sequenzen, 183900292
Reste), 2010-10-05

Tabelle 6.4.2: Anreicherungsfaktoren der Proteine der GIGYF2-GYF-SILAC-Pulldown-
Experimente

Experiment Il Experiment | Experiment Il
umber | Protem WL | peptide | ML | peptide | M| pepride
11094979 SC31A_HUMAN 9,5 12 22,5 28 20,5 39
21Q32P44 | EMAL3_HUMAN 8,1 4 25,3 9 25,8 21
3[QsP210 CPSF2_HUMAN 4,5 3 15,4 14
4| Q6UN15 |FIP1_HUMAN 4,5 2 7,4
5| P55735 SEC13_HUMAN 4,1 2 22,0 2 20,1
6 [ 095486 SC24A_HUMAN 4,1 7 10,3 14
7 | Q8N8S7 ENAH_HUMAN 4,1 10 6,3 33,2 15
8 | P00966 ASSY_HUMAN 4,0 11 10,5 8,0 19
9|Q15436 | SC23A_HUMAN 3,9 3,1
10 [ Q8IU81 12BP1_HUMAN 3,7 1,4
111014776 TCRG1_HUMAN 3,6 32 25,6 10 37,7 35

134




Anhang

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

Q8N684 CPSF7_HUMAN 3,4 3 28,1 7 8,9 12
Q96CW5 | GCP3_HUMAN 3,3 8 2,3 2

Q8N163 K1967_HUMAN 3,2 5 25,9 18 19,8 36
Q5VTR2 BRE1A_HUMAN 3,2 3 3,8 3 11,6 21
Q15437 SC23B_HUMAN 3,2 7 4,7 12
Q86UU0 BCLO9L_HUMAN 2,2 3 32,3 9 13,2 22
P98175 RBM10_HUMAN 2,0 5 25,1 4 15,0 19
Q9BUQS DDX23_HUMAN 2,0 18 29,1 6 22,3 30
Q15029 U551_HUMAN 1,9 21 21,5 18 25,1 35
075643 U520_HUMAN 1,9 23 18,7 6 20,8 99
Q6P2Q9 PRP8_HUMAN 1,9 8 19,7 17 25,2 122
Q9NTZ6 RBM12_HUMAN 1,7 22 12,8 19,2 29
P50552 VASP_HUMAN 1,6 8 30,0 7 39,7 8

P49756 RBM25_HUMAN 1,5 4 23,9 4 13,5 22
075400 PR40A_HUMAN 1,5 7 20,3 2 12,2 22
P57678 GEMI4_HUMAN 1,4 10 17,7 16 12,1 22
Q13435 SF3B2_HUMAN 1,4 14 27,7 10 18,8 50
094906 PRP6_HUMAN 1,3 6 26,7 11 16,5 26
Q93052 LPP_HUMAN 1,3 4 7,0 5

Q9UHI6 DDX20_HUMAN 1,3 24,6 8 8,1 11
Q12874 SF3A3_HUMAN 1,2 31,2 4 34,6 23
P11021 GRP78_HUMAN 1,2 12 2,8 6 5,8 26
Q15459 SF3A1_HUMAN 1,1 36 29,9 12 16,6 39
015042 SR140_HUMAN 1,1 6 11,3 4 12,0 31
043684 BUB3_HUMAN 1,1 3 26,4 10 24,4 11
P08107 HSP71_HUMAN 1,0 10 2,7 25 3,5 26
Q12965 MYO1E_HUMAN 1,0 13 6,3 25 9,9 40
014744 ANMS5_HUMAN 1,0 6 7,2 2 17,2 24
P54259 ATN1_HUMAN 34,2 7 16,7 16
Q15428 SF3A2_HUMAN 33,7 3 35,6 11
060828 PQBP1_HUMAN 33,3 3 7,2 2

043670 ZN207_HUMAN 32,9 4 13,9 9

Q8WXD5 | GEMI6_HUMAN 31,7 2 7,2 3

Q9P2N5 RBM27_HUMAN 30,7 4 51 8

Q9BRQO PYGO2_HUMAN 30,6 2 23,6 3

Q9BWW4 | SSBP3_HUMAN 30,6 2 16,9 3

Q9UPNG6 SCAF8_HUMAN 0,3 10 28,8 9 7,2 28
095104 SFR15_HUMAN 28,4 6 10,4 15
P62306 RUXF_HUMAN 27,7 2 11,0 6

P62304 RUXE_HUMAN 26,7 2 12,5

Q5T6F2 UBAP2_HUMAN 26,4 11 13,6 22
Q96DI7 SNR40_HUMAN 25,1 2 40,6

Q86U70 LDB1_HUMAN 24,7 3 19,2

Q8I1Xa4 K1704_HUMAN 24,6 6 12,1

P61964 WDR5_HUMAN 24,2 4 13,0

Q8IWX8 CHERP_HUMAN 23,1 5 11,2 14
P35637 FUS_HUMAN 22,9 7 4,1

P09012 SNRPA_HUMAN 22,9 2 4,7
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60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
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75
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102
103
104
105
106
107

095777 NAA38_HUMAN 22,6 58,8
075909 CCNK_HUMAN 22,6 13,7 8
075533 SF3B1_HUMAN 0,9 40 22,3 11 14,5 63
P23246 SFPQ_HUMAN 0,9 21 22,0 4 17,9 41
Q96125 SPF45_HUMAN 21,5 3 8,3 12
043395 PRPF3_HUMAN 21,1 6 25,4 32
Q14157 UBP2L_HUMAN 0,6 16 21,0 11 11,2 26
Q9Y2W2 | WBP11_HUMAN 0,7 18 20,8 3 13,5 28
P62316 SMD2_HUMAN 0,7 3 20,7 4 10,3
Q9Y3B4 PM14_HUMAN 20,7 3 11,2
Q9UNS86 G3BP2_HUMAN 20,5 2 1,9
P08621 RU17_HUMAN 20,3 5 8,1 21
Q15233 NONO_HUMAN 0,7 11 20,2 3 25,4 26
Q9Y4z0 LSM4_HUMAN 19,9 2 9,5
095628 CNOT4_HUMAN 19,6 3 12,6
P09234 RU1C_HUMAN 19,2 2 4,6
Q8WWY3 | PRP31_HUMAN 19,1 2 10,8 11
Q53GS9 SNUT2_HUMAN 18,9 2 10,6
Q9BWIJ5 SF3B5_HUMAN 18,1 3 12,0
P08572 CO4A2_HUMAN 18,0 2 20,8
Q15427 SF3B4_HUMAN 18,0 3 8,1 10
095400 CD2B2_HUMAN 18,0 3 35,2
Q9Y5U2 TSSC4_HUMAN 17,7 2 72,9
043290 SNUT1_HUMAN 0,8 8 17,6 3 8,9 16
Q13283 G3BP1_HUMAN 17,5 4 1,3
P62314 SMD1_HUMAN 17,5 3 9,7
Q9BTD8 RBM42_HUMAN 17,4 2 4,7
QSNYV4 CDK12_HUMAN 17,4 2 5,6
Q04726 TLE3_HUMAN 17,3 3 11,3 13
Q8NBJ5 GT251_HUMAN 16,6 7 11,7
Q9Y4B5 K0802_HUMAN 16,5 11 4,5
Q15393 SF3B3_HUMAN 0,9 12 16,5 19 17,6 50
Q16630 CPSF6_HUMAN 16,3 4 7,9 8
060568 PLOD3_HUMAN 16,0 9 14,4 15
P08579 RU2B_HUMAN 0,9 2 15,6 4 17,1 2
P56545 CTBP2_HUMAN 15,5 3 16,5 12
043172 PRP4_HUMAN 15,2 3 13,3 14
060610 DIAP1_HUMAN 15,1 12 51 30
Q9BRS2 RIOK1_HUMAN 14,6 3 0,2 4
043719 HTSF1_HUMAN 0,9 15 14,1 4 22,7 33
P84103 SRSF3_HUMAN 13,2 3 5,0 4
Q14444 CAPR1_HUMAN 12,8 9 0,6 3
Q9BQA1 MEP50_HUMAN 12,7 5 26,3 4
Q9UKV8 AGO2_HUMAN 12,4 3 6,3 14
Q9Y3F4 STRAP_HUMAN 12,2 8 1,8 11
Q96GM8 | TOE1_HUMAN 12,1 4 3,7
P84090 ERH_HUMAN 11,9 2 1,3
043143 DHX15_HUMAN 11,8 5 9,2 31
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108 | P61962 DCAF7_HUMAN 11,8 3 4,9 5
1091 Q15020 SART3_HUMAN 11,7 10 25,6 29
110 Q02809 PLOD1_HUMAN 11,4 5 9,3

111 | Q96EP5 DAZP1_HUMAN 11,3 2 15,6

112 | P62318 SMD3_HUMAN 11,2 2 9,0

113 | P49902 5NTC_HUMAN 11,1 4 24,3 17
1141 Q9UPQS | TNR6B_HUMAN 10,9 2 7,8 15
115 | P68400 CSK21_HUMAN 10,3 4 8,8

116 | P51991 ROA3_HUMAN 10,2 3 7,7

117 | P54105 ICLN_HUMAN 9,6 3 23,4

118 |1 000512 BCL9_HUMAN 9,5 2 13,8 21
119 Q77456 KI21A_HUMAN 9,2 3 14,8 35
120 | P53999 TCP4_HUMAN 9,2 2 0,5 6
121 | P52294 IMA1_HUMAN 8,4 3 8,8 3
122 | P26368 U2AF2_HUMAN 8,3 4 5,2 5
1231 Q14694 UBP10_HUMAN 8,1 6 0,5 2
124 [ Q6PKGO LARP1_HUMAN 8,0 3 2,9 8
125| Q77417 NUFP2_HUMAN 0,4 13 8,0 3 1,2 7
126 | Q9HCE1 MOV10_HUMAN 7,9 5 4,8 5
127 [ P22626 ROA2_HUMAN 0,4 8 7,7 8 6,3 12
1281 Q92890 UFD1_HUMAN 7,7 7 10,2 7
129 | P17844 DDX5_HUMAN 7,4 8 2,4 19
130 | PO9651 ROA1_HUMAN 6,9 3 7,0 4
1311 Q13310 PABP4_HUMAN 6,8 2 1,5 10
132 [ P16989 DBPA_HUMAN 6,8 2 2,2 2
133 | Q8TAT6 NPL4A_HUMAN 6,8 7 8,2 10
134 Q96SB4 SRPK1_HUMAN 6,7 2 4,0

135 Q07666 KHDR1_HUMAN 6,6 4 2,7

136 | Q77739 YTHD3_HUMAN 6,6 2 2,3

137 | P63173 RL38_HUMAN 0,6 5 6,2 5 0,1 6
1381 Q92900 RENT1_HUMAN 6,2 6 3,9 14
139 P61254 RL26_HUMAN 6,1 5 0,8 6
140 [ P62750 RL23A_HUMAN 6,0 4 0,2 4
141 | P37108 SRP14_HUMAN 5,9 2 1,2 5
142 | P49458 SRP09_HUMAN 5,9 2 1,2 3
143 [ P62244 RS15A_HUMAN 5,8 2 2,1 5
144 [ PO8708 RS17_HUMAN 5,8 4 2,2 7
145 Q01844 EWS_HUMAN 5,7 6 3,6 7
146 | Q9UPS6 SET1B_HUMAN 5,6 2 11,9 18
147 | P62081 RS7_HUMAN 5,5 3 0,9

148 [ P62847 RS24_HUMAN 5,5 2 1,0

1491 Q08211 DHX9_HUMAN 5,4 5 5,4 17
150 | Q15637 SFO1_HUMAN 5,3 2 10,6 12
151 P18621 RL17_HUMAN 5,3 4 0,1 4
152 [ PO5387 RLA2_HUMAN 5,2 4 1,5 3
153 | P62263 RS14_HUMAN 5,2 2 2,0 4
154 | P83731 RL24_HUMAN 5,2 3 0,2 4
1551 Q99729 ROAA_HUMAN 51 4 2,8 5
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156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203

060506 HNRPQ_HUMAN 5,1 9 3,6 8
Q9BQ61 CS043_HUMAN 5,0 2 2,5 3
P62851 RS25_HUMAN 5,0 2 1,9 4
P62280 RS11_HUMAN 5,0 2 1,7 5
P52272 HNRPM_HUMAN 4,9 3 3,5 46
P42766 RL35_HUMAN 4,9 2 0,0 2
P62249 RS16_HUMAN 0,4 6 4,9 6 5,2 9
Q9UMS4 | PRP19_HUMAN 4,9 2 3,4 2
P07910 HNRPC_HUMAN 4,9 7 3,7 2
Q92734 TFG_HUMAN 4,8 5 1,3 4
Q92841 DDX17_HUMAN 4,8 3 4,9 24
P31943 HNRH1_HUMAN 4,6 4 3,1 14
Q99873 ANM1_HUMAN 4,6 11 0,9 4
P30050 RL12_HUMAN 4,6 2 0,7 5
P19525 E2AK2_HUMAN 4,6 2 0,0 5
P42677 RS27_HUMAN 4,6 3 0,9 2
P46776 RL27A_HUMAN 4,5 3 0,4 2
P52597 HNRPF_HUMAN 4,5 3 3,0 14
P46783 RS10_HUMAN 4,4 3 2,2 5
Q8TEQ6 GEMI5_HUMAN 4,3 8 7,2 42
P06748 NPM_HUMAN 4,2 9 0,5 7
P11940 PABP1_HUMAN 0,7 19 4,1 8 1,4 15
P62269 RS18_HUMAN 0,5 13 4,1 6 6,2 12
P61353 RL27_HUMAN 4,1 2 13,5

P62277 RS13_HUMAN 3,9 2 0,7

P39019 RS19_HUMAN 3,9 4 3,6 11
Q14103 HNRPD_HUMAN 3,7 5 3,2

P62829 RL23_HUMAN 3,7 2 0,2

Q92974 ARHG2_HUMAN 3,7 3 0,1 30
Q7L2)0 MEPCE_HUMAN 3,7 2 5,5 5
015027 SC16A_HUMAN 3,5 3 2,9 35
P62913 RL11_HUMAN 3,5 3 0,3 3
Q00839 HNRPU_HUMAN 3,4 6 1,2 19
Q12905 ILF2_HUMAN 3,3 7 1,5

P26599 PTBP1_HUMAN 3,2 5 0,2

Q8NE71 ABCF1_HUMAN 3,2 5 0,1

000571 DDX3X_HUMAN 3,2 6 1,6 29
P62857 RS28_HUMAN 3,1 2 7,6 2
P62888 RL30_HUMAN 3,1 2 1,2

Q6Y7W6 | PERQ2_HUMAN 3,0 3 0,1 12
P53621 COPA_HUMAN 2,5 9 0,2 5
P11142 HSP7C_HUMAN 2,5 17 3,4 30
P52907 CAZA1_HUMAN 2,5 3 0,3

P62158 CALM_HUMAN 2,4 2 1,3

P60866 RS20_HUMAN 2,2 2 2,3

P05198 IF2A_HUMAN 2,1 3 0,0

Q86W92 LIPB1_HUMAN 2,0 2 0,0 16
P55884 EIF3B_HUMAN 2,0 2 0,6 7
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204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243

Q13509 TBB3_HUMAN 2,0 2 1,0 12
Q86UK7 ZN598_HUMAN 2,0 32 1,9 35
P49411 EFTU_HUMAN 1,7 16 0,0 9

P68366 TBA4A_HUMAN 1,7 2 1,5 18
P68371 TBB2C_HUMAN 1,7 3 1,0 19
Q15293 RCN1_HUMAN 1,5 4 0,3

Q15366 PCBP2_HUMAN 1,5 3 0,1

Q9BQE3 TBA1C_HUMAN 1,4 12 1,2 20
P68363 TBA1B_HUMAN 1,4 0,0 20
Q01813 K6PP_HUMAN 1,4 0,6 16
P07437 TBB5_HUMAN 0,4 3 1,4 18 1,1 19
P38646 GRP75_HUMAN 1,4 6 4,3 17
P78527 PRKDC_HUMAN 1,3 2 0,2 105
P18085 ARF4_HUMAN 1,3 4 0,1

P11310 ACADM_HUMAN 1,3 2 0,1

P25705 ATPA_HUMAN 1,3 19 0,2

P15924 DESP_HUMAN 1,2 0,0 55
P52701 MSH6_HUMAN 1,2 0,1 27
Q15645 TRP13_HUMAN 1,2 0,1 11
P61978 HNRPK_HUMAN 1,2 11 1,1 13
075340 PDCD6_HUMAN 1,1 2,2 6

Q04637 IF4G1_HUMAN 1,1 0,1 73
Q14152 EIF3A_HUMAN 1,0 16 0,8 13
095373 IPO7_HUMAN 0,9 0,7 9

Q16531 DDB1_HUMAN 0,9 1,1 18
P50454 SERPH_HUMAN 0,9 0,2

043813 LANC1_HUMAN 0,9 0,7

P10809 CH60_HUMAN 0,8 16 0,1 18
P31327 CPSM_HUMAN 0,7 40 0,1 8

P53396 ACLY_HUMAN 0,7 0,2 4

P50990 TCPQ_HUMAN 0,6 5 0,5 13
P08238 HS90B_HUMAN 0,6 14 0,1 24
P68104 EF1A1_HUMAN 0,4 12 0,5 2 0,1 23
P07900 HS90A_HUMAN 0,3 12 0,1 14
Q14697 GANAB_HUMAN 0,3 0,2

P62937 PPIA_HUMAN 0,1 2 0,1

P21266 GSTM3_HUMAN 0,7 9 0,5 14
P08670 VIME_HUMAN 0,2 45 0,1 35
P35579 MYH9_HUMAN 0,2 113 1,1 109
P60660 MYL6_HUMAN 0,2 7 0,5 7
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6.5 Proteinsequenz von SMN

Acession Number: Q16637
Name: SMN, Survival motor neuron protein
Swissprot-1D: SMN_HUMAN
MW: 31,8 kDa

Aminosauresequenz:

MAMSSGGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDDSDIWDDTALIKAYDKAVASFKHALKNGDICE
TSGKPKTTPKRKPAKKNKSQKKNTAASLQQWKVGDKCSAIWSEDGCIYPATIASIDFKRETC
VVVYTGYGNREEQNLSDLLSPICEVANNIEQNAQENENESQVSTDESENSRSPGNKSDNIKPK
SAPWNSFLPPPPPMPGPRLGPGKPGLKFNGPPPPPPPPPPHLLSCWLPPFPSGPPIIPPPPPICPDSL
DDADALGSMLISWYMSGYHTGYYMGFRQNQKEGRCSHSLN

6.6 Beschriebene Interaktionspartner von Smy2 und GIGYF2

Die folgenden Tabellen geben die in der BioGrid (www.thebiogrid.org) und der IntAct-
Datenbank (www.ebi.ac.uk/intact/) bereits beschriebenen Interaktionen fur Smy2 und
GIGYF2 wieder.

Tabelle 6.6.1: Interaktionspartner des Proteins Smy2 aus S. cerevisiae

Smy2 Interaktionen:

Affinitatsaufreinigung
Interaktionspartner Swissprot-ID Beschreibung

P32905, POCX48,
RPSOA, RPS11B, RPS17A, P02407, P33442,

RPS1A, RPS24B, RPPO, ribosomal Proteine
RPLLB, RPL20B POCX32, P05317,

POCX44, POCX24

TEF2 P02994 Eukaryotic elongation factor 1A
CDC33 P07260 Eukaryotic translation initiation factor 4E

HSP82, SSEL SSAL SsA2, 02829, P32589,

P10591, P10592, Hitzeschockproteine
ECM10 P39987 °
HEK2 P38199 Heterogeneous nuclear rnp K-like protein 2
CSE4 P36012 Histone H3-like centromeric protein CSE4
NAB2 P32505 Nuclear polyadenylated RNA-binding protein NAB2
UBI4 POCG63 Polyubiquitin
IMD4 P50094 Probable inosine-5-monophosphate dehydrogenase
SMY2 P32909 Protein SMY2
SSB1 P10080 Single-stranded nucleic acid-binding protein
BRE5 P53741 UBP3-associated protein BRE5
VMA2 P16140 Vacuolar proton pump subunit B
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Rekonstruktionsassay (Y2H/DHFR)

Interaktionspartner Swissprot-ID Beschreibung
MUD2 P36084 Splicing factor MUD2
MSL5 Q12186 Branchpoint-bridging protein
NCS6 P53088 Cytoplasmic tRNA 2-thiolation protein 1
Genetische Interaktion
Interaktionspartner Swissprot-ID Beschreibung
RPBS8 P20436 RNA polymerases I, Il, and Il subunit ABC3
SEC24 P40482 Protein transport protein SEC24
AAT2 P23542 Transaminase A
FRA1 Q07825 Putative Xaa-Pro Aminopeptidase
YIRO16W P40572 UncharakterisiertesProtein
AlM44 Q99299 Altered inheritance of mitochondria protein 44
SBA1 pP28707 Co-chaperone protein SBA1
HOF1 Q05080 Cytokinesis protein 2
ILmM1 P47155 Increased loss of mitochondrial DNA protein 1
PPA2 P28239 Inorganic pyrophosphatase, mitochondrial
YME1 P32795 Yeast mitochondrial escape protein 1
CDC48 P25694 Cell division control protein 48
DSN1 P40568 Kinetochore-associated protein DSN1

EAF1, EAF5, EAF7, YNG2

FLC1, FLC2
ASC1
BBP1
BFR1
MPS2

SCP160
EAP1
RAD9

Q06337, P39995,
P53911, P38806

Q08967, P39719
P38011
Q12365
P38934
P53159
P06105
P36041
P14737

Chromatin modification-related protein

Flavin carrier protein
Receptor of activated protein kinase C 1 (RACK1)
BFR1-binding protein 1
Brefeldin A resistance protein 1
Monopolar spindle protein 2
Protein SCP160 (Protein HX)
elF4E-associated protein 1 (EAP1)
DNA repair protein RAD9

Tabelle 6.6.2: Interaktionspartner des humanen Proteins GIGYF2

GIGYF2 Interaktionen:

Affinitatsaufreinigung

Interaktionspartner Swissprot-I1D Beschreibung
USP11 P51784 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 11
HSP90AA1 P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha
EIF4A2 Q14240 Eukaryotic initiation factor 4A-I1
MYC P01106 Transcription factor p64
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Rekonstruktionsassay (Y2H)

Interaktionspartner Swissprot-ID Beschreibung
APC P25054 Adenomatous polyposis coli protein

GRB10 Q13322 Growth factor receptor-bound protein 10
RBM12 Q9NTZ6 RNA-binding protein 12
SNRPB P14678 Sm protein B/B'
SNRPC P09234 U1 small nuclear ribonucleoprotein C
SNRPN P63162 Sm protein N
WBP11 Q9Y2W2 WW domain-binding protein 11

6.7 Anreicherungsfaktoren der Proteine der CD2BP2-GYF-Pulldown-

Experimente mit ‘*0-Markierung

Proteine des CPSF-, des SWI/SNF-Komplexes und die gewebespezifischen Proteine sind in
Rot hervorgehoben. Die Anreicherungsfaktoren > 2 sind in Griin hervorgehoben. Das Misch-
verhéltnis der Ansatze betrug 1:1. Die Inhibition der CD2BP2-GYF-Doméne erfolgte durch
Mutation der PRS-Bindungsstelle (W8R Y33A). Spezifische Binder der PRS-Bindungsstelle
waren in Experiment | **0-markiert und in Experiment Il *°O-markiert. Die Proben wurden
am LTQ Orbitrap XL-Massenspektrometer vermessen. Die Suche erfolgte gegen die
Datenbank: SwissProt 2010 10 (521016 Sequenzen, 183900292 Reste), 2010-10-05

Tabelle 6.7.1: Interaktionspartner des humanen Proteins CD2BP2

Experiment | Experiment I
e ||| e | | e

1| Q6NVF9 CPSF6_MOUSE 4,37E+06 4 3,0 11
2| Q697A1 CDK13_MOUSE | 3,75E+06 3 36,8 5
3]Q922U1 PRPF3_MOUSE 2,85E+06 3 6,3 24
41008553 DPYL2_MOUSE 2,10E+06 8 228,8
5| Q8C9B9 DIDO1_MOUSE 1,66E+06 2 95,6
6| Q9EPU4 CPSF1_MOUSE 1,43E+06 7 8,8 30
7| Q9DC48 PRP17_MOUSE 1,39E+06 4 15,9 14
8| Q3TKT4 SMCA4_MOUSE | 1,12E+06 25 24,8 3
9| Q6DICO SMCA2_MOUSE | 1,11E+06 16 241,8 18
10| Q8VDP4 K1967_MOUSE 1,00E+06 4 154,4 29
11 [ Q9CSN1 SNW1_MOUSE 8,72E+05 3 4,4 14
12| P97384 ANX11_MOUSE 7,97E+05 8 193,1
13| P70460 VASP_MOUSE 7,39E+05 13 190,9
14 [ Q6NV83 SR140_MOUSE 6,46E+05 10 89,8 10
15| P62317 SMD2_MOUSE 6,01E+05 3 14,4
16 | Q9ESU6 BRD4_MOUSE 5,69E+05 5 1809,0
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Q921M3 SF3B3_MOUSE 5,38E+05 26 4,0 37
Q923D5 WBP11_MOUSE 5,25E+05 5 3,9 17
P39054 DYN2_MOUSE 5,19E+05 22 53,1 9

Q6PDG5 SMRC2_MOUSE | 4,81E+05 23 143,7 24
054941 SMCE1_MOUSE 4,62E+05 415,3 3

Q8CHO02 SUGP1_MOUSE 4,46E+05 6 43,4 12
Q3uUov1 FUBP2_MOUSE 4,35E+05 10 28,2 2

Q8CFQ3 AQR_MOUSE 4,15E+05 13 55,1 21
Q91WJ8 FUBP1_MOUSE 3,19E+05 4 635,1 7

Q970H3 SNF5_MOUSE 2,10E+05 2 319,0

P62315 SMD1_MOUSE 1,95E+05 7 15,0 7

Q8R081 HNRPL_MOUSE 1,85E+05 9 44,3 23
P62309 RUXG_MOUSE 1,68E+05 2 2,9 3

P97496 SMRC1_MOUSE 1,37E+05 17 341,4 14
035286 DHX15_MOUSE 1,29E+05 13 22,5 36
Q3UIA2 RHG17_MOUSE 1,29E+05 8 171,1 8

Q99PV0O PRP8_MOUSE 1,15E+05 51 6,2 117
Q8VvC03 EMAL3_MOUSE 1,04E+05 107,8 2

Q97315 SNUT1_MOUSE 1,03E+05 9,5 23
Q8JZX4 SPF45_MOUSE 1,02E+05 19,2 7

Q61656 DDX5_MOUSE 9,69E+04 9 24,5 16
Q8CGF7 TCRG1_MOUSE 8,75E+04 12 20,4 26
Q9D554 SF3A3_MOUSE 8,23E+04 9 5,4 27
Q7TMK9 HNRPQ_MOUSE 7,10E+04 2 201,5

Q64213 SFO1_MOUSE 6,93E+04 3 172,5

Q61466 SMRD1_MOUSE | 6,55E+04 3 164,9

P70315 WASP_MOUSE 6,11E+04 6 5,0 10
P70429 EVL_MOUSE 5,63E+04 22 101,6 13
Q9DAW6 PRP4_MOUSE 5,60E+04 3 5,9 9

Q99K48 NONO_MOUSE 5,50E+04 18 5,7 23
Q99KP6 PRP19_MOUSE 5,27E+04 4 2,4 3

Q3TIX9 SNUT2_MOUSE 4,90E+04 18,3 10
A2BH40 ARI1A_MOUSE 4,30E+04 9 340,6 11
Q91YR7 PRP6_MOUSE 2,85E+04 12 21,3 31
Q60749 KHDR1_MOUSE 2,44E+04 4 8,5 10
Q7TQHO ATX2L_MOUSE 2,01E+04 7 16,3

Q9CQuU1l MFAP1_MOUSE 1,67E+04 2 7,4

Q6PEO1 SNR40_MOUSE 1,54E+04 9 3,6 14
Q8QZY9 SF3B4_MOUSE 1,48E+04 5 8,0 10
Q99JR8 SMRD2_MOUSE | 1,36E+04 8 286,5 6

035218 CPSF2_MOUSE 1,15E+04 6 12,9 31
Q8C5N3 CWC22_MOUSE 1,14E+04 3 31,0 2

P63154 CRNL1_MOUSE 5,82E+03 3 26,3 10
B2RY56 RBM25_MOUSE 5,42E+03 4 51,2

Q8K1I7 WIPF1_MOUSE 5,15E+03 3 6,2

P61979 HNRPK_MOUSE 4,45E+03 16 89,2 16
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

Q3UKJ7 SMU1_MOUSE 3,88E+03 4 4,0 21
Q922v4 PLRG1_MOUSE 3,56E+03 3 9,7 15
Q6A068 CDC5L_MOUSE 3,28E+03 4 4,3 36
Q8BGO5 ROA3_MOUSE 2,19E+03 6 169,5 21
P70218 M4K1_MOUSE 2,05E+03 5 16,7

P54823 DDX6_MOUSE 1,60E+03 2 22,2

Q8VI6 SFPQ_MOUSE 1,13E+03 19 1,0 37
Q9DCD2 SYF1_MOUSE 858,7 6 51,8 15
Q7TSC1 PRC2A_MOUSE 849,3 28,5 4

Q91VvC3 IF4AA3_MOUSE 677,0 5 18,4 14
P19157 GSTP1_MOUSE 498,9 13 0,0

Q8BHS3 RBM22_MOUSE 358,5 2 5,6

Q8CCFO PRP31_MOUSE 241,9 4,6 12
Q62376 RU17_MOUSE 199,6 2 54,2 3

Q8K475 SF3A1_MOUSE 154,7 21 10,6 38
Q8R326 PSPC1_MOUSE 122,4 2,1 12
Q9ES52 SHIP1_MOUSE 118,3 130,7 7

Q99NB9 SF3B1_MOUSE 104,5 26 18,4 57
008810 U5S1_MOUSE 93,6 25 8,9 45
QIJII5 DAZP1_MOUSE 66,9 2 1029,0 3

Q8CGZ0 CHERP_MOUSE 51,7 5 6,9 8

QO0PI9 HNRL2_MOUSE 44,6 2 13,1 5

Q9ROI7 YLPM1_MOUSE 43,6 3 36,3 7

Q8BHD7 ROD1_MOUSE 31,3 2 26,4 9

Q8VDM6 HNRL1_MOUSE 26,0 5 204,9 7

Q550X6 CYFP2_MOUSE 23,9 4 6,6 2

Q9R1C7 PR40A_MOUSE 22,2 6 31,5 13
Q9JJ18 RL38_MOUSE 21,4 2 3,6 5

Q9JKF1 IQGA1_MOUSE 20,6 3 2,7 2

P62305 RUXE_MOUSE 18,5 3 7,5 4

Q501J6 DDX17_MOUSE 15,0 5 47,5 3

Q99LF4 RTCB_MOUSE 12,4 6 28,4 2

P27659 RL3_MOUSE 10,4 4 22,5 5

P58252 EF2_MOUSE 7,1 13 17,8 3

Q91VR5 DDX1_MOUSE 6,8 14 28,3 5

P62843 RS15_MOUSE 5,9 3,2 2

P61358 RL27_MOUSE 5,5 21,3 3

P63017 HSP7C_MOUSE 5,2 10 2,2 2

Q9DOE1 HNRPM_MOUSE 5,1 9 161,1 25
P62301 RS13_MOUSE 4,3 5 0,6 3

Q8BK67 RCC2_MOUSE 4,2 13 6,2 5

P62889 RL30_MOUSE 4,2 5 6,7 3

P01872 IGHM_MOUSE 4,0 2 2,6 2

P83877 TXN4A_MOUSE 3,6 3 2,7 7

Q99J72 ABEC3_MOUSE 3,6 3 3,5 2

P62852 RS25_MOUSE 3,5 5 7,2 3
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109
110
111
112
113
114
115
116
117
118

P20029 GRP78_MOUSE 3,3 23 1,6 26
Q9CWK3 CD2B2_MOUSE 3,3 5 1,5 4
P02088 HBB1_MOUSE 1,7 10 1,6 5
P10126 EF1A1_MOUSE 1,3 7 2,9 4
Q64475 H2B1B_MOUSE 1,1 10 6,1 6
Q9D8NO EF1G_MOUSE 0,5 11 1,6 7
P62806 H4_MOUSE 0,4 5,7 5
P18760 COF1_MOUSE 0,3 1,1 2
Q8VDD5 MYH9_MOUSE 0,030 89 0,8 53
P62307 RUXF_MOUSE 0,002 3 8,0 3

6.8 NMR-Untersuchungen mit den small molecules

In Tabelle 6.8.1 sind die eingesetzten Protein-, Ligand- und DMSO-Konzentrationen der

NMR-Bindungsstudien der small molecules (s. 3.5.3, Ergebnisteil) angegeben. Die Spektren
der NMR-Untersuchungen der Verbindungen D058-0287 (1,09 mM), 2922-0532 (0,2 mM),
5408-0428 (0,2 mM) und D011-1842 (0,2 mM) sind in Abbildung 6.8.1 gezeigt.

Weitere Verbindungen im Ergebnisteil unter 3.5.3:

Abbildung 3.36: Verbindung 2945-011 (1,98 mM)
Abbildung 3.37: Verbindung D058-0287 (0,2 mM)

Tabelle 6.8.1: Eingesetzte Konzentrationen der Kleinmolekiile

FP-Assay NMR-Probe Referenz-Probe

Substanz Ky MW (Da) mg Stammldsung Cligand Comso Coyre2 Comso
D058-0287 21 uM 324,4 5 100 mM 1,09 mM 1,31% 150 uM 1,31%
2945-0011 29 uM 310,7 51 100 mM 1,98 mM 2,22% 150 uM 3,07 %
6153-0089 36 uM 275,4 5,3 50 mM** nicht vermessen

2922-0532 55 uM 288,3 1 50 mM 0,2 mM 0,4 % 150 um 0,4 %
5408-0428 84 uM 297,3 5 100 mM 0,2 mM 0,2% 150 uM 0,2%
D011-1842 87 uM 358,4 5,3 100 mM 0,2 mM*? 0,2 % 151 um 0,2%

Bemerkungen:
1 . . . . s
** Substanz war in einer Konzentration von 50 mM unléslich

*2 Substanz fiel in der NMR-Probe aus
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Abbildung 6.8.1: Bindungsstudien der Kleinmolekiile an die *>’N-markierte GYF-Domine
von CD2BP2. Das rote Spektrum zeigt jeweils die isolierte GYF-Domane, das blaue Spektrum
die GYF-Domane nach Zugabe der Verbindung. Die untersuchte Verbindung ist mit Struktur
und Bezeichnung in den Spektren angegeben. Die Probenzusammensetzungen sind der
Tabelle 6.8.1 zu entnehmen.
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Anhang

6.9 Abkiirzungsverzeichnis

)]

AS
Abb.
APS
BBP
bp
BSA
°C

ca.
CCR4
cDNA
cfu
CD2
CD2BP2
CIAP
CYFIP2
C-terminal
D,O
Da
DHFR
DMEM
DNA
dNTP
E2s0

E. coli
EAP1
et al.
EDTA
ESI
EVH1
FP
FPLC

g
9

GIGYF
GFP

hydrophobe Aminoséure (lle, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr oder Val)
Aminosédure/ Aminosauren

Abbildung

Ammoniumperoxodisulfat

Branchpoint-bridging protein, alternativer Name fiir MslI5
Basenpaar

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Grad Celsius

circa

Carbon catabolite repressor protein 4
komplementare DNA

colony forming unit

T-cell surface antigen CD2

CD2 bindendes Protein 2

Calf Intestine Alkaline Phosphatase

Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2
Carboxyterminal

Deuteriumoxid

Dalton

Dihydrofolatreduktase
Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Extinktion bei einer Wellenldnge von 280 nm
Escherichia coli

elF4E-assoziiertes Protein

et alii, und andere

Ethylendiamintetraessigsaure
Elektrospray-lonisation

Ena/Vasp Homology domain 1
Fluoreszenzpolarisation

Fast Protein Liquid Chromatography

Gramm

Erdbeschleunigung g = 9,81m/s?, zur Bestimmung der
relativen Zentrifugalkraft eines Rotors
GRB10-interacting GYF protein

grun fluoreszierendes Protein
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GSH Glutathion, reduziert

GSSG Glutathion, oxidiert

GST Glutathion-S-Transferase

GYF Doménenname, abgeleitet vom Ein-Buchstaben-Code des
charakteristischen Glycin-Tyrosin-Phenylalanin Tripeptids innerhalb
der Domane

GYN4 GYF domain-containing protein binding to Not4 (Swiss-Prot Eintrag:
Q9FMM3)

h Stunde, hour

HA Hemagglutinin

Hisg Hexahistidin

H.O Wasser

HSQC heteronukleare Einquantenkohéarenz, Heteronuclear Single
Quantum Coherence

IMAC immobilisierte Metallchelat-Affinitdtschromatographie

IPTG Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid

IUP intrinsisch ungefaltetes Protein

K Kelvin

kb Kilobasenpaare

Kyq Dissoziationskonstante

kDa Kilodalton (dquivalent zu kg'mol™)

kv Kilovolt

I Liter

LB Luria-Bertani

LiAc Lithiumacetat

Lsm5 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm5

m milli

M Molaritét in mol'L™

M4K1 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1

MALDI Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation (matrix assisted laser
desorption ionisation)

MW Molmasse, Molecular Weight

mA Milliampére

mg Milligramm

Min. Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mM millimolar (mmol1™)
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ms

MS
MS/MS
Msl5
MUD2
Myrl

ng
nm
N-terminal
NMR
NPWBP
OD2s0/600
PAGE

PB

PBS

PCR

PDB

PEG
PERQ2

PBMC

PMSF
PPII
ppm
PRD
PRS
RNA
RQCD1
RT

S.
sek
SD
SDS
SG
SH3

Millisekunde

Massenspektrometrie

Tandem-Massenspektrometrie

MUD synthetic-lethal 5, alternativer Name fiir BBP
mutant synthetic-lethal with U1 snRNA 2

MYR1 for multicopy suppressor of YPT6 and

RIC, alternativer Name fir Syhl

Nanogramm

Nanometer

Aminoterminal

Kernmagnetresonanz-Spektroskopie

Npw38-bindendes Protein

optische Dichte bei einer Wellenléange von 280 bzw. 600 nm
Polyacrylamidgelelektrophorese

Processing (P) Bodies

phosphatgepufferte Saline (phosphate-buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Protein Data Bank

Polyethylenglykol

PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2,
alternativer Name fir GIGYF2

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood
Mononuclear Cell)

Phenylmethansulfonsaurefluorid

Polyprolin Typ 1l

Teilchen pro Million, parts per million
Prolinbindungsdomane, proline recognition domain
prolinreiche Sequenz(en)

Ribonukleinsdure

Required for Cell Differentiation 1 homolog
Raumtemperatur (25°C)

siehe

Sekunde

synthethic drop-out

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

Stress Granules

Src-homology 3
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SILAC stabile Isotopenmarkierung von Aminoséuren in der Zellkultur, (stable
isotope labeling by amino acids in cell cultur)

SNRNP small nuclear ribonucleoprotein particle

Smy?2 Suppressor of MYO2-66 protein

Syhl SMY2 homolog 2

TAE Tris-Azetat-EDTA

TAP Tandemaffinitatsaufreinigungs-Markierung

Tag kurzes endstandiges Peptid

Taq Thermus aquaticus

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TFA Trifluoressigsaure

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol

Tween 20 Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat

U Unit (Einheit der Enzymaktivitat)

UEV ubiquitin E2 variant

\ Volt

VUP Viviane Uryga-Polowy

WT Wildtyp

Ww Doménenname, abgeleitet von zwei konservierten Tryptophanresten
innerhalb der Domaéne

Y2H Hefe-2-Hybrid (Yeast Two-hybrid)

YNB Hefe-Stickstoffbase ohne Aminoséuren (yeast nitrogen base without
amino acids)

YPD Hefe Pepton Dextrose (Yeast extract Peptone Dextrose)

M SI-Prafix: Mikro (10°%), Millionstel

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

uM mikromolar
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