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Einleitung

1. Einleitung

1.1 14-3-3 Proteine

Lebende Organismen stehen in Kontakt zu ihrer Umwelt und, bei Vielzellern, zu be-
nachbarten Zellen. Sie erhalten eine Vielzahl von Informationen, z.B. Uber Temperatur,
osmotischen Stress und Nahrungsangebot. AuBerdem erhalten sie von Nachbarzellen
chemische Signale, wie z.B. Wachstumsfaktoren. Diese Vielzahl von Informationen
verarbeiten sie in komplexen Signalwegen. Entwicklungsbiologische Prozesse, Zell-
differenzierung und Zellteilung miUssen so reguliert werden, dass sie zum richtigen
Zeitpunkt in den richtigen Zellen an- oder abgeschaltet werden. Unter bestimmten
Umsténden kann es auch nétig sein, einzelne Zellen abzutéten, um das Uberleben
des Organismus zu sichern. All diese Signalwege muissen koordiniert ablaufen, um
das Funktionieren des gesamten Organismus zu gewéhrleisten. Zu den regulatori-
schen Molekulen, die solche Signalwege koordinieren, gehéren Proteine der 14-3-3

Familie.

14-3-3 Proteine bilden eine Familie von stark konservierten, sauren Proteinen mit einem
Molekulargewicht von etwa 30 kD. Sie wurden 1967 in einer systematischen Analyse
von Gehirnproteinen entdeckt (Moore and Perez, 1967). Der Name ,,14-3-3“ basiert auf
der Nummer der Fraktion nach DEAE-Zellulose Chromatographie und der Position in
der nachfolgenden Gelelektrophorese. Inzwischen wurde gezeigt, dass 14-3-3 Prote-
ine in den meisten Geweben exprimiert werden. AuBerdem wurden 14-3-3 Proteine in
allen bislang untersuchten eukaryontischen Organismen von Hefe bis Sdugern gefun-
den (Aitken et al., 1992; Aitken, 1995; Tzivion and Avruch, 2002). In Sdugern wurden 7
und in Pflanzen mehr als 10 Isoformen entdeckt. Hefe, D.melanogaster und C.elegans
dagegen besitzen nur jeweils zwei Isoformen. Urspringlich wurden 14-3-3 Proteine
als Aktivatoren der Neurotransmittersynthese beschrieben (Isobe et al., 1991). Inzwi-
schen wurde gezeigt, dass 14-3-3 Proteine an der Regulation einer groBen Anzahl
zelluldrer Prozesse beteiligt sind (Aitken etal., 1992; van Hemert et al., 2001; Tzivion
and Avruch, 2002; Hermeking, 2003). Durch Bindung an unterschiedliche Interaktions-

partner regulieren sie beispielsweise den Zellzyklus, verschiedene Signaltransduktions-
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wege, Apoptose, die Stressantwort einer Zelle, die Organisation des Zytoskeletts, Stoff-
wechsel und Tumorwachstum (Abb. 1.1). Bis jetzt wurden etwa 200 potentielle 14-3-3

Bindeproteine in verschiedenen Organismen entdeckt.

Zytoskelett Calcium Signalling
(Aktin, Cofilin, Tubulin, Tau) (CaMKK, CaM)

Zellzyklus Apoptose

(Cdc25) \ / (Bad, Bax, Forkhead, A20)
14-3-3
Metabolismus / \ Signal Transduktion

(Nitratreduktase, GAPDH,
ATP- Synthase) (PKC, MEKK-1, -2, -3, Raf-1, PLC)

Intrazellulare Zielsteuerung/Transport
(KCNK3, KLC2, KIF5C, LIP35, KIF1C)

Abb. 1.1: Ubersicht liber die Beteiligung von 14-3-3 Proteinen an verschiedenen
Signalwegen

Ein 14-3-3 Monomer besteht aus 9 a-Helices. In der Regel bilden 14-3-3 Proteine
jedoch Dimere, indem sie Uber ihre N-Termini interagieren. Ein 14-3-3 Dimer bildet
einen groBen, negativ geladenen Kanal, dessen Boden von den Helices 1, 3 und 5
gebildet wird, wahrend die Wande des Kanals aus Helices 7 und 9 bestehen (Abb. 1.2
A und B) (Xiao et al., 1995). Die Aminosauren, die mit den Zielproteinen interagieren,
befinden sich in Helix 3 (Lys49 und Arg56), sowie in Helix 5 (Arg127 and Tyr128) (Xiao
et al.,, 1995; Fu et al., 2000). Die am starksten konservierten Aminosauren befinden
sich im Inneren des Kanals, wahrend die Aminosduren an der AuBenseite des Dimers
starker variieren. Die Bindung der meisten Interaktionspartner erfolgt im Kanal (Xiao
et al., 1995). Jedes 14-3-3 Dimer ist in der Lage, zwei Zielproteine gleichzeitig zu

binden, oder ein Zielprotein, das zwei 14-3-3 Bindemotive enthalt (Fu et al., 2000).
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Abb. 1.2: Struktur eines 14-3-3 Dimers

(A) Orthogonale Ansicht eines 14-3-3 Dimers. Hellblaue Regionen markieren identi-
sche Aminoséauren bei 24 untersuchten 14-3-3 Isoformen aus Saugern, Hefe, Pflan-
zen und Amphibien. Rote und griine Regionen sind starker variabel. (B) Schematische
Darstellung eines 14-3-3 Dimers. Dargestellt ist die Anordnung der neun anti-paralle-
len a-Helices eines jeden Monomers (gelb und blau) (aus Xiao et al., 1995).

14-3-3 Proteine binden die meisten ihrer Interaktionspartner in Abhangigkeit von de-
ren Phosphorylierung. In unabhéngigen Studien wurde gezeigt, dass 14-3-3 Proteine
phosphorylierte Serin- oder Threoninreste in einem bestimmten, konservierten Motiv
in der Sequenz des Zielproteins erkennen (Muslin et al., 1996; Yaffe et al., 1997). Eines
der oft in 14-3-3 Bindeproteinen vorkommenden Motive hat die Sequenz -RSXpS/
pTXP-, ein anderes die Sequenz -RXY/FXpS/pTXP-, wobei X fir eine beliebige Ami-
nosaure steht. Der Argininrest an Position -3 bzw. -4 sowie der Prolinrest an Position

+2 ausgehend von dem phosphorylierten Serin oder Threonin sind wichtig, aber nicht

11
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essentiell fur die Bindung. Obwohl die Mehrzahl der bekannten 14-3-3 Bindeproteine
eines dieser beiden Motive besitzt, gibt es ein Reihe von Proteinen, denen diese Se-

quenz fehlt und die nicht einmal Uber eine Phosphorylierungsstelle verfligen.

Andere, weniger gut charakterisierte, Bindemotive sind -RX1_28X2_3pS- (Liu et al.,
1997), -RXSXpS/pTXP- (Yaffe et al., 1997), -X;SXSX,SX,SX- (Vincenz and Dixit,
1996) und -GHSL- (Andrews et al., 1998), -WLDLE- (Petosa et al., 1998) und -YpTV-
(Fuglsang et al., 1999).

14-3-3 Proteine kdénnen ihre Interaktionspartner auf verschiedene Weise regulieren
(Tzivion and Avruch, 2002). Einige Beispiele fur die verschiedenen Arten, wie 14-3-3

Proteine ihre Bindepartner regulieren, sind in Abbildung 1.3 dargestellt.

A B

Stabilisierung eines Proteins Zusammenbringen zweier Proteine

inaktiv

1 Aktivitat

@ 6, — Abbau ‘
(P Bcer
C D
Veranderung der Enzymaktivitat Veranderung der Protein Lokalisation
@ * tAktlwtat
| TEY e |
PYP
6, &¢
u

Abb. 1.3: 14-3-3 Proteine konnen ihre Zielproteine auf unterschiedliche Weise
regulieren. (A) Die Bindung von 14-3-3 kann zur Stabilisierung des 14-3-3 Binde-
proteins flihren. (B) Durch gleichzeitige Bindung an zwei Zielproteine kann ein 14-3-3
Dimer diese in rdumliche Nahe zueinander bringen. (C) Die Bindung von 14-3-3 kann
auch die Aktivitat der Zielproteine modifizieren. (D) Bindung von 14-3-3 kann die Lo-
kalisation eines Bindepartners in der Zelle &ndern. Fir Details siehe Text (modifiziert
nach Tzivion und Avruch, 2002).
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Zum einen kann die Bindung von 14-3-3 an ein Zielprotein dieses vor proteolytischem
Abbau schitzen. Dies wurde beispielsweise flir das Enzym Nitratreduktase (NR) aus
Pflanzen gezeigt (Cotelle et al., 2000). Gleichzeitig wird Nitratreduktase durch Bin-
dung an 14-3-3 aber auch inaktiviert (Moorhead et al., 1996). Durch ihre dimere Natur
kénnen 14-3-3 Proteine auch als Adaptor oder Gerilist dienen und zwei verschiedene
Zielproteine gleichzeitig binden und diese dadurch in rAumliche N&he bringen. Dies
wurde flr die Proteine Raf und Bcr gezeigt (Braselmann and McCormick, 1995). Die
Bindung von 14-3-3 kann auch zu einer Verdnderung der Enzymaktivitat des Ziel-
proteins fuhren. TPH (Tryptophan-Hydroxylase) wird durch Bindung an 14-3-3 ak-
tiviert (Ichimura et al., 1988), wahrend die Bindung von 14-3-3 an Ask-1 (Apopto-
sis signal-regulating kinase1) deren Aktivitdt vermindert (Zhang et al., 1999). Eine
weitere Regulationsmoglichkeit ist die Verdnderung der intrazelluléren Lokalisation
von Zielproteinen durch Bindung an 14-3-3. Ein gut untersuchtes Beispiel hierfir ist
das pro-apoptotische Protein Bad, ein Mitglied der Bcl-2 Familie (s.u.). Ein anderes
Beispiel ist FKHRL1 (forkhead transcription factor) (Brunet et al., 1999). Nach Phos-
phorylierung und Bindung an 14-3-3 wird dieser Transkriptionsfaktor im Zytoplasma
zuruckgehalten und kann nicht im Kern die Transkription seiner Zielgene aktivieren,

wobei der exakte Mechanismus der Regulation durch 14-3-3 noch nicht geklért ist.

1.2 Bcl-2 Proteine

Programmierter Zelltod, oder Apoptose, ist ein Mechanismus Uber den vielzellige Or-
ganismen ihre Zellzahl wahrend der Entwicklung regulieren bzw. die Homeostase in
adulten Geweben aufrechterhalten (Jacobson et al., 1997). Eine zentrale Rolle beim
programmierten Zelltod spielen Caspasen. Caspasen sind Cystein-Proteasen, die ihre
Zielproteine C-terminal zu der Aminoséure Aspartat schneiden und in ihrem aktiven
Zentrum einen Cysteinrest besitzen (Nicholson and Thornberry, 1997; Wolf and Green,
1999). Nachdem sie aktiviert wurden spalten sie z.B. Lamine, was zu Auflésung der
Kernmembran flihrt. AuBerdem spalten sie zytoplasmatische Proteine, Proteine des
Endoplasmatischen Retikulums sowie des Zytoskeletts (Jacobson et al., 1997). All

dies fuhrt schlieBlich zum Tod der Zelle. Caspasen kénnen auf unterschiedliche Arten
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aktiviert werden. Bei der Ligand-vermittelten Apoptose binden extrazellulére Liganden
an einen Rezeptor, der daraufhin das Signal ins Zellinnere weiterleitet wo Caspasen
aktiviert werden (Chinnaiyan et al., 1995; Imai et al., 1999). Auch Uber das Endoplas-
matische Retikulum kann programmierter Zelltod ausgeldst werden (Nakagawa et al.,
2000). Zelltod kann auch ausgeldst werden, wenn die Mitochondrien einer Zelle ent-
sprechende Signale erhalten und daraufhin Cytochrom c freisetzen (Mehmet, 2000).

Cytochrom c fiuhrt dann zusammen mit Apaf-1 zur Aktivierung von Caspase 9.

Die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien wird durch die Bcl-2 Pro-
teinfamilie reguliert. Die Mitglieder dieser Familie zeichnen sich durch die Anwesen-
heit mindestens einer von insgesamt vier so genannter BH-Doméanen (BH1- BH4) aus
(Adams and Cory, 1998). In der Bcl-2 Familie gibt es anti- und pro-apoptotische Mit-
glieder (Abb. 1.4). Die anti-apoptotischen Proteine bilden die Bcl-2 Untergruppe, zu
der auch Bcl-2 selber gehért. Die Mitglieder der pro-apoptotischen Gruppe lassen
sich weiter in zwei Untergruppen einteilen: Die Proteine der Bax-Untergruppe (Bax,
Bak und Bok) besitzen drei BH Domanen (BH1, BH2 und BH3) wahrend die Mitglieder
der BH3 Untergruppe nur die BH3-Doméne enthalten (Adams and Cory, 1998).

Dimerization (receptor) Membrane

Pro-survival Regulation domain anchor Pro-apoptosis
Subiamlly ' vl Pore formation © | Subfamily Ligand

Sl 0208 sa b o8 o dama
Bel-2 Bax [BHA]
Bel-x Bak — == 72—
Bel-w Bok E— =} 7
Mel-1 Subfamily
A1 Bik
NR-13 Blk =
BHRF1 Hrk —
LMWS-HL BNIP3 —1 T —
ORF16 Bim_ —_—
KS-Bdl-2 Bad =
E1B-19K Bid =
CED-g EGL-1 —_—

Abb. 1.4: Einteilung der Bcl-2 Familienmitglieder in pro- und anti-apoptotische
Proteine (aus Adams and Cory, 1998).
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Die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XI verhindern die Freisetzung von Cyto-
chrom c und damit den programmierten Zelltod (Kluck et al., 1997). Die pro-apoptoti-
schen Proteine (z.B. Bax und Bak) hingegen induzieren die Freisetzung (Jurgensmeier
et al., 1998), wobei der genaue Mechanismus noch nicht geklart ist. Mdglicherweise
bilden Bax und Bak Poren in der Mitochondrienmembran durch die das Cytochrom ¢

ins Zytoplasma gelangen kann (Tsujimoto and Shimizu, 2000).

Pro- und anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie kbnnen Heterodimere bilden,
was die biologische Aktivitét der Interaktionspartner inhibiert. Diese Heterodimerisie-
rung erfolgt durch die Insertion der BH3-Domane eines pro-apoptotischen Mitglieds
in die von BH1-, BH2- und BH3-Domaéanen gebildete hydrophobe Spalte eines anti-
apoptoischen Mitglieds (Tsujimoto and Shimizu, 2000).

Mehrere Mitglieder der Bcl-2 Familie werden durch 14-3-3 reguliert. Ein Beispiel daftr
ist Bad, ein Mitglied der pro-apoptotischen BH3 Untergruppe. Bad ist aktiv, wenn es
nicht phosphoryliert ist. In dieser Form ist es an Mitochondrien lokalisiert und induziert
dort die Freisetzung von Cytochrom c. In Antwort auf ein survival Signal hingegen, z. B.
die Bindung von Interleukin-3 (IL-3) an den entsprechenden Rezeptor, wird Bad an
mehreren Stellen phosphoryliert. Eine dieser Aminoséduren (Serin-136) liegt in einem
klassischen 14-3-3 Bindemotiv (-RSRS'36AP-) und es konnte gezeigt werden, dass
14-3-3 Uber diesen phosphorylierten Serinrest an Bad binden kann (Zha et al., 1996).
Durch diese Interaktion wird Bad von 14-3-3 im Zytoplasma festgehalten und kann
nicht mehr an die Mitochondrien translozieren, um dort Cytochrom c Freisetzung
auszuldsen. Ein weiterer Serinrest (S112) liegt ebenfalls in einem 14-3-3 Bindemotiv
(-RHSS'12YP-), aber die Beteiligung dieses Motives an der 14-3-3-induzierten Inhibie-
rung von Bad ist kontrovers (Zha et al., 1996; Masters et al., 2001).

Vor kurzem konnte auch gezeigt werden, dass die Interaktion von 14-3-3 mit Bad nicht
nur vom Phosphorylierungszustand von Bad abhangt, sondern auch die Phosphory-
lierung von 14-3-3 selbst dabei eine Rolle spielt. Es wurde gezeigt, dass 14-3-3 von
der Stress-induzierten c-Jun N-terminal kinase (JNK) phosphoryliert wird und dann

nicht mehr in der Lage ist, an Bad zu binden, woraufhin Bad an die Mitochondrien
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translozieren und Apoptose auslésen kann (Sunayama et al., 2005). Das Fehlen
eines survival Signals und die Aktivierung einer Stress-induzierten Kinase flhren also
auf unterschiedlichen Wegen (durch fehlende Phosphorylierung von Bad bzw. durch
Phosphorylierung von 14-3-3) zur Aktivierung von Bad und damit zum Auslésen von

Apoptose.

Ein weiteres Beispiel flr ein Bcl-2 Familienmitglied, das durch 14-3-3 reguliert wird,
ist das pro-apoptotische Protein Bax. Es wird normalerweise durch Bindung an 14-3-
3 im Zytoplasma zuriickgehalten. Nach einem apoptotischen Stimulus wird Bax von
14-3-3 freigesetzt und transloziert zu den Mitochondrien. Dort oligomerisiert es und
|6st die Ausschuttung von Cytochrom ¢ und damit die Aktivierung von Caspasen aus
(Samuel et al., 2001; Nomura et al., 2003). Anders als Bad besitzt Bax jedoch kein
klassisches 14-3-3 Bindemotiv und bindet Phosphorylierungs-unabhéngig an 14-3-3
(Nomura et al., 2003). Wenn 14-3-3 jedoch von JNK phosphoryliert wird kann es nicht
mehr an Bax binden. Dies ermdglicht die Translokation von Bax an die Mitochondrien
und das Auslésen von programmiertem Zelltod (Tsuruta et al., 2004). JNK wird akti-
viert, wenn Zellen Stressbedingungen ausgesetzt sind (Davis, 2000) und dies scheint

ein Weg zu sein, wie Stress programmierten Zelltod ausldst (s.o.).

1.3 Hydra

Die Polypen der Gattung Hydra gehéren zum Stamm der Cnidarier (Nesseltiere) und
gehoéren damit zu den ersten mehrzelligen Lebewesen. Hydren sind relativ einfache
Organismen, die jedoch bereits die meisten der in héheren Eukaryonten vorhandenen
Signalwege besitzen. Dies macht sie zu geeigneten Organismen, um die Evolution

von Signalwegen zu untersuchen.

Hydren haben einen zylindrischen Kdrper, der sich aus zwei einschichtigen Epithelien,
dem Ektoderm und dem Endoderm, zusammensetzt. Zwischen dem Ekto- und dem
Endoderm liegt die Mesoglea, eine azellulare Matrix. Ekto- und Endoderm umschlie-
Ben den Gastralraum, an dessen einem Ende sich der FuB mit einer FuBscheibe und

an dessen anderem Ende sich die Mundoéffnung (Hypostom) mit dem Tentakelkranz
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befindet. Neben den Epithelzellen besitzt Hydra pluripotente Stammzellen (so genann-
te interstitielle Zellen oder I-Zellen), die zu Nervenzellen, Driisenzellen und Keimzellen
differenzieren. Die Tentakel enthalten auBerdem Nematozyten, die ebenfalls ein Diffe-
renzierungsprodukt der I-Zellen sind und die eine explosive Nesselkapsel enthalten,

mit der die Polypen ihre Beute fangen.

Abbildung 1.5 zeigt eine Ubersicht iber den Aufbau von Hydra und die Anordnung der

einzelnen Zelltypen.
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Abb. 1.5: Ubersicht iiber den Aufbau von Hydra (modifiziert aus Gierer, 1974).
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Hydren vermehren sich in der Regel asexuell durch Knospung. Dabei werden im unte-

ren Teil des Korpers Knospen gebildet, die schlieBlich vom Muttertier abfallen.

Hydren kénnen ihr Wachstum je nach Nahrungsangebot regulieren. In gefltterten
Tieren verdoppelt sich die Zellzahl alle zwei bis drei Tage. Nachdem die Tiere eine
bestimmte GroBe erreicht haben, werden neue Zellen zur Bildung von Knospen ver-
wendet. In gehungerten Tieren steigt die Zellzahl weniger schnell an, obwohl die Zell-
proliferation, also die Teilungsrate, genauso hoch ist wie bei geflitterten Tieren (Bosch
and David, 1984). Dies bedeutet, dass gehungerte Tiere Zellen bilden, die spater ver-
schwinden. Dabei spielt die Apoptose, oder programmierter Zelltod, eine wichtige
Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass es bei diesen Zellen zur Apoptose und schlieB3-

lich zur Phagozytose durch Nachbarzellen kommt.

Die Faktoren, die Zellwachstum, Metabolismus und Zelltod in Hydra unter verschiede-
nen physiologischen Zustédnden kontrollieren, sind nicht bekannt. Mégliche Proteine

mit einer solchen regulatorischen Funktion sind Mitglieder der 14-3-3 Familie.

18



Zielsetzung

1.4 Zielsetzung der Arbeit

14-3-3 Proteine sind an einer Vielzahl von Signaltransduktionswegen beteiligt. Einige
dieser Signalwege sind schon in den ersten mehrzelligen Tieren vorhanden. In der
vorliegenden Arbeit sollten die beiden 14-3-3 Isoformen HyA und HyB aus Hydra na-
her charakterisiert werden, um ihre Rolle in bestimmten Signalwegen zu untersuchen.
Es sollte untersucht werden, welche Proteine in Hydra von 14-3-3 gebunden werden
und ob die Interaktionen zwischen 14-3-3 und seinen Bindeproteinen Phosphorylie-

rungs-abhangig sind.

Uber die Identifizierung von 14-3-3 Bindeproteinen sollte unter anderem versucht
werden, die Regulation von Wachstum und Proliferation in Hydra unter verschiedenen
physiologischen Bedingungen besser zu verstehen. Es sollte auch geklart werden, ob
14-3-3 Proteine den Prozess des programmierten Zelltods in Hydra regulieren kén-
nen, wie es aus héheren Eukaryonten bekannt ist und speziell, ob Mitglieder der Bcl-2

Familie durch Bindung an 14-3-3 reguliert werden.
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2. Ergebnisse
2.1. Charakterisierung der Hydra 14-3-3 Proteine
2.1.1 Klonierung von HyA und HyB

Um 14-3-3 Gene per PCR aus Hydra zu klonieren, wurden degenerierte Primer gegen
stark konservierte Bereiche von 14-3-3 entworfen. Eine touch-down PCR mit diesen
Primern ergab eine Hauptbande der erwarteten GréBe von 600 bp, sowie mehrere
schwachere, kleinere Banden. Die PCR Banden wurden in den pCR®2.1 -TOPO® Vek-
tor (Invitrogen) kloniert und sequenziert. Zwei Sequenzen mit starker Homologie zu
14-3-3 von S&dugern wurden erhalten. Diese wurden verwendet, um Digoxigenin-mar-
kierte Sonden herzustellen, mit denen eine Hydra cDNA Bank nach den Volllangen-
klonen durchsucht wurde. Die dabei gefundenen Gene wurden HyA und HyB genannt
(Pauly et al., 2003). Kirzlich wurde eine dritte Isoform in der Hydra EST Datenbank
identifiziert. Die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurden jedoch ausschlieBlich mit

den Isoformen HyA und HyB durchgeftihrt.

Abbildung 2.1 zeigt einen Sequenzvergleich der drei 14-3-3 Isoformen aus Hydra mit

der humanen y Isoform.
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Abb. 2.1: Sequenzvergleich von humanem 14-3-3y mit den drei in Hydra gefunde-

M---VDREQLVOKARLAEQAERYDDMAAAMKNVTELNEP-LSNEERNLLSVAYK
M-SHLSEQELVDMAKLAEQAERYDDMVKFMKELTVKSKK-LSDEHRNLLSVAFK
MASTDSKEILIQRAKLAEQAERYDDMAAAMKOQVTKMTDEPLTGEERNLLSVAYK
MLE--DRAQLIARAKLAEQAERYEDMASAMKKVTEMGGS-LONEERNLLSVAYK

helix 1 helix 2 helix 3
NVVGARRSSWRVISSIEQKTSADGNEKKIEMVRAYREKIEKELEAVCQDVLSLL

NVVGARRSAWRIISSIESKQEEKGDST--ELTTKYKKEIEHELQERCREVLDLL

NIVGAKRSSWRVITSIEQKANDK-———-— QALAAQYRSNIEKELKGVCEEVLELL
NVVGSRRSSWRVITGIESSRKDGVNKRTELAKEYRLKV-EKELQDVCSEVLKLL
helix 4
DNYLIKNCS-=-=-————=—==———— ETQYESKVFYLKMKGDYYRYLAEVATGEKRAT
DNHLLVEVDSGCNGENGNY-—-—-——-—— EGKVEYQKMKGDYYRYLVEVSSSEKRNE
AKYLVNKSIERVDPANKKT-————— LESAVFYLKMKGDYYRYLAEVAVDEERKR
NDYLIPSVDSALTGENGTEEEEEKLIESKVEFYWKMKGDYYRYLAEVVSDEKEKH
helix 5

VVESSE-KAYSEAHEISKEHMOPTHPIRLGLALNYSVEYYEIONAPEQACHLAK
LAAKSQQO-AYDEATKTAEKLPN-THPISLGLALNFSVEFHYEIMNDSPKACALAK
VIFEADA-AYKQASEISENLIS-TDPIRLGLALNYSVFHYEIRNKPSEACTLAK
DVVLDSEKAYIEAQNASNNMKA-TNPIRLGLALNEFSVEYYEIRGDQTKACGLAK

helix 6 helix 7
TAFDDAIAELDTLNEDSYKDSTLIMQOLLRDNLTLWTSDQQDDDGGEGNN

KAFDGAIAELDSLKEESYKDSTLIMOLLRDNLTLWTSETEQDEQNE
KAFDDAIVELDSLAEDSYKDSTLIMOLLRDNLTLWTADADATTEE
KSFDEAIAELDTLSEDSYKDSTLIMOLLRDNLTLWTSEVDDNQDDDEQGN
" helix8 helix 9

nen Isoformen HyA, HyB und HyC. Identische Aminosauren sind gelb hinterlegt. Die
Aminosauren in Helix 3 und 5, die flr die Interaktion mit den 14-3-3 Bindeproteinen

wichtig sind, sind in allen drei Hydra Isoformen konserviert und rot markiert. Die neun

o-Helices sind unterstrichen.
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2.1.2 Phylogenie

Um die beiden 14-3-3 Proteine aus Hydra mit den verschiedenen Isoformen aus an-
deren Organismen zu vergleichen, wurde ein Stammbaum mit ClustalX und Tree view
Programmen erstellt (Abb. 2.2). Es wurden sieben 14-3-3 Isoformen aus Vertebraten,
elf Isoformen aus A.thaliana, sowie die Isoformen aus Chlamydomonas, Hefe, Enta-
moeba, C.elegans, Schistosoma und D.melanogaster in die Analyse eingeschlossen.
Die beiden 14-3-3 Proteine aus Hydra liegen an der Basis der Metazoen Gruppe und

gehoren keiner der bekannten Gruppen von 14-3-3 Isoformen an.
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Abb. 2.2: Phylogenetischer Stammbaum, der die Verwandtschaft der Hydra Iso-
formen HyA, HyB und HyC zu 14-3-3 Proteinen aus Tieren, Pflanzen und Pilzen
zeigt. Fur Details siehe Text.
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2.1.3 Expression von 14-3-3 HyA und HyB in Bakterien

Die beiden Gene HyA und HyB wurden in den Vektor pRSET A (Invitrogen) kloniert
(Zoubek, 2001). Dieser Vektor codiert N-terminal einer Geninsertionsstelle (multiple
cloning site) fir sechs Histidinreste (His-Tag). Die beiden Hydra 14-3-3 Isoformen wur-
den in den mit BamHI und EcoRI geschnittenen Vektor kloniert. AnschlieBend wurden
sie in Bakterien exprimiert und mit Hilfe ihres His-Tags Uber eine Nickel-Affinitatssédule

gereinigt.

2.1.4 Der polyklonale Antikorper K19 gegen humanes 14-3-3 B erkennt Hydra
14-3-3 Proteine

Abbildung 2.3 zeigt, dass der kommerziell erhaltliche Antikbrper K19 gegen huma-
nes 14-3-3 B rekombinantes 14-3-3 aus Bakterienlysaten erkennt. In Spur 2 und
3 (rekombinantes HyA und HyB) des Westernblots in Abb. 2.3 ist gezeigt, dass der
K19 Antikérper beide Isoformen erkennt. Er erkennt auch 14-3-3 Protein in einem
Hydralysat (Spur 1). Im Hydralysat erkennt man zwei starke Banden bei 32 bzw 34 kD
sowie eine schwéchere bei etwa 35 kD. Diese Banden kdnnten den unterschiedlichen
14-3-3 Isoformen entsprechen. HyA hat ein Molekulargewicht von 28,6 kD, HyB von
28,1 kD und HyC von 29,8 kD. Wenn man die relativen Molekulargewichte der drei
14-3-3 Isoformen vergleicht, ist es am wahrscheinlichsten, dass die oberste Bande
der groBten Isoform HyC, die mittlere Bande der Isoform HyA und die untere Ban-
de der Isoform HyB entspricht. Aus der Hydra EST Datenbank ist bekannt, dass die
mRNA von HyC seltener ist als die von HyA oder HyB. Diese schwéachere Expression
ist konsistent mit dem schwacheren Signal der HyC Isoform mit dem Antikdrper. Die
rekombinanten Proteine HyA und HyB in Spur 2 und 3 haben aufgrund ihres Histidin-

Tags ein gréBeres Molekulargewicht als endogenes 14-3-3.

23



Ergebnisse

&
& @
X N
F T T
kD 3 & &

347 —. | — c—

30,0 —

o-14-3-3

Abb. 2.3: Der 14-3-3 Antikorper K19 erkennt Hydra 14-3-3 Proteine.

Hydralysat bzw. rekombinantes 14-3-3 HyA und HyB wurden in einem 12% SDS Gel
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Der Western Blot wurde
mit dem 14-3-3 Antikdrper K19 inkubiert.

2.1.5 14-3-3 Proteine werden in allen Zelltypen exprimiert

Um zu testen, ob 14-3-3 in allen Zelltypen exprimiert wird, wurden die verschiedenen
Zelltypen von Hydra durch Counterflow-Elutriation von einander getrennt. Bei dieser
Methode werden unterschiedlich groBe Zellen durch eine Kombination von Sedimen-
tation per Zentrifugation und Counterflow-Elutriation getrennt. Auf jede Zelle in der
Elutriationskammer wirken dabei zwei entgegengerichtete Kréafte: die Zentrifugalkraft
(weg von der Drehachse) und der Medium Fluss (hin zur Drehachse). Die Zellen in der
Kammer wandern entsprechend ihrer Sedimentationsraten zu einer Position, wo sich
beide Krafte im Gleichgewicht befinden. Kleine Zellen bewegen sich dabei schneller
als groBe Zellen weg von der Drehachse und werden zuerst aufgefangen (Greber et
al., 1992).
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Die Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen wurde mikroskopisch bestimmt und
ist in Abbildung 2.4 A dargestellt. Abbildung 2.4 B zeigt einen 14-3-3 Westernblot der
einzelnen Fraktionen. Dazu wurde von den Fraktionen F2 - F8 je 10 pg Protein geladen
und mit dem K19-Antikdrper auf Anwesenheit von endogenem 14-3-3 getestet. Die
Fraktion 1 enthielt neben intakten Zellen auch aufgebrochene Zellen und Zellklumpen
und wurde daher nicht in die Auswertung miteinbezogen. Wie bei dem Zelllysat aus
ganzen Hydren (vgl. Abb 2.3) erkennt der K19 Antikdrper auch hier drei unterschied-
liche Banden. 14-3-3 ist in allen Elutriationsfraktionen und somit in allen Zelltypen
vorhanden. Die Verteilung der unterschiedlichen Banden ist jedoch in den einzelnen
Fraktionen nicht gleich. In Fraktionen 4 und 5, die hauptsédchlich Nematozyten ent-
halten, ist nur die mittlere Bande vorhanden. In Fraktionen 7 und 8, die die groBen
ektodermalen und endodermalen Epithelzellen enthalten, ist neben der unteren und

der mittleren Bande auch die obere Bande sichtbar.
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Abb. 2.4: Elutriation zur Trennung der verschiedenen Zelltypen in Hydra.

(A) Die Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen wurde mikroskopisch bestimmt.
(B) Western Blot mit dem 14-3-3 Antikdrper K19. Je 10 pg jeder Fraktion wurden in
einem 12% SDS Gel aufgetrennt, geblottet und die Anwesenheit von 14-3-3 Protein
mit dem Antikérper K19 untersucht.

2.1.6 14-3-3 Proteine kommen in verschiedenen Zellkompartimenten vor

AnschlieBend wurde genauer untersucht, in welchen intrazelluldren Kompartimen-
ten 14-3-3 lokalisiert ist. Dafiir wurde Hydragewebe durch Dounce Homogenisierung
lysiert. AnschlieBend wurden die einzelnen subzellularen Kompartimente per diffe-
rentieller Zentrifugation getrennt (nach Alberts et al., 1994). Bei 800 g sedimentieren
die Kerne sowie nicht-aufgeschlossene Zellen. Im nachsten Schritt wird der dabei
entstandene Uberstand bei 17.000 g zentrifugiert (low speed Zentrifugation). Dabei
werden Mitochondrien und gréBere Vesikel pelletiert. Bei der abschlieBenden Zentri-
fugation bei 100.000 g (high speed Zentrifugation) werden Mikrosomen sedimentiert.

Der Uberstand enthélt die Zytoplasmafraktion.

AnschlieBend wurden von allen Fraktionen gleiche Proteinmengen aufgetragen, per
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen. Abbildung
2.5 zeigt einen Western Blot mit dem 14-3-3 Antikérper K19. 14-3-3 Protein ist in

allen Zellkompartimenten vorhanden. Wie bei den elutriierten Zellen sind jedoch die
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einzelnen Isoformen nicht gleichmaBig in allen Kompartimenten verteilt. So fehlt z.B.
die gréBte Isoform (vermutlich HyC) in der Mikrosomenfraktion. Die 40 kD-Bande in
der Mitochondrienfraktion wurde nicht immer von dem 14-3-3 Antikdrper erkannt und

scheint daher ein unspezifisches Signal zu sein.

kD Nucl Mito Cyt Micro
51.8 —
| —
347 — —

300 —

0-14-3-3

Abb. 2.5: 14-3-3 Proteine kommen in verschiedenen Zellkompartimenten vor.
Nach der Dounce Homogenisierung wurden gleiche Proteinenmengen jeder Fraktion
in einem SDS Gel aufgetrennt, geblottet und mit dem K19 Antikdrper auf die Anwe-
senheit von 14-3-3 Protein hin untersucht. Nucl: Kernfraktion, Mito: Mitochondrien-
fraktion, Cyt: Zytoplasmafraktion, Micro: Mikrosomenfraktion

2.1.7 Immunfarbungen zur Untersuchung der intrazellularen Lokalisation von

14-3-3 Isoformen in Hydrazellen

AnschlieBend wurde der 14-3-3 Antikdrper verwendet, um die Lokalisation von 14-
3-3 Proteinen in Hydrazellen zu untersuchen. Dabei kann nicht zwischen den beiden
Isoformen HyA und HyB unterschieden werden. In Immunférbungen von Hydra Maze-
raten (David, 1973) wird sichtbar, dass alle Zelltypen 14-3-3 enthalten (Abb. 2.6). Alle
Bilder wurden mit dem konfokalen Mikroskop aufgenommen und stellen Projektionen
mehrerer Einzelschnitte dar. Abbildung 2.6 a-c zeigt ektodermale Epithelzellen. 14-3-
3 ist gleichmaBig in allen Teilen der Zelle vorhanden, wenngleich die Farbung granular

und nicht homogen erscheint. In Abbildung 2.6 d-e sind zwei endodermale Epithel-
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zellen abgebildet. Auffallend in Endodermzellen ist die starke Farbung von Nahrungs-
granula (markiert durch Sternchen), die teilweise auch mit dem Kernfarbstoff TO-PRO-
3 (Invitrogen) angeférbt sind (schwarzer Punkt). In einigen Fallen (z.B. Bild d) sind
auBer den Granula keine weiteren Bereiche der Zelle gefarbt. Die 14-3-3-positiven
Granula stellen Nahrungsvakuolen dar und waren auch mehrere Wochen nach dem
letzten FUttern noch sichtbar. Abbildung 2.6 f zeigt zwei interstitielle Zellen mit granu-
l&rer Farbung. Abbildung 2.6 g und h zeigen zwei Nervenzellen mit 14-3-3 Farbung im

Zellkérper und den Nervenfortsatzen.

Abb. 2.6: 14-3-3 Antikorperfarbungen auf Hydra Mazeraten.

Hydrazellen wurden mazeriert und anschlieBend mit dem 14-3-3 Antikoérper K19 ge-
farbt. Bei allen gezeigten Zellen handelt es sich um Projektionen mehrerer optischer
Schnitte. Die 14-3-3 Farbung ist in griin und die Kernfarbung in rot dargestellt. Stern-
chen markieren Nahrungsgranula in endodermalen Epithelzellen, die 14-3-3 enthal-
ten. Punkte markieren Nahrungsgranula, die sowohl positiv fur 14-3-3 als auch fur den
Kernfarbstoff TO-PRO-3 sind. Der GréBenstandard entspricht 10 um.
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Wenn man statt Projektionen einzelne Schnittebenen betrachtet, zeigt sich, dass 14-
3-3 sowohl im Kern als auch im Zytoplasma vorkommt. Abbildung 2.7 zeigt Einzel-
schnitte von 0,3 ym Dicke durch Hydrazellen in Mazeraten. In a-c und d-f sind zwei
ektodermale Epithelzellen, und in g-i zwei interstitielle Zellen abgebildet. Im grinen
Kanal ist die 14-3-3 Farbung und im roten Kanal die Kernfarbung (TO-PRO-3) darge-
stellt. ¢,f und i zeigt die Uberlagerung von 14-3-3- und TO-PRO-3 Signal. Man sieht,
dass auch im Bereich der Kerne 14-3-3 Protein vorhanden ist. 14-3-3 ist also sowohl
zytoplasmatisch als auch Kern-lokalisiert. Allerdings sieht man im Bereich der Kerne
keine gelbe Farbung (als Uberlagerung von griinem 14-3-3- und rotem DNA Signal),
was darauf hindeutet, dass sich 14-3-3 zwar im Kern, nicht jedoch an den gleichen

Stellen wie das Chromatin befindet.

Abb. 2.7: Einzelne optische Schnitte durch Hydra Mazerate.

a-c: ektodermale Epithelzelle; d-f: ektodermale Epithelzelle; g-i: interstitielle Zellen
Das 14-3-3 Signal ist griin, das Kernsignal rot dargestellt.

c, f, i: Uberlagerung von 14-3-3- und Kernsignal. Die Schnittdicke betragt 0,3 um. Der
GroéBenstandard ist 10 pm.
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2.1.8 14-3-3 Proteine aus Hydra bilden Homo- und Heterodimere

14-3-3 Proteine formen Homo- und Heterodimere und binden ihre Zielproteine auch
in dieser Form (Fu et al., 2000; Shen et al., 2003). Die Frage, ob 14-3-3 HyA und
HyB Homo- und Heterodimere bilden kénnen, wurde im Yeast Two Hybrid System
untersucht. Dabei wird das eine zu testende Protein in dem Vektor pEG202 mit der
DNA-bindenden Domane des bakteriellen Repressorproteins LexA fusioniert (Brent
and Ptashne, 1985). Das andere zu testende Protein wird in dem Vektor pJG4-5 als
Fusionsprotein mit der Transkriptions-aktivierenden Doméne B42 exprimiert (Ma and
Ptashne, 1987; Ruden, 1992). Keines der beiden Fusionsproteine alleine sollte in der
Lage sein, ein Reportergen (in diesem Fall das lacZ Gen in dem Reporterplasmid
pSH18-34), das in seinem Promotorbereich LexA Bindestellen besitzt, anzuschalten.
Nur wenn beide Proteine (HyA und HyB) miteinander interagieren, wird das lacZ Gen
aktiviert und setzt das zugegebene Substrat X-Gal in einen blauen Farbstoff um. 14-3-3
HyA und 14-3-3 HyB wurden in die entsprechenden Hefevektoren kloniert und in He-
fezellen exprimiert. Die Interaktion der getesteten Proteine wird durch die Aktivierung
des lacZ Genes und die anschlieBende Umsetzung des Farbstoffes X-Gal zu einem

blauen Spaltprodukt nachgewiesen.

Abbildung 2.8 zeigt, dass HyA im Yeast Two Hybrid System sowohl mit sich selbst
(Bild 1) als auch mit HyB interagieren kann (Bild 7 und 8). HyA kann also sowohl Homo-
als auch Heterodimere bilden. HyB kann ebenfalls mit sich selbst (Bild 4) und mit HyA
interagieren (Bild 7 und 8), ist also ebenfalls in der Lage Homo- und Heterodimere zu
bilden. In den Bildern 2 und 3 sind die jeweiligen Selbstaktivierungskontrollen fir HyA
und in Bild 5 und 6 die Kontrollen fir HyB gezeigt. Der Test auf Selbstaktivierung er-
folgte in Kombination mit einem leeren Vektor. Beide 14-3-3 Isoformen sind schwach
selbst-aktivierend, was an der hellblauen Farbe zu erkennen ist. Als Positivkontrolle
(Bild 9) diente das Plasmid pSH2-1-Gal4. pSH2-1-Gal4 kodiert fir ein LexA-Gal4 Fu-
sionsprotein, das die transkriptionsaktivierende Domane des Hefeproteins Gal4 ent-
halt. In Hefezellen, die dieses Plasmid enthalten, wird die Transkription des Reporter-
genes ohne weitere Proteininteraktionen aktiviert. Als Negativkontrolle (Bild 10) dien-
ten Hefezellen, die mit den beiden leeren Vektoren pEG202 und pJG4-5 transformiert

worden waren.
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pEG-HyA/pJG-HyA pEG-HyA/pJG-leer pEG-leer/pJG-HyA

pEG-HyB/pJG-HyB  pEG-HyB/pJG-leer pEG-leer/pJG-HyB

pEG-HyA/pJG-HyB  pEG-HyB/pJG-HyA

Gal4 (pos. Kontrolle) pEG-leer/pJG-leer (neg.Kontrolle)

Abb. 2.8: 14-3-3 Proteine in Hydra bilden Homo- und Heterodimere.

Hefezellen wurden mit verschiedenen Kombinationen der beiden 14-3-3 Isoformen
transformiert. AnschlieBend wurde die Expression der Proteine durch Ausplattieren
auf Galaktose-haltigem Medium induziert. Der Test auf Aktivierung des lacZ-Reporter-
gens und somit auf Interaktion der 14-3-3 Proteine erfolgte nach Auftropfen verschie-
dener Verdinnungen auf Hefeplatten mit 40 ug/ml X-Gal.
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In einem weiteren Test auf Dimerisierung wurde rekombinantes, gereinigtes 14-3-3
HyA und 14-3-3 HyB mit Digoxigenin markiert und als Sonde auf Westernblots mit re-
kombinantem, nicht-markiertem HyA und HyB verwendet (Far Western Overlay) (Abb.

2.9). Der Nachweis von DIG-14-3-3 erfolgte mit einem anti-Digoxigenin Antikdrper.

T Q@ T @
RS
w & & F &
34.7 — | w— —
30.0 —
Hy A-DIG Hy B-DIG

Abb. 2.9: Nachweis der Homo- und Heterodimerisierung von 14-3-3 Proteinen im
Far Western Overlay. Rekombinantes 14-3-3 HyA und HyB wurden in einem SDS Gel
aufgetrennt und geblottet. Die Detektion der 14-3-3 Proteine erfolgte mit einer Sonde
aus rekombinantem HyA, das mit Digoxigenin markiert wurde (links) bzw. mit einer
HyB-DIG Sonde (rechts).

DIG-markiertes HyA (links) erkennt sowohl rekombinantes 14-3-3 HyA als auch 14-
3-3 HyB. 14-3-3 HyA ist also im Far Western Overlay in der Lage, Homo- und Hete-
rodimere zu bilden. DIG-markiertes HyB dagegen erkennt im Far Western Overlay
nur rekombinantes HyA, nicht jedoch rekombinantes HyB (rechts). Daraus kann man
schlieBen, dass 14-3-3 HyB unter diesen Bedingungen zwar heterodimerisieren, nicht

jedoch homodimerisieren kann.

Die unterschiedlichen Ergebnisse fir 14-3-3 HyB im Far Western Overlay und im Yeast
Two Hybrid System kénnten mit den unterschiedlichen experimentellen Bedingungen
zusammenhéangen. Im Far Western Overlay interagiert ein natives Protein mit einem
denaturierten Protein, das auf einer Membran immobilisiert wurde. Im Yeast Two Hy-
brid System dagegen interagieren zwei native Proteine miteinander. Méglicherweise

kann 14-3-3 HyB nur Homodimere bilden wenn beide Monomere korrekt gefaltet sind.
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2.1.9 Nachweis phosphorylierter 14-3-3 Bindeproteine in Hydralysaten

AnschlieBend wurde getestet, ob 14-3-3 im Far Western Overlay Assay auch mit en-
dogenen Hydra Proteinen interagieren kann. Dazu wurden Hydralysate in einem SDS-
Gel aufgetrennt, auf eine Membran Ubertragen und mit DIG-markiertem Hydra 14-3-3
auf die Anwesenheit von 14-3-3 Bindeproteinen getestet (Abb. 2.10). Die 14-3-3 HyA-
Sonde zeigt drei sehr starke Banden mit einem Molekulargewicht von 32, 34 bzw. 35
kD (Abb. 2.10 links). Diese drei Banden stimmen von der GréBe her mit den drei Ban-
den Uberein, die auch der 14-3-3 Antikdrper K19 erkennt (vgl. Abb. 2.3, Spur 1), wobei
die oberste Bande von der 14-3-3 HyA-Sonde wesentlich starker erkannt wird als von
dem K19 Antikérper. Die 14-3-3 HyB-Sonde dagegen erkennt nur die 34 kD-Bande
(Abb. 2.10 rechts). Da DIG-markiertes 14-3-3 HyB im Overlay nur mit rekombinantem
HyA interagieren kann (s. Abb. 2.9), kann man davon ausgehen, dass diese Bande die
HyA-lIsoform ist. Die beiden anderen Banden (32 und 35 kD), die von DIG-markiertem
HyA erkannt werden, kénnten die zwei anderen Isoformen, HyB und HyC darstellen.
Da HyC ein gréBeres Molekulargewicht als HyB hat (29,8 kD im Vergleich zu 28,1 kD)
stellt die obere Bande mdglicherweise die HyC-Isoform und die untere Bande die
HyB Isoform dar. Die Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 120 kD, die von

beiden 14-3-3 Sonden erkannt wird, ist ein potentielles 14-3-3 Bindeprotein in dem

Hydralysat.
kD . Abb. 2.10: Interaktion von 14-3-3
1160 — Sonden mit endogenem 14-3-3 in
80.0 — Hydralysaten.
Hydralysate wurden in einem SDS Gel
51.8 — aufgetrennt und auf eine Nitrozellulo-

semembran geblottet. AnschlieBend
wurden die Membranen mit HyA-DIG

uro= ' — Sonde (links) bzw. HyB-DIG Sonde
(rechts) inkubiert.

300 —

Hy A-DIG  HyB-DIG
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Beim Auftragen einer sehr groBen Menge von Hydralysat im Far Western Overlay wur-
den auch eine Reihe schwacherer Banden im Bereich von 50-100 kD sichtbar (nicht
gezeigt). Diese Banden stellen weitere 14-3-3 Bindeproteine dar. Da die DIG-markier-
ten Hydra 14-3-3 Sonden nur sehr schwache Signale mit solchen Bindeproteinen lie-
ferten, wurden fir alle weiteren Versuche DIG-markierte Hefe 14-3-3 Proteine (BMH1
und 2) verwendet, die sich zum Einen besser rekombinant in Bakterien herstellen

lieBen und zum anderen im Far Western Overlay mehr Signale detektierten.

Abbildung 2.11 zeigt, dass DIG-markiertes Hydra 14-3-3 mit rekombinantem Hefe 14-

3-3 im Far Western Overlay interagieren kann.

347 — -—- -

30.0 —|

Hy A-DIG Hy B-DIG

Abb. 2.11: Hydra 14-3-3 Sonden interagieren mit rekombinantem Hefe 14-3-3.
Rekombinantes Hefe 14-3-3 (Bmh1 und Bmh2) wurde in einem SDS Gel aufgetrennt
und geblottet. Die Membranen wurden mit einer HyA-DIG Sonde (links) bzw. einer
HyB-DIG Sonde (rechts) inkubiert.
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Um 14-3-3 Bindeproteine in Hydra nachzuweisen, wurden im n&chsten Schritt Zell-
lysate von H. vulgaris in einem SDS-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen und mit DIG-markiertem 14-3-3 aus Hefe auf die Anwesenheit von 14-3-3
Bindeproteinen getestet werden. In Abbildung 2.12 wurde ein solches Zelllysat von
H.vulgaris mit DIG-markiertem Hefe 14-3-3 (BMH2-DIG) im Far Western Overlay auf

die Anwesenheit von 14-3-3 Bindeproteinen untersucht.

& &

w I 2
Abb. 2.12: Nachweis von 14-3-3 Bin-
deproteinen in Hydralysaten.
116,0 — |wwmm| [o= Hydralysate wurden in einem SDS Gel
80,0 — aufgetrennt und geblottet. Die Detektion von
14-3-3 Bindeproteinen erfolgte durch
Inkubation der Membranen mit einer
51,8 — — Bmh2-DIG Sonde. Vorinkubation der
- Sonde fir 1h mit TmM des phospho-
ﬂ rylierten 14-3-3 Bindepeptids Peptid C
34,7 = ; filhrte zum Verlust der Bindung der 14-3-3
30,0 — Sonde an die Zielproteine (rechts).

BMH2-DIG

Im Bereich von 30-116 kD sind deutliche Banden sichtbar (linke Spur). Sie stellen
14-3-3 Bindeproteine dar. Vorinkubation der DIG-markierten 14-3-3 Sonde mit einem
Phosphopeptid (Peptid C), das dem 14-3-3 Konsensusmotiv in 14-3-3 Zielproteinen
entspricht, blockierte die Bindung der Sonde an die Hydraproteine im Lysat bis auf die
Bande bei 116 kD (rechte Spur). Damit wurde gezeigt, dass die Interaktion der Hydra-
proteine mit 14-3-3 spezifisch und Phosphorylierungs-abhéngig ist.
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AuBerdem ging die Bindung der Hydraproteine an die 14-3-3 Sonde ebenfalls ver-
loren, wenn die Hydralysate mit A-Phosphatase behandelt wurden (Abb. 2.13). Dies ist
ein weiterer Hinweis darauf, dass die Interaktion der 14-3-3 Bindeproteine mit 14-3-3

Phosphorylierungs-abhéngig ist.

& &
& &
o o
< $
E
& &
Q Q
’ K

kD
Abb. 2.13: Die Interaktion der 14-3-3
Bindeproteine mit der 14-3-3 Sonde
116,0 — ist Phosphorylierungs-abhangig.
80,0 — Die Detektion von 14-3-3 Bindeprotei-

nen in Hydralysaten erfolgte wie in Abb.
2.12 beschrieben. Wenn die Lysate vor
518 — dem Far Western Overlay fir 1 h mit
’ 200 Units A-Phosphatase bei 30°C in-
kubiert wurden, lieBen sich mit der 14-
34,7 — 3-3 Sonde keine Bindeproteine mehr
nachweisen (rechts).

30,0 —

BMH2-DIG
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2.2 Isolierung und Ildentifizierung von 14-3-3 Bindeproteinen aus Hydra

2.2.1 14-3-3 Affinitatssaule

Um die 14-3-3 Bindeproteine aus Hydralysaten zu isolieren wurde eine Affinitatschro-
matographie durchgefihrt (Abb. 2.14 und Moorhead et al., 1999). Dazu wurde 8 mg
rekombinantes Hefe 14-3-3 (BMH1und BMH2 im Verhéltnis 1:1) an aktivierte CH Se-
pharose 4B (Amersham Biosciences) gekoppelt. Aus etwa 100.000 Hydren wurde ein
Zelllysat hergestellt. Das Hydralysat wurde dann mit der Sepharose-14-3-3 Mischung
inkubiert, so dass 14-3-3 Bindeproteine in dem Lysat an das rekombinante 14-3-3
binden konnten. AnschlieBend wurde eine Plastiksdule mit dieser Mischung beladen.
Nach Offnen des Ventils der Séule konnte das Lysat mit nicht-gebundenen Proteinen
abflieBen (Durchfluss). Proteine, die an das rekombinante 14-3-3 gebunden hatten,
wurden zurlckgehalten. Die Sdule wurde dann dreimal mit HEPES Puffer (50 mM HE-
PES pH 7,5/500 mM NaCl/1 mM DTT) gewaschen, um unspezifisch gebundene Prote-
ine zu entfernen. AnschlieBend wurde die Saule mit einem phosphorylierten Kontroll-
peptid (-WFYpSFLE-) gewaschen, das nicht an 14-3-3 bindet. Da diese Sequenz nicht
dem konservierten 14-3-3 Bindemotiv entspricht, sollten mit diesem Kontrollpeptid
keine 14-3-3 Bindeproteine von der Sdule gewaschen werden. Nach dem Kontroll-
peptid wurde noch dreimal mit HEPES Puffer gewaschen. Im letzten Schritt wurden
die 14-3-3 Bindeproteine mit 1 mM eines Phosphopeptids der Sequenz -ARAApSAPA-
(Peptid C) von der Saule eluiert. Diese Sequenz entspricht dem konservierten 14-3-3
Bindemotiv, das in vielen 14-3-3 Zielproteinen vorkommt. Das Phosphopeptid ver-
drangt dadurch die Bindeproteine von der Sdule, so dass sich diese im Eluat wieder-

finden. Insgesamt wurden etwa 80 pg Protein von der Saule gewaschen.
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Hydralysat
n , 1. Waschen mit 500 mM NaCl und
Kontrollpeptid
@ - 2. Elution mit Peptid C 3}
W
-l
- X > |
> >
z > | z
W

, , 14-3-3 Bindeproteine

Abb. 2.14: Prinzip der 14-3-3 Affinitatssaule

Um zu Uberprifen, ob Proteine spezifisch an die Saule gebunden hatten, wurden je-
weils gleiche Mengen des Durchflusses, der Waschfraktionen, der Kontrollpeptidfrak-
tion sowie der Fraktion nach der Elution mit dem spezifischen Phosphopeptid (Peptid
C) in einem SDS-Gel aufgetrennt, auf eine Membran Ubertragen und im Far Western
Overlay mit einer BMH1/2-DIG Sonde auf die Anwesenheit von 14-3-3 Bindeprotei-
nen untersucht (Abb. 2.15). Sowohl der Durchfluss, als auch die Waschfraktionen und
die Fraktion des Kontrollpeptides sind frei von 14-3-3 Bindeproteinen. Lediglich die
Fraktion mit dem spezifischen Phosphopeptid (Peptid C) enthélt 14-3-3 bindende Pro-
teine. Die Tatsache, dass sich im Durchfluss keine 14-3-3 bindenden Proteine mehr
befinden, I&sst darauf schlieBen, dass alle potentiellen 14-3-3 Zielproteine in dem Hy-
dralysat an die Saule gebunden wurden. Die Elution der Bindeproteine von der Saule

erfolgte spezifisch durch das Phosphopeptid mit der 14-3-3 Erkennungsequenz.
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116,0 —
97,0 —
66,0 —
55,0 —

36,0 —
30,0 —

21,0 —
14,0 —

Bmh1/2-DIG

1 Durchfluss

2 Waschfraktion
3 Kontrollpeptid
4 Waschfraktion
5 Peptid C

6 Waschfraktion

Abb. 2.15: 14-3-3 Bindeproteine wurden spezifisch von der 14-3-3 Affinitatssaule

eluiert.

Jeweils gleiche Mengen der einzelnen Fraktionen (Durchfluss-, Wasch-, Kontrollpep-
tid- und Elutions-Fraktion) wurden in einem SDS Gel aufgetrennt und im Far Western
Overlay mit DIG-markiertem Hefe 14-3-3 (Bmh1/2-DIG) auf die Anwesenheit von
14-3-3 Bindeproteinen untersucht.
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2.2.2 |dentifizierung der 14-3-3 Bindeproteine mit einer Kombination aus Fliis-

sigkeitschromatographie und Massenspektrometrie (LC-MS)

Nachdem im Overlay Assay gezeigt worden war, dass die Proteine in dem Eluat an
14-3-3 binden konnten, sollte deren |dentitat ermittelt werden. Dazu wurde ein Teil des
Eluats (20 pg Gesamtprotein) in einem SDS-Gel aufgetrennt und die darin enthalte-
nen Proteine mit kolloidalem Coomassie gefarbt (Abb. 2.16). Einzelne Proteinbanden
wurden entsprechend der Nummern ausgeschnitten, mit Trypsin verdaut und mittels

LC-MS analysiert.

Eluierte
kD Marker Proteine Marker
—21
200 — 17 = _13
23 — —12
—11
116 —
97 — 20 _
10 — _9
66 — - —8
14 _15
55 — —16
18 — P — 1
19 — —20
36 — 2= 3
31 — | e 7—§ _
~4
21 — 3 5
14 — — B —

Abb. 2.16: Coomassie Gel der von der 14-3-3 Affinitatssaule eluierten Bindepro-
teine.

20 pg der 14-3-3 Bindeproteine wurden in einem 4-12% SDS Gel aufgetrennt und mit
kolloidalem Coomassie gefarbt. Einzelne Proteinbanden wurden entsprechend der
Nummern ausgeschnitten und mit massenspektroskopischen Methoden untersucht.
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Das Prinzip der Massenspektrometrie beruht auf der lonisierung der trypsinierten
Peptide, die dann anhand ihres Masse/Ladungsverhaltnisses getrennt und detektiert
werden. AnschlieBend werden die Massen der so generierten Peptide mit in silico
trypsinierten Proteindatenbanken verglichen, um so Rickschlisse auf das urspring-

liche Protein zu ziehen.

Da im Falle von Hydra noch keine Genomsequenz vorliegt, musste stattdessen auf
eine Hydra EST Datenbank zurlickgegriffen werden, um die LC-MS Daten auswerten
zu kénnen (http://hydra.ics.uci.edu/blast/jf/). Die verwendete Hydra EST Datenbank
enthielt zum Zeitpunkt der vorliegenden Doktorarbeit etwa 40.000 ESTs. ESTs (ex-
pressed sequence tags) sind DNA-Sequenzen, die durch reverse Transkription aus
MRNA entstehen. Sie stellen somit im Idealfall die Gesamtheit aller transkribierten
Gene einer Zelle dar. Es ist oftmals schwierig, den richtigen Leserahmen (ORF) eines
Gens in einem EST zu identifizieren. In Zusammenarbeit mit Dr. Stephen Rudd von
der GSF in MlUnchen gelang es jedoch, die ORFs in den Hydra ESTs mit groBer Si-
cherheit vorherzusagen und so die ESTs in Peptide umzuwandeln. Die von Stephen
Rudd entwickelte Methode (http://sputnik.btk.fi) beruht auf der relativen Haufigkeit
Hydra-spezifischer Hexanukleotid Sequenzen und lasst verlasslichere Voraussagen
Uber mdgliche offene Leserahmen zu als dies die Verwendung von Triplett-Codons
kann (Rudd et al., 2003). Dabei wird die Zahl der ESTs durch optimierte Clustering-

Techniken reduziert.

Die Peptide, die aus den Hydra ESTs abgeleitet worden waren, wurden in silico tryp-
siniert. Die Massen der tryptischen Peptide wurden dann mit den LC-MS Massen
der isolierten, trypsinierten 14-3-3 Bindeproteine verglichen. Dadurch konnten 23 der
isolierten Proteine identifiziert werden. Das Ergebnis der Massenspektrometrie ist in

Abbildung 2.17 dargestellt.
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Eluierte
kD Marker Proteine Marker

200—

EF-2
\
116 — \
97—

| PLCBH1

hypothet. Prot. | Hsp70
PEPCK —28=
a-Tubulin/
. 55— — ATP-Synthase beta
EF1-0/B-Tubulin/ -
PDI ahnliches Protein Fru-1,6-BP Aldolase

Aktin —36=] elF-3 beta/.
Tropomyosin

. =
=
|
—
earor —21 é 'Q\ unbekanntes Protein

~ 14-3-3 HyA/14-3-3 HyB/
2= ppod3
14—

ppod4 )
[~ Ca~* Adaptor
/

2+ : H
Ca“" Bindeprotein Calmodulin

Abb. 2.17: Darstellung der mit LC-MS identifizierten 14-3-3 Bindeproteine.

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht iber die identifizierten 14-3-3 Bindeproteine. Bei allen
auBer zwei der identifizierten Proteine entspricht das erwartete Molekulargewicht der
GroBe der jeweiligen Bande im SDS-Gel. AuBerdem ist der Protein score gezeigt. Er
ist angegeben als -10*Log(P), wobei P die Wahrscheinlichkeit ist, dass der beobach-
tete Treffer ein zufalliges Ereignis ist. Protein score Werte von > 50 wurden als signifi-
kant betrachtet. Daneben ist auch die Anzahl der gefundenen LC-MS Peptide in dem
jeweiligen Protein und die Anwesenheit eines klassischen 14-3-3 Bindemotivs in der
Tabelle aufgelistet. In zwei Fallen, in denen die Hydra ESTs nicht das ganze Gen ab-
deckten, wurde die GroBe des jeweiligen humanen Homologen (hs) bzw. des homolo-
gen Proteins aus Danio rerio (dr) angegeben. Die Sequenzen der gefundenen Protei-

ne, sowie die mit LC-MS gefundenen Peptide sind dem Anhang zu entnehmen.
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Zur Verifizierung diente zunéchst das Molekulargewicht. Das Molekulargewicht der
identifizierten Proteine wurde mit der aus dem SDS Gel ermittelten GroBe der aus-
geschnittenen Banden verglichen. In allen Fallen (auBer bei dem unbekannten Pro-
tein und dem hypothetischen Protein) stimmte das theoretische Molekulargewicht
der Proteine mit der GréBe der ausgeschnittenen Banden Uberein. AuBerdem wurden
die identifizierten Proteine auf die Anwesenheit eines 14-3-3 Bindemotivs hin unter-
sucht (Muslin et al., 1996; Yaffe et al., 1997). 13 der 23 isolierten Proteine besitzen ein
klassisches 14-3-3 Bindemotiv, das mit Hilfe der Motivsuchmaschine scansite (http://
scansite.mit.edu/) identifiziert wurde. Zwei der 10 Proteine ohne 14-3-3 Bindemotiv
sind 14-3-3 HyA und HyB selbst, die nicht Gber ein solches Motiv, sondern Uber ihre
N-Termini miteinander interagieren. Einige der gefundenen Proteine sind auBerdem
bereits in anderen Organismen als 14-3-3 Bindeproteine identifiziert worden. Die ent-

sprechenden Referenzen sind ebenfalls in der Tabelle 1 angegeben.

Die isolierten 14-3-3 Bindeproteine fallen in unterschiedliche funktionelle Gruppen.
Eine Gruppe (grin) beinhaltet Proteine, die an der Regulation von Stoffwechselvor-
gangen beteiligt sind. Drei der isolierten Proteine (GAPDH, PEPCK, Fructose-1,6-bi-
phosphat Aldolase) sind an Glucose-Stoffwechsel und eines (ATP-Synthase) an der
mitochondrialen Energiegewinnung beteiligt. Eine weitere Gruppe (rot) ist an der Re-
gulation von Proteinbiosynthese bzw. -faltung und damit auch an der Regulation von
Wachstum beteiligt (EF-2, EF1-alpha, elF-3, Hsp70, PDI-ahnliches Protein). Auch in
dieser Gruppe gibt es 14-3-3 Interaktionspartner (EF-2, EF1-alpha und Hsp70), die
bereits aus anderen Organismen bekannt sind (Rubio et al., 2004).

Eine dritte Gruppe (hellblau) enthalt Proteine, die an Calcium Signalwegen beteiligt
sind (Calmodulin, Calcium Bindeprotein und Calcium Adaptor). Allerdings besitzt kei-
nes der drei Proteine ein klassisches 14-3-3 Bindemotiv.

Eine weitere Gruppe umfasst Proteine, die an der Regulation des Zytoskeletts beteiligt
sind (blau). Zwei Proteine dieser Gruppe (ppod3 und ppod4) kommen nur in Hydra vor
(Hoffmeister-Ullerich et al., 2002) und stellen deshalb neue 14-3-3 Interaktionspartner
dar. Ppod-Proteine besitzen Fascin-Domanen und kénnten daher ebenfalls an der
Regulation des Zytoskeletts beteiligt sein.
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2.2.3 Bcl-2 Familie

2.2.3.1 Klonierung von HyBax, eines Homologen von humanem Bax

Mit der Affinitdtssdule wurden keine 14-3-3 Bindeproteine gefunden, die an der Re-
gulation von Apoptose beteiligt sind, obwohl aus anderen Organismen bekannt ist,
dass 14-3-3 an diesem Prozess beteiligt ist (Zha et al., 1996) und die enzymatische
Maschinerie des programmierten Zelltods in Hydra konserviert ist (Cikala et al., 1999).
Mdoglicherweise sind solche 14-3-3 Bindeproteine unter normalen Bedingungen nur
sehr schwach exprimiert und konnten daher nicht als sichtbare Banden aus dem Gel

ausgeschnitten werden.

Um dennoch eine mégliche Verbindung zwischen 14-3-3 und programmiertem Zell-
tod in Hydra zu untersuchen, wurde ein anderer Ansatz verfolgt. In der Hydra EST
Datenbank wurde eine Bax EST Sequenz gefunden. Bax gehdrt zur Familie der Bcl-2
Proteine, die Apoptose regulieren. Die Bcl-2 Familie enthélt sowohl pro- als auch anti-
apoptotische Mitglieder. Bax ist ein pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2 Famile. Es
ist bekannt, dass Bax durch Bindung an 14-3-3 im Zytoplasma zurtickgehalten wird
und nicht an die Mitochondrien translozieren kann, um dort seine pro-apoptotische
Wirkung zu entfalten (Samuel et al., 2001; Nomura et al., 2003). Anhand der EST Se-
quenzen wurden spezifische Oligonukleotide entworfen, mit denen das Bax Gen aus
einer Hydra cDNA Bank im pBluescript Vektor (Stratagene) amplifiziert werden konnte
(Popp, 2004). Um die fehlenden 5’ bzw. 3’ Enden der ESTs zu vervollstandigen, wurde
jeweils ein spezifischer primer aus dem Gen zusammen mit einem primer aus dem
Vektor auBerhalb der multiplen Klonierungsstelle verwendet. Auf diese Weise konnte

ein Vollangenklon fur Hydra Bax, der HyBax genannt wurde, erhalten werden.

Das Gen fir HyBax ist 693 nt lang, was einer Lange von 230 aa und einem Molekular-
gewicht von 26,8 kD entspricht. Abbildung 2.18 zeigt die Nukleotid- bzw. Aminosau-

resequenz von HyBax.
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ATGAAAGATC
TAATAACAAC
CGGTAGAGCA
CGCGGTTTCA
TGGTAAAGGA
TTGAAAAARA
GAGCTAGAAG
TAACGAAGAA
TGACTGATGA
GGTGGAAAGT
GATTGAAGAA
ACTGGATTAA
AAGCCAGCAC
CGCATCTCTA

MKDPMMARFM
RGFIRKLAND
ELEDMHIDFF
GGKLAQWEWA
KPAQNTWWKT

CTATGATGGC
TCACCTGATT
AGATTTTTTG
TTCGAAAACT
ACTATAAACA
ACTCACAACA
ATATGCATAT
AACGCGGGTG
CAATTTAAAT
TAGCTCAATG
ATCGAGGATT
ACAAAAAGGA
AAAACACATG
GCGGCAGCAT

NECCEINNNN
HIHYKLFGKG
ENVCHAINEE
ROPNNELIEE
SLWVGLSASL

GAGATTTATG
ACAATTATAT
AGATCGATAG
TGCTAATGAC
TATGCGATAC
ACAGTCGTTA
TGATTTTTTT
AAGTTTTCAA
TGGGGACGGG
GTTTTGGGCT
GGTTAACCGA
GGCTGGGACG
GTGGAAAACT
TTGTTATGAA

SPDYNYINYD
TINICDTDIK
NAGEVFNEVS
IEDWLTESLS
AAAFVMKSLR

AATGAATGTT
AAACTACGAT
AAGACGACAC
CACATACATT
AGATATAAAA
CATTACGTCG
GAAAATGTAT
TGAAGTTTCG
TTGTTAGTTT
AGACAACCAA
AAGCTTATCA
ATTTCAATCG
AGCCTTTGGG
ATCGCTAAGG

ANDTVEQDFL
MNPFEKKLTT
QKVLTDDNLN
DKKDWIKQKG

Abb. 2.18: Nukleotid- und Aminosauresequenz von HyBax

GCGAGATTAA
GCAAATGACA
AGAAAAACAC
ATAAACTGTT
ATGAACCCTT
TGTCAGTAGT
GCCATGCAAT
CAAAAGGTTT
AATTACATTT
ATAATGAACT
GATAAAAAAG
CACATTTACA
TTGGATTAAG
TAA

RSIEDDTEKH
TVVTLRRVSS
WGRVVSLITF
GWDDEFNRTFET

Abbildung 2.19 zeigt einen Vergleich der Hydra Bax Sequenz mit humanem Bax o.

Identische Aminoséuren sind gelb hervorgehoben, wéhrend &hnliche Aminoséuren

blau hinterlegt sind. Die Positionen der BH-Doméanen sind durch blaue Késten ge-

kennzeichnet.
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1....... 10........ 20. ... ... 30 ..., 40........ 50........ 60
Hs Bax « M-DGSG-------- EQPRGGGPTSSEQIMKTGALLLQGF - - -IQDRAGRMGGEAPELALD 48
Hy Bax MKDPMMARFMNECCEINNNNSPDYNYINYDANDTVEQDFLRSIEDDTEKHRGFIRKLAND 60
........ 70........80........90.......100.......110.......120
Hs Bax @ PVP-----------—--—— QDASTKKL-SE- - CLKRIGDELDS -NMEL-QRMIAAVDTD 86
Hy Bax HIHYKLFGKGTINICDTDIKMNPFEKKLTTITVVTLRRVSSELEDMHIDFFENVCHAINEE 120
BH3 Domane
....... 130.......140.......150.......160.......170.......180
Hs Bax o SPREVFFRVAADMFSDGNFNWGRVVALFYFASKLVLKALCTKVP-ELIRTIMGWTLDFLR 145
Hy Bax NAGEVFNEVSQKVLTDDNLNWGRVVISLITFGGKLAQWFWARQPNNELIEEIEDWLTESLS 180
BH1 Doméane
....... 190.......200.......210.......220.......230
Hs Bax ERLLGWIODOGGWDGLLSYFGTP---TWQTVTIFVAGVLTASL--T-ITWKKMG 192
Hy Bax DK-KOWIKQKGGWDDFNRTFTKPAQNTWWKTSLWV -G-LSASLAAAFVMKSLR 230

BH2 Doméane

gleiche aa

dhnliche aa

Abb. 2.19: Sequenzvergleich von HyBax mit humanem Bax c.
Identische Aminosauren sind gelb, &hnliche blau hinterlegt. Die konservierten BH-Do-
ménen sind durch blaue Kasten hervorgehoben.

2.2.3.2 GST pulldown mit HyBax und 14-3-3 zum Nachweis einer Interaktion der
beiden Proteine

Um zu untersuchen, ob HyBax mit 14-3-3 interagieren kann, wurde ein GST pulldown
Experiment durchgeflihrt (Lasi, 2005). Dazu wurde HyBax in den Vektor pGEX-4T-1
(Amersham Biosciences) kloniert. Dort lag das Gen als C-terminale Fusion mit Gluta-
thion S-Transferase vor (GST-HyBax). Nach Transformation des Plasmides in Bakterien
wurde die Expression mit IPTG induziert. Das Bakterienlysat wurde anschlieBend mit
Glutathion-Sepharose beads inkubiert. Nachdem GST-HyBax an die beads gebunden
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hatte, wurden die beads abzentrifugiert und gewaschen. Die gewaschenen beads
wurden dann mit gereinigtem, rekombinantem 14-3-3 HyA bzw. HyB inkubiert. Das
Gemisch wurde daraufhin abzentrifugiert, die Pellets gewaschen und schlieBlich die
gebundenen Proteine mit Glutathion eluiert. Nach Auftrennung der Proben im SDS-
Gel wurde in einem Western Blot mit 14-3-3 Antikdrper untersucht, ob 14-3-3 Protein
an GST-HyBax gebunden hatte. Abbildung 2.20 zeigt, dass 14-3-3 HyB an HyBax
binden kann (rechts). Die Bindung von 14-3-3 HyA ist dagegen schwacher (links).

S S
\QQ § * Q;QQ § *
Ne 2] Qg 9 O
& &F g & & g
kD kD
70 — | -
55—
45 —
|- 35 — - e | —
25 —
o-14-3-3 o-14-3-3

Abb. 2.20: GST pulldown Versuch mit rekombinantem 14-3-3 und GST-HyBax.
GST-HyBax wurde in Bakterien exprimiert und mit Glutathion-Sepharose beads aus
dem Bakterienlysat gereinigt. AnschlieBend wurde es 1 h bei Raumtemperatur mit re-
kombinantem 14-3-3 HyA bzw. HyB inkubiert und nach mehreren Waschschritten von
den beads eluiert. Der Nachweis von gebundenem 14-3-3 erfolgte im Westernblot
mit dem 14-3-3 Antikérper K19. Rekombinantes 14-3-3 ist durch einen Pfeil gekenn-
zeichnet.
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2.3 14-3-3 und Zytoskelett

Eine Gruppe von 14-3-3 Bindeproteinen, die mit der Affinitdtssdule isoliert wurden,
wurde im Folgenden ndher untersucht. Diese Gruppe beinhaltet Proteine, die an der
Bildung und Regulation des Zytoskeletts beteiligt sind (sieche Tabelle 1, S. 43 f). Tu-
bulin alpha und beta, Aktin und Tropomyosin sind bereits in anderen Organismen als
14-3-3 Bindeproteine identifiziert worden (Chen and Yu, 2002; Rubio et al., 2004).
ppod3 und ppod4 dagegen kommen nur in Hydra vor und stellen daher neue 14-3-3

Interaktionspartner dar.

2.3.1 Aktin

2.3.1.1 Charakterisierung von Hydra Aktin

Ein 14-3-3 Bindeprotein, das in die Zytoskelettgruppe féllt, ist Aktin. In der Hydra EST
Datenbank wurden zwei groBe Gruppen von Aktingenen gefunden. Beide Gene sind
sehr ahnlich und unterscheiden sich nur in den letzten 70 Aminosauren voneinander.
Das Aktin, das als 14-3-3 Bindepartner isoliert wurde, wurde als nicht-muskuléres Ak-
tin beschrieben (Fisher and Bode, 1989). Es besteht aus 376 Aminoséauren, was einem
Molekulargewicht von 41,8 kD entspricht. Dies entspricht auch der GréBe der Gelban-
de, die nach der Affinitatssdule ausgeschnitten wurde und schlieBlich zur Identifizie-
rung von Aktin geflihrt hat. Insgesamt passten 18 LC-MS Peptide zu der Sequenz des
Aktin Proteins. AuBerdem besitzt Hydra Aktin ein 14-3-3 Bindemotiv, das mit Hilfe der
Motivsuchmaschine scansite (http://scansite.mit.edu/) identifiziert wurde. Die Amino-
sauresequenz von Hydra Aktin sowie die identifizierten LC-MS Peptide (rot und blau)

und das 14-3-3 Bindemotiv (grtin) sind in Abbildung 2.21 dargestellt.
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MADDEVAALV
KDSYVGDEAQ
EHPVLLTEAP
GIVLDSGDGV
FTTTAEREIV
IGNERFRCPE
SGGTTMFPGI
STFQOMWISK

VDNGSGMCKA
SKRGILTLKY
LNPKANREKM
SHTVPIYEGY
RDIKEKLSYV
TLFQPSFIGM
ADRMQKETISA
QEYDESGPSI

GFAGDDAPRA
PIEHGIVTNW
TQIMFETFNS
ALPHAIIRLD
ALDFEQEMQT
ESAGIHETTY
LAPPTMKIKI
VHRKCF

VFPSIVGRPR
DDMEKIWHHT
PAMYVAIQAV
LAGRDLTDYL
AASSSSLEKS
NSIMKCDVDI
IAPPERKYSV

HQGVMVGMGQ
FYNELRVAPE
LSLYASGRTT
MKILTERGYS
YELPDGQVIT
RKDLYANTVL
WIGGSILASL

Abb. 2.21: Aminosauresequenz von Hydra Aktin.
Das Protein besteht aus 376 Aminosauren. Die identifizierten LC-MS Peptide sind in
Rot und Blau dargestellt. Das 14-3-3 Bindemotiv ist in Griin gezeigt.

2.3.1.2 Anfarben von F-Aktin in ganzen Tieren mit Phalloidin

Um das Aktin Zytoskelett in Hydra sichtbar zu machen, wurde Phalloidin verwendet.
Phalloidin ist ein bicyclisches Peptid und bindet an filamentdses Aktin (F-Aktin), nicht
jedoch an globuldres Aktin (G-Aktin). Das Aktin Zytoskelett in Zellen ist aus F-Aktin
aufgebaut und wird durch diesen, mit Rhodamin gekoppelten, Farbstoff sichtbar ge-

macht.

Nach Relaxierung der Tiere in Urethan wurden die Hydren mit 4% Paraformaldehyd in
Hydramedium fixiert. Die Fixierung erfolgte unterschiedlich lange bei 4°C. Bei kurzen
Fixierungszeiten (30 min) wurden hauptséchlich die Muskelfasern der Tiere, die ent-
lang der Mesoglea verlaufen, gefarbt. Bei langerer Fixierung (1-3 h) wurde auch das
kortikale Aktin Zytoskelett an der apikalen Seite der Zellen gefarbt, wenn auch deutlich
schwécher als die prominenten Muskelfasern im Basalbereich. Abbildung 2.22 zeigt
Phalloidin-Farbungen von Einzelschnitten durch Rumpfgewebe von Hydra. Bilder a
und b sind jeweils basale Schnitte, Bilder ¢ und d die dazugehdrigen apikalen Schnitte
des gleichen Ausschnittes von Hydra. Die Schnittdicke betragt jeweils 1 pm. Die Ker-
ne im rechten Teil der Abbildung sind mit TO-PRO-3 gegengefarbt (blau dargestellt). In
den basalen Schnitten (a und b) sind deutlich die I&ngs der Kérperachse (oral — aboral)
verlaufenden Muskelfasern der ektodermalen Zellen sowie die quer dazu verlaufenden
Muskelfasern der Endodermzellen zu erkennen. In den apikalen Schichten (c und d)
gibt es keine Muskelfasern. Daflr farbt Phalloidin hier das kortikale Aktin entlang der

Zellgrenzen des Ektoderms und, etwas schwécher, die apikale Oberflache der Zellen.
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a
10pm

Abb. 2.22: Phalloidin Farbung von F-Aktin in Hydra.

a,b: Schnitte durch den Basalbereich eines gefarbten Tieres.

c,d: entsprechende Schnitte durch den Apikalbereich des gleichen Tieres.

Die Phalloidin Farbung ist in Rot, die TO-PRO-3 Kernfarbung (in b und d) in Blau dar-
gestellt. Bei allen vier Bildern handelt es sich um einzelne konfokale Schnitte mit einer
Dicke von 1 pym. Die Fixierung erfolgte bei 4°C mit 4% PFA in Hydramedium.
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2.3.2 Tubulin

2.3.2.1 Charakterisierung der beiden in Hydra gefundenen Tubuline

Ein weiteres 14-3-3 Bindeprotein, das in die Zytoskelettgruppe fallt, ist Tubulin. Eine
Zelle besitzt zwei verschiedene Arten von Tubulin, o und B Tubulin, die zusammen die
Mikrotubuli bilden. Beide Proteine wurden als potentielle 14-3-3 Bindeproteine gefun-
den (siehe Abb. 2.17 und Tabelle 1, S.43 f). Die a Tubulin Bande war etwas tber 50 kD
groB, die B Tubulin Bande war etwas kleiner. Dies korreliert gut mit den errechneten

Molekulargewichten flir Hydra Tubuline (siehe unten).

o Tubulin besteht aus 450 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 50 kD.
Sechs LC-MS Peptide passten zu der Sequenz von a Tubulin. Die Motivsuchmaschi-
ne scansite fand kein klassisches 14-3-3 Bindemotiv. B Tubulin ist 447 aa lang und
hat ebenfalls ein Molekulargewicht von 50 kD. Finf LC-MS Peptide passten zu der
Sequenz von B Tubulin. Die Motivsuchmaschine scansite fand ein 14-3-3 Bindemotiv

mit der Sequenz -°®°RALTVP?8"-.
Die Sequenzen von o und B Tubulin sind in Abbildung 2.23 gezeigt. Die identifizierten

LC-MS Peptide sind in Rot und Blau gekennzeichnet. Das 14-3-3 Bindemotiv in B

Tubulin ist auBerdem in Griin dargestellt.

Tubulin alpha

LEITSSRCFA
GNACWELYCL
FVDLEPTVVD
QVLDRIRKLA
LEFAVYPAPQ
LDIERPTYTN
FPLATYSPVI
LLYRGDVVPK
DLAKVQRAVC
EFSEAREDMA

KLTSDIXLAN
EHGIQPDGQM
EIRTGTYRQL
DOCTGLQGFL
VSTAVVEPYN
LNRLIGQIVS
SAEKAYHEQL
DVNSAIAXNQ
MLSNTTAIAE
ALEKDYEEVG

SNLFINCKTS
PSDKSIGGGD
FHPEQLVTGK
IFHSFGGGTG
SVLTTHTTLE
SITASLRFDG
TVSEITNACF
DETHYSVRDW
AWARLDHKFEFD
VDSVDEEAAG

IKFKMRECIS
DSEFNTFFSET
EDAANNYARG
SGFTSLLMER
HSDCAFMVDN
ALNVDLTEFQ
EPANQMVKCD
CPTGFKVGIN
LMYAKRAFVH
EGDE

THLGQAGCQT
GGGKHXAEAV
HYTVGKELID
LSVDYGKKSK
EALYDICRRN
TNLVPYPRIH
PRHGKYMACC
YOPPTVVPGG
WYVGEGMEEG
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Tubulin beta

MREIVHLQAG
YNEATGGKYV
WAKGHYTEGA
LISKIREEYP
CIDNEALYDIT
RKLAVNMVPF
AACDPRHGRY
TAVCDIPPRG
EGMDEMEFTE

QCGNQIGAKF
PRAVLVDLEP
ELVDSVLDVV
DRIMNTEFSVV
CFRTLKLTTP
PRLHFFMPGF
LTVAAMFRGR
LKMSATFIGN
AESNMNDLVS

WEVISDEHGI
GTMDSVRSGP
RKEAESCDCL
PSPKVSDTVV
TYGDLNHLVS
APLTSRGSQQ
MSMKEVDEQM
STATQELFKR
EYQQYQDATA

DPTGTYHGDS
FGQIFRPDNF
QGFQLTHSLG
EPYNATLSVH
ATMSGVTTCL
YRALTVPELT
LNVQONKNSSY
ISEQFTAMFR
EEEGEFDEEE

DLOQLERINVY
VFGQSGAGNN
GGTGSGMGTL
QLVENTDETF
RFPGQLNADL
QOMEFDAKNMM
FVEWIPNNVK
RKAFLHWYTG
GEEEEAA

Abb. 2.23: Aminosauresequenzen von Hydra Tubulin alpha und beta.
Die identifizierten LC-MS Peptide sind in Rot und Blau dargestellt. Das 14-3-3 Binde-
motiv in B Tubulin ist in Grin gezeigt.

2.3.2.2 Ko-Immunprazipitation zum Nachweis der Interaktion zwischen Tubulin
und 14-3-3

Um zu bestétigen, dass 14-3-3 in Hydra mit Tubulin interagieren kann, wurden neben
den Doppelfarbungen Ko-Immunprézipitationsversuche durchgeftihrt. Dazu wurden
Hydralysate miteinem IgG Antikdrper gegen 14-3-3 (K19) inkubiert. AnschlieBend wurde
Protein A-Sepharose zugegeben und das Gemisch zentrifugiert. Protein A bindet an die
Fc Region von IgG Molektlen. Der zugegebene 14-3-3 Antikdrper bindet daher an den
Protein A-Sepharose Komplex und wird zusammen mit dem endogenen Hydra 14-3-3
sedimentiert. Proteine, die an 14-3-3 binden, sollten ebenfalls sedimentiert werden. Die
Pellets wurden anschlieBend gewaschen und in einem 12%-igen SDS Gel aufgetrennt.
Die Anwesenheit von Tubulin im Pellet wurde im Westernblot mit dem monoklonalen
Tubulin Antikérper WAS3 (M. Schliwa, Miinchen) getestet. Es wurde auch untersucht,
ob die Bindung von Tubulin an 14-3-3 durch das Phosphopeptid Peptid C gehemmt
werden kann. Dieses Peptid entspricht der Konsensussequenz der klassischen 14-3-3
Bindestelle. Das Hydralysat wurde vor Zugabe von 14-3-3 Antikérper mit Peptid C in-
kubiert (Abb. 2.24, Spur 3). Dabei konnte das Phosphopeptid die Bindungsstellen der
endogenen 14-3-3 Proteine absattigen und 14-3-3 sollte nicht mehr in der Lage sein,
an Zielproteine mit einem solchen Motiv zu binden. Ein weiterer Ansatz sollte zeigen,
ob die Interaktion von Tubulin mit 14-3-3 Phosphorylierungs-abhangig ist. Dazu wur-

de das Hydralysat vor der IP mit A-Phosphatase dephoshoryliert (Abb. 2.24, Spur 4).
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Die Anwesenheit von Tubulin in Spur 1 zeigt, dass Tubulin mit 14-3-3 interagieren
kann. In Spur 2 wurde kein 14-3-3 Antikdrper zugegeben, um zu prifen, ob Tubulin
unspezifisch an Protein A-Sepharose binden kann. Dies war nicht der Fall. Uberra-
schenderweise hatte aber weder 1 mM Peptid C (Spur 3) noch vorherige Dephospho-
rylierung des Lysates (Spur 4) einen Einfluss auf die Interaktion zwischen Tubulin und
14-3-3.

kD

180 —
130 —
100 —

70 — WB: a-Tubulin

55 — | e — - —
45 —

35 —

K19 + - + +
Peptid C - - + -
Phosphatase - - — +

Abb. 2.24: Ko-Immunprazipitation von 14-3-3 und Tubulin aus Hydralysaten.

Zur Prazipitation von 14-3-3 aus Hydralysaten wurde 5 pg 14-3-3 Antikérper K19 ein-
gesetzt (Spur 1, 3 und 4). Zur Kontrolle diente Hydralysat, dem kein 14-3-3 Antikérper
zugesetzt wurde (Spur 2). In Spur 3 wurde 1 mM Peptid C zu dem Lysat gegeben und
2 h bei 4°C inkubiert, bevor die Immunprazipitation durchgeftihrt wurde. In Spur 4 wur-
de das Hydralysat fir 30 min bei 30°C mit 200 U A-Phosphatase behandelt, bevor die
Immunprézipitation durchgefihrt wurde. Der Nachweis von, durch Bindung an 14-3-3
prazipitiertes, Tubulin erfolgte in einem Westernblot mit dem Tubulin Antikérper WAS.
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2.3.2.3 Farbung des Tubulin Zytoskeletts in Hydra Mazeraten

Der monoklonale Antikérper WA3 aus Maus, der gegen B Tubulin gerichtet ist, wurde
verwendet, um das Mikrotubuli Zytoskelett in Mazeraten von Hydrazellen sichtbar zu
machen. Abbildung 2.25 zeigt zwei ektodermale Epithelzellen, die mit dem Tubulin
Antikérper gefarbt wurden (griin). Die Kerne wurden mit TO-PRO-3 gegengeféarbt und
sind im roten Kanal zu sehen. Die Mikrotubuli entspringen an mehreren Stellen der

basalen Seite der Epithelzellen und verlaufen bis dicht unter die apikale Oberflache.

10 ym

Abb. 2.25: Farbung des Tubulin Zytoskeletts in Hydra Mazeraten.

Hydragewebe wurde durch Mazeration in Einzelzellen zerlegt. Diese Zellen wurden
mit dem Tubulin Antikérper WAS3 geférbt. Es werden Projektionen mehrerer konfokaler
Schnitte von zwei ektodermalen Epithelzellen gezeigt. Das Tubulin-Signal wird in Grin
und das Kernsignal in Rot gezeigt. In der unteren Reihe sind die jeweiligen Phasen-
kontrastaufnahmen gezeigt.
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2.3.3 ppod3 und ppod4

2.3.3.1 Aufbau und Domanenstruktur der ppod Proteine

Die Funktion der ppod Proteine ist bislang nicht bekannt. Ppod3 wurde als 30 kD-

Bande aus dem Gel der 14-3-3 Bindeproteine ausgeschnitten (Abb. 2.17). Die ppod4-

Bande war etwas groBer (32 kD). Insgesamt gibt es vier verschiedene ppod-Isoformen

in Hydra. Ppod1 und ppod2 wurden urspringlich in Zusammenhang mit einer Peroxi-

dase-Aktivitat in Granula hauptséachlich in der FuBregion von Hydra isoliert und wur-

den daher ppod (fUr putative peroxidase) genannt (Hoffmeister-Ullerich et al., 2002).

Es konnte jedoch mittlerweile gezeigt werden, dass die isolierten Proteine nicht fir die

gemessene Peroxidase-Aktivitat verantwortlich sind und daher der Name ,,ppod” irre-

fUhrend ist (s.u.). Abbildung 2.26 zeigt einen Sequenzvergleich der vier ppod Proteine

in Hydra. Die vier Isoformen weisen starke Sequenzahnlichkeiten auf.

ppodl
ppod2
ppod3
ppod4

ppodl
ppod2
ppod3
ppod4

ppodl
ppod2
ppod3
ppod4

ppodl
ppod2
ppod3
ppod4

ppodl
ppod2
ppod3
ppod4

ppodl
ppod2
ppod3
ppod4

10 20 30 4IO SIO

MKLYITVLM}LTCVFAKEKRGIPGWNKAYTVAIKSFTNGKFVCAENIGNQ
MKLCI - LFMMVTSLFAKEKRATLEWKKVYTVAIKSLINGKFVCAEKNGSE
MKLCITVFMMVICVIAKEKRDTPAWTKAYTVALKSFTNGKFVCAENVGSQ
MKLCI-MFMMVICMFAKEKRATLEWKKVYTVAIKSFTNGKFVCAENNGNE

6IO 7IO 8|O 9IO 1?0
PLIANRDAIGLWETFEIRFTNAQTFALKSHADGKFVSAGNGGNNLLIANK
PLIANKDSFGLWETFEICFIDTQATALKSYGNGKFVTAVNTDTNLLLANK

PLIANRDAIGLWETFEIRFTNAQTFALKSHANGKFVSASNGGNNLLIANK
PLIANRDSIGLWETFEIRFTDAQTFVLKSHANEKFVTEVNSENNLLIANK

110 120 130 140 150
DHAAVWETF%LVPKNGAFG%KSNGNAKLV%AEEAGNKPLAANRIVLDVWE
DOATVWETFTLVPSFGTFGFKSHGNSKLVTAEEAGNKPLTANRDVLDVWE
DOAAVWETFTLVPNYGTFGFKSNGNAKFVAAEEAGSKSLAANRNALDVWE
DOATVFETFTLVPRFGTFGFKSNDNKKLVTAEEAGKKPLAANRKVLDVWE

160 lTO 180 190 200

MFSLVYVWPéVHKVAIKALVNGLFVCAENAGKQSLIANRéQIGPWETFE{
MFSLVYVWPSVHKVAIKALVNGLFVCAEKAGKQSLRANRAQIGPWETFEIL
MFSLVYVWPSVHKVAIKALVNGLYVCAENAGKQSLIANRGQIGPWETFEI
MFNLVYVWPSVHKVAIKALVNGLFVCAENAGKQSLIANRGQIGPWETFVI

210 220 230 240 250
I

RFTNLQTFTLKSLANGKLVéAENNGKSPL%ANREHIGPWETFTLVQNKE&
SFSDSQTLTLKFFANGKFVCAEKNGQFPLIANRDQAGPWETFTIVPNKEG
RFTDHQTFTLKSLANGKLVCAENNGQSPLIANRDQIGPWETFTLVQNKEG
SFTDLQTFTLKSFANGKLVCAENSGQFPLIANRDQAGPWETFTIVPNKEG

260 270 280 290

FAFKSHANG%LVTAENAGH&NLIANRDNPEIWERFVFIYL
VALKSHANGKFVTAENAGKSYLIANRDNADIWERFVIIYL
VAFKSHANGKLVTAENAGHDNLIANRDNPDIWERFVFIYL
VALKSHANGKFVTAENAGNGNLIANRDKADIWERFVIVYL

Abb.2.26: Sequenz-
vergleich der vier
ppod Isoformen

Identische Amino-
sauren sind gelb

hinterlegt.
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Von den beiden isolierten ppod-Proteinen (ppod3 und ppod4) wies nur eines (ppod4)
ein klassisches 14-3-3 Bindemotiv auf (Abb. 2.27). Daher beziehen sich alle weiteren

Versuche auf diese Isoform.

Das ppod4 Protein besteht aus 290 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von
32,4 kD. Bei der LC-MS Analyse der entsprechenden Gelbande nach der 14-3-3 Af-
finitdtssdule wurden 8 tryptische Peptide gefunden, die zur Sequenz von ppod4 pas-
sen. Dies entspricht einer Abdeckung von 37%. Die Verteilung der tryptischen Peptide
ist in Abbildung 2.27 dargestellt (blaue und rote Peptide entsprechen den tryptischen
Peptiden aus der LC-MS Analyse). Das 14-3-3 Bindemotiv ist grin dargestellt, wobei
der Threoninrest, der phosphoryliert wird, fett gedruckt ist.

ppod4

MKLCIMFMMV
LIANRDSIGL
QATVFETFTL
FNLVYVWPSV
FTDLQTFTLK
ALKSHANGKF

ICMFAKEKRA
WETFEIREFTD
VPREFGTFGFK
HKVATIKALVN
SFANGKLVCA
VTAENAGNGN

TLEWKKVYTV
AQTFVLKSHA
SNDNKKLVTA
GLFVCAENAG
ENSGQFPLIA
LTANRDKADT

AIKSFTNGKF
NEKFVTEVNS
EEAGKKPLAA
KOSLTIANRGQ
NRDQAGPWET
WERFVIVYL

VCAENNGNEP
ENNLLIANKD
NRKVLDVWEM
IGPWETFVIS
FTIVPNKEGV

Abb. 2.27: Aminosauresequenz von ppod4

Die mit LC-MS identifizierten Peptide sind in Rot und Blau dargestellt. Das 14-3-3
Bindemotiv ist in Griin gezeigt, wobei der Threoninrest, der phosphoryliert wird, fett
hervorgehoben wurde.
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Abbildung 2.28 zeigt den Aufbau des ppod4 Proteins aus unterschiedlichen Doma-
nen. Am N-Terminus befinden sich mehrere hydrophobe Aminosauren (rot). Das auf-
falligste Merkmal ist das Vorhandensein zweier so genannter Fascin-Domaéanen (gelb

und blau hinterlegt).

MKLCIMFMMV ICMFAKEKRA TLEWKKVYTV AIKSFTNGKEF VCAENNGNEP
LTIANRDSIGL WETFEIRFTD AQTFVLKSHA NEKFVTEVNS ENNLLIANKD
QATVFETFTL VPRFCTFGCFK SNDNKKLVTA EEAGKKPLAA NRKVLDVWEM
FNLVYVWPSV HKVAT

Abb. 2.28: Domanenstruktur von ppod4.

Die zwei Fascin-Doméanen sind gelb und blau hinterlegt. Das 14-3-3 Bindemotiv ist in
grun dargestellt. Hydrophobe Aminosauren am N-Terminus des Proteins wurden rot
hervorgehoben.

Das Protein Fascin wurde erstmals in den 70er Jahren beschrieben (Bryan and Kane,
1978; Otto et al., 1979). Es wurde Fascin genannt, weil es Aktin in stabilen Biindeln
quervernetzen kann (lateinisch fasciculus, das Blndel). Fascin ist ein globuléres Pro-
tein mit einem Molekulargewicht von 55 kD. In Vertebraten gibt es drei Isoformen:
Fascin 1 wird in mesenchymalen Geweben und im Nervensystem exprimiert. Die Ex-
pression von Fascin 2 ist auf die Photorezeptoren der Retina beschrankt, wéhrend
Fascin 3 Hoden-spezifisch ist (Adams, 2004). Fascin hat zwei Aktin-Bindestellen und
ist an der Bildung von dynamischen, kortikalen Zellfortsatzen wie z.B. Lammellipodi-
en, Filopodien, Mikrovilli und Dendriten, sowie an der Ausbildung zytoplasmatischer

Mikrofilamentbiindel beteiligt (Kureishy et al., 2002).

Abbildung 2.29 vergleicht den Aufbau von humanem Fascin 1 mit dem von ppod4.
Fascin 1 besteht aus vier Fascin- oder B-trefoil Domanen. Ppod Proteine haben nur
strukturelle, keine sequenzmaBige Homologie zu Fascin und bestehen nur aus zwei
Fascin-Domanen. Hisactophilin A, ein weiteres Protein mit B-trefoil Struktur, enthalt

nur eine solche Domane.
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Fascin! (D@D -GND G
ppocé HEETTTD-@TTD
Hisactophilin A @D

@ hydrophober Bereich
@ D Fascin Domane / B-trefoil

Abb. 2.29: Vergleich der Domanenstruktur von Fascin 1, ppod4 und Hisactophi-
lin. Erlauterungen siehe Text.

Eine B-trefoil Struktur oder Fascin-Domane besteht aus sechs zweistrangigen B-hair-
pins, von denen drei ein Fass bilden, wahrend die anderen drei einen dreieckigen
Deckel auf dem Fass bilden (Murzin, 1992; Swindells and Thornton, 1993). Obwohl
ppod4 beim Vergleich der Aminoséduresequenzen nur sehr geringe Ahnlichkeiten zu
Fascin besitzt, so zeigt es doch auf Ebene der Sekundérstruktur Ahnlichkeiten. Ab-
bildung 2.30 A zeigt die Sequenz der ersten Fascin-Domane von humanem Fascin 1
(Aminoséauren 13-134). In Abbildung 2.30 B ist die erste Fascin-Domane von ppod4 in

gleicher Weise gezeigt (Aminoséuren 33-153).

Eine B-trefoil Struktur enthalt drei interne Wiederholungen. Jede dieser Wiederholun-
gen besteht aus vier B-Stréangen. Die drei internen Wiederholungen sind durch farbige
Kéasten hinterlegt (griin, gelb, rot). Die vier B-Strange einer jeweiligen Wiederholung
sind Uber der Sequenz durch Balken in den entsprechenden Farben dargestellt. Die
Strukturvorhersage wurde mit dem Programm PredictProtein (http://www.predictpro-

tein.org/) erstellt (Rost and Sander, 1993).
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A Fascin-Domane 1 aus humanem Fascin 1

1P ZP 3P 4P 5P

| | | |
MTANGTAEAVQIQFELINCCNKYLTAEAFCFKVNASASSEKKKOTWTLED
ﬁO ZO SP %O 1?0

|

PPDEAGSAAVCLRSHLGRYLAADKDGNVTCEREVPGPDCRFLIVAHDDGR

1}0 1%0 1?0
I 442 I I

WSLQSEAHRRYFGGTEDRLSCFAQTVSPAEKWSV

B Fascin-Doméne 1 aus ppod4

lP 2P 3P 4P SP

| | |
MKLCIMFMMVICMFAKEKRATLEWKKVYTVA IKSBINCKEVOAENNGNED

60 70 80 90 100
| |
LIANRDSIGLWETFEIRF TDAQTFVLKSHANEKFVTEVNSENNLLIANKD
110 120 130 140 150
L] I |

QATVFETFTLVPRFGTFGFRENDNRKEVIAEEACKKPEARNRKVEDVHEN

Abb. 2.30: Vergleich der Sekundarstruktur von Fascin 1 aus Mensch und ppod4
aus Hydra.

(A) Fascin-Doméne 1 aus Fascin 1 (B) Fascin-Domaéane 1 aus ppod4. Die drei internen
Wiederholungen der B-trefoil Struktur sind durch farbige Késten hinterlegt. Die vier
B-Stréange einer jeden Wiederholung sind durch farbige Balken oberhalb der Sequenz
dargestellt. Die Nummern Uber den Sequenzen entsprechen den Positionen der Ami-
nosauren im Protein.
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Abbildung 2.31 zeigt die B-trefoil Domé&ne von Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF),
einem weiteren B-trefoil Protein, flr das es, im Gegensatz zu Fascin und ppod, eine

Kristallstruktur gibt. Die vier B-Strédnge einer jeden Wiederholung sind hier durch Pfeile

in den entsprechenden Farben gezeigt.

Abb. 2.31: B-trefoil Struktur des Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF).

Die vier B-Strange einer jeden Wiederholung sind durch Pfeile in den entsprechenden
Farben gezeigt. Die vier griin gezeigten B-Strange liegen in der ersten der drei intern-
en Wiederholungen. Die vier gelben B-Stréange liegen in der zweiten und die vier roten
B-Strénge in der dritten internen Wiederholung (aus Ponting and Russell, 2000).
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Der Aufbau der Fascin Doméanen aus je drei Triplett-Wiederholungen (s.o0.) in ppod4
wird in Abbildung 2.32 B noch einmal im Detail gezeigt. Die beiden Fascin-Doméa-
nen in ppod4 wurden auf Aminosdureebene miteinander verglichen. Zur Veranschau-
lichung ist ebenfalls noch einmal die Gesamtsequenz von ppod4 aus Abb. 2.28 (s.0.)
gezeigt (Abb. 2.32 A). In beiden Darstellungen wurde die Fascin-Doméne 1 gelb und die
Fascin-Doméne 2 blau hinterlegt. In Abbildung 2.32 B sind auBerdem die drei internen
Wiederholungen durch schwarze Boxen gekennzeichnet. Jede Wiederholung besteht
aus 33 aa und zeigt ein hohes MaB an Sequenzidentitadt sowohl zu den anderen bei-
den Wiederholungen der gleichen Fascin-Domaéne, als auch zu den Wiederholungen
der zweiten Fascin-Domane. Identische Aminoséduren in Abbildung 2.32 B sind rot
dargestellt. Nummern ober- bzw. unterhalb der Sequenz weisen auf die entsprechen-

den Aminosaurepositionen hin.

A

MKLCIMFMMV ICMFAKEKRA TLEWKKVYTV AIKSFTNGKF VCAENNGNEP
LIANRDSIGL WETFEIRFTD AQTFVLKSHA NEKFVTEVNS ENNLLIANKD
QATVFETFTL VPRECTEFCFK SNDNKKLVTA EEAGKKPLAA NRKVLDVWEM

FNLVYVWPSV HKVAIKALVN GLEVCAENAG KOSLIANRGO IGPWETEVIS
t
B

66 77 110 120
| | |

KSFTNGKFVCAENNGNEPLIANRDSIGLWETFE #RFTDAQTFVLFSHANEKFVTEVNS ENNLLIAN: KDQATVFETFT#i PRFGTFGFhSNDNKKLVTAEEAGKKPLAAN RKVLDVWEMENL

153

|
166

| | | |
199 210 243 253

Abb. 2.32: Sequenzvergleich der beiden Fascin-Doméanen aus ppod4.

(A) Aminosauresequenz von ppod4 mit Angabe der beiden Fascin-Doméanen. Fir De-
tails siehe Abb. 2.28. (B) Beide Fascin-Domanen zeigen ein hohes MalB3 an Sequenz-
identitdt und bestehen aus je drei internen Wiederholungen. Identische Aminosauren
sind rot dargestellt. Die Triplett-Wiederholungen sind durch schwarze Boxen gekenn-
zeichnet. Die Nummern ober- und unterhalb der Sequenzen beziehen sich auf die
Aminosaurepositionen innerhalb der jeweiligen Fascin-Domane.
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2.3.3.2 Klonierung von ppod4 durch nested PCR

Die kodierende Region von ppod4 umfasst 870 Nukleotide (ATG — Stop). Da die
DNA-Sequenzen der vier ppod-Isoformen sehr dhnlich waren, konnten keine PCR
Primer entworfen werden, die spezifisch nur die ppod4 Isoform amplifiziert hatten. Die
einzigen Bereiche, die relativ variabel waren, waren die 5’ und 3’ UTRs (untranslated
regions) (Abb. 2.33).

Translationsstart
—

ppodl ttaaaagtcagaaatattttcagctaaa ATGAAACTATACATTACAGTCTTAATGATCTTAACCTGCGTGTTTGCAAAAGAAAAACGAGGTATACCTGGTTGGAACAAAGCTTACACAGTA -~~~ -----
ppod2 ttgtgagtgagtgttaaaggttgaatacATGAAATTTAAAGCTAAAATGAAACTATGCATATTGTTCATGATGGTTACCAGCTTGTTTGCAAAAGAAAAACGAGCTACATTAGAATGGAAA- -~~~ -~~~
ppod3 aactgcaaggagtttgtgtgtgtctaaarTGAAGCTATGCATAACAGTGTTCATGATGGTTATCTGCGTGATTGCAAAAGAAAAACGAGATACACCTGCATGGACAAAAGCTTATACAGTA- -~ - - -~~~

ppod4 gttaaagtacattaaagttttagctaaa rATGCAAACTATGCATA- - -ATGTTCATGATGGTTATCTGCATGTTTGCAAAAGAAAAACGAGCTACATTAGAATGGAAAAAAGTTTATACAGTC-~-~-~--~-~~
_—

5'UTR-BP520479-Nhe 5'ppod4-Bam-ohne-SP
Stopcodon
********* //---------GGGAAAGATTCGTTTTTATTTACTTGTGAtaatcttaaatatttatgttgattgtaaactaaatcgaaaataagtttttataaactagattcaattt ppodl
777777777 //---------GGGAAAGATTTGTTATCATCTACTTGTGAatatcaaaattatttaagtaaagcttattataattatttgaaacattttccaattgtgacttatgata ppod2
————————— //---------GGGAAAGATTCGTTTTTATCTACTTGTGAtaaactttaatatttaagttgattgtaagctaaatcgaaaataagtttttatataaataagattcaat ppod3
777777777 //---------GGGAACGATTCGTTATAGTTTACTTATGAttgacttgaatatttatgttgagcaaattgtaattttaagaaataaaacattgctttattcgtggttt ppod4
—
3'ppod4-Eco-mit-stop 3'UTR-BP520479-Sma

Abb. 2.33: Klonierungsstrategie fir ppod4.
Erlauterungen siehe Text.

Daher wurden zwei Primer-Paare flir das ppod4 Gen entworfen. Die duBeren Primer
(5’UTR-BP520479-Nhe bzw. 3’'UTR-BP520479-Sma) waren gegen die ppod4-spezi-
fischen UTRs gerichtet und amplifizierten daher spezifisch diese Isoform. In der ers-
ten PCR mit den &uBeren Primern erhielt man ein PCR Produkt von 960 Nukleotiden
Lénge (siehe Abb. 2.34, Spur 1). Dieses wurde als Template fiir eine weitere PCR ver-
wendet. Fir die zweite PCR wurden Primer aus der kodierenden Sequenz von ppod4
gewdéhlt (5’ppod4-Bam-ohne-SP bzw. 3’ppod4-Eco-mit-stop). Diese PCR ergab ein
Produkt von 810 Nukleotiden Lange (sieche Abb. 2.34, Spur 2). Dies entspricht dem
ppod4-Gen ohne den N-terminalen hydrophoben Bereich (Nukleotide 61-870 bzw.
Aminosauren 21-290). Der N-terminale hydrophobe Bereich wurde weggelassen, um

Probleme bei der Expression des Proteins in Bakterien zu vermeiden.
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bp
10000 —
8000 —

=

3000 — |

2000 —

1200
g -
1081 |

500 —
400 —
300 —
200 —
100 —

Abb. 2.34: Amplifizierung des ppod4 Gens aus Hydra cDNA.

In Spur 1 ist das PCR Produkt bei Verwendung der auBeren Primer (5’UTR-BP520479-
Nhe und 3’UTR-BP520479-Sma) gezeigt. Als Template fir diese PCR diente Hydra
cDNA. Das PCR Produkt hat eine Lange von 960 nt. In Spur 2 ist das PCR Produkt bei
Verwendung der inneren Primer (5’ppod4-Bam-ohne-SP und 3’ppod4-Eco-mit-stop)
gezeigt. Als Template fur diese PCR diente das PCR Produkt aus Spur 1. Das PCR
Produkt in Spur 2 hat eine Lédnge von 810 nt.

Die Nukleotid Sequenz von ppod4 sowie die Positionen der verwendeten Primer sind
in Abbildung 2.35 dargestellt.

AATCCAAGCA
ATGAAACTAT
AAAACGAGCT
CGTTTACCAA
TTGATTGCCA
TTTCACTGAC
TTGTCACGGA
CAGGCTACAG
TGGTTTTAAA
GAAAAAAACC
TTTAATTTGG
ATTAGTCAAT
TAATTGCTAA
TTTACTGACC
GGTTTGCGCA
AAGCTGGACC
GCGCTAAAAT
AAATGGTAAC
TCGTTATAGT

TATTGTGTGC
GCATAATGTT
ACATTAGAAT

GTGTTAAAGT
CATGATGGTT
GGAAAAAAGT

ACATTAAAGT
ATCTGCATGT
TTATACAGTC

CGGGAAATTT
ACAGGGACTC
GCACAAACAT
AGTTAATAGC
TATTTGAGAC
TCAAATGATA
ACTTGCAGCT
TCTACGTGTG
GGTTTGTTTG
TAGAGGCCAA
TCCAAACATT
GAAAATAGTG
ATGGGAGACA
CACACGCTAA
CTAATTGCTA
TTACTTATGA

TAATTTTAAG
TTTTTAAATT
AAAACTGTTA
TTTTGGTACA

AAATAAAACA
TAGTTTTCAG
TTTTTATTCT
AATATTTCTA

GTATGTGCTG
TATTGGTTTA
TTGTATTAAA
GAAAATAACT
TTTCACCTTA
ATAAAAAATT
AACCGCAAAG
GCCTTCAGTA
TATGCGCTGA
ATAGGCCCTT
TACTCTTAAA
GACAATTTCC
TTCACAATAG
TGGAAAATTT
ATCGCGATAA
TTGACTTGAA
TTGCTTTATT
TATAGTAAAT
TAATATTGTT
TAAATGGAAA

AAAATAACGG
TGGGAAACTT
ATCCCATGCA
TGCTCATTGC
GTTCCAAGAT
AGTGACAGCT
TTCTTGACGT
CATAAAGTGG
AAATGCCGGA
GGGAAACATT
TCTTTTGCTA
CCTTATTGCA
TTCCAAATAA
GTGACCGCTG
GGCCGATATT
TATTTATGTT
CGTGGTTTAC
GTTAAGCAAC
ATTATTGAGA
GTT

TTTAGCTAAA
TTGCAAAAGA
GCTATCAAAT
AAATGAACCA
TTGAAATTCG
AACGAAAAAT
CAATAAAGAC
TCGGAACTTT
GAAGAAGCAG
CTGGGAAATG
CGATAAAAGC
AAACAATCCT
TGTAATTAGC
ATGGCAAATT
AACAGAGATC
GGAAGGTGTT
AAAATGCAGG
TGGGAACGAT
GAGCAAATTG
TAAAAATGTT
AGATAAATAG
CTAATTTAGT

Abb. 2.35: Nukleotidsequenz von ppod4.

Die kodierende Sequenz ist in Rot, die untranslatierten Bereiche in Schwarz darge-
stellt. Die beiden duBeren Primer sind blau hervorgehoben, wahrend die beiden inter-
nen Primer unterstrichen sind.
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Mit Hilfe der durch die PCR angefligten Restriktionsschnittstellen BamH1 im Primer
5’ppod4-Bam-ohne-SP sowie EcoR1 im Primer 3’ppod4-Eco-mit-stop wurde das
PCR Produkt in den Vektor pRSET A (Invitrogen) kloniert, wodurch es einen N-termi-
nalen Histidin-Tag erhielt. AnschlieBend wurde es in Bakterienzellen exprimiert und

Uber eine Nickelsaule gereinigt.

2.3.3.3 F-Aktin Ko-Sedimentations Versuch

Die Anwesenheit der beiden Fascin-Doméanen in ppod4 erdffnete die Moglichkeit, dass
ppod4, ebenso wie Fascin, an Aktin binden kann. Um diese Hypothese zu testen,
wurde ein Aktin-Bindeassay durchgeflihrt. Bei diesem Versuch wurde rekombinantes,
gereinigtes ppod4 mit F-Aktin aus Hihnchen (M. Schleicher, Minchen) gemischt und
anschlieBend bei 50.000 g zentrifugiert. Bei dieser Geschwindigkeit pelletiert Aktin.
Wenn ppod4 an Aktin binden kann, wird es zusammen mit Aktin ko-sedimentiert. Ab-

bildung 2.36 zeigt das Ergebnis des Aktin-Bindeassays.

Aktin

+
Aktin  ppod4 ppod4
Us P US P US P

Aktin  — - —

ppod4 — ~—

50.000 g

Abb. 2.36: F-Aktin Ko-Sedimentations Versuch.

Aktin aus HUhnchen und rekombinantes ppod4 wurden entweder einzeln oder ge-
meinsam bei 50.000 g zentrifugiert. Die Uberstande (US) sowie die Pellets (P) wurden
in einem SDS Gel aufgetrennt und mit Coomassie geféarbt.

66



Ergebnisse

Wenn ppod4 allein zentrifugiert wird (Spur 3 und 4) findet sich kein Protein im Pellet
wieder (Spur 4). Das meiste ppod4 befindet sich noch im Uberstand (Spur 3). Wenn
man dagegen ppod4 mit Aktin mischt und zentrifugiert, bleibt zwar immer noch ein
Teil des ppod4 Proteins im Uberstand, es findet sich aber deutlich mehr ppod4 im
Pellet als bei Zentrifugation von ppod4 allein (vgl. Spur 6 mit Spur 4). Um auszuschlie-
Ben, dass ppod4 unspezifisch von Aktin gebunden wurde, wurde BSA (bovine serum
albumin) mit Aktin gemischt und unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. In diesem
Fall fand sich kein BSA im Pellet (nicht gezeigt). Man kann also davon ausgehen, dass
ppod4 spezifisch an Aktin gebunden hat, wenn auch nicht sehr effizient, da immer

noch ein groBer Teil des Proteins im Uberstand bleibt.

Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob ppod4 nicht nur an Aktin binden,
sondern es auch, wie Fascin, quervernetzen kann. Dazu wurde ein dhnlicher Versuch
durchgefihrt, auBer dass nun nur bei 15.000 g zentrifugiert wurde. Bei dieser lang-
sameren Zentrifugation kann F-Aktin nur dann sedimentieren, wenn es von einem
zugegebenen Protein vernetzt wird. In diesem Fall finden sich beide Protein im Pellet.

Abbildung 2.37 zeigt das Ergebnis dieses Versuches.

Aktin

+
Aktin  ppod4 ppod4
Uus P US P US P

Aktin — | e —

ppod4 —

15.000 g

Abb. 2.37: Test auf Aktin-Blindelung Aktivitat von ppod4.

Aktin aus Hihnchen und rekombinantes ppod4 wurden entweder einzeln oder ge-
meinsam bei 15.000 g zentrifugiert. Die Uberstande (US) sowie die Pellets (P) wurden
in einem SDS Gel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt.
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Aktin allein kann unter diesen Bedingungen nicht sedimentieren und bleibt gréBten-
teils im Uberstand (Spur 1). Ppod4 allein kann ebenfalls nicht sedimentieren (Spur 3).
Mischt man Aktin und ppod4, so sieht man, dass ppod4 das Aktin nicht quervernetz-
ten kann und dieses daher im Uberstand bleibt (Spur 5). Wiirde man den gleichen
Versuch mit Fascin durchfihren, so wirde Aktin sedimentieren weil es von Fascin

vernetzt worden waére.

AbschlieBend kann man sagen, dass ppod4 an Aktin binden kann, es aber nicht, wie

Fascin, quervernetzen kann.

2.3.3.4 Herstellung eines polyklonalen Antikérpers gegen ppod4

Um die Lokalisation von ppod in Hydrazellen zu untersuchen, wurde ein polyklona-
ler Antikdrper gegen ppod4 hergestellt. Daflir wurde ppod4 (Aminosauren 21-290) in
Bakterien exprimiert, und gereinigt. Das gereinigte Protein wurde dann zur Immunisie-
rung von Huhnchen verwendet. Abbildung 2.38 zeigt einen Westernblot mit dem aus

dem Eiklar der Hiihnereier gewonnenen Antikorper.

rek. ppod4

Hydralysat

30ng 6ng
KD

Abb. 2.38: Western Blot zum
Testen des gegen ppod4 ge-
55 — richteten Antikorpers.
Rekombinantes ppod4 in den an-
gegebenen Konzentrationen wur-
rekombinantes ~ de zusammen mit Hydralysat in

70—

45 —

35 — |- =~ ppod4 einem SDS Gel aufgetrennt und
. <— endogenes geblottet. Die Membran wurde
ppod4 anschlieBend mit dem a-ppod4
25— Antikdrper inkubiert.
o-ppod4
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In Spur 1 und 2 sind 30 bzw. 6 ng des rekombinanten ppod4 Proteins aufgetragen,
das zur Immunisierung verwendet wurde. Der Antikdrper erkennt gerade noch die 6
ng Menge (Spur 2). In Spur 3 ist Hydralysat aufgetragen. Der Antikérper erkennt eine
Bande bei etwa 30 kD, was dem Molekulargewicht von ppod4 entspricht. Es ist aber
wahrscheinlich, dass der polyklonale Antikérper nicht nur die ppod4 Isoform, sondern
aufgrund der sehr dhnlichen Aminoséuresequenzen auch die anderen drei ppod Iso-
formen erkennt. Das rekombinante ppod4 Protein ist aufgrund des im pRSET A Vektor

vorhandenen His-Tags gréBer als das endogene Protein.

2.3.3.5 ppod-Protein ist mit Vesikeln an der apikalen Zelloberflache assoziiert

Nachdem gezeigt wurde, dass der ppod4 Antikdrper sowohl rekombinantes ppod4
als auch endogenes ppod in Hydralysaten erkennt wurde er verwendet, um in Immun-
fluoreszenzstudien zu untersuchen, was fir Strukturen der Antikérper in Hydrazellen

farbt.

Antikorperfarbungen auf ganzen Hydren zeigen, dass der Antikdrper Vesikel anfarbt,

die sich dicht unter der apikalen Zelloberflache befinden.

Abbildung 2.39 zeigt zwei optische Schnitte durch das Ektoderm eines Tieres, das
mit dem a-ppod4 Antikdrper und einem sekundaren, FITC-markierten Zweitantikor-

per gefarbt wurde.
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Abb. 2.39: Immunfarbungen von ganzen Tieren mit dem o-ppod4 Antikérper.
Hydren wurden mit Lavdovsky fixiert und mit dem a-ppod4 Antikérper gefarbt. Die
obere Reihe zeigt 0,3 um dicke Schnitte durch den Basalbereich des Ektoderms. Die
untere Reihe zeigt 0,3 pm dicke Schnitte durch den entsprechenden Apikalbereich
des Ektoderms. Die ppod-Farbung ist in Grin dargestellt.

Es sind einzelne konfokale Schnitte mit einer Dicke von 0,3 pm dargestellt. In einer
Reihe sind jeweils das Phasenkontrastbild (links), die ppod-Farbung (Mitte) sowie eine
Uberlagerung beider Bilder (rechts) gezeigt. Die obere Reihe zeigt einen Schnitt etwa
1 um unterhalb der apikalen Zelloberflache. Es sind deutlich die ppod-positiven Ve-
sikel zu erkennen. Diese Vesikel sind auch im Phasenkontrast sichtbar. Die Vesikel
sind etwa 1-2 pm groB3 und scheinen von dem ppod Protein nicht ausgefillt zu sein.
Vielmehr ist nur die Vesikelmembran von dem Antikérper angeférbt. Die untere Reihe
in Abbildung 2.39 zeigt den gleichen Ausschnitt des Tieres etwa 7 pm unterhalb der
Zelloberflache. In diesem tieferen Schnitt sind erheblich weniger ppod-positive Vesi-
kel sichtbar. Die Immunféarbungen mit dem ppod4 Antikérper zeigen, dass das Protein
nicht homogen in der Zelle verteilt ist, sondern sich nur dicht unterhalb der apikalen
Oberflache der Zelle befindet.
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Der ppod4 Antikérper wurde auch verwendet, um Einzelzellen in Hydra Mazeraten

anzufarben. Dies ist in Abbildung 2.40 gezeigt.

10 ym

Abb. 2.40: Immunfarbungen von Hydra Mazeraten mit dem ppod4 Antikoérper.
Die ppod-Farbung ist in Griin, die Kernfarbung in Blau dargestellt. In der oberen Reihe
(a-c) sind die ppod-Farbungen, in der unteren Reihe (d-f) die entsprechenden Pha-
senkontrast Bilder gezeigt. Es handelt sich um einzelne optische Schnitte mit einer
Dicke von 0,3 pm. Die GréBenstandards sind 5 pm (in a,b,d,e) bzw. 10 um (in c,f). Ec:
ektodermale Zelle; Ic: interstitielle Zelle; Nc: Nervenzelle

In der oberen Reihe (a-c) ist die ppod Farbung in Griin dargestellt, wahrend die Kerne
mit TO-PRO-3 gegengefarbt wurden (blau). In der unteren Reihe (d-f) sind die jeweili-
gen Phasenkontrastaufnahmen gezeigt. Es handelt sich um einzelne optische Schnitte
mit einer Dicke von 0,3 pm. In Bild a und b sind zwei ektodermale Epithelzellen (Ec), in
Bild b auBerdem interstitielle Zellen (Ic) und in Bild c eine Nervenzelle (Nc) gezeigt. In
den Epithelzellen ist deutlich die Anreicherung von ppod-positiven Vesikeln an der api-
kalen Zelloberflache zu erkennen. Interstitielle Zellen und Nervenzellen dagegen wei-
sen eine homogenere Verteilung der Vesikel auf. Dies kann damit zusammenhangen,

dass diese Zellen nicht polarisiert sind, also keine basale bzw. apikale Seite haben.
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In Farbungen von Hydra Mazeraten schien es, im Gegensatz zu Farbungen von gan-
zen Tieren, so, als sei nicht nur die Vesikelmembran, sondern auch das Lumen ge-
farbt. Dies kann eine Folge der Mazerierung sein, bei der unter Umstéanden Vesikel

kollabieren kénnen.

2.3.3.6 Die ppod-positiven Vesikel sind keine Endosomen

Es stellte sich die Frage, um was fur Vesikel es sich bei den mit dem ppod4 Antikorper
gefarbten Strukturen handelt. Eine Mdglichkeit war, dass die ppod-positiven Vesikel

Endosomen darstellen.

Versuche mit dem endosomalen Marker FM 4-64 (Molecular Probes) sollten dies klaren.
Dieser rot-fluoreszierende, lipophile Farbstoff farbt biologische Membranen. Bei lan-
gerer Inkubation bilden die gefarbten Membranen Vesikel, die sich von der Membran
abschniren und im Zytoplasma Endosomen bilden. Wenn die ppod-positiven Vesikel
Endosomen sind, sollten sie mit FM 4-64 angefarbt werden. Da der Farbstoff jedoch
nicht fixierbar ist, konnten die mit FM 4-64 gefarbten Tieren nicht mit dem ppod4
Antikdrper nachgefarbt werden, sondern mussten lebend am konfokalen Mikroskop
gescannt werden. Man kann jedoch am lebenden Praparat die ppod-positiven Vesikel

im Phasenkontrast erkennen.

Abbildung 2.41 zeigt einen Ausschnitt der apikalen Zelloberflache eines mit FM 4-64
behandelten Tieres. Die weiBen Pfeilspitzen zeigen auf FM 4-64-geférbte Endoso-
men, die nicht im Phasenkontrast zu sehen sind, also keine ppod-Vesikel darstellen.
Die schwarzen Pfeilspitzen zeigen auf ppod-Vesikel im Phasenkontrast, die nicht mit
FM 4-64 gefarbt sind. Aus der fehlenden Uberlagerung der rot gefarbten Endosomen
mit den Phasenkontrast Vesikeln kann man schlieBen, dass die ppod-positiven Vesi-

kel keine Endosomen sind.
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FM 4-64 Phasenkontrast FM 4-64 + Phasenkontrast

Abb. 2.41: Farbung lebender Tiere mit dem endosomalen Marker FM 4-64.

Die Tiere wurden 1 hin 500 um FM 4-64 inkubiert und anschlieBend lebend unter dem
konfokalen Mikroskop untersucht. Es handelt sich um 0,5 pm dicke optische Schnit-
te. WeiBBe Pfeilspitzen markieren FM 4-64 positive Endosomen, die nicht im Phasen-
kontrast sichtbar sind. Schwarze Pfeilspitzen markieren im Phasenkontrast sichtbare
ppod-Vesikel, die nicht mit FM 4-64 gefarbt sind.

Dieses Ergebnis wurde auch durch Versuche mit TRITC-Dextran beads bestétigt.
Dextran wird von Zellen per Pinozytose aufgenommen und farbt darum ebenfalls En-
dosomen. Auch hier zeigte sich keine Ko-Lokalisation von TRITC-Dextran-positiven

und ppod-positiven Vesikeln (nicht gezeigt).

2.3.3.7 Die ppod-positiven Vesikel sind sekretorische Granula

Um die Lokalisation von ppod in Hydrazellen zu untersuchen, wurde das ppod Gen
mit GFP fusioniert und Hydrazellen damit transformiert. Dazu wurde es in den Vektor
HotG kloniert, wo es als N-terminales Fusionsprotein mit GFP exprimiert wird. Nach
Einbringen des Vektors in Hydrazellen durch Partikelbeschuss (Bottger et al., 2002)
wurde die Lokalisation des ppod-GFP Fusionsproteins mit dem konfokalen Mikro-
skop untersucht. Da die Transformationseffizienz bei Verwendung von ppod4-GFP
sehr schlecht war, wurde stattdessen ppod2-GFP transformiert (Alexandrova, unver-
offentlicht). Da alle vier ppod Isoformen jedoch sehr starke Sequenzahnlichkeiten zei-

gen, ist es wahrscheinlich, dass sie auch eine dhnliche Lokalisation in Zellen haben.
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Abbildung 2.42 zeigt einen Ausschnitt des Rumpfes eines beschossenen Tieres mit
einer transformierten Epithelzelle. Es sind zwei Einzelschnitte mit einer Dicke von 0,5
pm zu sehen (a und b). Das obere Bild (a) zeigt einen Schnitt etwa 1 pm unterhalb
der apikalen Oberflache der transformierten Zelle. Bild b ist ein Schnitt durch die
gleiche Zelle, allerdings etwa 7 ym unterhalb der Zelloberflache. Die Schnittebenen
durch die Epithelzelle sind daneben schematisch dargestellt. Bei Uberexpression von
ppod2-GFP zeigten sich Vesikel, die in Gr6Be und Lokalisation denen glichen, die mit
dem ppod4-Antikdrper gefarbt wurden. Sie waren etwa 1-2 pm im Durchmesser und
befanden sich hauptsachlich dicht unter der apikalen Oberflache der transformier-
ten Epithelzellen. Tiefer in der Zelle waren weitaus weniger ppod-positive Vesikel zu
sehen. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Immunfluoreszenzfarbungen des ppod4
Antikérpers, mit dem ebenfalls Vesikel dicht unter der Zelloberflache gefarbt wurden.

Abb. 2.42: Expression von ppod2-GFP in Hydra.

Die Grenzen der transformierten Zelle sind deutlich zu erkennen. Die umliegenden
Zellen sind nicht transformiert. Die Anordnung der Schnitte ist in der schematischen
Zeichnung einer Hydra Epithelzelle gezeigt (rechts). Details siehe Text.
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Beim Vergleich mit dem Expressionsmuster eines typischen sekretierten Proteins ver-
starkt sich die Vermutung, dass es sich bei den ppod-positiven Vesikeln um sekreto-
rische Vesikel handelt. Abbildung 2.43 zeigt die Expression des sekretierten Proteins
PDGF (platelet derived growth factor) fusioniert mit GFP (PDGF-GFP) in Hydrazellen
(Alexandrova, unveré6ffentlicht). Es wurden Granula gefarbt, die den ppod2-GFP Gra-

nula in GroBe und Lokalisation an der apikalen Seite der Zellen gleichen.

PDGF-GFP Phasenkontrast Phasenkontrast
+ PDGF-GFP

Abb. 2.43: Expression von PDGF-GFP in Hydrazellen.

0,5 um dicker optischer Schnitt durch eine transformierte Epithelzelle etwa 1 pm un-
terhalb der apikalen Zelloberflache. PDGF ist in Vesikeln lokalisiert, die im Phasenkon-
trast sichtbar sind.

Ein weiterer Hinweis, der auf Exozytose hinweist, sind elektronenmikroskopische Bilder
(Lentz, 1966), die Vesikel zeigen, deren GréBe und Position mit denen der ppod-positi-
ven Vesikel Ubereinstimmen (Abb. 2.44, markiert durch Pfeile). Diese Vesikel sind, ge-
nau wie die ppod-positiven Vesikel, etwa 1 pm groB und sind auf der apikalen Seite von
Epithelzellen lokalisiert. Sie sind von einer Membran umschlossen und gehen aus dem
Golgi-Apparat hervor. Hydren werden von einer Glycocalyxschicht umhlit, die aus Gly-
coproteinen und Polysacchariden besteht. Sie dient dem Schutz der Hydraoberflache
und, in der FuBregion, der Anheftung an das Substrat. Vermutlich dienen die im Elek-

tronenmikroskop sichtbaren Vesikel der Sezernierung der Glycocalyx Komponenten.
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Abb. 2.44: Elektronenmikroskopische Schnitte durch Hydra Epithelzellen.
Im apikalen Bereich der Zellen sind etwa 1 pm groBe Vesikel sichtbar, die in Gré8e und
Lokalisation den ppod-Vesikeln dhneln (aus Lentz, 1966).

Aufgrund der unter Punkt 2.3.3.6 und 2.3.3.7 beschriebenen Ergebnisse kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei den ppod-positiven Vesikeln nicht um Endo-

somen, sondern um sekretorische Vesikel handelt.

2.3.3.8 Isolierung der ppod-positiven Vesikel durch Dounce Homogenisierung

Um die Vesikel zu isolieren, wurden Hydrazellen per Dounce Homogenisierung auf-
geschlossen und die einzelnen Zellkompartimente durch differentielle Zentrifugati-
on voneinander getrennt. Nach Abtrennung der Kerne und nicht-aufgeschlossener
Zellbestandteile bei 800 g wurde der dabei enstandene Uberstand einer low speed
Zentrifugation bei 17.000 g unterzogen. Das so erhaltene low speed Pellet wurde in
isotonischem Puffer (Puffer M) aufgenommen. Der bei der low speed Zentrifugation
entstandene Uberstand wurde daraufhin bei 100.000 g zentrifugiert (high speed Zen-
trifugation) und das high speed Pellet ebenfalls in isotonischem Puffer aufgenommen.
Der Uberstand stellt die Zytoplasmafraktion (high speed Uberstand) dar. Die Mengen
jeder Fraktion, die jeweils 5 Hydren entsprachen, wurden in einem Westernblot auf

Anwesenheit von ppod Protein untersucht. Dies ist in Abbildung 2.45 gezeigt.
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Abb. 2.45: ppod Protein ist sowohl in der low speed wie auch in der high speed
Vesikelfraktionen vorhanden. Die Mengen jeder Fraktion, die jeweils 5 Hydren ent-
sprechen, wurden in einem Gel aufgetrennt, geblottet und mit dem ppod4 Antikérper
auf die Anwesenheit von ppod Protein hin untersucht.

Man sieht, dass das ppod Protein sowohl im low speed als auch im high speed Pellet
vorkommt. Im low speed Pellet (17.000 g) finden sich vor allem auch die etwa gleich
groBen Mitochondrien. In Ko-Immunfluoreszenstudien mit dem ppod4 Antikérper und
einem Antikdrper gegen Mitochondrien-assoziierte Caspase (Schmidt, 2003) konnte
jedoch gezeigt werden, dass die ppod-positiven Vesikel keine Mitochondrien sind
(nicht gezeigt). Fur die nachfolgenden Versuche wurden die Vesikel aus dem high
speed Pellet verwendet. Auch im high speed Uberstand findet sich ppod Protein,
obwohl der ppod4 Antikdrper in Immunfarbungen praktisch keine zytoplasmatische
Farbung zeigt (vgl. Abb. 2.39 und 2.40). Md&glicherweise werden die ppod-positiven
Vesikel bei der Dounce Homogenisierung beschadigt, so dass das ppod Protein von

der Membran abgelést wird und in den Uberstand gelangt.
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2.3.3.9 ppod4 ist peripher mit der Vesikelmembran assoziiert

Die Immunfarbungen mit dem ppod4 Antikérper, sowie die Anwesenheit von ppod
in der Vesikelfraktion, hatten gezeigt, dass ppod mit Vesikeln assoziiert ist. Bei den
Antikérperfarbungen sah es auBerdem so aus, als ob nicht das Vesikellumen, sondern
nur die Vesikelmembran (vgl. Abb. 2.39) gefarbt wird. Daher sollte nun getestet wer-
den, wie ppod mit den Vesikeln assoziiert ist. Da ppod4 keine Transmembrandomane
besitzt, wurde vermutet, dass das Protein nur peripher mit der Vesikelmembran asso-

ziiert ist.

Um zu testen, ob ppod peripher mit der Vesikelmembran assoziiert ist, wur-
den die oben isolierten Vesikel mit 0,5 M NaCl inkubiert. Nach der Inkubation mit
NaCl wurden die Vesikel bei 100.000 g zentrifugiert. Pellet und Uberstand wurden
per SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran Uber-
tragen. Im Anschluss daran wurde im Western Blot mit dem ppod4 Antikdrper un-
tersucht, in welcher Fraktion sich das ppod Protein befindet. Wenn das ppod
Protein peripher mit der Vesikelmembran assoziiert ist, wird es durch die hohe Salz-
konzentration von der Membran abgeldst und befindet sich nach der Zentrifugati-
on im Uberstand. Wenn es dagegen integral in der Membran verankert ist, wird es
durch das Salz nicht von der Membran geldst, sondern bleibt weiterhin mit den Ve-

sikel assoziiert. Nach Zentrifugation findet sich das Protein dann im Pellet wieder.

Abbildung 2.46 zeigt das Ergebnis der Behandlung der Vesikel mit NaCl. In Spur
1 und 2 (Vesikel ohne NaCl) sieht man, dass sich der GroBteil des ppod Prote-
ins noch im Pellet, also immer noch assoziiert mit der Membran befindet. Nur ein
sehr geringer Teil des Proteins befindet sich im Uberstand. In Spur 3 und 4 da-
gegen (Vesikel mit NaCl) wurde der groBte Teil von ppod von der Membran ab-
gelést und befindet sich nun im Uberstand. Dies bedeutet, dass das ppod Pro-

tein nicht integral, sondern nur peripher mit der Vesikelmembran assoziiert ist.
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Abb. 2.46: ppod Protein ist peripher mit der Vesikelmembran assoziiert.

Isolierte Vesikel wurden mit 0,5 M NaCl inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Die
Uberstande (US) sowie die Pellets (P) wurden in einem SDS Gel aufgetrennt und mit
dem ppod4 Antikdrper im Westernblot die Verteilung des ppod Proteins untersucht.

2.3.3.10 ppod Protein lasst sich auf der Oberflache von Vesikeln quervernetzen

Nachdem gezeigt worden war, dass das ppod Protein mit der zytoplasmatischen Sei-
te der Vesikelmembran assoziiert ist, sollte untersucht werden, ob sich das Protein
auf der Vesikeloberflache quervernetzen lasst. Dazu wurde der chemische Crosslinker
Bis(sulfosuccinimidyl) Suberat (BS®) (Pierce) verwendet. BS® ist ein wasserl&slicher,
Membran-impermeabler, homobifunktionaler N-hydroxysuccinimid Ester, der mit pri-

maren Aminogruppen stabile Amidbindungen eingeht (Abb. 2.47).

) 0O
Oﬂiqo)‘\/wﬁ(&;&(‘;o Abb. 2.47: Struktur von BS®
O .

Je 10 pl einer frischen Vesikelpréparation wurden mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen an Crosslinker versetzt und fur 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend

wurde die Reaktion mit 20 mM Tris, pH 7,5 gestoppt. Daraufhin wurden die Proben mit
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SDS-Ladepuffer versetzt, aufgekocht und in einem 15%-igen SDS-Gel aufgetrennt.
Nach Ubertragung auf eine Nitrozellulosemembran wurde mit dem ppod4-Antikérper
untersucht, ob ppod weiterhin als Monomer bei etwa 30 KD vorliegt oder aber quer-

vernetzt wurde und mit einem héheren Molekulargewicht 14uft.

Das Ergebnis des Crosslinking Versuchs ist in Abbildung 2.48 gezeigt. In Spur 1 ist die
Negativkontrolle zu sehen, bei der kein Crosslinker zugegeben wurde. Erwartungsge-
man lauft ppod bei etwa 30 kD. Bei Inkubation mit 2 mM Crosslinker ist eine deutliche
Verschiebung der ppod-Bande zu erkennen, obwohl immer noch ein Teil als Mono-
mer vorliegt (Spur 2). Bei einer Crosslinker Konzentration von 5 mM verschwindet
die Monomerbande véllig und das gesamte ppod lauft in einem Komplex, mit einem
Molekulargewicht von 60-70 kD (Spur 3). AuBerdem gibt es auch noch einen hochmo-
lekularen Komplex, der allerdings in dem 15%-igen Gel nicht mehr weiter aufgetrennt
werden konnte. In spéteren Versuchen wurde gezeigt, dass ppod schon nach zwei

Minuten quervernetzt wurde (s.u.). Es war also nicht nétig, 1,5 h zu inkubieren.

0 2 5 mMBSS

Crosslink-
Produkte
4—
'| «— ppod
20 —
1 2 3
o-ppod4

Abb. 2.48: ppod Protein lasst sich auf der Oberflache von Vesikeln quervernet-
zen.

Isolierte Vesikel wurden 1,5 h Iang mit unterschiedlichen Konzentrationen von BS® in-
kubiert und anschlieBend in einem 15% SDS Gel aufgetrennt Ohne Crosslinker lauft
ppod als Monomer bei 30 kD (Spur 1). Bei 2 mM BS? ist etwa die Hélfte des ppod
Proteins quervernetzt (Spur 2). Bei 5 mM BS® wird etwa 90% des ppod Proteins ver-
netzt (Spur 3).
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2.3.3.11 Rekombinantes ppod Protein lasst sich quervernetzen

Der obige Versuch zeigt, dass ppod auf der Vesikeloberfliche quervernetzt werden
kann. Man kann allerdings nicht ausschlieBen, dass nicht noch andere Proteine auf

der Vesikeloberflache mit ppod vernetzt wurden.

Um dies zu kldren, wurde getestet, ob rekombinantes ppod4 quervernetzt wer-
den kann, ob ppod also in Lésung als Dimer oder sogar als Multimer vorliegt. Dazu
wurde rekombinantes, gereinigtes ppod4 Protein verwendet, dem die hydrophobe
Sequenz am N-Terminus fehlte. Dieses Protein wurde mit 2 mM BS® unterschied-
lich lang inkubiert. Nach den jeweiligen Inkubationen wurden die Reaktionen mit
20 mM Tris, pH 7,5 abgestoppt, die Proben mit Ladepuffer versetzt, in einem 8%
SDS Gel aufgetrennt und auf eine Membran Ubertragen. Die unterschiedlichen An-
satze wurden dann mit dem ppod4-Antikérper auf die Anwesenheit von ppod-
Komplexen hin untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 2.49 dargestellt. Selbst
bei einer nur zweiminutigen Inkubation mit BS? ist schon das gesamte monomere
ppod zu einem multimeren Komplex vernetzt (Spur 1). Es fallt jedoch auf, dass bei
der 2 minUtigen Vernetzung noch Dimere bei etwa 70 kD vorhanden sind. Je l&n-
ger quervernetzt wird, desto weniger Dimere liegen vor. Bei einer 100 minutigen In-

kubation mit dem Crosslinker liegt sdmtliches ppod4 als multimerer Komplex vor.
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Abb. 2.49: Quervernetzung von rekombinantem ppod4 Protein.

Rekombinantes ppod4 wurde mit 2 mM BS? versetzt und unterschiedlich lange inku-
biert. Bereits nach 2 min liegt ppod4 nicht mehr als 30 kD-Monomer vor (Spur1). Bei
langerer Inkubation nimmt die Menge des dimeren Komplexes (70 kD) ab und das
meiste ppod liegt in hochmolekularen Komplexen von tGber 200 kD vor (Spur 8). In
Spur 9 wurde rekombinantes ppod4 ohne Crosslinker als Negativkontrolle aufgetra-
gen.

2.3.3.12 Das ppod Protein ist mit Peroxidase-positiven Vesikeln assoziiert, be-

sitzt selbst aber keine Peroxidase Aktivitat

Die Mitglieder der ppod-Familie wurden urspringlich als Vesikel-assoziierte Peroxi-
dasen beschrieben (Hoffmeister-Ullerich et al., 2002). Es konnte jedoch nicht gezeigt
werden, dass das ppod Protein selbst die Peroxidaseaktivitat in der Vesikelfraktion
darstellte. Um dies zu untersuchen, wurden Vesikel aus Hydra isoliert und einem in-
Gel Peroxidase Assay unterzogen (Dutta and Henry, 1990; Hoffmeister-Ullerich et al.,
2002). Dazu wurden isolierte Vesikel in einem LDS-Gel aufgetrennt. Als Kontrolle wur-
de in der Nachbarspur rekombinantes ppod4 geladen. In einem LDS-Gel herrschen
im Gegensatz zu einem SDS-Gel semi-native Bedingungen, so dass Enzyme ihre Ak-
tivitat nicht verlieren. Der Nachweis der Peroxidase Aktivitéat erfolgte mit dem unldsli-

chen Substrat Diaminobenzidin und Wasserstoffperoxid.
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Abbildung 2.50 zeigt das Ergebnis des Peroxidase-Assays. Es wurden jeweils Vesikel
und rekombinantes ppod4 aufgetragen. Im linken Teil der Abbildung ist in der Vesi-
kelfraktion deutlich die Peroxidase-positive Bande zu erkennen. In der Spur daneben
wurde rekombinantes ppod4 Protein aufgetragen, das eindeutig keine Peroxidase Ak-
tivitat zeigt. In mittleren Teil der Abbildung 2.50 ist ein Westernblot mit dem a-ppod4-
Antikérper gezeigt. Fur diesen Westernblot wurden die gleichen Proben wie fur das
Peroxidase Gel in einem identischen LDS-Gel aufgetrennt. Man sieht, dass das ppod
Protein zwar in der Vesikelfraktion enthalten ist, aber wesentlich kleiner ist als die Pe-
roxidase-positive Bande in dem Gel des linken Teils der Abbildung. Der rechte Teil der

Abbildung zeigt das entsprechende Coomassie Gel.
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Abb. 2.50: Peroxidase Assay mit isolierten Vesikeln.

(A) Die isolierten Vesikel enthalten ein Protein mit Peroxidase-Aktivitat (Pfeil). Rekom-
binantes ppod4 dagegen zeigt keine Peroxidaseaktivitat.

(B) Ein Westernblot mit dem ppod4 Antikdrper zeigt im Vergleich mit dem Peroxidase-
Gel in (A), dass die in den Vesikeln enthaltene Peroxidase eine andere GroBe als das
ppod Protein hat.

(C) Coomassie Gel der Vesikelfraktion und des rekombinanten ppod4 Proteins.

Die Peroxidase und das ppod Protein sind jeweils durch Pfeile gekennzeichnet.

Dieser Versuch hat gezeigt, dass ppod4 zwar in der gleichen Fraktion wie die Peroxi-

dase-positiven Vesikel vorkommt, selbst aber keine Peroxidase Aktivitat besitzt.
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2.3.4 Ko-Immunfluoreszenzfarbungen der Zytoskelettproteine mit ppod4 und
14-3-3

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen 14-3-3 und den Zytoskelettproteinen
Aktin, Tubulin sowie ppod, die alle als potentielle 14-3-3 Bindeproteine isoliert wur-

den, herzustellen, wurden Doppelfarbungen von Hydrazellen durchgefihrt.

2.3.4.1 ppod4/Tubulin Doppelfarbungen

Zunachst wurden Doppelfarbungen mit Antikérpern gegen ppod4 und Tubulin durch-
gefuhrt. Dazu wurden Hydrazellen durch Mazeration vereinzelt und anschlieBend zu-
erst mit a-ppod4 und danach mit a-Tubulin (WA3) Antikérpern gefarbt. Abbildung
2.51 zeigt Ausschnitte von zwei ektodermalen Epithelzellen (Zelle 1 = Bild a-c und
Zelle 2 = Bild d-f). Es handelt sich um einzelne konfokale Schnitte mit einer Dicke von
0,3 um. Im roten Kanal ist jeweils das Mikrotubuli Zytoskelett zu sehen (a, d) und im
griinen Kanal die ppod-positiven Vesikel (b, €). AuBerdem ist die Uberlagerung beider
Kanale sowie die Kernfarbung (blau) gezeigt (c,f). Bereiche beider Zellen, die verg6-
Bert gezeigt werden, sind durch einen weiBen Rahmen hervorgehoben und unter den

jeweiligen Zellen abgebildet.

Man sieht, dass die ppod-positiven Vesikel in Bahnen entlang der Mikrotubuli laufen,

was darauf hindeutet, dass sie entlang der Mikrotubuli transportiert werden.
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Abb. 2.51: ppod4/Tubulin Doppelfarbungen auf Hydra Mazeraten.

Optische Schnitte (0,3 pm) durch zwei ektodermale Epithelzellen (Zelle 1: a-c, Zelle 2:
d-f). Die Mikrotubuli sind in Rot und die ppod-Féarbung in Griin gezeigt. In c ist auBer-
dem der Kern mit TO-PRO-3 gegengefarbt (blau). Die wei3 umrandeten Bereiche sind
unter den jeweiligen Bildern vergréBert gezeigt. Bilder ¢ und f sowie die entsprechen-
den VergréBerungen zeigen die Uberlagerung des Tubulin- und des ppod-Signals.
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2.3.4.2 14-3-3/Tubulin Doppelfarbungen

Ebenso wie fur ppod4 und Tubulin wurden auch flr 14-3-3 und Tubulin Doppelfarbun-
gen auf Hydra Mazeraten gemacht. Da Tubulin als 14-3-3 Bindeprotein isoliert wur-
de, und in Ko-Immunprézipitationen gezeigt wurde, dass beide Proteine interagieren
(Abb. 2.24), erwartete man zumindest partielle Ko-Lokalisation. Abbildung 2.52 zeigt
einen Ausschnitt aus einer ektodermalen Epithelzelle in einem Mazerat, die mit dem
Tubulin Antikérper WA3 (rot) und dem 14-3-3 Antikérper K19 (griin) gefarbt wurde.
Die Mikrotubuli sind deutlich zu erkennen. Die 14-3-3 Farbung ist nicht nur homogen,
sondern auch punktférmig. In einigen Fallen scheinen die 14-3-3 Punkte entlang der
Mikrotubuli Bahnen zu verlaufen, was auf eine Interaktion zwischen 14-3-3 und Tubu-

lin bzw. zwischen 14-3-3 und Mikrotubuli-assoziierten Vesikeln hindeuten kdnnte.

Abb. 2.52: 14-3-3/Tubulin Doppelfarbungen auf Hydra Mazeraten.

Ausschnitt einer ektodermaler Epithelzelle, die mit Antikérpern gegen Tubulin und 14-
3-3 gefarbt wurde. Die Mikrotubuli sind in Rot und die 14-3-3 Farbung in Grin dar-
gestellt. Es handelt sich um eine Projektion mehrerer optischer Schnitte. Der GréBen-
standard entspricht 10 pm.
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2.3.4.3 14-3-3/ppod4 Doppelfarbungen

Da ppod4 als 14-3-3 Bindeprotein isoliert wurde, wurden Doppelfarbungen mit Antikér-
pern gegen 14-3-3 und ppod4 durchgefihrt, um zu untersuchen, ob die beiden Prote-
ine ko-lokalisieren. Abbildung 2.53 zeigt optische Schnitte durch ein intaktes Tier, das
nach Fixierung mit Lavdovsky zuerst mit dem 14-3-3 Antikérper K19 und anschlieBend
mit dem Antikdrper gegen ppod4 gefarbt wurde. Dargestellt sind einzelne konfokale
Schnitte nahe der apikalen Zelloberflache mit einer Dicke von 0,5 um. Im roten Kanal
sieht man jeweils die 14-3-3 Farbung, wéhrend im griinen Kanal die ppod-Farbung
zu sehen ist. In der rechten Spalte wurden beide Farbungen Ubereinandergelegt. Man
sieht, dass es an einigen Stellen zu einer Uberlagerung der 14-3-3- und der ppod-Fér-
bung kommt (dies fihrt an diesen Stellen zu einer gelben Férbung). Stellen, wo eine
solche Ko-Lokalisation besonders deutlich ist, wurden umrahmt. Es sind jedoch nicht
alle ppod-positiven Vesikel auch positiv fur 14-3-3. Dies kann mdglicherweise mit der
groBen Vielzahl von 14-3-3 Bindeproteinen in einer Zelle erklart werden. Der Teil der
14-3-3 Proteine, der in diesen Farbungen nicht an ppod zu binden scheint, war im

Moment der Fixierung an andere zellulare Zielproteine gebunden.
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o-14-3-3 +
o-ppod4

Abb. 2.53: 14-3-3/ppod4 Doppelfarbungen auf intakten Tieren.

Optische Schnitte (0,5 ym) durch drei verschiedene Regionen (a, b, c) eines mit Lav-
dovsky fixierten Tieres. Das 14-3-3 Signal ist in Rot, das ppod Signal in Grin darge-
stellt. In der rechten Spalte ist die Uberlagerung beider Signale gezeigt.
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2.3.4.4 Ko-Lokalisation von 14-3-3-GFP und Aktin

Aktin wurde als 14-3-3 Bindeprotein isoliert. Daher sollte untersucht werden, ob in
Immunfarbungen eine Ko-Lokalisation von 14-3-3 und Aktin nhachgewiesen werden
konnte. Daflir wurden die 14-3-3 Gene in den HotG-Vektor kloniert, wo sie unter Kon-
trolle des Hydra Aktinpromotors als N-terminales Fusionsprotein mit GFP exprimiert
wurden (HyA-GFP bzw. HyB-GFP). Die Plasmid-DNA wurde auf Gold-Kugelchen ge-
fallt und diese per particle gun in Hydrazellen eingebracht (Bottger et al., 2002). Die
Verteilung des Fusionsproteins wurde per konfokaler Mikroskopie untersucht. Das
Aktin Zytoskelett in den mit 14-3-3-GFP transformierten Zellen wurde mit Phalloidin
sichtbar gemacht. Abbildung 2.54 zeigt verschiedene Ausschnitte von ganzen Tie-
ren mit einzelnen transformierten ektodermalen Epithelzellen. In den Bildern a-c sind
Einzelschnitte durch den Basalbereich dieser Epithelzellen mit einer Dicke von 1 ym
dargestellt. Im roten Kanal ist jeweils das Aktin Zytoskelett und im griinen Kanal das
GFP-Signal gezeigt. Man kann deutlich die im Basalbereich der Epithelzellen liege-
nenden, mit Phalloidin angefarbten, Muskelfasern erkennen (vergleiche dazu auch die
Phalloidinfarbungen in Abb. 2.22). Im Bereich der Muskelfasern kommt es zu einer
Uberlagerung des 14-3-3- und des Aktin-Signals, was an der gelben Farbe zu erken-
nen ist. In der rechten Spalte sind zur Orientierung alle optischen Schnitte als Projek-

tionen Ubereinandergelagert und auBerdem die Kernféarbung (blau) gezeigt.
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HyB-GFP

HyB-GFP

HyA-GFP

Phalloidin 14-3-3-GFP Phalloidin + Phalloidin +
14-3-3-GFP 14-3-3-GFP +

TO-PRO-3
Einzelschnitte Projektionen

Abb. 2.54: Ko-Lokalisation von 14-3-3-GFP und Aktin im Basalbereich von Epi-
thelzellen. Hydren wurden mit 14-3-3-GFP beschossen, 1 h bei 4°C mit 4% PFA in
Hydramedium fixiert und mit Phalloidin nachgefarbt. Dargestellt sind drei verschie-
dene transformierte Zellen (a, b, c). Das GFP-Signal ist im griinen und das Phalloi-
din-Signal im roten Kanal zu sehen. In den Spalten 1, 2 und 3 sind Einzelschnitte mit
einer Dicke von 1 pm gezeigt. In Spalte 4 sind zur Verdeutlichung der Zellformen die
entsprechenden Projektionen gezeigt. Ko-Lokalisation von 14-3-3 und Aktin flhrt zu
einer gelben Farbe.

AnschlieBend wurden Einzelschnitte der Apikalbereiche solcher transformierter und
mit Phalloidin nachgeféarbter Zellen im konfokalen Mikroskop untersucht. Im Apikalbe-
reich von Epithelzellen kommt Aktin hauptséchlich entlang der Zellgrenzen vor, was in
der Aufsicht als Ring erscheint. Die apikale Oberflache ist schwécher gefarbt als die

Zellgrenzen. Das 14-3-3-GFP-Signal Uberlappt an einigen Stellen mit dem kortikalen

90



Ergebnisse

Aktin, besonders im Bereich der Zellgrenzen. Dies ist in Abbildung 2.55 dargestellt.
Gezeigt sind 1 ym dicke Einzelschnitte der apikalen Oberflachen zweier mit HyB-GFP
transformierter Zellen. Das kortikale Aktin ist im roten (a, d) und das GFP Signal im
grinen Kanal (b, e) dargestellt. In ¢ und f sind beide Kanéle Gbereinander gelegt. Im
Bereich der Zellgrenzen ist eine Uberlagerung des 14-3-3- mit dem Aktin-Signal an

der gelben Farbe in diesem Bereich zu erkennen.

Phalloidin HyB-GFP Phalloidin +
HyB-GFP

Abb. 2.55: Ko-Lokalisation von 14-3-3-GFP und Aktin im Apikalbereich von Epi-
thelzellen. Apikale Schnitte (1 um) durch Hydren, die, wie in Abb. 2.54 beschrieben,
mit 14-3-3-GFP transformiert und mit Phalloidin nachgefarbt wurden. Im roten Kanal
ist das apikale Aktin Zytoskelett zu sehen (a, d). Im grinen Kanal ist das GFP Signal
in diesem Bereich dargestellt (b, €). In ¢ unf f wurden beide Farbungen Ubereinander
gelagert. Bereiche, in denen 14-3-3 und Aktin ko-lokalisieren erscheinen gelb.

Zusammenfassend kann man sagen, dass 14-3-3 und Aktin sowohl im Bereich der

basalen Muskelfasern als auch im apikalen Bereich von Epithelzellen teilweise ko-lo-

kalisieren.
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3. Diskussion

3.1 Charakterisierung von 14-3-3 Proteinen in Hydra

14-3-3 Proteine sind stark konservierte Proteine, die in allen bisher untersuchten
Eukaryonten vorkommen. Durch Bindung an phosphorylierte und nicht-phosphory-
lierte Zielproteine regulieren 14-3-3 Proteine eine Vielzahl unterschiedlicher Signal-
transduktionswege. In héheren Tieren und in Pflanzen gibt es multiple Isoformen. In
phylogenetisch einfachen Vielzellern existieren dagegen meist nur zwei Isoformen.
In einer Hydra EST Sammlung wurden drei 14-3-3 Isoformen gefunden, wobei die
beiden Isoformen HyA und HyB haufigere mRNAs darstellen und daher vermutlich
starker exprimiert werden als HyC. In der vorliegenden Arbeit wurde deswegen nur
auf HyA und HyB eingegangen. Die drei in Hydra gefundenen 14-3-3 Proteine zeigen
starke Sequenzhomologie zu 14-3-3 Proteinen aus anderen Organismen (Abb. 2.1).
Die Aminoséauren, die an der Bindung von Zielproteinen beteiligt sind, sind ebenfalls

konserviert.

14-3-3 Proteine werden in allen Zelltypen von Hydra exprimiert. Die Auftrennung der
einzelnen Zelltypen durch Elutriation zeigte aber, dass die einzelnen Isoformen nicht in
allen Zellen gleich stark exprimiert werden (Abb. 2.4). Es ist bekannt, dass es in elutri-

ierten Zellen Zelltyp-spezifische Expression von Genen gibt (Holstein et al., 1992).

14-3-3 Proteine in Hydra bilden Homo- und Heterodimere

Es ist bekannt, dass 14-3-3 Isoformen aus Pflanzen und Tieren Homo- und Heterodi-
mere bilden kénnen und dass die Kombination der unterschiedlichen Isoformen die

Basis fur das breite Spektrum an zelluldren Funktionen bildet (Wu et al., 1997).

In Far Western Overlay Versuchen wurde gezeigt, dass Hydra 14-3-3 Proteine ebenfalls
Homo- und Heterodimere bilden kénnen (Abb. 2.9). HyA bildet sowohl Homodimere
mit sich selbst als auch Heterodimere mit rekombinantem HyB. In Zelllysaten von Hydra

interagiert es mit mehreren Isoformen. HyB dagegen bildet im Far Western Overlay
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keine Homo-, sondern nur Heterodimere mit rekombinantem HyA. In Zelllysaten inter-
agiert es nur mit einer Isoform, so dass man davon ausgehen kann, dass diese Iso-
form HyA darstellt. Western Blots mit dem 14-3-3 Antikoérper K19 zeigen, genau wie
Far Western Overlays mit Dig-markiertem HyA, drei Banden, die den drei Isoformen

entsprechen kdnnten.

Obwohl 14-3-3 HyB im Far Western Overlay keine Homodimere bilden kann, kann es
im Yeast Two Hybrid System mit sich selbst interagieren (Abb. 2.8). Die unterschied-
lichen Ergebnisse fir 14-3-3 HyB im Overlay und im Yeast Two Hybrid System kénn-
ten mit den unterschiedlichen experimentellen Bedingungen zusammenhangen. Im
Far Western Overlay interagiert ein natives Protein mit einem denaturierten Protein,
das auf einer Membran immobilisiert wurde. Im Yeast Two Hybrid System dagegen
interagieren zwei native Proteine miteinander. Moglicherweise kann 14-3-3 HyB nur

Homodimere bilden, wenn beide Monomere korrekt gefaltet sind.

Intrazellulare Lokalisation von 14-3-3 Proteinen

Immunfluoreszenzstudien mit einem 14-3-3 Antikdrper haben gezeigt, dass 14-3-3
Proteine in Hydra im Zytoplasma sowohl homogen als auch vesikuldar vorkommen
(Abb. 2.6 und 2.7). AuBerdem gibt es auch 14-3-3 Proteine im Kern (Abb. 2.7). Kern-
lokalisation von 14-3-3 ist sowohl aus Pflanzen als auch aus Saugern bekannt (Bihn
et al., 1997; Imhof and Wolffe, 1999; Brunet et al., 2002; Paul et al., 2005). Das Vor-
kommen von 14-3-3 in verschiedenen Zellkompartimenten wurde in Westernblots
bestétigt (Abb. 2.5). Die unterschiedliche Lokalisation reprasentiert vermutlich die
Verteilung unterschiedlicher Bindepartner. Umgekehrt kann 14-3-3 durch Bindung
an ein Zielprotein auch dessen intrazellulare Verteilung verandern. In Hydra verstark-
te sich die Kernlokalisation von 14-3-3, wenn man die Tiere hungern lieB (Pauly et
al., 2003). Dieser Befund deutet darauf hin, dass 14-3-3 in Hydra eine Rolle bei der

Regulation von Transkription unter verschiedenen physiologischen Zustanden spielt.
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Dies wird unterstitzt von der Tatsache, dass 14-3-3 in Nahrungsgranula von Epithel-
zellen vorkommt. Die Nahrungsgranula enthalten nicht nur direkt nach dem Fattern,
sondern auch mehrere Wochen spater noch 14-3-3 Proteine (Pauly et al., 2003). In
Pflanzen wurde die Rolle von 14-3-3 Proteinen bei der Regulation von Metabolis-
mus beschrieben. 14-3-3 Proteine regulieren dort die Stabilitdt von Enzymen, die am
Zucker-Haushalt beteiligt sind (MacKintosh, 1998; Cotelle et al., 2000) und haben
Einfluss auf die Speicherung von Stérke (Sehnke et al., 2001). Man kann spekulieren,
dass 14-3-3 in Hydra eine ahnliche metabolische Rolle in den Nahrungsgranula spielt.
Mdoglicherweise reguliert es dort Enzyme, die bei der Speicherung von Nahrung ge-

braucht werden.

3.2 Isolierung und Identifizierung von 14-3-3 Bindeproteinen aus Hydra mit Hilfe

einer 14-3-3 Affinitatssaule und Massenspektrometrie

Verschiedene Mechanismen der Interaktion zwischen 14-3-3 Proteinen

und deren Bindepartnern

Es wurden zwei verschiedene Methoden angewendet, um 14-3-3 Bindeproteine in
Hydra nachzuweisen. Zum Einen wurden die Bindeproteine mit DIG-markierten 14-3-
3 Sonden im Far Western Overlay nachgewiesen. Zum Anderen wurden 14-3-3 Bin-
deproteine in einer Affinitdtssaule an immobilisiertes 14-3-3 gebunden. Die beiden
Methoden unterscheiden sich jedoch in der Art und Weise, wie die Zielproteine dabei
an 14-3-3 binden. Aus diesem Grund kdnnen bei beiden Versuchen unterschiedliche

14-3-3 Bindeproteine gefunden werden.

Im Far Western Overlay binden DIG-markierte 14-3-3 Proteine an die auf einer Mem-
bran immobilisierten, denaturierten Bindeproteine. Dabei werden nur direkte Interakti-
onen nachgewiesen. Wenn die 14-3-3 Sonde mit dem Phosphopeptid Peptid C vorin-
kubiert wurde, verschwand die Bindung an die Zielproteine (Abb. 2.12). Dies beweist,
dass die Interaktion dieser Proteine mit 14-3-3 spezifisch ist. Wenn das Zelllysat vor-

ab mit A-Phosphatase inkubiert wurde, ging die Bindung an 14-3-3 ebenfalls verloren
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(Abb. 2.13). Dies bestatigt, dass die Interaktionen der Hydraproteine mit der 14-3-3
Sonde Phosphorylierungs-abhéngig sind.

Bei der Affinitatssaule dagegen binden native Proteine an 14-3-3. Dabei gibt es, an-
ders als beim Far Western Overlay, mehrere Méglichkeiten der Bindung. Zum einen
binden, wie beim Overlay, Proteine mit einem klassischen 14-3-3 Bindemotiv in einer
Phosphorylierungs-abhéngigen Weise direkt an 14-3-3. Diese Proteine werden durch

Zugabe des phosphorylierten Kompetitor Peptids (Peptid C) eluiert.

Daneben gibt es jedoch auch noch die Mdéglichkeit der indirekten Bindung an 14-3-3.
Dabei binden Proteine ohne 14-3-3 Bindemotiv an ein Protein im Hydralysat, das ein
solches Motiv besitzt und an 14-3-3 binden kann (,Huckepack®-Mechanismus). Uber
die Interaktion mit einem 14-3-3 Bindeprotein wirden solche Proteine ebenfalls mit
Peptid C eluiert werden. Im Far Western Overlay kdnnten diese Proteine jedoch nicht
an 14-3-3 binden. Ein &hnlicher Mechanismus kénnte erkléaren, warum beide 14-3-3
Isoformen ebenfalls an die 14-3-3 S&ule binden und von ihr eluiert wurden. Mégli-
cherweise interagierten die 14-3-3 Proteine schon im Hydralysat mit Zielproteinen.
Wenn ein Zielprotein zwei 14-3-3 Bindestellen hat, kdnnte es gleichzeitig an endo-
genes 14-3-3 aus dem Lysat und an das rekombinante 14-3-3 der Saule binden. Auf
diese Weise kdnnten endogene 14-3-3 Proteine in einem Huckepackmechanismus
an der Saule zuriickgehalten worden sein. Andere Arbeitsgruppen, die mit einer Affi-
nitatssaule 14-3-3 Zielproteine suchten, fanden ebenfalls 14-3-3 Isoformen im Eluat

(Rubio et al., 2004).

Es gibt jedoch auch eine Reihe von 14-3-3 Bindeproteinen, die ein nicht-klassisches
Bindemotiv enthalten (Jaspert and Oecking, 2002; Mangin et al., 2004) oder die kein
solches Motiv besitzen und die sogar Phosphorylierungs-unabhéngig an 14-3-3 bin-
den (Andrews et al., 1998; Petosa et al., 1998; Masters et al., 1999; Zhai et al., 2001).
Ein Beispiel fur eine solche Bindung an 14-3-3 ist ADP-Ribosyltransferase Exoen-
zym S (ExoS) von Pseudomonas aeruginosa. Obwohl die Bindung dieses Enzyms
an 14-3-3 unabhéngig von Phosphorylierung ist, kann die Interaktion dennoch durch

ein phosphoryliertes Peptid unterbunden werden (Masters et al., 1999). Dies deutet
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darauf hin, dass die Bindung des nicht-phosphorylierten Proteins ExoS ebenfalls in
dem amphipatischen Kanal des 14-3-3 Dimers erfolgt, also an der gleichen Stelle wie
die Bindung phosphorylierter Proteine. Dies wirde auch erklaren, warum Proteine, die
kein klassisches 14-3-3 Bindemotiv enthalten, trotzdem mit dem Kompetitor Peptid
C von der 14-3-3 Saule eluiert wurden. Eine andere mégliche Erklarung ist, dass die
Bindung von Peptid C zu einer Konformationsanderung im 14-3-3 Dimer fuhrt, so
dass Proteine, die kein phosphoryliertes Bindemotiv haben, nicht mehr mit 14-3-3

interagieren kénnen und deshalb von der Sdule eluiert werden.

Die isolierten 14-3-3 Bindeproteine fallen in unterschiedliche Gruppen

Mit der 14-3-3 Affinitatssaule wurden 23 14-3-3 Bindeproteine identifiziert (siehe Ta-
belle 1, S. 43f). Die GréBen aller Proteine bis auf zwei Ausnahmen stimmen mit der

GroBe der jeweiligen Gelbande Uberein, die mit LC-MS analysiert wurde.

13 der Proteine besitzen ein klassisches 14-3-3 Bindemotiv, das mit Hilfe der Motiv-
suchmaschine scansite (http://scansite.mit.edu/) identifiziert wurde. 10 Proteine ent-
hielten kein klassisches Bindemotiv. Zwei dieser 10 Proteine sind HyA und HyB selbst,
die nicht Uber ein solches Motiv, sondern Uber ihre N-Termini dimerisieren. Mogliche
Mechanismen, wie Proteine ohne klassisches Bindemotiv an der Affinitdtssdule zu-

rickgehalten werden kénnen, wurden im vorangegangenen Abschnitt diskutiert.

Die isolierten 14-3-3 Bindeproteine fallen in unterschiedliche funktionelle Gruppen.
Eine Gruppe enthalt Proteine, die an der Regulation von Stoffwechselvorgdngen be-
teiligt sind. Bislang war die Beteiligung von 14-3-3 Proteinen an der Regulation des
Stoffwechsels hauptsachlich aus Pflanzen bekannt (Moorhead et al., 1999). Voran-
gegangene Arbeiten lieBen bereits auf eine Beteiligung von 14-3-3 an der Regulation
von Metabolismus in Hydra schlieBen (Pauly et al., 2003). Einige der hier in Hydra
gefundenen Proteine (ATP-Synthase, GAPDH) sind schon aus Pflanzen als 14-3-3
Bindeproteine bekannt (Bunney et al., 2001; Huber et al., 2002; Bustos and Iglesias,
2003). Mittlerweile wurden metabolische 14-3-3 Interaktionspartner auch in anderen

tierischen Zellen gefunden (Rubio et al., 2004). Die Durchfiihrung einer weiteren 14-3-3
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Affinitatssaule, dann aber mit gehungerten Hydren, kbnnte Aufschluss dartiber geben,
ob sich unter gednderten physiologischen Zustdnden andere 14-3-3 Bindeproteine

isolieren lassen.

Eine zweite Gruppe beinhaltet Proteine, die an der Regulation von Proteinbiosynthese
bzw. -faltung und damit auch an der Regulation von Wachstum beteiligt sind. Auch
in dieser Gruppe gibt es 14-3-3 Interaktionspartner (EF-2, EF1-alpha und Hsp70), die

bereits aus anderen Organismen bekannt sind (Rubio et al., 2004).

Eine weitere Klasse von 14-3-3 Bindeproteinen beinhaltet Proteine, die an Calcium
Signalwegen beteiligt sind. Allerdings besitzt keines der drei Proteine dieser Gruppe
ein klassisches 14-3-3 Bindemotiv. Es besteht daher die Mdglichkeit, dass diese Pro-
teine in einem Huckepack-ahnlichen Mechanismus durch Interaktion mit einem 14-
3-3 Bindeprotein in der Sdule zuriickgehalten wurden (s.0.). Es gibt Hinweise darauf,
dass 14-3-3 indirekt an der Regulation von Calcium-abh&ngigen Prozessen in der Zel-
le beteiligt ist (Chow and Davis, 2000; Thulin et al., 2001; Davare et al., 2004; Li et al.,
2004), hauptséachlich durch Bindung von Proteinen, die in Calcium-abhangiger Weise
phosphoryliert werden. Im Fall von Calmodulin wurde im Yeast Two Hybrid System
und in in vitro Bindestudien auBerdem gezeigt, dass dieses Protein direkt mit 14-3-3

interagieren kann (Luk et al., 1999).

Eine vierte Gruppe umfasst Zytoskelett Proteine. Auch einige Proteine dieser Gruppe
(Aktin, Tubulin o und B, Tropomyosin) sind bereits als 14-3-3 Bindeproteine bekannt
(Chen and Yu, 2002; Jin et al., 2004; Rubio et al., 2004). Mégliche Funktionen von
14-3-3 bei der Regulation des Zytoskeletts und des Vesikeltransports wurden vorge-
schlagen, aber bis jetzt ergibt sich noch kein klares Bild (Roth and Burgoyne, 1995;
Roth et al., 1999; Gohla and Bokoch, 2002). Zwei Proteine dieser Gruppe (ppod3
und ppod4) wurden bisher nur in Hydra identifiziert und stellen deshalb neue 14-3-3
Interaktionspartner dar. Ppod-Proteine besitzen Fascin-Doméanen und kdnnten daher

ebenfalls an der Regulation des Zytoskeletts beteiligt sein.
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3.3 ppod ist ein neues 14-3-3 Bindeprotein in Hydra

Es gibt vier ppod-Isoformen in Hydra (ppod1-4). Die Isoformen zeigen auf Amino-
séureebene sehr starke Ahnlichkeiten. Ppod1 wird hauptséchlich im FuB exprimiert,
wahrend ppod2 im Rumpf exprimiert wird (Hoffmeister-Ullerich et al., 2002). Uber die
Expressionsmuster von ppod3 und ppod4 liegen noch keine Daten vor. Alle vier Pro-

teine besitzen jeweils zwei so genannte Fascin- oder B-trefoil Domanen.

Neben Fascin selber gibt es eine Reihe weiterer Proteine, die eine dhnliche Domanen-
struktur aufweisen. Beispiele hierfir sind Fibroblasten Wachstumsfaktoren (FGFs), In-
terleukin-1 (IL-1) und Hisactophilin (Habazettl et al., 1992; Ponting and Russell, 2000).
Die Kristallstruktur von FGF hat gezeigt, dass ein B-trefoil aus sechs zweistréangigen
B-hairpins besteht, von denen drei ein Fass bilden, wahrend die anderen drei einen
dreieckigen Deckel auf dem Fass bilden (Abb. 2.31) (Murzin, 1992; Swindells and
Thornton, 1993).

Fascin besteht aus vier Fascin- oder B-trefoil Doméanen. Die ppod Proteine aus Hydra
dagegen enthalten nur zwei Fascin-Doméanen (Abb. 2.28 und 2.29). Auf Aminosau-
reebene zeigen die ppod Proteine nur sehr geringe Homologie zu Fascin. Auf Ebene
der Sekundéarstruktur weisen sie jedoch Ahnlichkeiten zu Fascinen auf, da sie eine
ahnliche Anordnung von B-Strangen und internen Wiederholungen haben (Abb. 2.30
und 2.31).

Wir fanden in genomischen Sequenzen sowohl von Maus als auch von Danio rerio
(Zebrafisch) jeweils ein ppod-&hnliches Protein. Diese Proteine haben, genau wie die
ppod Proteine in Hydra, nur zwei Fascin Doménen. Uber die Funktion dieser Proteine

ist noch nichts bekannt.

Ein gegen das ppod4 Protein gerichteter Antikdrper, der aufgrund der starken Se-
quenzibereinstimmungen der ppod-Isoformen aber vermutlich auch die drei anderen
Isoformen erkennt, farbt Membranen von sekretorischen Vesikeln, die an der apikalen
Seite ektodermaler Epithelzellen in Hydra konzentriert sind (Abb. 2.39 und 2.40). In
nicht-epithelialen Zellen (interstitiellen Zellen, Nervenzellen und Drisenzellen) werden

ahnliche Vesikel gefarbt, die jedoch gleichméaBig verteilt sind.
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Ppod-Proteine wurden in Hydra erstmals in Zusammenhang mit einer Vesikel-assozi-
ierten Peroxidase Aktivitat beschrieben (Hoffmeister-Ullerich et al., 2002). Hoffmeis-
ter-Ullerich et al. klonierten die Isoformen ppod1 und ppod2. Das ppod1 Protein wur-
de zusammen mit Peroxidase-positiven Vesikeln aus FuBgewebe von Hydra isoliert.
Damals wurde postuliert, dass ppod selbst diese Peroxidase sei. In der vorliegenden
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass ppod keine Peroxidase ist (Abb. 2.50). Es

ist vielmehr peripher mit Vesikeln assoziiert, die diese Peroxidase-Aktivitat besitzen.

Aufgrund der Anwesenheit von zwei Fascin Doménen in ppod untersuchten wir die
Fahigkeit des Proteins, an Aktin zu binden und fanden Aktin bindende, aber nicht
blndelnde Aktivitat (Abb. 2.36 und 2.37). AuBerdem wurde Aktin ebenfalls mit der
Affinitatssaule gefunden (siehe Tabelle 1, S. 43f).

3.4 Tubulin ist ein weiteres Zytoskelett Protein, das mit 14-3-3 interagiert

Mit der 14-3-3 Affinitatssdule wurde Tubulin o und B als potentielles 14-3-3 Binde-
proteine identifiziert (siehe Tabelle 1, S. 43 f). In vitro wurde bestatigt, dass Tubulin in
Immunprézipitationsversuchen mit 14-3-3 interagieren kann (Abb. 2.24). Allerdings
ist diese Interaktion weder durch vorherige Inkubation der 14-3-3 Sonde mit Peptid
C noch durch Behandlung mit Phosphatase zu inhibieren. Dies kann mehrere Griinde
haben. Die Tatsache, dass Tubulin trotz Anwesenheit des Kompetitors Peptid C an
14-3-3 binden kann, kdnnte bedeuten, dass Tubulin nicht tber ein klassisches Bin-
demotiv, sondern tber eine andere Doméane mit 14-3-3 interagiert. Tats&chlich besitzt
Tubulin a kein 14-3-3 Bindemotiv. Da nicht bekannt ist, welche der beiden Tubulin
Formen der verwendete Tubulin Antikorper erkennt und beide Formen eine &hnliche
GroBe haben, kdnnte es sich bei dem Protein, das mit 14-3-3 ko-préazipitiert wird, um
Tubulin o handeln. Dies wirde auch erklaren, warum die Behandlung mit A-Phospha-
tase keinen Einfluss auf die Interaktion hat. Viele der Interaktionen, die nicht tber ein
klassisches Bindemotiv stattfinden, sind Phosphorylierungs-unabhéngig (Masters et
al., 1999). Tubulin wurde von anderen Gruppen mehrfach als 14-3-3 Interaktionspart-

ner identifiziert (Jin et al., 2004; Rubio et al., 2004).
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Zusammenfassend wurden folgende Befunde erzielt: Ppod, Aktin und Tubulin intera-
gieren mit 14-3-3 Proteinen in Hydra. Ppod ist auBerdem in der Lage, direkt an Aktin
zu binden. Es stellte sich die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen ppod-as-
soziierten, sekretorischen Vesikeln und dem Aktin- bzw. Tubulin Zytoskelett in Hydra
gibt und ob 14-3-3 Proteine bei der Regulation der Sekretion beteiligt ist. Aufschluss

darlber gaben die Ko-Lokalisationsexperimente (siehe Punkt 3.5).

3.5 Modell zu einer méglichen Verbindung zwischen sekretorischen Vesikeln,
ppod Proteinen, dem Aktin-Zytoskelett, Mikrotubuli und 14-3-3 Proteinen

Es wurde gezeigt, dass ppod Proteine mit sekretorischen Vesikeln assoziiert sind,
die in ektodermalen Epithelzellen dicht unter der apikalen Oberflache konzentriert
sind. Ahnliche Vesikel wurden in interstitiellen Zellen, Nervenzellen und Driisenzellen
gefunden. Ob es sich hierbei ebenfalls um sekretorische Vesikel handelt, ist unklar.
Mdoglicherweise stellen ppod Proteine in Hydra eine Art von Vesikel-Hullprotein dar.
Doppelfarbungen mit Antikdrpern gegen ppod4 und Tubulin zeigen die Anordnung
ppod-positiver Vesikel entlang von Mikrotubuli (Abb. 2.51). Dies kénnte bedeuten,
dass die ppod-positiven, sekretorischen Vesikel entlang von Mikrotubuli zur apikalen
Zelloberflache transportiert werden, wo es dann zur Verschmelzung der Vesikelmem-

bran mit der Plasmamembran und zur Sekretion des Vesikelinhaltes kommit.

Doppelfarbungen mit Antikérpern gegen 14-3-3 und Tubulin ergeben ein dhnliches Bild
(Abb. 2.52). 14-3-3 liegt in granuldren Strukturen vor, die zumindest teilweise mit Mikro-
tubuli Gberlappen. Bei Farbungen mit Antikérpern gegen ppod4 und 14-3-3 zeigen sich
einige Vesikel sowohl positiv flr ppod als auch fur 14-3-3 (Abb. 2.53). Da ppod4 ein 14-
3-3 Bindemotiv hat und an die 14-3-3 Affinitdtssdule gebunden hat, ist die Ko-Lokali-
sation ein weiterer Hinweis auf eine Interaktion zwischen 14-3-3 und ppod4. Die Tatsa-
che, dass nicht alle ppod-positiven Vesikel auch positiv flir 14-3-3 sind, ist dadurch zu
erklaren, dass 14-3-3 Proteine sehr viele verschiedene Bindepartner haben. Man wiir-
de daher nicht erwarten, dass zu jedem Zeitpunkt alles ppod von 14-3-3 gebunden ist

und es dadurch zu einer vollstandigen Ko-Lokalisation von 14-3-3 und ppod kommt.
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Hydra Aktin wurde ebenfalls mit der 14-3-3 Affinitatssaule gefunden und besitzt ein
14-3-3 Bindemotiv (siehe Tabelle 1, S. 43f). Es wurde gezeigt, dass 14-3-3-GFP so-
wohl im Bereich der basalen Muskelfasern als auch im Bereich des Zellkortex mit Ak-
tin ko-lokalisiert (Abb. 2.54 und 2.55). Es ist aus anderen Organismen bekannt, dass

Aktin mit 14-3-3 interagieren kann (Chen and Yu, 2002; Rubio et al., 2004).

Aus diesen Ergebnissen 148t sich folgendes Arbeitsmodell ableiten: Sekretorische Ve-
sikel, deren Membran mit ppod Proteinen assoziiert ist, werden entlang von Mikro-
tubuli zur Zellperipherie transportiert. Es ist bis jetzt nicht bekannt, ob ppod direkt
mit Tubulin interagieren kann oder Uber Adaptoren, z.B. Motorproteine. Ko-Immun-
prazipitationen oder GST pulldowns mit Tubulin und ppod missen dies klaren. An
der Zellperipherie verschmilzt die Vesikelmembran mit der Plasmamembran und der
Inhalt der Vesikel wird sezerniert. Da ppod4 an Aktin binden kann, kann man speku-
lieren, dass die Vesikel Uber ppod an das kortikale Aktin Zytoskelett binden. Leider
fehlten die notwendigen Antikdrper, um diese Ko-Lokalisation direkt nachzuweisen. Da
14-3-3 im Bereich des Zellkortex partiell mit Aktin ko-lokalisiert, kdnnte es die Sekre-
tion der ppod-positiven Vesikel regulieren. Die zum jetzigen Zeitpunkt vorhandenen
Daten Uber die Lokalisation von Aktin, Tubulin, ppod und 14-3-3 sind in Abbildung 3.1

zusammengefasst.

101



Diskussion

partielle Ko-Lokalisation von
14-3-3 und kortikalem Aktin = e

partielle Ko-Lokalisation
ppod-positive Vesikel von 14-3-3 und ppod4

an Mikrotubuli

partielle Ko-Lokalisation

partielle Ko-Lokalisation von 14-3-3 und Muskel-Aktin

von 14-3-3 und Tubulin

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Ko-Lokalisationen von 14-3-3, ppod, Ak-
tin und Tubulin in Hydra Epithelzellen.

Das Aktin Zytoskelett (basales Muskelaktin und kortikales Aktin) ist in Blau dargestellt.
Die Mikrotubuli sind griin und die ppod-positiven Vesikel rot eingezeichnet. 14-3-3 ist
in Gelb dargestellt, wobei anzumerken ist, dass 14-3-3 Uberall in der Zelle lokalisiert
ist, es aber nur an Stellen eingezeichnet wurde, an denen es entweder mit Tubulin,
Aktin oder ppod ko-lokalisiert.

Es gibt einige Hinweise auf eine Rolle von 14-3-3 bei Sekretion (Morgan and Burgoy-
ne, 1992; Jones et al., 1995). Dabei ist sowohl bei Hefe als auch bei hdheren Eukary-
onten das Zytoskelett beteiligt. Interessanterweise gibt es dabei jedoch Unterschiede

zwischen Hefe und héheren Eukaryonten.

In Hefe fUhrt die Expression von dominant-negativem 14-3-3 zu Defekten im Aktin
Zytoskelett und bei der Zielsteuerung von Vesikeln (Roth et al., 1999). Wenn filamen-
tdses Aktin in Hefe als ,, Transportschiene* flir Vesikeltransport vom Golgi-Apparat zur
Zelloberflache dient (Ayscough et al., 1997; Finger and Novick, 1998), kénnte eine
Stérung des Aktin Zytoskeletts durch dominant-negatives 14-3-3 zur Folge haben,

dass die sekretorischen Vesikel nicht mehr korrekt sortiert werden.
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Bei Sdugern dagegen wurde beobachtet, dass 14-3-3 Proteine Exozytose in perme-
abilisierten Nebennierenzellen stimulieren kdnnen, indem sie das kortikale Aktin
Zytoskelett, das als Barriere der Sekretion entgegenwirkt, reorganisieren bzw. abbau-
en (Morgan and Burgoyne, 1992; Roth and Burgoyne, 1995). In Sdugerzellen liegt Ak-
tin nicht in Form von filament&sen ,,Schienen® vor, sondern hauptsachlich als kortikale
Barriere, die reorganisiert werden muss, damit Sekretion stattfinden kann. 14-3-3 in
Hefe ist also nétig fir den Aufbau/die Aufrechterhaltung des Aktin Zytoskeletts, damit
die Vesikel korrekt sortiert werden kénnen. In Sdugern dagegen wird 14-3-3 bendtigt,
um das Aktin Zytoskelett abzubauen, oder zumindest zu reorganisieren, damit Vesikel

sezerniert werden kdnnen.

In héheren Eukaryonten verlduft der Langstreckentransport vielmehr Uber das Mi-
krotubuli Zytoskelett. Die hier beobachteten ppod-positiven Vesikel, die an Tubulin
Schienen lokalisiert sind, bestatigen dies und deuten an, dass ppod beim Tubulin-ab-
hangigen Vesikeltransport eine Rolle spielen kénnte. Es ist auBerdem bekannt, dass
14-3-3 mit Tubulin und Mikrotubuli Motoren wie z.B. Kinesin interagieren kann und
diese reguliert (Dorner et al., 1999; Ichimura et al., 2002; Jin et al., 2004; Rubio et al.,
2004).

Bislang ist noch nicht klar, ob und auf welche Weise 14-3-3 in Hydra das Aktin- bzw.
Tubulinzytoskelett und/oder die Exozytose von sekretorischen Vesikeln reguliert. Auch
ist nicht klar, welche Rolle ppod dabei spielt. Es muss untersucht werden, ob Sekre-
tion in Hydrazellen abhéngig von ppod Proteinen ist. Dies kann in Zellen geschehen,
in denen die Expression von ppod Proteinen durch RNAIi herunter reguliert wird. In
solchen Zellen kénnte dann untersucht werden, ob sekretorische Vesikel immer noch

zur apikalen Oberflache transportiert werden.

103



Diskussion

3.6 Bcl-2 Proteine und 14-3-3 in Hydra

Mit der 14-3-3 Affinitatssaule wurden keine 14-3-3 Bindeproteine gefunden, die an der
Regulation von Apoptose beteiligt sind. Dies war lUberraschend, da in anderen tieri-
schen Zellen gezeigt wurde, dass 14-3-3 Proteine programmierten Zelltod regulieren,
indem sie an Proteine binden, die in Antwort auf anti-apoptotische Stimuli phospho-
ryliert werden. Aus diesem Grund hatte man erwartet, mit der Affinitdtssédule ebenfalls
apoptotische 14-3-3 Bindeproteine in dem Hydralysat zu finden. Ein gut untersuchtes
Beispiel fur eine Regulation durch 14-3-3 ist Bad, ein pro-apoptotisches Mitglied der
Bcl-2 Familie (Zha et al., 1996; Masters et al., 2001). In seiner nicht-phosphorylierten,
aktiven Form assoziiert Bad mit der Mitochondrienmembran und fiihrt zusammen mit
anderen Mitgliedern der Bcl-2 Familie zur Ausschittung von Cytochrom ¢ aus den
Mitochondrien (Lim et al., 2002). Cytochrom c aktiviert dann seinerseits die Prozes-
sierung von Procaspasen und somit den programmierten Zelltod. Wenn Bad jedoch
in Antwort auf ein Wachstumsfaktor Signal phosphoryliert wird, wird es von 14-3-3
gebunden und im Zytoplasma festgehalten und kann nicht mehr die Ausschittung
von Cytochrom c aktivieren. Ein weiteres Beispiel ist Bax, das ebenfalls durch die

Interaktion mit 14-3-3 inhibiert wird (s.u.).

Die Tatsache, dass keine Mitglieder der Bcl-2 Familie als 14-3-3 Bindeproteine in Hydra
gefunden wurden, kann mehrere Griinde haben. Es ist mdglich, dass diese Proteine in
so geringen Mengen exprimiert werden, dass sie nicht als sichtbare Proteinbanden aus
dem Coomassie Gel der 14-3-3 Bindeproteine ausgeschnitten werden konnten. Die
identifizierten 14-3-3 Bindepartner, z.B. GAPDH, Aktin oder Tubulin sind in normalen,
unstimulierten Zellen vermutlich starker exprimiert als pro-apoptotische Proteine. Au-
Berdem besteht die Mdglichkeit, dass einige der in anderen tierischen Organismen
beschriebenen apoptotischen Gene gar nicht in Hydra vorkommen. So wurde z.B. bis
jetzt kein Gen fUr Bad in den Hydra ESTs gefunden. Allerdings sind die ESTs noch nicht
komplett, so dass selten transkribierte Gene eventuell noch nicht sequenziert wurden
und erst noch auftauchen. Im Falle von Bax, einem pro-apoptotischen Mitglied der
Bcl-2 Familie, das auch von 14-3-3 reguliert wird, besteht auBerdem die Méglichkeit,

dass es zwar an die 14-3-3 Saule gebunden hat, aber nicht von ihr eluiert werden
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konnte. Der Grund hierflr liegt in der besonderen Art, wie Bax an 14-3-3 bindet. Bax
bindet im nicht-phosphorylierten Zustand zwischen Helix 7 und Helix 9 an das 14-3-3
Dimer, wahrend die meisten anderen Proteine mit Aminosauren in Helix 3 und 5 von
14-3-3 interagieren (Tsuruta et al., 2004). Da die Interaktion nicht Gber den Kanal er-
folgt, ist dies eine mdgliche Erklarung, warum Bax nicht von dem Peptid C verdrangt

und von der Saule eluiert werden konnte.

Deshalb wurde in einem unabhangigen Ansatz das Bax Gen per PCR aus Hydra cDNA
amplifiziert und in Bakterien exprimiert. In einem GST pulldown Experiment konnte ge-
zeigt werden, dass rekombinantes, bakteriell exprimiertes HyBax an rekombinantes
14-3-3 aus Hydra bindet (Abb. 2.20). Diese Interaktion erfolgte Phosphorylierungs-
unabhéngig, da Proteine, die in Bakterien gebildet werden, nicht phosphoryliert sind.
Der Befund, dass die Interaktion zwischen Bax und 14-3-3 nicht von einer Phospho-

rylierung des Bax Proteins abhéngt, wird durch Versuche in Sdugerzellen bestéatigt.

Es wurde gezeigt, dass nicht-phosphoryliertes Bax in gesunden, nicht-apoptotischen
Zellen von 14-3-3 im Zytoplasma festgehalten wird (Samuel et al., 2001; Nomura et
al., 2003). Dies verhindert, dass Bax an die Mitochondrien translozieren und zur Aus-
schittung von Cytochrom c und der Aktivierung von Caspasen fihren kann. Nach ei-
nem apoptotischen Stimulus wird 14-3-3 (nicht Bax!) von c-Jun NH2-terminal kinase
(UNK) phosphoryliert (Tsuruta et al., 2004). Im phosphorylierten Zustand kann 14-3-3
nicht mehr an Bax binden, so dass dieses von der inhibitorischen Bindung an 14-3-3
befreit wird, an die Mitochondrien translozieren und dort Apoptose auslésen kann.
Dies ist einer der wenigen Falle, in denen die Interaktion zwischen 14-3-3 und einem
Partner nicht von dem Phosphorylierungszustand des 14-3-3 Bindeproteins, sondern
von der Phosphorylierung des 14-3-3 Proteins selbst abhangt. Weitere Tests missen
zeigen, ob die Interaktion zwischen HyBax und 14-3-3 auch in vivo stattfindet und ob
14-3-3 Uber die Interaktion mit Bax an der Regulation von programmiertem Zelltod in

Hydra beteiligt ist.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden 14-3-3 Proteine in Hydra n&her charakterisiert. Es
wurde gezeigt, dass 14-3-3 HyA und HyB in allen Zelltypen exprimiert werden. Sie
kommen sowohl im Zytoplasma als auch im Kern vor. Sie bilden Homo- und Hetero-

dimere und binden an phosphorylierte Proteine in Hydralysaten.

Mit einer 14-3-3 Affinitatssadule wurden 23 14-3-3 Bindeproteine aus Hydra isoliert
und durch Massenspektrometrie in Verbindung mit einer Hydra EST Datenbank identi-
fiziert. Die 14-3-3 Bindeproteine fallen in verschiedene funktionelle Gruppen: metabo-
lische Enzyme, Zytoskelett Proteine, Proteine, die an Calcium Signalwegen beteiligt
sind, sowie solche mit Funktionen bei der Proteinbiosynthese. 14-3-3 Bindeproteine
mit Stoffwechselfunktionen waren zu Beginn der vorliegenden Doktorarbeit nur aus
Pflanzen bekannt. Inzwischen wurde jedoch auch in anderen tierischen Zellen gezeigt,

dass 14-3-3 Proteine Stoffwechselenzyme regulieren.

Neben den bekannten 14-3-3 Bindeproteinen wurden auch zwei neue Interakti-
onspartner identifiziert, die nur in Hydra vorkommen und denen bislang noch kei-
ne Funktion zugeordnet werden konnte (ppod3 und ppod4). Ppod Proteine zeichnen
sich durch die Anwesenheit so genannter Fascin-Doméanen aus. Es konnte gezeigt
werden, dass ppod Proteine in Epithelzellen mit der Membran sekretorischer Vesi-
kel assoziiert sind, die dicht unterhalb der apikalen Zelloberflache konzentriert sind.
Ahnliche Vesikel kommen in interstitiellen Zellen, Nervenzellen und Driisenzellen vor.
In diesen Zelltypen sind die ppod-positiven Vesikel gleichméBig im Zytoplasma ver-
teilt. Es konnte gezeigt werden, dass ppod4 eine schwache Aktinbindefahigkeit hat,
Aktin aber nicht bindeln kann, wie es flr Fascin gezeigt wurde. Weitere Versuche
sind ndtig, um die genaue Funktion von ppod Proteinen beim Vesikeltransport oder
der Vesikelbildung aufzuklaren. Da ppod4 an Aktin binden kann, besteht die Mog-
lichkeit, dass es die Vesikel am Aktin Zytoskelett verankert. Es muss untersucht wer-
den, um was flr Vesikel es sich bei den ppod-positiven Strukturen handelt, welche
Rolle ppod bei deren Bildung und/oder Transport spielt, ob der Transport entlang

des Tubulin Zytoskeletts verlduft und ob dieser Prozess von 14-3-3 reguliert wird.
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Es wurde auBerdem gezeigt, dass das pro-apoptotische Bcl-2 Familienmitglied HyBax
in vitro an 14-3-3 binden kann und dass diese Interaktion Phosphorylierungs-
unabhéngig ist. Es muss nun geklart werden, ob die beiden Proteine auch in vivo mit-
einander interagieren und was fir Auswirkungen diese Interaktion flir HyBax und den
programmierten Zelltod in Hydra hat. Dies kdnnte z.B. getestet werden, indem isolier-
te Mitochondrien mit HyBax inkubiert werden und die Freisetzung von Cytochrom ¢
ins Medium nachgewiesen wird. Dann kénnte untersucht werden, ob die Zugabe von
14-3-3 diese Bax-abhangige Cytochrom c-Freisetzung und damit das Auslésen von

Apoptose verhindern kann, indem 14-3-3 Bax im Zytoplasma zurlickhalt.

107



Material und Methoden

5. Material und Methoden

Materialien und Bezugsquellen

Chemikalien

Acetonitril
Acrylamid-Bisacrylamid (29:1)
Agarose

Aktivierte CH Sepharose
Ammoniumhydrogencarbonat
Ampicillin

Antipain

Aprotinin

APS

Bacto Agar
Bromphenolblau
Calyculin A

Chaps

Chloramphenicol
Coomassie-Blau

DAPI

Diaminobenzidin
Digoxigenin

DTT

EDTA

EGTA

Essigséaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FM 4-64

HEPES

lodacetamid

Isopropanol

Kolloidales Coomassie
Leupeptin

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Merck
Biorad
Gibco BRL
Amersham Biosciences
BDH
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Difco
Merck
Calbiochem
Serva
Serva

Roth
Sigma
Fluka
Roche
Roche
Sigma
Sigma
Roth

Roth
Sigma
Invitrogen
Sigma
Sigma
Roth
Invitrogen
Sigma
Naturaflor, Tépfer
Roth
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Magnesiumsulfat
Manganchlorid
B-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogenphosphat-Hexahydrat
N-Octyl Glucosid
Nukleotidtriphosphate
Ocadaic Acid (Natrium Salz)
Pepstatin A

Ponceau

Pronase E

Saccharose

SDS

Sucrose

Temed

TO-PRO-3 lodid
Trifluoressigséure

Tris

Triton X-100

Trypsin (sequencing grade)
Vectashield

X-Gal

Fluka
Sigma
Sigma
Merck

Roth

Roth

Merck
Sigma
Peqglab
Calbiochem
Sigma
Sigma
Fluka

Roth

Roth

Roth

Merck
Invitrogen
Fluka
Gibco BRL
Sigma
Roche
Vector Laboratories
Loewe Biochemica
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Enzyme

Enzym

BamHI

EcoRl

Nhe1

Not1

Tag DNA-Polymerase
T4 DNA-Ligase
Xhol

SAP

Sma1
A-Phosphatase

Oligonukleotide

Primer
5’primer

3’primer

5’ HyA-EcoR1

3’ HyA-Xho1

5’ HyB-EcoR1

3’ HyB-Xhot1

5’ HyA-Nhe1

3’ HyA-Smai_ohne_Stop
5’ HyB-Nhe1

3’ HyB-Sma1l_ohne_Stop
5’ HyBax1_BamH1

3’ HyBax1_Not1

5’ppod4-Bam-ohne-SP
3’ppod4-Eco-mit-stop
5’UTR-BP520479-Nhe
3’UTR-BP520479-Sma

Hersteller

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Peqglab

New England Biolabs
New England Biolabs
USB

New England Biolabs
New England Biolabs

Nukleotidsequenz (5°’— 3’)
AACCT)(CT)T(ACGT)(CT)T(ACGT)(AT)(GC)(ACGT)GT(ACGT)
GC(ACGT)TA(CT)AA(AG)AA(CT)
TGCAT(AGT)AT(ACGT)AAG)(ACGT)GT(ACGT)(GC)(AT)(AG)
TC(ICTTTAG)TA

CGGAATTCATGTCTCATCTAAGTGAGC
CCGCTCGAGTTATTCGTTTTGTTCATCTTGC
CGGAATTCATGGCTTCAACAGATTCTAAAGAAATTTTG
CCGCTCGAGCTATTCTTCGGTAGTAG
CTAGCTAGCATGTCTCATCTAAGTGAGC
TCCCCCGGGTTCGTTTTGTTCATCTTGC
CTAGCTAGCATGGCTTCAACAGATTCTAAAG
TCCCCCGGGTTCTTCGGTAGTAGC
CGGGATCCATGAAAGATCCTATGATGGCGAGATTTATG
ATAGTTTAGCGGCCGCTTAGCGATTTCATAACAAATGCT
GCCGC
CGGGATCCACATTAGAATGGAAAAAAGTTTATACAGTC
CGGAATTCTCATAAGTAAACTATAACGAATCGTTCCC
CTAGCTAGCAAAGTACATTAAAGTTTTAGC
TCCCCCGGGCCACGAATAAAGCAATG
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Vektoren

pCR2.1-TOPO Invitrogen

pRSET A Invitrogen

HotG Mihai Cikala, Minchen
pGex4T-1 Amersham Biosciences

Hefe Vektoren (Dr. Heidi Feldmann, Miinchen)

pEG202 tragt das HIS3 Gen

pJG4-5 tragt das TRP1 Gen

pSH18-34 trégt das lacZ-Reportergen und als Selektionsmarker das
URAS3 Gen;

pSH2-1-Gal4 Positivkontrolle

Protease-Inhibitor
Pefabloc SC (400 mM in DMSO) Roche

Phosphatase-Inhibitor
Phosphatase-Inhibitor | und li Sigma

Vanadat Sigma
Peptide

Name Sequenz
Peptid C -ARAApPSAPA-
Kontrollpeptid -WFYpSFLE-
Antikorper

Erstantikérper

Antikorper Firma Verdiinnung
anti-14-3-3 (K19) Santa Cruz 1: 1000 (WB); 1: 500 (IF)
anti-ppod4 Davids 1: 1000 (WB); 1: 500 (IF)
anti-Tubulin (WA3) Prof. M. Schliwa 1:10

anti-GST Karl Smythe, Dundee 1: 5000
Phalloidin-Alexa543 Dr. Ralph Graf 1: 1000
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Zweitantik6rper
Antikorper
anti-DIG-HRP
anti-Kaninchen-HRP
anti-Maus-HRP
anti-Hihnchen-HRP
anti-Maus-FITC
anti-Maus-Cy5
anti-Maus-Alexa633
anti-Hinchen-FITC
anti-Kaninchen-Cy3

Marker
DNA-Marker (Ladder Mix)

Firma
Roche
Vector
Vector
Sigma
Sigma
Dianova
Invitrogen
Sigma
Dianova

Verdiinnung
: 1000

: 3000

: 3000

: 15000

: 50

: 100

: 100

: 160

: 500

RS W (S N U U O O O —

MBI-Fermentas

Protein-Marker (SDS-PAGE Standard Marker, Low Range) Bio Rad

peqGOLD Prestained Protein-Marker IV

10 kD ladder

Bakterienstamme
BL21 (DES3)

XL1-Blue MRF -Stamm

Hefestamm
EGY48

Peqglab
Gibco-BRL

F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3)

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44
thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F* proAB laclgZ9M15 Tn10 (Tetr)]

MATa, trp1, ura3, his3, leu2::pLexAop6-LEU2
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Puffer und Lé6sungen

Bezeichnung

Amidoschwarz Farbeldsung

Amidoschwarz Waschlésung

Ampicillin-Lésung

APS-Lbsung

C10 Protease Inhibitor

Chloramphenicol-Lésung

Coomassie-Blau-Farbelésung

Coomassie Schnellentfarber

Coomassie Entfarber

Coupling Puffer

Zusammensetzung

250 pg/ml Amidoschwarz
90% Methanol
10% Essigsaure

90% Methanol
10% Essigsaure

50 mg/ml Ampicillin in H,O bidest,
sterilfiltriert

0,1 g/ml APS

1 mg/ml Pepstatin A
1 mg/ml Leupeptin
1 mg/ml Aprotinin

34 mg/ml Chloramphenicol in Ethanol,
sterilfiltriert

0,2 % (w/v) Brilliant Blue R250
10 % (v/v) Isopropanol
7 % (v/v) Essigséaure

40 % (v/v) Isopropanol
10 % (v/v) Essigséaure

10 % (v/v) Isopropanol
7 % (v/v) Essigséure

0,1 M NaHCO,
0,5 M NaCl
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DNA-Auftragspuffer (5x)

DIG-Puffer

Dissoziationsmedium

EB Puffer

Entsalzungspuffer fur Proteine

Ethidiumbromidfarbelésung

Gelfixierlésung

HEPES Puffer

Hoch pH Puffer (pH 8,0)

30% (v/v) Glycerin
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylenblau

25 mM Tris pH 7,5,
500 mM NaCl

3,6 mM KCI

6 mM CaCl,

1,2 mM MgSO4

6 mM Natrium Citrat

6 mM Natrium Pyruvat

6 mM Glucose

12,5 mM TES Puffer

50 mg/ml Rifampicin pH 6,9

10 mM Tris/CI pH 8,0
25 mM Hepes
1mMDTT

20% Glycerol

1 pg/ml EtBr in TAE-Puffer

20% Methanol
3% Gilycerol

50 mM HEPES pH 7,5
500 mM NacCl
1 mMDTT

50 mM Tris-Cl
0,5 M NaCl
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Hydra Lysispuffer

Lésung |

LAsung li

Lésung il

Niedrig pH Puffer (pH 4,0)

Nativer Bindepuffer

Osmotic shock Puffer

1% Triton X-100

1% Chaps

10 pg/ml Antipain
Phosphataseinhibitor | + 1l (1:100 verdinnt)
4 mM Pefabloc

10 pug/mi C10

1 mM Vanadat

2 mM Mg-ATP

240 nM Ocadaic Acid Natrium Salz
1 uM Calyculin A

TBS

50 mM Glucose
25 mM Tris/Cl pH 8,0
10 mM EDTA pH 8,0

0,2 N NaCH
1% SDS

60 ml 5 M Kaliumacetat
11,5 ml Essigsédure
28,5 ml Wasser

50 mM Na Acetat
0,5 M NaCl

500 mM NaCl
20 mM NaPO4
pH 7,4

20 mM Tris/Cl pH 8,0
2,5 mM EDTA

10 mM DTT

4 mM Pefabloc

10 pg/mi C10
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PBS (1 x fur Proteine)

PBS (25 x flr Immuncytochemie)

Ponceau-Farbelésung

Proteaseinhibitor Cocktail (10x)

Proteinauftragspuffer (2x)

Proteinauftragspuffer (4x)

Puffer M

120 mM NaCl
10 mM NaHPO,
2,7 mM KCl

3 M NaCl
1,25 M K,HPO, x 3 H,0
0,3 M NaH,PO4 x H,0

0,1% Ponceau
5% Essigsaure

5 mg Pepstatin A

5 mg Approtinin

5 mg Leupeptin

in 2,5 ml H,O bidest I6sen

85 mM Tris-HCI, pH 6.8

18 % (v/v) Glycerin

3,6 % (w/v) SDS

9 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,1 % (w/v) Bromphenolblau

170 mM Tris-HCI, pH 6.8

36 % (v/v) Glycerin

7,2 % (w/v) SDS

18 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,2 % (w/v) Bromphenolblau

250 mM Sucrose

5 mM Tris/HCI pH 7,5

10 pg/ml Antipain

Phosphataseinhibitor | + 1l (1:100 verdnnt)
4 mM Pefabloc

10 pg/mi C10

1 mM Vanadat

2 mM Mg-ATP
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SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)

TAE-Puffer (50x)

TBS (10x)

TBS-Tween

TE-Puffer (10x)

Wet-Blot Puffer (10x)

Zytoplasmapuffer

250 mM Tris
1,9 M Glycin

1 % (w/v) SDS
pH 8.3

2 M Tris/Acetat, pH 8,3
5,71% Essigséure
50 mM EDTA

250 mM Tris
1,4 M NaCl
27 mM KCI
pH 7.4

0,1 % (v/v) Tween 20
in1xTBS

100 mM Tris-HCI (pH 7.5)
10 mM EDTA (pH 8.0)
autoklaviert

25 mM Tris
190 mM Gilycin
20 % (v/v) Methanol

25 mM HEPES pH 7,5

5 mM MgCl,

10 pg/ml Antipain

Phosphataseinhibitor | + 1l (1:100 verdinnt)
4 mM Pefabloc

10 pg/ml C10

1 mM Vanadat

2 mM Mg-ATP

240 nM Ocadaic Acid Natrium Salz

1 uM Calyculin A
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Lésungen flur Immunfarbungen

Lavdovsky

Permeabilisierungslésung

Blockierungslésung

Mazerierungsflissigkeit

PBS (25 x fir Immunzytochemie)

Bakterienmedien

LB Medium (1 Liter)

LB Agar (1 Liter)

LB Ampicillin Medium

LB Chloramphenicol Medium

5 Teile Formaldehyd
2 Teile Essigsaure
25 Teile Ethanol

20 Teile Wasser

0,5% Triton X-100
in PBS

1% BSA
0,1% Triton X-100
in PBS

1 Teil Glycerin
1 Teile Essigsaure
13 Teile Wasser

3 M NaCl
1,25 M K,HPO, x 3 H,0
0,3 M NaH,PO4 x H,0O

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

pH 7.0, autoklavieren

LB Medium mit 20 g/l Agar versetzen,
autoklavieren

1 ml Ampicillin (100 mg/ml) in
1 Liter LB-Medium

1 ml Chloramphenicol (34 mg/ml) in
1 Liter LB Medium
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SOB-Medium (1 Liter) 0,5 g NaCl
5 g Hefeextrakt
20 g Trypton
10 ml 250 mM KCiI
pH 7.0, autoklavieren

SOC-Medium (1 Liter) 1 Liter SOB-Medium
10 ml 1 M MgCl, (steril)
20 ml 1 M Glucose (sterilfiltriert)

Hefemedien

YPD Medium 1% Bacto Yeast Extrakt
(Vollmedium) 1% Bacto Pepton
2% Glukose oder Galaktose

YPD Agar YPD Medium
2% Bacto Agar

SD Medium 0,67% yeast nitrogen base w/o aminoacids
(Minimalmedium) 1 X Aminosauremix
2% Glukose oder Galaktose

SD Agar SD Medium
1 x Aminosauremix
2% Bacto Agar

Der Hefestamm EGY48 ist defizient flr die Aminosduren Uracil, Histidin und Trypto-
phan. Die Hefezellen kdnnen auf Vollmedium wachsen, da dieses alle Aminosauren,
also auch Uracil, Histidin und Tryptophan, enthélt. Minimalmedium muss ein Amino-
sauremix zugegeben werden, damit die Hefezellen darauf wachsen kénnen. Auf Mini-
malmedium, dem diese drei Aminoséduren fehlen, kbnnen sie nur wachsen, wenn sie
mit Plasmiden transformiert werden, die die Gene fir die Synthese der entsprechen-
den Aminosédure enthalten. Das Plasmid pEG202 tragt das HIS3 Gen, pJG4-5 das
TRP1 Gen und pSH18-34 das URAS3 Gen. Soll auf erfolgreiche Transformation eines
oder mehrerer dieser Plasmide hin selektiert werden, wird SD Medium verwendet,
dem die entsprechenden Aminoséauren fehlen. Dem SD Medium wird ein Aminosau-
remix zugesetzt, der die Aminosauren in den angegebenen Konzentrationen enthalt:
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Adenin
L-Alanin
L-Arginin
L-Asparagin
L-Aspartat
L-Cystein
L-Glutamin
L-Glutamat
L-Isoleucin

27 pg/mi

110 pg/ml
110 pg/ml
110 pg/ml
110 pg/ml
110 pg/ml
110 pg/ml
110 pg/ml
110 pg/ml

L-Lysin 110 pg/ml
L-Methionin 110 pg/ml
L-Phenylalanin 110 pg/ml
L-Prolin 110 pg/ml
L-Serin 110 pg/ml
L-Threonin 110 pg/ml
L-Tyrosin 110 pg/ml
L-Valin 110 pg/ml

Als Selektionsmarker verwendete Aminosauren:

L-Histidin
L-Tryptophan
Uracil

Hydramedium
Hydramedium

Gele
Gel
Agarosegel (1%)

SDS-Sammelgel

SDS-Trenngel (12 %)

20 pg/ml
40 pg/mi
20 pg/mi

0,1 mM KCI

1 mM NaCl

0,1 mM MgSO,,
1 mM Tris

1 mM CaCl,

Zusammensetzung
1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer

300 pl Acrylamid/Bis (30 % Stock)
205 pl 1,5 M Tris-HCI, pH 6.8

50 pl 10 % (w/v) SDS

1,95 ml H,O bidest

25 pl 10 % APS

2,5 pl Temed

1,5 ml Acrylamid/Bis (30 % Stock)
1,25 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8.8

50 pl 10 % (w/v) SDS

1,95 ml H,O bidest

18 pl 10 % APS

7,5 ul Temed
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Verwendte Kits

QIAquick Gel Extraction Kit

Plasmid Maxiprep Kit

QuickPrep Micro mRNA Purification Kit
First-Strand cDNA Synthesis Kit

Quick Change Site-directed mutagenesis Kit
Immunoprecipitation Starter Pack

Sonstige Materialien

dNTP Mix

HyperfimTM ECLTM

ECLTM Western blotting detection reagents
Gel Blotting Papier

HybondTM ECLTM Nitrocellulose Membran
Sterilfilter (0,22 pm)

Verwendete Gerate

DNA Messgerat

PDS-1000/He Particle Delivery System
Robocycler gradient 96

Peqglab Cyclone Gradient
Konfokales Mikroskop

Qiagen

Qiagen

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Stratagene

Amersham Biosciences

Peqglab

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Schleicher & Schuell
Amersham Biosciences
Schleicher & Schuell

Pharmacia Gene Quant RNA/DNA
Calculator

Biorad

Stratagene

Peqglab

Leica TCS SP konfokales Laser Scan
ning Mikroskop mit Olimmersions
Plan-Apochromat 100/1.4 NA Objektiv
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Methoden

Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums

Die 14-3-3 Sequenzen wurden mit dem Programm Clustal W verglichen. Folgende
14-3-3 Proteine wurden in die Stammbaumberechnung mit aufgenommen (mit Gene

Bank Zugangsnummern):

Entamoeba 1, P42649; Entamoeba 2 AAA80186; Entamoeba 3 P42648; Dictyoste-
lium P 54632; Chlamydomonas P 52908; Arabidopsis: NP 565977, NM 102411.1,
NP 564167.1, NM 103213.1, NM 106479.1, NM 116969.1, NM 121610.1, NM
111119.1, NM 123209.1, NP 568229.1, NM 125941.1; Homo NP 006752; Xenopus
AAC 41251.1; Drosophila P 92177; BMH 1 NP 011104.1, BMH 2, NP 010384.1; rad
24 NP 594167; rad 25 NP 594247; Homo NP 006133.1, Mus NP 061224.1, Homo XP
050409, Homo S 38532, Mus BAA 13422, Homo NP 006817.1, Mus NM 011739.1,
Homo NP 003395.1, Rattus NP 062250.1, Homo XP 088665, Mus JC 5384, Xeno-
pus AAC 41252.1, Drosophila NP 476884.1, Caenorhabditis fft 1 NP 502235, fft 2
NP 509939, Schistosoma Q 26540, Hydra 14-3-3 HyA AY162284, Hydra 14-3-3 HyB
AY162284, Hydra 14-3-3 HyC.

Der Stammbaum wurde unter Verwendung des Tree-view Programmes erstellt.

Methoden fiir Bakterienzellen

Kultivierung und Lagerung

E.coli Zellen wurden als Flussigkulturen bei 37°C und 200 rpm geschuttelt oder auf

Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten bei 37°C kultiviert.
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Herstellung von E.coli Glycerinkulturen

Eine Bakterienkolonie wurde von einer Transformationsplatte gepickt, in 4 ml LB-Me-
dium (mit entsprechendem Antibiotikum) angeimpft und Gber Nacht bei 37°C geschiit-
telt. Von dieser Ubernachtkultur wurden 50 pl in 1 ml frisches LB-Medium (mit Antibi-
otikum) gegeben und 5 Stunden weitergeschittelt. Zu der Kultur wurde anschlieBend
500 pl 45 % (v/v) Glycerin in LB Medium gegeben und gemischt. Die Glycerinkulturen
wurden bei -80°C gelagert.

Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen

Aus einer Einzelkolonie des jeweiligen Bakterienstammes wurde ein Ubernachtkultur
angeimpft und bei 37°C geschiittelt. Am folgenden Tag wurde die Ubernachtkultur
1:125 in frischem LB-Medium verdinnt und bis zu einer OD600 von 0,6 weiter ge-
schuttelt. Die Flussigkultur wurde 20 min bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet in
kaltem, sterilem Wasser resuspendiert. Dieser Schritt wurde noch zweimal wieder-
holt. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Bakterienpellet in 2 ml 10% Glycerol
aufgenommen, in 50 pl Volumina aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und

anschlieBend bei -80°C aufbewahrt.

Elektrotransformation von DNA in Bakterienzellen

Die elektrokompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, die DNA (10-100 ng) zuge-
geben und 1 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation erfolgte bei 200 Q, 25 yF und
2,5 kV in 0,2 cm Kiivetten. Nach der Transformation wurde 1 ml SOC Medium zuge-
geben und 1 h bei 37°C geschittelt. AnschlieBend wurden die Bakterienzellen auf

Antibiotika-haltige LB-Platten ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Methoden fiir Hefezellen

Klonierung von 14-3-3 HyA und HyB in die Hefevektoren pEG202 und pJG4-5

Um die Gene 14-3-3 HyA und HyB in die Vektoren pEG202 und pJG4-5 zu klonieren,
wurden per PCR am 5’ Ende Restriktionsschnittstellen fir ECoR1 sowie am 3’ Ende
Restriktionsschnittstellen fir Xho1 angeflgt. Nach der PCR Reaktion wurden die PCR
Produkte mit den entsprechenden Enzymen verdaut und in die mit denselben Enzy-

men geschnittenen und dephosphorylierten Vektoren kloniert.

Kultivierung von Hefen

Hefezellen wurden als FlUssigkulturen in Vollmedium oder Minimalmedium bei 30°C
und 200-250 rpm geschittelt bzw. bei Wachstum auf Agarplatten in einem 30°C In-
kubator inkubiert.

Transformation kompetenter Hefezellen

Plasmide wurden per sequentieller Transformation in kompetente Hefezellen einge-

bracht (Gietz and Woods, 2002).

Nachweis von Proteininteraktionen im Yeast Two Hybrid System

Die beiden Hefevektoren pEG202 und pJG4-5, die die beiden 14-3-3 Isoformen ent-
hielten, sowie das Markerplasmid pSH18-34 wurden nacheinander in Hefezellen
eingebracht und auf SD Medium mit Glukose ausplattiert. Die Expression der Fusi-
onsproteine erfolgte durch Umplattieren auf Galaktose-haltiges Medium. Die Doku-
mentation blauer Hefekolonien erfolgte photographisch nach Auftropfen von Hefezel-
len auf Galaktose-haltiges Medium, dem X-Gal mit einer Konzentration von 40 pug/ml

zugesetzt wurde.
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Methoden fiir Hydra
Haltung der Versuchstiere

Fir die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden Tiere der Art Hydra vulgaris
verwendet. Sie wurden in Hydramedium bei 18°C gehalten und dreimal pro Woche
mit frisch geschlipften Salinenkrebsen (Artemia salina) gefuttert. Der Wechsel des

Mediums erfolgte 6-8 h nach dem Futtern.

Herstellung von Hydralysaten

100 Tiere wurden mit einer abgeschnittenen gelben Pipettenspitze in 400 pl Hydra
Lysispuffer zerspritzt und tUber Nacht bei -80°C eingefroren. Am folgenden Tag wur-
den die Lysate aufgetaut und auf Eis dreimal 10 sec auf hoéchster Stufe sonifiziert.
AnschlieBend wurden sie 10 min bei 16.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen, mit 2 x SDS Ladepuffer versetzt, 5 min gekocht und fur SDS
PAGE verwendet.

Alternativ dazu wurden 100 Tiere in 400 ul Zytoplasmapuffer zerspritzt und wie bei

Verwendung von Hydra Lysispuffer weiterbehandelt.

Trennung von Hydrazellen durch Elutriation (Greber et al., 1992)

2000 Tiere wurden drei Stunden mit 8 mg/ml Pronase E in Dissoziationsmedium inku-
biert. AnschlieBend wurden sie fiir 5 min bei 800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de dann noch einmal 5 min bei 1300 rpm zentrifugiert. Beide Pellets wurden vereinigt,
in Dissoziationsmedium aufgenommen, durch Gaze gefiltert und in die Elutriations-
kammer geflllt. Die Zellsuspension wurde mit Geschwindigkeiten zwischen 3800 rpm
(F1) und 1100 rpm (F8) zentrifugiert. Bei einer Flussgeschwindigkeit von 15 ml/min
(F1-F7) bzw. 30 ml/min (F8) wurden 100 ml-Fraktionen gesammelt. Diese Fraktionen
wurden daraufhin erneut zentrifugiert: F1 und F2 fir 10 min bei 1500 rpm und F3-F8
ftir 10 min bei 800 rpm und 4°C. Die Zellpellets wurden mikroskopisch auf ihren Inhalt
hin untersucht und dann in 2 x SDS Probenpuffer aufgenommen, 5 min gekocht und

per SDS Gelelektrophorese aufgetrennt.
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Subzelluldre Fraktionierung (Alberts, 1994)

1000 Tiere wurden in 2 ml Puffer M aufgenommen und mit 70-100 StéBen Dounce
homogenisiert. Der Zellaufschluss wurde mikroskopisch untersucht. Das Lysat wurde
15 min bei 800 g zentrifugiert, um die Kerne und nicht-aufgeschlossene Zellen ab-
zutrennen. Der Uberstand wurde anschlieBend 30 min bei 17000 g zentrifugiert und
ergab das low speed Pellet. Der Uberstand wurde fiir 1 h bei 100.000 g zentrifugiert
und ergab das high speed Pellet und den Zytoplasma Uberstand. Alle Zentrifugati-
onsschritte wurden bei 4°C durchgeflihrt. Die Pellets wurden entweder in Puffer M
aufgenommen und fir weitere Versuche verwendet oder sofort in 2 x SDS Ladepuffer
resuspendiert. Dem Zytoplasma Uberstand wurde 4 x SDS Ladepuffer zugegeben.
Von allen Fraktionen wurde der Proteingehalt bestimmt bevor sie im SDS Gel aufge-
trennt wurden.

Klonierung von 14-3-3 HyA und HyB in den Vektor HotG

Um GFP Fusionsproteine in Hydrazellen zu exprimieren, wurde der Vektor HotG ver-
wendet (Bottger et al., 2002). 14-3-3 HyA und HyB wurden N-terminal zu dem GFP-
Gen in die Schnittstellen Nhe1 und Sma1 kloniert.

Transformation von Hydrazellen mit Particle Gun (PDS-1000/He Particle Delivery
System)

Als Tragermaterial flr die DNA wurden Goldkugeln mit einem Durchmesser von 1 pm
verwendet. Die Goldkugeln wurden in 70% Ethanol aufgenommen, gevortext, 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert. Nach dreimaligem
Waschen wurden sie zu einer Endkonzentration von 60 mg/ml in 50% Glycerol auf-
genommen. Im Anschluss daran wurde 20 ug Plasmid-DNA auf 3 mg Goldpartikel
gefallt und die Gold-DNA Mischung in 100% Ethanol aufgenommen. Die DNA wurde
auf Trager Membranen (macrocarrier) aufgetropft und die Tiere zwei bis dreimal damit
beschossen. Die beschossenen Tiere wurden unter dem Fluoreszenz Binokular auf

die Anwesenheit griiner Zellen hin untersucht.
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Immunfarbungen ganzer Hydren

Die Tiere wurden in 2% Urethan relaxiert und anschlieBend fiir 1 h bei Raumtempera-
tur (bzw. -20°C bei Methanol) fixiert. Die Fixierung erfolgte je nach zu verwendendem
Antikérper entweder in 2%-4% Paraformaldehyd/Hydramedium, Lavdovsky oder in
100% Methanol. Nach der Fixierung wurden die Tiere 3 x 15 min in PBS gewaschen,
15 min permeabilisiert, 15 min blockiert und anschlieBend mit dem ersten Antikdrper
in Blockierungslésung tber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die
Tiere 3 x 15 min in PBS gewaschen und dann fir 2 h bei Raumtemperatur mit dem
zweiten Antikdrper inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Kerne mit DAPI

oder TO-PRO-3 gegengefarbt und mit Vectashield eingebettet.

Mazeration und anschlieBende Immunfarbung von Hydra Zellen (David, 1973)

10 Tiere wurden mit 10 Tropfen Mazerierungsflissigkeit versetzt und 30 min bei 32°C
im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Tiere durch Aufklopfen des
Bechers in Einzelzellen zerlegt und 10 Tropfen 8% Formaldehyd zugegeben. 25 pl
dieser Suspension wurden zusammen mit einem Tropfen 0,1% Tween auf einem mit
Gelatine beschichteten Objekttrager ausgestrichen und getrocknet. Die Objekttrager
wurden anschlieBend 10 min mit 70% Ethanol und dann 3 x 10 min mit PBS gewa-
schen. Die Inkubation mit dem ersten Antikérper in Blockierungslésung erfolgte tber
Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Am folgenden Tag wurden die Préparate 3 x
10 min gewaschen und danach 1 h bei Raumtemperatur mit dem zweiten Antikorper
in Blockierungslésung inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Maze-

rate mit DAPI und/oder TO-PRO-3 gegengefarbt und mit Vectashield eingebettet.
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Konfokale Mikroskopie

Optische Schnitte von Praparaten wurden mit einem Leica TCS SP Konfokalen Laser
Scanning Mikroskop (Leica Microsystems) und einem Olimmersions Plan-Apochro-
mat 100/1.4 NA Objektiv generiert. Fluorochrome wurden mit einem Argon Laser mit
einer Anregungswellenldnge von 488 nm und einem Emissionsfilter von 520-540 nm
(fir FITC) bzw. einem Helium-Neon Laser mit einer Anregungswellenldnge von 633
nm und einem Emissionsfilter von 660-760 nm (fir TO-PRO-3 bzw. Cy5) visualisiert.
Far Cy3 wurde ein Krypton-Laser mit einer Anregungswellenldnge von 568 nm und
einem Emissionsfilter von 575-585 nm verwendet. Zwei bzw. drei Fluorochrome und
das Phasenkontrastbild (Transmissionsfilter) wurden nacheinander gescannt. Die Auf-
|I6sung der Bilder betrug 512 x 512 pixel mit einer pixel GréBe von 195 bis 49 nm, ab-
hangig vom Zoom Faktor. Der axiale Abstand zwischen einzelnen optischen Schnitten
betrug 300 bis 500 nm fir Zoom Faktor 4 und 0,5 - 1 ym fir Zoom Faktor 1. Um das
signal-to-noise Verhéltnis zu verbessern, wurde jeder Einzelschnitt aus dem Durch-
schnitt von vier aufeinanderfolgenden scans gebildet. Die 8-bit schwarz-weiss Ein-
zelkanalbilder wurden in einem RGB Bild Ubereinander gelagert, indem jedem Kanal
eine Falschfarbe zugeordnet und anschlieBend mit Adobe Photoshop CS und Imaged

1.32j software assembliert wurde.

Molekularbiologische Methoden
DNA Techniken

Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen durch Alkalische Lyse
(Birnboim and Doly, 1979; Ish-Horowicz and Burke, 1981)

4 ml einer Ubernachtkultur von E.coli wurden abzentrifugiert und das Pellet in 100 pl
kalter Losung | resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl frischer hergestellter Lésung
Il wurde das GefaB invertiert und auf Eis gekuhlt. Die Neutralisierung erfolgte durch
Zugabe von 150 pl Lésung Il und anschlieBender Inkubation auf Eis flr 5 min. Nach
Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 16.000 g wurde der Uberstand in ein neues Ep-
pendorf GefaB Uberfihrt und die DNA mit 2 Volumen 100% Ethanol prazipitiert. Die
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Lésung wurde bei 5 min bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das DNA
Pellet mit 1 ml kaltem, 70% Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde das Pel-
let in 50 pl EB Puffer, dem 20 pg/ml RNAse zugegeben wurde, geldst. Diese Methode
resultierte in einer DNA Ausbeute von 1-5 pg/pl. Die DNA war rein genug fir nachfol-

gende Analyse per Restriktionsverdau oder Sequenzierung.

Fiar die Transformation von Hydren mit der Particle Gun wurden Maxipreps mit einem

Kit der Firma Qiagen hergestellt.

Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der Konzentration einer DNA Lésung erfolgte photometrisch bei ei-

ner Wellenlange von 260 nm.

Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

FUr einen typischen DNA Verdau wurde 1-2 pg DNA eingesetzt und mit dem entspre-
chenden Restriktionsenzym in 1 x Reaktionspuffer flir 1-2 h bei 37°C oder in Einzelfal-

len bei 25°C inkubiert. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte in einem Agarosegel.

Agarose Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA Fragmenten in Agarosegelen diente zum einem der Analy-
se von Restriktionsverdauen sowie zur praparativen Isolierung von DNA Fragmenten
fur nachfolgende Klonierungen. In der Regel wurden Agarosekonzentrationen von 1-
1,5% (w/v) in 1 x TAE Puffer verwendet. Zu 100 ml der geschmolzenen Agaroselésung
wurde 1 pl Ethidiumbromid (100 mg/ml) gegeben. Die DNA Proben wurden vor dem
Auftragen mit DNA Auftragspuffer versetzt und zusammen mit einem GréBenstandard
in 1 x TAE Puffer bei 100 Volt etwa eine Stunde aufgetrennt. Die Visualisierung der

Fragmente erfolgte unter UV Licht mit einer Wellenl&dnge von 365 nm.
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Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierende Gelbande wurde mit einem scharfen Skalpell unter UV Licht ausge-
schnitten, in ein Eppendorf GefaB Gberfihrt und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) aus dem Gel gereinigt. Die DNA wurde in 30 pyl EB Puffer eluiert.

Ligationen

Bei einer Ligation wurde das mit Restriktionsenzymen geschnittene Insert in 10-15
fachen molaren Uberschuss verwendet. Der ebenfalls mit den entsprechenden Rest-
riktionsenzymen geschnittene Vektor wurde vorher mit shrimp alkaline Phosphatase
(SAP) dephosphoryliert. Die Ligation mit T4 Ligase fand Uber Nacht bei 16°C statt. Am
folgenden Tag wurde der Ansatz 10 min bei 65°C inaktiviert und 3-4 ul zur Transforma-

tion in elektrokompetente Bakterienzellen eingesetzt.

Ampilifizierung von DNA mittels Polymeraseketten Reaktion (PCR)

Standard PCR Reaktionen wurden in einem Volumen von 20 pl durchgeftihrt. Als Ma-
trize diente etwa 100 ng Plasmid DNA oder Hydra cDNA. Die Amplifizierung wurde in
10 mM Tris/Cl pH 8,8, 50 mM KCI, 0,01% Tween 20 und 1,5 mM MgCI2 (Puffer Blau)
oder 20 mM Tris/Cl pH 8,55, 16 mM (NH,),SO,, 0,01% Tween 20 und 2 mM MgCl,
(Puffer Rot) durchgefiihrt. Zusatzlich zu dem Puffer wurden je 0,5 mM dNTPs, 0,5 uM
von jedem Primer sowie 1 U Tag-Polymerase zugegeben. Standard PCR Reaktionen
wurden 5 min bei 95°C denaturiert (erster Zyklus). Daran anschlieBend wurden 25-30
Zyklen mit folgenden Bedingungen durchlaufen: 30 sec 94°C, 1 min 45-55°C, 1 min/
kb Plasmid 72°C. Der letzte Zyklus bestand aus 30 sec 94°C, 1 min 45-55°C, 7 min
72°C. Wenn mit den PCR Primern Restriktionsschnittstellen eingefligt werden sollten,
wurden nach dem ersten Zyklus noch 5-7 Zyklen mit einer etwa 5°C niedrigeren An-
nealing Temperatur durchgefiihrt, bevor die 25-30 Zyklen bei der héheren Annealing
Temperatur stattfanden. Die PCR Produkte wurden durch Agarose Gel Elektrophorese

analysiert.
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Isolierung von Hydra mRNA und Synthese von cDNA

Die Isolierung von Gesamt-mRNA aus Hydra erfolgte mit einem Kit der Firma Amersham
Biosciences. 100 Hydren wurden in 400 pl Extraktionspuffer mit einer abgeschnitte-
nen blauen Pipettenspitze zerspritzt. Nach Zugabe von 600 pl Elutionspuffer wurde
die Probe abzentrifugiert, der Uberstand mit Oligo-dT-Cellulose gemischt und 5 x
mit Hochsalz und 2 x mit Niedrigsalzpuffer gewaschen. Das Gemisch wurde auf eine
Saule pipettiert und die mRNA mit warmem Elutionspuffer eluiert. AnschlieBend wur-
de die mRNA mit Ethanol geféllt und nach zweimaligem Waschen mit 75% Ethanol in
20 pl Elutionspuffer aufgenommen. Die Konzentration der mRNA wurde photomet-

risch bestimmt bevor sie zur cDNA Synthese verwendet wurde.

Far die Synthese von Hydra cDNA wurde ein Kit der Firma Amersham Biosciences
verwendet und die Reaktion den Angaben des Herstellers entsprechend durchge-
fuhrt. Zur Amplifikation der cDNA wurde 1 pg Hydra mRNA mit einem Not I-(dT),
primer eingesetzt. Vor der Amplifikation wurde die mRNA 10 min bei 65°C denaturiert.
Die Reaktion wurde 1h bei 37°C inkubiert und anschlieBend flir PCR Experimente

verwendet.

Proteinen Techniken

Proteinbestimmung mit Amidoschwarz

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinproben wurde 10 pl der unverdinnten
Probe sowie 10 pul einer 1:5 Verdiinnung mit 500 pyl Amidoschwarz gemischt, 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und abzentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit Wasch-
l6sung gewaschen und danach in 1 ml 0,1 M NaOH gel6st. Die Bestimmung der Kon-
zetration erfolgte photometrisch bei einer Wellenldange von 630 nm. Als Eichlésung
wurde bei jeder Proteinbestimmung eine BSA-Standard Lésung mit Konzentrationen

von 0,25-10 pg/pl gemessen.
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Polyacrylamid Gelektrophorese

Proteine wurden ihrem Molekulargewicht nach durch SDS-PAGE aufgetrennt. Zuerst
wurde das Trenngel gegossen. Nachdem es polymerisiert war, wurde es mit dem
Sammelgel tUberschichtet. Die Proteinproben fir die SDS-PAGE wurden je nach Kon-
zentration mit 2 x oder 4 x mit Proteinauftragspuffer gemischt, 5 min bei 98°C gekocht
und bis auf das Gel geladen. Zusétzlich wurde 5 pl Protein-Marker aufgetragen. Der
Lauf erfolgte in 1 x SDS-PAGE-Laufpuffer die ersten 15 min bei 80 V bis die Proben in
das Trenngel eingetreten waren. Danach lief das Gel mit 160 V fur etwa 1 Stunde. Fur
einige Anwendungen wurden NuPAGE® Novex Bis-Tris Gele (4-12% Polyacrylamid

Gradient) von Invitrogen verwendet.

Nachweis von Proteinen im Western Blot

Proteinproben wurden, soweit nicht anders angegeben, in einem 12% SDS Polyacryl-
amidgel aufgetrennt. AnschlieBend wurden sie in 1 x Wet Blot Puffer bei 40 mA Uber
Nacht auf eine Nitrozellulose Membran Ubertragen. Unspezifische Bindungsstellen
wurden mit 5% Magermilch/TBST blockiert. Die Bindung des ersten Antikdrpers (in
5% Magermilch/TBST) erfolgte fir 1 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden
die Membranen 3 x 15 min mit TBST gewaschen und dann mit dem zweiten Antikor-
per (in 5% Magermilch/TBST) ebenfalls fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit TBST erfolgte der Nachweis der gebundenen Proteine mit

ECL-L6sung.
Coomassie-Farbung von Proteingelen
Nach Auftrennen der Proteine in einem SDS-Gel wurde das Gel 30 min in Coomas-

siefarbeldésung inkubiert. Die Entfarbung erfolgte zunachst 10 min mit Schnellentfar-

ber und anschlieBend mit Entféarber bis der Hintergrund klar war.
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Klonierung, Expression und Reinigung von Proteinen in Bakterien

14-3-3 HyA und HyB wurden in den Vektor pRSET A kloniert (Zoubek, 2001). Da-
fir wurde per PCR am 5’ Ende der Gene eine BamH1 und am 3’ Ende eine EcoR1
Schnittstelle eingefihrt. In dem Vektor erhalten die Proteine einen N-terminalen Hi-
stidin-Tag. Ppod4 (ohne die ersten 20 Aminosauren) wurde ebenfalls zwischen die
BamH1 und die EcoR1 Schnittstelle in den Vektor pRSET A kloniert. HyBax wurde mit
den Schnittstellen BamH1 und Not1 in den Vektor pGex4T-1 kloniert (Popp, 2004).
Die Plasmide wurden per Hitzschock Transformation in E.coli Zellen des Stammes
BL21 (bei Verwendung des Vektors pRSET A) bzw. per Elektrotransformation in Zellen
des Stammes XL1-Blue MRF’ (bei Verwendung des Vektors pGex4T-1) eingebracht.
Die Expression der Proteine in FlUssigkultur wurde bei einer OD600 von 0,6 mit 1 mM
IPTG induziert. Die Expression fand in der Regel bei 37°C fir 4-5 h statt. Wenn das
zu exprimierende Protein schlecht I6slich war (z.B. ppod4) erfolgte die Expression bei
18°C fur 24 h. Nach Beendigung der Expression wurden die Bakterien abzentrifugiert,
per french press (bei gréBeren Volumina) oder per Sonifizierung (bei kleineren Volumi-
na) aufgeschlossen und im Falle eines vorhandenen His-Tags in nativem Bindepuffer
Uber eine Nickelsaule gereinigt und anschlieBend gegen Entsalzungspuffer entsalzt.
Die Ankonzentrierung der Proteine erfolgte in einem Dialyseschlauch bei 4°C gegen

Saccharose (kristallin).

Herstellung von Bakterienlysaten mittels Sonifizierung

4-5 h nach Induktion der Expression mit IPTG wurde von der 10 ml- Bakteriensuspension
1 ml abzentrifugiert und das Pellet in 500 pl Osmotic Shock Buffer aufgenommen. Der
Aufschluss der Zellen erfolgte durch Sonifizierung (3 x 10 Sekunden bei maximaler Stufe,
dazwischen in flussigem Stickstoff eingefroren). AnschlieBend wurden die Lysate 10 min

bei 16.000 g und 4°C zentrifugiert und die Uberstiande in einem SDS-Gel aufgetrennt.
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Ko-Immunprazipitationen

Hydralysate wurden in Hydra Lysispuffer hergestellt. In Proben mit Peptid C wurden die
Lysate 2 h lang bei 4°C mit 1 mM Peptid C vorinkubiert. In Proben, die dephosphoryliert
werden sollten, wurde 200 U A-Phosphatase zugegeben und alle Proben (auch die ohne
Phosphatase Behandlung) 30 min bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden 5 pg des
14-3-3 Antikdrpers K19 zugegeben und die Proben 1 h bei 4°C auf einem Drehrad ge-
mischt. Daraufhin wurden je 50 pl Protein A zugegeben und eine weitere Stunde bei 4°C
inkubiert. Danach wurden die Proben abzentrifugiert, die Pellets dreimal mit Hydralysis-
puffer und einmal mit 50 mM Tris pH 8,0 gewaschen, mit SDS Ladepuffer aufgekocht
und anschlieBend in einem SDS Gel aufgetrennt. Der Nachweis der Proteine erfolgte in

einem Western Blot.

GST pulldown Experimente

Fir Bindungsstudien wurden GST-Fusionsproteine in Bakterien exprimiert. Das Bakte-
rienlysat wurde anschlieBend mit Glutathion-Sepharose beads inkubiert. Nachdem das
GST-Fusionsprotein an die beads gebunden hatte, wurden die beads abzentrifugiert
und gewaschen. Die gewaschenen beads wurden dann mit rekombinantem Protein in-
kubiert. Das Gemisch wurde daraufhin abzentrifugiert, die Pellets dreimal mit Puffer
gewaschen und schlieBlich die gebundenen Proteine mit reduziertem Glutathion von
den beads eluiert. Nach Auftrennung der Proben im SDS-Gel wurde im Western Blot

untersucht, ob das rekombinante Protein an GST-HyBax gebunden hatte.

DIG-Markierung von 14-3-3 Proteinen

100 ug gereinigtes, rekombinantes 14-3-3 aus Hydra (HyA und HyB) bzw. Hefe (Bmh1
und Bmh2) wurde mit Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-e-aminocapronséure-N-hydro-
xysuccinimidester (2 mg/ml Stocklésung in DMSO) bei pH 9,7 fur 2 h bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Bei HyA und HyB war das Verhéltnis Protein:DIG 1:70. Bei Bmh1 und
Bmh2 betrug das Verhaltnis 1:3. Nach der Markierungsreaktion wurden die Proteine
Uber Nacht gegen 1 x PBS pH 7,4 und 1 mM DTT dialysiert. Die Proben wurden auf eine
Endkonzentration von 1 pg/ml in DIG-Puffer (mit 2 mg/ml BSA und 0,05% Natrium Azid)
verdinnt und bei 4°C aufbewahrt. Um Hintergrundférbung zu reduzieren, wurden die

Sonden vor der ersten Benutzung mit blockierter Nitrozellulose Membran vorinkubiert.
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Far Western Overlay (Moorhead et al., 1999)

Nach Auftrennen der Proteine im SDS Gel und Ubertragung auf eine Nitrozellulose
Membran wurde die Membran in 5% Milch/DIG Puffer blockiert und anschlieBend
Uber Nacht bei 4°C mit der DIG-Sonde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in DIG
Puffer wurde die Membran fir 1 h bei Raumtemperatur mit einem anti-DIG Antikérper
inkubiert, wieder dreimal gewaschen und die gebundenen Proteine mit ECL Lésung
detektiert.

14-3-3 Affinitatssaule

Vorbereitung der Sepharose-14-3-3 Mischung

1,4 g aktivierte CH Sepharose wurde mit 8 mg rekombinantem, gereinigtem Bmh1/2
(leweils 4 mg von jedem Protein) in Coupling Puffer flr 4 h bei Raumtemperatur ge-
mischt und danach kurz abzentrifugiert. Nicht-reagierte, aktive Gruppen der Sepharo-
se wurden fir 1 hiin 0,1 M Tris/CI pH 8,0 blockiert. Das Gemisch wurde anschlieBend
zunéchst mit Coupling Puffer und dann abwechselnd je sechsmal mit Hoch- und Nied-
rig pH Puffer gewaschen. Im Anschluss daran wurde die Sepharose-14-3-3 Mischung
einmal in 100 mM Tris pH 7,5 gewaschen, abzentrifugiert und am Schluss in 150 mM

Tris pH 7,5/0,05% Azid aufgenommen und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

14-3-3 Affinitatssaule

Ein Zelllysat aus circa 100.000 Tieren (in Hydralysispuffer) wurde 1 h bei 150.000 g und
4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand 1 h bei 4°C mit der vorbereiteten
Sepharose-14-3-3 Mischung auf einem Rollrad inkubiert. Nachdem das Gemisch in
eine Plastiksdule (Biorad) geflllt wurde, wurde die Saule mit 50 mM HEPES, pH 7.5/ 0.5
M NaCl/ 1 mM DTT gewaschen. Im né&chsten Schritt wurde mit einem nicht-verwandten
Kontrollpeptid (-WFYpSFLE-) geprtft, ob Proteine unspezifisch von der Saule eluiert wer-
den. Nach nochmaligem Waschen mit HEPES Puffer wurden die 14-3-3 Bindeproteine
mit 1 mM des Kompetitorpeptides Peptid C ((-ARAApSAPA-) eluiert. AbschlieBend wurde
noch einmal mit HEPES Puffer gewaschen. Von allen Waschschritten sowie von dem Eluat
des Kontrollpeptides wurden Proben gesammelt. Der Proteingehalt jeder Probe wurde
bestimmt und 2,5 ug jeder Fraktion auf ein SDS Gel aufgetragen und im Far Western

Overlay mit Dig-markiertem 14-3-3 auf die Anwesenheit von Bindeproteinen getestet.
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In-Gel Trypsin Verdau der isolierten 14-3-3 Bindeproteine

20 pg Gesamtprotein der von der Saule eluierten 14-3-3 Bindeproteine wurden mit
50 mM lodacetamid alkyliert und anschlieBend in einem 4-12% SDS-Gel aufgetrennt.
Die darin enthaltenen Proteine wurden dann mit kolloidalem Coomassie gefarbt. Nach
Entfarben des Geles in Wasser wurden einzelne Proteinbanden aus dem Gel ausge-
schnitten und mit einer Mischung aus Acetonitril und Wasser (50:50) sowie anschlie-
Bend mit 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat versetzt. Diese Lésung wurde danach
durch 100% Acetonitril ersetzt, die Gelstlickchen 10 min darin dehydriert und schlie3-
lich in einer speed vac getrocknet. Die Gelstiickchen wurden dann mit 10 pg/ml Tryp-
sin in 20 mM Ammoniumhydrogencarbonat/0,1% N-Octyl Glucosid (NOG) Uber Nacht
bei 30°C inkubiert. Am n&chsten Tag wurde 1 Volumen Acetonitril/0,1% Trifluoressig-
sdure zugegeben, 30 min bei 30°C geschlittelt und die Proben bis zur Verwendung in

der Massenspektroskopie bei -20°C aufbewabhrt.

F-Aktin Ko-Sedimentations Versuch (M. Schleicher, Miinchen)

G-Aktin aus Hihnchen sowie rekombinantes ppod4 (ohne Aminoséuren 1-20) wurden
10 min bei 50000 g und 4°C zentrifugiert, um unldsliche Bestandteile bzw. Protein-
aggregate abzutrennen. AnschlieBend wurden 5 pM G-Aktin und 3 uM ppod4 unter
polymerisierenden Bedingungen (10 mM Mops, 2 mM MgCl,, 50 mM KCl, pH 7,0) far
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Proben 30 min bei
50.000 g bzw. 15.000 g und 4°C zentrifugiert. Pellet und Uberstand wurden getrennt,
mit SDS Ladepuffer versetzt und aquivalente Mengen in einem SDS Gel aufgetrennt

und mit Coomassie gefarbt.

Quervernetzen von Vesikel-assoziierten Proteinen mit Crosslinker

Um Proteine auf der Oberflache von Vesikeln zu vernetzen, wurden Vesikel durch sub-
zellulare Fraktionierung isoliert. Die Vesikel wurden in Puffer M resuspendiert und BSS
in einer Endkonzentration von 5 mM zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei Raum-
temperatur flr unterschiedliche Zeiten. Die Reaktionen wurden mit 20 mM Tris abge-
stoppt und die Ansatze in 12%-igen SDS-Gelen aufgetrennt. Die Detektion der quer-

vernetzten Proteine erfolgte im Coomassiegel oder im Western Blot mit Antikdrpern.
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In-Gel Peroxidase Assay (Dutta and Henry, 1990; Hoffmeister-Ullerich et al.,
2002)

Die isolierten Vesikel wurden in Puffer M aufgenommen und je 10 pl der Vesikelfraktion
in einem 12%-igen LDS-Gel aufgetrennt. Als Kontrolle wurde rekombinantes ppod4
(ohne die ersten 20 aa) geladen. Nach dem Gellauf wurde das Gel Giber Nacht in 0,06%
(w/v) Diaminobenzidin inkubiert. Am folgenden Morgen wurde 0,03% (v/v) H,O,, in 100
mM Citrat pH 5,0 zugegeben und die Farbreaktion nach 30 min durch mehrmaliges

Waschen in H,O gestoppt.

Endosomen Markierung mit FM 4-64

Zur Markierung der Endosomen wurden Hydren 60 min in 500 ym FM 4-64 (in Hy-
dramedium) inkubiert. Danach wurde der Uberschissige Farbstoff durch Waschen
der Tiere in Hydramedium entfernt. Nachdem die Tiere kurz in 2% Urethan relaxiert
wurden, wurden sie unter einem Deckglas mit Wachsflsschen lebend im konfokalen

Mikroskop untersucht.
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AbkUrzungen

7. Abkiirzungen

A-PPA
aa
Amp
APS
ATP

bp

BSA
cDNA
Chaps
C-terminal
C-Terminus
DAPI
DIG
DMSO
DNA
dNTP
dr

DTT
E.coli
ECL
EDTA
EF1-alpha
EF-2
EGTA
elF-3 beta
EST
FITC

g

GFP
GAPDH
GST

h

His

hs

IF

IP

IPTG
Kb

kD
LC-MS
LDS
mA

min

ml
mRNA
nm

A-Phosphatase

Aminosaure

Ampicillin

Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Rinderserumalbumin

complementary DNA
3-[(3-chloramidopropyl) dimethylammonio]-1-propansulfonat
carboxyterminal

Carboxy-Terminus
4’6’-Diamino-2-phenylindol
Digoxigenin

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure
desoxy-Nukleosid-Triphosphat

Danio rerio

Dithiothreitol

Escherichia coli

enhanced chemiluminescence
Ethylen-Diamin-Tetraacetat Dinatriumsalz
Elongationsfaktor1-alpha
Elongationsfaktor-2
Ethylen-Glycol-Tetraessigsaure
eukaryontischer Initiationsfaktor-3 beta
expressed sequence tag
Fluorescein-5-isothiocyanat
Zentrifugalkraft

green fluorescent protein
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
Glutathion-S-Transferase

Stunde

Histidin

Human

Immunfluoreszenz

Immunprézipitation
Isopropyl-1-thio-B-D-Galaktopyranosid
Kilobasenpaare

Kilodalton

liquid chromatography mass spectrometry
Lithium Dodecylsulfat

Miliampere

Minute

Milliliter

messenger RNA

Nanometer
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AbkUrzungen

NOG

nt
N-terminal
N-Terminus
oD
ORF
PAGE
PBS
PCR
PDI
PEPCK
PFA
PLCBH1
RNA
rpm

RT
SAP
SDS
sec
TAE
TBS
Temed
Tris
TRITC
U

UAS
UTR
uv

\'}

wB
X-Gal

N-Octyl Glucosid

Nukleotide

aminoterminal

Amino-Terminus

Optische Dichte

open reading frame / offener Leserahmen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat gepufferte Salzldsung
Polymerase Kettenreaktion
Proteindisulfidisomerase
Phosphoenolpyruvat-Carboxy Kinase
Paraformaldehyd

Phospholipase C beta H1
Ribonukleinsdure

rounds per minute / Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

shrimp alkaline phosphatase
Sodiumdodecylsulfat

Sekunden

Tris-Acetat-EDTA

Tris gepufferte Salzlésung
Tetramethylenethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tetramethylrhodamin Isothiocyanat

Unit

upstream activating sequence
untranslated region / untranslatierter Bereich
Ultraviolettes Licht

Volt

Western Blot
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid
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Anhang

Vektorkarten

lacZu ATG
M13 Reverse Primer
CAC GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG
STC CTT TET CGA TAC TAC TAA TGC
BstX 1 EcoR|

era Ace ecc oo Acr ere'ore TTC

CAT TGC OGS CSG TCA CAC GAC CTT AAG
EnIJFl v ES‘()( | N?rl XP‘:IO 1

RGA TAT CCA TCA CAC TGG CQ@ CCQ CTC
TCT ATA GET AST GTG ACC GOC GGC GAG

T7 Promotar

ACT GAC TCC TAT
TCA CTC AGC ATA A

Hf'l'lﬂHl Kﬁnl Sslcl iﬁmH\ S'FEI

CCA ACC TTG GTA CCCG AGC TCG GAT CCA CTA
GGT TCG AAC CAT GEC TCE AGC CTA GGT GAT
EC?R 1
@co CTT) GGC GAA TTC TGC
cee carik Product & TTC CCG CTT RAG ACG
NSF‘I Isz 1 A;:ia 1
CAC CAT GCA TCT AGA GGC CCC AAT To@ [cCC TAT
CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC (GGG ATA

ry

113 Forward (-20) Primer
BAT TCA cm GCC GTC GTT TTA O
TTA AGT GACOGSCRGCMRBT e

OGT CCT CGAC TGC GAA AAC
GCA GCAR CTG ACC CTT TT@

pGEX-4T-1

Thrombin

Leu Val Pro ;‘-\rglGIy SerlPro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TGC CCG GAA TTG CCG GG CGA GTC GA(@ CGG CCG CAT GGT GAC T1GA

BamH | EcoR |

Nar |

EcoR V
BssH Il

Apal
BstE Il

Miu 1

I—l
Smal

pSj10ABam7Stop7

PGEX

~4900 bp

Sal o7 Notl Stop codons

Xho |

Tthi111
Aatll

Pstl

pBR322
orl
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Anhang

Hydra Aktin
3'UTR

pSH18-34

Hydra Aktin
N-Terminus
(AA 1-9)

8LexA

Hydra Aktin op
5 UTR

pUC ori

pJG4-5

6,20 kb

S o ~
SV 40 Kernlok. |[Saure Donﬁné/ngllA-Bpﬂefc - gen. DNA

Hind 111 EcoRI EcoR1
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Anhang

Sequenzen der identifizierten 14-3-3 Bindeproteine

Die LC-MS Peptide sind in rot und blau dargestellt. 14-3-3 Bindemotive sind unter-

strichen

Fructose-1,6-Bisphosphat Aldolase

LPAKKKKNAM
SIKVENTEAN
DPLKKLGINI
AKFRCVIKID
DGSHNLEVAS
VSAEEVGLAT
KPWALTFSFG

AYLTSEQKAE
RRAYRNLLFT
GIKVDKGLVP
KOLGLPTDIA
RVTERVLACV
VTTLRRTVPA
RALQASVLKV

LKRIAESIVA
ADESTIANYLG
LPGTONETTT
IQENAQVLAR
YKTLVDHHCY
AVPGITFLSG
WGGKSENLAA

PGKGILAADE
GVILYHETLY
QGIDGLAERV
YAVICQSNGL
LEGSLLKPNM
GOSECEATLH
AQK

Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH)

MVKVGINGFG
HGKFKGEVKH
TTLEKAGEHI
CTTNCLAPLA
ASQNIIPAAT
PTSYDQIKAK
ISLNPQFVKL

RIGRLVCRAA
ADGKLVINGK

FEHPDIEIVH
ITISVSMIRNP

HGGAKKVVIS

KITHDNFGIE
GAAKAVGKVI
VKAASECPTL
VSWYDNEYGY

APSPDAQMEV
EGLMTTIHAT
PELNGKLTGM
SRYIGYTEDE
SHRVCDLIKH

INDPFIDLEY
KEIPWGTAGA
MGVNEDSYDP
TATQKTVDGP
AFRVPVADVS
VVSTDFIGDT
MASKE

STDTIGKRLT
QKNDDGTLVV
QQYKKEGCSF
VPIVEPEILI
VTPGVLCENK
LNAINAVQLL

MVYMFHYDST
DYVVESSGVF
KVHHIVSNAS
SMKEWRDGRG
VVDLTVRLKT
RSTIFDAKAG

Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (PEPCK) (partieller Klon)

CSPSRNCPMM
ASSMCSEATS
LPKIFHVNWF
IPKEGSIDIS

DPNWEDPKGV
AAEHSGKTVM
RKNAEGRFLW
GLGDIDMAEL

ATP-Synthase B

SSTKSSLIKE
VAGGSIGKVV
ENIVRTIAMD
RGPIITKTKA
FGGAGVGKTV
VINLKDKSSK
IDNIFRFTQA
TSVQAIYVPA
SRILDPNIVG

TOQKRLLPACI
AVIGAVVDVQ
GTEGLVRGNL
PIHAEAPAFV
LIMELINNIA
VALVYGQMNE
GSEVSALLGR
DDLTDPAPAT
QKHYDVARSV

ARARKIQKFL

VAFYMVGNLN

SQPFQVAETF
DVIEKAERLA

PISAIMFGGR
RDPFAMRPFF
PGFGENIRVL
MSTPKAYWLE

SNSQREFVSTE
FESNLPSILN
VVDSGSPICI
EMSVQQETLT
KAHGGYSVFA
PPGARARVAL
IPSAVGYQPT
TFAHLDANTV
QKILODYKSL
TGHAGKLVQL
KETXN

RPEGVPLIYE
GYNAGHYFKH
SWICDRVDNK
QLNDLQKYYE

VSKNQAAPAV
ALEVQGRESR
PVGPETLGRI
TGIKVVDLLA
GVGERTREGN
TGLTVAEYFR
LATDMGTMQE
LSRGIAELGI
QDITIATLGMD
EENIAGFEKI

ALSWQHGVFI
WLSMNKEGRK
DVAVESPVGL
DEFLNDL

AAKNAPAKQE
LVLEVAQHLG
MNVIGEPIDE
PYAKGGKIGL
DLYHEFMETG
DVEGQDVLLF
RITTTRKGST
YPAVDPLDSN
ELSEEDKNIV
LKGEMDHLPE
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Elongations Faktor-2 (EF-2)

SFLGEGSQEP
VIAHVDHGKS
AVSMYYELTD
DGALVVVDCI
DLYQTFQRTII
SLKQFSEIYA
FNMFVLDPIF
IMQKWLPAGD
DPNGPLMMYV
KEDLYNKTIQ
EEAHNMKQOMK
EESGEHIVAG
MTCLSKSPNK
YEYDATEARK
EGVMCDENVR
RLLEPIYLVE
PVNESFGFTA
RKRKGLSEGV

NCEVREFQTD
TLTDSLVTKA
ADMAFLVDKN
SGVCVQTETV
ESINVIIATY
SKFKIPPIKL
KMFDSVMNFK
TMLQLITIHL
SKMVPSSDKG
RTILMMGRYT
FSVSPVVRVA
AGELHLEICL
HNRLFMTAIN
IWCFGPEGTG
GVRFNLHDVT
IQCPQDATGG
DLRSKTQGQA
PPLDKYYDKL

IPTILHKNGE
GITAQAKAGE
IDGKAFLINL
LROATAERIK
STEDGPMGNI
MKRLWGDQYF
KDQYEKLIEK
PSPVVAQKYR
RFYAFGRVFS
EPIEDVPSGN
VEPKDPQHLP
KDLEEDHAGT
MPDGLAEDID
PNLMIDVSKG
LHADATHRGA
IYSCLNKRRG
FPQCVEFDHWQ

Elongation factori-alpha (EF1-0)

MSNKVKPHIN
GKGSFKYAWV
KNMITGTSQA
VAVNKIDNTE
NMIEPSPNMS
PLODVYKIGG
LPEALPGDNV
HPGETHAGYQ
AATINLIPSK
GKVTKSAQKA

elF-3 beta

EKSHRINKMK
ERLGTYDGHG
GSAVRACGFS
PVPHSKVTSA
DLOKSSNEMM
QOILGGGQEA

SHPNGKSYSS

IVVIGHVDSG
LDKLKAERER
DCAVLIVASS
PPYSEARFNE
WYKGWEVEYK
IGTVPVGRVE
GFNVKNVSIK
PVLDCHTAHT
PMCVESFAQY
GVAAGKKK

PLLLHGHERS

KSTSTGHMIY
GITIDIALWK
TGEFEAGISK
IKKEISAYVK
DTGKHTGKTL
TGILKPGMVV
DIRRGMVASD
ACKFAELLEK
PPLGRFAVRD

ITQIKYNREG

VVVYCLDPSW
YSGKKVEFYST
AWGPLEEFIT
FITASTDNHL
MEVTTTSSRI
GGEDGYVRSQ

DSKYLITGSG
DKTMGQTSEI
TGHENGTGSK
SYFDAEAMLL
GKFDARFFHM
VEFDKSYYEFE

LHNRPDPEIM
MRFTDTRKDE
IDSPGHVDFS
PVLFMNKMDR
MVDPCIGTVG
NPAAKDKKWN
LEIKLTLEER
AELLYEGPHD
GKCATGQKVR
ICGLVGVDQY
KLVEGLKRLA
PLKKSDPVVS
SGEVAPRQDF
VQYLNEIKDS
GQIMPTTRRC
HIFEENQVVG
LLAEDPLDPV

KCGGIDKRQT
FETTKYVVTI
NGQTREHALL
KVGYDPKTVP
LEALDNIPLP
TEFCPANLSTE
SKNDPATEAA
IDRRSGKVIE
MROQTVAVGVI

DLLFSSAKDK
DNSARIWDIE
KLYDVRDYIS
WCAQTGDLIK
LLTSYTAGPL
IFEEEIVRVK

DKKHNIRNMS
QERCITIKST
SEVTAALRVT
ALLELQLEQE
FGSGLHGWAF
KTGGEGYTRG
ELEGKPLIKR
DEAFLGIKNC
IMGPNYVPGK
LVKTGTLTTF
KSDPMGLVIT
YRETVSEVSS
KIRARYLVEK
VVGGFQWATK
LYACMLTAKP
TPMVQVKAYL
TKAAAIVAET

EKFEKEAQEM
IDAPGHRDFTI
AFTLGVKQMI
VLPVSGWHGD
ARPSSKPLRL
VKSVEMHHES
SFKAQVIILN
TEPKMVKSGD
KEVDKTAAVA

RPTVWFSING
TGKELVIYDT
QRTPTPYLVI
SMRAHIVKVS
ISSATISPISD
GHLGPIISLA
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Anhang

Hsp70

MSKAPAIGID
IGDAAKNQVA
PKIQVEFKGE
NDSQRQATKD
GGGTFDVSIL
KDISSNKRAL
RFEELCIDLF
PKVQSLLQEF
LDVAPLSLGI
EGERSMTAHN
STGKENKITI
SYCYNMKQTV
HKQKELEKVC
EEVD

LGTTYSCVGV
MNPSNTVFEFDA
TKSFYPEEIS
AGVIAGLNVL
ATEDGIFEIK
RRLRTACERA
RGTLGPVADA
FNGKELNKST
ETAGGVFTPL
NLLGKFELSG
TNDKGRLSKE
EDEKVKGKIS
NPIITKLYQA

FOQHGKVEIIA
KRLIGRKEND
SMVLLKMEET
RIINEPTAAA
STAGDTHLGG
KRTLSASTQA
IRGAGKNSSG
NPDEAVAYGA
IKRNTTVPTK
IPLAPRGVPQ
DIERMVQEAE
EEDKKTIIKK
GGGMPGGMPG

NEQGNRTTPS
PSVTSDRKHW
ADAYLGKKVT
IAYGLDKKVG
EDFDNRLVNH
SVEIDSLFDG
ONFSKSDIHE
AVQAAILAGD
YSQVEFTTYSD
IEVTFDVDAN
KYKADDELQR
CNETVEWVDK
GMPGGMPGSG

YVAFTDTERL
PFNVIDDGSR
DVVITVPAYF
TEKNVLIFDL
FVDEFKRKHK
IDFYTSITRA
VVLVGGSTRI
KHEAVQDLLL
NQPGVLIQVF
GILNVSALDK
DKVQAKNSLE
NQTAEKDQYE
SKASSGGPTI

Proteindisulfidisomerase-ahnliches Protein (partieller Kion)

VPLONKERKM
EIWLVEFYAP
NVRGFPTIKI
KRSSSGSGKS
EPEWAKAATE

Calmodulin
MGETLTEEQI

DMINEVDADG
ISAAELRHVM

FKYLGVGLATI
WCGHCKNNAP
FSGDKSKPQD
GNAKDVITLT
LKGKVKLAAL

AEFKEAFSLF
NGTIDFPEFL
TNLGEKLTDE

Calcium Bindeprotein

MPEINWADIN
VLHLDAVEFDA
YFEYYEAFTR
HGGFILFDEF

AKLPHGRSDE
KPAIMRAFQT
IDDNSDHRIT
CDWAIKKNLD

Calcium Adaptor

MSKTQQYQGG
EAYKKQFMEF
RGSISYNDFL

KAFGALKKQQ
DLDNSGDIDL
FMMLGKKSSV

IYVVNALYEK
DWKKAATALK
YNGARSAQAT
DDNFEKEVID
DATQYPNTAG

DKDGDGTITT
TMMARKMKDT
EVDEMIREAD

EKAKRKALFEFD
AKSVVKSNKK
LOEFIAAKSK
LEDDID

ELALDEINKQ
MELKMMMEKL
LKLILKFEAA

SDDVVELTGG
GIVKVGAVDM
VDEALKVASA
TKDIVFVEFF
RENVQGYPTTI

KELGTVMRSL
DSEEEIKEAF
VDGDGQVNYD

SEFDNGNGMLS
SGDDFIEWKE
IEQWVGPIKP

YLGDDDYQDK
DQAKTHLELK
MKDKERPKGV

NFDHLVKYSD
DVHGSVGGPY
LARERLNGGS
APWCGHCQRL
K

GONPTEAELQ
RVEFDKDGNGF
EFVKMMMSK

LAETIDKGIRD
FRFFLLSLRQ
EAEFKAIDKN

EEFPDLKGTL
KMIAEVDREN
APKRDFASLP
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Anhang

Tubulin alpha

LEITSSRCFA
GNACWELYCL
FVDLEPTVVD
OVLDRIRKLA
LEFAVYPAPQ
LDIERPTYTN
FPLATYSPVI
LLYRGDVVPK
DLAKVQRAVC
EFSEAREDMA

Tubulin beta

MREIVHLQAG
YNEATGGKYV
WAKGHYTEGA
LISKIREEYP
CIDNEALYDI
RKLAVNMVPF
AACDPRHGRY
TAVCDIPPRG
EGMDEMEFTE

Aktin

MADDEVAALV
KDSYVGDEAQ
EHPVLLTEAP
GIVLDSGDGV
FTTTAEREIV
IGNERFRCPE
SGGTTMFPGI
STFQOMWISK

Tropomyosin

MATLKAKLEE
DASESKMTSL
ELTNLNNKVV
VGNTLRSMETI
ERRQEELDEE

KLTSDIXLAN
EHGIQPDGQM
EIRTGTYRQL
DOCTGLQGFL
VSTAVVEPYN
LNRLIGQIVS
SAEKAYHEQL
DVNSATAXNQ
MLSNTTAIAE
ALEKDYEEVG

QCGNQIGAKF
PRAVLVDLEP
ELVDSVLDVV
DRIMNTEFSVV
CFRTLKLTTP
PRLHFFMPGF
LTVAAMFRGR
LKMSATFIGN
AESNMNDLVS

VDNGSGMCKA
SKRGILTLKY
LNPKANREKM
SHTVPIYEGY
RDIKEKLSYV
TLFQPSFIGM
ADRMQKEISA
QEYDESGPSI

AEKAAFDAEE
QEKLAEAEKL
ETFNELTQIL
NEGQASVRTE
LOLEKDKENQ

SNLFINCKTS
PSDKSIGGGD
FHPEQLVTGK
IFHSFGGGTG
SVLTTHTTLE
SITASLRFDG
TVSEITNACF
DETHYSVRDW
AWARLDHKFD
VDSVDEEAAG

WEVISDEHGI
GTMDSVRSGP
RKEAESCDCL
PSPKVSDTVV
TYGDLNHLVS
APLTSRGSQQ
MSMKEVDEQM
STAIQELFKR
EYQQYQDATA

GFAGDDAPRA
PIEHGIVTNW
TQIMFETFEFNS
ALPHATTIRLD
ALDFEQEMQT
ESAGIHETTY
LAPPTMKIKI
VHRKCF

ELKATNEKAD
HEEHDQARRI
AEADEKLDQE
CGDTKISEME
TKTEFDALCA

IKFKMRECIS
DSENTFFSET
EDAANNYARG
SGFTSLLMER
HSDCAFMVDN
ALNVDLTEFQ
EPANQMVKCD
CPTGFKVGIN
LMYAKRAFVH
EGDE

DPTGTYHGDS
FGQIFRPDNF
QGFQLTHSLG
EPYNATLSVH
ATMSGVTTCL
YRALTVPELT
LNVQNKNSSY
ISEQFTAMFR
EEEGEFDEEE

VFPSIVGRPR
DDMEKIWHHT
PAMYVAIQAV
LAGRDLTDYL
AASSSSLEKS
NSIMKCDVDI
IAPPERKYSV

QAEERVTELT
LENRGRSDGG
EERRDIADAK
AKYQEMEARA
HINEM

IHLGQAGCQT
GGGKHXAEAV
HYTVGKELID
LSVDYGKKSK
EALYDICRRN
TNLVPYPRIH
PRHGKYMACC
YQPPTVVPGG
WYVGEGMEEG

DLQLERINVY
VFGQSGAGNN
GGTGSGMGTL
QLVENTDETF
RFPGQLNADL
QOMEFDAKNMM
FVEWIPNNVK
RKAFLHWYTG
GEEEEAA

HOGVMVGMGQ
FYNELRVAPE
LSLYASGRTT
MKILTERGYS
YELPDGQVIT
RKDLYANTVL
WIGGSILASL

KELNDLEDQL
RISRLODELD
VKLLEVEVTQ
AEFEEKAKRL
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Anhang

ppod3

MKLCITVEFMM
PLTIANRDAIG
DOQAAVWETET
MEFSLVYVWPS
REFTDHQTFTL
VAFKSHANGK

ppod4

MKLCIMFMMV
LTANRDSIGL
QATVFETFTL
FNLVYVWPSV
FTDLQTFTLK
ALKSHANGKF

VICVIAKEKR
LWETFEIRFT
LVPNYGTFGF
VHKVAIKALV
KSLANGKLVC
LVTAENAGHD

ICMFAKEKRA
WETFEIREFTD
VPRFGTFGFK
HKVATIKALVN
SFANGKLVCA
VTAENAGNGN

DTPAWTKAYT
NAQTFALKSH
KSNGNAKFVA
NGLYVCAENA
AENNGQSPLT
NLTANRDNPD

TLEWKKVYTV
AQTFVLKSHA
SNDNKKLVTA
GLFVCAENAG
ENSGQFPLIA
LTANRDKADT

Phospholipase beta H1 (PLCBH1)

MAGAGPISET
SWKPKDFSKD
ESNLMQERTT
FHSSPLKCLE
SLGIAHGKKD
TTDQLVEFLN
SIDGLMKFLM
TGKSSVEIYR
VIEAIKESAF
DEYPLLPGTL
FEPEVLNIEE
EKAEKRKCYY
SDNYIPQLFW
RRHDLTFDPF
ADTVRRKYRT
IGHRILPVDG
ADALSNPMKY
PONLVKHGSK
QPIRRTESTP
NLMQKOAKGR
ITMKYTITVQ

LPVISVPPML
TEVLELVLVR
TIVYGSNEVD
RFYTRICVQK
MIVLKDFSFE
NROQRDPRLNE
SNDANVLLPG
QVLLAGCRCI
KTSEYPVILS
LPSPKVLKRK
IPEDAEDLSK
EMSSFGENTA
NAGCQMVALN
VDSTVDGITIA
KVVSNNGLNP
LLPGFRHIKL
LSEKEKRTQQ
ISLQADSYQG
KLLGEDTSSD
IQCRKEIEAK
LK

VNGGRFLKWD
DVRTGQYAKI
LTFINFVASS
NONGEIPVKI
TFFTFYNRLT
ILFPYYNINA
KLNTHQDLSF
ELDCWDGKTE
FENHCSAKQQ
ILIKNKKRET
SEEEEAPEVE
TNLLKEQPVE
FQTLDVPMQL
GTVQVKVISG
VYDEDPFKFK
RNESYQPLCL
LEAFEFEESD
QKDKYVAEPM
YLKISGLSIN
TKKLTLNLEK

VALKSFTNGK
ANGKFVSASN
AEEAGSKSLA
GKOSLIANRG
ANRDQIGPWE
IWERFVFIYL

ATKSFTNGKF
NEKFVTEVNS
EEAGKKPLAA
KOSLIANRGQ
NRDQAGPWET
WERFVIVYL

DQDLTCATIYI
PKAQDTRARD
VSEAQEWTEA
LVKAFVNHKE
SRHDEFDNVET
ADATVNTYEP
PIAHYFINSS
EQEPVITHGM
MKMANYCLQI
KDTKNANIST
AQQELSELVN
FVNYNKFQNS
NLGKFEINGR
QCLLERRSGT
VILPHLAELR
PTLFVDIVTK
STALQVPTTN

FVCAENVGSQ
GGNNLLIANK
ANRNALDVWE
QIGPWETFEI
TEFTLVQONKEG

VCAENNGNEP
ENNLLIANKD
NRKVLDVWEM
IGPWETFVIS
FTIVPNKEGV

LEVDKLGHVL
ATKMYSAVEL
LFKCTNNLLE
DIKRAYGTLOQ
ELGAKNKPYL
NKSFADKGLI
HNTYLOGHQL
TLCTEVLFKD
FGDLLLNKEL
QSVDLNSSGR
YFQPVHFRGF
RIYPKGSRVS
CGYLLKPEHM
YVEVEMYGLP
IAVYEENGKM
DYVPESFSDF
KNILKVTVQE

KOTKRKRSQS

TLKEHKLYKK
KNQLYKRIKT

QSLGRLESPK
WKLKFDSDFL
NFLKQQKLME
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Anhang

14-3-3 HyA

MSHLSEQELV DMAKLAEQAE
FKNVVGARRS AWRIISSTIES
LDLLDNHLLV EVDSGCNGEN
ELAAKSQQAY DEATKTAEKL
LAKKAFDGAI AELDSLKEES

14-3-3 HyB

MASTDSKEIL TIQRAKLAEQA
VAYKNIVGAK RSSWRVITST
ELLAKYLVNK STERVDPANK
RVIFEADAAY KQASEISENL
LAKKAFDDATI VELDSLAEDS

Unbekanntes Protein

KKLLKIAKNE ITIFLEFFSNNG
YKDIFLPACE RHDICYECGK
KONXYNVSIW EKLKSVEFYIA
FAHPNYGSGD PILCQ

Hypothetisches Protein

MSPKYVLNYF NIQGKGEVAR
PLGOMPTLETI DGHTVCQSAA
DFWNDYIEVW KNKTLDSDQK
HGYFVGDSIT LGDLVFFHTT
LDNRTHPPMP

RYDDMVKFMK
KQEEKGDSTE
GNYEGKVFEFYQ
PNTHPISLGL
YKDSTLIMQL

ERYDDMAAAM
EQKANDKQAL
KTLESAVFYL
ISTDPIRLGL
YKDSTLIMQL

NNFGQSGGGF
MYNWTRNQCD
SQLFKWISIK

LLFHFKGVEF
INSYLAETFG
NAAFAELLVK
GMVDKSLLND

ELTVKSKKLS
LTTKYKKEIE
KMKGDYYRYL
ALNFSVFHYE
LRDNLTLWTS

KQVTKMTDEP
AAQYRSNIEK
KMKGDYYRYL
ALNYSVFHYE
LRDNLTLWTA

QKCITKMTNG
VSFQKNMLTL
SGTLDHCNHG

TDNQINFQDW
LNGANASERL
ETTKLKLSFL
FPLLTELNNR

DEHRNLLSVA
HELQERCREV
VEVSSSEKRN
IMNDSPKACA
ETEQDEQNE

LTGEERNLLS
ELKGVCEEVL
AEVAVDEERK
IRNKPSEACT
DADATTEE

CSIPLNLPFP
CQLKEDFKNG
AKVYYSSVDK

PSQKSDQSRF
VINQVCETLN
ESLLKRNHDG
VRHSAELKSY
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Nachtrag

Wahrend diese Dissertation geschrieben wurde, tauchte in den genomischen Sequen-

zen von Hydra eine vierte 14-3-3 Isoform auf, die HyD genannt wurde. Die Nukleotid-

bzw. Aminosauresequenz von HyD ist im Folgenden angegeben.

Nukleotidsequenz von 14-3-3 HyD

ATGACTGATA
AGAACGATAC
GAAATGGACT
AATGTTATTG
GAGTAAAGGA
AAATAGAAAA
GATACCTATC
TGCTTTGGTT
CAGAGTTTTC
GTTGCCTATA
ACATCCAATT
AAATTTTGGA
GAAGATGCTG
CAGCACTCTA
CAGAACCAAC

AGGATGAGTA
GAAGAAATGG
TTCACAAGAA
GCATGCGAAG
AATGATTTTT
AGAACTAAAA
TTATTAATCA
TTCTACTATA
CACAGGAATT
AACTTGCCTC
CGTTTAGGCT
TTTGCCTGAG
TAGAAAATTT
ATTATGCAGT
AGAGCAGCTT

CCTCTACTTA
TTCAAAATAT
GAGCGCAATT
AGTATCCTGG
CTCCAAAGGT
GATATATGTA
TTCAAAATCT
AAATGAAAGG
GATCGTAAAG
AGATACTGCT
TGGCCCTTAA
CGAGCTTGTA
AGATAAATTA
TGCTTAGAGA
CcCAa

Aminosauresequenz von 14-3-3 HyD

MTDKDEYLYL ARLAEQAERY EEMVQNMKSI
NVIGMRRVSW RVISNIQSKG NDFSPKVVAS
DTYLINHSKS NENENSDALV FYYKMKGDYL
VAYKLASDTA VEQLEATHPI RLGLALNFSV
EDAVENLDKL SGDNYKDSTL IMQLLRDNLT

GCTCGTTTGG
GAAAAGCATT
TACTTTCAGT
CGTGTTATAT
TGTTGCAAGT
ATGACATTCT
AATGAAAATG
TGATTATTTG
ATTATGCTCA
GTTGAGCAGT
TTTTTCAGTA
GCGTTGCAAA
AGTGGTGATA
TAATTTGACA

VVMGNGLSQE
YOAEIEKELK
TYLPEFSTGI
FYFEILDLPE
LWTAEPTEQL

CTGAACAAGC
GTTGTAATGG
TGCCTATAAA
CCAATATTCA
TATCAGGCAG
TGATCTTCTA
AAAATTCAGA
ACATATTTAC
AAGTTCTTTG
TAGAAGCTAC
TTTTATTTTG
AAAAGCTTTT
ATTATAAAGA
TTATGGACAG

ERNLLSVAYK
DICNDILDLL
DRKDYAQSSL
RACNIAKKAF
P
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