Molekulare und funktionelle Charakterisierung
von Komponenten derd{SMase-

Signaltransduktion

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von
Malte Puchert
Kiel
2011



Referent: Professor Dr. Dieter Adam

Koreferent: Professor Dr. Dr. Thomas C. G. Bosch
Tag der mindlichen Prufung: 22. 11. 2011

Zum Druck genehmigt: 22. 11. 2011

gez. Professor Dr. Lutz Kipp, Dekan



Inhaltsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

1. Einleitung
11
1.2
1.2.1
1.3
1.4
1.5

1.6

Tumor Nekrose Faktor-Signaltransduktion

Die Sphingomyelinasen

Neutrale Sphingomyelinasen

TNF-induzierte N-SMase-Signaltrarigofun
Embryonic Ectoderm Development

Integrine und integrinassoziierte Molekéls mogliche
Bestandteile der N-SMase-Signa#tdaktion
Zielsetzung

2. Material und Methoden

2.1
211
21.2
2.1.3
214
2.15
2.2
221
2.2.2
2.2.3
224
2.2.5
2.2.6
2.2.7
2.2.8
2.29
2.2.10
2211

Material

Verbrauchsmaterialien, Chemikalien,deeaien und Geréate
Antikorper, siRNAs, cDNA-Klone und Pem

Vektoren

Medien fur Bakterien und Hefen

Zelllinien, Hefe- und Bakterienstamme

Methoden

Generierung von chemisch kompetentedtelBian
Transformation chemisch kompeteBtterien
Plasmidisolation aus Bakterien
Agarose-Gelelektrophorese

Klonierung von cDNA-Sequenzen in Exprassvektoren
Das Prinzip des Yeast Two-Hybrid-System
Transformation von Hefezellen und Sedekauf Agarplatten
Plasmidisolation aus Hefezellen

DNA-Sequenzierung

Nukleofektion von Jurkat-Zellen

Calcium-Phosphat-Transfektion

10
12

13
13
13
17
20
21
24
25
25
25
26
26
27
28
29
30
31
13
32



2.2.12
2.2.13

2.2.14
2.2.15
2.2.16
2.2.17
2.2.18

3. Ergebnisse
3.1

3.1.1
3.1.2

3.1.3

3.14

3.1.5

3.16

3.1.7

3.1.8

3.1.9

3.1.10

3.2

Zelllyse und BCA-Assay zur Bestimmuleg Proteinkonzentration 32
Isolierung von Membran-, Zytosol- ingkleusfraktionen aus

Jurkat-Zellen 33

Koimmunprazipitation 33

SDS-PAGE und Western Blot 34

Immunfluoreszenzen 35

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 37

N-SMase-Aktivitatsmessungen 37
38

EED ist das letzte noch fehlende Gliecdsignalweg vom TNF-R1

zur nSMase?2 38
FAN und RACK1 sind keine direkten Bindgspartner der nSMase2 38
TNF induziert die Translokation von tégrimiertem EED ins
Zytoplasma und an die Zellmembran 39
TNF induziert die Translokation von egeloem EED ins
Zytoplasma und an die Zellmembran 40

EED-Translokation wird durch die N-SMadedivierungsdoméne

vermittelt 44
TNF induziert Kolokalisation von EEDdunSMase2 in
EED/nSMase2-uberexprimierendenefell 44
TNF induziert Kolokalisation von endogen EED und endogener
nSMase?2 46
TNF induziert Kolokalisation von endogenEED und endogenem
RACK1 48
EED kann mit RACK1 und nSMase2 koimmaéappitiert werden

und ist ein Bestandteil des TNF#dmplexes 50

EED wird fir die TNF-induzierte Aktivigng der nSMase2 benotigt 51
Uberexpression von konstitutiv memgedrundenem EED und
EED-Einzeldomanen ishihausreichend fur die Aktivierung der
nSMase2 53
Integrin-beta-Untereinheiten sind Kompdea der
TNF-induzierten nSMastignaltransduktion 55



3.2.1 ITGB1, ITGB2, ITGB5 und ITGBHd membranstandige
Komponenten von Jurkatlen

3.2.2 Integrine sind an der TNF-induziertédivierung der nNSMase2
beteiligt

3.3 Die Suche nach weiteren Interaktionsgantigler nSMase2

3.3.1 Yeast Two-Hybrid Screen mit der voltst@en nSMase?2 als
Koderprotein

3.3.1.1 Die erhaltenen Beuteproteine des YbBastHybrid Screens
mit der vollstandigeBMase?2

3.3.2 Yeast Two-Hybrid Screens mit Einzeldoeréider nSMase?2 als
Kdderproteine

3.3.2.1 Yeast Two-Hybrid Screen mit der retpuiachen Doméne der
nSMase?2 als Koderprotei

3.3.2.2 Yeast Two-Hybrid Screen mit der katathen Doméne der
nSMase?2 als Koderprotei

3.3.2.2.1 Auswabhl von interessanten Kandidatendam Y2H-Screen mit

der katalytischen Domdaer nSMase?2 flr Folgeuntersuchungen

3.3.2.2.2 p27BBP, LAMR1, PKCCOPB1, RBBP7 und AFTPH binden
im Y2H-System an di¢dtgtische Doméane der nSMase2 und
an die vollstandige n&d2
3.3.3  p27BBP und die nSMase?2 kolokalisieren TNF-unablggi
humanen Zellen
3.34 p27BBP und die nSMase2 kdnnen koimmampitiert werden
3.3.5 p27BBP und RACK1 kdénnen koimmunpram@pitwerden
3.3.6 p27BBP ist an der TNF-induzierten Aldiung der nSMase2
beteiligt
3.3.7 LAMR1 und die nSMase2 kolokalisieren TNF-unabhangig
humanen Zellen
3.3.8 LAMR1 und die nSMase2 kénnen koimmunjpifiert werden
3.3.9 RACK1 kann mit LAMR1 koimmunprazipitieverden

3.3.10 LAMRL1 wird nicht fir die TNF-induzierAktivierung der nNSMase?2

bendtigt

55

57
60

06

61

63

63

65

69

69

72

76

1

79

81

84

85

87



3.3.11 PKCund die nSMase?2 kolokalisieren TNF-unabhangig in

humanen Zellen 89
3.3.12 PKCund die nSMase2 kénnen koimmunprazipitiert werden 92
3.3.13 PKCund RACK1 kénnen nicht koimmunprazipitiert werden 93
3.3.14 COPB1 und die nSMase?2 kolokalisiereiBareich des

Golgi-Apparats 59
3.3.15 COPB1 kann mit der nSMase2 koimmunpitit werden 98
3.3.16 COPB1 und RACK1 kénnen nicht koimmuaazgpitiert werden 99
3.3.17 COPBL1 wird nicht fur die TNF-induzeeiktivierung der nSMase2

bendtigt 100

4. Diskussion 102

4.1 Ein membranassoziierter Multimolekulkoexpist fir

TNF-induzierte nSMag&i&ivierung verantwortlich 102
4.2 Die nSMase?2 als mdgliches Schlusselermsim

TNF-/CeramidinduzierB®XC -Aktivierung 104
4.3 Die nSMase2 und Adhasionskomplexe interag bei teilweise

gegensatzlichen Prozessn Rahmen von Proliferationsereignissen

und Krebserkrankungen 107

4.4 nSMase2-Signaltransduktion und HIV 110

5. Zusammenfassung und Ausblick 113
6. Summary and perspectives 114
7. Literaturverzeichnis 115
Danksagung 126
Lebenslauf 127
Eidesstattliche Erklarung 128

Anhang 129



Abklrzungsverzeichnis

37LRP

67LR

AFTPH

aPKC

APL

A-SMase

ATP

ATRA

BCA

BSA

CCALl (Protein), ccal (Gen)
cDNA

CKB

COP1

COPB1 (= -COP)
CPHD

CPIA
cPKC
DAPI
DD
DMEM
DMF
DMSO
DNA

dNTP
DTT
ECL
EDTA
EED
EGCG
EIF6
EZH2
EZM
FADD
FAN

Gal'
GIc’

"
HEPES

HIST3H2A

HIV

ICAM-1

IP
ITGB1/2/3/4/5/7

Abklrzungsverzeichnis

37 kDa laminin receptor precursor
67 kDa laminin receptor
Aftiphilin
atypische Proteinkinase C
anionisches Phospholipid
saure Sphingomyelinase
Adenosintriphosphat
all-trans retinoic acid
Bicinchoninsaure
bovines Serumalbumin

confluent cell-assodidte
complementary deoxyribonucleic acid
creatine kinase, brain
coatomer protein complex 1

coatomer protein complex, subunit beta 1

hypothalamusinduzierte kombinierte
Hypophysenhormondefizienz
Chloroform/Phenol/Isoamylalkohol
klassische Proteinkinase C

4 ,6-Diamidin-2-phenylindol
Todesdomane (death domain)
Dulbecco’s modified Eagle's medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid
(Desoxyribonukleinsaure)
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dithiothreitol

enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure
embryonic ectoderm development
epigallocatechin-3-0-gallate
eukaryotic translation initiation factor 6
enhancer of zeste, homolog 2
Extrazellulare Matrix

Fas-associated death domain
factor associated with neutral
sphingomyelinase activation
Galactose-supplementiert
Glucose-supplementiert
Histidin-defizient
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure

histone cluster 3, H2A

humanes Immundefizienzvirus
intercellular adhesion molecule-1
Immunprazipitation

Integrin 1/2/3/4/5/7



JNK

kDa
Ko-IP

L
LAMR1
LB

LPS
L-SMase
LT
MA-nSMase
mMRNA
NF- B
NP-40
NSD

N-SMase
nSMasel/2/3
nSMase2CD
nSMase2RD
oD

p27BBP
p38MAPK
PAGE

PBS

PBST

PCNA

PCR

PGK1

PEG

PFA

PKC , PKC, PKC/, PKC

PRC
pro-aSMase
RA
RACK1
RB
RBBP7
RIP
RNase
RPM
RPMI
S6K
SCE
SDF2L1
SDS
SIRNA
SM
SMase

SMPD1/2/3/4 (Protein), smpd1/2/3/4 (Gen)

SOB, SOC

Abklrzungsverzeichnis

c-jun N-terminal kinase
Kilodalton
Koimmunprazipitation
Leucin-defizient
laminin receptor 1
lysogeny broth
Lipopolysaccharide
lysosomale Sphingomyelinase
Lymphotoxin
mitochondrienassoziierte Sphingomyelinase
messenger ribonucleic acid
nuclear factor kappa B
Nonidet P-40
Neutrale-Sphingomyelinase-Aktivierungs-
domane
neutrale Sphingomyelinase
neutrale Sphingomyelinase 1/2/3
katalytische Domane der nSMase2
regulatorische Doméne der nSMase2
optische Dichte
p27 beta-4 integrin-binding protein
p38 mitogen activated protein kinase
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatgepufferte Salzlésung
Phosphatgepufferte Salzldsung mit Tween®
proliferating cell nuclear antigen
Polymerasekettenreaktion
phosphoglycerate kinase 1
Polyethylenglycol
Paraformaldehyd
Proteinkinase C, , /,
polycomb repressive complex
Vorstufe der sauren Sphingomyelinasen
Raffinose
receptor for activated C kinase 1
retinoblastoma
retinoblastoma binding protein 7
receptor interacting protein
Ribonuklease
rounds per minute
Roswell Park Memorial Institute medium
ribosomal S6 kinase
Sorbitol-Citrat-EDTA
stromal cell-derived factor 2-like 1
Natriumdodecylsulfat
small interfering ribonucleic acid
Sphingomyelin
Sphingomyelinase
Sphingdmpéosphodiesterase 1/2/3/4
Super Optimal Broth, SOB with catabolite
repression



S-SMase
SuUz12
SYK
TACE
TAE

TE
TEMED
TNE
TNF
TNF-R1/2
TPT1
TRADD
TRAF2
Tris

U

uPA
USP14
uv
VCAM-1
W
WAIT-1

WB
WD-Repeat
X-Gal

X-Gal
Y2H

Abklrzungsverzeichnis

sekretorische Sphingomyelinase
suppressor of zeste 12
spleen tyrosine kinase
tumor necrosis factor-converting enzyme
Tris-Acetat-EDTA
Tris-EDTA
N,N,N" N"-Tetramethylethylendiamin
Tris-NP-40-EDTA
Tumor Nekrose Faktor
Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor 1/2
tumor protein, translationally-controlled 1
TNF-R-associated death domain
TNF receptor-associated factor 2
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Uracil-defizient
urokinase plasminogen activator
ubiquitin specific peptidase 14
ultraviolett
vascular cell adhesion molecule-1
Tryptophan-defizient
WD repeat protein interacting with integrin
tails-1
Western Blot
Tryptophan-Aspartat-terminierte Struktur
5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl--D-
Galactopyranosid
X-Gal-supplementiert
Yeast Two-Hybrid



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Tumor Nekrose Faktor-Signaltransduktion

Die Tumor Nekrose Faktor-Familie umfasst eine Gauppon Zytokinen, deren
prominentestes Mitglied urspringlich als Krebszell®tendes Molekil bekannt wurde
(Aggarwal, 2003). Fast ein Jahrhundert vor der tifiererung des humanen Tumor Nekrose
Faktors beobachtete der deutsche Arzt Paul von SBrspontane Ruckbildungen von
menschlichen Tumoren nach bakteriellen InfektiorfBruns, 1887). Einige Jahre spéter
gelang es William Coley, den gleichen Effekt zuaen, indem er Patienten ein Gemisch aus
verschiedenen Bakterien, das ,Coley’s Toxin“, vez@ihte. Diese Therapie fuhrte allerdings
nicht selten zum Tod durch Fieber oder Sepsis (Cdl&93, 1896). Erst im Jahr 1944
konnten Shear et al. bakterielle Lipopolysaccha(iideS) als Ausloser der krebstétenden
Phanomene identifizieren und weitere 19 Jahre dapastulierten O Malley et al. die
Existenz eines durch LPS aktivierbaren ,tumornegmtenden Faktors® im Blutserum
(Aggarwal, 2003). Wenig spater wurde LymphotoxiiLein Tumorzellen tétendes Protein
aus Lymphozyten, beschrieben (Williams et al., 2968 1984 konnte der humane Tumor
Nekrose Faktor (TNF) erstmals kloniert werden (Remret al., 1984). Aufgrund der
dreiBigprozentigen Sequenzhomologie von TNF undwlufde TNF fortan auch als Tumor
Nekrose Faktor (TNF- ) und LT als TNF- bezeichnet. Die Beschreibung von TNF und LT
legte den Grundstein fiur die Analyse der TNF-Supuifie, die bislang 19 bekannte
Mitglieder mit 29 korrespondierenden Rezeptorenassif (Aggarwal, 2003).

Der namensgebende Tumor Nekrose Faktond seine vielfaltigen Aufgaben sind bisher am
besten untersucht. Zu seinen Funktionen zahlt gsitsrdie Initiation von Zelldifferenzierung
und -—proliferation sowie andererseits von Apoptogzie urspringlich beobachtete
Tumorzellen abtétende Eigenschaft beruht also nalft klassischer (unprogrammierter)
Nekrose (Locksley et al.,, 2001), so dass TNF eigénteinen ,Tumor Apoptose
Faktor” darstellt.

TNF wird vor allem von hamatopoietischen Zellen wignphozyten, nattrlichen Killerzellen,
Makrophagen und Monozyten sezerniert und ist echilger Regulator des Immunsystems
(Locksley et al., 2001). Das Zytokin ist an der pliwgeneseregulation sekundarer
lymphatischer Organe (Lymphknoten, Milz etc.) bdeggilasst B-Lymphozyten proliferieren
und untersttitzt die Funktion zytotoxischer Effektlen bei der Erkennung und Zerstérung
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virusbefallener Zellen (Aggarwal, 2003). TNF spigine entscheidende Rolle bei der
Eliminierung pathogener Prokaryonten, wie Listerieimd Mykobakterien, durch
Makrophagen (Gardam et al., 2003).

Eine TNF-Uberproduktion kann andererseits aber amghteilweise lebensgefahrlichen
Entzindungsreaktionen bis hin zum septischen Schiditken. Zudem ist TNF an
verschiedenen Autoimmun- und Allergieerkrankungge Morbus Crohn, Psoriasis und
Asthma beteiligt (Aggarwal et al., 2002). Ein Eitzsaon TNF als Krebstherapeutikum ist
aufgrund seiner potentiellen systemischen Toxiais nicht indiziert.

Das Zytokin wird von der sezernierenden Zelle al®-FNF hergestellt, ein in der
Plasmamembran lokalisiertes Transmembranprotein 26nkDa. Durch proteolytische
Spaltung mittels TACE (tumor necrosis factoconverting enzyme) wird das 17 kDa grol3e
reife TNF gebildet, welches sich zu Homotrimeren %4 kDa zusammenflgt und schlief3lich
von der Zelle freigesetzt wird (Moss et al, 199@ng et al., 1996).

Fur die Ubermittlung der TNF-induzierten Prozesse Innere der jeweiligen Zielzellen sind
zwei plasmamembrandurchspannende Rezeptoren vam®5/5 kDa verantwortlich, der
TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1) und der TNF-R2. Der Grd3tedier TNF-abhangigen
Signaltransduktionskaskaden wird durch die Bindwogn TNF an TNF-R1 initiiert. Von den
beschriebenen proteinbindenden Domanen in deplagmatischen Region des TNF-R1 ist
die ca. 80 Aminoséauren lange Todesdomane (DD, deattain) fir die Mehrheit der bislang
beschriebenen Funktionen zustandig (Wajant, 2003).

Durch die Bindungen des ebenfalls Todesdomanenhakémden Interaktionspartners
TRADD (TNF-R-associated death domain) an die DD @B$-R1 und von FADD (Fas-
associated death domain) an TRADD kommt es zur (Riekung und Spaltung/Aktivierung
der Procaspase 8 und somit zur Apoptose (Aggar2@03). Ein weiteres durch die
Todesdomane des TNF-R1 aktiviertes, an der lromation Zelltod beteiligtes Enzym ist die
saure Sphingomyelinase (s. Kapitel 1.2), wahrenel TNF-induzierte Aktivierung der
neutralen Sphingomyelinase (s. Kapitel 1.3) durtte eggesonderte Domane des TNF-R1
vermittelt wird (Adam et al., 1996; s. Abb.1).

Es wurde beobachtet, dass der aktivierte TNF-R14derminnerhalb von Minuten durch die
Bildung clathrinbeschichteter Vesikel endozytiegrden kann. TRADD, FADD, Caspase 8
und die saure Sphingomyelinase wurden bereitBedtandteile solcher TNF-Rezeptosomen
beschrieben (Schneider-Brachert et al., 2004).

Die Einleitung von Entziindungsreaktionen nach TNikdBng an den TNF-R1 funktioniert

durch TRADD-vermittelte Rekrutierung von verschiede Adaptorproteinen wie TRAF2
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(TNF receptor-associated factor 2) oder RIP (remapteracting protein) zum TNF-Rezeptor.
Dadurch kommt es zur Aktivierung von NIB (nuclear factor kappa B) (Wajant et al., 2003;
Aggarwal, 2003; s. Abb.1).

Extrazellularer
Bereich

Zellmembran

N\

Spalt% \
I Procaspase 8

ICaspase 8

Lysosom o

Nukleus

JV JV

Entziindung Apoptose  Entziindung

Abb.1 : Signaltransduktion durch Bindung von TNF an TNF-R1. Erlauterungen sind Kapitel 1.1, 1.2 und

1.2.1 zu entnehmen.

1.2 Die Sphingomyelinasen

Sphingomyelinasen (SMasen) gehéren zu den Phosstedisen aus der Gruppe der Typ-C-
Phospholipasen, welche Sphingomyelin (SM) zu Phodpdiin und Ceramid hydrolysieren
(s. Abb. 2). Stressinduzierte und zytokinvermige@@eramidproduktion wird zum gréf3ten
Anteil durch SMasen bewerkstelligt (Clarke et 2011a).

Sphingomyeline sind membrangebundene Phospholipi@ghingolipide werden mit

verschiedenen humanen Krankheitsbildern in Verbugdwebracht, wie beispielsweise

3
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neurologische, metabolische und Krebserkrankurgmmie Immundefekte (Zeidan und

Hannun, 2007). Bei Ceramiden handelt es sich um Splangosin und einer Fettsaure
bestehende sekundare Botenstoffe, die an einerzalielvon physiologischen Prozessen
beteiligt sind. Dazu zéhlen EntziindungsreaktioZetiwachstumsarrest, Zelldifferenzierung,
-alterung, -migration und —adhasion sowie Zelltidannun und Obeid, 2008). Ceramide
binden unter anderem an Proteinkinase, @m einen proapoptotischen Komplex zu bilden
(Wang et al., 2005).

Es gibt drei Klassen von Sphingomyelinasen, die andh des pH-Optimums ihrer

Enzymaktivitat unterschieden werden: saure, neutrahd alkalische SMasen. Beim

Menschen sind bislang funf Gene beschrieben wordierfiir eine alkalische, zwei saure (A-
SMasen) und drei neutrale Sphingomyelinasen (N-&R)akodieren (Schissel et al., 1998;
Clarke et al., 2011a).

Die alkalische SMase ist vor allem im basischeniddildes Dinndarms aktiv (Duan et al.,
1995). Das A-SMase-Gen smpd1 (sphingomyelin phadipeterase 1) kodiert flr das Protein
pro-aSMase, welches zu zwei unterschiedlichen Astvaheranreift, der endo- bzw.

lysosomalen L-SMase und der sekretorischen S-SNiaskissel et al.,, 1998). A-SMase-
Defizienz fuhrt unter anderem zum Niemann-Pick-3gnd bei dem es zu Organdefekten
durch Sphingomyelinanreicherungen kommt (Clarkal.¢2011a). Neutrale SMase-Aktivitat

wurde initial in Niemann-Pick-Patienten entdeckg ttotz A-SMase-Defekt Sphingomyelin

bei neutralem pH umsetzen konnten (Schneider ummhé&ay, 1967).

Sphingomyelin

H 0
. NCHS)s
MD—|l—ON 3

l Sphingomyelinase
OH
H o +
/‘“‘»\/\./\N\A/\,/l\[/crlzc " N (CHs)s
HO—p— o~

NH |
\/\/\/W\W 5
O

Ceramid Phosphocholin

Abb. 2: Spaltung von Sphingomyelin zu Ceramid und Rosphocholin.Verandert nach Zumbansen, 2001

4
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1.2.1 Neutrale Sphingomyelinasen

Neutrale Sphingomyelinasen stellen eine ubiquigirdtigte Enzymgruppe dar, die Gber das
Tierreich hinaus auch bei Pilzen und sogar bei &wanten nachzuweisen sind. Auf
molekularer Ebene sind die verschiedenen N-SMaberdiags wenig homolog (Yamada et
al., 1988; Clarke et al, 2011a). Obwohl neutraleaS&iAktivitat in menschlichen Geweben
bereits seit den sechziger Jahren bekannt ist stdmund Kennedy, 1967), konnte erst 30
Jahre spater die erste N-SMase aus Saugern klaveeden (Tomiuk et al., 1998). Die Kfg
abhangige neutrale Sphingomyelinase 1 (nSMasedth, Sphingomyelinphosphodiesterase 2
(SMPD2) genannt, zeigtm vitro SMase-Aktivitat, stellte sich abeén vivo als lyso-PAF-
Phospholipase heraus, die unter physiologischeninBedgen lyso-PAF anstelle von
Sphingomyelin als Substrat umsetzt (Sawai et 89}

Zwei Jahre nach der nSMasel wurde eine weiter&-slthangige neutrale SMase kloniert,
die nSMase2 oder SMPD3. Das smpd3-Gen kodiert dowolder Maus als auch im
Menschen fur ein Protein von 655 Aminosauren und¢Da. Die nSMase2 besteht aus einer
fur N-SMasen charakteristischen C-terminalen kétdgen Doméne und einer
kollagenahnlichen regulatorischen Doméne mit zwetefhinalen membranassoziierten

hydrophoben Segmenten (Hofmann et al., 2000; s. 3pb

Regulatorische Katalytische
MD == MD )— o o
Domaéane Domane

Abb. 3: Domanenstruktur der nSMase2 MD: membranassoziierte Doméane

Dieses Enzym stellte sich als echte Sphingomyeddiradme lyso-PAF-Affinitat heraus, die
unter pH-neutralen Bedingungen (pH-Optimum: 7)vitro und in vivo Sphingomyelin
hydrolysiert. Sie entspricht somit der biochemisblarakterisierten N-SMase (Marchesini et
al., 2003, Clarke et al., 2006).

Die nSMase2-Knockout-Maus zeichnet sich unter ardedurch schwere Wachstums- und
Knochenbildungsstérungen aus. Aul3erdem zeigt siedgerte Geschlechtsreife aufgrund
einer hypothalamusinduzierten kombinierten Hypophiwrmondefizienz (CPHD). Die
nSMase2 wird in dem Zusammenhang als essentiell diégr korrekte Funktion der

hypothalamischen neurosekretorischen Nervenzedeadhtet (Stoffel et al., 2005).
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Durch Experimente mit menschlichen neuronalen Aelerde die nSMase2 zudem mit der
Entstehung der Alzheimer-Krankheit in Verbindungbigeht. Die Verringerung der
nSMase2-Expression durch RNA-Interferenz verhiredernt Zellkultur die zytotoxischen
Auswirkungen der (bei Alzheimer-Patienten im Gehatogelagerten) -Amyloide. Zudem
nahm deren Bildung und Sekretion durch pharmakstdgi nSMase2-Inhibition deutlich ab
(Clarke et al., 2006).

Aufgrund ihrer hohen Expression in Zellen des Zaetr Nervensystems wurde die nSMase2
urspranglich im Gehirn identifiziert und darauf diversen anderen Zelltypen, zunachst
intrazellular im Bereich des Golgi-Apparats. (Hofmaet al., 2000, Stoffel et al., 2005,
Gassert et al, 2009). Das Enzym ist auRerdem impfagma endosomenassoziiert und an der
Zellmembran lokalisiert. Dank ihrer N-terminalendngphoben Domanen, die sich fest in der
zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran verakkamen, ist die sphingomyelinhaltige
Zellmembran wahrscheinlich die wichtigste Wirkungse der nSMase2. (Clarke et al., 2006;
Milhas et al., 2009). Entsprechend wurden eine aon@de nSMase2-Akkumulation an der
Zellmembran und gesteigerte nSMase2-Expression dobtdt, wenn MCF-7-
Brustkrebszellen von subkonfluentem Wachstum inkemfluentes Stadium tbergingen. Die
nSMase2 stellte sich in diesem Zusammenhang alsmittlar von Kontaktinhibition und
Zellzyklusarrest in der §Phase heraus (Marchesini et al., 2004). Schon der
Identifizierung der humanen nSMase2 wurde die lspoadierende cDNA der Ratte als ccal
(confluent cell-associated 1) isoliert und ebesfals essentiell fir Kontaktinhibition in 3Y1-
Zellen beschrieben (Hayashi et al., 1997). Eineraktion der membranassoziierten nSMase2
mit Adh&sionsmolekilen wie Integrinen und derem8iggegen war dadurch naheliegend (s.
Kapitel 1.5).

N-SMasen werden durch anionische Phospholipide ¢A\Plkie z.B. Phosphatidylserin
aktiviert. Dartber hinaus wurde TNF als wichtigateener N-SMase-Aktivator identifiziert
(Clarke et al., 2011a). TNF-abhangige Aktivierungr hSMase2 ist unter anderem an
Entzindungsprozessen beteiligt (s. Abb.1) und fihrt diesem Zusammenhang zur
Expression von Adhasionsmolekilen (s. Kapitel 1g38MAPK (p38 mitogen activated
protein kinase) agiert dabei als Regulator der BMifulierten nSMase2-Aktivierung
(Clarke et al., 2007).

nSMase2-Aktivierung wurde aul3erdem mit TNF-verrtigte Apoptose in Verbindung
gebracht (s. Abb.1). Mit dem nSMase2-Inhibitor GW@48konnten in MCF-7-Zellen
verschiedene Stadien der TNF-induzierten ApoptaseGkiromatinkondensierung, Caspasen-

Aktivierung und die Bildung apoptotischer Korperohahibiert werden. Dadurch wurde die
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Rate des Zelltods nach TNF-Stimulation gesenkt €ridb et al., 2002). nSMase2-
Uberexpression erhohte auch die stauroporin- undangdinduzierte Zelltodrate in
Oligodendromzellen, und Herunterregulation der nS&2amittels siRNA blockierte komplett
die H,O-induzierte Apoptose in Endothelzellen der Aortaid@m konnten in primaren
Leberzellen die basale und InterleukirHhduzierte Phosphorylierung der fir
Stresssignalweiterleitung wichtigen c-Jun-KinaséhK) durch nSMase2-Uberexpression
erhoht werden (Clarke et al., 2006).

Aul3er durch TNF und APLs kann die nSMase2 durch ((Rékinase plasminogen activator)
aktiviert werden. In diesem Zusammenhang ist sis¢M#dnse und Uberlebens-Signalwegen
beteiligt (Maupas-Schwalm et al., 2009).

Die nSMase2 wird bei Virusinfektionen von Lymphacayt verstarkt aktiviert. Nach
Infizierung mit dem Masernvirus wurden durch dieM#8e2 in Jurkat- und primaren T-
Zellen gréRere Ceramidmengen im Zellmembranbegattidet. Durch RNA-Interferenz mit
nSMase2-siRNA konnte dieser Effekt inhibiert werd&assert et al., 2009). Ferner wurde
eine gesteigerte N-SMase-Aktivitdt durch gpl20, ehHhdllprotein des humanen
Immundefizienzvirus, beschrieben (Jana et al., 004

Inzwischen ist eine dritte humane N-SMase entdecktlen. Die nSMase3 (bzw. SMPD4)
zeigt kaum Homologie zu anderen Enzymen der N-ShNfaseilie. Sie ist weder an der
Zellmembran noch im zytosolischen Bereich idengfizworden, sondern scheint stattdessen
auf das Endoplasmatische Retikulum und den Golgiadat beschrankt zu sein. Die
nSMase3 wurde initial als weitere echte N-SMasehrésben (Krut et al., 2006). Neueste
Studien widersprechen jedoch dieser These, demwidR-7- und HEK-Zellen (embryonale
Niere) konnten wedem vitro- noch in vivo-N-SMase-Aktivitat der nSMase3 festgestellt
werden. Zudem beruhte die N-SMase-Aktivierung durbh- in den untersuchten Zellen auf
der Aktivitdt der nSMase2 und nicht der nSMase@. IlBMase3 scheint demnach nicht direkt
an der Hydrolyse des plasmamembrangebundenen Spmyetins beteiligt zu sein (Clarke et
al., 2011b). Eine vierte neutrale Saugetier-SMastedie mitochondrienassoziierte N-SMase
(MA-nSMase), die dem Namen entsprechend mitochendpezifisch lokalisiert und im

Menschen bislang unbeschrieben ist (Clarke ep@l.1a).
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1.3 TNE-induzierte N-SMase-Signaltransduktion

N-SMase-Aktivierung durch TNF wird, anders als BikSMase-Aktivierung, nicht tber die
Todesdomanen des TNF-R1, sondern Uber eine gesentwrazellulare Sequenz, die
Neutrale-Sphingomyelinase-Aktivierungsdomane (NS@jmittelt (s. Abb. 4). Unter den
zytoplasmatischen TNF-R1-Domanen stellte sich dsbMils essentiell und ausreichend fur
die TNF-vermittelte N-SMase-Aktivierung heraus. 3iesteht aus 11 Aminosduren und
befindet sich an Position 309-319 des Rezeptorsuffdt al., 1996).

Mittels Yeast Two-Hybrid-System (Y2H) konnte eiroRin identifiziert werden, das auch in
humanen Zellen spezifisch an die NSD des TNF-Rergjtindet. Das Molekul fungiert als
Vermittler der TNF-induzierten N-SMase-Aktivierungnd wurde daher FAN, fir ,factor
associated with neutral SMase activation®, gengAdam-Klages et al., 1996).

FAN erwies sich als essentiell fir die N-SMase-witiung durch TNF. Dementsprechend
zeigten Thymozyten aus FAN-Knockout-Mausen erwasgemal nur die basale, aber keine
TNF-induzierte N-SMase-Aktivierung. Die Wundheilungch epithelialen Verletzungen ist
bei diesen Tieren verlangsamt und ihre Fibroblasteisen vergréRerte Lysosomen auf
(Kreder et al., 1999; Mohlig et al.,, 2007). Zudenmds wesentliche TNF-induzierte
inflammatorische Prozesse wie Interleukin-6-Expoessind Neutrophilen-Rekrutierung zu
Entzindungsherden bei FAN-defizienten Mausen bewhtigt. Es ist entsprechend
wahrscheinlich, dass die TNF-induzierte N-SMasepAdtung an diesen Prozessen beteiligt
ist und dass die beschriebenen Symptome der Mauwded@® Unterbrechung der
Signalkaskade zuriickzufiihren sind (Montfort et2009).

FAN gehdrt zu den WD-Repeat-Proteinen. WD-Repeatd son Tryptophan (W) und
Aspartat (D) terminierte Strukturen aus etwa 40 AwesBuren, die sich zu propellerartigen
Motiven formen und beispielsweise der Bindung adea@ Proteine dienen (Smith et al.,
1999). Ein Y2H-Screen mit FAN als Koderprotein edite ein zweites WD-Repeat-Protein
als direkten FAN-Bindungspartner. RACK1 (receptor fctivated C kinase 1), das aus
sieben WD-Repeats mit einem Molekulargewicht vasgesamt 36 kDa besteht, stellte sich
als weitere Komponente der N-SMase-Signaltransdonkin Saugerzellen heraus und ist
ebenfalls an der TNF-induzierten N-SMase-Aktivigguoreteiligt (Tcherkasowa et al., 2002).
RACK1 ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, das zahlreichen intrazellularen Prozessen
beteiligt und als Bestandteil von eukaryontischdmBomen beschrieben worden ist (Nilsson
et al., 2004). Das Protein liegt jedoch nicht mer gytoplasmatisch vor, sondern auch an der

Plasmamembran, wo es einerseits mit FAN interagied zudem aktivierte Mitglieder der



Einleitung

cPKCs (klassische Proteinkinasen C) rekrutiert, demen vorzeitige Degradierung zu
verhindern. TNF-induzierte cPKC-Translokation fuoktert allerdings RACK1-unabhangig
und ist daher wohl keine Folge der N-SMase-Sigaa#tduktion (M6hlig et al., 2007).

Der Ablauf der N-SMase-Aktivierung stromabwarts d&F-R1-FAN-RACK1-Kaskade und

die darin involvierten Komponenten waren bislangekannt (s. Abb. 4).

Extrazellularer TNF-R1

Bereich

Zellmembran

N-SMase

| ceramid__

Abb. 4: N-SMase-Aktivierung durch Bindung von TNF an TNF-R1. N-SMase-Aktivierung durch TNF wird
Uber eine Signalkaskade vermittelt, bei der FANdtibutiv an die NSD des TNF-R1 und RACK1 an FAN
bindet. Der weitere Verlauf der Signalkaskade ziésc RACK1 und der N-SMase war jedoch bislang
unbekannt.

1.4 Embryonic Ectoderm Development

Unter den bekannten N-SMasen stellt die nSMase2vdsentliche, eventuell sogar einzige,
durch TNF aktivierbare N-SMase beim Menschen ddarke et al., 2006; 2011b). Um
Interaktionspartner dieses Enzyms zu finden, wurd&orfeld zu dieser Doktorarbeit in der
Arbeitsgruppe von Professor Dr. Dieter Adam, lastftir Immunologie der CAU Kiel, ein
Yeast Two-Hybrid Screen mit einer verkirzten Vaamler nSMase2 als Koderprotein
durchgefuhrt. Dieser ergab als potentiellen Bindyagtner das Protein EED (embryonic
ectoderm development).

EED ist ein WD-Repeat-Protein, das wie RACK1 au&/[3-Repeats besteht (Peytavi et al.,
1999). Weitere arbeitsgruppeninterne Y2H-Studienvaischiedenen Deletionsmutanten von
EED, nSMase2 und RACKL1 ergaben, dass EED mit seaineinN-terminalen WD-Repeats
sowohl an die nSMase?2 uber deren katalytische Derabnauch an RACKL1 Uber dessen vier

9
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C-terminale WD-Repeats binden kann. Dadurch wurl® Eu einem viel versprechenden
Kandidaten fur ein weiteres Mitglied der TNF-akésten nSMase2-Signalkaskade.

Humanes EED existiert in vier bekannten, aus deeseimRNA translatierten Isoformemd
gehort zur Familie der Polycomb-Group-Proteine (#ichev et al., 2004). Diese bilden
chromatinmodifizierende Komplexe mit transkriptiaongerdriickender Wirkung. Man
unterscheidet zwei Komplexgruppen, den polycombasgive complex 1 (PRC1) und PRC2.
EED ist neben EZH2 (enhancer of zeste, homologn@)SIJZ12 (suppressor of zeste 12) ein
fester Bestandteil des PRC2 (Simon et al., 200RLRvermittelte Transkriptionssuppression
ist unter anderem essentiell fur korrekte Fotalekwng, EED-Knockout-Mause sind
entsprechend embryonal letal (Sauvageau et alg)200

Polycomb-Group-Proteine wie EED sind Uberwiegen#lgdr lokalisiert. EED und EZH2
bilden jedoch auch im Zytoplasma Komplexe zur Kolfgr der Aktin-Polymerisation,
beispielsweise im Rahmen von Antigen-Rezeptor-Qwggiterleitungen bei T-Zellen (Su et
al., 2005). AuRerdem ist EED in Integrin-Signalgdnktion involviert. Humanes EED wurde
ursprunglich unter dem Synonym WAIT-1 (WD repeaitpin interacting with integrin tails-1)
bekannt, da es an di€7-Untereinheit von Integrinen binden kann (Rietzé¢ral., 1998).
Integrinaktivierung bewirkt in Jurkat- und HelLa-l&#l eine ausgepragte Translokation von
nukledrem EED an die Plasmamembran. Ein &hnliclhenslokationsprozess wurde durch
DNA-Injektion fur das HIV-Protein Nef bewirkt, wdles EED ebenso wie RACK1 im
Zytoplasma bindet (Witte et al., 2004; Gallina let2001).

1.5 Integrine und integrinassoziierte Molekiile alandgliche Bestandteile der N-SMase-

Signaltransduktion

Integrine sind Zelladhasionsmolekile, die bei Metazdie Anhaftung an die extrazellulare
Matrix (EZM), Zellmigration, -wachstum, -differereruing sowie Apoptose kontrollieren und
dadurch essentiell fur die Ontogenese sind. Alddekeile von immunologischen Synapsen
zwischen Zellen des Immunsystems sind Integrineerseits an Immunitat und
Entzindungsprozessen beteiligt, andererseits aiobran Krankheitsbildern wie Thrombosen,
Autoimmunitdt und Neoplasie. Integrine sind Hetemuete aus einer - und einer -
Untereinheit, die aus je einer grol3en extrazekwaddomane, einer Transmembrandoméne

und einem zytosolischen Schwanz bestehen (Hyné2)20
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Integrin-Signaltransduktion kann in zwei Richtungesrfolgen. Beim ,Inside-Out-
Signalling” binden intrazellulare Aktivatoren wiealln oder Kindlin an die zytosolische
Domane der Integrin-Untereinheit. Die daraus resultierende Integrin-
Konformationsanderung fuhrt zu gesteigerter Bindafignitat an extrazellulare Liganden
wie Fibrinogen, Fibronektin oder Kollagen. Dadurkbinnen Adh&sionskréafte verstarkt,
integrinabhangige Zellmigration gesteuert und didEemodelliert werden. Beim ,Outside-
In-Signalling” fungieren Integrine als klassischerailsmembranrezeptoren, die durch
extrazellulare Ligandenbindung Signale zur Kon&oWon Zellpolaritat und Zellschicksal
Ubermitteln (Shattil et al., 2010).

Integrine, im untersuchten Fall Integriv' 3, werden fiir nSMase2-Aktivierung durch uPA
benttigt (Maupas-Schwalm et al.,, 2009). Mehrere digtu weisen auch auf einen
Zusammenhang von Integrinen und damit assoziigvtelekillen mit der TNF-abhangigen
nSMase2-Aktivierung hin.

Die Adhasionsmolekile VCAM-1 (vascular cell adhesionolecule-1) und ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1) sind als Ligan fir Integrine (4 1 bzw. L 2) an
Adhasions- und Migrationsprozessen von LeukozytgrEintziindungen beteiligt (Barreiro et
al., 2002). Durch nSMase2-Herunterregulation wutdge TNF-stimulierte Expression von
VCAM-1 und ICAM-1 drastisch vermindert (Clarke at, 2007). TNF kann aul3erdem
Integrine aktivieren und dadurch eine verstarktbadbasion bewirken, beispielsweise durch
Aktivierung von ITGB2 (Integrin 2) bei Neutrophilen (Bouaouina et al., 2004). DURMA-
Interferenz mit nSMase2-siRNA konnte die TNF-ingute Adhasionssteigerung deutlich
reduziert werden (Clarke et al., 2007).

ITGB1, ITGB2 und ITGB5 sind ebenso wie die nSMas#igekt an TNF-vermittelter
Apoptose beteiligt und p38MAPK reguliert sowohl Tiieluzierte nSMase2-Aktivierung als
auch Downstreameffekte von ITGB1 und ITGB2 (Avdagt2001; Chen et al., 2007; Clarke
et al., 2007; Sato et al., 2005; Ramgolam et L2 Dieselben Integrin-Untereinheiten (1,

2 und 5) binden zudem an die nSMase2-Signalwegstanamte RACK1 (Liliental et al.,
1998), wahrend das potentiell nSMase2-bindende &lDntegrin 7 interagiert (Liliental et
al., 1998; Rietzler et al., 1998). ITGB1, ITGB2,GB5 und ITGB7 sind dementsprechend
besonders wahrscheinlich als mdogliche stabilisaetaktivierende Komponenten der

nSMasez2-Signaltransduktion.
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1.6 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte der bislangollstdndig beschriebene N-SMase-
Signaltransduktionsweg molekular und funktioneth@dcharakterisiert werden.

Zu diesem Zweck sollten mittels Hefe-2-Hybridsystenih der vollstandigen nSMase2 sowie
mit ihrer regulatorischen und der katalytischen Bom als Kdderproteine mogliche neue
Komponenten der Signalkaskade ermittelt und dieraktionen in der Hefe kontrolliert
werden. Interessante Kandidaten sollten mittels  okalisationsstudien,
Koimmunpréazipitationen und N-SMase-Aktivitatsuntersungen als Bestandteile der TNF-
abhangigen N-SMase-Signaltransduktion in humandlerzentersucht und gegebenenfalls
verifiziert werden.

Das Polycomb-Group-Protein EED konnte in der Heéeelts im Vorfeld als moglicher
Interaktionpartner von sowohl der neutralen Sphingelinase 2 als auch der
Signalwegskomponente RACKZ1 identifiziert werden. &dlte daher ebenfalls Uberpruft
werden, ob, wie und unter welchen Bedingungen EBEDder TNF-induzierten nSMase2-
Aktivierungskaskade beteiligt ist.

Integrine sollten als weitere potentielle Kandigataittels Immunfluoreszenz- und RNA-
Interferenzstudien ebenfalls auf eine Funktion isMase-Signaltransduktionsweg Uberprift

werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien, Chemikalien,

Reagenaeund Geréate

Tabelle 1: verwendete Verbrauchsmaterialien

Material:

Firma:

6-Kavitaten-Platte

Greiner Bio-One, Frickenhausen

12-Kavitaten-Platte

Greiner Bio-One, Frickenhausen

96-Kavitaten-Platte

Nunc, Wiesbaden

Amersham™ Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Minchen

Cryo-Reaktionsgefalle

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Deckglaschen (18 x 18 mm)

Menzel, Braunschweig

Einweg-Skalpelle Nr. 10, 11

Feather Safety Razar Osaka, Japan

Filtropur S 0,22 um-Sterilfilter

Sarstedt, NUmbrech

gestopfte Pipettenspitzen (10 puL/100 pL/
1000 pL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

ImmunoSelect® Adhesion Slides

Squarix, Marl

HMACS™ Separation Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Mundschutz

Dahlhausen & Co., KéIn

Nitrozellulosemembran

Biometra, Gottingen

Objekttrager (76 x 26 mm)

Menzel, Braunschweig

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, US

A

Petrischalen (100 mm/200 mm)

Nunc, Wiesbaden

Pipettenspitzen (10 uL/100 puL/200 pL/100
ML)

0Greiner Bio-One, Frickenhausen

Plastik-Zellschaber

Corning, Schiphol-Rijk, Netlagdis

Reaktionsgefalie (0,5 mL/1,5 mL/2 mL)

Sarstedt, Ni@itnt

Spitzbodenréhrchen mit Schraubdeckel (1
mL/50 mL)

bGreiner Bio-One, Frickenhausen

sterile Pipetten (1 mL/5 mL/10 mL/25 mL/
50 mL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Steritop® 0,22 um Vakuum-Sterilfilter

Millipore, Baalbach

Whatman-Filterpapier

Whatman, Dassel

Zellkulturflaschen (650 mL)

Greiner Bio-One, Frickmusen

Zellkulturschalen (100 mm)

BD, Heidelberg

13



Material und Methoden

Tabelle 2: verwendete Chemikalien, Reagenzien undits:

Chemikalie: Firma:

10 x Trypsin/EDTA in 10 x PBS Biochrom, Berlin
2-Propanol Roth, Karlsruhe
Aceton Merck, Darmstadt

Albumin bovine Fraktion V, pH 7,0 (BSA)

SERVA, Heidelberg

Albumin Standard

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Aminosauren, Uracil

Sigma, Taufkirchen

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma, Taufkirchen

Ampicillin PAA Laboratories, Colbe
Adenosintriphosphat (ATP) Merck, Darmstadt
-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt

Bacto Agar, Bacto Trypton, Bacto Hefe-
Extrakt, Difco® Yeast Nitrogen Base w/o
amino acids

BD, Heidelberg

Big Dye® Terminator Sequenzier-Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

Bis-Acrylamid (40% wi/v)

SERVA, Heidelberg

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

Circle Grow®

Q-BlOgene, Heidelberg

Chloroform

Sigma, Taufkirchen

Chloroform/Phenol/Isoamylalkohol (CPIA)

Invitrogen, Darmstadt

Click RPMI 1640 Zellkulturmedium

AppliChem, Darmstadt

Complete® Protease-Inhibitor-Cocktail-
Tabletten

Roche, Mannheim

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Calbiochem, San Diego, USA

Dithiothreitol (DTT)

Sigma, Taufkirchen

DMEM High Glucose mit 4,5 g/L Glc; mit
oder ohne L-Glutamin/25 mM HEPES

Invitrogen, Damaudst

DNA Standard GeneRulEf 100bp

Fermentas, St. Leon-Roth

dNTP-Mischung

Bioline, Luckenwalde

Dye EX™ 2.0 Spin Columns Kit

Qiagen, Hilden

Enhanced Chemiluminescence Reagents
(Amersham™ ECL Western Blotting
Detection Reagents)

GE Healthcare, Minchen

Enhanced Chemiluminescence Reagents
(Amersham™ ECL Plus Western Blotting
Detection Reagents)

Plus

GE Healthcare, Minchen

Ethanol

Roth, Karlsruhe

fotales Kalberserum

Biochrom, Berlin

Gibco® DMEM Zellkulturmedium

Invitrogen, Darmstadt

Glucose

Merck, Darmstadt

Glycin Roth, Karlsruhe
HEPES Sigma, Taufkirchen
Immersionsol CARL ZEISS, Oberkochen

Kaliumchlorid, weitere Salze

Merck, Darmstadt

L-Glutamin 200 mM (100x)

PAA Laboratories, Colbe
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Leupeptin

Merck, Darmstadt

Lyticase

Sigma, Taufkirchen

M9-Minimalsalze, 5 x

Sigma, Taufkirchen

MACSelect™ KX — Transfected Cell
Selection Kit

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Magermilchpulver

Frema Reform, Lineburg

Magnesiumchlorid

Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfat

Merck, Darmstadt

Methanol

Roth, Karlsruhe

Minimal SD Agar Base, Minimal SD Agar
Base Ga/RA

Clontech, Mountain View, USA

HMACS™ Protein G MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

N,N,N" N"-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

SERVA, Heidelberg

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Natriumfluorid

Sigma, Taufkirchen

NP-40 Detergenz

Thermo Fisher Scientific, Bonn

NucleoSpin® Extract Il

Macherey & Nagel, Diren

Page Rulet Prestained Protein Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt

PBS (phosphate buffered saline)

Biochrom, Berlin

PEG 4000

Serva, Heidelberg

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories, Colbe

Pepstatin

Merck, Darmstadt

PeqGOLD® Universal-Agarose

Peglab, Erlangen

Pierce® BCA Protein Assay Reagenz A

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Pierce® BCA Protein Assay Reagenz B

Thermo Fisher Scientific, Bonn

proLong® Gold Antifade-Reagenz mit DAR

linvitrogen, Darmstadt

QIAprep® Spin Maxiprep Kit Qiagen, Hilden
QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

Restriktionsendonukleasen und Puffer

Fermentas, St. Leon-Roth

Salmon-Sperm-DNA

Sigma, Taufkirchen

Salzsaure (HCI) 37% (v/v)

Merck, Darmstadt

SDS (Natriumdodecylsulfat)

SERVA, Heidelberg

RNase A

Qiagen, Hilden

RPMI 1640

Invitrogen, Darmstadt

T4-DNA-Ligase, 10 x T4-DNA-Ligase-
Puffer

Invitrogen, Darmstadt

TNF (2 mg/mL)

BASF Bioresearch, Ludwigshafen

Transfektions-Kit (Amaxa® Cell Line
Nucleofector® Kit V)

LONZA, Basel, Schweiz

Tri Dye™ 1 kb DNA Ladder

Biolabs, Ipswich, USA

Tris Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tween® 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Wasserstoffperoxid 30% (v/v)

Roth, Karlsruhe

X-Gal

Biomol, Hamburg

Tabelle 3: verwendeteGerate

Gerat:

Firma:

3130 Genetic Analyzer

Hitachi, Wiesbaden

Agarose-Gelelektrophoresekammern
HORIZON 58, HORIZON 11-14

Gibco, Gaithersburg, USA

Autoklav

CS Webeco, Selmsdorf

Brutschrank

Model 3336 Forma Scientific, Waltham, USA
Cytofuge 2 IRIS Sample Processing, Berlin
Eismaschine Scotsman Ice Systems, Pogliano Milanese,
Scotsman® AF100 Italien

Entwicklermaschine

CP 1000 AGFA, Disseldorf

Feinwaage

A120S Sartorius, Gottingen

GelgielRvorrichtung

Biometra, Gottingen

grof3e Kuhlzentrifuge
6K10

Sigma Laborzentrifugen, Osterode

Heizblock
Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg

Hochgeschwindigkeitszentrifuge
Avanti J-25 |, Rotor JA-10 / JA-25.50

Beckmann GeylUSA

inverses Mikroskop
Axiovert 135

Zeiss, Gottingen

kleine Kuhlzentrifuge
5417R

Eppendorf, Hamburg

konfokales Laserscanning-Mikroskop
LSM 510 Meta

Zeiss, Gottingen

Magnetrtihrer mit Heizplatte

RCT basic IKA Labortechnik, Staufen
Magnetstander

OctoMACS™ Separator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Multimixer

Luckham Multimixer MM1

Sternkopf Laborausruster

NanoDrop® Spectrometer ND-1000

PegLab, Erlangen

Neubauer Zellzahlkammer (0,1 mm Tiefe)

Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen

Amaxa® Nucleofector® Il

LONZA, Basel, Schweiz

PCR-Maschine
Thermocycler triothermoblock T3000

Biometra, Gaien

pH-Elektrode pH325

WTW, Weilheim

Photometer
Infinite M200

Tecan Trading, Mannedorf, Schweiz

Pipettenstander

Eppendorf, Hamburg
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Pipettierhilfe
pipetus®-akku

Hirschmann Laborgerate, Hamburg

Proteinblotting Kammer
Mini Protean 1™

Bio-Rad, Miinchen

Rontgenkassette

IEC 60406 MS Laborgerate, Heidelberg
Schtteltisch

WT12 Biometra, Gottingen

SDS-PAGE-Kammer
Mini Protean IITM

Bio-Rad, Miinchen

Spannungsquelle
PowerPac 300

Bio-Rad, Miinchen

sterile Werkbank
LaminAir HA2472GS

Heraeus, Osterode

Tischzentrifuge
1080491

Kisker Biotech, Steinfurt

UV-Geldokumentationssystem

Intas, Gottingen

Vortex

Genie 2 Bender & Hobein, Zirich, Schweiz
Waage

APX-1502 Denver Instrument, Gottingen

Wasserbad (grof3)

1003 Gewerkschatt fur Labortechnik, Burgwedel
Wasserbad (klein)

C1l Thermo Scientific, Waltham, USA
Wasserfilteranlage Milli-Q Millipore, Schwalbach

Wasserkocher Petra® electric, Burgau

Zentrifuge

Megafuge 1.0

Heraeus, Osterode

2.1.2 Antikdrper, sSiRNAs, cDNA-Klone und Primer

Tabelle 4: verwendete Antikérper

Zielprotein/-spezies:

Firma / Artikelnummer:

Herkunft (Spezies)

Aktin

Santa Cruz, Heidelberg /
sc-1615

Ziege, polyklonal

-COP (COPB1)

Abcam, Cambridge (GB) /
ab2899

Kaninchen, polyklonal

Abcam, Cambridge (GB) /

EED ab4469 Kaninchen, polyklonal
Santa Cruz, Heidelberg / .

EED 5c-28701 Kaninchen, polyklonal

EED Millipore, Schwalbach / Maus, monoklonal

05-1320

EIF6/p27BBP

BD, Heidelberg /
611120

Maus, monoklonal
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FLAG

Sigma, Taufkirchen /
F1804

Maus, monoklonal

H-2K" (FITC-markiert)

Miltenyi, Bergisch Gladbach /
130-091-986

Maus, monoklonal

Histon H3

Abcam, Cambridge (GB) /
ab1791

Kaninchen, polyklonal

ITGB1 (CD18)

BD, Heidelberg /

Maus, monoklonal

610467
Origene, Darmstadt / .
ITGB2 TA300794 Kaninchen, monoklonal
Abnova, Heidelberg /
ITGB5 HO00003693-MO1. Maus, monoklonal
ITGB7 Abnova, Heidelberg / Maus, polyklonal

HO00003695-B01

Kaninchen (Peroxidase-

markiert)

Jackson, Suffolk (GB) /
115-035-114

Ziege, polyklonal

Kaninchen (Alexa Fluor
488)

Molecular Probes, Darmstadt /
A-21206

Esel, polyklonal

Kaninchen (Alexa Fluor
555)

Molecular Probes, Darmstadt /
A-31572

Esel, polyklonal

Santa Cruz, Heidelberg /

LAMR1 5C-20979 Kaninchen, polyklonal
Enzo, Lorrach /

LAMR1 ALX-804-620 Maus, monoklonal

Maus (Peroxidase- Jackson, Suffolk (GB) / Ziege. polvklonal

markiert) 115-035-146 ge, poly

Maus (Alexa Fluor 488)

Molecular Probes, Darmstadt /
A-21202

Esel, polyklonal

Maus (Alexa Fluor 546)

Molecular Probes, Darmstadt /
A-11003

Ziege, polyklonal

myc (C-myc)

Santa Cruz, Heidelberg /
sc-789

Kaninchen, polyklonal

nSMase2 (SMPD3)

Santa Cruz, Heidelberg /
Sc-166637

Maus, monoklonal

nSMase2 (SMPD3)

Santa Cruz, Heidelberg /
sc-67305

Kaninchen, polyklonal

nSMase2 (SMPD3)

Santa Cruz, Heidelberg /
SC-67692

Ziege, polyklonal

PKC - C24E6

Cell Signaling, Frankfurt a. M. /
9368

Kaninchen, monoklonal

PKC

Cell Signaling, Frankfurta. M. /
9372

Kaninchen, polyklonal

Pan-Cadherin

Abcam, Cambridge (GB) /
ab16505

Kaninchen, polyklonal

RACK1

Santa Cruz, Heidelberg /
Sc-17754

Maus, monoklonal

Tubulin ()

Abcam, Cambridge (GB) /
ab7291

Maus, monoklonal

Ziege (Peroxidase-
markiert)

Jackson, Suffolk (GB) /
115-035-108

Maus, polyklonal
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Ziege (Alexa Fluor 555)

A-21432

Molecular Probes, Darmstadt /

Esel, polyklonal

Tabelle 5: verwendete siRNAs

Gen: Firma / Artikelnummer: SiRNA-ID: Sorte:

Ambion, Darmstadt / Silencer Select®
COPBL 4427038 S3373 Validated
EED Ambion, Darmstadt / 115461 Silencer®
(EED-siRNA 1) AM16807 Pre-designed
EED Ambion, Darmstadt / 115462 Silencer®
(EED-siRNA_2) AM16807 Pre-designed

Ambion, Darmstadt / Silencer Select®
EIF6/p27BBP 4390824 57586 Validated
ITGB1 Ambion, Darmstadt / 288624 Silencer®
(ITGB1-siRNA_1) AM16807 Pre-designed
| ITGB1 Ambion, Darmstadt / 288622 Silencer®
(ITGB1-siRNA_2) AM16807 Pre-designed
ITGB1 Ambion, Darmstadt / 112293 Silencer®
(ITGB1-siRNA_3) AM16807 Pre-designed
ITGB2 Ambion, Darmstadt / 105999 Silencer®
(ITGB2-siRNA_1) AM16807 Pre-designed
ITGB2 Ambion, Darmstadt / 8238 Silencer®
(ITGB2-siRNA_2) AM16807 Pre-designed
ITGB2 Ambion, Darmstadt / 114036 Silencer®
(ITGB2-siRNA_3) AM16807 Pre-designed

. Mischung aus 3
ITGB5 532?6%3812, Heidelberg /| spezifischen
SiRNAs
. Mischung aus 3
ITGB7 Sggt%g;uz’ Heidelberg /| spezifischen
SiRNAs

LAMR1 Ambion, Darmstadt / <8089 Sliencer Select®
(LAMR1-siRNA 1) | 4392420 Pre-designed
LAMR1 Ambion, Darmstadt / <8090 Sliencer Select®
(LAMR1-siRNA 2) | 4392420 Pre-designed
Negativkontroll- Ambion, Darmstadt / Silencer®
SiRNA AM4611 | T Negative Control 1
PKC Ambion, Darmstadt / 242362 Silencer®
(PKC -siRNA_1) AM16807 Pre-designed
PKC Ambion, Darmstadt / 242363 Silencer®
(PKC -siRNA_2) AM16807 Pre-designed
PKC Ambion, Darmstadt / 142298 Silencer®

(PKC -siRNA 3)

AM16807

Pre-designed
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Tabelle 6: Humane cDNA-Klone von Origene, Darmstadt

Gen: Artikelnummer: Vektor:

ITGB5 SC118751 pCMV6-XL5
ITGB7 SC119589 pCMV6-XL5
Tabelle 7: verwendete Sequenzier-Primer

Name: Sequenz: Anwendung:

Lex202.forward

TTC GTC AGC AGACGT TC

Sequenzierung der MCS de
Vektors plex202

[72)

[72)

Seq_pB42AD CCT GAC TGG CTG AAATCG | Sequenzierung der MCS de
AAT GGT Vektors pB42AD
pB42AD_rev GCA AGG TAG ACA AGC CGA
N-CMV-30 AAT GTC GTAATA ACC CCG | Sequenzierung der MCS de
CCC CGT TGA CGC Vektors pFLAG-CMV2
C-CMV-24 TAT TAG GAC AAG GCT GGT
GGG CAC
V1.5 GGA CTT TCC AAAATG TCG | Sequenzierung der MCS de
XL39 ATT AGG ACA AGG CTG GTG | VVektors pCMV6-XL5

GG

2.1.3 Vektoren

plex202 und pB42AD:

plex202
14 kb

ADH-Promotor | lexA-1 202

I MCs I ADH -Terminator

EcoRI-Smal-BamHI-Sall-Pst |

Hind III
(3574)

Hind Ill
(529)

0/6449

MCS
EcoR | 50
Xho | ss52)

Hind 11l (868)

Hind 111 (1475)

Abb. 5: Vektor-Karten von plex202 und pB42AD.Diese Vektoren wurden fur Yeast Two-Hybrid-
Experimente verwendet. plex202 (A) war in der Atkgriuppe D. Adam vorhanden. pB42AD (B) stammt von
BD, Heidelberg (Quelle: Technisches Datenblatt MATMAKER LexA, BD Clontech).
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pFLAG-CMV2 und pcDNA3.1 myc-HIS:

pFLAG-CMV-2 (4.7 kb)

R e conone [ outis Lo

CMV promoter hGH polyA

SV40 origin

pcDNA™3.1/

N-Terminal
pFLAG-CMV

myc-His
A,B,C

f1 origin

pBR322 origin

Abb. 6: Vektor-Karten von pFLAG-CMV2 und pcDNA3.1 myc-HIS. Diese Vektoren von Sigma,
Taufkirchen (A) bzw. Invitrogen, Darmstadt (B) werdfiir transiente Uberexpressionen von FLAG- bzyc-m
gebundenen Proteinen verwendet (Quellen: pFLAG-CMW): technisches Datenblatt von Sigma; pcDNA3.1
myc-His (B): technisches Datenblatt von Invitrogen)

2.1.4 Medien fiir Bakterien und Hefen

10 x-Aminoséuren-Stammldsung:

Aminosaure 10 x-Konzentration (mg/L
L-Adenin-Hemisulfat 200

L-Arginin HCI 200

L-Isoleucin 300

L-Lysin HCI 300
L-Methionin 200
L-Phenylalanin 500
L-Threonin 2000

L-Tyrosin 300

L-Valin 1500

Weitere Stammlésungen:

- Histidin-Stammldsung (H): L-Histidin-HCI-Monohydrat 2,46 g/L
- Leucin-Stammlosung (L): L-Leucin 7,26 g/L
- Tryptophan-Stammlésung (W): L-Tryptophan 4,84 g/L
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- Uracil-Stammldsung (U): L-Uracil 200 mg/L
- 10x-Salzstammldsung: NdPO, - 7 H,0 70g/L
NP0, B0

Einstellen auf pH 7, autoklavieren

Alle Stammldsungen wurden mit 0,22 Filtropur- oder Steritop-Sterilfilter sterilisier

Die nachfolgenden Medien wurden jeweils mit MillH}0 angesetzt.

LB-Agarplatten:

Agar 20 g/L
Trypton 10 g/L
Hefe-Extrakt 5¢g/L
NaCl 10 g/L
Ampicillin (1 mg/mL) 0,1 % (v/v)

Ampicillin wurde nach Autoklavieren und Abkuhlungrdibrigen gemischten Komponenten
hinzugeflgt.

M9-Minimal-Agarplatten:

5 x M9-Minimalsalze 11,28 g/L
Agar 20 g/L
10x-Aminosauren-Stammldsung 10 % (v/v)
Ampicillin (1 mg/mL) 0,1 % (v/v)
Thiamin 1 M 0,1 % (v/v)
MgS®@1 M 0,2 % (viv)
Glucose 1 M 2 % (vIv)
Uracil-Stammldsung 0,83 % (v/v)
Histidin-Stammldsung 0,83 % (v/iv)
Leucin-Stammlésung 0,83 % (v/v)

5x M9-Minimalsalze und Agar wurden in Milli-Q-48 gel6st, bei 121 °C fur 20 Min.
autoklaviert und auf 55°C abgekuhlt, bevor die gdmi Komponenten addiert und die Platten

gegossen wurden.
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Flissig-Hefemedium:

Yeast Nitrogen Base 6,7 g/L
10x-Aminoséauren-Stammldsung 10 % (v/v)
Glucose 1 M 2 % (vIv)
Uracil- und Aminosauren-

Stammldsungen, jeweils 0,83 % (v/v)

Die in Milli-Q-H,0 gel6ste Yeast Nitrogen Base wurde bei 121 °Q@iMin. autoklaviert
und auf 55°C abgekuhlt, bevor die tibrigen Kompoaergddiert wurden. Je nach Selektion

wurden verschiedene Stammlésungen (Uracil, Histifligptophan oder Leucin) hinzugefugt.

Glucose-Hefe-Selektionsplatten (WH", UH'W):

Minimal SD Agar Base 46,7 g/L
10x-Aminosauren-Stammlosung 10 % (v/v)
U-, H-, W-, L-Stamml®dsungen, jeweils 0,83 % (v/v)
Die in Milli-Q-H 0O geldste Minimal SD Agar Base wurde bei 121 °C2GmMMin. autoklaviert
und auf 55°C abgekuhlt, bevor die tbrigen Kompoaergddiert wurden. Je nach Selektion

wurden verschiedene Stammlésungen (Uracil, Histifligptophan oder Leucin) hinzugefugt.

UHWL Gal X-Gal'-Hefe-Selektionsplatten:

Minimal SD Agar Base Gal/RA 54 g/L
10x-Salzstamml&sung 10 % (v/v)
10x-Aminosauren-Stammlosung 10 % (v/v)
X-Gal/DMF (20mg/ml) 0,4 % (viv)
Milli-Q-H0 Restvolumen

Das in Milli-Q-H,O geldste Minimal SD Agar Base Gal/RA wurde bel 22 fir 20 Min.
autoklaviert und auf 55°C abgekunhlt, bevor die gdmni Komponenten addiert und die Platten
gegossen wurden. BeilWW" Glc" X-Gal'-Selektionsplatten wurde Minimal SD Agar Base
(46.7 g/L) anstelle von Minimal SD Agar Base Gal/Ré&rwendet und zusatzlich Leucin-
Stammlosung (0,83 % (v/v)) hinzugeflugt.
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2.1.5 Zelllinien, Hefe- und Bakterienstamme

Die Zelllinien Jurkat (humane leukdmische T-Lympyten), HelLa (humaner
Gebarmutterhalskrebs), HEK-293 und 293T (humanergoniale Niere) wurden von der
American Type Culture Collection (ATCC), Manassb$SA) bezogen. Die murinen Pra-B-
Zelllinien 70Z/3TR55212-308/346 und 70Z/3TR58308-340 sind stabil mit TNF-R1-
Deletionskonstrukten transfizierte Derivate degmalen 70Z/3-Zellen von ATCC (Adam et
al., 1996). Jurkat- und 70Z/3-Zellen wurden in €IRPMI 1640-Medium, HelLa-Zellen in
RPMI 1640-Medium und HEK-293- sowie 293T-Zellen MMEM-High-Glucose-Medium
gehalten. Alle Medien wurden mit 10 % (v/v) fotaléf@lberserum, 2 mM Glutamin, 50
g/mL Penicillin und g/mL Streptomycin supplementiert.
Primare B-Lymphozyten und aktivierte primare T-Lymogyten aus humanem Blut wurden
von der Arbeitsgruppe Sabine Adam-Klages, InstitutImmunologie der CAU Kiel, zur
Verfigung gestellt.
Der fur Y2H-Studien verwendete Hefe-Stamm JK103tiinglich entwickelt von Gyuris et
al., 1993) ist Trager des Reporter-Plasmids pOP3;lavelches einen LEXA-Operator mit
LacZ- und LEU2-Gen, ein Ampicillin-Resistenzgen wtes Gen URAS fir Uracil-Synthese
beinhaltet. Auf Histidin- oder Tryptophan-defizientSelektionsmedien kénnen diese Zellen
jedoch nur wachsen, wenn entsprechende Gene fir Pdaeluktion der jeweiligen
Aminosaure(n) zusatzlich in die Hefen transformvenrden.
Der Bakterienstamnischerichia coliXL1-Blue stammt von Stratagene, Heidelbegg.coli
KC8-Bakterien (Clontech, Mountain View, USA) zeigm sich durch Auxotrophie fur
Leucin, Tryptophan und Histidin aus. Sie eignenhsidaher fir die Isolation von
Beuteplasmiden bei Y2H-Screens, indem auf eine hdulas jeweilige Plasmid kodierte

Aminosaure (in diesem Fall Histidin) selektiert avir
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2.2 Methoden

2.2.1 Generierung von chemisch kompetenten Baktene

E. coli XL1-Blue- oder KC8-Bakterien wurden auf LB- bzw.9M\garplatten ausgestrichen
und fur 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlie3enuden 10-12 gewachsene Kolonien in
250 mL SOB-Medium (2% (v/v) Trypton, 0,5% (w/v) HeExtrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM
KCI, 10 mM MgSQ) angeimpft und bei 18°C unter intensivem Schuit{@s0 RPM) bis zu
einer optischen Dichte (OB von 0,6 inkubiert. Nach zehnminutiger Inkubataurf Eis und
zehnminutiger Zentrifugation bei 4°C und 2500 x grée das Sediment in 20 mL TB-Puffer
(250 mM KCI, 15 mM CaGl 10 mM HEPES, 55 mM MnglpH 6,7) resuspendiert. Auf die
eisgekuhlten Bakterien wurde DMSO tropfenweise wmater stdndigem Schwenken
hinzugegeben, bis eine DMSO-Konzentration von 78¢) (@rreicht war. Nach zehnmindtiger
Inkubation auf Eis wurden Portionen von je 100 phgefullt, umgehend in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

E. coli XL1-Blue- oder KC8-Bakterien wurden transformientn Plasmide zu vervielféltigen.
Initial wurden chemisch kompetente, zuvor bei -8@¥lagerte Bakterien fur 25 Minuten auf
Eis aufgetaut. Je 100 pL der Bakteriensuspensiondemu mit 10 pL Plasmidldésung
(mindestens 0,1 ng DNA) in einem eisgekihlten Reakgefald gemischt und fir 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Baktersamt Plasmiden einem Hitzeschock
ausgesetzt, indem das jeweilige Reaktionsgefa33a460 Sekunden in ein Wasserbad von
42°C transferiert und anschliel3end wieder auf Bgehkthlt wurde. Zu den Bakterien wurde
je 1 mL SOC-Medium (0,5% (w/v) Hefeextrakt, 2% (Wkrypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCI, 10 mM MgCh, 10 mM MgSQ, 20 mM Glucose) ohne Antibiotika hinzugegeben und
die Suspension fur eine Stunde bei 37°C unterget@tiSchitteln (250 RPM) inkubiert. Die
Zellen wurden daraufhin durch finfminttige Zentgétion bei 700 x g sedimentiert und in
100 pL des Uberstands resuspendiert. SchlieRlictievudie Zellen auf ampicillinhaltigen
LB- (XL1-Blue) oder mit Ampicillin und Aminosauresupplementierten M9-Agarplatten

(KC8) ausplattiert, auf denen nur erfolgreich tfansierte Bakterien wachsen konnten. Nach
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24-stundiger Inkubation der Platten bei 37°C watsgmechendes Kolonienwachstum zu

verzeichnen.

2.2.3 Plasmidisolation aus Bakterien

Plasmide wurden aus Bakterien mit dem QIlAprep® Jpimiprep Kit oder dem QIlAprep®
Spin Maxiprep Kit von Qiagen nach Herstellerangabgoliert. DNA-Konzentrationen

wurden mit dem NanoDrop® Spectrometer ND-1000 RegLab gemessen.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden durch elektrophoretische Migm in 0,7-prozentigem (fur
Fragmente von 5 — 15 Kilobasen) bis zweiprozentigéin Fragmente kleiner als 2 KB)
Agarosegel in TAE-Puffer (40 mM Tris (pH 7,4), 4QvhEssigsaure, 1 mM EDTA) nach
ihrer GroRRe aufgetrennt und die FragmentgréRerhdiea DNA Standard GeneRul¥r von
Fermentas bestimmt. DNA-Proben wurden mit 10 x padfer (50% (v/v) Glycerin, 100 mM
EDTA, 1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) Bromphenolblau) geotit und migrierten im Gel bei 10
Volt pro 1 cm Gellange. Die aufgetrennte DNA wurgeh 15-minutiger Inkubation des Gels
in Ethidiumbromidlésung (4 g/mL) unter UV-Licht (312nm) detektiert und mittedsnes
Geldokumentationssystems von Intas fotografiert.
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2.2.5 Klonierung von cDNA-Sequenzen in Expressionsktoren

Zur Umklonierung wurden cDNA-Sequenzen mit geeigneRestriktionsendonukleasen
(EcoRI und Xhol beim pB42AD-Vektor, EcoRl und Sakim plex202-Vektor) aus dem
Ursprungsvektor ausgeschnitten und der jeweiligelvEktor linearisiert. Der Ansatz fir
einen Restriktionsverdau bestand aus:

- 0,5-2 ug DNA

- 1 uL Restriktionsendonuklease 1 (10 U/uL, Fermgntas

- 1 uL Restriktionsendonuklease 2 (10 U/uL, Fermgntas

- 2 -4 pL 10 x-Restriktionspuffer (Fermentas)

- ad 20 pL nukleasefreies,@
Der Ansatz wurde fur eine Stunde bei 37°C inkubigntd die geschnittenen Fragmente
anschlieBend durch Gelelektrophorese in 1-2-pragemt Agarosegelen aufgetrennt (s.
Kapitel 2.2.4). Die der jeweiligen cDNA- bzw. Zielktor-Sequenz entsprechenden Banden
wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem Q¢A@uGel Extraction Kit von Qiagen
nach Herstellerangaben aufgereinigt. Das extrah@NA-Insert wurde daraufhin durch 16-
stiindige Inkubation bei 14°C mit T4-DNA-Ligase iardZielvektor ligiert. Der Ansatz fur
eine Ligation bestand aus:

- 200 ng Expressionsvektor
400 ng cDNA-Insert
2 uL T4-DNA-Ligase (Invitrogen)
- 2 UL 10x T4-DNA-Ligase-Puffer (Invitrogen)
ad 20 pL nukleasefreies,@

Im Anschluss an die Ligation wurde der AnsatZincoli XL1-Blue-Bakterien transformiert
(s. Kapitel 2.2.2) und die Plasmide aus den trang&yten Bakterien isoliert (s. Kapitel 2.2.3).

Die erfolgreiche Umklonierung wurde durch Restoksverdau und Sequenzierung tberprift.
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2.2.6 Das Prinzip des Yeast Two-Hybrid-Systems

Das Y2H-System wird verwendet, um direkte Inte@k#in zweier Proteinen vivo
nachzuweisen.

Einzelne Domanen von Transkriptionsfaktoren konrsgparat in der gleichen Zelle
exprimiert werden. Der jeweilige Transkriptionsfaktvird nur dann aktiv und bindet an den
dazugehorigen Promotor, wenn die Einzeldomanennander binden bzw. als Teil eines
gemeinsamen Komplexes vorliegen. Beim Y2H-Systeshrizrent et al. (1985) werden in
Hefezellen zwei verschiedene Fusionsproteine exerimDas erste Fusionsprotein besteht
aus dem Koderprotein, das auf Interaktion mit a@aldtroteinen analysiert werden soll, und
aus der DNA-Bindedoméne des Transkriptionsfakt@sA. Das zweite Fusionsprotein setzt
sich aus dem Beuteprotein, also einem potentidfiemaktionspartner des Kdderproteins, und
der Aktivierungsdoméne von LexA zusammen. Wahreras dBeute-Fusionsprotein
konstitutiv exprimiert wird, kommt es nur nach Stilstion mit Galactose zur Expression des
Koderfusionsproteins. Wenn nach Expression beidesiodRAsproteine das Beute- mit dem
Kdderprotein interagiert, gelangen die DNA-Bindedom und die Aktivierungsdomane des
Transkriptionsfaktors in direkte Nahe zueinandarf diese Weise wird LexA aktiv und kann
Reportergene aktivieren. Fur Interaktionsstudienrdee Hefen desSaccharomyces
cerevisiaeStamms JK103 mit Expressionsvektoren transformievelche fur die zu
untersuchenden Proteine kodieren. Jeweils eineYeloren enthélt die Beuteprotein-cDNA
mit daran gebundener Sequenz fir die DNA-Bindedamém LexA, der andere Vektor
enthalt die Koderproteinsequenz, welche wiederundiarLexA-Aktivierungsdomane ligiert
wurde. Aufgrund des HIS3- und des TRP1-Gens aufvéerendeten Vektoren pB24AD und
plex202 kdonnen erfolgreich kotransformierte HefahHistidin- und Tryptophan-defizientem
Medium wachsen. Die verwendeten Hefen enthaltegatzlish das pOP8-LacZ-Plasmid, auf
dem sich die durch LexA aktivierbaren ReportergemeZ und LEU2 befinden. Zusatzlich ist
das Gen URAZ3 fir Uracil-Synthese Bestandteil vofrf@acZ. Somit kann durch Selektion
in Uracil-defizientem Medium sichergestellt werdetgss nur Hefen heranwachsen, die
Trager des pOP8-LacZ-Plasmids sind. Bei Aktivierumgl Rekrutierung von LexA an den
LexA-Operator durch Beute-Kdder-Interaktion werddso die Reportergene lacZ und LEU2
transkribiert, wodurch die ZellenGalactosidase exprimieren und Leucin herstellemkd.
Mittels der -Galactosidase konnen die Hefezellen nach Stinmatmit Galactose
supplementiertes X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indoxyltéd®-Galactosid) zu blau gefarbtem 5-

Brom-4-chlorindigo umsetzen. Bei Beute-Kdder-Inkéian kommt es also zum Wachstum
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von blauen Kolonien auf Galactose-supplementiertéracil-Histidin-Tryptophan-Leucin-

defizientem Medium.

2.2.7 Transformation von Hefezellen und Selektionwd Agarplatten

Im Rahmen der Y2H-Studien wurden JK103-Hefezellewejls mit den Beute- und
Kdderproteinsequenz-beinhaltenden Expressions\akiq@B42AD (+ Beute-cDNA) und
plex202 (+ Koder-cDNA) transformiert. Hefezellen ndan in Uracil-defizientem (Y
Flussig-Hefemedium (50 mL/Transformationsansatz) 3@°C unter standigem Schutteln
(225 RPM) bis zu einer optischen Dichte von 3= 0,5 — 0,7 inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen durch zweimaliges Waschen in §ensL sterilem Milli-Q-HO von
Medienresten befreit (Zentrifugationen bei 900 XiUg 5 Minuten) und in 500 pL 1 X
TE/Lithiumacetat (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (pH 7,5L00 mM Lithiumacetat (pH 7,5))
resuspendiert. 100 pL Hefesuspension wurden n8t |y Beute- und Kdderplasmid-DNA
sowie 150 pg steriler Salmon-Sperm-DNA versetzt andchlieend mit 400 uL von 40%
(v/v) PEG/1 x TE/ Lithiumacetat und 15 pL DMSO gsat. Nach 30-minutiger Inkubation
unter moderatem Schutteln bei 30°C wurden die Aetler Aufnahme der DNA durch 15-
minutige Inkubation im Wasserbad bei 42°C einenzésithock unterzogen und die Zellen
anschlieRend auf H'W" Glc'- Hefeselektionsplatten ausplattiert. Nach 48 Séunbei 30°C
bildeten nur diejenigen Hefen Kolonien, welche beldlasmide beinhalteten und somit
Histidin (durch den plex202-Vektor) und Tryptophédurch den pB42AD-Vektor) bilden
konnten. Im Falle eines Y2H-Screens wurde zunaokstdas plex202-Koderplasmid in
Hefen transformiert und die Zellen dementsprechauti UH™  Glc'-Hefeselektionsplatten
selektiert. Darauf wurden die Hefen in einem zweileansformationsschritt mit je 6 pg einer
Beuteplasmidmischung transformiert, die eine in 8@ klonierte cDNA-Bank aus Hela-
Zellen beinhaltete.

Auf UHW GIc'-Hefeselektionsplatten gewachsene Kolonien wurderralle einer Y2H-
Doppeltransfektion auf BI'WL™ Gal X-Gal'-Hefeselektionsplatten ausgestrichen und
zeigten nach 3-7-tagiger Inkubation (30°C) bei Bekibder-Interaktion Wachstum blauer
Hefen (s. Kapitel 2.2.7). Bei Y2H-Screens wurdemtiighe auf den UH'W" GIc'-Platten
gewachsenen Kolonien in 40% (v/iv) 1 x TE/60% (v@lycerin resuspendiert und die
Suspension in unterschiedlichen Verdiinnungen a8dMJL™ Gal' X-Gal'-Platten ausplattiert.

Falsch positive Kandidaten wurden identifiziertdem die blauen Kolonien einzeln erneut
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auf UHW'L™ Gal' X-Gal'-Platten und zudem aufFW" GIc" X-Gal'-Platten ausgestrichen
wurden. Bei echter Beute-Koder-Interaktion solltdie Hefen nur auf erstgenanntem
Selektionsmedium blau und auf dem letztgenanntéugdSe statt Galactose beinhaltenden

Medium weild wachsen.

2.2.8 Plasmidisolation aus Hefezellen

Um Plasmide aus Hefezellen zu isolieren, wurde ijlengine Hefe-Kolonie in 5 mL des
geeigneten Selektionsmediums bei 30°C angeimpftumer standigem Schitteln (225 RPM)
bis zum Erreichen der stationdren Wachstumsphassh 12-48 Stunden inkubiert.
Anschliel3end wurden die Zellen fur funf Minuten b8D0 x g zentrifugiert und das Sediment
in 500 L SCE (1 M Sorbitol, 100 nM Citrat (pH 5,8), 10 mEDTA, 100 mM -
Mercaptoethanol) aufgenommen. Nach Zugabe von l4Qyticase (5 U/L in SCE) zur
Aufspaltung der Zellwande wurde die Hefe-Suspendiimeine Stunde bei 37°C unter
gelegentlichem Schiutteln inkubiert und danach 0€01x g fur finf Minuten zentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstands wurde das Sedime®0inl5Lysepuffer (50 mM Tris/HCI
(pH 7,4), 20 mM EDTA, 1% (w/v) SDS) resuspendiert dir 30 Minuten bei 65°C inkubiert.
Nach intensivem Vermischen der Suspension mit 30CPIA (25% (v/v) Phenol, 24% (v/v)
Chloroform, 1% (v/v) Isoamylalkohol) wurde das Geafi zur Phasentrennung fir funf
Minuten bei 18000 x g zentrifugiert und die wassrapere, Plasmide enthaltende Phase samt
weil3er Interphase in einem frischen Reaktionsgeiéf3veiteren 500 L CPIA vermischt.
Nach erneuter Zentrifugation wurde die wassriger@tghase ohne Interphase mit 500
Chloroform vermischt und ein weiteres Mal zentriery Die obere Phase wurde wieder
isoliert und mit 50 L 3 M NaOAc und 400 L Isopropanol gemischt. Nach zehnmindtiger
Inkubation bei Raumtemperatur und 30-mindtiger Afrgation bei 20000 x g wurde der
Uberstand dekantiert und die prazipitierte PlasBIMA bei Raumtemperatur getrocknet. Das
trockene Sediment wurde in 3Q sterilem Milli-Q-H,O aufgenommen und zum L&sen fir
16 Stunden bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden I3 RNase A (10 mg/mL)
hinzugegeben und die Plasmidlésung bei 37°C flure eftunde inkubiert, damit

verunreinigende RNA enzymatisch verdaut werden tenn
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2.2.9 DNA-Sequenzierung

Um die Kandidat-Klone der Y2H-Screens zu sequeaniewurde das Big Dye® Terminator
Sequenzier-Kit von Applied Biosystems nach Herstalhgaben verwendet. Je
Sequenzieransatz wurden 200 ng DNA, 1 uL Big Dye®rmiinator, 2 pL 5 X
Sequenzierpuffer und 5 pM Sequenzierprimer, auffjeiuf 20 pL mit Milli-Q-H.O
gemischt und anschlieRend einer PCR mit 25 Zyk@enéturierung: 96°C, 10 Sekunden;
Primer-Anlagerung: 50°C, 5 Sekunden; Elongatio.(G(240 Sekunden) unterzogen. Das
PCR-Produkt wurde mit dem Dye B% 2.0 Spin Columns Kit von Qiagen nach
Herstellerangaben aufgereinigt und mit dem 3130eGenalyzer von Hitachi sequenziert.

2.2.10 Nukleofektion von Jurkat-Zellen

Um Jurkat-Zellen transient mit SIRNAs oder Plasmide transfizieren, wurde die Amaxa®-
Nukleofektionsmethode unter Verwendung des Amaxa@l@bfector® Il und der Amaxa®
Nucleofector® Solution V angewandt. Hierbei handek sich um eine optimierte
Elektroporationsmethode fur eukaryontische Zellesi, der DNA-Konstrukte direkt in den
Kern transferiert werden konnen.

Je Transfektion wurden (auf Raumtemperatur) 1-80°%Zellen in 100 pL Nucleofector®
Solution V aufgenommen und anschliel3end behutsan? mg DNA oder 50 pmol siRNA
gemischt. Die Suspension wurde daraufhin in eimgfizeerte Klvette Uberfihrt und diese in
die Klvettenhalterung des Nucleofector® Il eingefiilbie Elektroporation wurde durch
Starten des fur Jurkat-Zellen optimierten Nucletwfg®-Progamms X-001 eingeleitet. Nach
erfolgter Nukleofektion wurde die Probe in der Kiigeflur weitere 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend unters@ising mit 500 pL Zellmedium in
vorgelegtes und auf 37°C vorgewarmtes Medium UbetfUAlle Schritte wurden unter
sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Nach 48 — 723@&a im 37°C/5% (v/v) C&Inkubator
wurden die Zellen auf erfolgreiche Expressionsiitiuib bzw. Uberexpression hin tberprift

oder Folgeuntersuchungen durchgefihrt.
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2.2.11 Calcium-Phosphat-Transfektion

Zur Uberexpression von Proteinen in HEK 293- od@3T2Zellen wurden cDNA-
Expressionsvektoren mit der Calcium-Phosphat-Meghodlie Zellen transfiziert.

Zu diesem Zweck wurden pro Transfektion 1,5 ¥ Z@llen in 10 mL HEPES-freiem
DMEM-Zellkulturmedium (mit 10 % (v/v) fotalem Kallbgerum, 2 mM Glutamin, 50g/mL
Penicillin und 50 g/mL Streptomycin) in einer 100 mm Zellkulturschalerteilt und zum
Adharieren fur 20 Stunden im 37°C/5% &Brutschrank inkubiert. Das Calcium-Phosphat-
DNA-Reagenz wurde vorbereitet, indem jedcDNA-Plasmid mit 440 L sterilem Milli-Q-
H,O und 50 L 2,5 M CaC} gemischt und diese Loésung tropfenweise und uriegigem
Schutteln auf je 500L 2 x HBS gegeben wurde. Dadurch bildeten sichrRigsnthaltende
Calcium-Phosphat-Kristalle, die spater fur die Bfaltion von den Zellen phagozytiert
werden sollten. Zu diesem Zweck wurde das Calcitnmsphat-DNA-Reagenz tropfenweise
und unter leichtem Schutteln der Zellkulturplatteihméafiig auf den adhéarierten Zellen (im
Medium) verteilt. AnschlieBend wurden die Zellerr 8 Stunden im 37°C/5% GO
Brutschrank inkubiert, bevor die Transfektion Ub&fp oder Folgeuntersuchungen

durchgefuhrt wurden.

2.2.12 Zelllyse und BCA-Assay zur Bestimmung der Bteinkonzentration

Um Proteine aus humanen Zellen zu extrahieren, evudie Zellen mit TNE-Lysepuffer (50
mM Tris (pH 8,0), 1% (v/v) NP-40, 2 mM EDTA, 1 mMaiiumorthovanadat, 5 mM NaF,
0,04% (v/v) Boehringer Complete® Protease-Inhib@acktail (hergestellt aus einer
Complete®-Tablette in 2 mL 40)) oder IP-Lysepuffer (150 mM NaCl, 1% (v/v) Tmito<-
100, 50 mM Tris/HCI (pH 8,0)) lysiert. Vor der Lyseurden die Zellen mit PBS gewaschen,
danach mit Lysepuffer gemischt und fur 10-30 Minutmter Schitteln auf Eis inkubiert.
Nach zehnminltiger Zentrifugation bei 10000 x g deuder Proteine enthaltende Uberstand
abgenommen und direkt weiterverwendet oder b€iG20ngefroren.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den lgsawurden Pierce® BCA Protein

Assay Reagenzien nach Herstellerangaben verwendet.
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2.2.13 Isolierung von Membran-, Zytosol- und Nuklegfraktionen aus Jurkat-Zellen

Um TNF-bedingte intrazellulare Verteilungsunterecld von EED zu verifizieren, wurden
Membran-, zytoplasmatische und nukledre Proteinenlbehandelten und fir 3 Minuten mit
TNF stimulierten Zellen voneinander getrennt uradliést. Daftir wurden das ProteoJET™
Membrane Protein Extraction Kit und das ProteoJETWYtoplasmic & Nuclear Protein

Extraction Kit von Thermo Scientific nach Herstedlegaben verwendet. Die Reinheit der
Fraktionen wurde durch Detektion von Cadherin, Tmbund Histon als charakteristische
membranstandige, zytosolische bzw. nukledre Pmteim Western Blot Uberprift. Aktin-

Detektion diente jeweils als Ladekontrolle.

2.2.14 Koimmunpréazipitation

Durch Immunpréazipitation (IP) kann ein bestimmtest&in aus einem komplexen Gemisch,
beispielsweise einem Zelllysat, mittels eines dpetien Antikérpers und eines antikorper-
bindenden Proteins wie Protein G isoliert und aeigbert werden. Bei der
Koimmunprézipitation (Ko-IP) werden Proteinbindungeachgewiesen, indem ein an das
immunprazipitierte Molekil bindendes Protein duré¥estern Blot im Immunpréazipitat
detektiert wird. In dieser Arbeit wurden Immunpgitationen im Magnetfeld mit
paramagnetischen Protein  G-gebundenen puMACSMikrokiigelchen, pMACS'
Separierungs-Saulen und einem magnetischen Séineest (OctoMACE" Separator)
durchgefuhrt.

Vor der eigentlichen IP wurden Zellen mit einem Lisepuffer lysiert und die
Proteinkonzentration mittels BCA gemessen (s. Khgi2.4).

Pro Einzel-IP wurden jeweils 200-500 pg Gesamtmmoterwendet und mit IP-Lysepuffer
auf 500 pL aufgefullt. AnschlieRend wurden 2 pgneidonaler bzw. 4 pg polyklonaler, an
das zu prazipitierende Protein bindender Antikonped 50 puL Protein G-Mikroktgelchen
mit dem Lysat vermischt und fir mindestens 45 Menutauf Eis inkubiert. Bei
Negativkontroll-IPs wurde kein Antikérper verwendEtir jede IP wurde eine Separierungs-
Séaule im Magnetfeld des Saulenstanders platziettram je 200 pL IP-Lysepuffer gespuilt.
Das vorbereitete IP-Lysat wurde darauf in eine &&uipettiert, so dass die Protein G-
gebundenen Mikrokligelchen mitsamt assoziiertem k@nper und dem jeweiligen

Zielprotein im Magnetfeld festgehalten wurden, vedith das restliche Lysat aus der Saule
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flieBen konnte. Verbliebene Lysatreste wurden irhmaeen Waschschritten aus der Saule
gespult. Zunachst wurde dreimal mit je 200 pL IBéyPuffer gewaschen, darauf folgte ein
Spulschritt mit 200 pL Hochsalz-Waschpuffer (500 mi€Cl, 1% (w/v) NP-40, 50 mM Tris/
HCI (pH 8.0)), ein weiterer mit 200 pL IP-Lysepuffend ein abschlieRender Waschschritt
mit 200 pL Niedrigsalz-Waschpuffer (1% (w/v) NP-4&1) mM Tris/HCI (pH 8.0)), um im
Western Blot stbrende Salzreste zu eliminieren.

Um das prazipitierte Protein von den Protein G-Mkigelchen zu lI6sen und zu sammeln,
wurden je 20 pL von 95°C heilRem Elutionspuffer (8® Tris/HCI (pH 6,8), 50 mM DTT,
1% (w/v) SDS, 0,005 % Bromphenolblau, 10% (v/v) €&lyn) in die Saulen pipettiert und fir
5 Minuten inkubiert. Anschliel3end wurden weiterep80heil3er Elutionspuffer dazugegeben
und das aus der Saule tropfende Eluat mit einerkt®eagefald aufgefangen.

Das eluierte Immunprazipitat wurde bei -20°C eingefn oder direkt verwendet. Durch
Western Blot-Analysen konnten das jeweils prazpid Protein sowie daran bindende

Molekule im Immunprazipitat nachgewiesen werden.

2.2.15 SDS-PAGE und Western Blot

Um Proteine nach ihrer Grol3e aufzutrennen, wurdeNaditriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (197Qpamendet. Dabei bilden die Proteine
durch Bindung an SDS negativ geladene Komplexec¢heeln einem elektrischen Feld mit
einer ihrer Grof3e/Ladung entsprechenden Geschwieidigum positiven Pol wandern.
Proteinproben wurden in SDS-Probenpuffer (Endkotragan: 125 mM Tris (pH 6,8), 20%
(v/v) Glycerin, 4% (w/v) SDS, 10% (v/v)-Mercaptoethanol, 0,2% (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen (durch 4:1 Mischung von Zelllysat uimaffach konzentriertem Probenpuffer)
und fir 5 Minuten durch Erhitzen bei 95°C denattrid@nschlieRend wurden die Proben und
ein ProteingroBenstandard (Page RlePrestained Protein Ladder) auf ein 7,5-12-
prozentiges Polyacrylamidgel in einer mit SDS-PAGHHpuffer (25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 0,01% (w/v) SDS) geflllten Elektrophoreseilmaer aufgetragen und bei 25 mA
Stromstarke elektrophoretisch aufgetrennt. Diednetwurden mittels Western Blot auf eine
Nitrozellulosemembran lbertragen, indem sie fuMifuten bei konstanter Spannung von
100 V in einer mit Transfer-Puffer (25 mM Tris, 192M Glycin, 20% (v/v) Methanol)
geflllten Western-Blot-Kammer vom Gel in die Membraigrierten. Nach dreimaligem
Waschen der Membran in PBST (PBS mit 0,1% (v/v) @w®& 20) fur je zehn Minuten
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wurden unspezifische Antikdrperbindestellen durbntinitige Inkubation der Membran in
Blockierungspuffer (5% (v/v) Magermilchpulver odBGSA in PBST) blockiert. Daraufhin

wurde die Membran fur 16 Stunden bei 4°C in Blookngsl6ésung inkubiert, die mit dem
primaren, gegen das jeweilige Zielprotein geridnetAntikbrper gemischt wurde. Die
Verdinnung der Antikérper richtete sich nach demskélerangaben. Nach Entfernung von
ungebundenen Antikérpern durch erneutes dreimaligéschen mit PBST wurde die
Membran flr eine Stunde bei Raumtemperatur mitneirde10000 in Blockierungspuffer

verdinnten, Peroxidase-gekoppelten  Sekundarangkoérpinkubiert.  Ungebundene
Sekundarantikérper wurden daraufhin ebenfalls dudcbimaliges Waschen mit PBST
ausgespult. Die Antikorper-gebundenen, Peroxidasgukierten Proteine wurden schlie3lich
mittels ECL-Chemolumineszenz-Reagenzien nach Hiengtegaben detektiert und das
Signal auf Amershaff Hyperfilm tibertragen.

2.2.16 Immunfluoreszenzen

Um intrazellulare Proteinverteilungsmuster zu die¢e&n oder Expressionsinhibitionen bzw.
die Uberexpression von Proteinen zu uberprifen,devudie Immunfluoreszenzmethode
verwendet. Dabei wurden die Zellen zunachst mitafeamaldehyd (PFA) fixiert und mit

Aceton/Ethanol permeabilisiert. AnschlieRend wurdiém Zielproteine entweder mit direkt
fluoreszenzmarkierten Antikérpern (direkte Immuofleszenz) oder mit unmarkierten
Antikérpern und fluoreszenzmarkierten Zweitantikgnp (indirekte Immunfluoreszenz)

sichtbar gemacht.

Suspensionszellen wie Jurkat-Zellen wurden durcleimmaliges Waschen mit PBS vom
Zellmedium befreit. AnschlieRend wurden je 5 X Z@llen in 300 pL 37°C warmem PBS auf
ImmunoSelect® Adhasions-Objekttragern verteilt, alégnen auch normalerweise nicht
adharente Zellen haften. Damit die Zellen auf ddrei@ache adharierten, wurden die
Objekttrager fur 15 Minuten im 37°C/5% G@®rutschrank inkubiert. Anschlie3end wurde
das PBS vorsichtig dekantiert und je nach Versuehsiurch vorgewarmtes Medium mit
oder ohne TNF (100 ng/mL) ersetzt. Um TNF-indugidRieaktionen der Zellen zu stoppen,
wurden die Objekttrager nach Ablauf der erwinscHtdwubationszeiten in eiskaltes PBS
Uberfuhrt. Es folgten jeweils zwei weitere funfmiigé Waschschritte in eiskaltem PBS,
bevor je 300 pL eiskaltes PFA (3% (w/v) in PBS, pR) auf die Zellen pipettiert wurden.
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Die Objekttrager mit PFA wurden zur Fixierung dellgn fur 15 Minuten auf Eis inkubiert
und anschlie3end dreifach fur je 10 Minuten mit Rg®aschen.

Bei den in Kapitel 3.1 beschriebenen Immunfluoragee wurden Suspensionszellen -
alternativ zur direkten Adhasion auf Adhasions-@tifjggern - auf unbeschichtete
Objekttrager zytofugiert. TNF-Stimulierungen undrafe Abstoppen unter Zugabe von
eiskaltem PBS im Uberfluss sowie PFA-Fixierung ulid anschlieRenden Waschschritte
wurden dabei in ReaktionsgefalRen durchgefuhrt, hdie Zellen mit der Cytofuge 2 (IRIS
Sample Processing) fur 5 Minuten bei 850 RPM aufiekitrdger zentrifugiert und
anschlieBend fir eine Stunde bei Raumtemperatuoaetet wurden.

Sowohl auf Objekttrager adhéarierte als auch zytefig fixierte Zellen wurden durch
funfminatige Inkubation der Objekttrager in Acetitidanol (1 : 1) bei -20°C permeabilisiert
und erneut drei mal fir je 10 Minuten in PBS gewasc Zur Blockierung unspezifischer
Antikdrperbindestellen wurden die Zellen fir mindes eine Stunde mit Blockierungslésung
(1% (w/v) BSA in PBS) bei Raumtemperatur prainkahibevor je 100 pL der gegen die
Zielproteine gerichteten, in Blockierungslosung diemten Antikdrper auf die Zellen
pipettiert wurden. Die Verdiunnung richtete sich gde/ nach den Herstellerangaben der
verwendeten Antikdrper. Um Antikorperbindungen zoné&glichen, wurden die Objekttrager
fur 16 Stunden bei 4°C inkubiert. Danach wurden dreitere zehnminitige Waschschritte
mit PBS vorgenommen und die Zellen bei direkter lmftuoreszenz mit je 20 puL proLong®
Gold Antifade-Reagenz mit DAPI und 18 x 18 mm-Ddékghen eingebettet. Bei indirekter
Immunfluoreszenz folgte auf die Waschschritte esnestiindige Inkubation der Zellen bei
37°C mit gegen die Primarantikbrper gerichtetenordszenzmarkierten Alexa Fluor-
Sekundarantikérpern (je 1 : 200 verdunnt in Blookmgslosung). Nach drei weiteren PBS-
Waschschritten wurden die Zellen ebenfalls beichizeitiger DAPI-Farbung eingebettet.
Immunfluoreszenzen mit adharenten Zellen wie Helrad 293T-Zellen wurden nach dem
gleichen Prinzip, aber nicht direkt auf Objekttrdgedurchgefiihrt. Je 1,5 x 1@ellen in
1000 pL Medium wurden auf (zuvor fur 30 Minuten HIC|I angeatzte, danach gewaschene
und sterilisierte) runde Deckglaschen in 12-KaemdPlatten pipettiert. Die Zellen konnten
nun far 20 Stunden im 37°C/5% Ghkubator an das Deckglaschen adharieren und ihre
naturliche, ausgestreckte Form annehmen. Anschige3el NF-Stimulationen und deren
Abstoppung auf Eis unter Zugabe von eiskaltem RB3Jberfluss erfolgten ebenso in der
12-Kavitaten-Platte wie die PFA-Fixierung und dirdirauf folgende Waschschritte. Fur die
Permeabilisierung, alle weiteren Waschschritte diedPrainkubation in Blockierungslosung

wurden die zellbewachsenen Deckglaschen in Deobigistander umgelagert. Bei den
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Antikdrpermarkierungsschritten wurden je 50 pL deerwendeten Antikdrper in
Blockierungslésung (s. 0.) auf Parafilm pipettiend die Deckglaschen mit der bewachsenen
Seite nach unten darauf positioniert. Zur Einbejtwmd Zellkernfarbung wurden die
Deckglaschen in gleicher Ausrichtung mit je 20 prioLong® Gold Antifade-Reagenz mit
DAPI auf unbeschichteten Objekttragern fixiert.

2.2.17 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Mittels Immunfluoreszenz markierte Zellen wurdent dem konfokalen Laserscanning-
Mikroskop LSM 510 Meta Version 3.2 von Zeiss sowr korrespondierenden Software
(AIM Meta und LSM Image Browser) untersucht undofgiafiert. Rote, griine und blaue

Fluoreszenz wurde bei Anregungswellenlangen vonrsd, 3488 nm und 351 nm detektiert.

2.2.18 N-SMase-Aktivitatsmessungen

Um zu uberprifen, ob verschiedene Kandidatprot@eineder TNF-induzierten N-SMase-
Aktivierung beteiligt sind, wurden zunachst spesdfie und Negativkontroll-siRNAs oder
cDNA-Expressionsvektoren in Jurkat-Zellen transgfiz(s. Kapitel 2.2.10).

Die anschlieenden Messungen der neutralen SMatbetAk wurden von Dr. Supandi

Winoto-Morbach, Institut fir Immunologie der CAU &j wie zuvor beschrieben (Neumeyer
et al.,, 2006) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wardellen nach unterschiedlich langen
TNF-Stimulationen lysiert. AnschlieBend wurde diktiditdt der nSMase2 im Lysat durch
Inkubation mit [N-methy*C]-Sphingomyelin als Substrat und Nachweis desnbetralem

pH durch die nSMase2 gebildetefC]-Phosphocholin im Szintillationsz&hler gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1 EED ist das letzte noch fehlende Glied im Sigheeg vom TNF-R1 zur nSMase?2

3.1.1 FAN und RACK1 sind keine direkten Bindungspainer der nSMase?

In einem friher durchgefiihrten Yeast Two-Hybrid éger mit FAN als Kdderprotein war
RACK1 eines der identifizierten Beuteproteine, urgl hatte sich herausgestellt, dass die
TNF-R1-FAN-RACK1-Kaskade zur TNF-stimulierten  N-S&#aAktivierung fuhrt
(Tcherkasowa et al., 2002). Weder in der Studie Voherkasowa et al. noch in einem
unabhangigen, friheren Y2H-Screen im Vorfeld zuselieDoktorarbeit mit RACK1 als
Koderprotein (unvertffentlichte Daten) hatte siclie chSMase2 unter den isolierten
Beuteproteinen befunden.

Vor der weiteren Analyse von EED und der Suche namideren nSMase2-
Interaktionspartnern sollte daher abschlieRendpibi#rwerden, ob die nSMase2 direkt an
FAN oder RACK1 binden kann. Zu diesem Zweck wur@i-Doppeltransformationen mit
der nSMase2-cDNA im plex202-Vektor und der FAN-wbRACK1-cDNA im pB42AD-
Vektor - sowie umgekehrt - durchgefuhrt (die cDN#&slierten jeweils fur die vollstandigen
Proteine). Erfolgreiche Kotransformationen wurdemcth Selektion auf BI"'W™ GIc™-Platten
Uberprift.

Nach Selektionsausstrich der transformierten Kaorauf UH'W'L™ Gal' X-Gal'- Platten
kam es in keinem Fall zu einem Wachstum blauer iHéfe Tabelle 8). FAN und RACK1
binden im Yeast Two-Hybrid-System also erwartungsd@fé nicht direkt an die nSMase2.
Somit bedarf es in der TNF-abhangigen nSMase2-figsleade mindestens eines
Bindeglieds zwischen dem TNF-R1-FAN-RACK1-Komplexhdu der nSMase2. Das
Polycomb-Group-Protein EED konnte in einer frihe¥&H-Studie sowohl an RACK1 als
auch an die nSMase2 binden. Es stellt somit einelnversprechenden Kandidaten fir ein
verbindendes Molekil zwischen diesen Proteinen dar.
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Tabelle 8: die vollstandige nSMase?2 interagiert inY2H-System weder mit FAN noch mit RACK1

pB42AD.

pB42AD.FAN; 917 RACK1;.317

pleX.FAN3_917 pleX.RACK11_317

plex.nSMasegsss - -

pB42AD.nSMasegsss - -

Der im jeweiligen Konstrukt kodierte Aminosaurerdieh ist angegeben.

3.1.2 TNF induziert die Translokation von tUiberexprimiertem EED ins Zytoplasma und

an die Zellmembran

Die nSMase2 und RACK1 wurden urspringlich als am B&asmamembran und im
zytoplasmatischen Raum lokalisierte Proteine idierdgrt, wahrend Polycomb-Group-
Proteine als Uberwiegend nuklear lokalisierte Malekbekannt sind (Tcherkasowa et al.,
2002; Su et al., 2005). Um zu beurteilen, ob einekte Interaktion von EED und nSMase?2
auch in vivo raumlich moglich ist, sollte die intrazellulare M&lung von EED in
verschiedenen Zellen analysiert werden.

Zu diesem Zweck wurde zunachst die Lokalisation \iglmerexprimiertem EED per
Immunfluoreszenz untersucht. Es wurde der Exprassektor pFLAG-CMV2 mit an die
FLAG-Sequenz ligierter vollstandiger EED-cDNA-SegquéAminosauren 2-441) verwendet.
Mit diesem Konstrukt wurden Jurkat-T-Lymphozyterttels Amaxa-Nukleofektion transient
transfiziert. Um einen mdglichen Einfluss von TNkf alie EED-Proteinverteilung zu
erfassen, wurden die transfizierten Zellen fur,8, 3 und 10 Minuten mit 100 ng/mL TNF in
CLICK RPMI-Medium inkubiert. Anschliel3end wurden fmnfluoreszenzversuche mit den
Zellen durchgefuhrt und das an FLAG fusionierte EBWt einem Maus-anti-FLAG-
Antikdrper (Sigma) und fluoreszenzmarkiertem Alexduor 488 Esel-anti-Maus-
Zweitantikorper (Molecular Probes, grin) nachgeetesAls bildgebendes Verfahren diente
die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie. Es stellEhdieraus, dass Uberexprimiertes EED in
unbehandelten Zellen grél3tenteils im Zellkern und geringflgig im Zytoplasma oder an
der Membran lokalisiert war. Schon nach 90-sekigdigNF-Stimulation war FLAG-EED
jedoch wesentlich prominenter im extranuklearenr®au erkennen und nach dreiminitiger
Inkubation war ein noch grol3erer Anteil des Pratens Zytosol und an die Plasmamembran
transloziert. Der zytosolische EED-Gehalt war aunelch zehn Minuten TNF noch gleich
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bleibend hoch (s. Abb. 7A). Die Immunfluoreszensuehe mit den transfizierten Zellen
wurden mit einem Anti-EED-Antikorper (Abcam) zurrekten Erkennung des Zielproteins
wiederholt und ergaben identische Ergebnisse (b. AB).

3.1.3 TNF induziert die Translokation von endogenenkEED ins Zytoplasma und an die

Zellmembran

Es sollte im Folgenden uUberprift werden, ob die bbhebtete TNF-induzierte EED-

Translokation in transfizierten Jurkat-T-Zellen aindurch die Uberexpression und die
entsprechend Ubernaturlich gro3en Proteinmengeuarsamhten Effekt darstellt. Deshalb
wurden zwei verschiedene Kaninchen-anti-EED-Anpedrauf inre Fahigkeit hin untersucht,
endogenes EED in Jurkat-Zellen per Immunfluoreszesightbar zu machen. Als

fluoreszenzgekoppelter Zweitantikbrper diente jésveein Alexa Fluor 488 Esel-anti-

Kaninchen Antikdrper (grin). Sowohl durch den EEBtRGrper von Abcam als auch durch
den von Santa Cruz konnte in untransfizierten umoebandelten Jurkat-Zellen ein fir EED
typisches, Uberwiegend nukledres Proteinverteilomgser dargestellt werden. Das Signal
war jedoch mit dem Abcam-Antikérper wesentlich le¢dy weshalb dieser fur die folgenden
Kolokalisationsstudien verwendet wurde (vgl. Ab@. ind D, 0’ TNF).

Endogenes EED translozierte in Jurkat-Zellen na@andinttiger TNF-Stimulation ebenso

aus dem Kern ins Zytoplasma wie das UberexprimiBi®. Die grof3ten zytosolischen
Proteinmengen konnten auch in diesem Fall nach dieizehnminitiger TNF-Stimulation

beobachtet werden (s. Abb. 7C, D).

Die TNF-bedingte EED-Translokation sollte mit Hilener weiteren Methode verifiziert

werden. Unbehandelte und drei Minuten in TNF-haltigMedium inkubierte Jurkat-Zellen

wurden mit ProteoJET-Extraktionskits von FermentasZytoplasma-, Membran- und

Nukleus-Fraktionen unterteilt. Die EED-Mengen wurddurch Western-Blot mit einem

monoklonalen Maus-anti-EED-Antikdrper (Milliporeymittelt. Gleiche Proteinlademengen
wurden durch Aktin-Detektion kontrolliert und dieeiRheit der Fraktionen wurde durch die
Detektion von Tubulin, Cadherin und Histon als elk#eristische zytosolische,

membranstandige bzw. nukledare Komponenten uberphiftUbereinstimmung mit den

Immunfluoreszenzstudien nahm die EED-Menge nach-Bhifaulation im Zytoplasma und

an der Membran zu und entsprechend in der Zellkaktibn ab (s. Abb. 7E).
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Um zu ermitteln, ob TNF die Translokation von EEDht nur in ,Laborzelllinien®, sondern
auch in primaren menschlichen Lymphozyten induzetrden EED-Immunfluoreszenzen
mit aktivierten primaren T- und B-Zellen durchgefijhdie zuvor aus humanem Blut
extrahiert worden waren. Im Fall der primaren Tkelkonnte nach 1,5, 3 und 10 Minuten
Inkubation mit TNF ein ahnlicher (lediglich etwaseripger ausgepragter) EED-
Translokationsprozess beobachtet werden wie in Jgkat-T-Zellen (s. Abb. 8A). Somit
konnte diein-vivo-Relevanz des TNF-Einflusses auf EED auch direkthuimanen System
verifiziert werden. In den primaren B-Zellen war [EHingegen bereits konstitutiv und in
grof3en Mengen zytoplasmatisch lokalisiert. Einedviderung durch TNF fand entsprechend
nicht statt (s. Abb. 8B).

EED-Translokation durch Integrinaktivierung wurdé3ar in Jurkat-T-Zellen in geringerem
Ausmald auch in adharenten HelLa-Zellen nachgewi@déte et al., 2004). Deshalb sollten
TNF-bedingte EED-Verteilungsunterschiede durch Wikdlung der Immunfluoreszenz-
versuche auch bei dieser Zelllinie untersucht werdes stellte sich heraus, dass auch in
HelLa-Zellen nach 1,5-10-mindtiger TNF-Stimulationeln EED im zytosolischen
Kompartiment zu verzeichnen war als bei der unbedléen Kontrolle. Der Effekt war jedoch
weniger deutlich ausgepragt. EED war auch ohne Bhifrulation aul3erhalb des Zellkerns
nachzuweisen und die (dennoch uberwiegende) neklE&D-Menge nahm durch TNF-
Inkubation nur geringfiigig ab (s. Abb. 8C).

Als weitere adharente Zelllinie wurden 293T-Zeliergleicher Weise auf EED-Translokation
durch TNF Uberpruft. Auch bei diesen Zellen war Eiigrwiegend im Zellkern und deutlich
geringer im Zytoplasma verteilt. Eine pragnante émag der EED-Verteilung durch
verschieden lange TNF-Inkubationen konnte hier gadnicht beobachtet werden (s. Abb.
8D). EED-Uberexpression durch Calcium-Phosphat-dfeddion in 293T-Zellen erbrachte
bei der Immunfluoreszenz zwar erwartungsgemal esi@rk Signale in der
Fluoreszenzmikrokopie, aber auch in diesem Fall anderte TNF das EED-
Verteilungsmuster nicht in deutlich erkennbarem a8 (s. Abb. 8E). Eine TNF-abhangige

N-SMase-Aktivierung war in 293T-Zellen allerdingslbng auch nicht beschrieben worden.
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Zyto- Mem- Zell-
plasma bran kern
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Abb. 7: EED transloziert bei Jurkat-Zellen nach TNF~Stimulation aus dem Zellkern ins Zytoplasma und
an die PlasmamembranA-D: Immunfluoreszenzen nach 0, 1,5, 3 und 10 mMNF-Stimulation (100 ng/mL).
A: Detektion von tUberexprimiertem EED durch Maus-b AG-Antikdrper (Sigma) mit fluoreszenzmarkiente
Alexa Fluor 488 Esel-anti-Maus-Zweitantikbrpern (Bcular Probes, grin) in pFLAG-CMV2.ERDR
transfizierten Jurkat-Zellen B: Detektion von Ubgmémiertem EED durch Kaninchen-anti-EED-Antikdrper
(Abcam) mit fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488Eanti-Kaninchen-Zweitantikrpern (Molecular Pesh
grun) in FLAG-EED-transfizierten Jurkat-Zellen. B; Detektion von endogenem EED durch Kaninchen-anti
EED-Antikdrper von Abcam (C) bzw. von Santa CrDz (it fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esefi-a
Kaninchen-Zweitantikbrpern (Molecular Probes, grimyuntransfizierten Jurkat-Zellen. A-D: Zellkermgirden
durch DAPI (blaue Fluoreszenz) angefarbt (Maf3stlksb: 10 pm). E: EED-Detektion in isolierten
Zytoplasma-, Membran- und Nukleus-Fraktionen vam@ 3 min. TNF-stimulierten Jurkat-Zellen durch Mau
anti-EED-Antikérper (Millipore). Multiple EED-Bande sind auf das Vorhandensein verschiedener EED-
Isoformen zurtickzufihren (Kuzmichev et al., 20088tin-Detektion dient als Ladekontrolle, die Reiithéer
Fraktionen wurde durch Nachweis von fraktionsspgdilen Proteinen mit Tubulin-, Pan-Cadherin- unstdti-
Antikérpern sichergestellt.
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70Z/3TR55 308-340: ohne NSD

Abb. 8: Verteilung von EED in verschiedenen Zellemach Stimulation mit TNF. Zellen wurden fur 0, 1,5, 3
und 10 min. mit TNF (100 ng/mL) stimuliert. EED wder in der Immunfluoreszenz mittels Kaninchen-anti-
EED-Antikdrpern (Abcam) mit fluoreszenzmarkiertehexa Fluor 488 Esel-anti-Kaninchen-Zweitantikdrpern
(Molecular Probes, griin) detektiert. Zellkerne vamrddurch DAPI (blaue Fluoreszenz) angefarbt. A: EED
Translokation durch TNF in primaren aktivierten €H&n; B: konstitutiv zytoplasmatische EED-Vert@iduin
primaren B-Zellen; C: EED-Translokation durch TNFHelLa-Zellen; D: keine EED-Translokation durch TNF
in 293T-Zellen; E: keine EED-Translokation durch Fl\ 293T-Zellen, die 48 Stunden zuvor mit pFLAG-
CMV2.EED,.44; transfiziert wurden; F: EED-Translokation durch ANh 70Z/3TR55 212-308/346-Pra-B-
Zellen ohne NSD-Deletion im TNF-R1, aber nicht i8ZI3TR55 308-340-Pra-B-Zellen mit NSD-Deletion

(MaRstabsbalken: 10 pm).
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3.1.4 EED-Translokation wird durch die N-SMase-Aktvierungsdomane vermittelt

Um zu Uberprifen, welche Domé&ne des TNF-Rezeptais EED-Translokation
verantwortlich ist, wurden 70Z/3TR5212-308/346-Pra-B-Zellen aus der Maus analysiert,
die durch eine Deletion im TNF-R1 zwar die NSD experen, aber keine Signale durch die
Todesdomane uUbermitteln kénnen (Adam et al., 1996)ch Immunfluoreszenz konnte bei
diesen Zellen eine teilweise EED-Translokation Humehnminitige TNF-Stimulation
detektiert werden. Bei 70Z/3TR5808-340-Zellen, denen die NSD fehlt (Adam et &94),
wurde hingegen keine zytosolische EED-Zunahme duildR beobachtet (s. Abb. 8F). Der
TNF-Einfluss auf die intrazellulare EED-Verteilungrd also anscheinend durch die NSD
und somit im Rahmen der N-SMase-Aktivierung veretfiitt

3.1.5 TNF induziert Kolokalisation von EED und nSMa&e2 in EED/nSMase2-

Uberexprimierenden Zellen

Es konnte mittels Immunfluoreszenz- und Zellfrakievungsversuchen gezeigt werden, dass
EED in den meisten Zellformen Uberwiegend im Zelkdokalisiert ist. Durch TNF-
Stimulation gelangten jedoch grof3ere EED-MengerZyteplasma und an die Membran (s.
Kapitel 3.1.2, 3.1.3), wo auch die nSMase2 lokatisist (Clarke et al., 2006). Ob TNF
tatsachlich zu einer gesteigerten Kolokalisatiom teiden Proteine fihrt, sollte daher
ebenfalls durch Immunfluoreszenzen untersucht werde

Es wurden zunédchst wieder Jurkat-Zellen durch AnNokleofektion mit
Expressionsvektoren transfiziert, diesmal fur Ddppigerexpressionen mit an FLAG
fusioniertem EED (Vektor: pFLAG-CMV2) und an mycsfanierter nSMase2 (Vektor:
pCDNA3.1). Analog zu den EED-Einzeluntersuchungende je ein Teil der transfizierten
Zellen mit 1,5, 3 und 10 Minuten TNF stimuliert.eDibeiden Proteine wurden anschliel3end
mit Maus-anti-FLAG- (Sigma) und Kaninchen-anti-mAnotikorper (Santa Cruz) sowie
Alexa Fluor 546 Ziege-anti-Maus- und Alexa FluoB4Bsel-anti-Kaninchen-Zweitantikbrper
(jeweils von Molecular Probes) mittels Immunfluaresz nachgewiesen.

Durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie konnte ggzeierden, dass die Uberexprimierte
nSMase2 an der Plasmamembran und im zytosoliscloenp&rtiment verteilt vorlag. Sie
kolokalisierte ohne TNF-Stimulation entsprechend mu wenigen Bereichen mit dem
grof3tenteils kernstandigen EED (s. Abb. 9A). Bereiach 1,5-minttiger TNF-Stimulation
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kam es zu einer deutlichen Steigerung der Koloattia im Zytosol und an der Membran (s.
Abb. 9B) und nach dreiminitigem TNF-Einfluss kolb&@rten die Uberexprimierten
Proteine nahezu vollstdndig (s. Abb. 9C). Auch na@hn Minuten war noch keine

Kolokalisationsabnahme zu verzeichnen (s. Abb. 9D).

nSMase2 nSMase2

o

nSMase2 nSMase2

Abb. 9: myc-nSMase2 und FLAG-EED kolokalisieren inJurkat-Zellen verstarkt nach TNF-Stimulation.
Jurkat-Zellen wurden mit pCDNA3.1.myc-nSMaggz und pFLAG-CMV2.EED.44; transfiziert und 48
Stunden danach fir 0 min. (A), 1,5 min. (B), 3 n{i@) und 10 min. (D) mit TNF (100 ng/mL) stimulie®ie
Zielproteine wurden in der Immunfluoreszenz mittéaninchen-anti-myc-Antikrpern (Santa Cruz) mit
fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-lkahen-Zweitantikrpern (Molecular Probes, griindun
mittels Maus-anti-FLAG-Antikdrpern (Sigma) mit flteszenzmarkierten Alexa Fluor 546 Ziege-anti-Maus-
Zweitantikérpern (Molecular Probes, rot) detektieRellkerne wurden durch DAPI (blaue Fluoreszenz)
angefarbt. Kolokalisation von myc-nSMase2 (grunj WFLAG-EED (rot) ist als gelbe Farbung erkennbar
(MaRstabsbalken: 10 pm).
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3.1.6 TNF induziert Kolokalisation von endogenem EB und endogener nSMase?2

Die beobachtete TNF-bedingte Kolokalisationssteiggrvon EED und nSMase2 durch TNF
sollte mit Antikérpern gegen die endogenen Proteimeuntransfizierten Jurkat-Zellen
verifiziert werden. Dazu wurden zunachst ein Zieged ein Kaninchen-anti-nSMase2-
Antikdrper (beide von Santa Cruz) in der Immunfes@enz getestet. Der Ziege-anti-
nSMase2-Antikrper wurde bereits in einer unabhgemi Studie verwendet, um zu
demonstrieren, dass die endogene nSMase2 in Naugopiberwiegend im Bereich der
Plasmamembran lokalisiert ist (Sitrin et al., 201h) den Immunfluoreszenzen mit Jurkat-
Zellen zeigten beide verwendeten Antikorper eimitkehes Proteinverteilungsmuster der
nSMase2 im Zytoplasma und an der Zellmembran wieg de/c-Antikorper bei
Uberexprimierten Zellen (s. Abb. 9A, 10A, E). EinBF-induzierte nSMase2-Translokation
war nicht zu verzeichnen (s. Abb. 10A-E). Fur ddgénden Kolokalisationsstudien wurden
der Ziege-anti-nSMase2-Antikdrper mit fluoreszenddaetem Alexa Fluor 555 Esel-anti-
Ziege-Zweitantikorper (rot) und der Kaninchen-daED-Antikérper von Abcam mit
fluoreszenzmarkiertem Alexa Fluor 488 Esel-anti-idahen-Zweitantikbrper (grin)
verwendet.

Das Kolokalisationsmuster der endogenen Proteiner wdentisch mit dem der
Uberexprimierten aus Kapitel 3.1.5. Auch endogeB&P translozierte bereits nach 90
Sekunden vom Zellkern ins Zytoplasma und kolokaittei dort mit der nSMase2 (s. Abb. 10A,
B). Das grof3te Kolokalisationsausmalfd war nachMneuten erreicht (s. Abb. 10C) und blieb
auch nach zehnminutiger TNF-Inkubation besteheAl{b. 10D).
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nSMase2 nSMase2

Kcﬁbkalisation Kolokalisation

L

nSMase2 nSMase2

Kolokalisation s Kolokalisation.

= F L

Abb. 10: endogene nSMase2 und endogenes EED koldkadren in Jurkat-Zellen verstéarkt nach TNF-
Stimulation. A-D: Jurkat-Zellen wurden fir 0 (A), 1,5 (B), 3)X@nd 10 min. (D) mit TNF (100 ng/mL)
stimuliert. Die Zielproteine wurden in der Immurdheszenz mittels Ziege-anti-nSMase2-Antikérpernn{Sa
Cruz) mit fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 555 |Ezs#i-Ziege-Zweitantikdrpern (Molecular Probest)rond
mittels Kaninchen-anti-EED-Antikérpern (Abcam) nifituoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-
Kaninchen-Zweitantikbrpern (Molecular Probes, griejektiert. Kolokalisation von nSMase2 und EEDailst
gelbe Farbung erkennbar. E: Die endogene nSMasegiliag in Jurkat-Zellen, detektiert durch eineeiteren
Kaninchen-anti-nSMase2-Antikorper (Santa Cruz) rhitoreszenzmarkierten Alexa Fluor 555 Esel-anti-
Kaninchen-Zweitantikdrpern (Molecular Probes, rbtgibt nach TNF-Stimulation fur O und 3 min. uréedert.
A-E: Zellkerne wurden durch DAPI (blaue Fluoresemzgefarbt (Mal3stabsbalken: 10 pm).
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3.1.7 TNF induziert Kolokalisation von endogenem EB und endogenem RACK1

Um ein Bindeglied zwischen nSMase2 und RACK1 bei dNF-vermittelten nSMase2-
Aktivierung darzustellen, muss EED auch mit RACKiteragieren. Ob dies der Fall ist,
wurde daher ebenfalls per Immunfluoreszenz in asfraierten Jurkat-Zellen untersucht. Zur
endogenen RACK1-Detektion diente ein monoklonalaustanti-RACK1-Antikorper (Santa
Cruz) mit fluoreszenzmarkiertem Alexa Fluor 546 géeanti-Maus-Zweitantikorper (rot).
EED und RACK1 kolokalisierten bereits ohne TNF-kiss im Bereich des kernnahen
Zytoplasmas (s. Abb. 11A), die Kolokalisation kamrdurch TNF allerdings auf weitere
Zytosolbereiche und die Plasmamembran ausgewestelen (s. Abb. 11B).

Das grol3te Kolokalisationsausmald war auch in dieBathnach drei- bis zehnminitiger
TNF-Stimulation erreicht (s. Abb. 11C, D).

EED ist also nach TNF-Stimulation in identischetrarellularen Bereichen zu beobachten
wie die nSMase2 und RACK1. Da die nSMase2 und RAGCHt direkt miteinander
interagieren (s. Kapitel 3.1.1), konnte EED im Rehnder TNF-induzierten nSMase2-

Signalkaskade somit das gesuchte Bindeglied zwmsdlesen Molekilen darstellen.
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Abb. 11: endogenes RACK1 und endogenes EED koloksikren in Jurkat-Zellen verstarkt nach TNF-
Stimulation. Jurkat-Zellen wurden fir 0 (A), 1,5 (B), 3 (C) uh@ min. (D) mit TNF (100 ng/mL) stimuliert.
Die Zielproteine wurden in der Immunfluoreszenz tetit Maus-anti-RACK1-Antikbrpern (Santa Cruz) mit
fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 546 Ziege-antidgl&weitantikorper (Molecular Probes, rot) und eigt
Kaninchen-anti-EED-Antikérpern (Abcam) mit fluoresemarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-Kaninchen-
Zweitantikérpern (Molecular Probes, griin) detektidfolokalisation von RACK1 und EED ist als gelbe
Farbung erkennbar. Zellkerne wurden durch DAPIU@IBluoreszenz) angefarbt (MaRstabsbalken: 10 um).
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3.1.8 EED kann mit RACK1 und nSMase2 koimmunprazigiert werden und ist ein

Bestandteil des TNF-R1-Komplexes

Als erganzenden Beleg fir die TNF-induzierte Binglwon EED an RACK1 und die
nSMase2 wurden von Sabine Mathieu und Dr. Vladifghikov, Institut fir Immunologie
der CAU Kiel, Koimmunprazipitationen und TNF-R1-Kptax-Praparationen vorgenommen.
In Jurkat- und HelLa-Zellen konnte EED mit der nS&Bg&oimmunprazipitiert werden, und
zwar in beiden Zelllinien erwartungsgemalf deutficbminenter nach dreiminttiger TNF-
Stimulation (s. Abb. Z1A, links, im Anhang). DieSklase2 konnte in den EED-
Immunpréazipitaten ebenfalls nachgewiesen werderer Hvurde, hdchstwahrscheinlich
aufgrund von limitierter Antikdrperaffinitat und geger endogener nSMase2-Mengen, keine
eindeutige nSMase2-Zunahme durch TNF beobachtéb{s. Z1A, rechts, im Anhang). Die
Uberexprimierte  katalytische Doméne der nSMase2 mkuainprazipitierte  mit
Uberexprimiertem EED jedoch intensiver nach TNFd&®hung (s. Abb. Z1C im Anhang).
Wie anhand der Immunfluoreszenzergebnisse aus é{apil.7 zu erwarten war, konnte
RACK1 in den endogenen EED-Immunpréazipitaten vekstdach TNF-Stimulation detektiert
werden (s. Abb. Z1B, links, im Anhang). Ebenfaléeh TNF-Stimulation konnte RACK1 im
nSMase2-Immunpréazipitat nachgewiesen werden (s.. A, rechts, im Anhang). Da
RACKZ1 nicht direkt an die nSMase2 bindet, musseafi€Signal aus der Bindung von RACK1
an EED resultieren, welches TNF-abhangig mit deMas:2 koimmunprazipitiert wurde.
EED bindet also hochstwahrscheinlich an beide Rretgleichzeitig und komplettiert so die
TNF-R1-nSMase2-Signalkaskade.

Immunmagnetische Isolationen von TNF-Rezeptorkorgsiebestatigten zusatzlich die TNF-
induzierte Interaktion von EED, nSMase2 und RACKfMn iRahmen der TNF-
Signaltransduktion. TNF rekrutierte EED und nSMase®ohl in Jurkat- als auch in HelLa-
Zellen zum Rezeptor-Komplex. In  Ubereinstimmung mitlen Trans- und
Kolokalisationsstudien konnten beide Proteine nh&a bis zehnmindtiger TNF-Stimulation
verstarkt nachgewiesen werden. TNF-R1 und RACK1ewain allen magnetischen
Fraktionen prasent (s. Abb. Z2A im Anhang). DieBegebnis entspricht friiheren Studien,
wonach FAN und RACK1 konstitutiv und TNF-unabhéngig dem TNF-R1 verknlpft sind
(Adam-Klages et al., 1996; Tcherkasowa et al., 20BED und nSMase2 konnten ferner mit
dem TNF-R1 koprazipitiert werden, und zwar in wekem stdrkerem Mal3e nach TNF-
Stimulation, wahrend RACK1 auch hier konstitutiv FHR1-assoziiert vorlag (s. Abb. Z2B
im Anhang).
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3.1.9 EED wird fir die TNF-induzierte Aktivierung d er nSMase?2 bendtigt

Um zu testen, ob die Bindung von EED an RACK1 uBd/lase2 im Rahmen des TNF-R1-
Komplexes von essentieller Bedeutung fur die TNifszierte nSMase2-Aktivierung ist,
sollte die EED-Expression durch RNA-Interferenzilimért werden. Zwei EED-SiRNASs von
Ambion wurden gleichzeitig durch Amaxa-Nukleofekticn Jurkat-Zellen transfiziert. Die
Effektivitat der EED-Herunterregulation wurde mistédmmunfluoreszenz Uberpruft. Wie aus
Abbildung 12A ersichtlich ist, konnte die EED-Exgseén erfolgreich inhibiert werden,
wahrend eine Negativkontroll-siRNA keinen Effekf die endogene EED-Expression zeigte.
Bei unbehandelten, EED-siRNA- und NegativkontraRi$A-transfizierten Jurkat-Zellen
wurde die N-SMase-Aktivitat nach 0, 1, 2, 3, 5 drdMinuten TNF-Inkubation gemessen.
Die N-SMase-Aktivitat war bei Negativkontroll-siRNAund untransfizierten Zellen nach
zwei- bis dreimindtiger TNF-Stimulation am hochstend erreichte nach zehn Minuten
wieder die basalen Aktivitatswerte. Durch die EHRMAs konnte die TNF-bedingte
Aktivitatssteigerung jedoch komplett unterbunderrde@ (s. Abb. 12B). Es konnte somit
gezeigt werden, dass EED einen essentiellen Bdsihmdr nSMase2-Aktivierung durch
TNF darstellt. Der zeitliche Rahmen der N-SMasebA&tung entsprach dabei dem Zeitraum
der in Kapitel 3.1.5-3.1.7 geschilderten, durch TNfesteigerten EED-nSMase2-

Kolokalisation.
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Abb. 12: EED wird fir die Aktivierung der nSMase2 durch TNF benétigt. (A) Jurkat-Zellen blieben
unbehandelt (oben), wurden mit Negativkontroll-siRMitte) oder mit EED-spezifischen siRNAs (unten)
transfiziert und 48 Stunden spéater fixiert und peahilisiert. Die Expression von endogenem EED wuniteels
Kaninchen-anti-EED-Antikérpern (Abcam) mit fluoreszgekoppelten Alexa Fluor 488 Esel-anti-Kaninchen-
Zweitantikérpern (Molecular Probes, grin) Uberpriellkerne wurden durch DAPI (blaue Fluoreszenz)
angefarbt (Mal3stabsbalken: 10 um). (B) N-SMaseutkti nach 0, 1, 2, 3, 5 und 10 min. TNF-Stimulatloei
unbehandelten, Negativkontroll-siRNA-transfizierteand mit EED-spezifischen siRNAs transfizierten ki
Zellen. Es sind jeweils die Mittelwerte aus dreitikkdtsmessungen dargestellt. Standardabweichusgah
durch Fehlerbalken dargestellt. Die Experimente (8)svurden von Stephan Philipp und Dr. Supandi ®t6r
Morbach, Institut fur Immunologie der CAU Kiel, dingefiihrt.
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3.1.10 Uberexpression von konstitutiv. membrangeburehem EED und EED-

Einzeldomanen ist nicht ausreichend fur die Aktivieung der nSMase?2

Um als Bestandteil des TNF-R1-Komplexes die nSMame2aktivieren, muss EED nach
TNF-Stimulation an die Zellmembran translozierenKapitel 3.1.5-3.1.8). Es sollte daher
Uberprift werden, ob konstitutiv membrangebunddfied bereits ausreicht, um auch TNF-
unabhangig die nSMase2 zu aktivieren. Zu diesenckwairde die vollstandige EED-cDNA
im Expressionsvektor pFLAG-CMV2 an die Sequenz das membranintegrierte H-5K
Peptid fusioniert. Das Plasmid wurde daraufhin efsttAmaxa-Nukleofektion transient in
Jurkat-Zellen transfiziert. Durch Immunfluoreszemzt direkt fluoreszenzgekoppeltem H-
2K“-Antikorper konnte verifiziert werden, dass derdiberexprimiertes H-2KEED
konstitutiv membrangebunden vorlag (s. Abb. 13Aergb Es stellte sich heraus, dass grof3e
Mengen membranassoziierten EEDs ohne TNF-Stimulatioht ausreichten, um die basale
N-SMase-Aktivitat zu erhdohen (s. Abb. 13B, oben)EDE muss fur eine nSMase2-
Aktivitatssteigerung also zusammen mit dem TNF-TRIEFAN-RACK1-Komplex an die
nSMase2 binden. Identische Resultate waren duraedpression der nSMase2-bindenden
EED-Domane (FLAG-EEDIV-VII; beinhaltet nur die EED-WD-Repeats I-Ill) dnder C-
terminalen EED-Region (FLAG-EED-III; beinhaltet nur die EED-WD-Repeats IV-VIiIuz
verzeichnen (s. Abb 13B, Mitte und unten). Durchmiamfluoreszenz mit Maus-anti-FLAG-
Antikdrper (Sigma) und fluoreszenzgekoppeltem Alexduor 488 Esel-anti-Maus-
Zweitantikorper konnte zudem gezeigt werden, dasdebEED-Einzeldomanen nicht mehr
nuklear, sondern konstitutiv zytoplasmatisch ladalit waren (s. Abb. 13A, Mitte und unten).
Fur die Shuttle-Bewegung zwischen Kern und ZytapegWitte et al., 2004) werden also
offenbar alle EED-Doméanen bendétigt.

Alle drei Konstrukte verringerten zudem die TNF4zéerte N-SMase-Aktivitat (s. Abb.13B,
C). Identische Resultate wurden bereits fiir die refgression von RACK1 berichtet und
lassen sich vermutlich auf Interferenz der Uberexirten Proteine mit den endogenen
Komponenten der nSMase2-Signalkaskade zurlckf((firdrerkasowa et al., 2002).
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass EED na€fSlidulation die Licke zwischen der
nSMase2 und RACK1 schlie3t, wodurch die nSMaseR/iakit wird. EED stellt somit das
bisher unbekannte fehlende Glied in der Signalttakison vom TNF-R1 zur nSMase2 dar.
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Abb. 13: Die TNF-abhéngige Aktivierung der nSMasezrfolgt nur bei Rekrutierung von vollstandigem
EED-Protein (inklusive aller Doménen) im Zusammenhag mit dem TNF-R1-FAN-RACK1-Komplex.
(A) Jurkat-Zellen wurden mit einem Kkonstitutiv Rfzsmembran-gebundenen EED-Konstrukt (pFLAG-
CMV2.H-2KK-EED,.445, oben), mit der C-terminalen EED-Region (FLAG-EHBII (pFLAG-CMV2.EEDy3,.
441), Mitte) oder mit der nSMase2-interagierenden BEEgrion (FLAG-EED IV-VII (pFLAG-CMV2.EED.,39),
unten) transfiziert. Die Expression der jeweiligionstrukte wurde durch Immunfluoreszenz mit direkt
fluoreszenzgekoppelten H-Zkspezifischen Antikérpern (EED-H-2K griin) bzw. mit Maus-anti-FLAG-
Antikérpern von Sigma (FLAG-EED-III, FLAG-EED IV-VII) und fluoreszenzgekoppelten Alexa Fluor 488
Esel-anti-Kaninchen-Zweitantikbrpern (Molecular Bes, griin) nachgewiesen. Zellkerne wurden durch IDAP
(blaue Fluoreszenz) angefarbt (MaBstabsbalken: &0). (B) Messung der N-SMase-Aktivitat bei den
transfizierten Zellen nach unterschiedlich langeFIStimulationen. (C) Kontrolle: Messung der N-Skas
Aktivitat nach unterschiedlich langen TNF-Stimuteten bei untransfizierten und Leervektor-transfizie
(PFLAG-CMV2; Negativkontrolle) Zellen. Es sind jeilge die Mittelwerte aus drei Aktivititsmessungen
dargestellt. Standardabweichungen sind durch Hedilern dargestellt. Die Aktivitdtsmessungen wurden Dr.
Supandi Winoto-Morbach, Institut fir Immunologier @AU Kiel, durchgefiihrt.
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3.2 Integrin-beta-Untereinheiten sind Komponenten dr TNFE-induzierten nSMase2-
Signaltransduktion

3.2.1 ITGB1, ITGB2, ITGB5 und ITGB7 sind membranstihdige Komponenten von

Jurkat-Zellen

Die Ergebnisse friherer Studien legen eine Beteilggvon Integrinen an der nSMase2-
Signaltransduktion nahe (s. Kapitel 1.5). Besondeshrscheinliche Kandidaten fir
stabilisierende Funktionen bei der TNF-abhangigenembranassoziierten nSMase2-
Aktivierung sind die Integrin-Untereinheiten ITGB1, ITGB2 und ITGB5, die an RACK
binden, sowie ITGB7, welches an die neu identifieieSignalwegskomponente EED bindet
(Liliental et al., 1998; Rietzler et al., 1998).eBe These sollte im Folgenden experimentell
Uberpruft werden.

ITGB1 und ITGB2 waren in Jurkat-T-Lymphozyten b&sdeschrieben worden (Chan et al.,
2000). Es sollte entsprechend analysiert werden|T@B5 und ITGB7 in diesen Zellen
ebenfalls exprimiert werden und ob die verwendétaninchen-anti-ITGB5- und -ITGB7-
Antikdrper von Abnova spezifisch sind. Dazu wurdéia beiden Integrine zunachst durch
Calcium-Phosphat-Transfektion in 293T-Zellen Ubprexiert und Lysate gemeinsam mit
Lysaten aus untransfizierten 293T- und Jurkat-Zdell®m Western Blot auf Banden von
identischem Molekulargewicht hin untersucht. Nelslsm zur Kontrolle Uberexprimierten
Konstrukten konnten auch endogenes ITGB5 und IT@Bfeiden Zelltypen nachgewiesen
werden (s. Abb. 14A, B).

Als nachstes wurde durch Immunfluoreszenz die zellalare Lokalisation der vier Integrin-
Untereinheiten sowie maogliche TNF-bedingte Vertegsanderungen in Jurkat-Zellen
untersucht. ITGB5 und ITGB7 wurden mit den oben agertien Antikdrpern detektiert,
ITGB1 und ITGB2 mitMaus-anti-ITGB1- bzw. Kaninchen-anti-ITGB2-Antik@m (jeweils
von BD). Als Sekundéarantikdrper wurden Alexa FI4&8 Esel-anti-Maus- bzw. Esel-anti-
Kaninchen-Antikorper (Molecular Probes) eingeseile Proteine wurden erwartungsgemald
an der Plasmamembran nachgewiesen. ITGB1, ITGB5IT@G®87 waren zudem als Cluster
in einigen Bereichen der Zellmembran und vesikul@r membrannahen Zytoplasma
angehauft (s. Abb. 14C, G, 1). Diese Verteilungsteiugnderten sich nicht durch dreiminutige
TNF-Stimulation (s. Abb. 14D, H, J). ITGB2 war inegentlich grof3eren Mengen als die
Ubrigen Integrine gleichméaRig an der Zellperipheeeteilt (s. Abb. 14E). TNF-Stimulation

bewirkte hier jedoch eine Clusterbildung im Zellbimgsbereich an den
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Adhasionsobjekttrager (s. Abb. 14F). Dieses Ergelemtspricht friheren Studien, wonach
ITGB2-Aktivierung durch TNF unter anderem zu verister Zelladhasion fuhrt (Bouaouina
et al., 2004).

>
los)

transfizierte HEK 293T  Jurkat transfizierte HEK 293T  Jurkat
HEK 293T  (Wildtyp) (Wildtyp) HEK 293T  (Wildtyp) (Wildtyp)

- ITGB7 ‘ D

ITGB5

D
DAPI + ITGB1 DAPI + ITGB1

DAPI + ITGB2 DAPI + ITGB2

DAPI + ITGB5 DAPI + ITGB5

ITGB7 DAPI + ITGB7 DAPI + ITGB7

Abb. 14: Verteilung von verschiedenen Integrin-betdJntereinheiten in Jurkat-Zellen mit und ohne TNF-
Stimulation. A, B: Nachweis von endogenem ITGB5 und ITGB7 inkdtiZellen durch Western-Blot. Als
Positivkontrollen dienten tberexprimiertes (cDNAeKE: pCMV6-XL5.ITGB5 bzw. pCMV6-XL5.ITGB7 von
Origene) und endogenes ITGB5 bzw. ITGB7 aus HEKT288Il-Lysaten. C-J: Jurkat-Zellen wurden fir O und
3 min. mit TNF (100 ng/mL) stimuliert. Die Integenwurden in der Immunfluoreszenz mittels Maus-anti-
ITGB1- (BD), Kaninchen-anti-ITGB2- (BD), Maus-arii-GB5- (Abnova) oder Maus-anti-ITGB7-Antikdrpern
(Abnova) mit fluoreszenzgekoppeltem Alexa Fluor A48Bsel-anti-Maus- bzw. Esel-anti-Kaninchen-
Zweitantikérpern (Molecular Probes, griin) detektiefellkerne wurden durch DAPI (blaue Fluoreszenz)
angefarbt (Ma3stabsbalken: 10 um). ITGBL1 ist inaln@mdelten (C) und fir 3 min. mit TNF stimulier@ellen
(D) an einer Membranseite angehauft. ITGB2 istnbahandelten Zellen gleichmaflig membranstandigitert
(E) und nach 3 min. TNF-Stimulation an einer Mennsete angehauft (F). ITGB5 und ITGB7 sind in
unbehandelten (G: ITGB5, I: ITGB7) und fiir 3 mint MNF stimulierten Zellen (H: ITGB5, J: ITGB7) ainer
Membranseite angehauft.
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3.2.2 Integrine sind an der TNF-induzierten Aktivieung der nSMase?2 beteiligt

Um zu Uberprifen, ob und in welchem Mal3e Integfiimeeine Stabilisierung des TNF-
R1-FAN-RACK1-EED-nSMase2-Komplexes bendtigt werdssllte ihre Expression mittels
siRNAs inhibiert werden. Als Kontrollen wurden siRSl fur ITGB1, ITGB2, ITGB5 und
ITGB7 in Jurkat-Zellen transfiziert und die Herumégulation der jeweiligen Proteine in den
Zelllysaten per Western Blot Gberprift. ITGB1 kommlurch die ITGB1-siRNA_2 (Ambion
Silencer Pre-designed siRNA 288622) erfolgreichuhirreguliert werden (s. Abb. 15A,
oben). IGTB2 lag in sehr grol3en endogenen Mengeén aher wurde die Proteinmenge
durch einzelne siRNAs nicht vollstandig entfernt gbb. 15B, oben). Fir die folgenden
Experimente wurden deshalb die beiden am bestehiénbnden siRNAs, ITGB2-siRNA_2
und _3 (Ambion Silencer Pre-designed siRNA 105988 8238) zusammen transfiziert. Fur
ITGB5 und ITGB7 waren funktionierende Mischungers geweils drei Einzel-siRNAs von
Santa Cruz erhéltlich (s. Abb. 15C, D, oben).

Als nachstes wurden nSMase2-Aktivitatsmessungenimegrin-siRNA-, Negativkontroll-
siRNA- und untransfizierten Jurkatzellen durchgefulurch Immunfluoreszenzanalysen
wurde die erfolgreiche Herunterregulation der jéigen Integrine durch die Integrin-siRNAs,
aber nicht durch die Negativ-Kontroll-siRNA, sicgestellt (s. mikroskopische Aufnahmen in
Abb. 15). Die N-SMase-Aktivierungsexperimente emggbdass insbesondere ITGB1 und
ITGB2 essentiell fur die TNF-vermittelte nSMaseZ2tixlerung sind, da ohne eine dieser
Untereinheiten ebenso wie ohne EED praktisch kakievitatssteigerung zu verzeichnen war
(s. Abb. 16A, B, 12B). Durch Herunterregulation vbiftGB5 und (in etwas geringerem
Ausmal’) von ITGB7 wurde die Aktivitatssteigerungetalls deutlich verringert, wenn auch
nicht vollstandig aufgehoben (s. Abb. 16C, D). &idbekannt, dass unterschiedliche Integrine
zur Beteiligung an membranassoziierten Signaltnaktsshen miteinander kooperieren und
auch Komplexe bilden (Filla et al., 2006; Waldecleié¢fmair et al., 2008). Auch an der
nSMase2-Signaltransduktion scheinen auf diese Waishirere verschiedene Integrine
beteiligt zu sein, die durch ihreUntereinheiten an die Komponenten des Komplexeddni.
Vor allem ITGB1 und ITGB2 nehmen hierbei offenbareeSchlisselfunktion ein.
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Abb. 15: RNA-Interferenz-Kontrollexperimente fiir verschiedene Integrin-beta-Untereinheiten in Jurkat-
Zellen. Oben: Die Effizienzen verschiedener siRNAs zur iRéefung der endogenen Proteinsynthese von
ITGB1 (A), ITGB2 (B), ITGB5 (C) und ITGB7 (D) wurege72 Stunden nach Transfektion in Jurkat-Zellen
durch Western-Blot tUberprift. Aktin-Detektion diepéweils als Ladekontrolle. Mikroskopische Zellzatimen:
Mittels Immunfluoreszenz wurden ein mdglicher His# von Negativkontroll-siRNA auf die
Integrinexpressionen ausgeschlossen und die Hffizie von ITGB1-siRNA_2 (A), ITGB2-siRNA_2 und 3
(zusammen transfiziert, B), ITGB5-siRNA (C) und IBGsiRNA (D) verifiziert. Integrine sind durch gréin
Fluoreszenz erkennbar, Zellkerne wurden durch D@RIue Fluoreszenz) angefarbt (MalRstabsbalken:mi0 p
Verwendete Antikorper: s. Abb. 14.
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Abb. 16: Fir die Aktivierung der nSMase2 durch TNFwerden die Integrine ITGB1, ITGB2, ITGB5 und
ITGB7 bendtigt. Jurkat-Zellen blieben untransfiziert (oben) oderraden durch Amaxa-Nukleofektion mit
Negativkontroll-siRNA (Mitte) bzw. zuvor auf ihre Mésamkeit kontrollierten (s. Abb. 15) siRNAs (unje
gegen ITGB1 (A), ITGB2 (B), ITGB5 (C) oder ITGB7 Jfransfiziert. 72 Stunden spater wurden die N-SMas
Aktivitaten jeweils nach 0, 1,5, 3 und 10 min. TISEmulation gemessen. Es sind jeweils die Mittetererus
zwei (A) bzw. drei (B-D) Aktivitatsmessungen darg#ls. Standardabweichungen (B-D) sind durch
Fehlerbalken dargestellt. Unterschiede in den Basaltaten zwischen den einzelnen Experimenten siaf
unterschiedliche Substrate ([N-meth§G]-Sphingomyelin von GE Healthcare (A) bzw. von trzann (B-D))
zuruckzufiihren. Die Aktivitatsmessungen wurden Bon Supandi Winoto-Morbach, Institut fur Immunolegi
der CAU Kiel, durchgefihrt.
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3.3 Die Suche nach weiteren Interaktionspartnern denSMase?

3.3.1 Yeast Two-Hybrid Screen mit der vollstandigemSMase? als Koderprotein

Das Polycomb-Group-Protein EED stellte sich alseeriglentifizierter Interaktionspartner der
nSMase2 heraus, der zudem eine entscheidende dRositn nSMase2-Signal-
transduktionsweg einnimmt. Es sollte nun nach weitd’>roteinen gesucht werden, die direkt
an die nSMase?2 binden kénnen. Zu diesem Zweck weirde&'east Two-Hybrid Screen mit
der vollstindigen nSMase2 im Vektor plex202 (pl&Masezsss) als Kdderprotein
durchgefuhrt. Hierfir wurde eine HelLa-cDNA-Biblieth von Takara verwendet. Die
Beutesequenzen waren jeweils in den Y2H-Beute-\fgdd2AD kloniert.

Zunéchst wurde das Koderkonstrukt stabil in Heferetles Stammes JK103 transformiert.
Erfolgreich transformierte, auf U4 GIc'-Selektionsplatten wachsende Hefen wurden in
einem weiteren Schritt in zehn parallelen Ansatzeit der HelLa-cDNA-Bibliothek
kotransformiert. Auf UH'W™ GIc'-Selektionsplatten wurden je ca. 5000 Kolonien pro
Transformation erhalten, die der Selektion entdprd sowohl das Kdder- als auch ein
Beutekonstrukt enthalten mussten. Die Kolonien wardanschlie@end in TE/Glycerol
resuspendiert und in unterschiedlichen Mengen adfWIL™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatten
verteilt. GemalR dem Y2H-System sollten nur diejenigiefen blaue Kolonien ausbilden, in
denen Koder- und Beuteprotein miteinander intersgie Nach Ausplattierung der gesamten
Hefemenge war das Wachstum von 96 blauen Koloniewezzeichnen (s. Tabelle 9). Um
unspezifisches Wachstum auszuschlieRen, wurdeiKaltmien erneut auf BWW'L™ Gal® X-
Gal'- und zusétzlich als Negativkontrollen aufHW™ GIc® X-Gal'-Selektionsplatten
ausgestrichen. Letztgenanntes Medium beinhaltete Kgalactose, weshalb die Hefen darauf
keine Blaufarbung zeigen sollten. 48 Kolonien wiechblau auf TH'W'L™ Gal' X-Gal'- und
weil auf UH'W" GIc™ X-Gal'-Selektionsplatten und beinhalteten somit mutmaB8liait der
nSMase?2 interagierende Kandidatproteine (s. Tal®gll&Nach Isolation aus den Hefezellen
wurden die Plasmide i&. coli KC8-Bakterien transformiert und die Beuteplasmadé M9-
Medium selektiert. Die pB42AD-Beuteplasmide wurdech Isolation mittels Restriktions-
verdau und Agarose-Gelelektrophorese auf das Vddreein von cDNA aus der Hela-
cDNA-Bibliothek analysiert. 39 Vektoren beinhalteteein cDNA-Insert. Durch die
anschlieBenden Sequenzierungen stellte sich hedmss, 18 Beutesequenzen kodierende

Regionen im korrekten Leserahmen beinhaltetengselle 9).
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3.3.1.1 Die erhaltenen Beuteproteine des Yeast Twbbrid Screens mit der

vollstdndigen nSMase?

Die 18 Beutesequenzen, die durch den Y2H-Screendenitvollstandigen nSMase2 als
Kdderprotein erhalten wurden, reprasentierten nwei dinterschiedliche Proteine. 11
Sequenzen kodierten fir HIST3H2A (histone clusterH2A), 6 kodierten fir PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) und eine fUgRIL4 (ubiquitin specific peptidase 14) (s.
Tabelle 10A). USP14 ist an der Degradierung zattiesi Proteine beteiligt (Koulich et al.,
2008) und ein dementsprechend haufiger Proteimdkti®nspartner. Histone und PCNA sind
normalerweise nuklear lokalisiert (Nielsen et 2DQ1; Travali et al., 1989). Sofern es nicht
(&hnlich wie bei EED) zu einer TNF-bedingten Anhginung im Zytosol kommt, sind diese
Proteine eher unwahrscheinliche Kandidaten fur girnvo-Bindung an die zytoplasmatische
und membranassoziierte nSMase2 in humanen Zellen.

Die Interaktion der Kandidaten mit der vollstangiggSMase2 im Hefesystem sollte durch
Retransformationen der entsprechenden Beuteplasmidd des plex.nSMasggs
Kdderplasmids in JK103-Hefen verifiziert werdenfdigreiche Kotransformationen wurden
abermals durch Selektion aufHOW" GIc™-Platten Uberpriift. Nach Selektionsausstrich der
Kolonien auf UHW'L™ Gal' X-Gal'-Platten kam es jedoch in keinem der 18 Félle nersi
Wachstum blauer Hefen (s. Tabelle 9, 10B). Die &laungen der kotransformierten Hefen
aus dem ursprunglichen Y2H-Screen konnten alsot megroduziert werden und stellten
vermutlich einen unspezifischen Effekt dar. Daheurden im Y2H-Screen mit der
vollstandigen Sequenz der nSMase2 als Koderprokeime echten Interaktionspartner
identifiziert.
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Tabelle 9: Y2H-Screen mit der vollstandigen nSMaseals Koéderprotein

Anzahl der
Prozedur erhaltenen
Kandidaten

Gewachsene Hefekolonien auf HW™ GIc'-Selektionsplatten nach 10
Transformationen von plex.nSMasggs (Kdderplasmid) in JK103-Hefen,
Selektion auf U H GlIc'-Selektionsplatten und darauf folgendenca. 50000
Kotransformationen mit der pB42AD-HelLa-cDNA-Bibliwk (Beute-
Plasmide)

Gewachsene und gepickte blaue Hefekolonien nachsRerndierung aller U
HW" GlIc'-selektierter Kolonien in 10 mL TE/Glycerol und M&tung der 96
Gesamtmenge auf HW'L™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatten

Wachstum blauer Hefen nach Selektionsausstricruadiw L™ Gal® X-Gal'-

Selektionsplatten 48

Wachstum weiRer Hefen nach SelektionsausstrichUadfW Glc™ X-Gal'-

Kontrollplatten 48

Hefeplasmidisolationen und Transformationen defiegen Plasmide irE.
coli KC8-Bakterien mit anschlieRender Anzucht auf Matien zur Selektion 48
auf Beuteplasmide

Beuteplasmidisolationen, gefolgt von Restriktionsa® und Agarose

Gelelektrophorese der Plasmide zur Detektion volnaHeEDNA-Inserts 48
Sequenzierungen von HelLa-cDNA-beinhaltenden Beaseplden 39
Beutesequenzen, die kodierende Regionen fur Peotéin korrekten 18 (3 unter-
Leserahmen reprasentierten schiedliche
Proteine)

Wachstum blauer Hefen auf WWW'L™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatten na
Retransformation der kontrollierten pB42AD-Beutapiéde und de
plex.nSMase@sssKoderplasmids

Tabelle 10: Die Beuteproteine des Y2H-Screens miedvollstandigen nSMase?2

A: Anzahl der auf UWH'W'L™ | B: Blaufarbung von Hefen
Gal' X-Gal-Medium ge-| auf UHW'L" Gal' X-Gal'-

Name des Beuteproteins wachsenen blauen KolonignSelektionsmedium  nach
mit demselben Beuteprotein Retransformation mi
plex.nSMasegsss
HIST3H2A (histone cluster 3, H2A) 11 -
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) 6 -
USP14 (ubiquitin specific peptidase 14 1 -
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3.3.2 Yeast Two-Hybrid Screens mit Einzeldomanen deSMase?2 als Kdderproteine

Es ist bekannt, dass mit hydrophoben und membragigién Koderproteinen im Yeast Two-
Hybrid Screen weniger Beuteproteine identifizieerden kbnnen als mit freien zytosolischen
Proteinen. Die nSMase2 gehdort zu den hydrophobeteiRen, wodurch der Mangel an
identifizierten Interaktionspartnern im Y2H-Scremit der vollstandigen nSMase?2 als Koder
erklart werden kann. Um dieses Problem zu umgedahe der Y2H-Screen mit einzelnen

Domanen der nSMase?2 wiederholt werden.

3.3.2.1 Yeast Two-Hybrid Screen mit der regulatorishen Doméane der nSMase? als

Kdderprotein

In diesem Versuchsansatz diente die regulatoriBdméne der nSMase2 (nSMase2RD) als
Kdderprotein im Y2H-Screen. Die verwendete Sequlendierte fur die kollagendhnliche
Domane und die beiden assoziierten membrangebundgegmente der nSMase2 (Philipp
und Puchert et al., 2010).

Es wurden wieder in je zwei Schritten zehn Kotranmsftionen mit der nSMase2RD im
plex202-Vektor (plex.nSMase3;7) und den Sequenzen der HelLa-cDNA-Bibliothek im
pB42AD-Vektor in JK103-Hefen vorgenommen. Die Trhanmationsausbeute entsprach
dabei dem Resultat des Screens mit der vollstandig@Mase2. Durch Ausplattierung
samtlicher transformierter Hefen auHOW'L™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatten kam es nur zum
Wachstum von 62 blauen Kolonien. Lediglich 25 davmhielten ihre Blaufarbung nach
erneutem Ausstrich bei und zeigten Wachstum welgflen auf UH'W  GIc" X-Gal'-
Kontrollplatten (s. Tabelle 11). Nach den folgendsalationsschritten der Beuteplasmide
zeigte sich, dass 16 Vektoren ein cDNA-Insert esidan. Deren Sequenzierungen ergaben,
dass nur 3 Beutesequenzen fur Proteine im korrdktserahmen kodierten (s. Tabelle 11).
Ein Kandidat kodierte auch hier fir PCNA, die amaebeiden fur PGK1 (phosphoglycerate
kinase 1) und SDF2L1 (stromal cell-derived factdikg 1) (s. Tabelle 12A). Wie beim Y2H-
Screen mit der vollstdandigen nSMase2 fuhrten anctliesem Fall die Retransformationen
der erhaltenen Beuteproteine mit dem Koderprotahtrzum Wachstum blauer Hefen auf U
HW'L™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatten (s. Tabellen 11, 12B). Die hpthabe regulatorische
Doméane der nSMase?2 stellte sich somit als einedRdugraus, die im Y2H-System nicht an

Proteinbindungen der nSMase?2 beteiligt ist.
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Tabelle 11: Y2H-Screen mit der regulatorischen Domée der nSMase?2 als Koéderprotein

Anzahl der
Prozedur erhaltenen
Kandidaten

Gewachsene Hefekolonien auf HW™ GIc'-Selektionsplatten nach 10
Transformationen von plex.nSMasgz; (Kdderplasmid) in JK103-Hefen,
Selektion auf U H GlIc'-Selektionsplatten und darauf folgendenca. 50000
Kotransformationen mit der pB42AD-HelLa-cDNA-Bibliwk (Beute-
Plasmide)

Gewachsene und gepickte blaue Hefekolonien nachsRerndierung aller U
HW" GlIc'-selektierter Kolonien in 10 mL TE/Glycerol und M&tung der 62
Gesamtmenge auf HW'L™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatten

Wachstum blauer Hefen nach Selektionsausstricruadiw L™ Gal® X-Gal'-

Selektionsplatten 25

Wachstum weiRer Hefen nach SelektionsausstrichUadfW Glc™ X-Gal'-

Kontrollplatten 25

Hefeplasmidisolationen und Transformationen defiegen Plasmide irE.
coli KC8-Bakterien mit anschlieRender Anzucht auf Matien zur Selektion 25
auf Beuteplasmide

Beuteplasmidisolationen, gefolgt von Restriktionsa® und Agarose

Gelelektrophorese der Plasmide zur Detektion volnaHeEDNA-Inserts 25
Sequenzierungen von HelLa-cDNA-beinhaltenden Beaseplden 16
Beutesequenzen, die kodierende Regionen fur Peotéin korrekten 3 (3 unter-
Leserahmen reprasentierten schiedliche
Proteine)

Wachstum blauer Hefen auf WWW'L™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatten na
Retransformation der kontrollierten pB42AD-Beutapiéde und de
plex.nSMaseps1-Koderplasmids

Tabelle 12: Die Beuteproteine des Y2H-Screens miedregulatorischen Doméane der nSMase?2

A: Anzahl der auf UWH'W'L™ | B: Blaufarbung von Hefen
Gal' X-Gal-Medium ge-| auf UHW'L" Gal' X-Gal'-

Name des Beuteproteins wachsenen blauen KolonignSelektionsmedium  nach
mit demselben Beuteprotein Retransformation mi
plex.nSMasegs17
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) 1 -
PGKZ1(phosphoglycerate kinase 1) 1 -
SDF2L1 (stromal cell-derived factor 2- 1 )
like 1)
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3.3.2.2 Yeast Two-Hybrid Screen mit der katalytiscekn Domane der nSMase2 als

Kdderprotein

Die katalytische Domane der nSMase2 (nSMase2CDON sten zytosolischen Teil des
Enzyms dar (Philipp und Puchert et al., 2011).iSielementsprechend nicht hydrophob und
vermutlich fur die Interaktion mit weiteren zytosahen Proteinen hauptverantwortlich.

Aus zehn Kotransformationen mit der nSMase2CD iex202-Vektor (plex.nSMaseg.¢s9
und den cDNAs der Hela-Bibliothek im pB42AD-Vekt&onnten insgesamt ca. 60.000
erfolgreich transformierte JK103-Kolonien auHJW™ Glc'-Selektionsplatten isoliert werden,
die in 10 mL TE/Glycerol resuspendiert wurden. Nactsplattierung von 2 uL auf"'w'L"
Gal' X-Gal'-Selektionsplatten wurden bereits 78 blaue Kolorggnalten (s. Tabelle 13).
Aul3er bei 3 Kolonien kam es bei allen tbrigen zumciWstum blauer Hefen nach erneutem
Ausstrich auf LIHW'L™ Gal' X-Gal'-Medium und zum Wachstum weiRer Hefen atfw"
GIc" X-Gal'-Kontrollplatten (s. Tabelle 13). Analog zu den varigen Screens wurden die
verbliebenen 75 Beuteplasmide nach Hefeplasmidieakn, Retransformationen . coli
KC8-Bakterien und deren Selektion auf M9-Platteniest. 61 dieser Kandidaten beinhalteten
eine cDNA aus der Hela-Bibliothek und wurden daBeguenziert. 47 cDNA-Inserts
kodierten flr Proteinsequenzen im korrekten Lesamh Insgesamt konnten 32
unterschiedliche potentielle Beuteproteine idenigfit werden (s. Tabellen 13, 14).

Um die Y2H-Interaktionen zu bestéatigen, wurden 4ifeproteinkodierenden Beuteplasmide
jeweils zusammen mit dem plex.nSMasge2ssKoderplasmid in Hefen retransformiert.
AulRer bei dem Kandidaten CKB (creatine kinase,raikam es in allen Fallen zum
Wachstum blauer Hefen auf WW'L  Gal X-Gal-Selektionsmedium, wodurch die
Interaktionen im Hefesystem verifiziert werden ktam (s. Tabellen 13, 14B; Beispiele in
Abb. 17.1A-F). Es sollte nun Uberprift werden, ob sich hierbei um spezifische
Interaktionen handelte. Dafir wurden die Kandidasdermals in Hefen transformiert,
diesmal zusammen mit in den plex-Vektor kloniesigt-cDNA. SYK (spleen tyrosine kinase)
ist nicht als Bestandteil der nSMase2-Signaltraksdn bekannt. Eine mégliche Interaktion
eines Beuteproteins mit dieser Kinase kdnnte alsaiaspezifische Bindeeigenschaften des
jeweiligen Kandidaten hinweisen, wodurch weitererif@erungsschritte vonnéten waren.
Bei keiner der 46 Kotransformationen kam es jedoghauf SYK-Bindung hinweisendem
Wachstum blauer Kolonien (s. Tabellen 13, 14C; @els in Abb. 17.3A-F). Somit konnten

die Interaktionen der nSMase2CD mit 31 verschieddf®teinen im Y2H-Screen verifiziert
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werden. Die nSMase2CD stellte sich im Gegensatn3iase2RD also als Doméane heraus,

Uber die die nSMase2 mit anderen Proteinen wechrkehvkann.

Tabelle 13: Y2H-Screen mit der katalytischen Domander nSMase2 als Kéderprotein

Prozedur Anzahl der
erhaltenen
Kandidaten
Gewachsene Hefekolonien auf ' HOWW Glc'-Selektionsplatten nach 10 ca. 60000
Transformationen von plex.nSMasggsss (Koderplasmid) in JK103-Hefen,
Selektion auf U H GIc'-Selektionsplatten und darauf folgenden
Kotransformationen mit der pB42AD-HelLa-cDNA-Bibliek (Beute
Plasmide)
Gewachsene und gepickte blaue Hefekolonien nachsgersdierung aller U 78
H W™ GIc'-selektierter Kolonien in 10 mL TE/Glycerol und Wa&tung der
Gesamtmenge auf HMW'L™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatten
Wachstum blauer Hefen nach Selektionsausstrictuddiv L™ Gal X-Gal - 75
Selektionsplatten
Wachstum weiRer Hefen nach SelektionsausstrichUadiw” Gic™ X-Gal'- 75
Kontrollplatten
Hefeplasmidisolationen und Transformationen deliegen Plasmide irE. 75
coli KC8-Bakterien mit anschlieRender Anzucht auf Matien zur Selektion
auf Beuteplasmide
Beuteplasmidisolationen, gefolgt von Restriktionsia®l und Agarose- 75
Gelelektrophorese der Plasmide zur Detektion voloaHeEDNA-Inserts
Sequenzierungen von HelLa-cDNA-beinhaltenden Beaseplden 61
Beutesequenzen, die kodierende Regionen fur Peotem korrekten 47 (32 unter-
Leserahmen reprasentierten schiedliche
Proteine)
Wachstum blauer Hefen auf WJW'L™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatten nad 46 (31 unter-
Retransformation der kontrollierten pB42AD-Beutapiéde und deg schiedliche
plex.nSMaseZg.gssKoderplasmids Proteine)
Kein Wachstum blauer Hefen aufHOW'L™ Gal' X-Gal'-Selektionsplatterf 46 (31 unter-
nach Kotransformationen der kontrollierten pB42RBRButeplasmide mit der schiedliche
plex202-SYK-Plasmid (Negativkontrolle) Proteine)
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Tabelle 14: Die Beuteproteine des Y2H-Screens miedkatalytischen Doméane der nSMase2

A: Anzahl der auf tH" | B: Blaufarbung auf C: Negativkontrolle:
WL  Gall X-Gal'- | UHW-L~ Gal X- | Blaufarbung auf U
Medium gewachsenehGal*-Selektions- HWL Gal X-
Name des Beuteproteins blguen Hefekolonien medium n_ach Re_:-G_aF-SeIektionsme-
mit demselben Beute-transformation  mit dium nach Retrans-
protein plex.nSMasez g ess formation mit plex
202-SYK
AFTPH (aftiphilin, transcript 1 it _
variant 3)
ATP5B (H  transporting,
mitochondrial F1 complex, beta 1 + -
polypeptide)
COPB1 (coatomer protein 1 et )
complex, subunit beta 1)
CKB (creatine kinase, brain) 1 - -
CRORP (cisplatin resistance-
associated overexpressed 1 + -
protein)
DNAJB6 (DnaJ (Hsp40
homolog, subfamily B, member 2 +++ -
6)
EEF1A1 (eukaryotic translation 1 Tt )
elongation factor 1 alpha 1)
EIF3I (eukaryotic translation 1 Tt )
initiation factor 3, subunit I)
ENO1 (enolase 1) 2 +++ -
GART
(phosphoribosylaminoimidazole 1 +++ -
synthetase)
HSP90AAL (heat shock prote|n
90kDa alpha, class A member 9 +++ -
1)
HSPD1 (heat shock 60kDa 2 et )
protein 1)
KPNA2 (karyopherin alpha 2) 2 +++ -
LAMR1 (laminin receptor 1) 2 +4++ -
p27BBP (p27 beta-4 integrin- 1 t _
binding protein)
PDIAG (protein disulfide
. . 1 ++ -
isomerase family A, member 6)
PGRMC1 (progesterone
receptor membrane component 1 +++ -
1)
PKC (protein kinase C) +4++ -
PPA2 (pyrophosphatase 2) ++ -
PRDX1 (peroxiredoxin 1) ++ -

67



Ergebnisse

PSMC3 (proteasome (prosome,

macropain) 26S subunit, 1 +++
ATPase, 3)

RBBP7 (retinoblastoma binding 1 t
protein 7)

RNF103 (ring finger protein

103) 1 +++
RPLPO (ribosomal protein, 1 4

large, PO)

RPLP1 (ribosomal protein, 1 t
large, P1)

SERPINB1 (serpin peptidase

inhibitor, clade B (ovalbumin), 1 +++
member 1)

SLQ25A12 (solute  carrier 2 Tt
family 25)

SMARCAL1 (SWI/SNF

related, matrix associated, actin 1 it
dependent regulator of

chromatin, subfamily a-like 1)

TPT1 (tumor protein, 1 it
translationally-controlled 1)

TUBAI1B (tubulin, alpha 1b) 1 +++
TUBB2C (tubulin, beta 2C) 1 +++
USP_3 (ubiquitin specific 1 Tt
peptidase 3)

Starke der Interaktion (B, C): sehr stark (+++ylst(++), schwach (+), nicht detektierbar (-)
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3.3.2.2.1 Auswahl von interessanten Kandidaten auslem Y2H-Screen mit der

katalytischen Domane der nSMase?2 fiir Folgeuntersucimgen

Aus den vorhandenen Kandidaten wurden vorrangig Riieteine p27BBP (p27 beta-4
integrin-binding protein), LAMR1 (laminin receptdr), PKC (protein kinase C) und
COPBL1 (coatomer protein complex, subunit beta ffilgeuntersuchungen ausgewahlt, da
fur diese Molekule bereits spezifische Hinweisediire Beteiligung an nSMase2-assoziierten
Prozessen vorlagen (s. u.: Biffo et al., 1997; dbielst al, 2008; Ramstrom et al., 2004;
Benichou et al., 1994 etc.)

3.3.2.2.2 p27BBP, LAMR1, PKC, COPB1, RBBP7 und AFTPH binden im Y2H-System

an die katalytische Doméane der nSMase?2 und an di®Nstandige nSMase?2

Vor weiterfihrenden Untersuchungen in humanen Aedlellte fir die oben ausgewahlten
Kandidaten dberpruft werden, ob es auch bei Exmesder jeweiligen Kandidaten im
Kdder-Vektor plex202 und der katalytischen Domarer @iSMase2 im Beute-Vektor
pB42AD zur Interaktion kommt. Die cDNA-Sequenzemva27BBP, LAMR1, PKC und
COPB1 sowie zusatzlich von RBBP7 (retinoblastomading protein 7) und AFTPH
(aftiphilin, transcript variant 3) wurden mittelsegtriktionsverdau aus pB42AD aus-
geschnitten und in plex202 umkloniert. Jedes diaselen Konstrukte wurde zusammen mit
der in pB42AD klonierten katalytischen Doméane d&éMase?2 in JK103-Hefen transformiert.
Nach Ausstrich von erfolgreich transformierten Koen auf UHW'L Gal X-Gal'-
Selektionsplatten kam es auch in dieser Plasmidkaatibn in allen Féallen zum Wachstum
blauer Hefen (s. Abb. 17.4A-F). Es stellte sichoaheraus, dass diese Interaktionspartner
sowohl als Beute- als auch als Koderproteine im Y3idtem mit der katalytischen nSMase2-
Domane interagierten.

Keines der hier untersuchten Proteine befand sithYRH-Screen mit der vollstandigen
nSMase2 unter den gefundenen Kandidaten (s. Tab@lleEs sollte daher Uberpruft werden,
ob die 6 mutmalllichen Interaktionspartner auch deit kompletten nSMase2 interagieren
konnten. Auch in diesem Ansatz wurden jeweils Ddpgesformationen mit den Kandidat-
Sequenzen in pB42AD und der vollstandigen nSMasf:&nz in plex202, sowie umgekehrt,
durchgefuhrt. Mit der vollstandigen nSMase2-SequenpB42AD und den Kandidaten in
plex202 kam es bei PKCund LAMR1 zu einem deutlichen (s. Abb. 17.5B, G)duwei
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p27BBP zu einem geringeren, aber eindeutig detblgiien Wachstum blauer Hefen (s. Abb.
17.5A). Die Y2H-Interaktionen der vollstandigen n&2 mit COPB1, RBBP7 und AFTH
waren offensichtlich sehr schwach, da es hier nwwigem dezenten Wachstum von weif3lich-
blauen Hefen kam (s. Abb. 17.5D-F). Der Unterschied den SYK-Kandidat-
Transformationen (Negativkontrolle), bei denen d¢géidh einzelne, rein weiRe Kolonien
entstanden (s. Abb. 17.3A-F), war jedoch auch klar erkennbar. In der umgekehrten
Kombination mit der vollstandigen nSMase2 in plexaihd den Kandidaten in pB42AD
konnte allerdings in keinem Fall Wachstum blauefeHaletektiert werden (s. Abb. 17.2A-F).
Gleiche Ergebnisse waren in den dieser Doktorasme@ngegangenen Y2H-Versuchen mit
EED erzielt worden. EED interagierte dort ebenfallé der vollstandigen nSMase2, wenn
deren cDNA in den pB42AD-Vektor kloniert war, ab@cht mit der nSMase2 in plex202
(Philipp und Puchert et al., 2010). Die nSMaseZ2dBstelle ist durch Bildung des Kdder-
Fusionsproteins in dieser Klonierungsrichtung ndgdrweise maskiert. Im Folgenden sollten
nun die Interaktionen von p27BBP, LAMR1, PK@nd COPB1 mit der nSMase2 auch in
humanen Zellen verifiziert werden. Weitere Analysewr Interaktion von RBBP7 und
AFTPH mit der nSMase2 in humanen Zellen wurdensafsarates Projekt im Rahmen der
Masterarbeit von Anne Luzius in der Arbeitsgrupa Wrofessor Dr. Dieter Adam, Institut

fur Immunologie der CAU Kiel, durchgefiihrt.

70



Ergebnisse

1 2 3 4 o)
. L‘ -
A
SRS Q“ ‘,'.
B =3 1.
?‘ >~
C 4
1 2 3 4 o)
D
E
e
Fls .

Abb. 17: Y2H-Interaktionen der Kandidaten p27BBP, KC , LAMR1, COPB1, RBBP7 und AFTPH mit
der katalytischen Domane der nSMase2 und der volldhdigen nSMase2.Zeilen: Y2H-Interaktionen mit (A)
p27BBP, (B) PKC, (C) LAMR1, (D) COPBL1, (E) RBBP7, (F) AftiphilirSpalten: Doppeltransformierte Hefen
mit (1) Kandidat-Sequenz in pB42AD und nSMase2CIQteaz in plex202, (2) Kandidat-Sequenz in pB42AD
und vollstandige nSMase2-Sequenz in plex202, (3ndikat-Sequenz in pB42AD und SYK-Sequenz
(Negativkontrolle) in plex202, (4) Kandidat-Sequenzplex202 und nSMase2CD-Sequenz in pB42AD, (5)
Kandidat-Sequenz in plex202 und vollstdandige nSi&equenz in pB42AD. Blaufarbung der Hefen zeigt
vorhandene Interaktionen der durch die jeweiligem$trukte exprimierten Proteine an.
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3.3.3 p27BBP und die nSMase?2 kolokalisieren TNFE-ub&angiqg in humanen Zellen

p27BBP stellte sich als vielversprechende mdglicKemponente der nSMase2-
Signaltransduktion heraus, da es wie RACK1 und EBDeine Integrin-Untereinheit, in
diesem Fall ITGB4, bindet (Biffo et al., 1997). [BBP ist auch als EIF6 (eukaryotic
translation initiation factor 6) bekannt und ingist direkt mit RACK1 (Ceci et al., 2003).
Es konnte daher ein weiteres Verbindungsmolekilsawen RACK1 und der nSMase2
darstellen.

Das im Y2H-Screen mit der katalytischen Doméanen&ase?2 identifizierte p27BBP muss
in identischen intrazellularen Bereichen lokalisegin wie die nSMase2, damit es zu einer
vivo-Interaktion zwischen diesen Molekllen kommen kasm. eine mogliche Kolokalisation
der Molekile in humanen Zellen zu erkennen, wurdemmunfluoreszenzexperimente
durchgefuhrt. Es sollten zunachst die Verteilungstieruder endogenen Proteine in Jurkat-T-
Lymphozyten analysiert werden. p27BBP wurde duiolkeremonoklonalen Maus-anti-EIF6-
Antik6rper (BD) mit grin fluoreszenzmarkiertem A#exFluor 488 Esel-anti-Maus-
Zweitantikorper und die nSMase2 durch den KanineheitnSMase2 Antikoérper (Santa
Cruz) mit rot fluoreszenzmarkiertem Alexa Fluor 5B5el-anti-Kaninchen-Zweitantikorper
detektiert. p27BBP ist entsprechend seiner viglf@ft Funktionen in diversen Zelltypen
sowohl nuklear als auch zytosolisch und an demzathbran beschrieben worden (Biffo et al.,
1997; Sanvito et al., 1999). Dieses Verteilungsewusonnte in Jurkat-Zellen bestatigt
werden. Das Protein wurde in allen intrazelluladéompartimenten einschlie3lich des
Nukleus nachgewiesen, befand sich jedoch verst@ukterhalb des Zellkerns. In diesem
Bereich kam es auch zu einer ausgepragten Kolakials mit der nSMase2 (s. Abb. 18A).
Durch dreidimensionale Aufnahmen der Zellen mit 8&ack-Funktion des Programms AIM
Meta wurde zudem bestatigt, dass p27BBP und dieas8®in verschiedenen Ebenen an der
Zellmembran und im Zytoplasma kolokalisierten (migazeigt).

Im Folgenden sollte Uberprift werden, ob sich diégBP-Verteilung durch unterschiedliche
TNF-Stimulationszeiten &ndert. Deshalb wurden Jufledlen fur 3, 10, 30 und 60 Minuten
mit TNF inkubiert und erneute Immunfluoreszenzekpente durchgefiihrt. Hierbei konnte
allerdings keine Veranderung im Verteilungsmustem vp27BBP beobachtet werden.
Stattdessen bestand die p27BBP-nSMase2-Kolokalsativerandert sowohl zum Zeitpunkt
der nSMase2-Aktivierung (3 Minuten TNF) als auckmden langeren Stimulationszeiten (s.
Abb. 18B-E). Die Bindung von p27BBP und nSMasearislurkat-Zellen also grundsatzlich
und auch TNF-unabhangig moglich.
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Die exakte extranukleare Lokalisation von sehrksexprimierten Proteinen wie p27BBP ist
in Jurkat-Zellen aufgrund des eher gering ausgeépnagytoplasmabereichs schwerer zu
ermitteln als in adhéarenten, zytosolreicheren Zelle Deshalb wurden die

Immunfluoreszenzversuche zusétzlich in HeLa-Zetlarchgefuhrt. In dieser Zellart ergaben
sich fur die nSMase2 und p27BBP identische Vemgamuster wie in der T-Zelllinie.

p27BBP war in allen Kompartimenten vorhanden, watirdie nSMase2 in intrazellularen
vesikularen Strukturen und an der Zellmembran dietekwurde. Die ausgeprégteste
Kolokalisation fand an der Plasmamembran und im brammahen Zytosolbereich statt, also
in den Regionen, in denen es zur TNF-bedingtenvidaing der nSMase2 kommt (s. Abb.
19A). Auch in HeLa-Zellen konnte durch 3-, 10-, 8&d 60-minltige TNF-Stimulation keine
eindeutige Zu- oder Abnahme der Kolokalisation l@@bitet werden (s. Abb. 19B-E), was

auch hier fur eine konstitutive Interaktion von BBP mit der nSMase2 spricht.
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Abb. 18: endogene nSMase2- und p27BBP -Verteilung Jurkat-Zellen nach unterschiedlich langen TNF-
Stimulationen. Jurkat-Zellen wurden fir O min. (A), 3 min. (B)Y) iin. (C), 30 min. (D) und 60 min. (E) mit
TNF (100 ng/mL) stimuliert. Die Zielproteine wurden der Immunfluoreszenz mittels Kaninchen-anti-
nSMase2-Antikorpern (Santa Cruz) mit fluoreszenkieatem Alexa Fluor 555 Esel-anti-Kaninchen-
Zweitantikérper (Molecular Probes, rot) bzw. miteMaus-anti-EIF6(=p27BBP)-Antikérpern (BD) mit
fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-Btauveitantikbrpern (Molecular Probes, griin) deteriti
Zellkerne wurden durch DAPI (blaue Fluoreszenz)ediéudpt. Kolokalisation von nSMase2 und p27BBP ist a
gelbe Farbung erkennbar (Maf3stabsbalken: 10 pum).
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Abb. 19: endogene nSMase2- und p27BBP-Verteilung iHeLa-Zellen nach unterschiedlich langen TNF-
Stimulationen. Hela-Zellen wurden fiir 0 min. (A), 3 min. (B), H@in. (C), 30 min. (D) und 60 min. (E) mit
TNF (100 ng/mL) stimuliert. Die Zielproteine wurden der Immunfluoreszenz mittels Kaninchen-anti-
nSMase2-Antikdrpern (Santa Cruz) mit fluoreszenkieatem Alexa Fluor 555 Esel-anti-Kaninchen-
Zweitantikérper (Molecular Probes, rot) bzw. miteMaus-anti-EIF6(=p27BBP)-Antikérpern (BD) mit
fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-Btauveitantikbrpern (Molecular Probes, griin) deteriti
Zellkerne wurden durch DAPI (blaue Fluoreszenz)eddudt. Kolokalisation von nSMase2 und p27BBP ist a
gelbe Farbung erkennbar (Mal3stabsbalken: 10 pm).
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3.3.4 p27BBP und die nSMase2 kdnnen koimmunprazipért werden

Durch die Kolokalisationsstudien konnte gezeigt deer, dass die in der Hefe beobachtete
spezifische Interaktion von p27BBP und der nSMasaéh in humanen Zellen stattfinden
kann. Mittels Koimmunprazipitationsversuchen mitndendogenen Proteinen aus Jurkat-
Zelllysaten wurde nun uberprift, ob es tatsachickivo zu dieser Interaktion kommt. Fur
die Immunprazipitationen mit  Miltenyi-Microbeads din die  anschliel3enden
Proteindetektionen im Western Blot wurden die dlerc Primarantikérper verwendet wie bei
den Immunfluoreszenzen. Als Negativkontrollen wurdantikérperfreie Lysate der
identischen Prozedur unterzogen. p27BBP konnte rmd#r nSMase2 deutlich
koimmunprazipitiert werden. Durch vorherige dreititige Stimulation der Zellen mit TNF
wurde keine Veranderung der Bindungsintensitat aelotet (s. Abb. 20A). Im umgekehrten
Versuchsaufbau konnte die nSMase2 ebenfalls miBBR7koimmunprazipitiert werden, mit
lediglich etwas schwacherer Signalintensitat. Auctiesem Fall war die Interaktion mit und
ohne TNF-Stimulation ersichtlich (s. Abb. 20B). DiNF-unabhangige Bindung dieser
beiden Proteine in Jurkat-Zellen konnte also dukdimmunprazipitationen in beiden

Anséatzen bestatigt werden.
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A) IP: nSMase2

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: p27BBP * * * * *
WB: nSMase2 | * * * *
B) IP: p27BBP

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: nSMase2 | % * * * "
WB: p27BBP | . * * * *

Abb. 20: p27BBP und die nSMase2 kénnen koimmunpragitiert werden. Jurkat-Zellen wurden fir O min.
(=TNF) und 3 min. (+TNF) mit TNF stimuliert und amdiel3end lysiert. Die nSMase2 (A) bzw. p27BBP (B)
wurden mittels Protein G MicroBeads (Miltenyi) usdezifischen Antikérpern (A: Kaninchen-anti-nSMase
Antikérper (Santa Cruz); B: Maus-anti-EIF6(=p27BB®)tikdrper (BD)) aus den Lysaten immunprazipitiert
(IP). Als Negativkontrollen wurden Lysate mit PrioteG MicroBeads, aber ohne Antikérper, der gleichen
Prozedur unterzogen (NK). In den anschlieBendentéffeslots wurden zusatzlich die endogenen Protause
unbehandeltem Jurkat-Lysat dargestellt (Lysat). Dde nSMase2-Immunprazipitate (IP: nSMase2) wurden
mittels Western Blot mit dem oben genannten p27BBRkorper auf Koimmunpréazipitation von p27BBP
Uberpruft (WB: p27BBP). Die Darstellung der direktmunprazipitierten nSMase2 mit dem oben genannten
nSMase2-Antikdrper diente als Ladekontrolle (WBM#Se2). B: Die p27BBP-Immunprézipitate (IP: p27BBP)
wurden mittels Western Blot mit dem oben genanmi&Mase2-Antikdrper auf Koimmunprazipitation der
nSMase2 uberprift (WB: nSMase?2). Die Darstellung digekt immunpréazipitierten p27BBP mit dem oben
genannten p27BBP-Antikdrper diente als LadekordgrgWB: p27BBP). Die abgegrenzte Lysat-Spur (WB:
nSMase2) wurde zur besseren Darstellung mit eimgéer@n Belichtung aufgenommen als die Gbrigen $pdre
Symbole zeigen die erwarteten Laufhéhen der dete&ti Proteine.

3.3.5 p27BBP und RACK1 kdénnen koimmunpréazipitiert werden

RACK1 war durch einen Y2H-Screen bereits als Irikigoaspartner von p27BBP identifiziert
worden und die Interaktion konnte durch Koimmunjpiation in A431-Zellen (epidermales
Karzinom) bestétigt werden (Ceci et al., 2003). &akollte in dieser Arbeit die direkte
Interaktion auch in Jurkat-Zellen tUberprift und &uabch ein moglicher Einfluss von TNF
analysiert werden. Zur Immunprazipitation und Datwk von RACK1l diente ein

monoklonaler Maus-anti-RACK1-Antikorper von Saftaz.
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Es stellte sich heraus, dass p27BBP sehr promma&rRRACK1 koimmunprazipitiert werden
konnte (s. Abb. 21A). Auch bei den p27BBP-Immunpp#aten wurde im RACK1-Western
Blot eine spezifisch kopréazipitierende Bande siahtlvenn auch etwas weniger pragnant (s.
Abb. 21B). Eine deutliche Zu- oder Abnahme der retkdon durch dreimindtige TNF-
Stimulation konnte in beiden Immunprazipitationsamrsn nicht festgestellt werden.

Die Kolokalisations- und Koimmunprazipitationsergase verdeutlichen, dass p27BBP in
menschlichen Zellen spezifisch sowohl mit der nS&2asls auch mit RACK1 interagiert und

somit eine weitere potentielle Komponente der nSMeSignaltransduktion darstellt.

A) IP: RACK1

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: p278BP | ¥ * * * *
WB:RACKL | % * * * *
B) IP:p27BBP

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB:RACKL | * * * * *
WB: p27BBP | * *k *k ok *ok

Abb. 21: p27BBP und RACK1 kénnen koimmunprazipitiet werden. Jurkat-Zellen wurden fiir 0 min. (-
TNF) und 3 min. (+TNF) mit TNF stimuliert und anseftend lysiert. RACK1 (A) bzw. p27BBP (B) wurden
mittels Protein G MicroBeads (Miltenyi) und spézihen Antikdrpern (A: Maus-anti-RACK1-Antikorper
(Santa Cruz); B: Maus-anti-EIF6(=p27BBP)-Antikbrp@D)) aus den Lysaten immunprazipitiert (IP). Als
Negativkontrollen wurden Lysate mit Protein G MiBeads, aber ohne Antikérper, der gleichen Prozedur
unterzogen (NK). In den anschlieBenden Western sBletirden zusatzlich die endogenen Proteine aus
unbehandeltem Jurkat-Lysat dargestellt (Lysat)Di RACK1-Immunpréazipitate (IP: RACK1) wurden mige
Western Blot mit dem oben genannten p27BBP-Antikérauf Koimmunprazipitation von p27BBP tberprift
(WB: p27BBP). Die Darstellung des direkt immunppiizérten RACK1 mit dem oben genannten RACK1-
Antikérper diente als Ladekontrolle (WB: RACK1). Bie p27BBP-Immunprazipitate (IP: p27BBP) wurden
mittels Western Blot mit dem oben genannten RAGYtikorper auf Koimmunprazipitation von RACK1
Uberprift (WB: RACK1). Die Darstellung des direkbrnunprazipitierten p27BBP mit dem oben genannten
p27BBP-Antikdrper diente als Ladekontrolle (WB: BBP). *-Symbole zeigen die erwarteten Laufhéhen der
detektierten Proteine.
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3.3.6 p27BBP ist an der TNF-induzierten Aktivierungder nSMase? beteiligt

Eine mdogliche Rolle von p27BBP in der TNF-induzertAktivierung der nSMase?2 sollte
mittels N-SMase-Aktivitdtsmessungen in Jurkat-Zell&berpruft werden, nachdem die
p27BBP-Expression durch RNA-Interferenz herunterlieg wurde. Es wurde dazu eine
validierte p27BBP-siRNA von Ambion verwendet, dignachst im Western Blot tUberprift
wurde. Sie rief in Jurkat-Zellen eine erwartungsgBrdeutliche Reduzierung des endogenen
p27BBP-Proteins hervor (s. Abb. 22A). Fur die N-SElktivitatsuntersuchungen wurde
p27BBP erneut herunterreguliert. Durch Immunflueeezen konnte gezeigt werden, dass
nur die p27BBP-spezifische, aber nicht die Negatnikoll-siRNA die p27BBP-Expression in
Jurkat-Zellen verminderte (s. Abb. 22B). Die N-Sktasktivitat wurde jeweils nach 0, 1,5, 3
und 10 Minuten TNF-Stimulation gemessen. Bei dentramsfizierten und mit
Negativkontroll-siRNA transfizierten Ansatzen wurdee grol3te Aktivitatssteigerung durch
TNF nach 1,5 Minuten verzeichnet. Durch p27BBP-RM#ferferenz konnte dieser Effekt
hingegen deutlich abgeschwacht werden (s. Abb. . 22Z7BBP ist also offenbar eine weitere
notwendige Komponente der TNF-abhéngigen nSMasdR4@kung. Die geringe noch
erkennbare  Aktivitatssteigerung durch TNF nach @BRFERNA-Interferenz st
maoglicherweise auf die nicht absolut vollstandigeerdhterregulation von p27BBP
zurtckzufihren (s. Abb. 22A, B).
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A

untransfiziert
p27BBP-siRNA

Abb. 22: p27BBP ist an der Aktivierung der nSMase2durch TNF beteiligt. A: Die Effizienz einer
p27BBP-spezifischen siRNA wurde 48 Stunden nacms&fektion in Jurkat-Zellen durch Western-Blot mit
Maus-anti-EIF6(=p27BBP)-Antikdrpern (BD) UberprifRetektion von Aktin diente als Ladekontrolle. B:
Jurkat-Zellen blieben unbehandelt (oben), wurdem Negativkontroll-siRNA (Mitte) oder mit p27BBP-
spezifischer siRNA (unten) transfiziert und 48 Stein spater fixiert und permeabilisiert. Die Expi@ss/on
endogenem p27BBP wurde mittels Maus-anti-EIF6(=@7RBAntikdrpern (BD) und fluoreszenzmarkierten
Alexa Fluor 488 Esel-anti-Maus-Zweitantikdrpern (Elcular Probes, griin) uberprift. Zellkerne wurdench
DAPI (blaue Fluoreszenz) angefarbt (MaRstabsbalk@mum). C: N-SMase-Aktivitat nach 0, 1,5, 3 undmi.
TNF-Stimulation bei unbehandelten, NegativkontsilRNA-transfizierten und mit p27BBP-spezifischeRNIA
transfizierten Jurkat-Zellen. Es sind jeweils digatttwerte aus zwei Aktivitdtsmessungen dargestBile
Aktivitatsmessungen wurden von Dr. Supandi Winotorb&ch, Institut fir Immunologie der CAU Kiel,
durchgefuhrt.
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3.3.7 LAMR1 und die nSMase?2 kolokalisieren TNF-unabangig in humanen Zellen

LAMR1 ist an ribosomalen Prozessen im Zytosol Mgteiund partizipiert als
membranstandiger Rezeptor bei Zelladh&asion. FurBielung an extrazellulares Laminin
interagiert LAMR1 mit Integrin 6 4 und kolokalisiert mit ITGB1 (Nelson et al., 2008;
Romanov et al., 1994). Zudem ist LAMR1 ebenso WiéB1 und ITGB2 sowie die nSMase?2
in JNK- und p38MAPK-Signaltransduktion involvierA\di, 2001; Givant-Horwitz et al,
2004; Clarke et al., 2006, 2010; Sato et al., 28@bBngolam et al., 2010; Jin et al., 2011).

In den in Kapitel 3.3.2.2.2 geschilderten Hefeveh&n interagierte LAMR1 spezifisch
sowohl mit der katalytischen Domé&ne der nSMasezath mit dem vollstandigen Protein.
Wie fir p27BBP sollte auch diese Interaktion in lamen Zellen Gberpruft werden. Fir
Immunfluoreszenzversuche wurden ein Kaninchen{ahiR1-Antikdrper (Santa Cruz) mit
fluoreszenzmarkiertem Alexa Fluor 488 Esel-anti-ikahen-Zweitantikérper (grin) und der
Ziege-anti-nSMase2-Antikorper (Santa Cruz) mit feszenzmarkiertem Alexa Fluor 555
Esel-anti-Ziege-Zweitantikorper (rot) verwendet. Jarkat-Zellen konnte dadurch gezeigt
werden, dass LAMR1 grof3tenteils im Zytoplasma diheBlich des Membranbereichs
lokalisiert war. Hier konnte eine deutliche Kolakakion mit der nSMase2 detektiert werden
(s. Abb. 23A), die in dreidimensionalen Stack-Adfmeen in allen Zellebenen nachzuweisen
war (nicht gezeigt). Nach 3-, 10-, 30- und 60-migéit TNF-Stimulation waren keine
Unterschiede in der intrazellularen Verteilung Beoteine zu verzeichnen (s. Abb. 23B-E).
Die Verteilungsmuster wurden zudem in HelLa-Zellberprift. In diesen Zellen befand sich
LAMRL1 in deutlich ausgepragterem Mal3e im Zellkelshia der T-Zelllinie. Dieses Ergebnis
entspricht friheren Studien, in denen die 37LRP KB¥a laminin receptor precursor;
LBP/p40) genannte LAMR1-Vorstufe in verschiedendh&enten Zellen auch im Nukleus
beschrieben wurde. Hier bindet 37LRP unter andeaemChromatin (Sato et al., 1996;
Salama et al., 2001). FUr Lamininbindung an deinZ&ihbran und zytosolische Funktionen
ist 67LR (67 kDa laminin receptor), also der rdi®®MR1, zustandig (Nelson et al., 2008).
Der in dieser Arbeit verwendete Lamininrezeptorikdmper erkannte beide LAMR1-
Varianten (s. Abb. 25). Entsprechend konnte LAMR1den HelLa-Immunfluoreszenzen
aulBer im Zellkern auch im Zytoplasmabereich unddan Plasmamembran diagnostiziert
werden, wo es in mehreren Bereichen mit der nSMaséikalisierte (s. Abb. 24A). Durch
verschieden lange TNF-Stimulationen konnte auchlli@sen Zellen weder eine pragnante
Veranderung der Kolokalisationsintensitat noch einenslokation von LAMR1 beobachtet
werden (s. Abb. 24B-E). LAMR1 und die nSMase?2 kalgkerten in Jurkat- und Hela-
Zellen also TNF-unabhangig.
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Abb. 23: endogene nSMase2- und LAMR1-Verteilung idurkat-Zellen nach unterschiedlich langen TNF-
Stimulationen. Jurkat-Zellen wurden fir 0 min. (A), 3 min. (B)) Min. (C), 30 min. (D) und 60 min. (E) mit
TNF (100 ng/mL) stimuliert. Die Zielproteine wurdém der Immunfluoreszenz mittels Ziege-anti-nSMase2
Antikdrpern (Santa Cruz) mit fluoreszenzmarkierté&texa Fluor 555 Esel-anti-Ziege-Zweitantikdrpern
(Molecular Probes, rot) bzw. mittels Kaninchen-dmAMR1-Antikbrpern (Santa Cruz) mit
fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-ikahen-Zweitantikérpern (Molecular Probes, griin)
detektiert. Zellkerne wurden durch DAPI (blaue Feszenz) angefarbt. Kolokalisation von nSMase2 und
LAMR1 ist als gelbe Farbung erkennbar (MaRstabgralk0 pum).
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Abb. 24: endogene nSMase2- und LAMR1-Verteilung itHeLa-Zellen nach unterschiedlich langen TNF-
Stimulationen. Jurkat-Zellen wurden fiir 0 min. (A), 3 min. (B)) Min. (C), 30 min. (D) und 60 min. (E) mit
TNF (100 ng/mL) stimuliert. Die Zielproteine wurdém der Immunfluoreszenz mittels Ziege-anti-nSMase2
Antikérpern (Santa Cruz) mit fluoreszenzmarkierté&texa Fluor 555 Esel-anti-Ziege-Zweitantikérpern
(Molecular Probes, rot) bzw. mittels Kaninchen-dmiMR1-Antikérpern (Santa Cruz) mit
fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-ikahen-Zweitantikérpern (Molecular Probes, griin)
detektiert. Zellkerne wurden durch DAPI (blaue Fesrenz) angefarbt. Kolokalisation von nSMase2 und
LAMR1 ist als gelbe Farbung erkennbar (Ma3stabgralk0 pm).
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3.3.8 LAMR1 und die nSMase?2 kdnnen koimmunprazipigrt werden

Um die Interaktion von LAMR1 und nSMase2 in huma#efien zu verifizieren, wurden wie
in Kapitel 3.2.4 Koimmunprazipitationsversuche n@hdogenen Proteinen aus Jurkat-
Zelllysaten durchgefiihrt. Dazu wurden der gleichanikichen-anti-LAMR1-Antikdrper wie
in Kapitel 3.3.7 und ein monoklonaler Maus-anti-n&&d2-Antikorper (Santa Cruz)
verwendet. In dem nSMase2-Immunprazipitat konntecldlL AMR1-Western Blot eine
Bande von 67 kDa detektiert werden. Das (gleiche elbng wurde in der
Koimmunpréazipitation nach dreiminttiger TNF-Stimida beobachtet. Die nSMase2
interagiert also TNF-unabhangig spezifisch mit deffen Lamininrezeptor, wahrend die 37
kDa-Vorstufe nur im Zelllysat, aber nicht in denMié&e2-Préazipitaten nachgewiesen werden
konnte (s. Abb. 25A). Im umgekehrten Versuchsaufbarde die nSMase?2 ebenfalls mit und
ohne vorherige TNF-Stimulation mit LAMR1 koimmunpigitiert (s. Abb. 25B). Die
Proteine interagieren entsprechend nicht nur inHifle, sondern auch in humanen Zellen

miteinander.
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A) IP: nSMase2
NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: 67LR * * * * *
WB: 37LRP * * * * *
WB: nSMase2 | & * * * *
B) IP: LAMR1
NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: nSMase2 | * * * * *
WB: 67LR " % % % %

Abb. 25: LAMR1 und die nSMase2 kdnnen koimmunprazijtiert werden. Jurkat-Zellen wurden fir O min.
(=TNF) und 3 min. (+TNF) mit TNF stimuliert und amdieRend lysiert. Die nSMase2 (A) bzw. LAMR1 (B)
wurden mittels Protein G MicroBeads (Miltenyi) urgpezifischen Antikdrpern (A: Maus-anti-nSMase2-
Antikérper (Santa Cruz); B: Kaninchen-anti-LAMR1-#k®rper (Santa Cruz)) aus den Lysaten
immunprazipitiert (IP). Als Negativkontrollen wundd.ysate mit Protein G MicroBeads, aber ohne Ankd,
der gleichen Prozedur unterzogen (NK). In den diefdbnden Western Blots wurden zusatzlich die eadeq
Proteine aus unbehandeltem Jurkat-Lysat dargefitghat). A: Die nSMase2-Immunpréazipitate (IP: n&da)
wurden mittels Western Blot mit dem oben genanh#&MR1-Antikérper auf Koimmunpréazipitation des reif
LAMR1 (WB: 67LR) und der LAMR1-Vorstufe (WB: 37LRP) Uberprift. Die Darstellung der direkt
immunprazipitierten nSMase2 mit dem oben genanmteklase2-Antikbrper diente als Ladekontrolle (WB:
nSMase?2). Die abgegrenzte Lysat-Spur (WB: 67LR) deurzur besseren Darstellung mit einer anderen
Belichtung aufgenommen als die Ubrigen Spuren. & DAMRI1-Immunprazipitate (IP: LAMR1) wurden
mittels Western Blot mit dem oben genannten nSMdasakorper auf Koimmunprézipitation der nSMase?2
Uberpruft (WB: nSMase?2). Die Darstellung des dirgkimunprézipitierten reifen LAMR1 mit dem oben
genannten LAMRI1-Antikorper diente als Ladekontro(/B: 67LR). *-Symbole zeigen die erwarteten
Laufhohen der detektierten Proteine.

3.3.9 RACK1 kann mit LAMR1 koimmunprézipitiert werd en

Sowohl LAMR1 als auch RACK1 sind Bestandteile varkayontischen Ribosomen und
binden Integrine an der Zellmembran (Nelson e28I08, Nilsson et al., 2004, Liliental et al.,
1998). Eine direkte Interaktion der beiden Proteswdte daher Uberpruft werden. Die
Western Blot-Membranen mit den LAMR1-Immunprézipdaen aus Kapitel 3.2.8 wurden

zu diesem Zweck mit dem Maus-anti-RACK1-Antikérg8anta Cruz) reinkubiert. Dadurch
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konnten in den LAMR1-Prazipitaten sowohl mit alkawhne vorherige TNF-Stimulation
RACK1-spezifische Banden detektiert werden (s. ABBA). Zusatzlich wurden RACK1-
Immunpréazipitationen vorgenommen, in denen jedoeder 67LR noch 37LRP nachweisbar
waren (s. Abb. 26B). RACK1 konnte also mit LAMRlikeonunprazipitiert werden, LAMR1
jedoch nicht mit RACK1. Méglicherweise blockierterdverwendete RACK1-Antikérper bei
der RACK11-Immunprazipitation die Bindestelle fur MR1, so dass es in diesem
Versuchsansatz nicht zur Interaktion zwischen RA@Kd LAMR1 kommen konnte.

A) IP: LAMR1

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: RACK1 * * * * *
B) IP: RACK1

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: 67LR * * * * *
WB: 37LRP * * * * *
WB: RACK1 * * * * *

Abb. 26: RACK1 kann mit LAMR1 koimmunpréazipitiert w erden. A: Reinkubation der Western Blot-
Membran mit den LAMR1-Immunprazipitationen aus AhB mit Maus-anti-RACK1-Antikdrpern (Santa
Cruz) zur Detektion von koimmunprazipitiertem RACKRAB: RACK1). B: Jurkat-Zellen wurden fir 0 mir- (
TNF) und 3 min. (+TNF) mit TNF stimuliert und ansefRend lysiert. RACK1 wurde mittels Protein G
MicroBeads (Miltenyi) und dem oben genannten RACMitikorper aus den Lysaten immunprazipitiert (IP).
Als Negativkontrollen wurden Lysate mit Protein GckbBeads, aber ohne Antikérper, der gleichen Riore
unterzogen (NK). Im anschlieBenden Western Blot denr zusatzlich die endogenen Proteine aus
unbehandeltem Jurkat-Lysat dargestellt (Lysat). R&CK1-Immunpréazipitate (IP: RACK1) wurden mittels
Western Blot mit dem Kaninchen-anti-LAMR1-AntikémpéSanta Cruz) auf Koimmunprazipitation des reifen
LAMR1 (WB: 67LR) und der LAMR1-Vorstufe (WB: 37LRPJiberprift. Die Darstellung des direkt
immunprazipitierten RACK1 mit dem oben genanntenCRA-Antikdrper diente als Ladekontrolle (WB:
RACK1). *-Symbole zeigen die erwarteten Laufhohen detektierten Proteine.
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3.3.10 LAMR1 wird nicht fur die TNF-induzierte Akti vierung der nSMase2 bendétigt

Die spezifische Interaktion von LAMR1 mit der nSMasund vermutlich auch mit RACK1
macht den Lamininrezeptor zu einem weiteren patérdn der TNF-abhangigen nSMase2-
Aktivierung beteiligten Faktor. Daher sollte im Gehden ermittelt werden, ob LAMR1-
Herunterregulation die TNF-induzierte AktivierungerdnSMase2 unterbindet. Zunachst
wurden deshalb zwei verschiedene siRNAs gegen LAMRIurkat-Zellen transfiziert und
ihre Effizienz mittels Western Blot und einem Margi-LAMR1-Antikdrper (Enzo)
Uberpruft. Die LAMR1-Expression konnte vor allenrcludie LAMR1-siRNA_2 erfolgreich
unterbunden werden (s. Abb. 27A), weshalb diesdiigirfolgenden Experimente verwendet
wurde. Durch Immunfluoreszenz mit den Antikorperas aKapitel 3.3.7 wurde die
Expressionsinhibition durch die LAMRI1-siRNA_2 zudih verifiziert und zudem
sichergestellt, dass die Negativkontroll-siRNA leirEinfluss auf die LAMR1-Proteinmenge
ausubt (s. Abb. 27B). Die folgenden N-SMase-Ak#itstnessungen ergaben, dass die
Aktivitat der nSMase2 auch in Abwesenheit von LAM&irch TNF gesteigert werden kann.
Es kam nach erfolgreicher Herunterregulation vonMEYL trotzdem zu dem typischen
Anstieg der N-SMase-Aktivitat nach 1,5-minttiger A4Stimulation mit allmahlicher
Abnahme nach drei bis zehn Minuten (s. Abb. 27@MR1 ist demnach keine essentielle
Komponente des TNF-induzierten nSMase2-Aktivierkogsolexes, kénnte aber aufgrund
der konstitutiven Interaktion mit der nSMase2 stabmarts der nSMase2-Aktivierung in die

Effektorsignalwege involviert sein.

87



Ergebnisse

A

untransfiziert
LAMR1-siRNA_1
LAMR1-siRNA 2

LAMR1 ‘
(67LRY):

Aktin: ‘ ‘

Abb. 27: LAMR1 wird nicht fir die Aktivierung der n SMase2 durch TNF benétigtA: Die Effizienz zweier
siRNAs zur Reduzierung der endogenen Proteinsyathies LAMR1 (67LR und 37LRP) wurde 48 Stunden
nach Transfektion in Jurkat-Zellen durch WesteratBhit Maus-anti-LAMR1-Antikdrpern (Enzo, erkennen
67LR) Uberprift. Aktin-Detektion diente als Ladekmfie. B: Jurkat-Zellen blieben unbehandelt (obevn)rden
mit Negativkontroll-siRNA (Mitte) oder mit LAMR1-8NA_2 (unten) transfiziert und 48 Stunden spatdeift
und permeabilisiert. Die Expression von endogeneAMR1 wurde mittels Kaninchen-anti-LAMR1-
Antikérpern (Santa Cruz, erkennen 67LR und 37LRR)flmoreszenzgekoppelten Alexa Fluor 488 Esel-anti
Kaninchen-Zweitantikbrpern (Molecular Probes, griierprift. Zellkerne wurden durch DAPI (blaue
Fluoreszenz) angefarbt (MaR3stabsbalken: 10 pm)N<{SMase-Aktivitdt nach 0, 1,5, 3 und 10 min. TNF-
Stimulation bei unbehandelten, Negativkontroll-sikNansfizierten und mit LAMR1-siRNA_2 transfizien
Jurkat-Zellen. Es sind jeweils die Mittelwerte alrei Aktivitditsmessungen dargestellt. Standardatiweigen
sind durch Fehlerbalken dargestellt. Die Aktivithéssungen wurden von Dr. Supandi Winoto-Morbacstjtir
fur Immunologie der CAU Kiel, durchgefihrt.
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3.3.11 PKC und die nSMase?2 kolokalisieren TNF-unabhangiqg in timanen Zellen

PKC ist durch TNF und Ceramid aktivierbar und bindeekt an Ceramid, um einen
proapoptotischen Komplex zu bilden (Ramstrom et2&l04; Wang et al., 2005). Das Protein
agiert entsprechend stromabwarts von SMase-bedirgphingomyelinhydrolyse. PKE
Uberexpression hatte in friheren Studien einen daminegativen Effekt sowohl auf A-
SMase- als auch auf N-SMase-Aktivitat (Charruyeralet 2007; Bezombes et al., 2002).
Durch die Y2H-Studien aus Kapitel 3.3.2.2 konntderu gezeigt werden, dass PKdirekt
mit der nSMase?2 interagieren kann.

Fur Kolokalisationsstudien in humanen Zellen mitdimmunfluoreszenz wurden der
Kaninchen-anti-PKGAnNtikorper 9372 (Cell Signaling) mit fluoreszenaikiartem Alexa
Fluor 488 Esel-anti-Kaninchen-Zweitantikérper (griimd erneut der Ziege-anti-nSMase2-
Antikdrper (Santa Cruz) mit fluoreszenzmarkiertentexd Fluor 555 Esel-anti-Ziege-
Zweitantikorper (rot) verwendet. PKQvurde bereits, abhangig von der jeweils untergrcht
Zellart, im Zytoplasma, an der Zellmembran und/adeMNukleus beschrieben (Stross et al.,
2009). Bei den hier durchgefuhrten Immunfluoreseenanit Jurkat-Zellen konnte die
endogene PKCvor allem im Zytoplasma und an der Zellmembrargraduch in geringeren
Mengen im Zellkern nachgewiesen werden. Das Enzyiokklisierte aul3erhalb des Nukleus
deutlich mit der nSMase2 (s. Abb. 28A). Durch dirighsionale Aufnahmen mittels Stack-
Funktion konnte die Kolokalisation in groRen Arenldes Zytoplasmas verifiziert werden
(nicht gezeigt). Durch 3-, 10-, 30- und 60-minutigeNF-Stimulation konnte keine
Veranderung der Kolokalisation induziert werdenAlsb. 28B-E). In HeLa-Zellen wurde die
PKC prominenter im Nukleus detektiert als in Jurkaliete Die Nucleoli (identifizierbar als
dunkle Flecken in der DAPI-Farbung) waren dabeivioen PKC . Auch in HeLa-Zellen kam
es vor allem an der Zellmembran und im membrannabgoplasma zu detektierbarer
Kolokalisation mit der nSMase2 (s. Abb. 29A). Vdneden lange TNF-Stimulationen
verursachten in HelLa-Zellen wie bei den Jurkatefelkeine eindeutig erkennbare PKC
Translokation (s. Abb. 29B-E). Diese Ergebnissesgneichen friheren Studien mit J-LAT-
Zellen (HIV-Provirusinfizierte, aber nicht-transBrerende Jurkat-Zellen) und endothelialen
HUVEC-Zellen (Williams et al., 2004; Ross et ab9Y).
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Abb. 28: endogene nSMase2- und PKGVerteilung in Jurkat-Zellen nach unterschiedlich langen TNF-
Stimulationen. Jurkat-Zellen wurden fir O min. (A), 3 min. (B)) Min. (C), 30 min. (D) und 60 min. (E) mit
TNF (100 ng/mL) stimuliert. Die Zielproteine wurdém der Immunfluoreszenz mittels Ziege-anti-nSMase2
Antikdrpern (Santa Cruz) mit fluoreszenzmarkierté&texa Fluor 555 Esel-anti-Ziege-Zweitantikdrpern
(Molecular Probes, rot) bzw. mittels Kaninchen-&KC -Antikdrper 9372 (Cell Signaling) mit
fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-ikahen-Zweitantikérpern (Molecular Probes, grin)
detektiert. Zellkerne wurden durch DAPI (blaue Fegzenz) angeféarbt. Kolokalisation von nSMase?2 RKE

ist als gelbe Farbung erkennbar (Mal3stabsbalkepni)0
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Abb. 29: endogene nSMase2- und PKGVerteilung in HelLa-Zellen nach unterschiedlich largen TNF-
Stimulationen. Hela-Zellen wurden fiir 0 min. (A), 3 min. (B), H@in. (C), 30 min. (D) und 60 min. (E) mit
TNF (100 ng/mL) stimuliert. Die Zielproteine wurdém der Immunfluoreszenz mittels Ziege-anti-nSMase2
Antikérpern (Santa Cruz) mit fluoreszenzmarkierté&texa Fluor 555 Esel-anti-Ziege-Zweitantikérpern
(Molecular Probes, rot) bzw. mittels Kaninchen-&"IC -Antikdrpern 9372 (Cell Signaling) mit
fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-ikahen-Zweitantikérpern (Molecular Probes, griin)
detektiert. Zellkerne wurden durch DAPI (blaue Fagzenz) angefarbt. Kolokalisation von nSMase2 RKE

ist als gelbe Farbung erkennbar (Mal3stabsbalkepni)0
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3.3.12 PKC und die nSMase?2 koénnen koimmunpréazipitiert werden

Die spezifische Interaktion der PKOnit der nSMase2 konnte in Jurkat-Zellen mittels
Koimmunprézipitationen verifiziert werden. Es wundelazu jeweils der monoklonale
Kaninchen-anti-PKGAnNtikorper C24E6 (Cell Signaling) und der bereits Kapitel 3.3.8
verwendete monoklonale Maus-anti-nSMase2-Antikor(sainta Cruz) verwendet. In den
nSMase2-Immunpréazipitaten konnten mit und ohne emge TNF-Stimulation sehr
prominente PKGBanden detektiert werden, was auf eine starkerdkt®n der beiden
Proteine hindeutet (s. Abb. 30A). Umgekehrt kondie nSMase2 auch mit der PKC

koimmunprazipitiert werden, allerdings weniger mi& (s. Abb. 30B).

A) IP: nSMase2
NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat

WB: PKC * * * * *
WB: nSMase2 * * * * *
B) IP: PKC

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: nSMase2 (% * * * *
WB: PKC * * * * u3

Abb. 30: PKC und die nSMase2 kénnen koimmunprazipitiert werden. Jurkat-Zellen wurden fir 0 min.
(=TNF) und 3 min. (+TNF) mit TNF stimuliert und amieRend lysiert. Die nSMase2 (A) bzw. PK(B)
wurden mittels Protein G MicroBeads (Miltenyi) urgpezifischen Antikdrpern (A: Maus-anti-nSMase2-
Antikdrper (Santa Cruz); B: Kaninchen-anti-Pk&ntikorper C24E6 (Cell Signaling)) aus den Lysaten
immunprazipitiert (IP). Als Negativkontrollen wundd.ysate mit Protein G MicroBeads, aber ohne Anfkd,
der gleichen Prozedur unterzogen (NK). In den diefdbnden Western Blots wurden zusatzlich die eadeq
Proteine aus unbehandeltem Jurkat-Lysat dargefitghat). A: Die nSMase2-Immunpréazipitate (IP: n&da)
wurden mittels Western Blot mit dem oben genanf®&C -Antikdrper auf Koimmunprazipitation von PKC
Uberprift (WB: PKC). Die Darstellung der direkt immunpréazipitierte®Mase2 mit dem oben genannten
nSMase2-Antikdrper diente als Ladekontrolle (WB:M#Se2). B: Die PKGImmunprazipitate (IP: PKQ
wurden mittels Western Blot mit dem oben genanmi&Mase2-Antikorper auf Koimmunprazipitation der
nSMase2 uberpruft (WB: nSMase2). Die Darstellung dieekt immunprazipitierten PKCmit dem oben
genannten PKGAntikérper diente als Ladekontrolle (WB: PKC Die abgegrenzte Lysat-Spur (WB: PRC
wurde zur besseren Darstellung mit einer anderdiclBeng aufgenommen als die tbrigen Spuren. *-Syleb
zeigen die erwarteten Laufh6hen der detektierteteire.
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3.3.13 PKC und RACK1 kdénnen nicht koimmunpréazipitiert werden

RACK1 bindet spezifisch an PK@, rekrutiert klassische PKCs an die Plasmamemionath
koppelt PKC an ITGB1 und ITGB5 (Besson et al., 2002). Die &gipen PKCs (aPKCs) wie
PKC sind jedoch bislang nicht mit RACK1 in Verbindungebracht worden.
Koimmunprézipitationsexperimente in Jurkat-Zelletiten diesen Sachverhalt aufklaren. Es
wurden derselbe PKCGAntikérper wie in Kapitel 3.3.12 und der Maus-aRMCK1-
Antikdrper von Santa Cruz verwendet. Die 67 kDawsae PKC konnte nur im
Kontrolllysat, aber nicht in den RACK1-Immunprazgien nachgewiesen werden, auch nicht
nach dreiminutiger TNF-Stimulation (s. Abb. 31A)s Bvurden lediglich Banden von
niedrigerem Molekulargewicht detektiert, die demssdiziierten schweren Antikérperketten
entsprechen konnten. In den PKIhmunprazipitaten war RACK1 ebenfalls nicht
nachweisbar (s. Abb. 31B). PKGann somit kein weiteres direktes Verbindungsmidlek
zwischen RACK1 und der nSMase2 im Rahmen der N-8Msddivierung darstellen. Dieses
Ergebnis entspricht friheren Studien, wonach PKdt den durch SMasen generierten
Ceramiden Komplexe bildet (Wang et al.,, 2005). Dme Kapitel 3.3.11 und 3.3.12
geschilderte konstitutive Interaktion mit der nSkERasasst also auf Funktionen der PKig&i
Mechanismen stromabwarts der nSMase2-Aktivieruimgjefden. Um zu testen, ob die PKC
dennoch auch stromaufwarts der nSMase?2 wirkt,eseitt moglicher Effekt von PKERNA-
Interferenz auf die N-SMase-Aktivitat untersuchtrelen. Da keine validierten PK&GIRNAS
kommerziell erhaltlich waren, wurden drei nicht idadrte SiRNAs auf ihr Potential zur
Herunterregulation der PKChin getestet. Die PKCProteinsynthese konnte jedoch nicht
inhibiert werden (s. Abb. 32), so dass ein eveitdudinfluss der PKC auf die nSMase2-

Aktivierung nicht analysiert werden konnte.
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A) IP: RACK1

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: PKC * * * * *
WB: RACKL | % * * * *
B) IP: PKC

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat

WB: RACK1 | * * * * *
WB: PKC * * * * *

Abb. 31: PKC und RACK1 kdnnen nicht koimmunpréazipitiert werden. Jurkat-Zellen wurden far 0 min.
(=TNF) und 3 min. (+TNF) mit TNF stimuliert und amdielend lysiert. RACK1 (A) bzw. PKQB) wurden
mittels Protein G MicroBeads (Miltenyi) und spézihen Antikdrpern (A: Maus-anti-RACK1-Antikorper
(Santa Cruz); B: Kaninchen-anti-PK@ntikorper C24E6 (Cell Signaling)) aus den Lysailmmunprazipitiert
(IP). Als Negativkontrollen wurden Lysate mit PrioteG MicroBeads, aber ohne Antikdrper, der gleichen
Prozedur unterzogen (NK). In den anschlieBenderntéffe8lots wurden zusétzlich die endogenen Protause
unbehandeltem Jurkat-Lysat dargestellt (Lysat)DA RACK1-Immunpréazipitate (IP: RACK1) wurden mige
Western Blot (WB: PKQ mit dem oben genannten PK@ntikdrper auf Koimmunprazipitation von PKC
Uberprift. Die Darstellung des direkt immunprazgeten RACK1 mit dem oben genannten RACK1-Antikdrpe
diente als Ladekontrolle (WB: RACK1). B: Die PK@nmunprazipitate (IP: PKG wurden mittels Western
Blot mit dem oben genannten RACK1-Antikorper aufildmunprazipitation von RACK1 dberprift (WB:
RACKZ1). Die Darstellung der direkt immunprazipitem PKC mit dem oben genannten PK@&ntikorper
diente als Ladekontrolle (WB: PKE Die abgegrenzte Lysat-Spur (WB: PRGvurde zur besseren Darstellung
mit einer anderen Belichtung aufgenommen als dieggéb Spuren *-Symbole zeigen die erwarteten Laluémd
der detektierten Proteine.

PKC -siRNA_1
PKC -siRNA_2
PKC -siRNA_3

untransfiziert

PKC :
Aktin:

Abb. 32: Auswirkungen von verschiedenen PKGsIiRNAs auf die Proteinmenge von PKCin Jurkat-
Zellen. : Die Effizienz von drei siRNAs zur Reduzierung @adogenen Proteinsynthese von PKiTirde 48
Stunden nach Transfektion in Jurkat-Zellen durctsi&@-Blot mit Kaninchen-anti-PKEAntikdrpern C24E6
(Cell Signaling) Uberprift. Aktin-Detektion dierdés Ladekontrolle.
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3.3.14 COPB1 und die nSMase? kolokalisieren im Bdaoh des Golgi-Apparats

COPB1, auch -COP genannt, ist als Bestandteil des COP1 (coatpmutein complex 1)
unter anderem an Protein-Rucktransporten vom Gipgiarat zum Endoplasmatischen
Retikulum beteiligt (Paulsson et al., 2002). Aufgéendinteragiert COPB1 wie die nSMase2-
Signalwegskomponenten RACK1 und EED mit dem HIVt@iroNef (Benichou et al, 1994;
Gallina et al., 2001; Witte et al., 2004).

Ob COPB1 und nSMase2 in humanen Zellen kolokaltisierliegen, wurde abermals in
Jurkat- und HelLa-Zellen mittels Immunfluoreszenaskpenten untersucht. COPB1 wurde
durch einen Kaninchen-antfrCOP-Antikdrper (Abcam) mit fluoreszenzmarkiertenhexa
Fluor 488 Esel-anti-Kaninchen-Zweitantikdrper (griumd die nSMase2 durch den Ziege-
anti-nSMase2-Antikorper von Santa Cruz mit fluossszmarkiertem Alexa Fluor 555 Esel-
anti-Ziege-Zweitantikorper (rot) nachgewiesen. Sbwio Jurkat- als auch in HelLa-Zellen
war COPBL1 spezifisch an einer zytoplasmatischemte Sis Zellkerns angehé&uft sichtbar.
Dieses Verteilungsmuster entspricht der intrazéten Lokalisation des Golgi-Apparats und
ist Ubereinstimmend mit der COPB1-Verteilung in emeth Zelltypen (Oprins et al., 1993;
Sullivan et al., 2000). In diesem Organell kologite COPB1 zudem mit der teilweise
Golgi-assoziierten nSMase2, die Kolokalisation warJurkat-Zellen allerdings wesentlich
prominenter ausgepragt als in HelLa-Zellen (s. ABBA, 34A). Diese Golgi-spezifische
Kolokalisation konnte durch dreidimensionale Stacknahmen der Zellen bestatigt werden
(nicht gezeigt). Daruber hinaus konnte COPB1 inngeren Mengen im Zytosol verteilt
detektiert werden, eine deutliche Kolokalisationt der nSMase2 wurde jedoch weder an der
Zellmembran noch im membrannahen Zytoplasma betétacBurch 3, 10, 30 und 60
Minuten TNF-Stimulation wurde ebenfalls keine Vatérung des Verteilungsmusters von
COPBL induziert (s. Abb. 33B-E, 34B-E). Wenn ditetaktion von COPB1 und nSMase2
vivo stattfindet, dann also anscheinend vor allem imeiBa des Golgi-Apparats.
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Abb. 33: endogene nSMase2- und COPB1-Verteilung iBurkat-Zellen nach unterschiedlich langen TNF-
Stimulationen. Jurkat-Zellen wurden fir 0 min. (A), 3 min. (B)) Min. (C), 30 min. (D) und 60 min. (E) mit
TNF (100 ng/mL) stimuliert. Die Zielproteine wurdém der Immunfluoreszenz mittels Ziege-anti-nSMase2
Antikdrpern (Santa Cruz) mit fluoreszenzmarkierté&texa Fluor 555 Esel-anti-Ziege-Zweitantikdrpern
(Molecular Probes, rot) bzw. mittels Kaninchen-anCOP-Antikérpern (Abcam) mit fluoreszenzmarkierten
Alexa Fluor 488 Esel-anti-Kaninchen-Zweitantikbrg@®folecular Probes, griin) detektiert. Zellkerne damr
durch DAPI (blaue Fluoreszenz) angefarbt. Kolokdia von nSMase2 und COPBL ist als gelbe Farbung
erkennbar (MaRstabsbalken: 10 um).
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Abb. 34: endogene nSMase2- und COPB1-Verteilung iHeLa-Zellen nach unterschiedlich langen TNF-
Stimulationen. HelLa-Zellen wurden fiir 0 min. (A), 3 min. (B), H@in. (C), 30 min. (D) und 60 min. (E) mit
TNF (100 ng/mL) stimuliert. Die Zielproteine wurdém der Immunfluoreszenz mittels Ziege-anti-nSMase2
Antikérpern (Santa Cruz) mit fluoreszenzmarkiertétexa Fluor 555 Esel-anti-Ziege-Zweitantikérpern
(Molecular Probes, rot) bzw. mittels Kaninchen-anCOP-Antikérpern (Abcam) mit fluoreszenzmarkierten
Alexa Fluor 488 Esel-anti-Kaninchen-ZweitantikénpgMolecular Probes, griin) detektiert. Zellkerneraan
durch DAPI (blaue Fluoreszenz) angefarbt. Kololdien von nSMase2 und COPBL ist als gelbe Farbung
erkennbar (MaRstabsbalken: 10 pm).
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3.3.15 COPB1 kann mit der nSMase?2 koimmunprazipitig werden

Fur Koimmunprazipitationsexperimente aus Jurkataltgs wurden der Maus-anti-nSMase2-
Antikdrper (Santa Cruz) und erneut der Kanincheim-ai€OP-Antikorper (Abcam)
verwendet. Dadurch konnte im nSMase2-Immunprazigiae schwache Bande auf der
Laufhbhe von COPB1 nachgewiesen werden, deren ditd¢rsich nach TNF-Stimulation
nicht verstarkte (s. Abb. 35A). In den COPBl-Immudizipitaten konnte die nSMase2
hingegen weder mit noch ohne vorherige TNF-Beharglider Zellen detektiert werden (s.
Abb. 35B). Die Interaktionsintensitat von COPB1 mér nSMase2 scheiim vivo also nur
schwach ausgepragt und TNF-unabhangig zu sein.

A) IP: nSMase2

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: COPB1 * * * * *
WB: nSMase2 | 4 * * * *
B) IP: COPB1

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: nSMase2 | % * * * *
WB: COPB1 * * * * *

Abb. 35: COPB1 kann mit der nSMase2 koimmunprazipitert werden. Jurkat-Zellen wurden fiir 0 min.
(=TNF) und 3 min. (+TNF) mit TNF stimuliert und afdieRend lysiert. Die nSMase2 (A) bzw. COPB1 (B)
wurden mittels Protein G MicroBeads (Miltenyi) urgpezifischen Antikdrpern (A: Maus-anti-nSMase2-
Antikérper (Santa Cruz); B: Kaninchen-anti€OP-Antikérper (Abcam)) aus den Lysaten immunppifizrt
(IP). Als Negativkontrollen wurden Lysate mit PrioteG MicroBeads, aber ohne Antikérper, der gleichen
Prozedur unterzogen (NK). In den anschlielRenderntétfe8lots wurden zusatzlich die endogenen Protairse
unbehandeltem Jurkat-Lysat dargestellt. A: Die nS&2almmunprazipitate (IP: nSMase2) wurden mittels
Western Blot mit dem oben genannten COPB1-Antikbmd Koimmunprazipitation von COPB1 Uberprift
(wB: COPB1). Die Darstellung der direkt immunpratgten nSMase2 mit dem oben genannten nSMase2-
Antikérper diente als Ladekontrolle (WB: nSMaseB).Die COPB1-Immunprazipitate (IP: COPB1) wurden
mittels Western Blot mit dem oben genannten nSMdsaikorper auf Koimmunprazipitation der nSMase2
Uberprift (WB: nSMase2). Die Darstellung des direktnunprazipitierten COPB1 mit dem oben genannten
COPB1-Antikérper diente als Ladekontrolle (WB: CABPB*-Symbole zeigen die erwarteten Laufh6hen der
detektierten Proteine.

98



Ergebnisse

3.3.16 COPB1 und RACK1 kdnnen nicht koimmunpréazipitert werden

COPBL1 ist in Maus und Ratte auch als RACK2 besbkrievorden, da es wie RACK1 mit
PKC interagieren kann (Fenton et al., 2009). Deshallbesauch fiir COPB1 eine mégliche
direkte Interaktion mit RACK1 in Jurkat-Zellen dbronveitere Koimmunprazipitationen
Uberpruft werden. Durch Reinkubation der COPB1-Imprézipitate aus Kapitel 3.3.15 mit
RACK1-Antikdrpern (Santa Cruz) konnte jedoch mit dunohne TNF kein

koimmunprazipitiertes RACK1 festgestellt werden Aab. 36A). Ein identisches Resultat
ergab sich nach RACK1-Immunpréazipitationen mit &ais€endem COPB1-Western Blot (s.
Abb. 36B). Eine Interaktion von COPB1 mit RACK1 kwae in Jurkat-Zellen mittels

Immunprazipitation also nicht nachgewiesen werdea wurde auch durch TNF nicht

induziert.

A) IP: COPB1

N. -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat
WB: RACKL | % * * * *
B) IP: RACK1

NK -TNF IP -TNF IP +TNF NK +TNF Lysat

WB: COPB1 | * * * * *
WB: RACK1 | * * * * *

Abb. 36: COPB1 und RACK1 kdnnen nicht koimmunprazigtiert werden. A: Reinkubation der Western
Blot-Membran mit den COPB1-Immunprazipitationen alb. 34B mit Maus-anti-RACK1-Antikdérpern (Santa
Cruz) zur Detektion von koimmunprazipitiertem RACKWB: RACK1). B: Jurkat-Zellen wurden fir O min.
(=TNF) und 3 min. (+TNF) mit TNF stimuliert und aidielend lysiert. RACK1 wurde mittels Protein G
MicroBeads (Miltenyi) und dem oben genannten RACAtkOrper aus den Lysaten immunprazipitiert. Als
Negativkontrollen wurden Lysate mit Protein G MiBeads, aber ohne Antikérper, der gleichen Prozedur
unterzogen (NK). Im anschlieBRenden Western Blot denr zusatzlich die endogenen Proteine aus
unbehandeltem Jurkat-Lysat dargestellt (Lysat). R&CK1-Immunpréazipitate (IP: RACK1) wurden mittels
Western Blot mit dem Kaninchen-andi€OPB-Antikdrper (Abcam) auf Koimmunprazipitatiomon COPB1
Uberprift (WB: COPB1). Die Darstellung des direktnmiunprazipitierten RACK1 mit dem oben genannten
RACK1-Antikorper diente als Ladekontrolle (WB: RAQK *-Symbole zeigen die erwarteten Laufhéhen der
detektierten Proteine.
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3.3.17 COPB1 wird nicht fiir die TNE-induzierte Aktivierung der nSMase?2 bendtigt

COPBL interagierte nicht mit RACK1 und war zudeneriviegend im Bereich des Golgi-
Apparats/ER lokalisiert (s. Kapitel 3.3.14 und B&. Diese Befunde sprechen gegen eine
direkte Beteiligung an der nSMase2-Signalkaskaddggiind seiner beschriebenen Funktion
als Transportprotein (Paulsson et al., 2002) kor@@PB1 allerdings dennoch an der N-
SMase-Aktivierung beteiligt sein, indem es Kompdeender Signalkaskade oder die
nSMase2 selbst vom Golgi-Apparat zur Plasmamemeéesiortiert. Um diesen Sachverhalt
aufzuklaren, wurde die COPB1-Expression in Jurlglted herunterreguliert. Daftir wurde
eine validierte COPB1-siRNA von Ambion transfizientelche die Translation des Proteins
erfolgreich unterdrtickte (s. Abb. 37A). Durch Imrfluoreszenzen wurde die Wirksamkeit
der siRNA zusatzlich verifiziert und ein EinflussrvNegativkontroll-siRNA auf die COPB1-
Expression ausgeschlossen (s. Abb. 37B). Trotdgeeicher Herunterregulation des Proteins
war in den COPB1-siRNA-transfizierten Zellen eidentische N-SMase-Aktivierung durch
TNF zu verzeichnen wie in den untransfizierten mmtiNegativkontroll-siRNA transfizierten
Jurkat-Zellen (s. Abb. 37C). Es stellte sich alswahs, dass COPB1 nicht an der TNF-
induzierten Aktivierung der nSMase?2 in Jurkat-Zelketeiligt ist.
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Abb. 37: COPBL1 wird nicht fir die Aktivierung der n SMase2 durch TNF benétigt.A: Die Effizienz einer
siRNA zur Reduzierung der endogenen ProteinsyntkeseCOPB1 wurde 48 Stunden nach Transfektion in
Jurkat-Zellen durch Western-Blot mit Kaninchen-artt OPB-Antikdrpern (Abcam) tberprift. Aktin-Detektio
diente als Ladekontrolle. B: Jurkat-Zellen bliebenbehandelt (oben), wurden mit Negativkontroll-siRN
(Mitte) oder mit COPB1-siRNA (unten) transfizierhdi 48 Stunden spéter fixiert und permeabilisierie D
Expression von endogenem COPB1 wurde mittels Kaeinanti-COPB1-Antikbrpern (Abcam) mit
fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 488 Esel-anti-ikahen-Zweitantikérpern (Molecular Probes, griin)
Uberpruft. Zellkerne wurden durch DAPI (blaue Fegrenz) angefarbt (Mal3stabsbalken: 10 um). C: Ms&M
Aktivitat nach 0, 1,5, 3 und 10 min. TNF-Stimulatibei unbehandelten, Negativkontroll-siRNA-tranigfiten
und mit COPB1-siRNA transfizierten Jurkat-Zellen.s Esind jeweils die Mittelwerte aus drei
Aktivitatsmessungen dargestellt. Standardabweicbnngsind durch Fehlerbalken dargestellt. Die
Aktivitatsmessungen wurden von Dr. Supandi Winotorbéch, Institut fir Immunologie der CAU Kiel,
durchgefuhrt.
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4. Diskussion

4.1 Ein membranassoziierter Multimolekiilkomplex ist fur TNFE-induzierte nSMase2-

Aktivierung verantwortlich

Der N-SMase-Signaltransduktionsweg stellt eine detzten bislang unvollstandig
beschriebenen Signalkaskaden des TNF-R1 dar. Bgtsunter anderem daran, dass erst tber
drei Jahrzehnte nach der Observierung von neutr8iglase-Aktivitdt im Menschen
(Schneider und Kennedy, 1967) jenes Gen identifizieirde, welches fir dig vivo als N-
SMase agierende nSMase2 kodiert (Hofmann et abQ;2®larchesini et al., 2003). Da also
das Schlusselmolekil selbst bis zu diesem Zeitpaickit molekular identifiziert war, konnte
der TNF-induzierte Signalweg zunachst nur von dasteSles TNF-R1 aus analysiert werden.
Hierbei stellte sich heraus, dass im Rahmen der-ifd&zierten N-SMase-Aktivierung die
NSD des TNF-R1 konstitutiv an FAN und FAN an RACKihden muss (Adam et al., 1996;
Adam-Klages et al., 1996; Tcherkasowa et al., 20D8jch die Klonierung der nSMase2 war
inzwischen auch das letzte wichtige molekulare \¥euky vorhanden, um den N-SMase-
Signaltransduktionsweg vollstandig zu entschlisseln

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte die Licke ehes dem TNF-R1-FAN-RACK1-
Komplex und der nSMase2 geschlossen werden. EEDamjierte spezifisch mit sowohl der
nSMase2 als auch mit RACKL, stellte sich als Belhdes TNF-R1-Komplexes heraus
und erwies sich als essentiell fur TNF-induzierteSMase-Aktivierung in Jurkat-T-
Lymphozyten. Es stellte sich ferner heraus, dad3 &lis dem Zellkern bzw. dem kernnahen
Zytoplasma an die Membran transloziert, um mit RAGKd der nSMase2 in Verbindung zu
treten. Der dafur nétige Impuls wird ebenfalls dudie Bindung von TNF an den TNF-R1
Ubermittelt, und zwar abh&ngig von der NSD des R®zs. Der zur Deaktivierung der
nSMase2 fuhrende Mechanismus scheint jedoch EEDh#mgig zu sein, denn nach
zehnminutiger TNF-Stimulation hatte die N-SMaseddkit wieder ihr basales Niveau
erreicht, wahrend EED noch nicht in den Nukleuskalisiert war.

Frihe N-SMase-Aktivierung nach 1,5- bis dreiminétig’ NF-Stimulation wurde auf3er in
Jurkat-Zellen in verschiedenen anderen Zellarteschogeben, wie A549, HUVEC, Maus-
Embryonalfibroblasten und -Thymozyten sowie glatiduskulatur. (Kreder et al, 1999;
Clarke et al., 2011b). Diese frihe Aktivierung ulégt vermutlich einem allgemeingultigen,
FAN-vermittelten und EED-abhangigen Mechanismus.M@F-7-Zellen wurde hingegen
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eine spate Aktivierung der nSMase2 nach mehrsténdigNF-Stimulation beobachtet, die
nicht auf vermehrte nSMase2-Expression zurlckzefiihwar. Stattdessen wurden bisher
unbekannte TNF-induzierte posttranslationelle M@tdmen als Grund vermutet (Clarke et
al., 2011b). Es ist jedoch anzunehmen, dass dlerivorliegenden Arbeit beobachtete, rapide
EED-Translokation nicht an diesem Phadnomen betesig da vermehrte EED-nSMase2-
Kolokalisation in Jurkat-Zellen bereits nach 90 @&ken erkennbar war. Auf3erdem konnte in
HEK-293T-Zellen, in denen endogene, frihe N-SMakevferung durch TNF bisher
ebenfalls nicht beobachtet wurde, keine verandeEB-Verteilung durch TNF festgestellt
werden.

Bislang ist noch ungeklart, wie das Signal fur @ranslokation vom TNF-Rezeptor an EED
Ubermittelt wird. Witte et al. (2004) beobachtetatlerdings eine identische EED-
Translokation in Jurkat-Zellen durch Integrin-Akéxung. EED wurde in diesem
Zusammenhang als ,Shuttle-Protein® beschriebenchesl dank seiner Kernlokalisations-
und —extinktions-Signalsequenzen permanent zwisdikleus und Zytoplasma hin und
zurick wandert. WD-Repeat-Proteine wie EED sindkdidwner propellerartigen Strukturen
zudem in der Lage, an andere Proteine reversibdlirmen (Smith et al., 1999). Es wurde
daher von Witte et al. postuliert, dass EED-Molekitie gerade nicht an weitere
Kernproteine binden, intrinsisch aus dem Kern emign und nur dann im Zytoplasma
verbleiben, wenn sie mit aktivierten zytosolisclogler membranstandigen Bindungspartnern
interagieren. Dementsprechend konnten Proteinezwk. aktivierte Integrine, EED durch
direkte Interaktion an der Kern-Relokalisation f@nd wodurch es zu der beschriebenen
EED-Akkumulation an der Plasmamembran kommt. TNFEiis bekannter Integrin-Aktivator
(Bouaouina et al., 2004) und in der vorliegendebe#tr stellte sich heraus, dass Integrine
ebenso wie EED fir die TNF-induzierte N-SMase-Aldiung bendtigt werden. Diese
Befunde fiihren zu folgendem Modell fir die friheviége2-Aktivierung durch TNF: Durch
TNF-Bindung an den TNF-R1 werden Integrine aktivielie daraufhin zytosolisches EED
binden und dessen nukledre Relokalisation verhmd&ED kann dadurch mit dem
membranstandigen TNFR1-FAN-RACK1-Komplex und demMaSe?2 interagieren und somit
die Kaskade komplettieren sowie die nSMase?2 aktvi¢s. Abb.38).

In dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dasglestens vier Integrin-Untereinheiten
(ITGB1, ITGB2, ITGB5 und ITGB7) und das integrindende p27BBP an TNF-abhéngiger
nSMase2-Signaltransduktion beteiligt sind. Das aABBP und LAMR1 bindende ITGB4
(Biffo et al., 1997; Nelson et al., 2008) kdonnta aieiteres involviertes Molekil darstellen.

Auch RACK1 ist nicht nur als freies zytosolische®tBin vorhanden, sondern wird dank
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Integrinbindungen ebenfalls an der Zellmembraniksédrt (Lee et al., 2002). Alle bekannten
beteiligten Proteine aufRer dem direkt TNF-R1-gekuned FAN und der bereits
membranassoziiert vorliegenden nSMase?2 interagedsenmit Integrinen. Es ist daher davon
auszugehen, dass die zytosolischen Komponentem$klase2-Signaltransduktion durch
Integrine an der Zellmembran befestigt bzw. stsigitt werden und dort einen
Multimolekilkomplex bilden kdnnen. Bislang ist jextounklar, ob die beteiligten Integrine
unabhangig voneinander an die verschiedenen Kompemeler Signaltransduktion binden
oder ob sie zu diesem Zweck auch miteinander igier@n und dadurch ein stabilisierendes
Integrincluster ausbilden. Derartige Komplexe aassghiedenen Integrinen wurden bereits
im Rahmen von Anandamid-induzierter “G8ignaltransduktion (unter Beteiligung von
ITGB1 und ITGB5) beschrieben (Waldeck-Weiermairakt 2008) und sind daher auch im
hier behandelten Kontext denkbar.

RACK1 konnte im Gegensatz zu EED auch ohne TNF48&tion am TNF-R1-Komplex
nachgewiesen werden. Ob p27BBP und die beteiligpéegrine ebenfalls konstitutiv als
Komponenten des TNF-Rezeptor-Komplexes vorliegand durch zukiinftige Experimente
geklart werden. Anders als EED kolokalisierte p2PBBNF-unabhéngig mit der nSMase2
und konnte sowohl mit als auch ohne TNF-Einflusst RACK1 und nSMase2
koimmunprazipitiert werden. Diese Befunde kdnndlwesse dadurch erklart werden, dass
RACK1 und p27BBP bereits im Rahmen von verschiedesnederen, TNF-unabhangigen
Prozessen membrangebunden vorliegen und daherwielED aus dem Zellkern rekrutiert
werden mussen. RACK1 bindet erwiesenermalf3en agrinée um PKC und PKC an die
Membran zu rekrutieren, und p27BBP ist bereits obxternen Stimulus als desmosomen-
und hemidesmosomenassoziiert an der Zellmembrachbellen worden (Lee et al., 2002;
Besson et al., 2002; Bairati et al., 2005). Aul3erdieteragieren RACK1 und p27BBP auch

im Rahmen von ribosomalen Prozessen im Zytosoli(€ed., 2003).

4.2 Die nSMase? als mdgliches Schlisselenzym bei FFEKCeramidinduzierter PKC -

Aktivierung

Die PKC gehort wie die PKT zu den atypischen PKCs (aPKCs), die nicht durdei@a,

Diacylglycerin und Phorbolester aktiviert werdereg@mbes et al., 2002). lhre Aufgaben in
der Zelle weichen entsprechend von denen der kldssn PKCs ab. Beide aPKCs wurden
wie die nSMase2 mit MAPK-Signaltransduktion in Viedung gebracht (Berra et al., 1995;
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Bjorkoy et al., 1997), die PKE und PKC/-Knockout-Mause weisen jedoch deutlich
unterschiedliche Phanotypen auf. Wahrend homozyg&C /-Defizienz Dbereits
frihembryonal letal ist, sind PK&nockout-Mause zwar Uberlebensféahig, zeigen aber e
stark verminderte Immunantwort (Martin et al., 208Rzuki et al., 2003).

Da PKC und PKC/ eine 72-prozentige Sequenzhomologie auf Protemmeebad sogar 86%
Ubereinstimmung bei der Kinasedomane aufweiserenetkder GroRteil der verfiigbaren
Antikdrper beide Isoformen. AuRerdem fuhrt die bition mit Pseudosubstratproteinen zu
einer Blockierung beider Kinasen (Stross et alQ®Q0 Daher war es in der Vergangenheit
schwierig, bestimmte Eigenschaften eindeutig deCPKuzuschreiben. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass speziell die Pk die von SMasen generierten Ceramide bindet und
dadurch aktiviert wird. Auf diese Weise interagi®KC mit Par-4, wodurch Apoptose
induziert wird (Wang et al., 2005). Aul3erdem wuldschrieben, dass Ceramid-induzierte
PKC -Aktivierung nach TNF-Stimulation detektierbar {#tuller et al., 1995; Ramstrom et
al., 2004). Aktivitatsminderungen sowohl der sauaé auch von neutraler SMase wurden
nach PKC-Uberexpression beobachtet (Charruyer et al., 2@¥zombes et al., 2002).
Dieses Phanomen ist vermutlich dadurch erklarkass &Mase-bedingte Folgeprozesse durch
unphysiologisch hohe PK&Mengen verstarkt ablaufen und die Zelle entspneghe
gegenreguliert.

Die Ceramid-vermittelte PKCGAktivierung ist also hdchstwahrscheinlich ein Reguvon
(TNF-induzierter) SMase-Aktivierung. Welche SMase@r fdie Produktion der PKE
aktivierenden Ceramide hauptverantwortlich ist, deujedoch bislang nicht geklart. In dieser
Doktorarbeit wurde die PKCals Bindungspartner der nSMase2 im Y2H-Systemtifigert.

Um in den Experimenten in humanen Zellen eine notgli Interferenz der PKC
auszuschlieBen, wurden zwei PKEntikorper verwendet, die erwiesenermallen keine
Kreuzreaktivitat mit der PKQ aufweisen (Stross et al., 2009). Dadurch konnteashestriert
werden, dass die PKCspezifisch mit der nSMase2 interagiert und an delimembran
kolokalisiert. Dies sind deutliche Indizien dafurdass Ceramid/PKGinduzierte
Folgeprozesse zu einem wesentlichen Teil durcm8iglase2-Signaltransduktion vermittelt
werden (s. Abb. 38). Es wurde beschrieben, dassTdiE-induzierte Aktivierung der
nSMase2 ebenso wie die Aktivierung der PKdiirch Ceramide an Apoptose beteiligt ist
(Luberto et al., 2002; Wang et al., 2005). Dahéreis wahrscheinlich, dass die beiden
Proteine auch bei diesem Prozess miteinander qiezem (s. Abb. 39).

Da die endogene PK&Proteinmenge durch die zur Verfigung stehendesit nalidierten

siRNAs in Jurkat-Zellen nicht vermindert werden &ta bleibt bislang ungeklart, ob die
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PKC auch stromaufwarts der nSMase2 von BedeutungAistgrund der beschriebenen
Interaktion dieser Kinase mit Ceramiden und darsoht wie EED und p27BBP mit der
Signalwegskomponente RACK1 interagierte, ist jeddaton auszugehen, dass die Pk

Effektormechanismen stromabwaérts der nSMase2-Adivig beteiligt ist.

Ligandenbindung

Extrazellularer
Bereich

Integrine

Zellmmembran

Zytosol

NH,

nSMase?2
(aktiv)

Integrin-
Aktivierung

Translokation
—

v

Nukleus + -

Abb. 38: Schematische Darstellung des TNF-induzieeh nSMase2-Aktivierungskomplexes unter
Einbeziehung der Ergebnisse dieser Arbeitintegrine stabilisieren den aus FAN, RACK1 und pBPB
bestehenden Multimolekiilkomplex zur Aktivierung a&Mase2 an der Zellmembran. Durch Bindung von TNF
an TNF-R1 werden Integrine aktiviert und die EETslokation zum Aktivierungskomplex initiiert. Sdmi
wird die Signaltransduktion komplettiert und dieMese2 aktiviert. Von der nSMase2 generiertes Catami

interagiert mit der nSMase2-gebundenen PK@n Effektormechanismen einzuleiten.
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4.3 Die nSMase2 und Adhasionskomplexe interagierehei teilweise gegenséatzlichen

Prozessen im Rahmen von Proliferationsereignissemd Krebserkrankungen

Maligne Tumore zeichnen sich durch unkontrolliertésvasives Wachstum aus, das
normalerweise durch die Mechanismen der Zellzyldasiolle verhindert wird. Bei gesunden
Geweben werden die Zellen einem Zellzyklusarresterworfen, wenn entsprechende
antiproliferative Signale vorhanden sind, beispielise bei Kontakt mit anderen Zellen oder
Geweben (Hanahan et al., 2000; Marchesini et @04p

In der T-Zelllinie Molt-4 konnte beobachtet werdetgss von neutraler SMase generierte
Ceramide Zellzyklusarrest hervorrufen und das ¥klisarrestprotein CCA1 der Ratte stellte
sich als identisch mit der humanen nSMase2 hedaya(ev et al., 1995; Clarke et al., 2006).
Durch RNA-Interferenzstudien konnte zudem verifizeerden, dass auch beim Menschen
die nSMase2 diejenige N-SMase darstellt, welchéedeah der @/G;-Phase verbleiben lasst
(Marchesini et al., 2004).

Auf welche Weise die nSMase2 an Zellzykluskontrdbeteiligt ist, konnte noch nicht
vollstandig geklart werden. Es stellte sich jeddwraus, dass durch die Wachstumsarrest
induzierende Retinsdure ATRA (all-trans retinoicdasowohl die nSMase2-Expression als
auch die Ceramidproduktion gesteigert wird (Somenal., 2007). Nach Herunterregulation
der nSMase2 wurde die Expression bzw. Dephospleouyly der klassischen
Zellzyklusregulatoren p21/WAF1 und RB (retinoblast) teilweise unterdrickt (Marchesini
et al.,, 2004). Jingste Studien zeigten jedoch, di#éssdurch ATRA erhthte nSMase2-
Expression ebenso wie experimentelle nSMase2-Upsgssion zu Wachstumsarrest fiihrt,
ohne dabei Effekte auf p21/WAF1 oder RB auszull&tattdessen war der beobachtete
Zellzyklusarrest auf eine Inhibition der Phosphenying des Proliferationsfaktors S6K
(ribosomal S6 kinase) durch ATRA und die nSMasea&akzufihren (Clarke et al., 2011c).
Aufgrund der Beteiligung der nSMase2 an der Zelizgkontrolle wurde angenommen, dass
verminderte nSMase2-Expression zur Proliferatiorrddvasivitat von Krebszellen fiihren
kann. Diese Hypothese wird dadurch gestitzt, dabsdas humane nSMase2-Gen smpd3 auf
dem Chromosom 16q22.1 befindet, denn Mutationetiesem Genomabschnitt sind bereits
mit schnell voranschreitendem Krebswachstum in Mellng gebracht worden (Marchesini
et al., 2004). Cadherine sind an der Zellmembramfeltls in Kontaktinhibition involviert.
Interessanterweise befinden sich die Gene fir kexdene Cadherine in unmittelbarer
chromosomaler Nahe zu smpd3, weshalb von Marchesinal. (2004) gemeinsame

Transkriptionskontrollen vermutet wurden. AuRerdasllte sich kirzlich heraus, dass das an
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der N-SMase-Aktivierung beteiligte RACK1 (Tcherkasoet al., 2002) auch E-Cadherin und
Catenine an Zell-Zell-Kontakten stabilisiert und ddech die Invasivitat von
Dickdarmkrebszellen reduziert (Swaminathan e8l11).

Die Ergebnisse dieser Dissertation liefern Hinwdigeeinen Zusammenhang von nSMase2-
Signaltransduktion und weiteren membranstandigempanenten der Proliferationskontrolle.
Das p27BBP-bindende ITGB4 sowie die an nSMase2vigkting beteiligten Proteine ITGB1
und ITGB2 sind als Bestandteile von Hemidesmosonoeler anderen Adhé&sions-
verbindungen namlich ebenfalls an der Regulatiom Xellzyklusarrest beteiligt (Morena et
al., 2002; Fischer et al., 2005; Dumont et al, 3995

Kontaktinhibition und Zellzyklusarrest durch dieM&se2 wurden in friheren Studien TNF-
unabhangig bei konfluentem Zellwachstum beobagMeatchesini et al., 2004). Es ist daher
wahrscheinlich, dass die hier untersuchten Adh&siatekile auch bei Zell-Zell- oder Zell-
Matrix-Kontakt-induzierten Prozessen mit der nSN2aiseeragieren. Dafir spricht auch, dass
p27BBP bereits ohne TNF-Stimulation mit der nSMased RACK1 koimmunprazipitiert
werden konnte. Auch das reife LAMR1 (67LR), ein t@eer in dieser Arbeit identifizierter
nSMase2-Interaktor, ist Bestandteil von Hemidesmmesound bindet an Integrine (Nelson et
al.,, 2008). LAMR1 stellte sich als nicht essentiélir die TNF-induzierte N-SMase-
Aktivierung heraus, obwohl es wie p27BBP mit RACHiAd der nSMase2 interagierte und
mit der nSMase2 spezifisch im Zellmembranbereichokalisierte. Dies sind weitere
Anzeichen fur ein TNF-unabhangiges Zusammenwirken nSMase2, p27BBP, LAMR1,
RACK1, Integrinen und mdglicherweise Cadherineri(h. 39).

LAMR1 stellte sich als Vermittler von EGCG (epigalhtechin-3-0-gallate) —induzierter
Wachstumsinhibition von Krebszellen heraus (Umeda.e2008). Im direkten Gegensatz zu
diesem Befund wurden jedoch in verschiedenen matighumorarten erhéhte LAMRI1-
Expressionen diagnostiziert und eine positive Katien mit Invasivitat und
Metastasenbildung festgestellt (Givant-Horvitzlet2004).

LAMR1 und p27BBP sind nicht nur Bestandteile von hAdionskomplexen, sondern
zusatzlich in ribosomale Translationsprozesse ingdl In diesem Zusammenhang stellte
sich auch p27BBP als proliferationsfordernd beidrelund Fettgewebe heraus, indem es als
Translations-Initiationsfaktor wirkt (Nelson et,a008; Gandin et al., 2008). Ein weiterer,
noch nicht naher untersuchter Kandidat des Y2H&wenit der katalytischen Doméane der
nSMase2 war TPT1 (tumor protein, translationallptcolled 1), welches ebenfalls an
Zellproliferation beteiligt ist (Wu et al., 200%s ist daher denkbar, dass p27BBP, LAMR1
und eventuell TPT1 auch bei Zellteilung und —waghmsimit der nSMase2 interagieren (s.
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Abb. 39). Tatsachlich ist eine Aktivierung der nSda in der Vergangenheit nicht nur im
Zusammenhang mit antiproliferativen Effekten undltdd beschrieben worden, sondern
auch in Verbindung mit mitogenen Prozessen. Die a8M wurde als Komponente der an
Tumorwachstum beteiligten uPA-Signaltransduktioentifiziert. Dabei wurde beobachtet,
dass auch die uPA-stimulierte nSMase2-Aktivierumg ECV308-Zellen mit Hilfe von
Integrinen vermittelt wird. Untersucht wurde in dedusammenhang das Integrinv-
assoziierte ITGB3 (Maupas-Schwalm et al., 2009 Didieser Arbeit als Bestandteile der
TNF-vermittelten N-SMase-Aktivierung identifizierteéProteine ITGB1, ITGB2 und ITGB5
sind ebenfalls in uPA-aktivierte Prozesse involvidifano et al., 2009; Nalla et al, 2010;
Vocca et al., 2009).

Diese drei -Integrine und die Aktivierung der nSMase2 sindTatF-induzierter Apoptose
beteiligt (Avdi et al, 2001; Chen et al., 2007; kuto et al., 2002), wahrend die uPA-
induzierte nSMase2-Aktivierung unter Beteiligungnvintegrinen zur Zellteilung fuhrte
(Maupas-Schwalm et al., 2009). Auch die TNF-induei@SMase2-Aktivierung erhdhte zwar
die Apoptoserate in MCF-7-Zellen, verursacht jedoudht grundsatzlich Zelltod, sondern ist
durch Expressionssteigerung von VCAM-1 und ICAMddem an Entzindungsreaktionen
beteiligt (Luberto et al., 2002; Clarke et al., 20G. Abb.39). Integrine werden, unter
anderem durch Bindung an VCAM-1 und ICAM-1, ebelsféilir inflammatorische Prozesse
bendtigt (Barreiro et al., 2002; Hynes, 2002). &ng) ist nicht eindeutig geklart, unter
welchen Bedingungen die nSMase2 in diesen teilwgggensétzlichen Prozessen partizipiert.
AuRRerdem kann noch nicht abschlieRend bewertet emerdob im Rahmen von
Krebserkrankungen die proliferationsfordernden oddéremmenden Eigenschaften der
nSMase2-Signalwege uUberwiegen. Integrine scheilerdiags generell wichtige Faktoren
fur die nSMase2-Aktivierung darzustellen und somnit den unterschiedlichen nSMase2-
bedingten Effekten beteiligt zu sein (s. Abb. 39chstwahrscheinlich wirken noch weitere
durch TNF, uPA, ATRA oder Zellkonfluenz induzief@ktoren an der Entscheidung der
Zelle mit, welcher Folgeprozess der nSMase2-Aktuuig eingeleitet wird.

Insgesamt verleiten die genannten Befunde zur Hhigset dass Integrine und damit
assoziierte Molekile vor allem stromaufwérts deMaSe2 eine bedeutende Rolle in den
zugehorigen Signaltransduktionswegen spielensEgdoch aulerdem denkbar, dass nicht
nur Integrine fur die nSMase2-Aktivierung benttwgerden, sondern umgekehrt auch die
nSMase2 an klassischen Integrinfunktionen betesigin kann. Dafur spricht, dass die
nSMase2 bei Studien mit MCF-7-Zellen in TNF-indut@eAdhasion involviert war (Clarke

et al., 2007). In Experimenten mit neutrophilen i&lazyten stellte sich aul3erdem heraus,
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dass Adhasion durch TNF auf der Aktivierung voregminen, insbesondere von ITGB2,
beruhte (Bouaouina et al., 2004). TNF bindet nadhdrsigem Wissen nur an die TNF-
Rezeptoren TNF-R1 und —R2, nicht aber an Integ(tkhggarwal, 2003), weshalb dieses
Phanomen auf Inside-Out-Signalling der Integrineligkzufiihren sein muss. Ebenfalls in
Neutrophilen wurde eine deutliche Zunahme von IT@B2er Zelloberflache durch erhéhte
Ceramidmengen beobachtet. Da es dadurch jedochmolehzu verstarkter Adhasion kam
(Feldhaus et al., 2002), reicht die Aktivitat deshase2 alleine vermutlich nicht fur die
Induktion von Zelladhasion aus. Um zu klaren, irfeie die nSMase2-Signaltransduktion
tatsachlich in integrinvermittelte Adhasion invaxi ist, sind weiterfhrende Experimente
notwendig, z. B. Untersuchungen zu einer moglickanktion der nSMase2-aktivierenden
Molekule bei TNF-induzierter Adhasion.

4.4 nSMase2-Signaltransduktion und HIV

Das humane Immundefizienzvirus (HIV) bedient siéghdeine Vermehrung auf verschiedene
Weisen der molekularen Maschinerie der jeweiligeitd&ellen und interveniert dafir in
intrazellulare Signalkaskaden, um Virusproteine esprimieren (Duh et al.,, 1998). Die
Ergebnisse friherer Studien fihren zu der Annahmass auch N-SMase-Signalwege an
Prozessen im Rahmen einer HIV-Infektion beteilgjhkénnen. Durch Stimulierung mit dem
HIV-Hullprotein gp120 konnte beispielsweise die Nk&se-Aktivitat in Neuronen gesteigert
und dadurch Apoptose ausgelost werden (Jana €204l4). gp120 aktivierte in HBMEC-
Zellen (human brain microvascular endothelial ¢elsdem die PKC (Kanmogne et al.,
2007), welche als bekannter Ceramid-Interaktor (§van al., 2005) stromabwaérts der N-
SMase-Aktivierung wirkt und in der vorliegenden Aib als direkter nSMase2-
Interaktionspartner identifiziert wurde.

Bislang wurde nicht beschrieben, ob und auf weldeise die TNF-induzierte
Signaltransduktion der nSMase2 in die Ablaufe did&euserkrankung involviert ist. TNF-
induzierte HIV-Expression in infizierten Leukozytewurde allerdings schon vor tber 20
Jahren nachgewiesen, wobei die Aktivierung von BFeine entscheidende Rolle einnimmt
(Duh et al., 1989). Ein direkter Zusammenhang vovi, HNF und SMase-Aktivitat konnte
ebenfalls bereits gezeigt werden, denn die Inkobatiit bakterieller SMase inhibierte zwar
die HIV-Infektion in der HelLa-Zelllinie TZM-bl, fute bei bereits infizierten HL-60-
Monozyten jedoch zu vermehrter HIV-Produktion. [RiesEffekt konnte durch TNF-
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inhibierende Antikoérper unterbunden werden (Riviaal @ 1994; Finnegan et al., 2004). In der
gleichen Zelllinie wurde demonstriert, dass aucBBP an TNF-induzierter HIV-Replikation
beteiligt ist (Shattock et al., 1996). Da ITGBZ2der vorliegenden Arbeit als Komponente der
TNF-induzierten Aktivierung der nSMase?2 identifiziavurde, liegt die Vermutung nahe,
dass auch die vivo als N-SMase agierende nSMase2 selbst zur HIV-Ratpbik beitragen
konnte.

Durch Transfektion der Gliazelllinie U251MG mit deDNA des HIV-Proteins Nef konnte
eine deutlich erhdhte TNF-induzierte SMase-Aktivitieobachtet werden (Richard et al.,
1997). Welche SMase fir diesen Anstieg verantvabrthvar, wurde dabei jedoch nicht
untersucht. Interessanterweise wurde fir das am as8RASignalweg beteiligte Protein
RACK1 gezeigt, dass es spezifisch an Nef bindetCRA und Nef kolokalisierten in HEK
293-Zellen im Bereich des Golgi-Apparats und andZkiimembran (Gallina et al., 2001). Die
nSMase2 wurde in verschiedenen Zelltypen in deiclgge Kompartimenten beschrieben
(Hofmann et al., 2000; Clarke et al., 2006; Millesal., 2009). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass EED und COPB1, zwdereeNef-bindende Proteine (Witte et
al., 2004; Benichou et al., 1994), direkt mit d&Muase?2 interagieren. EED translozierte in
Jurkat-T-Zellen durch TNF-Stimulation vermehrt aa dellmembran, wo es mit RACK1 und
der nSMase?2 in Kontakt treten konnte. In der glencBellart wurde ein vergleichbarer EED-
Translokationsprozess nach Nef-Transfektion besbbn und vermutet, dass Nef ebenso wie
aktivierte Integrine die nukleére RelokalisatiomED durch direkte Interaktion verhindert
(Witte et al., 2004). Durch Nef-Bindung an RACK1duBED kénnten also auch die TNF-
bedingte EED-Translokation zum membranstandigen as®#Signaltransduktionskomplex
und die nSMase2-Aktivierung verstarkt werden. Digcth Nef erhohte extranukledre EED-
Menge ware dann vermutlich mitverantwortlich flre dbeschriebene gesteigerte TNF-
bedingte SMase-Aktivitat in U251MG-Zellen. Durch geximente aus dieser Doktorarbeit
konnte allerdings demonstriert werden, dass kanstimembranstandiges EED alleine nicht
die nSMase2-Aktivierung verstarkt. Es missen alshnandere Faktoren auf die
Signalkaskade einwirken. Die oben erwdhnte Betgilggvon ITGB2 an TNF-induzierter
HIV-Replikation lasst vermuten, dass die Interaktison EED, RACK1 oder anderen
Signalwegskomponenten mit aktivierten Integrinenhafiir eine Nef-induzierte Aktivierung
der nSMase2 ausschlaggebend sein kénnte (s. Abb.B8nnach muss durch weitere
Experimente geklart werden, ob TNF-induzierte HIlgpRkation durch die nSMase2-

Signaltransduktion vermittelt wird.
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ATRA Beteiligung erwiesen: Beteiligung erwiesen:
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Abb. 39: nSMase2-Signaltransduktion ist an verschikenen, teilweise gegensatzlichen Prozessen beteilig
Die Aktivierung der nSMase2 fiihrt je nach externé®timulus (ATRA, TNF, uPA) zu Apoptose,
Zellzyklusarrest/Kontaktinhibition, Zellproliferath/Wachstum oder Entziindung. AuRerdem ist die n8Rias
Signaltransduktion eventuell an HIV-Replikation dakigt. Rote Schrift kennzeichnet an Effektormedkaren

beteiligte Molekule, die in dieser Arbeit als nSMadnteraktoren und/oder als Komponenten der nSRiase
Signaltransduktion identifiziert wurden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die durch TNF aktivierbare Lipase neutrale Sphingelnase 2 (nSMase2) ist an
Entzindungsreaktionen, Entwicklung, Wachstum, ZXkllrsarrest und Zelltod ebenso
beteiligt wie an der Alzheimerschen Krankheit, Aideklerose oder kombinierter
Hypophysenhormondefizienz.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten weitere Kongmben der bislang unvollsténdig
verstandenen nSMase2-Signaltransduktion identifizierden. Das Polycomb-Group-Protein
EED stellte sich als das letzte fehlende Glied ier d’NF-abhdngigen nSMase2-
Aktivierungskaskade und als essentiell fur die TiNdazierte Aktivierung der nSMase2
heraus. EED translozierte in humanen Zellen nack-BNmulation an die Plasmamembran,
wo es die nSMase2 durch direkte Interaktion mit RKAGInd mit der nSMase2 zum TNF-
R1-FAN-RACK1-Komplex rekrutierte. AuRerdem konnezgigt werden, dass die Integrin-
Untereinheiten ITGB1, ITGB2, ITGB5 und ITGB7 ebdifaessentielle Komponenten der
TNF-induzierten nSMase2-Aktivierung darstellen. &uiyeast Two-Hybrid Screens mit der
vollstandigen nSMase2 und einzelnen Domanen degninals Kdderproteine wurden 31
Beuteproteine identifiziert, die in der Hefe spezii mit der katalytischen Domane der
nSMase?2 interagierten. Fur die Kandidaten p27BBMR1, PKC und COPB1 wurde die
Interaktion mit der vollstandigen nSMase2 sowohtar Hefe als auch in humanen Zellen
verifiziert. p27BBP und LAMRL1 interagierten zudenit MACK1, wodurch sie zu weiteren
potentiellen Komponenten der Signaltransduktion VONMF-R1 zur nSMase2 wurden. In
Bezug auf p27BBP konnte diese These bestatigt werdla die nSMase2 nach
Herunterregulation von p27BBP durch RNA-Interferemzht mehr durch TNF aktiviert
werden konnte, wahrend sich LAMR1 und COPB1 albtmessentiell fir die TNF-induzierte
Aktivierung der nSMase?2 herausstellten. Zukunft®tedien werden zeigen, ob LAMR1,
PKC , COPBL1 oder die ubrigen 27 Kandidaten der Y2H-8tsefir Prozesse stromabwarts
der nSMase2-Aktivierung bendtigt werden, wie nSNaseluzierte Apoptose, Entziindung,
Proliferationskontrolle, HIV-Replikation oder TNIRtegrin-vermittelte Zelladhasion. Ferner
kann nun analysiert werden, ob im Umkehrschlussnd®ase2 zu den bislang bekannten
Funktionen ihrer neu identifizierten Interaktiongpar beitragt.
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6. Summary and perspectives

The lipase neutral sphingomyelinase 2 (nSMase2peaactivated by TNF and participates in
inflammation, development, growth, cell cycle atrasd cell death as well as in Alzheimer's
disease, atherosclerosis and combined pituitarpboe deficiency.

During the present doctoral thesis new componentissonSMase?2 signal transduction could
be discovered. The polycomb group protein EED tirmét to be the final missing link of the
nSMase2 activating cascade initiated by TNF. EEB es&sential for TNF-induced nSMase2
activation. Following TNF stimulation, EED transktied to the plasma membrane in order to
recruit nSMase2 to the TNF-R1-FAN-RACK1 complex doelirect interaction of EED with
RACK1 and nSMase2. In addition, it could be dem@tetl that the integrin subunits
ITGB1, ITGB2, ITGB5 and ITGB7 represent further essal components of the TNF-
induced nSMase2 activation. By yeast two-hybriceesns using the full length nSMase2 as
well as the enzyme's single domains as bait pret&@h prey proteins specifically interacting
with the nSMase?2 catalytic domain were identifi€de interaction of the candidates p27BBP,
LAMR1, PKC and COPBL1 with the full length nSMase?2 could befieel in both, yeast and
human cells. Additionally, p27BBP and LAMRL1 inteted with RACK1, thus becoming
further potential components of the signal tragtidn from TNF-R1 to nSMase2. This
hypothesis could be confirmed for p27BBP, as p27B8&wvn-regulation by RNA
interference resulted in abrogation of the TNFRdice nSMase?2 activation, whereas LAMR1
and COPBLI1 turned out to be not essential for nS”laséivation. Future studies will reveal
whether LAMR1, PKC, COPB1 or the other 27 candidates of the yeasthiytwid screens
are required for processes downstream of nSMasBZa@en such as nSMase2-induced
apoptosis, inflammation, proliferational control]\Hreplication or TNF-integrin-mediated
cell adhesion. Furthermore, it can now be analysbdther nSMase2 patrticipates in the

known functions of it's new-identified interactigartners.

114



Literaturverzeichnis

7. Literaturverzeichnis

Adam D., Wiegmann K., Adam-Klages S., Ruff A., Kk&M. (1996) A novel cytoplasmic
domain of the p55 tumor necrosis factor receptdtiaies the neutral sphingomyelinase
pathway.J Biol Chen271:14617-14622.

Adam-Klages S., Adam D., Wiegmann K., Struve S.|lakos W., Schneider-Mergener J.,
Kronke M. (1996) FAN, a novel WD-repeat proteinuptes the p55 TNF-receptor to neutral
sphingomyelinaseCell 86:937-947.

Aggarwal B. B., Shishodia S., Ashikawa K., Bharti @. (2002) The role of TNF and its
family members in inflammation and cancer: lessbosn gene deletionCurr Drug Targets
Inflamm Allergy1:327-341.

Aggarwal B. B. (2003) Signalling pathways of the HNuperfamily: a double-edged sword.
Nat Rev Immund, 745-756.

Alfano M., Mariani S. A., Elia C., Pardi R., Blasi., Poli G. (2009) Ligand-engaged
urokinase-type plasminogen activator receptor asttvation of the CD11b/CD18 integrin
inhibit late events of HIV expression in monocyalls.Blood1131699-1709.

Avdi N. J., Nick J. A., Whitlock B. B., Billstrom MA., Henson P. M., Johnson G. L.,
Worthen G. S. (2001) Tumor necrosis factor-alphavaiion of the c-Jun N-terminal kinase
pathway in human neutrophils. Integrin involvemana pathway leading from cytoplasmic
tyrosine kinases apoptosikBiol Cheml9;276:2189-2199.

Bairati A., Biffo S., Corbetta S., Sala L. A. (200Bnmunocytochemical localization of
protein p27BBP in human skin and invertebrate (&efficinalis) integumentCell Tissue
Res321:115-121

Barreiro O., Yanez-Mo M., Serrador J. M., Montoya ™, Vicente-Manzanares M., Tejedor
R., Furthmayr H., Sanchez-Madrid F. (2002) Dynamteraction of VCAM-1 and ICAM-1
with moesin and ezrin in a novel endothelial dogkstructure for adherent leukocytdCell
Biol 157:1233-1245

Benichou S., Bomsel M., Bodéus M., Durand H., DoMté Letourneur F., Camonis J.,
Benarous R. (1994) Physical interaction of the HIWef protein with beta-COP, a
component of non-clathrin-coated vesicles esseftiahembrane traffic Biol Chem
26930073-30076.

Besson A., Wilson T. L., Yong V. W. (2002) The aodhg protein RACK1 links protein
kinase Cepsilon to integrin beta chains. Requireésem adhesion and motility. Biol Chem
277:22073-22084.

Bezombes C., de Thonel A., Apostolou A., LouatJaffrézou J. P., Laurent G., Quillet-Mary
A. (2002) Overexpression of protein kinase Czetafers protection against antileukemic
drugs by inhibiting the redox-dependent sphingoingsk activation.Mol Pharmacol
62:1446-1455.

115



Literaturverzeichnis

Biffo S., Sanvito F., Costa S., Preve L., Pignatell Spinardi L., Marchisio P. C. (1997)
Isolation of a novel beta4 integrin-binding prot¢p27(BBP)) highly expressed in epithelial
cells.J Biol Chen27230314-30321.

Bouaouina M., Blouin E., Halbwachs-Mecarelli L.,da@re P., Rieu P. (2004) TNF-induced
beta2 integrin activation involves Src kinases amddox-regulated activation of p38 MAPK.
J Immunol1731313-1320.

Brent R., Ptashne M. (1985) A eukaryotic transwipdl activator bearing the DNA
specificity of a prokaryotic repress@ell 43.729-736.

Bruns P. (1887) Die Heilwirkung des Erysipels aasGhwulsteBeitr Klin Chir 3, 443-446

Ceci M., Gaviraghi C., Gorrini C., Sala L. A., Offeduser N., Marchisio P. C., Biffo S. (2003)
Release of elF6 (p27BBP) from the 60S subunit @l®0S ribosome assemblature
426:579-584.

Charruyer A., Jean C., Colomba A., Jaffrézou JORillet-Mary A., Laurent G., Bezombes C.
(2007) PKCzeta protects against UV-C-induced ammptoby inhibiting acid
sphingomyelinase-dependent ceramide producBathem JA0577-83.

Chen C. C., Young J. L., Monzon R. I., Chen N.,dradi V., Lau L. F. (2007) Cytotoxicity
of TNFalpha is regulated by integrin-mediated nxagignalling.EMBO J26:1257-1267.

Clarke C. J., Snook C. F., Tani M., Matmati N., Bfasini N., Hannun Y. A. (2006) The
extended family of neutral sphingomyelinag@i®chemistryt5:11247-11256.

Clarke C. J., Truong T. G., Hannun Y. A. (2007) &&br neutral sphingomyelinase-2 in
tumor necrosis factor alpha-stimulated expressibrvascular cell adhesion molecule-1
(VCAM) and intercellular adhesion molecule-1 (ICAM)lung epithelial cells: p38 MAPK is

an upstream regulator of nSMasé2Biol Cheml2;282:1384-1396.

Clarke C. J., Wu B. X., Hannun Y. A. (2011a) Theutnal sphingomyelinase family:
Identifying biochemical connection&dv Enzyme Reg6ll:51-58.

Clarke C. J., Cloessner E. A., Roddy P. L., HanviuA. (2011b) Neutral Sphingomyelinase-
2 (nSMase?2) is the Primary Neutral Sphingomyeliraséorm Activated by Tumor Necrosis
Factor- in MCF-7 cells Biochem }#35381-390.

Clarke C. J., Mediwala K., Jenkins R. W., SuttonAG.Tholanikunnel B. G., Hannun Y. A.
(2011c) Neutral sphingomyelinase-2 mediates groathest by retinoic acid through
modulation of ribosomal S6 kinaskBiol Chen8621565-21576.

Coley W. B. (1893) The treatment of malignant tusioy repeated inoculations of erysipelas;
with a report of ten original casesm J Med Scl05487-511.

Coley W. B. (1896) The therapeutic value of mixexiris of the streptococcus of erysipelas

in the treatment of inoperable malignant tumorghva report of 100 casedm J Med Sci
112251-281.

116



Literaturverzeichnis

De Palma C., Meacci E., Perrotta C., Bruni P., @etnE. (2006) Endothelial nitric oxide
synthase activation by tumor necrosis factor alffm@ugh neutral sphingomyelinase 2,
sphingosine kinase 1, and sphingosine 1 phospbegptors: a novel pathway relevant to the
pathophysiology of endotheliurArterioscler Thromb Vasc Bi@6:99-105.

Duan R. D., Nyberg L., Nilsson A. (1995) Alkalingolsngomyelinase activity in rat
gastrointestinal tract: distribution and charasters.Biochim Biophys Actal2591):49-55.
Gallina A., Rossi F., Milanesi G. (2001) Rack1 HurtdlV-1 Nef and can act as a Nef-protein
kinase C adaptokirology 2837-18.

Duh E. J., Maury W. J., Folks T. M., Fauci A. Sgid2on A. B. (1989) Tumor necrosis factor
alpha activates human immunodeficiency virus typtrbugh induction of nuclear factor
binding to the NF-kappa B sites in the long terrhiregpeat.Proc Natl Acad Sci U S A.

86:5974-5978.

Dumont F. J., Fischer P., Sirotina A. (1995) Insexh LFA-1-mediated homotypic cell
adhesion is associated with the G1 growth arrestded by rapamycin in a T cell lymphoma.
Exp Cell Re219146-158.

Fenton R. A., Komatsu S., Ikebe M., Shea L. G., $oobJ. G. Jr. (2009) Adenoprotection of
the heart involves phospholipase C-induced actimaéind translocation of PKC-epsilon to
RACK2 in adult rat and mousAm J Physiol Heart Circ Physi@97:H718-725.

Feldhaus M. J., Weyrich A. S., Zimmerman G. A., Mgte T. M. (2002) Ceramide
generation in situ alters leukocyte cytoskeletglaoization and beta 2-integrin function and
causes complete degranulatidrBiol Chen277:4285-4293.

Filla M. S., Woods A., Kaufman P. L., Peters D. [2006) Betal and beta3 integrins
cooperate to induce syndecan-4-containing croggdiractin networks in human trabecular
meshwork cellslnvest Ophthalmol Vis Sdi7:1956-1967.

Finnegan C. M., Rawat S. S., Puri A., Wang J. Muséetti F. W., Blumenthal R. (2004)
Ceramide, a target for antiretroviral theraPyoc Natl Acad Sci U S 201:15452-15457.

Fischer C., Sanchez-Ruderisch H., Welzel M., Wieteam B., Sakai T., André S., Gabius H.
J., Khachigian L., Detjen K. M., Rosewicz S. (2008glectin-1 interacts with the

{alpha}5{beta}1 fibronectin receptor to restrictrcenoma cell growth via induction of p21

and p27J Biol Chem28037266-37277.

Gallina A., Rossi F., Milanesi G. (2001) Rack1 HurtdlV-1 Nef and can act as a Nef-protein
kinase C adaptolirology 2837-18.

Gardam M. A., Keystone E. C., Menzies R., MannersSRamene E., Long R., Vinh D. C.
(2003) Anti-tumour necrosis factor agents and tablesis risk: mechanisms of action and
clinical management.ancet Infect Dis3:148-155.

Gassert E., Avota E., Harms H., Krohne G., Gulbihs Schneider-Schaulies S. (2009)

Induction of membrane ceramides: a novel strategyinterfere with T lymphocyte
cytoskeletal reorganisation in viral immunosuppi@sdLoS Pathod:e1000623.

117



Literaturverzeichnis

Givant-Horwitz V., Davidson B., Reich R. (2004) Liswin-induced signaling in tumor cells:
the role of the M(r) 67,000 laminin recept@ancer Re$4:3572-3579.

Gyuris J., Golemis E., Chertkov H., Brent R. (19€3)i1, a human G1 and S phase protein
phosphatase that associates with Cdl&ll 75:791-803.

Hanahan D., Weinberg R. A. (2000) The hallmarksasfcer Cell 100:57-70.

Hannun Y. A., Obeid L. M. (2008) Principles of bati@e lipid signalling: lessons from
sphingolipidsNat Rev Mol Cell Bio®:139-150.

Hayashi Y., Kiyono T., Fujita M., Ishibashi M. (1BRccal is required for formation of
growth-arrested confluent monolayer of rat 3Y1<dlBiol Chen27218082-18086.

Hofmann K., Tomiuk S., Wolff G., Stoffel W. (200@loning and characterization of the
mammalian brain-specific, Mg2+-dependent neutrdlirggomyelinaseProc Natl Acad Sci
U S A97:5895-5900.

Hynes R. O. (2002) Integrins: bidirectional, alkyst signaling machine€ell 110673-687.

JinY. J.,, Park I., Hong I. K., Byun H. J., ChaiKim Y. M., Lee H. (2011) Fibronectin and
vitronectin induce AP-1-mediated matrix metallopindse-9 expression through integrin
(5) (1) (v) (3)-dependent Akt, ERK and JNK signaling pathwaysuman umbilical vein

endothelial cellsCell Signal23:125-134.

Koulich E., Li X., DeMartino G. N. (2008) Relatiwtructural and functional roles of multiple
deubiquitylating proteins associated with mammal2®S proteasomeMol Biol Cell
19:1072-1082.

Kuzmichev A., Jenuwein T., Tempst P., Reinberg 2004) Different EZH2-containing
complexes target methylation of histone H1 or nostenal histone H3Viol Cell 14:183-193.

Kreder D., Krut O., Adam-Klages S., Wiegmann K. h&er G., Plitz T., Jensen J. M.,
Proksch E., Steinmann J., Pfeffer K., Kronke M.9@PImpaired neutral sphingomyelinase
activation and cutaneous barrier repair in FAN-clefit mice EMBO J18:2472-2479.

Krut O., Wiegmann K., Kashkar H., Yazdanpanah Brprike M. (2006) Novel tumor
necrosis factor-responsive mammalian neutral spmmyglinase-3 is a C-tail-anchored
protein.J Biol Chen281:13784-13793.

Laemmli U. K. (1970) Cleavage of structural progeisuring the assembly of the head of
bacteriophage TANature227:680-685.

Lee H. S., Millward-Sadler S. J., Wright M. O., NU&., Al-Jamal R., Salter D. M. (2002)
Activation of Integrin-RACK1/PKCalpha signalling irhuman articular chondrocyte
mechanotransductio@steoarthritis Cartilagel 0:890-897.

Liliental J., Chang D. D. (1998) Rackl, a recegtor activated protein kinase C, interacts
with integrin beta subunifl Biol Chenm2732379-2383.

118



Literaturverzeichnis

Locksley R. M., Killeen N., Lenardo M. J. (2001)&WNF and TNF receptor superfamilies:
integrating mammalian biologZell 104:487-501.

Luberto C., Hassler D. F., Signorelli P., Okamoto Sawai H., Boros E., Hazen-Martin D. J.,
Obeid L. M., Hannun Y. A., Smith G. K. (2002) Infiibn of tumor necrosis factor-induced
cell death in MCF7 by a novel inhibitor of neutsphingomyelinasel Biol Chen277:41128-
41139.

Marchesini N., Luberto C., Hannun Y. A. (2003) Bietnical properties of mammalian
neutral sphingomyelinase 2 and its role in sphimpgbimetabolismJ Biol Chem278(:13775-
13783.

Marchesini N., Osta W., Bielawski J., Luberto Che@l L. M., Hannun Y. A. (2004) Role for
mammalian neutral sphingomyelinase 2 in confluendeced growth arrest of MCF7 cells.
J Biol Chenm27925101-25111.

Maupas-Schwalm F., Bedel A., Augé N., Grazide M.Mlcher E., Thiers J. C., Salvayre R.,
Negre-Salvayre A. (2009) Integrin  alpha(v)beta(3)metalloproteinases, and
sphingomyelinase-2 mediate urokinase mitogeniceifell Signal21:1925-1934.

Milhas D., Clarke C. J., Hannun Y. A. (2009) Sphlinwyelin metabolism at the plasma
membrane: implications for bioactive sphingolipiBEBS Let584:1887-1894.

Mohlig H, Mathieu S, Thon L, Frederiksen MC, WartiDKaplan J, Schitze S, Kabelitz D,
Adam D. (2007) The WD repeat protein FAN reguladigsosome size independent from
abnormal downregulation/membrane recruitment ofginckinase CExp Cell Re8132703-
2718.

Montfort A., de Badts B., Douin-Echinard V., Martth G., lacovoni J., Nevoit C., Therville
N., Garcia V., Bertrand M. A., Bessiéres M. H., e M. C., Levade T., Benoist H., Ségui
B. (2009) FAN stimulates TNF(alpha)-induced genpregsion, leukocyte recruitment, and
humoral responsd.Immunol1835369-5378.

Morena A., Riccioni S., Marchetti A., Polcini A.,TMercurio A. M., Blandino G., Sacchi A.,
Falcioni R. (2002) Expression of the beta 4 integtibunit induces monocytic differentiation
of 32D/v-Abl cells.Blood100:96-106.

Moss M. L., Jin S. L., Milla M. E., Bickett D. MBurkhart W., Carter H. L., Chen W. J., et al.
(1997) Cloning of a disintegrin metalloproteinabattprocesses precursor tumour-necrosis
factor-alphaNature385733-736.

Myung S. J., Yoon J. H., Kim B. H., Lee J. H., JuagU., Lee H. S. (2009) Heat shock
protein 90 inhibitor induces apoptosis and attezmiactivation of hepatic stellate cells.
J Pharmacol Exp The330276-282.

Nalla A. K., Asuthkar S., Bhoopathi P., Gujrati NDinh D. H., Rao J. S. (2010) Suppression

of UPAR retards radiation-induced invasion and atign mediated by integrin 1/FAK
signaling in medulloblastom®&LoS Oné:e13006.

119



Literaturverzeichnis

Nelson J., McFerran N. V., Pivato G., ChambersOaherty C., Steele D., Timson D. J.
(2008) The 67 kDa laminin receptor: structure, fiorcand role in diseasBiosci Re28:33-
48.

Neumeyer J., Hallas C., Merkel O., Winoto-Morbach &kob M., Thon L., Adam D.,
Schneider-Brachert W., Schitze S. (2006) TNF-rexelptiefective in internalization allows
for cell death through activation of neutral splumyelinaseExp Cell Re$122142-53.

Nielsen A. L., Oulad-Abdelghani M., Ortiz J. A., Rboutsika E., Chambon P., Losson R.
(2001) Heterochromatin formation in mammalian cefiseraction between histones and HP1
proteins.Mol Cell 7:729-739.

Nilsson J., Sengupta J., Frank J., Nissen P. (2B@4gulation of eukaryotic translation by the
RACK1 protein: a platform for signalling molecules the ribosomeEMBO Rep5:1137-
1141.

Oprins A., Duden R., Kreis T. E., Geuze H. J., Slow. (1993) Beta-COP localizes mainly
to the cis-Golgi side in exocrine pancrea€ell Biol121:49-59.

Paulsson K. M., Kleijmeer M. J., Griffith J., Jevibh, Chen S., Anderson P. O., Sjogren H.
O., Li S., Wang P. (2002) Association of tapasial &OPI| provides a mechanism for the
retrograde transport of major histocompatibilitymgex (MHC) class | molecules from the
Golgi complex to the endoplasmic reticuluiBiol ChenR77.18266-18271.

Pennica D., Nedwin G. E , Hayflick J. S., SeeburiR Derynck R., Palladino M. A. , Kohr
W. J., Aggarwal B. B., Goeddel D. V. (1984) Humambur necrosis factor: precursor
structure, expression and homology to lymphotoXiature312724-729.

Peytavi R., Hong S. S., Gay B., d'Angeac A. D.,ig5él., Bénichou S., Benarous R.,
Boulanger P. (1999) HEED, the product of the huimmamolog of the murine eed gene, binds
to the matrix protein of HIV-1J Biol Chen2741635-1645.

Philipp S., Puchert M., Adam-Klages S., Tchikov Winoto-Morbach S., Mathieu S.,
Deerberg A., Kolker L., Marchesini N., Kabelitz dHannun Y. A., Schitze S., Adam D.
(2010) The Polycomb group protein EED couples TNéceptor 1 to neutral
sphingomyelinasé?roc Natl Acad Sci U S A07:1112-1117.

Ramgolam V. S., DeGregorio S. D., Rao G. K., CglirM., Subaran S. S., Markovic-Plese
S., Pardi R., Bender J. R. (2010) T cell LFA-1 egegaent induces HuR-dependent cytokine
MRNA stabilization through a Vav-1, Rac1/2, p38MARKd MKK3 signaling cascadBLoS
Oneb5:e14450.

Ramstréom C., Chapman H., Ekokoski E., Tuominen RPsternack M., Tornquist K. (2004)
Tumor necrosis factor alpha and ceramide depoldhiseresting membrane potential of
thyroid FRTL-5 cells via a protein kinase Czeta@®gent regulation of K+ channelSell
Signall6:1417-1424.

Richard A., Robichaud G., Lapointe R., Bourgoin Barveau A., Poulin L. (1997)

Interference of HIV-1 Nef in the sphingomyelin tsaluction pathway activated by tumour
necrosis factor-alpha in human glial ceADS11:F1-7.

120



Literaturverzeichnis

Rietzler M., Bittner M., Kolanus W., Schuster AglEmann B. (1998) The human WD repeat
protein WAIT-1 specifically interacts with the cylasmic tails of beta7-integring. Biol
Chem199827327459-27466.

Rivas C. I, Golde D. W., Vera J. C., Kolesnick R. (1994) Involvement of the
sphingomyelin pathway in autocrine tumor necros@ctdr signaling for human
immunodeficiency virus production in chronicallyfeoted HL-60 cellsBlood83:2191-2197.

Romanov V., Sobel M. E., pinto da Silva P., Men&d Castronovo V. (1994) Cell
localization and redistribution of the 67 kD lammnieceptor and alpha 6 beta 1 integrin
subunits in response to laminin stimulation: an vmegold electron microscopy studyell
Adhes Commug:201-209.

Ross D., Joyner W. L. (1997) Resting distributiord astimulated translocation of protein
kinase C isoforms alpha, epsilon and zeta in respdo bradykinin and TNF in human
endothelial cellsEndothelium5:321-332.

Salama R. H., Muramatsu H., Zou K., Inui T., Kimurg Muramatsu T. (2001) Midkine
binds to 37-kDa laminin binding protein precursteading to nuclear transport of the
complex.Exp Cell Red5;270:13-20.

Sanvito F., Piatti S., Villa A., Bossi M., Lucchi@., Marchisio P. C., Biffo S. (1999) The
beta4 integrin interactor p27(BBP/elF6) is an esaknuclear matrix protein involved in 60S
ribosomal subunit assemblyCell Biol 144:823-837.

Sato M., Kinoshita K., Kaneda Y., Saeki Y., lwama#s., Tanaka K. (1996) Analysis of
nuclear localization of laminin binding protein poesor p40 (LBP/p40)Biochem Biophys
Res Commu@29.896-901.

Sato T., Yamochi T., Yamochi T., Aytac U., OhnumaMcKee K. S., Morimoto C., Dang N.
H. (2005) CD26 regulates p38 mitogen-activatedgindtinase-dependent phosphorylation of
integrin betal, adhesion to extracellular matrixg &umorigenicity of T-anaplastic large cell
lymphoma Karpas 29€ancer Re$5:6950-6956.

Sauvageau M., Sauvageau G. (2008) Polycomb groopsgdeeping stem cell activity in
balancePLoS Biol6:e113.

Sawai H., Domae N., Nagan N., Hannun Y. A. (1999 dtion of the cloned putative neutral
sphingomyelinase as lyso-platelet activating faptowspholipase Cl Biol Chem27438131-
38139

Schissel S. L., Keesler G. A., Schuchman E. H.Jigvils K. J., Tabas I. (1998) The cellular
trafficking and zinc dependence of secretory asddpmal sphingomyelinase, two products
of the acid sphingomyelinase gedeBiol Chen27318250-18259.

Schneider P. B., Kennedy E. P. (1967) Sphingomgsénin normal human spleens and in
spleens from subjects with Niemann-Pick diseddepid Res3:202-209.

121



Literaturverzeichnis

Schneider-Brachert W, Tchikov V, Neumeyer J, JakbWinoto-Morbach S, Held-Feindt J,
Heinrich M, Merkel O, Ehrenschwender M, Adam D, Mem R, Kabelitz D, Schitze S.
(2004) Compartmentalization of TNF receptor 1 sligugg internalized TNF receptosomes as
death signaling vesicleBnmunity21:415-428.

Shattil S. J., Kim C., Ginsberg M. H. (2010) Thedli steps of integrin activation: the end
game.Nat Rev Mol Cell Biol 1:288-300.

Shattock R. J., Rizzardi G. P., Hayes P., Griffin E&5 (1996) Engagement of adhesion
molecules (CD18, CD11la, CD45, CD44, and CD58) eoésmrhuman immunodeficiency
virus type 1 replication in monocytic cells through tumor necrosis factor-modulated
pathway.J Infect Dis174:54-62.

Simon J. A., Kingston R. E. (2009) Mechanisms ofypomb gene silencing: knowns and
unknownsNat Rev Mol Cell Biol0:697-708.

Sitrin R. G., Sassanella T. M., Petty H. R. (20Ah)obligate role for membrane-associated
neutral sphingomyelinase activity in orienting clegactic migration of human neutrophils.
Am J Respir Cell Mol Bict4:205-212.

Smith T. F, Gaitatzes C., Saxena K., Neer E. Bg19he WD repeat: a common architecture
for diverse functionsTrends Biochem S2i4:181-185.

Somenzi G., Sala G., Rossetti S., Ren M., GhidonSRcchi N. (2007) Disruption of retinoic
acid receptor alpha reveals the growth promotex édcetinoic acidPLoS One&:e836.

Stoffel W., Jenke B., Bl6ck B., Zumbansen M., Koeldk (2005) Neutral sphingomyelinase 2
(smpd3) in the control of postnatal growth and d@wament. Proc Natl Acad Sci U S A.
1024554-4559.

Stross C, Keitel V, Winands E, Haussinger D, Kuliz Expression and localization of
atypical PKC isoforms in liver parenchymal ceBsol Chem390.235-244.

Su I. H., Dobenecker M. W., Dickinson E., Oser Basavaraj A., Marqueron R., Viale A.,
Reinberg D., Wilfing C., Tarakhovsky A. (2005) Radynb group protein ezh2 controls actin
polymerization and cell signalin@ell 121:425-36.

Sullivan B. M., Harrison-Lavoie K. J., Marshansky, ¥in H. Y., Kehrl J. H., Ausiello D. A.,
Brown D., Druey K. M. (2000) RGS4 and RGS2 bindtoazer and inhibit COPI association
with Golgi membranes and intracellular transpbttl Biol Cell 11:3155-3168.

Swaminathan G., Cartwright C. A. (2011) Rackl prtacepithelial cell-cell adhesion by
regulating E-cadherin endocytosi®ncogenedoi: 10.1038/onc.2011.242. [Epub ahead of
print]

Tang P., Hung M-C., Klostergaard J. (1996) Humawo-tpmor necrosis factor is a
homotrimer Biochemistry35:8216-8225.

122



Literaturverzeichnis

Tcherkasowa A. E., Adam-Klages S., Kruse M. L., §inann K., Mathieu S., Kolanus W.,
Krénke M., Adam D. (2002) Interaction with fact@saciated with neutral sphingomyelinase
activation, a WD motif-containing protein, idengi§i receptor for activated C-kinase 1 as a
novel component of the signaling pathways of the pBIF receptorJ Immunol1695161-
5170.

Travali S., Ku D. H., Rizzo M. G., Ottavio L., Baga R., Calabretta B. (1989) Structure of
the human gene for the proliferating cell nuclegigen.J Biol Chenm2647466-7472.

Umeda D., Yano S., Yamada K., Tachibana H. (2008plvement of 67-kDa laminin
receptor-mediated myosin phosphatase activation antiproliferative effect of
epigallocatechin-3-O-gallate at a physiological camtration on Caco-2 colon cancer cells.
Biochem Biophys Res ComnRifi:172-176.

Vocca I., Franco P., Alfano D., Votta G., Carriévio V., Estrada Y., Caputi M., Netti P. A,,
Ossowski L., Stoppelli M. P. (2009) Inhibition ofigration and invasion of carcinoma cells
by urokinase-derived antagonists of alphavbetaggim activationint J Cancerl24316-325.

Wajant H. (2003) Death receptoEssays Biochen39:53-71.

Wajant H., Pfizenmaier K., Scheurich P. (2003) Tumecrosis factor signalingell Death
Differ 10:45-65

Waldeck-Weiermair M., Zoratti C., Osibow K., Balen{\., Goessnitzer E., Waldhoer M.,
Malli R., Graier W.F. (2008) Integrin clusteringadstes anandamide-induced Ca2+ signaling
in endothelial cells via GPR55 by protection aga®B1-receptor-triggered repressidnCell
Scil211704-1717.

Wang G., Silva J., Krishnamurthy K., Tran E., Cendi. G., Bieberich E. (2005) Direct
binding to ceramide activates protein kinase Cbetre the formation of a pro-apoptotic
complex with PAR-4 in differentiating stem cellsBiol Chenm28026415-26424.

Williams T. W., Granger G. A. (1968) Lymphocyte witro cytotoxicity: lymphotoxins of
several mammalian speci®dature2191076-1077.

Williams S. A., Chen L. F., Kwon H., Fenard D., @isve D., Verdin E., Greene W. C. (2004)
Prostratin antagonizes HIV latency by activatingRéppaB.J Biol Chen27942008-42017.

Witte V., Laffert B., Rosorius O., Lischka P., BlenK., Galler G., Stilper A., Willbold D.,
D'Aloja P., Sixt M., Kolanus J., Ott M., Kolanus W&chuler G., Baur A. S. (2004) HIV-1
Nef mimics an integrin receptor signal that reculie polycomb group protein Eed to the
plasma membranélol Cell 13:179-190.

Wu P. S., Yang C. Y., Yen J. J., Chou C. H., Cherl.$Wang C. K., Lai Y. G., Liao N. S.,
Yang-Yen H. F. (2009) Critical roles of translatdily controlled tumor protein in the
homeostasis and TCR-mediated proliferation of fenigl T cellsJ Immunol1832373-2381.

Yamada A., Tsukagoshi N., Udaka S., Sasaki T., MalS., Nakamura S., Little C., Tomita

M., lkezawa H. (1988) Nucleotide sequence and esspwa in Escherichia coli of the gene
coding for sphingomyelinase of Bacillus cerdtsr J Biochenl75213-220.

123



Literaturverzeichnis

Jayadev S., Liu B, Bielawska A. E, Lee J. Y., Nez&., Pushkareva M. Yu., Obeid L. M.,
Hannun Y. A. (1995) Role for ceramide in cell cyateestJ Biol Chen270.2047-2052.

Zeidan Y. H., Hannun Y. A. (2007) Translational ess of sphingolipid metabolisfirends
Mol Med13:327-36.

Zumbansen M. (2001) Biochemische und molekularigisithe Studien zur Charakterisierung
der murinen neutralen Sphingomyelinagsevitro und in vivo. Inaugural-Dissertation zur

Erlangung des Doktorgrades der Mathematisch-Nassevischaftlichen Fakultat der
Universitat zu Koln

124



Teile der vorliegenden Arbeit wurden publiziert in:

Philipp S.*, Puchert M.*, Adam-Klages S., Tchikov, Winoto-Morbach S., Mathieu S.,
Deerberg A., Kolker L., Marchesini N., Kabelitz DHannun Y. A., Schitze S., Adam D.
(2010) The Polycomb group protein EED couples TNéceptor 1 to neutral
sphingomyelinasé?roc Natl Acad Sci U S A07:1112-1117.

* Beide Autoren trugen zu gleichen Teilen zur Pkediion bei.

125



Danksagung

Ich danke Herrn Professor Dr. Dieter Kabelitz, Riog am Institut fir Immunologie der

CAU Kiel, fur die Moglichkeit, diese Doktorarbeih aeinem Institut durchzuftihren.

Besonderer Dank gilt Herrn Professor Dr. Dieter id#lir die Bereitstellung meines
Dissertationsthemas, die sehr engagierte und ineBetreuung sowie fur all die fachlichen
Ratschlage und Gesprache, die mal3geblich zum @elinder vorliegenden Arbeit

beigetragen haben.

Weiterhin danke ich Herrn Dr. Supandi Winoto-Morbafiir die Durchfihrung von N-
SMase-Aktivitatsmessungen und Sabine Mathieu flg drofRartige Unterstlitzung im

Laboralltag.

Dem Rest meiner Arbeitsgruppe und den Uubrigen I§elle danke ich fur ein sehr
konstruktives und freundschaftliches Arbeitsklimdas mich den Arbeitsalltag am Institut in

sehr positiver Erinnerung behalten lasst.
Mein gréRter Dank gebihrt meinen Eltern und me8wtwester, die mir in allen Situationen

eine immense Unterstitzung waren und sind, sowiean@artnerin Judith fur ihre Liebe und

Verbundenheit.

126



Lebenslauf

Name:

Adresse:

Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand:
Nationalitat:

Allgemeine Hochschulreife,
Thomas-Mann-Schule, Libeck

Zivildienst in der Chirurgie des
Universitatsklinikums Lubeck

Biologiestudium (Diplomstudiengang)
an der CAU Kiel

Studentische Hilfskraft an der CAU Kiel

Abschluss des Studiums als
Diplom-Biologe

Wissenschaftlicher Mitarbeiter am
Zoologischen Institut der CAU Kiel

Wissenschaftlicher Mitarbeiter und
Doktorand am Institut fur Immunologie
der CAU Kiel

127

Malte Puchert

MalRmannstral3e 15
24118 Kiel

20.05.1981
Lubeck

ledig
deutsch

Juni 2000

August 2000 bis Juni 2001

Oktober 2001 bis Marz 2008

Mérz 2008 Mai 2003;
Mai 2005 bis Dezember 2005;
Januar 2007; April/Mai 2007

Marz 2008

April 2008 bis Mai 2008

Seit Juni 2008



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich diesenschaftliche Abhandlung mit dem Titel
»Molekulare und funktionelle Charakterisierung vétomponenten der N-SMase-Signal-

transduktion® selbstadndig — abgesehen von der Begatdurch meinen akademischen
Betreuer Professor Dr. Dieter Adam — und unter \éemung der angegebenen Hilfsmittel
und Quellen angefertigt habe. Die Abhandlung isthnBorm und Inhalt die eigene Arbeit.

Diese Dissertation wurde an keiner anderen Hocheabder Universitat vorgelegt und ich

habe keine friiheren erfolglosen Promotionsversuchernommen. Ein Teil der Daten dieser
Dissertation wurde bereits publiziert in: PhilippduPuchert et al., 2010 (s. Seite 125). Die
Arbeit ist unter Einhaltung der Regeln guter wiss#naftlicher Praxis der Deutschen
Forschungsgemeinschaft entstanden.

Ort, Datum Malte Puchert

128



Anhang

Anhang

Abb. Z1: EED, nSMase2 und RACK1 koénnen nach TNF-Sthulation verstarkt miteinander
koimmunprazipitiert werden. IP: Immunprazipitation; WB: Western Blot. A: Koimmoprazipitationen von
endogenem EED mit endogener nSMase2 und vice gessanbehandelten und aus 3 min. mit TNF stimelnert
Jurkat- bzw. HelLa-Zellen. Koimmunprazipitierte Rioe wurden durch Western Blot detektiert. pFLAG-
CMV2.EED, 44:bzw. pMYC.nSMase?2 (erkennbar etwas oberhalb deogerten nSMase?2) Uberexprimierende
293-Zelllysate dienten als Positivkontrolle, dier§iallung der immunpréazipitierten Proteine als Laugrolle.

B: Die Jurkat-Immunprézipitate aus (A) wurden aofnkmunprazipitiertes RACK1 hin Uberpruft. Endogenes
RACK1 aus 293-Zelllysaten diente als Kontrolle. GFLAG-CMV2.EED, 44; und pMYC.nSMaseRs gs5
(nSMase2CD) uberexprimierende 293-Zellen wurden@iwnd 10 min. mit TNF stimuliert. FLAG-EED wurde
immunprazipitiert und ebenso wie koimmunpraziptéemyc-nSMase2CD durch Western Blot detektiertates
aus unbehandelten und TNF-behandelten Zellen wuadémleiche Expression beider Proteine hin Ubdtpru

mit Aktin-Detektion als Ladekontrolle. Diese Expwante wurden von Sabine Mathieu, Institut fur
Immunologie der CAU Kiel, durchgefihrt.
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Anhang

Abb. Z2: TNF-abhéngige Rekrutierung von EED und nSMase2 zum TNF-R1-Komplex.A: Markierte
TNF*TNF-R1-Komplexe beinhaltende magnetische Foaidh wurden nach unterschiedlich langen TNF-
Stimulationen aus Jurkat- und Hela-Zellen gewonmed durch Western Blot auf die Prasenz/Rekrutigrun
von TNF-R1, RACK1, EED und nSMase2 hin Uberpriftelligsate dienten als Kontrollen. B:
Koimmunprazipitationen von RACK1, EED und nSMaseZ WNF-R1 aus den magnetischen TNF-R1-
Fraktionen aus (A). TNF-R1 beinhaltende magnetiseéraktionen aus unbehandelten und TNF-behandelten
Jurkat-Zellen wurden lysiert und TNF-R1 wurde ntiteBiotin-TNF und Streptavidin-beschichteten
magnetischen MicroBeads prazipititiert. Anschlie®evurden RACK1, EED und nSMase2 im Western Blot
detektiert. Diese Experimente wurden von Dr. Vladifichikov, Institut fir Immunologie der CAU Kiel,
durchgefuhrt.
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