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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem des Menschen

Das Immunsystem des Menschen ist ein komplexes System, das sich aus einer Viel-
zahl von l6slichen und zellularen Komponenten sowie verschiedenen lymphatischen
Organen zusammensetzt. Zusammen sichern sie durch die Erkennung und Eliminie-
rung von korperfremden Krankheitserregern das Uberleben des Organismus. Das
Immunsystem besteht aus einem angeborenen, unspezifischen und einem erworbe-
nen, spezifischen Anteil (Murphy et al. 2008).

Das unspezifische Immunsystem stellt dabei die erste Verteidigungslinie gegen ein-
dringende Krankheitserreger dar. Gelingt es einem Infektionserreger, die Barrieren
von Haut oder Schleimhaut zu tGberwinden, wird dieser von der unspezifischen Ab-
wehr mittels Rezeptoren fir pathogen-spezifische Strukturen erkannt und tber Me-
chanismen wie Phagozytose zum Teil auch eliminiert (Janeway und Medzhitov
2002). AulRerdem ist das unspezifische Immunsystem an der Aktivierung des spezifi-
schen Immunsystems beteiligt (Fearon und Locksley 1996).

Das spezifische Immunsystem besteht aus B- und T-Zellen. Kennzeichen der spezifi-
schen Immunantwort ist die Expression von Rezeptoren, die gezielt gegen spezifi-
sche Antigene einzelner Pathogene gerichtet sind. B-Zellen exprimieren dafir den B-
Zell-Antigen-Rezeptor (BZR). Uber genetische Rekombinationsmechanismen konnen
Antigen-Rezeptoren fir ungefahr 10*? unterschiedliche Strukturen gebildet werden.
Jede B-Zelle tragt dabei jeweils nur einen spezifischen Antigen-Rezeptor, der durch
ein spezifisches Antigen-Epitop aktiviert werden kann (Davies und Cohen 1996).

1.2 Die B-Zelle im Immunsystem

B-Zellen sezernieren nach Aktivierung Antikorper, die bereits 1890 von Emil von Beh-
ring und Shibasaburo Kitasato als ,Antitoxine“ beschrieben wurden (von Behring und
Kitasato 1890). B-Zellen, die noch keinen Kontakt zu einem Antigen hatten, soge-
nannte naive B-Zellen, exprimieren eine membranstandige Form des Antikdrpers als
Teil des BZR, der Antigene erkennt und das Signal der Antigenerkennung in das In-
nere der Zelle Ubermittelt. Dadurch kommt es tber Effekte auf Ebene der Transkripti-
on und der zytoskelettalen Organisation zur Aktivierung der B-Zelle (Tsubata und
Wienands 2001). Da jede B-Zelle nur einen Antigen-Rezeptor exprimiert, ist flr ein

umfassendes Immunsystem die Existenz eines grol3en B-Zell-Bestandes essentiell.
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Die B-Zellen entwickeln sich im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen, in de-
ren Genom die Informationen fur die Antikérper liegen. Jeweils zwei schwere und
zwei leichte Ketten bilden zusammen einen Antikérper. An beiden Ketten lassen sich
eine konstante Region von einer hoch variablen, antigenbindenden Region, die je-
weils von einem V-, einem J- und bei der schweren Kette zusatzlich von einem D-
Gensegment im Immunglobulinlokus kodiert werden, unterscheiden. Die Zusammen-
setzung verschiedener VDJ-Gensegmente wird als somatische Rekombination be-
zeichnet. Zusétzlich bildet bei der leichten und schweren Kette das C-Gensegment
die konstante Region, welche bei der schweren Kette die Antikbrperklasse definiert
(Brack et al. 1978, Tonegawa et al. 1978).

Anhand des Status der somatischen Rekombination im Immunglobulinlokus und Gber
die Expression von intrazellularen und membrangebundenen Proteinen lassen sich
die verschiedenen Stadien der B-Zell-Entwicklung von der Pro- Uber die Pra- bis zur
reifen B-Zelle unterscheiden. Pro-B-Zellen rekombinieren die Gensegmente der
schweren Kette, die den auf Pra-B-Zellen exprimierten Pra-BZR bilden. Nur wenn
dieser funktionsfahig ist, kommt es zur Rekombination der Segmente flir die leichte
Kette. Ist auch dies erfolgreich, wird der BZR auf der Oberflache der nun unreifen B-
Zelle auf seine Toleranz gegenuber kérpereigenen Proteinen getestet. Dies wird als
negative Selektion bezeichnet und soll die Anzahl selbst-reaktiver B-Zellen verrin-
gern. Die B-Zelle verlasst das Knochenmark als sogenannte reife, naive B-Zelle
(Goodnow et al. 1995, Loffert et al. 1994).

Essentiell fur die Entwicklung und das Uberleben peripherer B-Zellen sind kontinuier-
liche Signale durch den BZR (Wang LD und Clark 2003). Da die genetische Inaktivie-
rung des BZR in reifen B-Zellen zum Untergang der peripheren B-Zell-Population
fuhrt, wird die Existenz eines antigenunabhangigen BZR-Signals im Sinne eines to-
nisch schwach aktiven Signalweges vermutet (Lam et al. 1997).

Die reifen, naiven B-Zellen zirkulieren Uber die Blutbahn zwischen den peripheren
lymphatischen Organen und kénnen dort durch Antigene aktiviert werden. Diese
werden als Komplex aus BZR und gebundenem Antigen durch Endozytose aufge-
nommen, das Antigen intrazellulér proteolytisch verdaut und die entstehenden Pepti-
de auf der Oberflache der B-Zelle mittels MHC-II-Molekllen présentiert. Die B-Zelle
benttigt danach ein zweites Signal zur vollstandigen Aktivierung, das von einer T-

Helferzelle tber die Interaktion des T-Zell-Antigen-Rezeptors (TZR) mit dem MHC-II-
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gebundenen Peptid und des CD40-Liganden mit CD40 auf der B-Zelle vermittelt wird
(Goodnow et al. 2010).

Die aktivierte B-Zelle entwickelt sich danach entweder zu einem IgM sezernierenden
Plasmablasten oder migriert mit T-Helferzellen in einen priméaren Lymphfollikel. Die
Plasmablasten haben eine erste protektive Wirkung auf den Organismus und sterben
nach wenigen Tagen ab. Die von T-Helferzellen begleiteten B-Zellen proliferieren im
Lymphfollikel weiter und formen schlief3lich ein Keimzentrum. Die zu Beginn stark
teilungsaktiven B-Zellen werden Zentroblasten genannt, die sich zum Teil zu weniger
teilungsaktiven Zentrozyten weiterentwickeln (Goodnow et al. 2010). Die proliferie-
renden Zellen des Keimzentrums durchlaufen dabei den Prozess der somatischen
Hypermutation. Dabei werden durch Punktmutationen einzelne Aminosauren der
schweren und leichten Kette ausgetauscht. Die meisten dieser Mutationen werden
die Bindung des BZR an das Antigen schwachen und die B-Zellen werden absterben
(negative Selektion). Einige Mutationen werden die Affinitdt zum Antigen jedoch star-
ken und diese Zellen werden sich weiter vermehren (positive Selektion). Dadurch
nimmt im Keimzentrum die Affinitat des BZR zum Antigen zu, ein Prozess der als
Affinitatsreifung bezeichnet wird. Die Signalstarke durch den BZR ist dabei einer der
Hauptfaktoren (Jacob et al. 1991).

Zu Beginn einer Immunantwort werden vor allem IgM-Antikdrper sezerniert, in den
Keimzentren kommt es jedoch zum Isotypenwechsel, so dass neben IgM auch IgG,
IgA und IgE, die alle unterschiedliche biologische Eigenschaften haben, sezerniert
werden kénnen. Dabei kommt es durch erneute somatische Rekombination zur Aus-
wahl eines neuen C-Segmentes in der fir die schwere Kette kodierenden Region auf
der DNA (Stavnezer et al. 2008). Am Ende der Keimzentrumsreaktion entstehen aus
den B-Zellen entweder Plasmazellen oder B-Gedachtniszellen (Goodnow et al.
2010). Plasmazellen sekretieren die hochaffinen Antikorper, die an spezifische Anti-
gene eines Pathogens binden, wodurch dieses neutralisiert oder fir das unspezifi-
sche Immunsystem markiert und dadurch leichter beseitigt wird oder es kommt zur
antikorperabhangigen Aktivierung des Komplementsystems (Cooper 1985, Karakawa
et al. 1988). B-Gedachtniszellen haben die Fahigkeit, bei Reinfektion mit einem Erre-
ger sehr schnell mit der Bildung von hochaffinen Antikorpern zu reagieren, so dass
der Organismus vor bereits bekannten Erregern geschitzt ist (McHeyzer-Williams et
al. 2011).
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Abb. 1: Die Entwicklung der B-Zelle. Die Abbildung zeigt die Entwicklung der B-Zelle von der pluri-
potenten Stammzelle im Knochenmark bis zur antikbrpersezernierenden Plasmazelle. Modifiziert nach
Abbas et al. 2007, S. 154 und 216.

1.3 Der BZR-Signalweg

Der BZR enthalt als Antigen-bindenden Teil eine membrangebundene Form des fir
diese B-Zelle spezifischen Antikérpers. Die Expression auf der Zelloberflache wird
durch die stabilisierende Funktion eines nicht kovalent assoziierten Heterodimeres,
bestehend aus Ig-a (CD79a) und Ig-B (CD79b), ermdglicht (Wienands 2000). Ig-a
und Ig-B sind der signalleitende Teil des BZR und enthalten im zytoplasmatischen
Teil jeweils ein ,Jmmunoreceptor tyrosine-based activation motif* (ITAM), dessen
Konsensussequenz bereits 1989 als D/E X; D/IE Xz Y X, I/L X7 Y X, I/L (Aminoséuren
im Ein-Buchstaben-Kode) identifiziert wurde (Reth 1989) und als fiir die signaltiber-
mittelnde Funktion des Heterodimers essentiell beschrieben wurde (Flaswinkel und
Reth 1994, Sanchez et al. 1993).

Durch die Bindung eines passenden Antigens wird der BZR aktiviert (Sohn et al.
2006). Bereits in ruhenden B-Zellen sind Tyrosin-Kinasen der Src-Familie wie Lyn
Uber eine phosphorylierungsunabhéngige Interaktion mit Ig-a assoziiert (Campbell
und Sefton 1992). Nach Antigenbindung werden Tyrosine der ITAMs durch diese
Src-Kinasen phosphoryliert (Saouaf et al. 1994) und die Tyrosin-Kinase Syk wird
Uber die Bindung der Tandem-SH2-Domane an die phosphorylierten Tyrosine der
ITAM-Motive zum aktivierten BZR rekrutiert (Kurosaki et al. 1995). SH2-Domanen
sind circa 100 Aminoséauren lang und binden spezifisch an Aminosauresequenzen,

die ein phosphoryliertes Tyrosin enthalten (Liu et al. 2006). Die Aktivierung von Syk
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erfolgt Uber die Bindung zu den ITAMs und durch Phosphorylierung durch Lyn und
Syk selbst (Kurosaki et al. 1994, Tsang et al. 2008). Dabei kann Syk sowohl benach-
barte Syk-Molekile als auch sich selbst im Sinne einer Autophosphorylierung phos-
phorylieren. Des Weiteren kann Syk auch Tyrosine in ITAM-Motiven phosphorylieren
und den gestarteten BZR-Signalweg damit verstarken (Rolli et al. 2002).

Ein Hauptsubstrat von Syk ist das B-Zell-spezifische Adapterprotein SLP65 (auch
BLNK oder BASH genannt) (Fu et al. 1998, Goitsuka et al. 1998, Wienands et al.
1998). Nach Phosphorylierung rekrutiert SLP65 die Tyrosin-Kinase Btk und die
Phospholipase PLC-y2 und bildet den sogenannten Kalzium-Initiations-Komplex
(Chiu et al. 2002). Dieser Komplex ermdglicht es Btk und Syk, PLC-y2 zu phosphory-
lieren und dadurch zu aktivieren. Aul3erdem rekrutiert SLP65 den Komplex an die
Plasmamembran, wo PLC-y2 Zugang zu ihrem Substrat, dem Phospholipid Phos-
phatidyl-Inositol-4,5-Phosphat [PIP,] erhélt (Engelke et al. 2007). Die Details der
Membranrekrutierung von SLP65 sind noch nicht abschlieRend geklart, es zeigte sich
jedoch, dass der N-Terminus (Kohler et al. 2005) und die SH2-Domane von SLP65
(Abudula et al. 2007) sowie drei prolinreiche Motive, die an Cin85 binden (Oellerich
et al. 2011), fur die Rekrutierung notig sind.

An der Membran hydrolysiert PLC-y2 PIP;, in der Zellmembran, wodurch Inositol-
1,4,5-Phosphat (IP3) ins Zytosol freigesetzt wird und Diazylglyzerol (DAG) in der
Plasmamembran verbleibt. IP3 aktiviert IP3-Rezeptoren im endoplasmatischen Reti-
kulum, wodurch Kalziumionen in das Zytoplasma stromen (Kurosaki et al. 2000). Auf
diesen Einstrom von Kalziumionen aus intrazellularen Speichern folgt ein Einstrom
von Kalziumionen aus dem Extrazellularraum (Engelke et al. 2007). Die erhdhte zy-
tosolische Kalziumionenkonzentration beeinflusst eine Vielzahl zelluléarer Prozesse,
haufig Uber die Bindung an Calmodulin. Als Beispiel wird Gber die erhdhte Kalzium-
ionenkonzentration die Phosphatase Calcineurin aktiviert, die den Transkriptionsfak-
tor NFAT, welcher in ruhenden Zellen durch konstitutive Phosphorylierung im Zytosol
gehalten wird, dephosphoryliert und so in den Zellkern translozieren lasst (Crabtree
und Olson 2002).

Ebenfalls durch die Aktivitat der PLC-y2 kommt es Uber die Bindung an DAG zur Ak-
tivierung der Serin/Threonin-Protein-Kinase C-B (PKC-B). Diese aktiviert das Adap-
terprotein CARMA1 und den Guanosin-Austauschfaktor RasGRP3. Ersteres fluhrt
Uber die Bildung eines Multiproteinkomplexes zur Aktivierung der Kinase IKK, die
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uber Phosphorylierung zum proteasomalen Abbau von IkB fuhrt. NF-kB wird in ru-
henden B-Zellen durch IkB im Zytosol gehalten und kann nun in den Zellkern translo-
zieren und dort Transkriptionsfaktoren aktivieren (Shinohara und Kurosaki 2009). Die
Aktivierung von RasGRP3 fiuhrt tber die Aktivierung von Ras uber eine Kaskade von
MAP-Kinasen zur Aktivierung von Erk und weiteren Transkriptionsfaktoren, die we-
sentlich fir das Uberleben der B-Zellen sind (Coughlin et al. 2005, Rowland et al.
2010). Weitere MAP-Kinasen, die durch den BZR aktiviert werden, sind p38 und Jnk,
die unter anderem durch SLP65 reguliert werden (Oellerich et al. 2009, Cook et al.
2007) und den Transkriptionsfaktor AP-1 regulieren. Dieser ist wichtig fur den Zell-
zyklus und die Differenzierung der B-Zellen (Foletta et al. 1998).

Durch aktiviertes Syk wird auRerdem eine PI3-Kinase aktiviert, die PIP, phosphory-
lieren kann, so dass sich die Menge an PI(3,4,5)P3 (PIP3) in der Membran erhoht
(Marshall et al. 2000). Unter anderem binden die PH-Doméanen von PLC-y2 und Btk
an PIP; (Falasca et al. 1998, Saito et al. 2001). Ein weiteres Protein, das tUber PIP;
an die Plasmamembran rekrutiert und dort aktiviert wird, ist Akt, das in vielen Zellsys-
temen und so auch in der B-Zelle anti-apoptotisch wirkt (Pogue et al. 2000). Eine

Ubersicht tiber den BZR-Signalweg ist in Abb. 2 dargestellt.

, activation ERK
DAG activation
N 7
PKC

IP, \

\ NF-xB
activation
Calcium
p38 and Jnk Cytoskeletal mobilization S\ NFAT
activation rearrangement activation

Abb. 2: Ubersicht BZR-Signalweg. Nach Aktivierung des BZR durch ein Antigen kommt es zur Akti-
vierung und Rekrutierung von Syk an die ITAM-Motive in Ig-a und Ig-B. Dadurch wird eine Kette von
intrazellularen Signalmolekilen und Transkriptionsfaktoren aktiviert, die in ihrer Gesamtheit die Reak-
tion der B-Zelle auf das Antigen bestimmen. Modifiziert nach Wang LD und Clark (2003, S.412).
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1.4 Die ,,spleen tyrosine kinase* Syk

Urspriunglich wurde Syk 1986 aus bovinem Thymus als 40 kDa grofRes Fragment mit
der Fahigkeit, ein synthetisches Peptid zu phosphorylieren, isoliert (Zioncheck et al.
1986). Spater konnte Syk als 72 kDa grof3e Kinase identifiziert (Zioncheck et al.
1988) und durch Analyse von Syk-defizienten DT40-B-Zellen die essenzielle Funkti-
on von Syk im BZR-Signalweg gezeigt werden (Takata et al. 1994). Syk-defiziente
Méause zeigen einen Block in der B-Zell-Entwicklung auf Ebene der Pro-B-Zellen
(Turner et al. 1995, Cheng et al. 1995).

Syk wird jedoch auch in den meisten anderen hamatopoietischen Zellen und einer
Vielzahl von nicht-hamatopoietischen Zellen exprimiert (Yanagi et al. 2001) und ne-
ben den beschriebenen Funktionen von Syk im BZR-Signalweg gibt es viele weitere
Rezeptoren und Zellsysteme, die Syk als aktivierende Kinase benétigen (Mocsai et
al. 2010). Auch fir eine Reihe von pathologischen Prozessen konnte eine Beteili-
gung von Syk gezeigt werden. So konnte fur viele Formen der Non-Hodgkin-
Lymphome wie die chronisch-lymphatische Leukamie (Buchner et al. 2009) oder das
diffus-grof3zellige B-Zell-Lymphom (Chen et al. 2008) und fur einige Formen der
akuten lymphatischen Leukéamie (Uckun et al. 2010 a) eine onkogene Funktion von
Syk gezeigt werden. Die Inhibition von Syk durch Kinaseinhibitoren wie Fostamatinib
konnte bei Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom-Rezidiv in einer klinischen Phase-II-
Studie ein progressionsfreies Uberleben von im Median 4,2 Monaten erzielen (Fried-
berg et al. 2010).

Syk besteht aus zwei N-terminalen SH2-Domanen, die spezifisch an Phosphotyrosi-
ne binden kénnen und durch die Interdoméane A getrennt sind, und einer C-
terminalen Kinasedoméne, die von den SH2-Domanen durch die Interdoméane B ge-
trennt ist (siehe Abb. 3) (Sada et al. 2001). In der Interdoméne B befindet sich ein 23
Aminosauren langer Abschnitt genannt linker insert, der in einer Isoform von Syk,
genannt Syk-B, durch alternatives Splicing fehlt (Rowley et al. 1995). Besonders in
der Interdomane B findet sich eine Vielzahl von Tyrosinen, die nach einem BZR-
Stimulus phosphoryliert werden und fur die Aktivierung und Regulation von Syk wich-
tig sind (Furlong et al. 1997). Aber auch fir die Adapterfunktion von Syk ist unter an-
derem die Interdoméane B entscheidend. Fir eine Reihe von Proteinen, wie die regu-

latorische p85a-Untereinheit der PI3-Kinase (Moon et al. 2005), den Guanosin-
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Austauschfaktor VAV (Deckert et al. 1996) oder das Adapterprotein SLP65 (Kulathu
et al. 2009) konnte eine Bindung an Syk gezeigt werden.

Syk ist grofdtenteils im Zytosol lokalisiert und wird nach einem BZR-Stimulus an die
Plasmamembran rekrutiert (Ma et al. 2001). In T-Zellen wird die Funktion von Syk
durch das Syk-ahnliche Protein Zap-70 tibernommen. Zap-70 weist viele Homologien
im Aufbau und in der Aminosauresequenz auf, es fehlt jedoch das linker insert, so
dass Zap-70 eher Syk-B gleicht (Chan et al. 1992).

Abb. 3: Struktur von Syk. Eingezeichnet sind die Tandem-SH2-Doméne, die Kinasedoméne, die
Interdoméane A und B sowie die bekannten Autophosphorylierungsstellen. Modifiziert nach Bohnen-
berger et al. (2011, S. 1552).

Wie die meisten Signalproteine weist Syk in unstimulierten B-Zellen nur eine geringe
Aktivitat auf, die nach einem BZR-Stimulus flr einen begrenzten Zeitraum und an
bestimmten subzellularen Lokalisationen in der B-Zelle stark ansteigt. Nach der Rek-
rutierung an die Plasmamembran und der Aktivierung durch Phosphorylierung und
ITAM-Bindung phosphoryliert Syk eine Reihe von Zielproteinen und beeinflusst
dadurch die Aktivitdt der Proteine oder schafft Bindemotive flr Phosphotyrosin-
abhangige Bindedoméanen wie SH2-Domanen (Geahlen 2009, Kulathu et al. 2009).
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass Syk praferentiell Tyrosine in Aminosaure-
motiven phosphoryliert, an die auch SH2-Domé&nen binden kdnnen (Brunati et al.
1995). Vergleicht man verschiedene von Syk phosphorylierte Motive, ergibt sich das
Konsensusmotiv (Aminosauren im Ein-Buchstaben-Kode) EXXDEEDYEXPXEPX
(Geahlen 2009).

Fur viele Kinasen konnte gezeigt werden, dass sie sich in unstimulierten Zellen in
einer autoinhibierten Konformation befinden, wobei die einzelnen Doméanen sich ge-
genseitig in ihrer Funktion blockieren (Huse und Kuriyan 2002). Fur Zap-70 konnte
durch Analyse der kristallinen Struktur der molekulare Mechanismus dazu gezeigt
werden. Dabei stabilisieren spezifische unphosphorylierte Tyrosin-Reste die autoin-
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hibierte Konformation. Durch Phosphorylierung dieser Tyrosin-Reste oder durch In-
teraktion der SH2-Domanen mit ITAM-Motiven werden diese intermolekularen Inter-
aktionen gestort und Zap-70 geht in einen aktivierten Zustand tber (Deindl et al.
2007). Fur Syk konnte bisher keine hochauflésende Kristallstruktur erstellt werden,
jedoch deuten verschiedene Studien, unter anderem auch eine niedrig aufgeloste
dreidimensionale Struktur (Arias-Palomo et al. 2007 und 2009) darauf hin, dass Syk
in ahnlicher Weise wie Zap-70 reguliert wird.

Es konnte gezeigt werden, dass Syk durch die Phosphorylierung von Tyrosin 348
und 352 (alle Aminosaureangaben beziehen sich auf humanes Syk) in der Interdo-
mane B aktiviert werden kann (Tsang et al. 2008). Diese Tyrosine kénnen sowohl
durch Syk selbst im Sinne einer Autophosphorylierung, als auch durch die Src-
Kinase Lyn phosphoryliert werden (Keshvara et al. 1998) und entsprechen den Tyro-
sinen in Zap-70, die fur die Aufrechterhaltung der autoinhibierten Form wichtig sind.
Syk kann aber genauso durch die Bindung der Tandem-SH2-Doménen an phospho-
rylierte ITAM-Motive aktiviert werden, so dass von einem Or-Gate gesprochen wird,
da beide Aktivierungsalternativen zur vollen Aktivitdt von Syk fuhren (Tsang et al.
2008).

Ebenfalls zu einer Aktivierung fihrt die Phosphorylierung der drei C-terminalen Tyro-
sine (629, 630 und 631), die ein Bindemotiv fir die SH2-Doméane von SLP65 darstel-
len. Es wird vermutet, dass Syk initial Uber den BZR an die Plasmamembran rekru-
tiert wird und nach der Internalisierung des gebundenen Antigens zusammen mit
dem BZR Syk durch einen Komplex mit SLP65 als aktive Kinase an der Plasma-
membran verbleibt (Kulathu et al. 2008, Abudula et al. 2007). Fir Zap-70 konnte an
homologen Tyrosinen eine Rolle bei der Stabilisierung der Autoinhibition gezeigt
werden (Deindl et al. 2007).

SchlieRlich ist der BZR-abhéangige Kalziumionen-Einstrom auch von der Phosphory-
lierung der Tyrosine 525 und 526 in der Aktivierungsschleife der Kinase-Doméne von
Syk abhangig, wobei der genaue Mechanismus unklar bleibt, weil anders als bei vie-
len anderen Kinasen (Adams 2003) die Kinase-Aktivitat von Syk dadurch nicht beein-
flusst wird (Zhang et al. 1998).

Uber die Inhibition von Syk ist weit weniger bekannt. Ein wichtiger Negativregulator
scheint jedoch, nachdem es initial die Aktivierung von Syk bewirkt, Lyn zu sein, das

Uber die Aktivierung von Phosphatasen wie SHP (DeFranco et al. 1998) die Dephos-
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phorylierung von Syk bewirkt. In der Interdomane B von Syk befindet sich das von
Lyn phosphorylierte, inhibitorisch wirksame Tyrosin 323, an das im phosphorylierten
Zustand unter anderem die E3-Ubiquitinligase Cbl bindet und zur Ubiquitinylierung
von Syk fuhren kann (Hong et al. 2002). Ubiquitinylierung fuhrt haufig zur proteaso-
malen Degradierung von Proteinen (Salomons et al. 2010), jedoch konnte in B-Zellen
kein BZR-abhangiger Abbau von Syk gemessen werden (Kitaura et al. 2007, siehe
auch Abb. 10, Seite 49), so dass auch ein vom Proteasom unabhangiger Inhibiti-
onsmechanismus von Syk durch Cbl in Frage kommt. Eine weitere Aufschliisselung
der inhibitorisch wirksamen Elemente des BZR-Signalweges ist angesichts der Rele-
vanz von Syk als Onkogen in vielen Neoplasien ein wichtiger Schritt zum Verstandnis
dieser Erkrankungen.

Neben der Beeinflussung von Proteinen Uber die Phosphorylierung von Tyrosin-
Resten ist fur viele Proteine auch eine Regulation durch die Phosphorylierung von
Serin- und Threonin-Resten beschrieben (Weiel et al. 1990), die jedoch bisher fur
Syk weit weniger ausfihrlich erforscht ist. Fir Threonin 530 konnte gezeigt werden,
dass es durch PLK1 phosphoryliert und dadurch die Kinase-Aktivitat von Syk beein-
flusst wird (Uckun et al. 2010 b). Bei der Vielzahl an Serinen und Threoninen in Syk
kann jedoch von weiteren Tyrosin-unabhéangigen Regulationsmechanismen ausge-
gangen werden. Die genaue Kenntnis tUber die Gesamtheit der phosphorylierten Se-
rine und Threonine und ihrer Phosphorylierungskinetik kénnte Hinweise auf weitere

Regulationsmechanismen von Syk liefern.

1.5 Massenspektrometrische Analysen von Signalwegen

Bei der Transduktion extrazellularer Signale Uber intrazellulare Signalketten wirkt ei-
ne schwer zu uberblickende Anzahl von teils noch unbekannten Effektorproteinen in
einem multipel verkntpften Netzwerk zusammen (Olsen et al. 2006). Bei der Vielzahl
an mdoglichen Interaktionen der Effektorproteine und der Anzahl an méglichen Phos-
phorylierungsstellen sind Methoden wie die Massenspektrometrie Moglichkeiten zum
weiteren Verstandnis von Signalkaskaden. Die klassische Funktion eines Massen-
spektrometers ist die Bestimmung der Masse eines Molekils. Massenspektrometri-
sche Untersuchungen haben den Vorteil, dass eine unvoreingenommene und globa-
le Untersuchung eines Proteins vorgenommen werden kann (Walther und Mann

2010, Choudhary und Mann 2010). Dazu mussen das zu untersuchende Proteinge-
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misch zunachst proteolytisch verdaut (Shevchenko et al. 2006) und die Peptide mit-
tels Elektrospray-lonisierung (ESI) (Fenn et al. 1989) ionisiert werden. Zur Bestim-
mung der Masse stehen dann verschiedene Systeme zur Verfiagung. Fir diese Arbeit
wurde ein Orbitrap-Massenspektrometer verwendet. In diesem oszillieren die Peptide
in einer bestimmten, von Masse und Ladung des Peptides abh&ngigen Frequenz um
eine lonenfalle. Dadurch kann die Masse im Verhaltnis zur Ladung (m/z) und die In-
tensitat jedes Peptides gemessen und als sogenanntes Spektrum mit m/z auf der
Abszisse und der Intensitat auf der Ordinate angezeigt werden kann (Scigelova und
Makarov 2006). Dieser erste Schritt der Peptiderkennung wird als MS-Analyse be-
zeichnet. Allein die Masse genugt jedoch in komplexen Peptid-Gemischen nicht, um
ein Peptid sicher zu identifizieren. Deshalb wird in einem zweiten Messschritt die Se-
guenz des Peptides bestimmt, was als MS/MS-Analyse bezeichnet wird. Dazu wer-
den die Peptide zunachst in eine Kollisionskammer Uberfihrt, wo sie fragmentiert
werden. Durch die erneute Messung der Masse der Bruchstiicke kann die Aminosau-
resequenz des Peptides bestimmt werden (Steen und Mann 2004). Durch den Ab-
gleich der resultierenden MS- und MS/MS-Daten mit einer Datenbank (Perkins et al.
1999) werden die dazugehdrigen Proteine ermittelt (Sadygov et al. 2004). Mittels
elektronischer Datenverarbeitungsprogramme wie MaxQuant (Cox und Mann 2008)
oder MsQuant (Schulze und Mann 2004) sind weitere quantitative Auswertungen
maoglich.

Haufig ist jedoch wichtiger, in welchem Ausmald sich die Menge eines Proteins in
zwei unterschiedlichen Konditionen, zum Beispiel in einer stimulierten im Vergleich
zu einer unstimulierten Zelle, unterscheidet (Walther und Mann 2010), als die blofe
Anwesenheit eines Proteins nachzuweisen. Eine Mdglichkeit, quantitative Messun-
gen durchzufihren, ist das stable isotop labeling of amino acids in cell culture, kurz
SILAC (Ong et al. 2002). Dabei werden die zu untersuchenden Zellen mit unter-
schiedlich schweren Aminosauren kultiviert. Der Massenunterschied wird dabei durch
den Einbau von stabilen, schweren Isotopen von Kohlen-, Stick- oder Wasserstoff in
die Aminosauren Arginin und Lysin erreicht (siehe Abb.4 unten). Da Arginin und Ly-
sin als essentielle Aminosauren in eukaryoten Zellen nicht synthetisiert werden kon-
nen, werden alle Proteine in den Zellen mit diesen veranderten Aminoséuren mar-
kiert.
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Durch die Kultivierung einer Kontrollzelllinie mit leichten Aminosauren kann ein relati-
ver Vergleich von zwei verschiedenen Versuchsbedingungen erzielt werden, da sich
die Peptide durch einen Massenunterschied im Massenspektrometer unterscheiden
lassen (Ong et al. 2002). Es ergeben sich Peptid-Paare, die sich in ihrer Masse ge-
nau um die SILAC-Modifizierungen unterscheiden. Somit sind den aufgereinigten
Peptiden der einen Zelle korrespondierende Peptide der anderen Zelle zuzuordnen.
Ist die Intensitat des Peptides aus beiden Zellen gleich grof3, so ist das Peptid in bei-
den Versuchsbedingungen in gleicher Menge vorhanden. Wenn jedoch die Intensita-
ten der Peptide aus den schweren und leichten Zellen deutlich abweichen, so be-
steht ein quantifizierbarer Unterschied zwischen den Versuchsbedingungen (siehe
Abb. 4 oben).

@ @ difference

“Light” “Heavy” no yes
Mass Spectra shift ¥ 3 v
z : 1 mix
- v
E

m/z
Mittelschwere Aminosauren Schwere Aminosduren
CI:OO' CI:OO’ (I:OO' (I:OO’
“HN-C-H “HN-C-H "HN-C-H "HN-C-H
CH. CH, CH, CH,
TH: H: TH: H:
TH: TH: TH: i
e A R =1
NH,* C=NH,' NH,* C=NH,"
NH, NH,
Lysin +4 Arginin +6 Lysin +8 Arginin +10

Abb. 4: Das SILAC-Prinzip. Der obere Abschnitt zeigt, wie sich die Spektren von leichten und schwe-
ren Peptiden zueinander verhalten, wenn die Peptide in unterschiedlichen Mengen vorliegen. Im unte-
ren Abschnitt sind in Rot die Elemente der Aminoséauren dargestellt, die durch ein um eine Massenein-
einheit schwereres Isotop (°D, **C oder *°N) substituiert sind. Modifiziert nach Rinehart et al. (2009, S.
528).

Neben den Proteinmengen spielen posttranslationale Modifikationen (PTM) wie die

Phosphorylierung eine wichtige Rolle bei allen zellularen Funktionen. Die Analyse
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von PTMs mittels Massenspektrometrie ist moglich, da jede zu einer definierten Mas-
senanderung des Peptids fuhrt. Dieser Massenunterschied kann im MS-Modus zu-
nachst global fur das Peptid bestimmt und dann im MS/MS-Modus einer spezifischen
Aminosaure zugeordnet werden. Durch die Kombination der massenspektrometri-
schen Analyse phosphorylierter Peptide mit dem SILAC-Prinzip ist es tber die reine
Identifikation von Phosphorylierungsstellen hinaus auch méglich, Phosphorylierungs-

kinetiken nach Rezeptorstimulation zu messen (Witze et al. 2007).

1.6 Ziel der Studie

Fur das Verstandnis der diversen Funktionen von Syk ist eine umfassende Kenntnis
Uber die Regulation der Syk-Aktivitat sowie der Interaktion von Syk mit spezifischen
Effektorproteinen nétig. In den letzten Jahren sind in diesem Bereich grol3e Fort-
schritte erzielt worden, insbesondere die Identifizierung von Phosphorylierungsstellen
und die Untersuchung ihrer Funktion hat das Wissen Uber die Aktivierung von Syk
stark vermehrt. Jedoch blieben viele Fragen, insbesondere zur Inhibition von Syk,
bisher offen. Auch ist bisher wenig Gber die Phosphorylierung von Syk an Serinen
und Threoninen bekannt.

Konventionelle Experimente wie die Ko-Immunoprazipitation einzelner Liganden ha-
ben den Nachteil, dass damit nur eine gezielte Uberpriifung von Bindepartnern und
Phosphorylierungsstellen méglich ist. Um dieses Problem zu tberwinden, stellt die
Massenspektrometrie in Kombination mit dem SILAC-Verfahren eine Moglichkeit dar,
die Phosphorylierung und das Interaktom von Syk global und unvoreingenommen zu
bestimmen.

Das Ziel dieser Studie soll die Analyse der BZR-abhangigen Phosphorylierungskine-
tik und des Interaktoms von Syk in B-Lymphozyten sein. Durch Mutationsanalysen
der gefundenen Phosphorylierungsstellen und durch die Untersuchung der Konse-
guenzen einer solchen Mutation auf die Funktion von Syk im BZR-Signalweg sollen
neue regulatorische Phosphorylierungsstellen und Interaktionspartner sowie deren
Funktion identifiziert werden (siehe Abb. 5).
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Expression von Strep-Syk in Syk-defizienten DT40-B-Zellen

Aufreinigung von Strep-Syk mittels Streptaktin-Matrix

Massenspektrometrische Analyse des Phosphorylierungsprofils, der
Phosphorylierungskinetik und des Interaktoms von Syk in BZR-aktivierten
B-Zellen

Mutation von gefundenen Phosphorylierungsstellen in Syk und Expression
in Syk-defizienten DT40-Zellen

Analyse der Auswirkungen der Mutationen mittels immunologischer,
protein-biochemischer, massenspektrometrischer und
durchflusszytometrischer Methoden und konfokaler Laser-Mikroskopie.

Identifizierung neuer Regulationsmechanismen von Syk im BZR-Signalweg

Abb. 5: Ziel der Studie. Die Abbildung zeigt zusammenfassend die Abfolge von Arbeitsschritten, die
zur ldentifizierung von neuen regulatorischen Elementen von Syk im BZR-Signalweg in dieser Arbeit
erfolgt ist.
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2. Material

2.1 Gerate

Autoklaven

Bakterienbrutschrank Kelvitron

Blotwippe Duomax 1030

Blotapparatur T70/T77 semi-dry transfer unit
Bio-Photometer

Blotenwickler Optimax Typ TR
Durchflusszytometer FACS-Calibur
Elektrophoresekammer fur DNA-Elektrophorese
Elektrophoresekammern fur SDS-PAGE
Elektroporator Gene Pulser
ELISA-Auslesegerat Power Wave 340
Feinwaage R160P
Gel-Dokumentations-System Chemi Lux Imager
Konfokales Laser-Mikroskop TCS SP2
Kuhlzentrifuge 5417 R

Kuhlzentrifuge Sorvall RC 3B Plus
Massenspektrometer LTQ-Orbitrap XL Hybrid
Mikroskop DM IL

Multifuge 3 S-R

Nano-flow-LC-System 1100

PCR-Mastercycler EP Gradient

pH-Meter Level 1

Probenroller

Schuttelinkubator Unitron HT
Sicherheitswerkbank HeraSafe Typ H

Sonifier Cell Disruptor B-15

Spannungsquellen Electrophoresis Power Supply
Thermomixer Comfort

Water Purification System Milli-Q
Zellkultur-Inkubator Hera Cell 150
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Integra Biosciences, Ruhberg
Heraeus, Hanau

Heidolph, Schwabach

Hoefer, Holliston, Massachusetts
Eppendorf, Hamburg

MS Laborgerate, Dielheim

BD, Franklin Lakes, New Jersey
Peqlab, Erlangen

Biorad, Miinchen

Biorad, Minchen

Biotek, Winooski, Vermont
Sartorius, Gottingen

Intas, Gottingen

Leica, Wetzlar

Eppendorf, Hamburg

MI-SS, Corona, California
Thermo, Waltham, Massachusetts
Leica, Wetzlar

Heraeus, Hanau

Agilent, Santa Clara, California
Eppendorf, Hamburg

inoLab, Weilheim

Frobel Labor Technik, Lindau
Infors, Bottmingen, Schweiz
Heraeus, Hanau

Branson, Danbury, Connecticut
Amersham, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

Millipore, Billerica, Massachusetts
Heraeus, Hanau
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2.2 Computersoftware und Internetadressen
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Beschreibung

Verwendung

Photoshop CS2, Adobe, San Jose, Kalifornien

Bildbearbeitung

CellQuest Pro, BD, Franklin Lakes, New Jersey

Auswertung der Daten des
Durchflusszytometers

Draw 10, Corel, Ottawa, Kanada

Bildbearbeitung

CSX-1400M Kamera Controller, Intas, Géttingen

Westernblot-Fotografie

FlowJo alias 3.5.3, Tree Star, Ashland, Oregon

Auswertung der Daten des
Durchflusszytometers

Gel-Dokumentations-Software GDS, Intas, Gottingen

Fotografie von Agarose-Gelen

http://elm.eu.org/

In-silico-Analyse von Syk

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

Primerdesign

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html

Protein- und DNA-Vergleich

http://scansite.mit.edu/

In-silico-Analyse von Syk

http://www.expasy.org/

Protein-Datenbank

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Pubmed

ImageJ 1.42q, NIH, Bethesda, Maryland

Auswertung der konfokalen
Laser-Mikroskopie

IPI Chicken 3.47, EBI, Cambridge, Massachusetts

Peptid-Datenbank

IPI Human 3.6, EBI, Cambridge, Massachusetts

Peptid-Datenbank

SP2 System, Leica, Wetzlar

Konfokale Mikroskopie

MASCOT 2.2.04, Matrix Science, Boston, Massachu-
setts

Suchmaschine fur Peptidab-
gleich

MaxQuant 1.0.12.31, MPI, Minchen

Auswertung Massenspektro-
metrischer Daten

MsQuant 2.0b6, CEBI, Odense, Danemark

Auswertung Massenspektro-
metrischer Daten

Excel 2010, Microsoft, Redmond, Washington

Statistik, Erstellung von Dia-
grammen

pDRAW 3.1, AcaClone Software

In-silico-DNA-Bearbeitung

Tabelle 1: Verwendete Software und Internetadressen
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2.3 Materialien

1.5 ml und 2 ml Verschlussréhrchen
Affinitatsprazipitations-Saulchen 5 mi
Akkupipettierhilfe Pipetboy
Blotting-Papier

Elektroporationskivetten 4mm
Gekammerte Deckglaser Lab-Tek
NuPAGE Bis-Tris Gradientengel 4 — 12%
HPLC C18 Saulen

Nitrocellulose (Hybond™ECL ™)
PCR-Ro6hrchen

Pipetten (2,5; 20; 100; 1.000 ul)
Sterilfilter

Streptavidin-beschichtete ELISA-Platte
TiO,-Saulchen
Ultrafiltrations-Zentrifugen-Rohrchen Vivaspin
Zellkultur Plastikware

2.4 Chemikalien und Reagenzien

ABTS

Acetonitril

Acrylamid

Agarose

Agar

Ammoniumhydroxid
Ammoniumperoxidosulfat (APS)
Ampicillin

Azid (NaNs3)

ATP

Biotinyliertes Gastrin-Vorlaufer-Peptid (Tyr87)
Blasticidin

BSA

Bromphenolblau (BPB)
Coomassie Blue R250
Coomassie Plus 200 Bradford Reagenz
Desthiobiotin

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMEM-Medium

DNA-Marker GeneRuler™ 1 kb
2,5-Dihydroxybenzoeséaure
Dithiothreitol (DTT)

EDTA
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Eppendorf, Hamburg

Thermo, Waltham, Massachusetts
Integra, Zizers, Schweiz
Whatman, Maidstone, UK

Peglab, Erlangen

EMS, Hatfield, Pennsylvania
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien
Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen
Amersham, Minchen

Thermo, Waltham, Massachusetts
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Millipore, Billerica, Massachusetts
GL Sciences Inc

Sartorius, Gottingen

Greiner, Nunc, Falcon

Sigma, St. Louis, Missouri
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien
Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien
Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri

CST, Danvers, Massachusetts
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien
PAA, Pasching, Osterreich
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Thermo, Waltham, Massachusetts
IBA, Goéttingen

Roth, Karlsruhe

Gibco, Darmstadt

Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri

Roth, Karlsruhe
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EGTA

Ethanol

Essigsaure
Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FCS)
Ficoll

Dialysiertes fetales Kalberserum
L-Glutamin
Glutathione-Sepharose-Beads
Glutathion

Glycerin (87%)

Glycin

IGEPAL CA-630 (NP40)
Glucose

Hefe-Extrakt

Hepes

Huhnchen-Serum (CS)
Indo-1

lodazetamid

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG)
Kaliumazetat
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
Kaliumhydrogenphosphat
Kalziumchlorid

Kanamycin

L-Arginin

L-Arginin +6

L-Arginin +10

LDS

Luminol

L-Lysin

L-Lysin +4

L-Lysin +8
Magnesiumchlorid
Manganchlorid
B-Mercaptoethanol
Methanol

Methansaure

3-Morpholinopropansulfonséaure (MOPS)

Natriumazid
Natriumcarbonat
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, Missouri
Gibco, Darmstadt

Sigma, St. Louis, Missouri

PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich
Amersham, Minchen
Amersham, Minchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Gibco, Darmstadt

Molecular Probes, Eugene, Oregon
Sigma, St. Louis, Missouri

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien
Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri
Cambridge Isotopes, Andover, Massa-
chusetts

Roth, Karlsruhe
Sigma, St. Louis, Missouri
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, Missouri
Roth, Karlsruhe
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Natriumchlorid

Natriumflorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

dNTPs

Orthovanadat (NazVO,)
Para-Hydroxycoumarinsaure
Penicillin/Streptomycin

Peptone

Pluronic F-127

Polybrene (Hexadimethrinbromid)
Protease-Inhibitor-Cocktail (P 2714)
Protein-A/G-Plus-Agarose
Proteinmarker (vorgefarbt, 6.5-175 kDa)
Puromycin

Redox-Substanz
RPMI-1640-Medium

Salzsaure
SILAC-RPMI-1640-Medium
Sodium-Pyruvat
Streptaktin-Sepharose-Beads
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Transfektionsreagenz FUGENE
Trifluoressigsaure
Tris-(hydroximethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin

Modifiziertes Trypsin

Tween-20

X-gal

Wasserstoffperoxid

2.5 Puffer und Medien
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Ridel-de Haén, Seelze

Sigma, St. Louis, Missouri
Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, Missouri

NEB, Ipswich, Massachusetts
Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri

Roth, Karlsruhe

Molecular Probes, Eugene, Oregon
Sigma, St. Louis, Missouri
Sigma, St. Louis, Missouri
SCBT, Santa Cruz, Kalifornien
NEB, Ipswich, Massachusetts
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien
Gibco, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Thermo, Waltham, Massachusetts
Biochrom, Berlin

IBA, Goéttingen

Roth, Karlsruhe

Roche, Risch, Schweiz

Sigma, St. Louis, Missouri

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, Missouri
Gibco, Darmstadt

Promega, Madison, Wisconsin
Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sofern nichts anderes angegeben, wurden alle Puffer und Medien in doppelt deioni-

siertem Wasser (ddH,O) angesetzt. Medien fir E. coli wurden fir 30 min bei 125°C
autoklaviert und bei 4°C gelagert. FCS und CS wurden ftir 20 min bei 56°C hitzeinak-

tiviert und bei —20°C gelagert. Alle Puffer und Medien wurden, wenn nicht anders

angegeben, bei RT gelagert.
Blot-Transfer-Puffer

192 mM Glycin ; 25 mM Tris ; 0,1% (w/v) SDS ;

20% (v/v) Methanol
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Agarose-Gel

Bakterien-Lysepuffer

Block-Puffer
DNA-Laufpuffer

ECL-Lésung

Einfriermedium
Glutathion-Elutionspuffer
Indo-1

Kinase-Puffer

Kinase-ATP-Substrat-Losung
Kinase-Stopp-Puffer
Kinase-ABTS-Puffer
Krebs-Ringer-Losung

Laemmli-Puffer

LB-Medium
LB-Amp-Medium
LB-Kan-Medium
LB-Agar

PBS

PBS-T

Polybrene-L6sung
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TAE-Puffer ; 1% (w/v) Agarose ; 0,01% (v/v) Ethidi-
umbromid ; aufkochen lassen und bei 60°C lagern
50 mM Tris/HCI pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 5 mM DTT;
2% (v/v) Protease Inhibitor Cocktail

TBS-T ; 5% BSA (w/v) ; 0.001% NaN3

10 mM Tris/HCI pH 8,0 ; 1 mM EDTA ; 0,25% (w/v)
BPB ; 15% (w/v) Ficoll

4ml Lésung A: 0.1M Tris/HCI, pH 8.6 ; 250 mg/ml
Luminol ; 4°C ; 400 pl Losung B: 1,1 g/l parahydro-
Xy-coumarin in DMSO ; 1,2 ul 30% H,0,
hitzeinaktiviertes FCS ; 10% (v/v) DMSO ; 4°C

50 mM Tris/HCI pH 8,0 ; 10 mM Glutathion

1 mM in DMSO

120 mM HEPES pH 7,5 ; 10 mM MgCl; ; 10 mM
MnCl; ; 6 pM Na VO, ; 1,25 mM DTT

40 uM ATP ; 50% (v/v) Substrat-Peptid

50 mM EDTA, pH 8

ABTS ; 0,4% (v/v) H20,

140 mM NaCl ; 4 mM KCI ; 1 mM MgCl; ; 10 mM;
Glukose ; 10 mM HEPES pH 7,4 ; autoklaviert, 4°C;
entweder 0,5 mM EGTA oder 1 mM CacCl,

125 mM Tris/HCI pH 6,8 ; 4% (w/v) SDS ; 2 mM
EDTA ; 20% (v/v) Glycerin ; 0,02% (w/v) Bromphe-
nolblau ; 10% (v/v) B-Mercaptoethanol

10 g/l Peptone; 5 g/l Hefe Extrakt ; 10 g/l NaCl; 4°C
LB-Medium ; 100 pg/ml Ampicillin ; 4°C

LB-Medium ; 50 pg/ml Kanamycin ; 4°C

LB-Medium ; 2% (w/v) Agar ; 100 pg/mL Ampicillin
oder 50 ug/ml Kanamycin ; 4°C

137,5 mM NaCl ; 2,7 mM KCI ; 1,5 mM KH,;POy ;
8,6 mM Na,HPO,

PBS ; 0,1% (w/v) Tween-20

PBS ; 3 mg/ml Polybrene
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RPMI-Medium

DMEM-Medium

RPMI-SILAC-Medium

SDS-PAGE-Laufpuffer
SDS-PAGE-Trenngelpuffer
SDS-PAGE-Sammelgelpuffer
SDS-PAGE-Trenngel
SDS-PAGE-Sammelgel
TAE-Puffer

TBS-T

TFEB-I-Puffer

TFEB-lI-Puffer

Trypsin/EDTA-LAsung
Zell-Lysepuffer
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RPMI ; 10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS ; 50 U/ml
Penicillin ; 50 ug/ml Streptomycin ; fir DT40 zusatz-
lich 1% (v/iv) CS

DMEM ; 10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS ; 50 U/ml
Penicillin ; 50 pg/ml Streptomycin

RPMI SILAC Medium ; 10% (v/v) hitzeinaktiviertes,
dialysiertes FCS ; 50 U/ml Penicillin ; 50 ug/ml
Streptomycin ; 2 mg/ml Arginin (+0 ; +6 oder +10u) ;
4 mg/ml Lysin (+0 ; +4 oder +8u) ;

25 mM Tris ; 192 mM Glycin ; 3,5 mM SDS

1,5 mM Tris/HCI pH 8,8 ; 0,4% (w/v) SDS

500 mM Tris/HCI pH 6,8 ; 0,4% (w/v) SDS

375 mM Tris/HCI, pH 8,8 ; 0,1% (w/v) SDS ; 10%
(w/v) Acrylamid ; 0,1% TEMED ; 0,1% APS (10%)
125 mM Tris/HCI, pH 6,8 ; 0,1% (w/v) SDS ; 4,8%
(w/v) Acrylamid ; 0,1% TEMED ; 0,1% APS (10%)
40 mM Tris/Essigsaure (HAc) pH 7,8 ; 1 mM EDTA
pH 8,0

10 mM Tris/HCI pH 8,0 ; 100 mM NacCl ; 0,1% (v/v)
Tween-20

50 mM MnCl, ; 100 mM KCI ; 10 mM CacCl;, ; 30 mM
KOACc pH 6,8 ; 15% (v/v) Glycerin ; mit Ethansaure
auf pH 6,1 einstellen; sterilfiltrieren; 4°C

75 mM CacCl, ; 10 mM KCI ; 10 mM MOPS ; 15%
(v/v) Glycerin ; mit KOH auf pH 7,0 einstellen ; ste-
rilfiltriert ; 4°C

PBS; 0.05% (w/v) Trypsin; 0.02% (w/v) EDTA; 4°C
50 mM Tris/HCI pH 8,0 ; 150 mM NaCl ; 5 mM NaF;
1 mM Na3VO4; 2% (v/v) Protease Inhibitor Cocktail;

0,5% NP40
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2.6 Enzyme

Alkaline Phosphatase (CIP)
Phusion-DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase

Tag-DNA-Polymerase

2.7 Kits

Plasmidpraparation Mini

Plasmidpraparation Midi

DNA-Praparation Agarosegel

Klonierung in pCRII-TOPO

2.8 Vektoren
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NEB, Ipswich, Massachusetts
Finnzyme, Vantaa, Finnland
NEB, Ipswich, Massachusetts

NEB, Ipswich, Massachusetts

NEB, Ipswich, Massachusetts

PureYield™ Plasmid Miniprep System,

Promega, Madison, Wisconsin

PureYield™ Plasmid Midiprep System,

Promega, Madison, Wisconsin

Madison, Wisconsin

Wizard® Clean-Up System, Promega,

TOPO® TA Cloning® Kit, Invitrogen,

Carlsbad, Kalifornien

Vektor Beschreibung Herkunft

pCRII-TOPO Zur Sicherung von PCR-Produkten Invitrogen, Carls-
mittels T/A-Klonierung, Ampicillin- und | bad, Kalifornien
Kanamycinresistenz

pGEX Zur Expression von GST- Amersham, Min-

Fusionsproteinen in Bakterienzellen,
GST-Gen N-terminal des Polylinker,
Ampicillinresistenz

chen

pAbes-N-Strep

Zur retroviralen Transfektion, B-Aktin
Promotor, STrEP-Tag-DNA (IBA, Got-
tingen) N-terminal des Polylinkers,
Ampicillin- und Puromycinresistenz

Takata et al.,
1994, modifiziert
von Dr. T. Oelle-
rich, Gottingen

pMSCV-Puro-N-Citrin

Zur retroviralen Transfektion mittels
PlatE-Zellen, Citrin-Gen vor dem Poly-
linker, Ampicillin- und Puromycinresis-
tenz

Clontech (Moun-
tain View, Kalifor-
nien), modifiziert
von Dr. M. Engel-
ke, Goéttingen

pHCMV-VSV-G

Zur Expression von VSV-G in PlatE-
Zellen zur Pseudotypisierung rekombi-
nanter Retroviren

Labor Dr. M.
Jucker, UKE
Hamburg

Tabelle 2: Verwendete Vektoren
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2.9 cDNAs

Die cDNA von humanem Syk lag bereits in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr.
Wienands vor. Die cDNA von humanem SLP76 wurde freundlicherweise von D.
Yablonski (Haifa, Israel) bereitgestellt.

2.10 Oligonukleotide (Primer)

Alle Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert. Die

Anlagerungstemperatur der Primer fir die PCR wurde mit Hilfe von

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ errechnet. Fir die Mutagenese-Primer wurde generell

eine Anlagerungstemperatur von 70°C gewabhilt.

Primer Sequenz 5> 3¢ Anlagerungs-
temperatur
Syk fur pAbes
Fw BamHI | AAAGGATCCACCATGGCCAGCAGCGG 62°C
AAACTCGAGTTAGTTCACCACGTCATAGTAG- o
Bw Xhol TAATTG 62°C

Syk Mutagenese-Primer

S44A fw

CTTTATTTGCTGCGCCAGGCCCGCAACTAC-
CTGGG

Siehe Hinweis

bw

CCCAGGTAGTT-
GCGGGCCTGGCGCAGCAAATAAAG

Siehe Hinweis

S44E fw

CTTTATTTGCTGCGCCAGGAGCGCAACTAC-
CTGGG

Siehe Hinweis

bw

CCCAGGTAGTT-
GCGCTCCTGGCGCAGCAAATAAAG

Siehe Hinweis

S202A fw

CAGAGACAACAACGGCGCCTACGCCCTGTGCC

Siehe Hinweis

TG
bw CAGGCACAGGGCGTAGGCGCCGTTGTT- Siehe Hinweis
GTCTCTG
CAGAGACAACAACGGCGAG- ) . )
S202E fw TACGCCCTGTGCCTG Siehe Hinweis
bw CAGGCACAGGGCGTACTCGCCGTTGTT- Siehe Hinweis
GTCTCTG
T256V fw | GGTTTGTTAAGAGTTCTTGTTGTCCCATGTC Siehe Hinweis
bw | GACATGGGACAACAAGAACTCTTAACAAACC Siehe Hinweis




TAG
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S295A fw | CTCAAGAATCAAAGCATACTCCTTCCCAAAGC Siehe Hinweis
bw | GCTTTGGGAAGGAGTATGCTTTGATTCTTGAG Siehe Hinweis
S297A fw | GAATCAAATCATACGCCTTCCCAAAGCCTGGC Siehe Hinweis
bw | GCCAGGCTTTGGGAAGGCGTATGATTTGATTC Siehe Hinweis
S306A fur gCTGGCCACAGAAAGGCCTCCCCTGCCCAAGG Siehe Hinweis
bw CCCTTGGGCAGGGGAGGCCTTT- Siehe Hinweis
CTGTGGCCAGG
T317V fw GAACCGGCAAGAGAGTGTTGTGTCATTCA- Siehe Hinweis
ATCCG
bw CGGATTGAATGACACAACACTCTCTT- Siehe Hinweis
GCCGGTTC
Y323F fw | GTCATTCAATCCGTTTGAGCCAGAAC Siehe Hinweis
bw | GTTCTGGCTCAAACGGATTGAATGAC Siehe Hinweis
GGACCGAAAGCTGCTGGTGCTG- ) . )
T371V fw GAAGACAAAGAAC Siehe Hinweis
bw GTTCTTTGTCTTCCAGCACCAGCAGCTTT- Siehe Hinweis
CGGTCC
CTACTACAAGGCCCAGGTCCATG- ) . )
T530V fw GAAAGTGGCCTG Siehe Hinweis
CAGGCCACTTTCCATGGACCTGGGCCTTGTAG- ) . )
bw Siehe Hinweis

Syk-B overlab extension fir pMSCV

5 Teil-fw-

CCTGCAGCATG

BamH| AAAAGGATCCGAAGCATGGCCAGCAGC 65°C
5 Teil-bw | GTGGCCAGGCTTTGGCAGGATGGGAACCTGGA | 65°C
3 Teil-fw | GTTCCCATCCTGCGTCCTCCCCTGCCCAAGG 66°C

3’ Teil-bw-
Nl AAAAGCGGCCGCGGAGCGGTTAGTTCACCACG |67°C

SLP76 fur pMSCV

Fw-BamHI | AAAAGGATCCATGGCACTGAGGAATGTGCC 66°C
Bw-Notl AAAAGCGGCCGCCTATGGGTAC- 65°C




Material

Seite |25

SLP76 Mutagenese-Primer

GAGCATCTTCACACGCCCAC- ) . .
K85P fw CCCAAGTCCCGCGE Siehe Hinweis
CCGCGGGACTTGGGGTGGGCGTGTGAAGAT- ) . )
bw Siehe Hinweis
GCTC
CTTTGCCCCAGCCAGCACCACTTCCTAT- ) . )
L334P fw GAGCTCC Siehe Hinweis
bw GGAGCTCATAG- Siehe Hinweis
GAAGTGGTGCTGGCTGGGGCAAAG
Iggi’,iTDRfv: CCAGCACCACTTCCTAGGAGCTCCAACACTTTC | Siehe Hinweis
bw GAAAGTGTTGGAGCTCCTAG- Siehe Hinweis
GAAGTGGTGCTGG
N404R fw | CCCTTGCCACTTCCAAGAAAACCTCGGCCCCC Siehe Hinweis
bw | GGGGGCCGAGGTTTTCTTGGAAGTGGCAAGGG | Siehe Hinweis

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide

2.11 Verwendete Konstrukte

Konstrukt Einklonierte cDNA Vektor Restriktionsstellen /
Herkunft
pAbes-Strep- | Humanes Syk pAbes-N- BamHI / Xhol
Syk Wildtyp und S297A Strep
pMSCV-Citrin- | Humanes Syk: pPMSCV- BamHI / Notl
Syk Wildtyp, S44A, S44E, S202A, | Puro-N-Citrin
S202E, S44+202A,
S44+202E, T256V, S295A,
S297A, S306A, T317V,
Y323F, S297A + Y323F,
T371V, T530V
pMSCV-Citrin- | Humanes SLP76 pPMSCV- BamHI / Notl
SLP76 wildtyp und SLP76* Puro-N-Citrin
pMSCV-Citrin- | Humanes SLP65 pPMSCV- Dr. T. Oellerich, Got-
SLP65 Puro-N-Citrin | tingen
pGex-14-3-3y | Humanes 14-3-3y pGex Dr. S. Beer-Hammer,
Dusseldorf

Tabelle 4: Verwendete Konstrukte
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2.12 Antikorper

Seite |26

Alle Antikérper wurden zur Westernblot-Analyse (WB) in TBS-T mit 5% BSA und
0,001% Azid in angegebener Konzentration eingesetzt.

Antikorper Spezies Hersteller Anwendung und Verdin-
nung
anti-humanes-Syk Maus SCBT, Santa Cruz, | WB 1:1.000 ; IP: 2 pg/ml
(4D10) Kalifornien
anti-Huhner-SLP65 Kaninchen | T.Kurosaki WB 1:2.000 ; IP: 1:1.000
anti-PLC-y2 (Q20) Kaninchen | SCBT, Santa Cruz, | WB 1:1.000 ; IP: 2 pg/ml
Kalifornien
anti-GFP Maus Roche, Risch, WB 1:1.000 ; IP: 2 ug/ml
Schweiz
anti-14-3-3y Kaninchen | CST, Danvers, WB 1:1.000
Massachusetts
anti-14-3-3-phospho- Kaninchen | CST, Danvers, WB 1:1.000
Bindemotif Massachusetts
anti-pTyr (4G10) Maus Biomol, Hamburg | WB 1:500
anti-GST Kaninchen | Molecular Probes, | WB 1:1.000
Eugene, Oregon
anti-Aktin Kaninchen | Sigma, St. Louis, WB 1:2.000
Missouri
anti-Sek1 Kaninchen | CST, Danvers, WB 1:1.000
Massachusetts
anti-Coroninlc Maus SCBT, Santa Cruz, | WB 1:200
Kalifornien
anti-Ubiquitin Kaninchen | SCBT, Santa Cruz, | WB 1:200
Kalifornien
anti-Cin85 Kaninchen | Sigma, St. Louis, WB 1:1.000
Missouri
F(ab’),-Fragment anti- Ziege Dianova, Hamburg | Stimulation von DG-75- und
humanes-IgM Ramos-Zellen mit 10 pg/ml
anti-Huhner-IgM Maus Biozol, Eching Stimulation von DT40-
(Klon M-4) Zellen mit 0,2 — 2 ug/ml
anti-Maus-1gG Ziege Thermo, Waltham, | Sekundérer Antikorper,
HRPO-gekoppelt Massachusetts 1:10.000 in TBS-T
anti-Kaninchen-IgG Ziege Thermo, Waltham, | Sekundérer Antikorper,
HRPO-gekoppelt Massachusetts 1:10.000 in TBS-T
F(ab’),-Fragment anti- Esel Dianova, Hamburg | Bestimmung der Oberfla-

Maus-IgM Cy-5-
gekoppelt

chenexpression von IgM
auf DT40-Zellen, 1:1.000
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Isotypenkontrolle IgG; Maus BD, Franklin Isotypenkontrolle bei Im-
Lakes, New Jersey | munoprazipitationen mit
anti-GFP: 2 ug/ml

Isotypenkontrolle 1IgG,a | Maus BD, Franklin Isotypenkontrolle bei Im-
Lakes, New Jersey | munoprazipitationen mit
anti-Syk: 2 pg/mi

Isotypenkontrolle Ka- Kaninchen | CST, Danvers, Isotypenkontrolle bei Im-

ninchen polyklonal Massachusetts munoprazipitationen mit
anti-SLP65 und anti-PLC-
y2: 1:10.000

Tabelle 5: Verwendete Antikdrper

2.13 Zelllinien

DT40 (ATCC CRL-2111)

Diese Huhner-B-Lymphozyten-Zelllinie ist durch die Infektion eines Hyline SC Huhns
mit dem avian leukosis virus (ALV) und der Isolierung der Zellen aus einem bursalen
Lymphom entstanden (Baba und Humphries 1984). DT40 exprimiert IgM auf der
Oberflache und eignet sich fur die Etablierung von knock-out Zelllinien (Winding und
Berchtold 2001). In dieser Arbeit wurden DT40-wildtyp-Zellen und DT40-Zellen, die
entweder Syk oder SLP65 nicht exprimieren, als heterologes Expressionssystem

verwendet.

DG-75 (ATCC CRL-2625)
Diese humane B-Lymphozyten-Zelllinie entstammt einem Burkitt-Lymphom, ist EBV-
negativ und exprimiert auf der Zelloberflache IgM (Ben-Bassat et al. 1977). Sie wur-

de in dieser Arbeit als heterologes Expressionssystem fur Syk verwendet.

Ramos (ATCC CRL-1596)

Ramos ist eine weitere humane B-Lymphozyten-Zelllinie, die ebenfalls aus einem
Burkitt-Lymphom entstammt, EBV-negativ ist und wiederum IgM auf der Zelloberfla-
che exprimiert (Klein et al. 1975). Sie wurde in dieser Arbeit fir Immunoprazipitati-

onsexperimente von Syk verwendet.
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PlatE

Die adharente Zelllinie PlatE basiert auf der Zelllinie HEK293T und wurde mit dem
gag-pol- und env-Gen des murinen Leukadmievirus MMLV transfiziert (Morita et al.
2000). In dieser Arbeit wurden sie als Helferzelllinie zur Produktion von Retroviren

zur retroviralen Transfektion von DT40- und DG-75-Zellen verwendet.

Bakterienzelllinien

E.coli Stamm Topl1OF (Invitrogen, Carlsbad, Vermehrung von Plasmid-DNA
Kalifornien)

E.coli Stamm BL21 (Novagen, Darmstadt) Expression von GST-

Fusionsproteinen
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von cDNA erfolgte nach dem Prinzip der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), das erstmals 1986 von Mullis et al. beschrieben wurde. Die
PCRs in dieser Arbeit wurden mit dem Phusion Kit von Finnzyme (Vantaa, Finnland)
in dem PCR Mastercycler EP Gradient von Eppendorf, Hamburg durchgefiihrt. Dabei

wurden stets folgender Standard-PCR-Ansatz und folgendes Standardprotokoll ge-

wahlt:
Komponente Konzentration / Menge
DNA-Vorlage 0,01 pg/ul
5 -Primer 0,5 uM
3'-Primer 0,5 uM
dNTPs Je 200 uM
Puffer 1x
Phusion-DNA-Polymerase 0,015 U/ul
ddH,0 Ansatz auf 20ul auffillen
Tabelle 6: PCR-Standard-Ansatz
Funktion Temperatur und Zeit Anzahl
Zyklen
Initiale Denaturierung 98°C fur 30 sec 1x
Denaturierung 98°C fir 15 sec
Primer-Anlagerung Temperatur abhéngig vom Primer
(siehe 2.10, Seite 21 - 23) fur 20 sec | 32x
Polymerisation 72°C fur 20 sec je kB des zu ampli-
fizierenden DNA-Abschnittes
Abschliel3ende Polymerisation 72°C fur 10 min 1x

Tabelle 7: PCR-Standard-Protokoll

3.1.2 Mutagenese-Polymerase-Kettenreaktion

AuBer zur Amplifizierung von DNA-Abschnitten kann die PCR auch zur Mutagenese
von einzelnen Basentriplets und daraus folgend zur Punktmutation von Proteinen
eingesetzt werden. Dazu benétigt man einen zirkularen DNA-Vektor mit dem zu mu-
tierenden DNA-Abschnitt. Die beiden Primer werden so gewahlt, dass das zu mutie-
rende Basentriplet von circa finfzehn Basenpaaren flankiert wird. Das zu mutierende

Basentriplet wird nicht komplementar zur Vorlage gewéhlt, sondern durch das ge-
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winschte Triplet ausgetauscht. Die flankierenden Basenpaare sorgen dafir, dass
sich die Primer dennoch an die DNA anlagern. Die Primer sind dabei direkt komple-
mentar zueinander. Da die Vorlage zur Amplifizierung als zirkulare DNA vorliegt, wird
sie von nur einem Bereich ausgehend komplett amplifiziert, der Bereich des Primers
jedoch dabei mutiert. Fur den Ansatz zur PCR wurde dabei der gleiche Standard wie

oben beschrieben gewahlt, jedoch wurde das Cycling-Protokoll angepasst:

Funktion Temperatur und Zeit Anzahl Zyklen

Initiale Denaturierung 98°C fur 30 sec 1x

Denaturierung 98°C fur 15 sec

Primer-Anlagerung 70°C fur 30 sec

Polymerisation 72°C fur 15 sec je kB des zu ampli- | 25x
fizierenden DNA-Abschnittes

Abschliel3ende Polymerisation | 72°C fur 3 min 1x

Tabelle 8: Mutagenese-PCR-Protokoll

Nach der Mutagenese-PCR wurde der Ansatz fur 1 h bei 37°C mit 20 U des Restrik-
tionsenzyms DPNI inkubiert, das die Sequenz GATC schneidet, wenn Adenosin me-
thyliert ist. Die Vorlage aus Bakterienzellen ist methyliert, die amplifizierte DNA je-
doch nicht, so dass bei dem Verdau nur die mutierte DNA (brig bleibt. Die resultie-
rende DNA wurde in kompetente Bakterien transformiert (siehe 3.1.8, S.31), ein

PCR-Ansatz ohne Phusion-DNA-Polymerase diente als Negativkontrolle.

3.1.3 Overlab extension PCR

Eine dritte Anwendungsmoglichkeit der PCR besteht in der Deletion von einzelnen
Basenabschnitten der DNA mittels der overlab extension PCR, die zur Klonierung der
DNA von Syk-B, der kirzeren Isoform von Syk, verwendet wurde. Dabei wird in einer
ersten PCR die DNA 5° und 3‘ des zu deletierenden Bereiches amplifiziert. Die Pri-
mer, die an dem zu deletierenden Bereich ansetzen, enthalten dabei auch eine Se-
guenz, die komplementar zur DNA auf der anderen Seite des zu deletierenden Be-
reiches liegt, so dass der Primer also diesen Bereich Uiberspannt.

Der PCR-Ansatz und das PCR-Programm erfolgte dabei wie oben angegeben. Die
DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel extra-
hiert (siehe 3.1.4 und 3.1.5) und eine zweite PCR wurde angeschlossen. Dabei wur-
den Primer, die den gesamten DNA-Abschnitt umspannen und beide zuvor amplifi-
zierten DNA-Fragmente hinzugegeben. Der PCR-Ansatz und das PCR-Programm
erfolgten danach wie in 3.1.1 beschrieben. Die beiden zuvor amplifizierten DNA-
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Fragmente lagerten sich so im mittleren Bereich zusammen, so dass nun ein DNA-
Fragment entsteht, das der Vorlage entspricht, jedoch nicht den Bereich, den die

Primer der ersten PCR Uberspannt haben, enthélt.

3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die  GroRenaufteilung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Dafur wurde 1% Agarose in TAE-Puffer gegeben und in einer
Mikrowelle aufgekocht, der Lésung wurde 0,01% Ethidium-Bromid zugesetzt und in
eine Form zum Abkihlen und Erstarren gegeben. In freigelassene Beladungstaschen
wurde die aufzutrennende DNA vermischt mit DNA-Laufpuffer und ein DNA-
GroRRenstandard pipettiert. Die Auftrennung der DNA erfolgte in einer mit TAE gefull-
ten Gelkammer bei 150 V angelegter Spannung. Das zugegebene Ethidiumbromid
interkalierte in die aufgetrennte Doppelstrang-DNA, so dass diese mittels UV-Licht
der Wellenlange 302 nm sichtbar gemacht und fotografiert werden konnte.

3.1.5 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Zur Weiterverwendung der mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-
Fragmente wurden die entsprechenden Bereiche des Agarose-Gels ausgeschnitten
und die DNA aus dem Gel mittels des Wizard® SV Clean-Up Kits von Promega, Ma-
dison, Wisconsin nach Anweisung des Herstellers extrahiert. Die DNA wurde in

ddH,0 eluiert und bei -20°C gelagert beziehungsweise weiterverarbeitet.

3.1.6 Klonierung von PCR-Produkten in den pCRII-TOPO-Vektor

Zur Sicherung von PCR-Produkten wurden diese zunéchst mittels Agarose-
Gelelektrophorese isoliert, aus dem Gel extrahiert und anschliel3end in den pCRII-
TOPO-Vektor kloniert. Dazu wurde die extrahierte DNA in 17 ul ddH,O eluiert und
zunachst mit 2 ul Tag-Puffer, 1 pl dNTPs (Zielkonzentration je 500 uM) und 1 U Tag-
DNA-Polymerase fur 30 min bei 72°C inkubiert. Die Tag-DNA-Polymerase fiigt an die
3‘-Enden der PCR-Produkte ein zusatzliches Adenosin an. Diese A-Uberhange kon-
nen dann fur die Klonierung in den pCRII-TOPO-Vektor verwendet werden, da dieser
an der Insertionsstelle fur das zu klonierende DNA-Fragment, die von einer To-
poisomerase offengehalten wird, T-Uberhange an den 5-Enden hat. Fiir die Klonie-
rung wurde das TOPO® TA Cloning® Kit verwendet. 5,5 pl des DNA-Fragmentes mit
A-Uberhangen wurde mit 1 yl Salzlésung (Bestandteil des Kits) und 0,5 pl des pCRII-
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TOPO-Vektors fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach in kompetente

Bakterien transformiert (siehe 3.1.8).

3.1.7 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Herstellung kompetenter E.coli-Bakterien erfolgte modifiziert nach Hanahan
(1983). Dazu wurden diese in 150 ml LB-Medium bei 37°C bis zu einer photometri-
schen Dichte von ODgyo 0,45 — 0,55 kultiviert und anschlieRend fir 10 min bei 4°C
und 2.000 g zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 30 ml TFB-I-Puffer aufgelost
und far 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Bakterien-
pellet in 6ml eiskaltem TFB-II-Puffer aufgelost, jeweils 100 pl aliquotiert, in flussigem

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

3.1.8 Transformation von kompetenten Bakterien

100 pl chemisch kompetente E.coli-Topl10F -Bakterien wurden mit 10 — 50 ng DNA
fur 10 min auf Eis inkubiert und anschliel3end einem Hitzeschock bei 42°C fir 45 sec
ausgesetzt, bevor sie fur weitere 2 min auf Eis und anschlieRend mit 800 ul LB-
Medium fir 30 min bei 37°C und 400 rpm in einem Thermomixer inkubiert wurden.
Nach Zentrifugation fir 2 min bei 5.000 g wurde das Bakterienpellet in 200 pl LB-
Amp- oder LB-Kan-Medium aufgeldst und auf vorgewéarmte Bakterienplatten ausge-
strichen. Die Bakterienplatten bestanden aus LB-Amp- oder LB-Kan-Medium mit 2%
Agar und wurden tUber Nacht bei 37°C inkubiert.

Bei der Transformation von pCRII-TOPO-Vektoren wurden die Bakterienplatten zu-
satzlich mit 40 pl X-gal (40 mg/ml) und 40 yl IPTG (100 mM) versetzt. Kommt es zur
Ligation des Vektors ohne inseriertes DNA-Fragment, kann auf dem Vektor das Gen
fur eine Galaktosidase unter IPTG-Stimulation abgelesen werden, welches X-Gal zu
Galactose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl hydrolysiert. Letzteres sorgt dafir, dass sich
die Kolonie von Bakterien blau verfarbt. Wird das zu klonierende DNA-Fragment je-
doch in den pCRII-TOPO-Vektor integriert, kann keine Galaktosidase mehr exprimiert
werden und die Bakterienkolonie bleibt weil3, so dass zwischen Bakterienklonen mit

und ohne kloniertes DNA-Fragment unterschieden werden konnte.

3.1.9 Kulturbedingungen der Bakterien
Einzelne transformierte Bakterienkolonien einer Bakterienplatte wurden in 5 ml LB-
Amp oder LB-Kan uberfuhrt und in einem Schittelinkubator bei 37°C und 300 rpm
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Uber Nacht vermehrt. Zur weiteren Vermehrung des Bakterienklons wurde 1 ml die-
ser Ubernachtkultur in 150 ml LB-Medium mit Antibiotikum tiberfiihrt und erneut tiber
Nacht bei 37°C und 300 rpm inkubiert.

3.1.10 Praparation von Plasmiden

Die Praparation der Plasmid-DNA aus transformierten Bakterienklonen wurde aus 4
ml beziehungsweise 150 ml einer Ubernachtkultur mit dem PureYield™ Plasmid Mi-
niprep Kit beziehungsweise zur Isolierung groRerer Mengen an Plasmid-DNA mit
dem PureYield™ Plasmid Midiprep Kit (beide von Promega, Madison, Wisconsin)
nach Anweisung des Herstellers durchgefuhrt und die DNA in ddH»O eluiert.

3.1.11 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaure

Zur Bestimmung der Konzentration von DNA wurde mit einem Photometer von Ep-
pendorf, Hamburg die Absorption bei 260 nm Wellenlange gemessen. Dabei ent-
spricht bei einer Kivette mit 10 mm Schichtdicke eine ODyso von 1 in etwa einer

DNA-Konzentration von 50 ug/ml H,O.

3.1.12 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung zur Kontrolle von klonierten und mutierten DNA-Fragmenten er-
folgte mittels der Didesoxy-Methode (Sanger et al. 1977) durch die Firmen MWG
(Ebersberg), StarSEQ (Mainz) und SeqLab (Go6ttingen).

3.1.13 Restriktionsverdau

DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen gespalten, um DNA-Fragmente aus ei-
nem Vektor zur weiteren Verwendung herauszuschneiden oder um klonierte Kon-
strukte zu kontrollieren. Die Restriktion erfolgte dabei in 15 yl Ansatzen mit ein oder
zwei Restriktionsenzymen von NEB (Ipswich, Massachusetts) nach Angaben des
Herstellers. Die Restriktionsansatze wurden fir 1 — 2 h bei 37°C inkubiert, die ver-
dauten DNA-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und gegebe-

nenfalls wurden aus dem Gel einzelne Fragmente zur Weiterverwendung isoliert.

3.1.14 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten und Vektoren, die mit den gleichen Restriktions-
enzymen verdaut und nach Agarose-Gelelektrophorese isoliert wurden, erfolgte mit
0,5 pl der T4 DNA-Ligase in 10 ul Reaktionsansatzen tber Nacht bei 15°C. Der Vek-
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tor wurde vor der Ligation fur 30 min mit 10 U einer 5° DNA-Phosphatase (CIP von
NEB, Ipswich, Massachusetts) bei 37°C inkubiert, um die Selbstligation des Vektors
zu vermeiden. Der Ligationsansatz wurde in kompetente E.coli-Bakterien transfor-
miert, die DNA aus den Bakterienklonen isoliert und mittels Restriktionsverdau und

Sequenzierung kontrolliert.

3.1.15 Linearisierung und Ethanolféllung von Vektoren

Die Linearisierung von zirkularer Plasmid-DNA zur Elektroporation von eukaryoten
Zellen erfolgte in einem Restriktionsansatz mit 350 pl Volumen mit 30 — 40 ug DNA
und dem Restriktionsenzym PVUI (NEB, Ipswich, Massachusetts) nach Herstelleran-
gaben Uber Nacht bei 37°C. Zur Isolierung von linearisierten DNA-Vektoren wurde
dem Restriktionsansatz ein Zehntel seines Volumens 5 M NaCl-Lésung und danach
das 2,5-fache Volumen an eiskaltem 100% Ethanol zugefiigt und danach fir 30 min
bei -80°C belassen. Die Proben wurden dann bei RT fur 10 min mit 16.000 g zentri-
fugiert, der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 1 ml 70% Ethanol gewa-
schen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das DNA-Pellet fir 15 min bei RT ge-

trocknet und dann in 700 pl PBS-Puffer aufgeltst.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kulturbedingungen

Alle verwendeten nicht-adhéarenten Zelllinien wurden in RPMI-1640-Medium mit 10%
hitzeinaktiviertem FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Strepto-
mycin bei 37°C, 5% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium fir die
Huhnerzelllinie DT40 enthielt auRerdem 1% hitzeinaktiviertes CS. Je nach Teilungs-
rate und Dichte der Zellen wurden alle ein bis zwei Tage ein Teil der Zellen verworfen
und die restlichen Zellen mit neuem Medium verdinnt.

Die Zentrifugation erfolgte, sofern nicht anders angegeben, fir 4 min bei 300 g und
RT. Zur Bestimmung der Zelldichte wurde die Zellzahl in einer geeignet verdiinnten

Probe mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt.

3.2.2 Kultivierung von adhérenten Zellen
Die adharente Zelllinie PlatE wurde in DMEM-Medium mit 10% hitzeinaktiviertem

FCS, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin und unter Selektionsdruck durch 10
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pg/ml Blasticidin und 2 pg/ml Puromycin bei 37°C, 5% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit
kultiviert.

Zur Verdinnung oder Expansion der Zellen auf weitere Zellkulturschalen wurde das
Medium abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen und die Zellen mit 2 ml
Trypsin/EDTA-LOsung fur 2 min bei 37°C inkubiert, so dass sich die adhéarenten Zel-
len I6sten. Das Trypsin wurde mittels DMEM-Medium inaktiviert und die Zellen an-
schlieRend abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in frischem Medi-
um aufgenommen und gegebenenfalls verdinnt oder auf mehrere Zellkulturschalen

expandiert.

3.2.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zur langeren Einlagerung wurden circa 1x10’ Zellen abzentrifugiert und die Zellen in
1 ml hitzeinaktiviertem FCS mit 10% DMSO aufgenommen, in Kryo-Rohrchen tber-
fuhrt und bei -140°C eingefroren. Zur erneuten Verwendung wurden die Zellen in ei-
nem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und mit 10 ml des entsprechenden Medi-
ums verdinnt, abzentrifugiert und anschlieRend in frischem Medium aufgenommen

und auf Zellkulturschalen gebracht.

3.2.4 Transfektion durch Elektroporation

Die Elektroporation von DT40- und DG-75-Zellen erfolgte nach Dower et al. (1988).
Dazu wurden 1,5x10° Zellen abzentrifugiert und einmal mit 1 ml PBS gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in PBS, das 30 — 40 ug des zuvor
linearisierten und durch Ethanolféallung isolierten Transfektionsvektors enthielt, aufge-
I6st und far 10 min in einer Elektroporationskivette auf Eis inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Elektroporation mit dem Elektroporationssystem GenePulser von Biorad,
Minchen mit 250 V Spannung bei 960 uF. Die Zellen wurden danach in 12 ml vor-
gewarmten DT40- beziehungsweise DG-75-Medium aufgenommen und Uber Nacht
kultiviert, bevor weitere 28 ml Medium und zur Selektion der transfizierten Zellklone
Puromycin mit einer Endkonzentration von 2 ug/ml zugefligt und die Zellen auf zwei
96-Kammer-Platten aufgeteilt wurden. Nach circa 10 Tagen waren die transfizierten
Zellklone sichtbar und konnten auf separate Zellkulturplatten Gberfihrt werden. Mit-
tels Westernblot-Analyse (siehe 3.3.3, Seite 40) wurden die Klone auf ihre Expressi-
on hin untersucht. Drei Klone wurden ausgewahlt und vermischt, um klonale Beson-

derheiten der Einzelklone (klonale Effekte) zu vermeiden.
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3.2.5 Retrovirale Transfektion

Die Retroviren fur die Transfektion von DT40- und DG-75-Zellen wurden mit Hilfe der
Zelllinie PlatE nach Morita et al. (2000) hergestellt. Dazu wurden die PlatE-Zellen
einen Tag vor der Transfektion auf 6 cm Zellkulturplatten aufgeteilt, so dass sie bei
der Transfektion eine Dichte von 50 — 70% erreicht haben. Zur Transfektion der
PlatE-Zellen wurden nacheinander 200 pl RPMI-Medium, 7,5 pl FUGENE (Roche,
Risch, Schweiz), 1,9 ug des retroviralen Expressionsvektors pMSCVpuro und 0,7 ug
von phCMV-VSV-G vermischt und fir 30 min bei RT inkubiert. Ohne phCMV-VSV-G
konnten die resultierenden Retroviren nur Zellen muriner Herkunft infizieren, phCMV-
VSV-G sorgt fur eine Pseudotypisierung. Das PlatE Medium wurde abgesaugt und
4 ml frisches DT40- beziehungsweise DG-75-Medium auf die PlatE-Zellen gegeben,
bevor der Transfektionsansatz tropfenweise dazugegeben wurde. Die PlatE-Zellen
wurden dann fir 48 h unter Standard-Zellkultur-Bedingungen inkubiert und gaben in
dieser Zeit die Retroviren in den Uberstand ab. Dieser Uberstand wurde dann zur
Transfektion der DT40- beziehungsweise DG-75-Zellen verwendet und daflr
zunachst steril in eine neue 6 cm Zellkulturschale durch einen Filter mit 0,45 um
PorengroRe filtriert. 1x10° der zu transfizierenden Zellen wurden zentrifugiert und das
Zellpellet in 1,5 ml frischen Medium aufgenommen und zu den Retroviren gegeben.
Zusatzlich wurde Polybrene mit einer Zielkonzentration von 3 ug/ml hinzugeftigt und
die Zellen fir 24 h unter Standard-Zellkultur-Bedingungen inkubiert. Die Zellen
wurden dann erneut zentrifugiert, in 5 ml frischem Medium aufgenommen und fur
weitere 24 h inkubiert, bevor 1 pug/ml Puromycin zur Selektion der transfizierten
Zellen hinzugegeben wurde. Alle beschriebenen Arbeitsschritte mit pseudotypisierten
Retroviren wurden nach den S2-Sicherheits- und Arbeitsvorschriften vorgenommen.
Die retrovirale Transfektion von Zellen hat den Vorteil, dass dabei keine Zellklone
entstehen, sondern stets eine Vielzahl von Zellen transfiziert wird. Klonale Effekte

werden somit ausgeschlossen.

3.2.6 Analyse der Citrin-Expression

Zur Messung der Transfektionseffizienz von Citrin- oder GFP-gekoppelten Konstruk-
ten wurden 1x10° Zellen abzentrifugiert, einmal mit 1 ml PBS gewaschen, erneut
zentrifugiert und das Zellpellet in 500 pl PBS aufgenommen. Anschliel’end wurde der
Farbstoff in den Zellen im Durchflusszytometers FACS-Calibur (BD, Franklin Lakes,
New Jersey) mit einem Laser der Wellenlange 488 nm angeregt und die Emission bei
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500 — 560 nm detektiert. Als Kontrolle dienten untransfizierte DT40- oder DG-75-
Zellen. Die erzeugten Daten wurden mittels des Programms FlowJo (Tristar) ausge-

wertet.

3.2.7 Analyse der Oberflachenexpression von IgM

Zur Analyse der IgM-Expression nach BZR-Stimulus auf der Zelloberflache von
DT40-Zellen wurden 1x10° Zellen abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Zellen einmal mit 1 ml PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die
Zellen in 400 yl RPMI ohne Zusatze aufgenommen und mit 2 pg/ml des anti-IgM-
Antikérpers M4, ein muriner IgM-Antikorper, fur gewlnschte Stimulationszeiten bei
37°C inkubiert und 30 sec vor Ende der Stimulationszeit fur 10 min auf Eis abgekuhilt,
um die Stimulation zu stoppen. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert, einmal mit 1
ml PBS gewaschen in 500 yl PBS aufgenommen und mit 0,5 ul anti-Maus-IgM ge-
koppelt an den Farbstoff Cy-5 fur 10 min auf Eis und in Dunkelheit inkubiert. Die Zel-
len wurden erneut mit 1 ml PBS gewaschen und nach Zentrifugation in 500 ul PBS
aufgenommen und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Daflir wurde der Farbstoff
Cy-5 mit einem Laser mit 646 nm Wellenlange angeregt und die Emission bei
664 nm gemessen. Als Kontrolle dienten DT40-Zellen, die nicht mit Anti-lgM, aber mit
Cy-5 inkubiert wurden. Die Daten wurden mittels des Programms FlowJo (Tristar)

ausgewertet.

3.2.8 Analyse des BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstroms

Zur Bestimmung des BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstroms wurden 1x10° DT40-
oder DG-75-Zellen abzentrifugiert und das Pellet in RPMI mit 5% FCS aufgenom-
men. Zu den Zellen wurde der kalziumabhéangige Farbstoff Indo-1-AM mit einer Ziel-
konzentration von 1 uyM und das Detergens Pluronic F-127 mit einer Zielkonzentrati-
on von 0,015% gegeben. Indo-1-AM ist ein ungeladenes Molekil, das die Zellmemb-
ran Uberwinden kann. Intrazellular wird Gber unspezifische zytoplasmatische Estera-
sen eine Esterbindung gespalten und das resultierende geladene Indo-1 verbleibt
intrazellular. Die Zellen wurden bei 30°C und 500 rpm fur 25 min in einem Ther-
mocycler inkubiert, bevor 700 ul RPMI mit 10% FCS zu den Zellen gegeben wurde
und die Zellen fur weitere 10 min bei 37°C und 500 rpm inkubierten. Die Zellen wur-
den anschlieRend mit 1 ml Krebs-Ringer-L6sung gewaschen und nach Zentrifugation

in 700 pl Krebs-Ringer-Losung mit 1 mM CacCl, aufgenommen.
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Der BZR-abhangige Kalziumionen-Einstrom wurde an dem Durchflusszytometer
FACS-Calibur (BD, Franklin Lakes, New Jersey) bei RT gemessen. Daflr wurde
nach Anregung des Farbstoffs mit einem Laser mit 350 nm Wellenldnge das Verhalt-
nis der Emission von blauem Indo (ohne Kalzium) bei 530 nm zu violettem Indo (mit
Kalzium) bei 405 nm gemessen. Nach Messung des Verhéltnisses im unstimulierten
Zustand wurden nach 25 sec die DT40-Zellen mit 0,2 - 2 ug/ml Anti-Huhn-IgM (M4)
und DG-75-Zellen mit 10 pg/ml F(ab’)2-anti-Human-IgM stimuliert und das Verhaltnis
405/530 nm Emission fur weitere 3 — 30 min gemessen.

Zur getrennten Betrachtung des Kalziumionen-Einstroms ins Zytosol aus intrazellula-
ren Speichern und aus dem Extrazellularraum wurde eine add-back Messung durch-
gefuhrt. Dafur wurden die Zellen vor der Messung in Krebs-Ringer-Lésung mit 0,5
mM EGTA aufgenommen, um extrazellulare Kalziumionen zu chelatieren. Nach Sti-
mulation der Zellen und Messung des Kalziumionenflusses aus intrazellularen Spei-
chern wurde nach 5 min Messzeit 1 mM CaCl, zu den Zellen gegeben, das nun als
extrazellulares Kalzium in die Zelle stromte und gemessen werden konnte.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm FlowJo und nach Export der
Daten mit Microsoft Excel. Die Beladung der Zellen und die Messung am Durch-
flusszytometer erfolgte nach einem Protokoll von Dr. Michael Engelke (Engelke et al.
2002).

3.2.9 Stimulation von Zellen

Die zu stimulierenden Zellen wurden abzentrifugiert, in RPMI-Medium ohne Zuséatze
aufgenommen, die Zellzahl bestimmt und bei mehreren Zelllinien gegebenenfalls an-
gepasst. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert und pro Stimulationszeitpunkt in 1 ml
RPMI ohne Zusatze aufgenommen und fur 30 min bei 37°C inkubiert, um Einflisse
durch FCS zu minimieren. Fur die Stimulation durch den BZR wurden 2 pg/ml Anti-
Huhn-IgM (DT40) oder 10 pg/ml F(ab’)2-anti-Human-IgM (DG-75 oder Ramos) hin-
zugegeben und bis 30 sec vor der gewollten Stimulationszeit bei 37°C inkubiert und

dann fur 10 min auf Eis abgekuhlt, um die Stimulation zu stoppen.

3.2.10 Zelllyse

Zur Lyse von Zellen wurden diese fur 4 min bei 4°C und 450 g abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen, circa 20 pl Lysepuffer pro 1x10° Zellen hinzugefiigt und fir 10
min bei 4°C inkubiert, bevor das Lysat fuir 10 min bei 4°C und 16.000 g zentrifugiert
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wurde. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR tberfiihrt und als geklartes zellula-
res Lysat (CCL) je nach Verwendungszweck entweder mit 1/3 des bestehenden Vo-
lumens an 4x Laemmli Puffer fir 5 min bei 95°C erhitzt oder weiterverwendet fur Im-

muno- oder Affinitatsprazipitationen (siehe 3.3.6 und 3.3.7, Seite 42 — 43).

3.2.11 Konfokale Laser-Mikroskopie von lebenden Zellen

Die Analyse von DT40- und DG-75-Zellen mittels der konfokalen Laser-Mikroskopie
erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. M. Engelke.

Um die Lokalisation von Citrin-Syk in DT40- und DG-75-Zellen und von Citrin-SLP76
in DT40-Zellen nach BZR-Stimulation zu bestimmen, wurden 0,5x10° Zellen mit 1 ml
Krebs-Ringer-Lésung gewaschen und nach Zentrifugation in 200 pl Krebs-Ringer-
Lésung mit 1 mM CaCl, aufgenommen und in einen 4-Kammer-Objekttrager gege-
ben. Bis zur Messung wurden die Zellen bei 37°C gelagert. Am konfokalen Laser-
Mikroskop wurde Citrin mit 514 nm angeregt und die Emission wurde bei 530 — 600
nm detektiert. DT40-Zellen wurden mit 2 pg/ml anti-Huhn-IgM (M4) und DG-75-Zellen
mit 10 pg/ml F(ab’).-anti-Human-IgM stimuliert und die Lokalisation von Citrin-Syk
beziehungsweise Citrin-SLP76 alle 2 min fotografiert.

Die Auswertung der Bilder erfolgte mit dem Programm ImageJ. Dafur wurde die Ratio
der Farbintensitat eines zwei Pixel breiten Rings im Bereich der Zellmembran zur
Farbintensitat im intrazellularen Bereich bei 30 — 50 Zellen pro Stimulationszeitpunkt
gebildet, der Mittelwert errechnet und auf den unstimulierten Zustand der Zelle nor-

miert. Der p-Wert wurde durch Excel mit dem Student-T-Test bestimmt.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteingemischen nach der ProteingréRe mittels SDS-PAGE
wurden die Proben durch Erhitzen auf 95°C fur 5 min in Laemmli-Puffer denaturiert
und anschlieRend in die Kammern eines Natriumdodecylsulfat-(SDS)-Polyacrylamid-
Gels Uberfuhrt (Laemmli 1970). Der obere Teil des Gels (Sammelgel) enthielt 4,8%
Polyacrylamid und wurde zur Konzentrierung der Probe am Ubergang zum unteren
Teil des Gels mit 10% Polyacrylamid (Trenngel) verwendet. Fiur die Elektrophorese
wurde in vertikalen Gelkammern (Biorad, Minchen) ein Strom von 10 mA fir 30 min
zum Sammeln der Probe und fir weitere 75 min von 25 mA zum Auftrennen ange-

legt. Als GrolRenvergleich wurde ein vorgefarbter Proteinmarker (7 — 175 kDa, Invit-
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rogen, Carlsbad, Kalifornien) verwendet. Die Gele mit den aufgetrennten Proteinen
wurden entweder mittels Coomassie gefarbt oder einer Westernblot-Analyse zuge-
fuhrt.

3.3.2 Coomassie-Farbung

Zur Anfarbung von SDS-PAGE-Gelen mit Coomassie wurden diese Uber Nacht mit
10 ml Coomassie Blue R250 (Roth, Karlsruhe) bei RT inkubiert und anschlielRend
wurde durch Waschen mit Wasser uberschissige Coomassie-Losung entfernt und

das gefarbte Gel fotografiert.

3.3.3 Westernblot-Analyse

Fur die Westernblot-Analyse von Proteingemischen wurden diese mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und die Proteine auf Nitrocellulose-Membranen in semi dry Blot-
Kammern von Hoefer, Holliston, Massachusetts tbertragen. Dafir wurde eine mit
Transferpuffer getrankte Filtermembran auf die Anode gelegt und darauf nacheinan-
der die Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und eine weitere Filtermembran mit
Transferpuffer geschichtet. Die Kathode wurde auf den beschrieben Stapel gedrtckt
und ein Strom von 200 mA und 16 V fir 1 h angelegt. Nach dem Proteintransfer wur-
de die Zellulosemembran fur 1 h mit Block-Puffer inkubiert, um unspezifische Bin-
dungsstellen fur Proteine zu blockieren, bevor die Membran tber Nacht bei 4°C mit
einem primaren Antikérper gegen das zu detektierende Protein inkubiert wurde. Nach
dreimaligem Waschen der Membran mit TBS-T fir je 5 min wurde sie mit einem se-
kundaren, an Meerschweinchen-Peroxidase (HRPO) gekoppelten und gegen den
primaren Antikdrper gerichteten Antikdrper fir 1 h bei 4°C inkubiert. Die Membran
wurde weitere drei Mal mit TBS-T fur jeweils 10 min gewaschen, bevor sie mit ECL-
LAsung inkubiert wurde. Die an den sekundaren Antikérper gekoppelte Peroxidase
fihrte bei Inkubation mit ECL zu einer lichtemittierenden Reaktion, die Uber das
Chemi Lux Imager System von Intas (G6ttingen) bei einer Beleuchtungszeit von 0,5 —
10 min digital fotografiert wurde. Die densitometrische Auswertung der Western-Blot
Bilder erfolgte mit dem Programm ImageJ.

Sollte auf der gleichen Zellulosemembran ein zweites Protein detektiert werden, so
wurde die Peroxidase des sekundéaren Antikdrpers durch Inkubation mit 0,01% NaN3
in TBS-T fur 1 h inaktiviert. Die erneute Detektion eines Proteins in der Membran ver-

lief wie bereits beschrieben.
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3.3.4 Expression und Isolation von GST-Proteinen

Die Expression von 14-3-3y-GST-Fusionsproteinen erfolgte nach Transformation der
cDNA von 14-3-3y in dem Vektor pGEX, die freundlicherweise von S. Beer-Hammer,
Dusseldorf bereitgestellt wurde, in den E.coli-Expressionsstamm BL21. Die resultie-
renden Klone wurden in eine 5 ml Ubernachtkultur Gberfuhrt und diese mit weiteren
45 ml LB-Amp-Medium bis zu einer photometrischen Bakteriendichte von ODggo von
circa 0,8 bei 37°C und 300 rpm inkubiert. Die Expression des GST-Fusionsproteins
stand unter Kontrolle des tac-Promotors, der tdber 0,1 mM des Laktose-Analogon
IPTG aktiviert wurde. Fur die Bestimmung der optimalen Expressionsdauer wurde
stiindlich 1 ml der Probe abgenommen, 50 pl direkt mit 15 yl 4x Laemmli fir 5 min
auf 95°C erhitzt, der Rest flr 5 min bei 4.800 g zentrifugiert und das Pellet in 1 ml
Bakterienlysepuffer resuspendiert. Die Bakterien wurden mittels Ultraschall fur 30 sec
lysiert, bevor zur zusatzlichen Lyse Triton-X100 mit einer Zielkonzentration von 1%
hinzugegeben wurde. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Proben fiir 20 min
bei 4°C und 16.000 g zentrifugiert, der Uberstand Uberfiihrt und fir 30 min mit 20 pl
Glutathion-Sepharose, das an GST bindet, bei 4°C auf einem Roller inkubiert. Die
Proben wurden zwei Mal mit Bakterienlysepuffer und 1% Triton-X100 gewaschen
und fur 3 min bei 400 g und 4°C zentrifugiert und das Pellet nach erneuter Zentrifu-
gation in 25 pl 4x Laemmli fir 5 min auf 95°C erhitzt. Durch SDS-PAGE und Farbung
des Gels mit Coomassie-Losung konnte eine optimale Expressionsdauer von drei
Stunden ermittelt werden (siehe Abb. 21, Seite 62).

Fur die tatséchliche Expression wurden 50 ml einer mit dem Vektor fur 14-3-3y-GST
transformierten Bakterienkultur mit einer photometrischen Dichte von ODgg vOn circa
0,8 fur 3 h mit 0,1 mM IPTG inkubiert. Die Bakterien wurden fir 15 min bei 3.000 g
abzentrifugiert und in 20 ml Bakterienlysepuffer aufgenommen, sechs Mal fir 30 sec
mit Ultraschall lysiert und anschliel3end mit 1% Triton-X100 fir 10 min auf Eis inku-
biert. Die Lysate wurden fiir 20 min bei 4°C und 6.000 g zentrifugiert, der Uberstand
wurde abgenommen und mit 1 ml Glutathion-Sepharose Uber Nacht bei 4°C inku-
biert. Anschlie3end wurden die Proben zwei Mal mit 5 ml Lysepuffer und 1% Triton-
X100 gewaschen und fur 3 min bei 3.000 g und 4°C zentrifugiert. Das resultierende
Pellet wurde mit 1 ml Glutathion-Elutionspuffer, der 14-3-3y-GST von den Bindestel-
len der Glutathion-Sepharose verdrangt, fur 30 min bei 4°C auf einem Roller inku-

biert. Die Proben wurden erneut zentrifugiert und der Uberstand fiir die Far-
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Westernblot-Analyse verwendet oder zum Konzentrationsvergleich mit GST und ei-
ner BSA-Verdinnungsreihe mit 4x Laemmli fir 5 min auf 95°C erhitzt und einer SDS-

PAGE und anschlieRender Coomassie-Farbung zugefuhrt.

3.3.5 Far-Westernblot

Das aufgereinigte 14-3-3y-GST-Fusionsprotein wurde zur Far-Westernblot-Analyse
der Bindung von 14-3-3y an Syk eingesetzt. Dafur wurde Citrin-Syk wt und S297A
aus stimulierten und unstimulierten DT40-Zellen, wie in 3.3.6 beschrieben, mit einem
Antikdrper gegen Citrin immunoprazipitiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
auf eine Westernblot-Membran Ubertragen. Als Kontrolle der IP dienten unspezifi-
sche Antikorper des gleichen Isotyps. Die Membran wurde zum Blocken fir 30 min
mit 2% BSA in PBS-T bei RT inkubiert und dann mit 1 pg/ml 14-3-3y-GST-
Fusionsprotein oder GST-allein in 10 ml PBS-T mit 2% BSA lber Nacht bei 4°C in-
kubiert. Die Membran wurden 3 mal fir 10 min mit PBS-T gewaschen, fur 1 h bei 4°C
mit anti-GST-Antikorper (Molecular Probes, Eugene, Oregon, 1:1.000 in 2% BSA /
PBS-T) inkubiert, erneut drei Mal fur 10 min mit PBS-T gewaschen, fur 1 h bei 4°C
mit sekundaren Antikérper inkubiert und anschlieBend wie in 3.3.3 beschrieben mit
ECL entwickelt.

3.3.6 Immunoprazipitation

Zur Immunoprézipitation von Proteinen wurden 2x10’ unstimulierte oder stimulierte
Zellen lysiert und das resultierende geklarte zellulare Lysat Gber Nacht mit 2 ug/ml
des Prazipitations-Antikbper und danach fur 1 h mit 20 ul Protein-A/G-Agarose
(SCBT, Santa Cruz, Kalifornien) bei 4°C auf einem Roller inkubiert. Als Kontrolle
dienten unspezifische, isotypengleiche Antikdrper. Die Proben wurden drei Mal fur 3
min bei 300 g und 4°C zentrifugiert und das resultierende Pellet jeweils mit 1ml Ly-
sepuffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Proben flr das in vitro
Kinase-Experiment (siehe 3.3.9) verwendet oder mit 15 pyl 4x Laemmli Puffer fur 5

min bei 95°C erhitzt und einer Westernblot-Analyse zugefihrt.

3.3.7 Affinitatsprazipitation mittels Streptaktin-Matrix

Zur Affinitatsprazipitation von STrEP-Tag gekoppeltem Syk aus DT40- oder DG-75-
Zellen wurden 3x10° Zellen abzentrifugiert, mit 25 ml PBS gewaschen und nach er-
neuter Zentrifugation in 10 ml RPMI ohne Zusatze fur 15 min bei 37°C inkubiert, be-

vor sie mit 2 yg/ml (DT40) beziehungsweise 10 pg/ml (DG-75) anti-IgM stimuliert
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wurden. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen mit 5 ml Lysepuffer ftr 10
min bei 4°C auf einem Roller lysiert und anschlieend fir 15 min bei 16.000 g und
4°C zentrifugiert. Das geklarte zellulare Lysat wurde in eine Affinitdtsprazipitations-
saule (Thermo, Waltham, Massachusetts) Uberfuhrt und mit 200 pl Strep-Taktin-
Matrix fur 1 h bei 4°C auf einem Roller inkubiert. Die Proben wurden anschlie3end
Uber die Saule funf Mal mit 1 ml Lysepuffer und einmal mit 50 ul Elutionspuffer
(Desthiobiotin) gewaschen. Die Strep-gekoppelten Proteine und ihre Bindepartner
wurden mit 500 ul Elutionspuffer eluiert und mittels Ultrazentrifugationsrohrchen bei
10.000 g und 15°C flr circa 15 min auf ein Zielvolumen von 50 pl eingedickt bevor
sie mit 18 pl LDS und 7 pyl Redox-Agens bei 72°C fur 10 min erhitzt wurden. Die Auf-
reinigung von Strep-gekoppeltem Syk erfolgte nach einem von Dr. Thomas Oellerich
etablierten Protokoll (Oellerich et al. 2009).

3.3.8 Bradfort-Methode zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in mittels Streptaktin-Matrix aufgereinigten
Proben wurde bendétigt, um diese fur SILAC-Experimente in einer 1:1 Ration zu ver-
mischen. Dazu wurden die Proben nach Bradford (1976) mit Coomassie Farbel6sung
geféarbt und die Absorption bei 595 nm photometrisch bestimmt und diese durch das

Photometer in die Proteinkonzentration umgerechnet.

3.3.9 In-vitro-Kinase-Experiment

Zur Bestimmung der Syk-Kinase-Aktivitat wurde Syk mittels eines Antikdrpers gegen
Citrin aus DT40-Zellen, die entweder wildtyp Syk (als Negativkontrolle) oder Citrin-
Syk wt oder S297A exprimieren und fur 5 min stimuliert wurden, wie beschrieben
immunopréazipitiert. Die Protein-A/G-Sepharose wurde dabei zwei Mal mit Lysepuffer
und zwei Mal mit Kinasepuffer gewaschen und schlie3lich in 25 pl Kinasepuffer auf-
genommen. Dem immunoprazipitiertem Syk wurde 25 pl ATP-Substrat-Losungen
zugesetzt und die Proben fur 15 min bei Raumtemperatur oder auf Eis (Negativkon-
trolle) inkubiert und dabei alle 5 min gevortext, bevor 50 pl Stopp-Puffer zugegeben
und die Proben fur 5 min auf Eis abgekuhlt wurden. Als Substrat diente ein Biotin-
gekoppeltes Peptid, das von Syk phosphoryliert werden kann. Je 50 pl der Probe
wurden in 4x Laemmli aufgekocht und zur Kontrolle der prazipitierten Menge an Syk
einer Westernblot-Analyse mit anti-GFP-Antikérper zugefuhrt. Die restlichen 50 pl

wurden mit 50 pl ddH,0 vermischt, in eine Kammer einer Streptavidin beschichteten
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ELISA-Platte gegeben und fur 90 min bei RT inkubiert. Dadurch wurde das Biotin-
gekoppelte phosphorylierte Substrat an die ELISA-Platten gekoppelt. Die ELISA-
Platte wurde drei Mal mit 200 ul PBS-T je Kammer gewaschen und dann mit 1 ug/ml
Anti-Phosphotyrosin in 150 pyl PBS-T mit 1% BSA je Kammer fur 90 min bei RT inku-
biert. Nach erneutem dreimaligen Waschen der Kammern mit je 200 pl PBS-T wur-
den die Proben mit sekundarem Antikorper mit einer Verdunnung von 1:500 in 100 pl
PBS-T mit 1% BSA fur 30 min bei RT inkubiert und die Kammern anschlielend er-
neut funf Mal mit je 200 yl PBS-T gewaschen.

Zum Bestimmung der Phosphorylierung der Syk-Substrate und damit zur Bestim-
mung der Kinase-Aktivitdt von Syk wurde den Proben 100 pl ABTS Losung zuge-
setzt, wodurch eine peroxidaseabhangige Farbstoffreaktion gestartet wurde. Die Ab-
sorption wurde in einem ELISA-Auslesegerat nach 1 min bei 405 nm gemessen und
der Mittelwert sowie der p-Wert mit dem Students-T-Test in Excel bestimmt.

Die Bestimmung der Kinase-Aktivitat von Syk in vitro erfolgte nach einem von Dr.

Marion Losing etablierten Protokoll.

3.4 Massenspektrometrische Methoden
Alle massenspektrometrischen Analysen von aufgereinigten Proteinen sind in Koope-
ration mit der ,Bioanalytical Mass Spectrometry“ Gruppe am MPI fur Biophysikalische

Chemie (Gottingen) unter Leitung von Prof. Dr. Henning Urlaub entstanden.

3.4.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und In-Gel-Verdau von Proteinen

Die durch Affinitatspréazipitation mit Streptaktin-Matrix aufgereinigten Proteine aus
DT40- oder DG-75-B-Zellen wurden zunachst mittels eindimensionaler PAGE (1D-
PAGE) in einem 4 — 12%-haltigem Polyacrylamid-Gradienten-Gel (NUPAGE Bis-Tris
Gel, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien) aufgetrennt und das Gel Uber Nacht mit
Coomassie-Losung gefarbt. Die entsprechende Spalte des Gels wurde ausgeschnit-
ten und in 23 Teile zerschnitten. Jedes Teil wurde mit 10 mM DTT fir 55 min bei
56°C reduziert, anschlielend mit 55 mM IAA fir 20 min bei 26°C alkyliert und
schlielich Gber Nacht bei 37°C mit modifiziertem Trypsin (Promega, Madison, Wis-
consin) verdaut. Trypsin spaltet Proteine C-terminal von Arginin und Lysin, so dass

jedes Peptid eine positive Ladung am C-Terminus hatte.
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3.4.2 Anreicherung von phosphorylierten Peptiden

Eine Schwierigkeit bei der Identifikation von Phosphorylierungsstellen besteht in der
geringen Menge von phosphorylierten im Vergleich zu unphosphorylierten Peptiden,
so dass vor der eigentlichen Messung zusatzliche Anreicherungsschritte erfolgen
mussen (Zhao und Jensen 2009). Die Anreicherung von Phosphopeptiden aus den
verdauten Gel-Fragmenten erfolgte nach einem Protokoll von Larsen et al. (2005)
Uber TiO, Chromatographie (GL Sciences Inc). Daflir wurden die verdauten Peptide
in 20 pl 80% Acetonitrii und 5% Trifluoressigsdure mit 200 mg 2,5-
Dihydroxybenzoeséure aufgeldst und auf TiO,-Saulchen geladen, drei Mal mit 20 pl
der angegebenen Lésung und funf Mal mit 20 pl 80% Acetonitril und 5% Trifluores-
sigsaure gewaschen. Danach wurde die Saule drei Mal mit 20 pl NH,OH (pH 10,5)
inkubiert, die gebundenen Phosphopeptide damit eluiert.

3.4.3 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

Die aus dem Trypsinverdau stammenden Peptide wurden, gegebenenfalls nach An-
reicherung der Phosphopeptide, mittels Flissigkeitschromatographie weiter aufge-
trennt. Dafir wurden sie zunachst tGber eine C18-Vorsaule (1,5 cm, 360 um aullerer
und 150 pym innerer Durchmesser, Reprosil-Pur 120 A, 5 ym, C18-AG, Dr. Maisch,
Ammerbuch-Entringen) mit einer Flussrate von 10 pl/min geleitet. Die gebundenen
Peptide wurden eluiert und Uber eine C18-Kapillar-Saule (15 cm, 360 um aulerer
und 75 pm innerer Durchmesser, Reprosil-Pur 120 A, 5 um C18-AG, Dr. Maisch,
Ammerbuch-Entringen) mit einer Flussrate von 300 nl/min mit einem Gradienten von
7,5 — 37,5% Acetonitril in 0,1% Methansaure tber 60 min mittels des Nano-flow-LC-

Systems 1100 (Agilent, Santa Clara, Kalifornien) geleitet.

3.4.4 Massenspektrometrische Analyse

Die durch HPLC aufgetrennten Peptide wurden in einen LTQ-Orbitrap XL Hybrid
Massenspektrometer (Thermo, Waltham, Massachusetts) Uberfiihrt. Zur Elektro-
spray-lonisierung (Fenn et al. 1989) der Peptide wurde eine Spannung von 1,8 kV
bei einer Temperatur der Kapillare von 150°C angelegt. Das Massenspektrometer
arbeitete im datenabhangigen Modus, so dass automatisch zwischen MS und
MS/MS Modus gewechselt wurde. Nach der Bestimmung der Masse/Ladung der
Peptide im MS-Modus wurden die funf lonen mit der héchsten Intensitat isoliert und

zur MS/MS-Messung der kollisionsinduzierten Dissoziations-Fragmentierung mit ei-
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ner normalisierten Dissoziationsenergie von 37,5% zugefuhrt. AnschlieRend wurde

erneut die Masse/Ladung der Fragmente bestimmt.

3.4.5 Auswertung der Daten mit MaxQuant und MsQuant

Die von dem Massenspektrometer gelieferten Rohdaten tber die Peptide und deren
Fragmente wurden zunéchst mit der MASCOT-Suchmaschine zur Peptid- und Pro-
teinidentifikation (Version 2.2.04, Matrix Science) den entsprechenden Proteinen zu-
geordnet. Der internationale Proteinindex chicken (Version 3.47) und human (Version
3.6) wurde als Sequenz Datenbank verwendet (Kersey et al. 2004). Die MS/MS-
Peak-Listen wurden mit dem MASCOT-Server abgeglichen. Dabei wurde die Mas-
sentoleranz auf 7 ppm und die MS/MS-Toleranz auf 0,8 Da gesetzt. Als variable Mo-
difikationen wurden oxidiertes Methionin und Cystein-Carbamidomethylierung ange-
geben. Bei der Phosphorylierungsanalyse wurden die Serin-, Threonin- und Tyrosin-
phosphorylierungs-Modifikationen hinzugefliigt, so dass die phosphorylierten Peptide
erkannt wurden. AuRerdem wurden gegebenenfalls die Modifikationen, die durch mit-
telschwere oder schwere Arginine und Lysine hervorgerufen werden, angegeben, um
SILAC Paare zu erkennen. Die minimale Peptidlange wurde auf sechs Aminoséauren
eingestellt.

Die weitere Auswertung der Daten der Interaktomanalyse erfolgte dann mit Hilfe der
MaxQuant Software Version 1.0.12.31 (Cox et al. 2009), die Auswertung der Analyse
der Phosphorylierungskinetik erfolgte mit dem Programm MsQuant Version 2.0b6
(Schulze und Mann 2004).
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4. Ergebnisse

4.1 Expression von Strep-Syk in DT40- und DG-75-B-Lymphozyten
Fur eine umfassende massenspektrometrische Analyse der Phosphorylierung und
der Proteininteraktionen von Syk in BZR-stimulierten B-Lymphozyten habe ich die
DNA von humanem Syk in den pAbes-STrEP-Expressions-Vektor, der mir
freundlicherweise von Dr. T. Oellerich zur Verfiigung gestellt wurde, kloniert, so dass
die DNA des ,OneSTrEP-Tag* (IBA, Goéttingen) N-terminal an Syk gekoppelt wurde
(im Folgenden als Strep-Syk bezeichnet). Mittels Elektroporation habe ich Syk-
defiziente DT40-B-Zellen mit diesem Vektor rekonstituiert und zum Ausschluss von
klonalen Effekten drei unabhangige Klone mit vergleichbarer Expression von Strep-
Syk ausgewahlt und vermischt.

Die Expression von humanem Syk in DT40 ist vergleichbar mit der Expression von
Syk in der humanen B-Zelllinie Ramos (siehe Abb. 6) und die Aktivierung des BZR-
Signalweges ist in den rekonstituierten DT40-B-Zellen vergleichbar zu DT40-wildtyp-
Zellen, wie ich mittels Westernblot-Analyse und durchflusszytometrischer

Bestimmung des BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstroms zeigen konnte (siehe

Abb. 7).
CCL
Abb. 6: Expression von Strep-Syk. Syk-defiziente DT40-B-
o éf Lymphozyten wurden mittels Elektroporation mit Konstrukten trans-
¥ I @Q' fiziert, die fir humanes Syk mit N-terminalem STrEP-Tag kodieren. Drei
» & & unabhangige Klone wurden ausgewahlt und vermischt. Die gereinigten
[ e zellularen Lysate der untransfizierten Syk-defizienten DT40-Zellen
62— . (Reihe 1), der humanen B-Zelllinie Ramos (Reihe 2) und der Transfek-
-anti-Syk - tanden (Reihe 3) wurden durch anti-Syk-Immunoblot auf ihre Expressi-
62— on von Syk hin untersucht. Als Ladekontrolle wurden die Lysate mit
E Antikdrpern gegen Aktin analysiert. Relative molekulare Massen des
. . Proteinmarkers sind links in kDa angegeben.
-anti-Aktin-
12 3

Abb. 7. Transfektion von Strep-
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Auch humane DG-75-B-Zellen habe ich mit Strep-Syk transfiziert und mittels Analyse

des BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstroms konnte ich wiederum die vergleichba-

re Aktivierung des BZR-Signalweges zeigen (siehe Abb. 8).

100000 1
80000 -
60000 1
40000 A

20000 - i

Indo (405 nm/530nm)

0

50

100 150

200

Zeit (sek)

DG75 wt == DG75 + Strep-Syk

250

300

Abb. 8. DG-75-B-Zellen zeigen in An-
und Abwesenheit von transfiziertem
Strep-Syk einen vergleichbaren Kalzi-
umionen-Einstrom. Humane DG-75-B-
Lymphozyten wurden mittels Elektropora-
tion mit Konstrukten transfiziert, die fur
Strep-Syk kodieren. Drei unabhangige
Klone wurden ausgewahlt und vermischt.
Die Zellen wurden mittels Indo-1 und
Durchflusszytometrie auf ihren BZR-
abhangigen Kalziumionen-Einstrom un-
tersucht. Der Pfeil kennzeichnet den Be-
ginn der BZR-Stimulation. Die Daten sind
reprasentativ fur drei unabhangige Expe-

rimente.

Zur Isolierung von Syk aus den transfizierten Zellen habe ich diese lysiert und nach
einem Protokoll von Dr. T. Oellerich mit Streptaktin-Matrix inkubiert, die Uber die In-
teraktion mit dem ,OneSTrEP-Tag" zu einer Affinitatspréazipitation von Strep-Syk fuhr-
te. Nach Elution mit Desthiobiotin konnte ich durch SDS-Page und anschlieRender
Coomassie-Farbung die spezifische und effektive Aufreinigung von Strep-Syk aus

DT40- und DG-75-Zellen zeigen (siehe Abb. 9).

DT40 DG75

Strep-AP Abb. 9. Strep-Syk lasst sich effektiv aus
DT40- und DG-75-B-Zellen isolieren. Die ge-

N

/@&* &) reinigten zellularen Lysate der beschriebenen
<)
Q

@\@Q transfizierten DT40- (linke Seite) und DG-75-
(rechte Seite) B-Zellen wurden mit Streptaktin-
Matrix inkubiert und nach finf Waschschritten
wurde Strep-Syk mittels Desthiobiotin eluiert.
Die resultierenden Eluate wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Lésung
gefarbt. Der Pfeil deutet auf das aufgereinigte
Strep-Syk. Relative molekulare Massen des
Proteinmarkers sind links in kDa angegeben.

175— 175-18

83— 83—

62— 62—

48- o

32— 32~

Fur Syk wurde eine Cbl-abhangige Ubiquitinylierung beschrieben (Hong et al. 2002).
Ubiquitinylierung kann zur proteasomalen Degradation von Proteinen fuhren (Salo-
mons et al. 2010). Zur Bestimmung des zeitlichen Verlaufes der Proteinmenge von
Syk in BZR-stimulierten Zellen habe ich DT40- und DG-75-Zellen flr verschiedene
Zeiten stimuliert und durch Westernblot-Analyse konnte ich fur beide Zelllinien eine

konstante Expression von Syk Uber einen Stimulationszeitraum von 60 Min zeigen
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(siehe Abb. 10). Diese Ergebnisse stimmen auch mit Ergebnissen von Kitaura et al.
(2007) Uberein. Eine mogliche Degradation von Syk konnte ich also in diesen Zellen

ausschlief3en.

DT40 DG75 Abb. 10. Syk wird weder in DT40- noch in DG-75-B-
Zellen nach BZR-Stimulation abgebaut. DT40- (linke
CcCL cCL Seite) und DG-75- (rechte Seite) B-Zellen wurden fir
0' 2" 5 10'20'30' 60" 02 510203060 angegebene Zeiten durch den BZR-Stimuliert und die
62_[.....—¢| 62_;__..__._/[ gerc_eipigten zelluldren Lysate durch Immgnoblot mit
Antikérpern gegen humanes Syk auf den Zeitverlauf der
Syk-Expression hin untersucht. Als Ladekontrolle wur-
62—r_..-..-| 62—,___...4| den die Lysate mit Antikdrpern gegen Aktin analysiert.
Relative molekulare Massen des Proteinmarkers sind
links in kDa angegeben. Die Daten sind représentativ
fur drei unabhéngige Experimente.

— anti-Syk — — anti-Syk —

— anti-Actin — — anti-Actin —
1234567 1234567

4.2 Das Phosphorylierungsprofil von Syk in aktivierten B-Zellen

Zur massenspektrometrischen Bestimmung des Phosphorylierungsprofils von Syk in
antigenstimulierten B-Zellen habe ich die in 4.1 beschriebenen DT40-Zellen fir 1, 2,
3, 5, 10 oder 20 Minuten BZR-stimuliert und aus den zellularen Lysaten Syk wie in
3.3.7 (Seite 42) und 4.1 beschrieben affinitatsprazipitiert. In Zusammenarbeit mit der
,Bioanalytical Mass Spectrometry Group“ am MPI fur biophysikalische Chemie in
Gottingen wurden die eluierten Proteine mittels 1D-PAGE aufgetrennt, mit Coomas-
sie-Losung angefarbt, die Bande bei 70 kDA herausgeschnitten und mit Trypsin ver-
daut. Nach einer Anreicherung der phosphorylierten Peptide Uber eine Titaniumdi-
oxid-Saule wurden diese auf einem Orbitrap-Massenspektrometer auf Phosphorylie-
rung hin analysiert. Die kovalente Verknipfung eines Peptides mit einer Phosphat-
gruppe fuhrt zu einer definierten Massenanderung des Peptides, welche durch das
Massenspektrometer im MS-Modus zunachst global fur das Peptid erfasst und nach
Fragmentierung des Peptides im MS/MS-Modus einer spezifischen Aminoséure zu-
geordnet werden konnte.

Insgesamt konnten 32 Phosphorylierungsstellen, darunter 15 phosphorylierte Tyro-
sin-Reste, elf phosphorylierte Serin-Reste und sechs phosphorylierte Threonin-
Reste, in Syk identifiziert werden. Es konnten alle bisher bekannten Phosphorylie-
rungsstellen bestatigt werden (in Abb. 11 schwarz dargestellt) sowie 19 neue Phos-
phorylierungsstellen (rot dargestellt) gezeigt werden. Eine Phosphorylierungsstelle in
der regulatorisch wichtigen Interdoméne B ist Serin 297, das nach einer Stimulati-
onszeit von funf Minuten die dominante Phosphorylierungsstelle zu sein scheint, da

es die gro3te Anzahl an gefundenen Phosphopeptiden aufweist (siehe Tabelle 9).
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Phosphorylierungsstelle Sequenz Peptidanzahl
Serin 297 IKSYSFPKPGHR 25
Tyrosin 352 EALPMDTEVYESPYADPEEIRPK 10
Tyrosin 525/ 526 ALRADENYYK 6
Tyrosin 630/ 631 LRNYYYDVVN 5
Tyrosin 296 SYSFPKPGHR 5

Tabelle 9. Phosphopeptidanzahl nach 5 min BZR-Stimulation. Modifiziert nach Bohnenberger et
al. (2011, S. 1553).

| | I

Y28 Y47
Y131

1 MASSGMADSA NHLPFFFGNI TREEAEDYLV QGGMSDGLYL LRQSRNYLGG FALSVAHGRK
61 AHHYTIEREL NGTYAIAGGR THASPADLCH YHSQESDGLV CLLKKPFNRP QGVQPKTGPF
121 EDLKENLIRE YVKQTWNLQG QALEQAIISQ KPQLEKLIAT TAHEKMPWFH GKISREESEQ
181 IVLIGSKTNG KFLIRARDNN GSYALCLLHE GKVLHYRIDK DKTGKLSIPE GKKEFDTLWQL
241 VEHYSYKADG LLRVLTVPCQ KIGTQGNVNF GGRPQLPGSH PATWSAGGII SRIKSYSFPK
301 PGHRKSSPAQ GNRQESTVSF NPYEPELAPW AADKGPQREA LPMDTEVYES PYADPEEIRP
361 KEVYLDRKLL TLEDKELGSG NEFGTVKKGYY QMKKVVKTVA VKILKNEAND PALKDELLAE
421 ANVMQOQLDNP YIVRMIGICE AESWMLVMEM AELGPLNKYL QONRHVKDKN IIELVHQVSM
481 GMKYLEESNF VHRDLAARNV LLVTQHYAKI SDEGLSKALR ADENYYKAQT HGKWPVKWYA
541 PECINYYKFS SKSDVWSFGV LMWEAFSYGQ KPYRGMKGSE VTAMLEKGER MGCPAGCPRE

601 MYDLMNLCWT YDVENRPGFA AVELRLRNYY YDVVN

Abb. 11. Das Phosphorylierungsprofil von humanem Syk in BZR-stimulierten DT40-B-Zellen.
Strep-Syk wurde aus DT40-B-Zellen, die fur 1, 2, 3, 5, 10 oder 20 min durch den BZR stimuliert wur-
den, mittels Streptaktin isoliert, mit Trypsin verdaut und die resultierenden Phosphopeptide nach TiO,-
Anreicherung mittels LC-MS/MS Massenspektrometrie analysiert. Der obere Anteil zeigt die Doma-
nen-Struktur von Syk mit der Lokalisation der gefundenen Phosphorylierungsstellen. Der untere Anteil
zeigt die Aminoséauresequenz von humanem Syk mit den gefundenen Phosphorylierungsstellen fett-
gedruckt. Das linker insert, das die Isoformen von Syk unterscheidet, ist unterstrichen. Neu gefundene
Phosphorylierungsstellen sind in Rot dargestellt. Modifiziert nach Bohnenberger et al. (2011, S.1552).

Durch Wiederholung der beschriebenen Versuche mit der in 4.1 beschriebenen,
transfizierten humanen B-Zelllinien DG-75 konnten, da sich die Aufreinigung als ins-
gesamt weniger effektiv herausstellte, elf der in der Literatur beschriebenen und
sechs der in DT40 neu gefunden Phosphorylierungsstellen bestétigt werden (siehe

Abb. 12). Auch Serin 297 konnte erneut als phosphoryliert gezeigt werden. Zusatzlich
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wurde Tyrosin 203 als Phosphorylierungsstelle identifiziert, das bei der Analyse der
DT40-Zellen nicht auftauchte.
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Serd4

Tyr323
Thr384
Tyr631

Abb. 12. Das Phosphorylierungsprofil von humanem Syk in BZR-Stimulierten DG-75-B-Zellen.
Strep-Syk wurde aus DG-75-Zellen, die fur 1, 2, 3, 5, 10, 20 min durch den BZR-Stimuliert wurden, mit
Streptaktin isoliert und massenspektrometrisch analysiert. In der Aminosauresequenz von humanem
Syk sind die gefundenen Phosphorylierungsstellen fett gedruckt. Das linker insert ist unterstrichen.
Phosphoryliertes Tyrosin 203, das in DT40 nicht gefundenen wurde, ist in Rot dargestellt. Unter der
Sequenz sind die in DG-75 gefundenen Phosphorylierungsstellen zusammengefasst.

Ser202
Tyr348
Tyr525

Ser295
Tyr352
Ser579

Ser297
Ser379
Tyr630

Tyr203
Ser350
Tyr526

Tyr296
Tyr364
Tyr629

4.3 Die BZR-induzierte Phosphorylierungskinetik von Syk

Nach Stimulation eines Rezeptors kommt es haufig zur dynamischen Phosphorylie-
rung einer Vielzahl von Proteinen und damit zur Aktivierung und Regulation eines
intrazellularen Signalweges (Olsen et al. 2006). Auch beim Signalweg des BZR spielt
Phosphorylierung eine entscheidende Rolle, jedoch liegen bisher keine umfassenden
massenspektrometrischen Analysen der Phosphorylierungskinetik aller beteiligten
Proteine vor (Oellerich et al. 2009).

Zur Untersuchung der Phosphorylierungskinetik von individuellen Phosphorylie-
rungsstellen von Syk wurde ein SILAC-basierter, massenspektrometrischer Versuch
durchgefihrt. Strep-Syk-exprimierende DT40-Zellen wurden metabolisch markiert, in
dem sie in drei verschiedenen Medien fir mindestens zehn Zellteilungen kultiviert
wurden, die jeweils Arginin und Lysin mit schweren oder leichten Isotopen von Koh-
lenstoff, Stickstoff und Wasserstoff in unterschiedlichen Kombinationen enthielten.
.Leichtes Medium*“ enthielt dabei unmodifiziertes Lysin (+0) und Arginin (+0), ,mittel-
schweres Medium* enthielt die Kombination aus 2Ds,*2Cg,**No-Lysin (+4) und
13Ce,N4-Arginin (+6) und ,schweres Medium® *3Cg,N,-Lysin (+8) und **Cs,*N,-

Arginin (+10). Die leichten Zellen blieben unstimuliert, wahrend die mittelschweren
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fur zwei oder funf und die schweren Zellen fur 10 oder 20 min durch den BZR-
Stimuliert wurden. Die Peptide der unterschiedlich markierten Zellen konnten von
dem Massenspektrometer auf Grund ihrer unterschiedlichen absoluten molekularen
Masse voneinander unterschieden und somit einer der drei Zelllinien, die unter-
schiedlich stimuliert wurden, zugeordnet werden.

Strep-Syk habe ich aus den Zellen mittels Streptaktin aufgereinigt, die resultierenden
Eluate in einem Verhaltnis von 1:1:1 gemischt, so dass sich in einer Probe jeweils
Syk aus unstimulierten und BZR-stimulierten (2 und 10 beziehungsweise 5 und 20
min) DT40-B-Zellen befanden. Die Proben wurden nach 1D-PAGE mit Trypsin, das
Proteine nach Arginin oder Lysin spaltet, verdaut, so dass jedes Peptid mindestens
ein Arginin oder Lysin enthalt. Die phosphorylierten Peptide wurden wie in 3.4.2 (Sei-
te 45) beschrieben angereichert, mittels LC-MS/MS untersucht und die Daten an-
schlieBend mit der MsQuant-Software ausgewertet. Durch Vergleich der Peak-
Intensitaten konnte der Verlauf der Phosphorylierung der einzelnen Phosphorylie-
rungsstellen nach BZR-Stimulus bestimmt werden. Durch den Vergleich zum unsti-
mulierten Zustand konnte eine Kinetik Uber funf Zeitpunkte ermittelt werden.
Insgesamt konnte so die Phosphorylierungskinetik von 15 Phosphopeptiden tber
funf Zeitpunkte (siehe Abb. 13) und die Phosphorylierungskinetik von weiteren elf
Phosphopeptiden tber jeweils drei der funf Zeitpunkte ermittelt werden (siehe Abb.
14). In Tabelle 10 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Bei der Phosphorylierungskinetik der Tyrosine (siehe Abb. 13, oben) fallt auf, dass
die Phosphorylierung bei allen Phosphopeptiden bereits nach zwei Minuten ein Ma-
ximum erreicht und danach bei den meisten (z.B. Y526) sehr rasch wieder abféllt.
Diese Kinetik wird auch als ,frihe und rasche Kinetik“ bezeichnet. Bei einigen Phos-
phorylierungsstellen bleibt die Phosphorylierung jedoch auch tber einen langeren
Zeitraum bestehen (z.B. Y348 + 352). Dies wird als ,frihe und bleibende Kinetik“ be-
zeichnet wird (Olsen et al. 2006).

Die Phosphorylierungskinetik der Serine und Threonine (siehe Abb. 13, unten) hin-
gegen ist weniger homogen. Serin 297 zeigt eine ahnliche Kinetik wie die meisten
Tyrosine mit einem deutlichen Anstieg in der Phosphorylierung nach Stimulation und
einem raschen Abfall danach, jedoch wird das Maximum der Phosphorylierung etwas
spater erreicht. Serin 579 scheint eine noch starker verzdgerte Kinetik zu haben mit

einem Anstieg der Phosphorylierung erst nach zehn Minuten (siehe Abb. 13). Dies
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wird als ,spate Kinetik® bezeichnet (Olsen et al. 2006). Serin 202 hingehen zeigt ei-
nen Rickgang der Phosphorylierung nach Stimulation, wodurch die BZR-abhangige
Dephosphorylierung von Syk durch Phosphatasen an definierten Phosphorylierungs-
stellen anzunehmen ist. Auf Serin 379 scheint der BZR kaum Einfluss zu nehmen, da
die Phosphorylierung tber den gesamten Stimulationszeitraum konstant bleibt.

Syk zeigte also nach BZR-Stimulation eine dynamische und differenzierte Phospho-

rylierung unterschiedlicher Tyrosin-, Serin- und Threonin-Reste.
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Abb. 13. Die Phosphorylierungskinetik von humanem Syk nach BZR-Stimulation. DT40-B-
Zellen, die Strep-Syk exprimieren, wurden in drei verschiedenen SILAC-Medien (leicht, mittelschwer
und schwer) kultiviert und dadurch metabolisch markiert. Die Zellen wurden fir 0, 2, 10 min bezie-
hungsweise 0, 5, 20 min stimuliert und aus den gereinigten zellularen Lysaten wurde Strep-Syk wie
beschrieben isoliert, die Eluate im Verhéltnis 1:1:1 vermischt und massenspektrometrisch analysiert.
Der Status aus unstimulierten Zellen wurde zur Normalisierung der beiden Messungen verwendet. Die
relative Anderung der Phosphorylierung stellt den Vergleich von leichten mit mittelschweren und
schweren Phosphopeptiden dar. Der obere Anteil zeigt die Phosphorylierungskinetik der Tyrosine, der
untere die der Serine und Threonine. Die Daten sind reprasentativ fir zwei unabhangige Experimente.
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Abb. 14. Kinetik weiterer Phosphorylierungsstellen in humanem Syk nach BZR-Stimulation. Der
Versuchsablauf ist identisch wie bereits fur Abb. 13 beschrieben. Fiur einige Phosphorylierungsstellen
konnte nur eine unvollstandige Phosphorylierungskinetik erstellt werden, da sie nur bei der Messung
mit 0, 2 und 10 min Stimulationszeit (linke Seite in Rot und Gelb) oder nur bei der mit 0, 5 und 20 min
Stimulationszeit (rechte Seite in Blau und Grin) identifiziert wurden.

Sequenz | Phosphorylierungsstelle | 2 min Aitvc\j/ 10 min | Normalisiert A?)tvc\il

spleen tyrosine kinase (unphos) 1,000 0,780
SYSFPKPGHR Y296 | 3,500 0,670 1,190 1,526 0,230
SYSFPKPGHR S297 | 2,930 0,620 1,520 1,949 0,550
IKSYSFPKPGHR Y296+S297 | 5,830 1,440 2,450 3,141 0,570
QESTVSFNPYEPELAPWAADKGPQR Y323 | 5,730 1,270 1,700 2,179 0,240
EALPMDTEVYESPYADPEEIRPK Y352 | 4,580 0,740 1,700 2,179 0,270
EALPMDTEVYESPYADPEEIRPK Y348+352 | 20,280 2,860 4,150 5,321 0,680
ADENYYKAQTHGK Y526 | 16,020 2,160 7,130 9,141 2,180
ALRADENYYKAQTHGK pY525+526 | 7,920 2,310 2,770 3,551 0,950
ALRADENYYKAQTHGK Y526+T530| 6,080 2,280 1,790 2,295 0,590
LRNYYYDVVN Y631 | 5,260 1,740 3,000 3,846 1,160
LRNYYYDVVN Y630+631| 8,820 1,640 3,110 3,987 0,550
IKSYSFPKPGHR S295| 2,320 0,350 2,100 2,692 0,430
ELGSGNFGTVK S379| 0,860 0,230 1,100 1,410 0,340
LLTLEDKELGSGNFGTVKK T384 | 0,710 0,100 1,040 1,333 0,230
GMKGSEVTAMLEK S579 | 1,900 0,600 2,170 2,782 0,690
DNNGSYALCLLHEGK S202 | 0,550 0,230 0,530 0,679 0,180
KSSPAQGNR S307 | 0,790 0,260 0,670 0,859 0,250
EALPMDTEVYESPYADPEEIRPK Y348+S350 | 6,190 -t 1,264 1,620
EALPMDTEVYESPYADPEEIRPK S350 | 4,540 0,72 1,396 1,790 0,26
EVYLDRK Y364 | 4,620 0,85 1,880 2,410 0,44
GMKGSEVTAMLEK S579 | 1,900 0,6 1,693 2,170 0,69
LRNYYYDVVN Y629+630+631 | 2,180 0,32 0,515 0,660 0,14
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Sequenz | Phosphorylierungsstelle | 5min A%tvc\j, 20min Std. Abw.

spleen tyrosine kinase (unphos) 1,000 1,000
SYSFPKPGHR Y296 | 3,500 0,670 1,190 0,23
SYSFPKPGHR S297 | 4,650 0,460 1,360 0,55
IKSYSFPKPGHR Y296+S297 | 5,830 1,440 2,450 0,57
QESTVSFNPYEPELAPWAADKGPQR Y323 | 2,180 0,090 0,900 0,17
EALPMDTEVYESPYADPEEIRPK Y352 | 2,200 0,160 1,000 0,09
EALPMDTEVYESPYADPEEIRPK Y348+352 | 16,910 1,810 2,760 1,11
ADENYYKAQTHGK Y526 | 8,180 2,100 3,290 0,92
ALRADENYYKAQTHGK Y525+526 | 7,450 0,280 2,190 0,49
ALRADENYYKAQTHGK Y526+T530| 6,080 2,200 1,790 0,59
LRNYYYDVVN Y631 | 3,350 0,470 1,920 0,34
LRNYYYDVVN Y630+631 | 4,240 0,900 1,380 0,18
ELGSGNFGTVK S379| 0,890 0,34 1,060 0,36
LLTLEDKELGSGNFGTVKK T384 | 0,690 0,16 0,800 0,11
DNNGSYALCLLHEGK S202| 0,550 0,23 0,530 0,18
KSSPAQGNR S307| 1,540 0,41 1,120 0,41
NYLGGFALSVAHGR Y47 | 0,690 0,28 0,560 0,3
IKSYSFPKPGHR S295+297| 8,730 1,43 8,220 1,7
IKSYSFPKPGHR S295+297, Y296 | 12,150 2,45 6,280 1,44
EALPMDTEVYESPYADPEEIRPK T345, Y352 | 12,530 2,98 2,530 0,7
GMKGSEVTAMLEK S579+T582 | 0,710 0,22 0,710 0,27

Tabelle 10. Phosphorylierungskinetik von humanem Syk in BZR-stimulierten DT40-B-Zellen. In
dieser Tabelle sind die in Abb. 13 und 13 dargestellten Ergebnisse zusammengefasst. Der obere An-
teil zeigt die Daten der Kinetik 0, 2, 10 min. Nach 10 min wurde eine Abweichung der aufgereinigten
Syk-Menge festgestellt und deshalb die Kinetik auf diesen Wert normalisiert. Der untere Anteil zeigt
die Ergebnisse der Kinetik 0, 5, 20 min. Die phosphorylierte Aminosaure ist fett gedruckt. Die Daten
sind reprasentativ fir zwei unabhéngige Experimente.

4.4 Das Interaktom von Syk in ruhenden und aktivierten B-Zellen

Die Phosphorylierung von bestimmten Tyrosinen, Serinen oder Threoninen ist haufig
eine Voraussetzung fir die Interaktion mit anderen Proteinen. Fir Syk konnte bereits
gezeigt werden, dass neben der Kinase-Aktivitat auch die Interaktion mit anderen
Proteinen wichtig fur den BZR-Signalweg ist (Kulathu et al. 2009).

Mit dem Ziel, neben der Analyse der Phosphorylierung auch das Interaktom von Syk
in B-Lymphozyten zu bestimmen, habe ich Strep-Syk aus unstimulierten und stimu-
lierten (1, 2, 5, 10, 20 min) DT40-Zellen, die Strep-Syk exprimieren und in schwerem
SILAC-Medium kultiviert wurden, mit Streptaktin-Matrix aufgereinigt. Als Negativkon-
trolle habe ich die gleiche Aufreinigung mit unstimulierten oder fir die oben angege-
benen Zeiten stimulierten DT40-Zellen, die wildtyp Syk ohne STrEP-Tag exprimieren
und in leichtem Medium kultiviert wurden, durchgefihrt. Die Eluate wurden im Ver-
haltnis 1:1 vermischt und nach 1-D Page und Verdau mit Trypsin massenspektromet-
risch analysiert und anschlieRend durch die MaxQuant Software ausgewertet. Dabei
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erkennt MaxQuant durch den Massenunterschied die Peptide, in die schweres Argi-
nin oder Lysin integriert ist, identifiziert somit Peptid-Paare, die sich in ihrer Masse
genau um die SILAC-Modifizierungen unterscheiden und kann so den aufgereinigten
Peptiden der einen Zelle korrespondierende Peptide der anderen Zelle zuordnen.
Waren die beiden Signale des Peptid-Paares von ahnlich starker Intensitat, so ist das
entsprechende Protein als unspezifischer Hintergrund aufgereinigt worden (siehe
Abb. 15 oben). Ist jedoch das schwere Peptid, das aus der Zellkultur mit Strep-Syk
stammt, mindestens um den Faktor funf starker aufgereinigt als das leichte Peptid
aus der Negativkontrolle, so hat das entsprechende Protein als Interaktionsprotein
spezifisch an Syk gebunden und ist deshalb in der Probe angereichert (siehe Abb. 15
Mitte). Der Grenzwert von Faktor finf wird durch die Tatsache unterstitzt, dass alle
bekannten Interaktionspartner, die durch diese Messungen gefunden wurden, ober-
halb dieser Grenze liegen.

In Abbildung 15 ist au3erdem das MS-Spektrum eines Peptides von Syk zu sehen.
Da Strep-Syk nur in den DT40-Zellen, die in schwerem Medium kultiviert wurden,
exprimiert wurde, konnte es somit auch nur aus diesen Zellen aufgereinigt werden.
Aus dem Fehlen eines leichten Peptides in dem Spektrum ergibt sich somit, dass die
Proteine der DT40-Strep-Syk-Zellen vollstandig mit schweren Aminosauren markiert
wurden (siehe Abb. 15 unten).

In unstimulierten B-Lymphozyten assoziiert Syk nur mit wenigen Proteinen (Tabelle
11, oberer Teil). In Ubereinstimmung mit der urspriinglichen Entdeckung von Syk als
BZR-assoziierte Kinase erscheinen die membrangebundene Form des Immunglobu-
lin M sowie die assoziierten Proteine Ig-a (CD79a) und Ig-f (CD79b) als Interakti-
onsproteine von Syk bereits in unstimulierten B-Zellen.

Nach BZR-Stimulation erhoht sich die Anzahl der Interaktionsproteine von Syk auf
Uber 20 (Tabelle 11, unterer Teil). Zusatzlich zu bekannten Bindepartnern wie dem
BZR, dem Guanosin-Austauschfaktor VAV3 oder dem Adapterprotein SLP65 konn-
ten mehr als 15 neue Bindepartner aus unterschiedlichen funktionellen Kategorien
bestimmt werden. Neben der MAP-Kinase Sekl und dem aus T-Zellen bekannten
Adapterprotein RhoH konnten verschiedene Proteine aus der Gruppe des Zytoske-
letts wie Aktin, Coroninlc und Dynein und verschiedene Isoformen des Adapterpro-

teins 14-3-3 als Bindepartner von Syk ermittelt werden.
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Abb. 15. SILAC-basierte massen-
spektrometrische Analyse des Inter-
aktoms von Syk aus DT40-B-
Lymphozyten. Dargestellt sind die MS-
Spektren der Peptide des Hintergrund-
proteins ,60S Ribosomen Protein L10¢,
Ladung = 2 (oben), des Bindepartners
von Syk 14-3-3y, Ladung = 2 (mitte) und
von Syk selbst, Ladung = 3 (unten).
Eingezeichnet ist der m/z-Unterschied,
der sich aus der Ladung des Peptides
und der Anzahl der Arginine und Lysine
und damit der schweren Isotope ergibt.
Anzumerken ist, dass die meisten Pep-
tide, aufgrund des natirlichen Vorkom-
mens von schweren Isotopen, ein oder
zwei zusatzliche schwere Isotope bein-
halten und sich somit ein Peak-Triplet
ergibt, bei dem der zweite und dritte
Peak jeweils um eine atomare Massen-
einheit geteilt durch die Ladung des
Peptides, verschoben ist.



Ergebnisse Seite |58

Bindepartner IPI Peptide Funktion Referenz
ruhende B-Zellen
IgM schwere und leichte Kette 00591488 16 Membrangebundenes IgM (Hutchcroft et al. 1992)
Ig-a (CD79a) / 1g-B (CD79b) 00589784 10 Bestandteil des BZR (Wienands et al. 1995)
PLK2 00601339 1 Serin-/Threonin-Kinase (Uckun et al. 2010 b)
Ig-schwere-Kette-Bindeprotein 00590375 8 Hitzeschockprotein diese Arbeit
Hsp90 o/ 00596586 136 Hitzeschockprotein diese Arbeit
Hsp90 ko-chaperone Cdc37 00582638 26 Hitzeschockprotein diese Arbeit
TRAP1 00584168 3 Hitzeschockprotein diese Arbeit
aktivierte B-Zellen
IgM schwere und leichte Kette 00591488 72 membrangebundenes IgM (Hutchcroft et al. 1992)
Ig-a (CD79a) / Ig-B (CD79b) 00589784 41 Bestandteil des BZR (Wienands et al. 1995)
SLP65 00601644 17 Adapterprotein (Abudula et al. 2007)
VAV3 00578220 8 GTP-Austauschfaktor (Deckert et al. 1996)
p85- 00575992 3 Untereinheit der PI3K (Moon et. al 2005)
PLK2 00601339 3 Serin-/Threonin-Kinase (Uckun et al. 2010 b)
Sekl 00594829 1 MAP-Kinase diese Arbeit
RhoH 00581726 14 GTP-Bindeprotein diese Arbeit
TRAP1 00584168 7 Hitzeschockprotein diese Arbeit
. diese Arbeit, (Paris et al.
14-3-3 o, v, &, 00587444 78 Adapterprotein
2010)
Aktin o2 00579460 10 Zytoskelett diese Arbeit
Coroninlc 00576513 22 aktinassoziiertes Protein diese Arbeit
Dynein schwere Kette 2 00589956 1 intrazellularer Transport diese Arbeit
TOM1L1 00604337 2 intrazellularer Transport diese Arbeit
Ubiquitin 00819877 34 Proteinmodifikation (Rao et al. 2001)
Ig-schwere-Kette-Bindeprotein 00590375 100 Hitzeschockprotein diese Arbeit
Hsp 90 o/f 00596586 700 Hitzeschockprotein diese Arbeit
Hsp70 00818704 30 Hitzeschockprotein diese Arbeit
Hsp90 ko-chaperone Cdc37 00582638 112 Hitzeschockprotein diese Arbeit
DNA-J-Homolog B6 00584191 6 Hitzeschockprotein diese Arbeit
Sec7-Domén- Familie 00571847 2 unbekannt diese Arbeit
LOC423772 00588286 2 unbekannt diese Arbeit
Leucinreich mit CH-Doméane 3 00581388 1 unbekannt diese Arbeit
PH-Domaéne enthaltend G4B 00570901 1 unbekannt diese Arbeit

Tabelle 11. Das B-Zell Interaktom von Syk aus ruhenden und BZR-aktivierten DT40-B-Zellen.
Strep-Syk wurde mittels Streptaktin-Matrix aus unstimulierten oder BZR-stimulierten (1, 2, 5, 10, 20
min) DT40-B-Zellen die entweder Strep-Syk oder wildtyp Syk (als Negativkontrolle) exprimieren und in
schwerem oder leichtem SILAC-Medium kultiviert wurden, isoliert, die Eluate im Verhaltnis 1:1 ver-
mischt und massenspektrometrisch analysiert. Die Tabelle zeigt alle Proteine, die mindestens eine
funffache Anreicherung schwerer gegenuber leichter Peptide zeigten. Pro Zeitpunkt wurden zwei un-
abhangige Experimente durchgefiihrt. Modifiziert nach Bohnenberger et al. (2011, S.1554).

Die Interaktion von Syk mit Sekl, Aktin und Coroninlc konnte ich durch Ko-
Immunoprazipitation von Syk aus der humanen B-Zelllinie Ramos mittels Western-

blot-Analyse verifizieren (siehe Abb. 16). Fur 14-3-3y konnte ich die Interaktion durch
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Ko-Immunoprazipitation von Syk sowohl aus der humanen B-Zelllinie Ramos und
DG-75 als auch aus der Zelllinie DT40 zeigen (siehe Abb. 19, Seite 61).

Ramos B Zellen

Abb. 16. Immunoprazipitation neuer Syk-Bindepartner
aus humanen Ramos-B-Lymphozyten. Ramos-B-Zellen
K0 2 5 10 wurden unstimuliert gelassen oder durch den BZR fir ange-
i _ gebene Zeiten stimuliert und Syk aus den geklarten zellularen

IP: anti-Syk

32 — S ;. ;.;.fﬂ Lysaten immunoprézipitiert und einer Immunblotanalyse mit
— anti-Sek1 — Antikdrpern gegen Sekl, Aktin und Coroninlc zugefihrt. Als
Immunoprazipitationskontrolle dienten isotypengleiche Anti-
32_“"‘] korper. Immunoblot mit Antikbrpern gegen Syk diente als
— anti-Aktin — Ladekontrolle. Relative molekulare Massen des Proteinmar-
kers sind links in kDa angegeben. Die Daten sind reprasenta-
47 —|w o v ﬂ tiv fur drei unabhangige Experimente.
- anti-Coroninic-
62— W= - - -
— anti-Syk —
12 3 45

Zusammenfassend zeigt sich also, dass Syk bereits in unstimulierten B-Zellen mit
bestimmten Proteinen interagiert und dass sich dieser Komplex BZR-abhé&ngig zu
einem Multiproteinkomplex ausweitet. Dabei passt eine stimulationsabhéangige Ver-
anderung des Interaktoms von Syk zu der ermittelten, verstarkten Phosphorylierung

von Syk nach BZR-Stimulus.

4.5 14-3-3y bindet an phosphoryliertes Serin 297 in humanem Syk
Als neuer Interaktionspartner von Syk wurde 14-3-3 identifiziert. Fur diese Gruppe
von Adapterproteinen sind viele Funktionen in der Signaltransduktion verschiedener
Rezeptorsysteme beschrieben. Sie binden an spezifische Motive mit einem phospho-
rylierten Serin oder Threonin (Yaffe et al. 1997). Eine Funktion im proximalen BZR-
Signalweg war bisher nicht bekannt. Da bei der Phosphorylierungsanalyse neben
vielen Tyrosinen auch viele Serine und Threonine als phosphoryliert gefunden wur-
den, ist zu vermuten, dass 14-3-3 an eines oder mehrere dieser Motive bindet.

Mit Hilfe der Proteinanalyseprogramme von ScanSite (Obenauer et al. 2003) und
ELM (Diella et al. 2008) konnte ich sieben potentielle Binde-Motive fir 14-3-3 in hu-
manem Syk ermitteln, von denen funf Uber verschiedene Saugetierspezies konser-
viert sind (siehe Abb. 17).
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T256 S$295 5297 S306 T317 T371 T530
Human --DGLLRVLTVPCQ--ISRIKSYSFPKPGHRKS SPAQGNRQESTVSFN--DRKLLTLEDK--YYKAQTHGKW- -
Maus --DGLLRVLTVPCQ--ISRIKSYSFPKPG PQGSRPESTVSFN--DRSLLTLEDN--YYKAQTHGKW--
Ratte --DGLLRVLTVPCQ--ISRIKSYSFPKPG POQGSRPESTVSFN--DRKLLTLEDN--YYKAQTHGKW- -
Schwein -=-DGLLRVLTVPCQ--ISRIKSYSFPKPG PQGN VSFN--DREKLLTLEDK~--YYKAQTHGKW—-
ScanSite mittel mittel mittel schwach nein nein schwach
Elm ja nein ja nein ja ja nein
Phosohoryliert ja ja ja ja ja nein ja

Abb. 17. In-siliko-Suche nach potentiellen 14-3-3-Bindestellen in humanem Syk. Gezeigt ist ein Ver-
gleich der Aminoséauresequenz von Syk aus verschiedenen Spezies. Rote Schrift bedeutet Ubereinstimmung,
graue Schrift Abweichung. Humanes Syk wurde mit den Online-Programmen ScanSite und Elm auf potentiel-
le 14-3-3-Bindemotive untersucht. ScanSite unterscheidet zuséatzlich noch zwischen hoch, mittel und niedrig
wahrscheinlichen Bindemotiven. Zusatzlich ist der massenspektrometrisch ermittelte Phosphorylierungszu-
stand nach BZR-Stimulation angegeben. Modifiziert nach Bohnenberger et al. (2011, S.1556).

Mit dem Ziel, die Bedeutung dieser Aminosauren auf die Bindung von Syk zu unter-
suchen, habe ich durch zielgerichtete Mutagenese-PCRs Varianten der humanen
Syk-DNA hergestellt, die an Stelle des Serins fur Alanin beziehungsweise an Stelle
des Threonin fur Valin kodieren. Die mutierte DNA habe ich an die DNA fir den
Farbstoff Citrin gekoppelt und retroviral in Syk-defiziente DT40-Zellen transduziert, so
dass diese jeweils eine N-terminal Citrin-gekoppelte Variante von Syk stabil exprimie-
ren (im Folgenden als Citrin-Syk bezeichnet). Durch retrovirale Transduktion kdnnen
klonale Effekte ausgeschlossen werden. Die Vergleichbarkeit der Expression der
Syk-Varianten habe ich mittels Durchflusszytometrie Uberprift (siehe Abb. 18).

100

B 530V Abb. 18. Expression von Citrin-Syk Varianten in

T371V DT40-Zellen. Syk-defiziente DT40-B-Lymphozyten
T317V wurden retroviral mit angegebenen Varianten von
S306A Citrin-Syk transfiziert. Die resultierenden Zellen
.228;2 wurden mittels Durchflusszytometrie auf die Ex-
T256V pression von Citrin-Syk hin analysiert. Modifiziert
Syk wt nach Bohnenberger et al. (2011, S.1557).
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In der massenspektrometrischen Analysen der Syk-Phosphorylierung konnten nur
vier der finf konservierten Serine / Threonine als phosphoryliert gezeigt werden:
Threonin 256, Serin 295, Serin 297 und Threonin 530, jedoch nur Threonin 256 und

Serin 297 wurden in beiden Suchmaschinen als potentielle Bindemotive erkannt. Da
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Serin 297 das am haufigsten gefundene Phosphopeptid nach funf Minuten BZR-
Stimulation darstellt, erfolgten alle weiteren Experimente zunachst mit der S297A
Variante von Citrin-Syk.

Durch Ko-Immunoprazipitation von Syk aus DT40-, DG-75- und Ramos-Zellen konn-
te ich mittels Westernblot-Analyse zeigen, dass 14-3-3y durch BZR-Stimulation indu-
zierbar nach funf Minuten BZR-Stimulation an Syk bindet und dass diese Bindung
durch die Mutation von S297A aufgehoben werden kann (siehe Abb. 19).

DT40 DG75 Ramos
IP: anti-Syk IP: anti-Syk IP: anti-Syk

K 0 2 5 10 K 0 2

wt S297A ——

- ] oo
K92 990 82 20 ~ anti-14-3-3y - anti-14-3-3y

32 —| b - = |

anti-14-3-3y 62— | Se—-—— 62— - -]

— anti-Syk — anti-Syk

62 — | ————— 12345 12 3

anti-Syk
12 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 19. Interaktion von Syk und 14-3-3y. Syk wurde aus DT40-Zellen, die Citrin-Syk wildtyp be-
ziehungsweise die Variante S297A exprimieren (links), aus DG-75-Zellen (Mitte) und aus Ramos-
Zellen (rechts), die jeweils unstimuliert belassen oder flr angegebene Zeiten durch den BZR stimu-
liert wurden, immunoprazipitiert und einer Immunblotanalyse mit einem Antikdrper gegen 14-3-3y
zugefihrt. Als Immunoprazipitationskontrolle dienten isotypengleiche Antikérper. Immunoblot mit
Antikdrpern gegen Syk diente als Ladekontrolle. Relative molekulare Massen des Proteinmarkers
sind links in kDa angegeben. Die Daten sind jeweils reprasentativ fir drei unabhangige Experimente.
Modifiziert nach Bohnenberger et al. (2011, S.1556).

Des Weiteren konnte ich durch Westernblot-Analyse von Lysaten aus Syk-
defizienten DT40-Zellen, die Citrin-Syk wt oder S297A exprimieren, sowie den hu-
manen Zellen DG-75 und Ramos unter Verwendung eines phosphospezifischen An-
tikdrpers gegen das phosphorylierte Typ-I-Bindemotiv fur 14-3-3 (R/IKXXpSX), die
Existenz eines phosphorylierten 14-3-3-Bindemotivs in Syk in BZR-stimulierten B-
Zellen nachweisen (siehe Abb. 20). In Lysaten von Zellen, die die S297A-Variante
von Syk exprimieren, konnte kein Signal festgestellt werden. Somit scheint die Ami-
nosauresequenz um Serin 297 das einzige phosphorylierte Typ-I-Bindemotiv fur 14-
3-3in Syk zu sein.
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DT40 DG75 Ramos
IP: anti-GFP IP: anti-Syk IP: anti-Syk
wt S297A K 0 2 510 K 0 2 51020
e ——— - BB . Lol RS T
K02 §10°20'0" 2 6'10' 20 — anti-R/KXXpSXP — — anti-R/IKXXpSXP —
o[ W WIS PR
anti-R/KXXpSXP 62— | Sw——— ) [ emememen—
— anti-Syk — — anti-Syk—
62— M- - 12345 1234568
anti-GFP

123 45678 910 N

Abb. 20. Die Aminosauresequenz um Serin 297 ist das einzige phosphorylierte 14-3-3-
Bindemotiv in humanem Syk. Syk wurde aus beschriebenen DT40- (links), DG-75- (Mitte) und Ra-
mos-Zellen (rechts), die jeweils unstimuliert belassen oder fur angegebene Zeiten durch den BZ sti-
muliert wurden, immunoprazipitiert und einer Immunblotanalyse mit einem Antikdrper gegen das
phosphorylierte Typ-I-Bindemotiv fir 14-3-3 (R/IKXXpSXP) zugefiihrt. Als Immunoprazipitationskon-
trolle dienten isotypengleiche Antikdrper. Immunoblot mit Antikérpern gegen Syk und GFP diente als
Ladekontrolle. Relative molekulare Massen des Proteinmarkers sind links in kDa angegeben. Die
Daten sind jeweils reprasentativ fir drei unabhangige Experimente. Modifiziert nach Bohnenberger et
al. (2011, S.1556).

4.6 14-3-3y bindet direkt an phosphoryliertes Serin 297

Als Nachstes sollte mittels Far-Westernblot-Analyse untersucht werden, ob es sich
bei der Bindung von 14-3-3y an Syk um eine direkte oder indirekte Interaktion han-
delt. Zu diesem Zwecke habe ich das Fusionsprotein von GST-14-3-3y und als Nega-
tivkontrolle GST aus IPTG-stimulierten Lysaten von BL21 E.coli Bakterien aufgerei-
nigt. Testexpressionen ergaben eine maximale Expression der Proteine nach drei
Stunden IPTG-Stimulation (siehe Abb. 21, oberer Abschnitt). Zur Bestimmung der
Proteinmenge wurde eine BSA-Vergleichsreihe verwendet (siehe Abb. 21, unterer
Abschnitt).

Testexpression 14-3-3y in BL21 E.Coli Bakterien

Abb. 21. Testexpression von GST-14-3-3y. BL21 E.coli
Bakterien wurden mit der DNA von 14-3-3y im pGEX-

Zellysate GST-AP . ) . .
‘ GST-Expressionsvektor transformiert. Die Expression von
i A N E R R R RSB EEE AR R GST-14-3-3y wurde durch die Zugabe von IPTG gestartet
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und Proben wurden jeweils nach angegebenen Zeiten
entnommen. Durch Inkubation mit Glutathion-Matrix konn-
te GST-14-3-3y isoliert werden. Der obere Bildabschnitt
zeigt die unaufgereinigten Zelllysate (linke Seite) und die
aufgereinigten Proben (rechte Seite), die mittels Gelelekt-
rophorese aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt wur-
den. Der Pfeil zeigt auf GST-14-3-3y. Der untere Bildab-
schnitt zeigt aufgereinigtes und eluiertes GST (Spalte
1+2) und GST-14-3-3y (Spalte 3+4), das mittels Gelelekt-
rophorese aufgetrennt und mit Coomassie geféarbt wurde,
wobei jeweils 5 beziehungsweise 10 ul des Eluats aufge-
tragen wurden. Um die enthaltenen Proteinmenge abzu-
schatzen wurde eine BSA-Verdinnungsreihe aufgetragen
(Spalten 5 — 9). Relative molekulare Massen des Protein-
markers sind links in kDa angegeben.
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Syk wurde von mir aus den in 4.5 beschriebenen DT40-Zellen aufgereinigt und nach
Westernblot der Proteine die resultierende Membran mit 10 ug GST-14-3-3y bezie-
hungsweise GST inkubiert. Durch Entwicklung mit einem Antikdrper gegen GST
konnte eine direkte und induzierbare Interaktion von Syk mit 14-3-3y gezeigt werden,
die aufgehoben ist, wenn Serin 297 zu Alanin mutiert ist (siehe Abb. 22, oberste
Spalte). Eine unspezifische Bindung von GST allein konnte ausgeschlossen werden
(siehe Abb. 22, mittlere Spalte).

IP: anti-GFP Abb. 22. 14-3-3y interagiert direkt mit phosphorylier-

tem Serin 297. Syk wurde aus beschriebenen unstimu-

wt S297A lierten oder BZR-stimulierten DT40-Zellen immunoprazipi-

tiert, die resultierenden Proben mittels Gelelektrophorese

K 0 2 51020 0" 2 5 10" 20' aufgetrennt und geblottet. Die Blottingmembranen wurden
62— - —— mit gleichen Mengen GST-14-3-3y (oben) oder GST (Mit-

te) inkubiert (Far-Westernblot). AnschlieRend wurden die
Membranen mit Antikérpern gegen GST und Peroxidase-

_ gekoppeltem sekundaren Antikdrpern inkubiert und die

—— 14-3-3y Far Western

62—

Bindung mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. Als

GST Immunoprazipitationskontrolle  dienten isotypengleiche

Antikdrper. Immunoblot mit Antikérpern gegen GFP diente

PRI LI I LI T I als Ladekontrolle. Relative molekulare Massen des Pro-
anti-GFP —— teinmarkers sind links in kDa angegeben. Die Daten sind

123 4 56 7 8 910 11 reprasentativ fr drei unabhéngige Experimente. Modifi-

ziert nach Bohnenberger et al. (2011, S.1556).

Die Mutation eines der anderen sechs Serine beziehungsweise Threonine vermochte
die direkte Bindung von 14-3-3y an Syk nicht aufzuheben, wie mittels Immunoprazipi-
tation von Syk aus den beschriebenen rekonstituierten DT40-Zellen und anschlie-
Bender Far-Westernblot-Analyse gezeigt werden konnte (siehe Abb. 23). Somit konn-
te das Motiv KSYpSFP um das phosphorylierte Serin 297 als hauptsachliches Bin-

demotiv fur 14-3-3y bestimmt werden.

IP: anti-GFP Abb. 23. 14-3-3y interagiert nur mit phosphory-
liertem Serin 297 in humanem Syk. Der in Abb.
T256V S295A S306A T317V T371V T530V 22 beschriebene Versuchsaufbau wurde mit den
sechs anderen Mutanten von Syk, in denen jeweils
-t -+ -+ -+ -+ -+ -+ ein potentielles Bindemotiv fur 14-3-3 mutiert ist,
62—| e — 3 e 5« B = -] wi_ede_rholt. Die Zellen wurden dabgi entweder un-
14-3-3y Far Westemn stimuliert belassen (-) oder fir 5 min stimuliert (+).
Als Immunoprazipitationskontrolle dienten isoty-
= pengleiche Antikdrper. Immunoblot mit Antikbrpern
62 — I A’ L Sl gegen GFP diente als Ladekontrolle. Relative mo-
GST lekulare Massen des Proteinmarkers sind links in
kDa angegeben. Die Daten sind reprasentativ fur
drei unabhéngige Experimente. Modifiziert nach
Bohnenberger et al. (2011, S.1556).

wt

anti-GFP
1 23 456 7 8 910 111213 14
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4.7 Das Interaktom von Syk S297A

Mittels eines SILAC-basierten, massenspektrometrischen Versuches wurde quantita-
tiv das Interaktom von wildtypischem Syk und der S297A Variante verglichen, um die
Auswirkungen des Austausches von Serin 297 zu Alanin auf das Gesamt-Interaktom
von Syk zu zeigen und damit Hinweise auf die Funktion der Bindung von 14-3-3 an
Syk zu bekommen.

Dazu habe ich die Syk-Mutante, die fur Syk S297A kodiert, an den beschriebenen
,ONeSTrEP-Tag“ gekoppelt und mittels Elektroporation in Syk-defiziente DT40-B-
Zellen transfiziert. Wiederum wurden, um klonale Effekte auszuschlie3en, drei Klone
mit vergleichbarer Expression von Strep-Syk S297A vermischt. Eine vergleichbare
Expression von wt und S297A Strep-Syk wurde mittels Immunoblotting und Coomas-

sie-Farbung einer Testaufreinigung gesichert (siehe Abb. 24, unterer Anteil).

Strep-AP CCL Abb. 24. Expression von Strep-Syk wt und
—_— S297A in Syk-defizienten DT40-B-Lymphozyten.
ks %$~v‘\ wt S297A Syk defiziente DT40-Zellen wurden mit Strep-Syk
o AN _ d— S297A transfiziert, drei unabhéangige Klone wurden
o’\h @\@Q @"ﬁg\ - Fsyk_ vermischt und Strep-Syk wurde aus DT40-wildtyp-
_ Zellen und DT40-Zellen, die entweder Strep-Syk wt
r g | 32— oder S297A stabil exprimieren, mit Streptaktin-
175- =3 —anti-Aktin- Matrix aufgereinigt. Die resultierenden Eluate wur-
den mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und mit
—-_— e Coomassie-Losung gefarbt (linke Seite). Der Pfeil
Q - é kennzeichnet das aufgereinigte Strep-Syk.
62— —r Die gereinigten zellularen Lysate von DT40-Zellen,
-t die stabil Strep-Syk wt beziehungsweise S297A
48— S exprimieren, wurden durch Immunoblot mit Anti-
korpern gegen humanes Syk auf ihre Expression
von Syk hin untersucht. Als Ladekontrolle wurden
die Lysate mit Antikdrpern gegen Aktin analysiert
(rechte Seite).

83 — | —

32—

Die beschriebenen DT40-Zellen, die Strep-Syk S297A exprimieren, wurden in schwe-
rem Medium und die Strep-Syk-wildtyp-exprimierenden in leichtem Medium kultiviert.
Nach funf Minuten BZR-Stimulation habe ich Strep-Syk aus den geklarten zellularen
Lysaten mittels Streptaktin-Matrix aufgereinigt und die Eluate im Verhéltnis 1:1 ver-
mischt. Die Proben wurden massenspektrometrisch analysiert und durch MaxQuant
ausgewertet. Nun ergaben sich Unterschiede in der Intensitat der schweren und
leichten Peptide nur bei Proteinen, die durch die Punktmutation verstarkt oder ver-
mindert aufgereinigt wurden. Ratios der Intensitaten von <1 bedeuten dabei eine
schwachere Assoziation und Ratios >1 eine verstarkte Assoziation des entsprechen-
den Bindepartners mit der Syk S297A-Variante. Es zeigte sich, dass der S297A Aus-
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tausch zu einem fast kompletten Verlust der Bindung von 14-3-3 y und ¢ fuhrt. Dar-

Uber hinaus zeigten die Daten, dass Ig-f und Ubiquitin um den Faktor zwei effizienter

mit der S97A-Variante aufgereinigt wurden (siehe Abb. 25).

Insgesamt bestatigt dieser Versuch also die bedeutsame Rolle von Serin 297 fur die

Bindung von 14-3-3 an Syk und deutet darauf hin, dass dieser Komplex die Bindung

von Ubiquitin und Ig-p an Syk inhibiert.

Abb. 25. Das Interaktom von Syk
S297A. Die in Abb. 25 beschriebenen
Zellen wurden in leichtem oder schwe-
rem SILAC-Medium kultiviert und
Strep-Syk wt oder die S297A-Variante
wurde mittels Streptaktinmatrix aufge-
reinigt. Die resultierenden Eluate wur-
den 1:1 gemischt und massenspekt-
rometrisch analysiert. Durch den Ver-
gleich von korrespondierenden schwe-
ren und leichten Peptiden konnten die
Interaktome relativ verglichen werden.
Die Ratio von schweren zu leichten
Peptiden gibt an, wie sich das Interak-
tom von Syk S297A im Vergleich zu
Syk wildtyp zusammensetzt. Modifi-
ziert nach Bohnenberger et al. (2011,
S.1556).

4.8 14-3-3 inhibiert die Bildung des Kalzium-Initiations-Komplexes

Zur Untersuchung der Bedeutung der Bindung von 14-3-3 an Syk auf den BZR-

Signalweg wurde der Einfluss auf den Kalzium-Initiations-Komplex untersucht. Dazu
habe ich SLP65 und PLC-y2 aus DT40-Zellen, die entweder die wildtyp oder S297A

Citrin-Syk exprimieren, immunoprazipitiert und mittels Westernblot-Analyse mit einem

Antikoérper gegen phosphoryliertes Tyrosin auf ihre Phosphorylierung untersucht. Es

zeigte sich, dass sowohl SLP65 (Abb. 26, links) als auch PLC-y2 (Abb. 26, rechts) in

der Abwesenheit der Bindung von 14-3-3 an Syk starker phosphoryliert werden.

Ubereinstimmend mit diesem Ergebnis wurde in der Abwesenheit der Bindung von

14-3-3 an Syk ein Phosphoprotein mit einem PLC-y2-&hnlichem Molekulargewicht

starker mit SLP65 koprazipitiert.
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IP: anti-SLP65 IP: anti-PLCy2
wt S297A wt S297A
K0 2 51020 0 2" 5 10" 20' K0 2 510 200 2" 5 10" 20’
83- —— anti-pTyr ———
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123 456789 1M1

Abb. 26. Die Entstehung des Kalzium-Initiations-Komplexes ist verstarkt bei Abwesenheit der
14-3-3-Bindung an Syk. Die beschriebenen DT40-Zellen, die stabil Citrin-Syk wt oder S297A expri-
mieren, wurden unstimuliert belassen oder fur angegebene Zeiten durch den BZR stimuliert. SLP65
(linke Seite) beziehungsweise PLC-y2 (rechte Seite) wurden immunoprazipitiert und einer Immun-
blotanalyse mit einem Antikérper gegen phosphoryliertes Tyrosin zugefthrt. Als Immunoprézipitati-
onskontrolle dienten isotypengleiche Antikérper. Immunoblot mit AntikGrpern gegen SLP65 bezie-
hungsweise PLC-y2 dienten als Ladekontrolle. Relative molekulare Massen des Proteinmarkers sind
links in kDa angegeben. Die Daten sind représentativ fiur drei unabhéngige Experimente. Modifiziert
nach Bohnenberger et al. (2011, S.1557).

Diese Daten weisen darauf hin, dass der Kalzium-Initiations-Komplex in den Zellen,
die die S297A-Variante von Syk exprimieren, effizienter gebildet wird. Entsprechend
habe ich in diesen Zellen bei einer durchflusszytometrischen Analyse der zytosoli-
schen Kalziumionenkonzentration festgestellt, dass diese Zellen nach BZR-
Stimulation deutlich mehr Kalziumionen mobilisieren, als Zellen, die wildtypisches
Syk exprimieren (siehe Abb. 27). Wahrend der Kalziumionen-Einstrom nach drei Mi-
nuten in Syk wildtyp-exprimierenden Zellen fast auf den Ruhewert absinkt, ist in Syk
S297A-exprimierenden Zellen auch noch nach circa 15 Minuten (siehe Abb. 27) und
sogar noch nach 30 Minuten (siehe Abb. 35, Seite 73) ein Signal deutlich Gber dem

Basalwert nachzuweisen.

30000 - Abb. 27. 14-3-3 inhibiert den
BZR-abhangigen Kalziumio-
nen-Einstrom. Die beschrie-
20000 - benen Zellen wurden mittels
des kalziumabhangigen Farb-
stoffs Indo-1 und mittels
Durchflusszytometrie auf ihren
BZR-abhéangigen Kalziumio-
nen-Einstrom untersucht. Der
Pfeil kennzeichnet den Beginn
der BZR-Stimulation. Die Da-
ten sind représentativ fir funf
unabhéngige Experimente.
Modifiziert nach Bohnenberger
et al. (2011, S.1557).
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Mit dem Ziel zu untersuchen, ob die Unterschiede im Kalziumionen-Signal auf ver-
schiedene Kalziumionenstréme tber die Plasmamembran zuriickzufiihren sind, habe
ich eine Kalziumionen-Fluss-Analyse in Abwesenheit von Kalziumionen im Puffer
durchgefiuihrt. Dabei bestanden kaum Unterschiede im BZR-abhangigen Kalziumio-
nen-Einstrom aus intrazellularen Speichern (siehe Abb. 28). Nach Zugabe von Kalzi-
umionen wurde jedoch ein deutlich starkeres Signal in den Zellen beobachtet, welche
die S297A-Variante von Syk exprimieren. Dies deutet darauf hin, dass vornehmlich

der Kalziumionen-Einstrom aus dem Extrazellularraum durch 14-3-3 reguliert wird.

60000 -
50000 1
40000 1

30000 -1

20000 -1

10000 A1 ¢ | J[

0 100 200 300 400 500 600
Zeit (sek)
— sy Wt = S297A

Indo (405 nm / 530nm)

Abb. 28. 14-3-3 inhibiert vornehmlich den extrazellularen Anteil des BZR-abhé&ngigen Kalziumi-
onen-Einstroms. Die beschriebenen Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf ihren BZR-
abhéngigen Kalziumionen-Einstrom untersucht. Um zwischen dem Kalziumionen-Einstrom aus dem
endoplasmatischen Retikulum und dem Extrazellularraum zu unterscheiden, wurden extrazelluléare
Kalziumionen durch die Zugabe von EGTA chelatiert. Nach funf min wurden Kalziumionen zu den
Proben hinzugegeben. Der linke Pfeil kennzeichnet den Beginn der BZR-Stimulation, der rechte Pfeil
kennzeichnet die Zugabe von Kalziumionen. Die Daten sind reprasentativ fir drei unabhangige Expe-
rimente.

Das Bindemotiv fur 14-3-3 um Serin 297 liegt in einem Bereich der Interdoméne B,
dem sogenannten linker insert, der in einer kiirzeren Isoform von Syk (Syk-B) nicht
enthalten ist (Rowley et al. 1995). Uber Durchflusszytometrie konnte ich zeigen, dass
das linker insert essentiell fir die Mobilisation von Kalziumionen ist, da die kurze Iso-
form von Syk fast keine BZR-vermittelte Kalziumionenmobilisierung zeigt (siehe Abb.

29). Gleiche Expression der Varianten wurde Uber Durchflusszytometrie bestétigt.



Ergebnisse Seite | 68

50000 A 100

= 40000 S

30000 1
60

% vom Maximun

20000 1
40 -

Indo (405 nm /530nm

10000 wlr B ety

20

0 50 100 150 200 250 300
Zeit (Sek) 0 102 108 10* 10°
Citrin-Expression
— syk* — Sykwt — SykB Hrin-Express!

Abb. 29. Das linker insert ist essentiell fur die Funktion von Syk. Syk-defiziente DT40-B-
Lymphozyten, die Citrin-Syk wildtyp oder Citrin-Syk Isoform B exprimieren, wurden mittels Durchflusszy-
tometrie auf die Expressionsstarke von Citrin-Syk (rechts) und auf ihren BZR-abhangigen Kalziumionen-
Einstrom untersucht (links). Der Pfeil kennzeichnet den Beginn der BZR-Stimulation. Die Daten sind
reprasentativ fir drei unabhangige Experimente.

4.9 14-3-3 inhibiert die Phosphorylierung und Rekrutierung von Syk

Die Aktivitat von Syk im friihen BZR-Signalweg wird einerseits tUber die Rekrutierung
von Syk zur Plasmamembran und andererseits Uber die Phosphorylierung bestimm-
ter Tyrosine in Syk reguliert (Tsang et al. 2008). Zur Plasmamembranrekrutierung
von Syk ist bekannt, dass Syk nach BZR-Stimulation an die Membran in BZR-
Mikrokluster rekrutiert wird, die dann miteinander verschmelzen und das sogenannte
Cap bilden, aus dem Syk, nachdem es insgesamt circa zwanzig Minuten an der
Membran verweilte, internalisiert wird (Ma et al. 2001).

In Zusammenarbeit mit Dr. M. Engelke konnte durch konfokale Laser-Mikroskopie
lebender DT40- und DG-75-Zellen, die Citrin-Syk wildtyp oder die S297A-Variante
exprimieren, der zeitliche Verlauf der Plasmamembranrekrutierung von Syk nach
BZR-Stimulation bestatigt werden. In beiden Zellsystemen wurde dabei eine verstark-
te und verlangerte Rekrutierung von Citrin-Syk S297A an die Plasmamembran beo-
bachtet (siehe Abb. 30 und 31). Die quantitative Auswertung der Signalverteilung
zwischen Plasmamembran und Zytosol von 30 — 50 Zellen pro Zelllinie und Zeitpunkt
mit dem Programm ImageJ (siehe 3.2.11, Seite 39) bestatigte, dass die S297A Vari-
ante signifikant effizienter an die Plasmamembran rekrutiert wird (p <0,01 fir jeden
Zeitpunkt).
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Abb. 30. 14-3-3 inhibiert die Rekru-
tierung von Syk an die Plasma-
membran in DT40-Zellen. Die subzel-
lulare Lokalisation von Citrin-Syk wt
und S297A wurde mittels konfokaler
Laser-Mikroskopie in ruhenden und
BZR-stimulierten (3, 5, 10 und 15 min)
DT40-Zellen untersucht. Reprasentati-
ve Bilder sind im oberen Abschnitt zu
sehen. Mindestens 50 Zellen pro Zeit-
punkt von Bildern aus funf unabhangi-
gen Messungen wurden mit ImageJ auf
die Citrin-Signalintensitat an der Plas-
mamembran und im Zytosol hin analy-
siert. Die dargestellten Werte (unten)
stellen die relative Plasmamembranlo-
kalisierung von Syk dar, errechnet als
Mittelwert der Ratios der an der Memb-
ran und im Zytosol gemessenen Sig-
nalintensitaten normalisiert auf unsti-
mulierte Zelle. Die Fehlerbalken zeigen
das 95%-Konfidenzintervall an. Der p-

S297A

Relative Membran-
lokalisierung

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 Wert ist fir jeden Zeitpunkt <0,01. Mo-
Zeit (Min) difiziert nach Bohnenberger et al.
WRES207A (2011, S.1558).

Abb. 31. Die Bindung von 14-3-3 an
Syk inhibiert die Rekrutierung von
Syk an die Plasmamembran auch in
humanen DG-75-Zellen. Die subzel-
lulare Lokalisation von Citrin-Syk wild-
typ und S297A wurde in ruhenden und
BZR-stimulierten (3, 5, 10 und 15 min)
humanen DG-75-Zellen untersucht
und quantifiziert wie in Abb. 30 be-
schrieben. Représentative Bilder aus
funf unabhéngigen Messungen sind
im oberen Abschnitt zu sehen, die
statistische Auswertung der Quantifi-
zierung von mindestens 30 Zellen pro
Zeitpunkt ist im unteren Abschnitt zu
2,0 sehen. Die Fehlerbalken zeigen das
95%-Konfidenzintervall an. Der p-Wert

wit

S297A

i | ist fur jeden Zeitpunkt <0,01. Modifi-
1.6 ziert nach Bohnenberger et al. (2011,
14 S.1559).

1,2

Relative Membran-
lokalisierung
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= wt -+ S297A
Die verstarkte Membranlokalisierung von Syk ware dabei prinzipiell auch durch eine
unterschiedliche Expression des BZRs oder durch eine veranderte Kinetik in der In-

ternalisierung des Rezeptors nach BZR-Stimulation zu erkléaren, jedoch konnte ich
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diese Mdglichkeiten durch Markierung des BZR mit farbstoffgekoppelten Antikorpern
und anschliel3ender Durchflusszytometrie ausschlieRen (siehe Abb. 32). Somit ist
von einem verstarkten Rekrutierungsmechanismus von Syk an die Plasmamembran
auszugehen, beispielsweise und passend zu den in Abbildung 25 (Seite 65) darge-
stellten Ergebnissen Uber eine verstarkte Interaktion mit Ig-3.

0 min 5 min 15 min
1004 1004 1004
c c c
3 80+ 3> 804 > 804
E E E
x x x
T 60- T 60 T 60
= = =
g 40- g 401 g 404
> > >
°\° 20 °\° 204 °\° 20
0 0- 0+
017 18 1 1P 01 18 ¢ 1P 017 18 1t 1P
Rezeptorexpression Rezeptorexpression Rezeptorexpression

m— KONrolle === Wt === S297A

Abb. 32. Die Internalisierung des BZR wird durch die Bindung von 14-3-3 an Syk nicht beein-
flusst. DT40-Zellen, die stabil Citrin-Syk wt oder S297A exprimieren, wurden flr angegebene Zeiten
BZR-stimuliert und mit einem Cy-5-gekoppelten Antikorper, der gegen den Stimulations-Antikorper
gerichtet ist, gefarbt. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Intensitat von Cy-5 auf der Zelloberflache
untersucht. Als Kontrolle wurden DT40-Zellen nur mit dem sekundéren Antikérper inkubiert.

Neben der Rekrutierung an die Plasmamembran ist auch die Phosphorylierung fur
die Regulation der Funktion von Syk wichtig. Deshalb habe ich, um den Einfluss von
14-3-3 auf die Phosphorylierung zu ermitteln, Citrin-Syk wt und die S297A-Variante
aus DT40-B-Zellen nach BZR-Stimulation immunopréazipitiert und die Syk-
Phosphorylierung mittels Westernblot und phosphotyrosinspezifischen Antikérpern
untersucht. Die Inaktivierung der 14-3-3-Bindestelle in Syk fihrt zu einer verstarkten
Phosphorylierung von Syk nach zwei und finf Minuten BZR-Stimulation. Durch die
densitometrische Auswertung durch das Programm ImageJ konnte der Unterschied

auf circa 40% quantifiziert werden (Siehe Abb. 33).
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IP: anti-GFP
- S297A Abb. 33. Die 14-3-3-Bindung an Syk inhibiert die
Phosphorylierung von Syk. Die beschriebenen DT40-
K 02 510 20 0 2 5 10' 20' Zellen, die stabil Citrin-Syk wt oder S297A exprimieren,
62-| B e e wurden unstimuliert belassen oder fur angegebene Zeiten
anti-pTyr ———— durch den BZR stimuliert. Syk wurde immunoprazipitiert
_ und einer Immunblotanalyse mit einem Antikérper gegen
G| - —————— phosphorylierte Tyrosin-Reste zugefuhrt. Als Immunopré-
anti-GFP ——— zipitationskontrolle dienten isotypengleiche Antikdrper.
123456780911 Immunoblot mit Antikérpern gegen GFP diente als Lade-

kontrolle. Relative molekulare Massen des Proteinmarkers

sind links in kDa angegeben. Die Daten sind reprasentativ

fir drei unabhangige Experimente. Der Immunoblot wurde

einer densitometrischen Analyse zugefiihrt. Die Balken

geben die Signalintensitat der Banden an, die Fehlerbal-

] ‘ ken stehen fir die Standardabweichung. Modifiziert nach
C 0 2 5102 0 2 5 10 2 Bohnenberger et al. (2011, S.1558).

Zeit (Min)

Signalintensitat

Die Veranderungen im Phosphorylierungsstatus konnten die Kinase-Aktivitat von Syk
beeinflussen, so dass neben der veranderten zellularen Lokalisation der S297A Mu-
tante auch eine verstarkte Kinase-Aktivitat zu einer verstarkten Aktivierung von Syk-
Substraten fihren kdnnte. Deshalb habe ich Citrin-Syk wildtyp und S297A aus DT40-
B-Zellen, die fur funf Minuten BZR-stimuliert wurden, immunoprazipitiert und einem
in-vitro-Kinase-Experiment nach einem Protokoll von M. L&sing zugefihrt. Dabei ha-
be ich prazipitiertes Syk fir 15 Minuten bei 37°C und als Negativkontrolle auf Eis mit
einem synthetischen, Biotin-gekoppeltem Peptid, das von Syk phosphoryliert werden
kann, inkubiert. Das Peptid konnte mit einer Streptavidin-beschichteten ELISA-Platte
immobilisiert und nacheinander mit einem Antikorper gegen phosphoryliertes Tyrosin
und einem peroxidasegekoppelten sekundaren Antikérper inkubiert werden. Durch
Zugabe von ABTS wurde eine peroxidaseabhéngige Farbreaktion gestartet und die
Absorption mittels eines ELISA-Auslesegerates gemessen. Ich konnte zeigen, dass
das Peptid von Syk phosphoryliert wird, jedoch konnte kein signifikanter Unterschied
(p=0.3, n=5) zwischen wildtyp und S297A in der Syk-abhangigen Phosphorylierung
des Peptides gezeigt werden (siehe Abb. 34). Mittels Westernblot konnte ich einen
Unterschied in der Menge an immunoprazipitiertem Syk ausschlie3en (siehe Abb. 34
links oben). Da Syk eine starke Tendenz zur Autophosphorylierung und damit auch
Autoaktivierung in vitro zeigt, ist es jedoch mdglich, dass bei der gewéhlten Phospho-
rylierungszeit von 15 Minuten geringe Unterschiede eventuell nicht erfasst wurden,
so dass eine Wiederholung der Versuche mit unterschiedlichen Phosphorylierungs-

zeiten weitere Erkenntnisse bringen konnte.



0,6 4

0,5

0,4 1

0,3 1

0:2/1

0,1

Ergebnisse Seite |72

Abb. 34. Die Kinase-Aktivitat von Syk wird durch
die Interaktion mit 14-3-3 nicht signifikant veran-
dert. Citrin-Syk wt oder S297A wurde aus DT40-B-
Zellen, die fur funf min durch den BZR stimuliert wur-
den, immunoprazipitiert und mit einem Biotin-
gekoppelten Peptid, das von Syk phosphoryliert wer-

% P den kann, fir 15 min bei 37°C oder auf Eis (als Ne-
o - -] gativkontrolle) inkubiert. Das Peptid wurde mittels
~ant-GEP= einer Streptaktin-beschichteten ELISA-Platte immobi-

lisiert und mit einem Antikérper gegen phosphorylier-
tes Tyrosin und einem sekundéren, Peroxidase-
gekoppeltem Antikorper inkubiert. Durch Zugabe von

1 ABTS wurde eine Peroxidase abhéngige Farbreakti-
on induziert und die Absorption mittels eines ELISA-

K ' ‘ ' ' ' Auslesegerates bestimmt. Als Kontrolle dienten
DT40-Zellen, die kein Citrin-Syk exprimieren. Die
omin 1smin  Fehlerbalken geben die Standardabweichung aus
finf unabhangigen Messungen an. Mittels Immuno-

blot wurde die Effizienz der Immunoprazipitation

DT40 Omin DT40 Syk wt Syk wt Syk Syk
15min Omin 15min S297A S297A

Uberpruft (links oben).

4.10 Cbl und 14-3-3 inhibieren Syk unabhéangig voneinander

Neben der Inhibition von Syk durch 14-3-3 ist die Inhibition durch die Bindung von
Cbl an das durch Lyn phosphorlyierte Tyrosin 323 in Syk beschrieben (Hong et al.
2002). Zum Vergleich der Inhibition des BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstrom
durch die beiden Mechanismen habe ich Syk-defiziente DT40-B-Zellen mit Citrin-Syk
wildtyp, S297A, Y323F und S297A+Y323F retroviral rekonstituiert. Eine vergleichba-
re Expression von Syk konnte ich mittels Durchflusszytometrie zeigen (Abb. 35,
rechts). Die Analyse des BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstroms ergab, dass die
Einzelmutanten von Syk einen vergleichbaren und jeweils starkeren BZR-abhéangigen
Kalziumionen-Einstrom als die Citrin-Syk wildtyp-exprimierenden Zellen zeigten. Da-
bei war der Kalziumionen-Einstrom jeweils initial nur etwas starker als in Citrin-Syk
wildtyp-exprimierenden Zellen, hielt jedoch im weiteren Verlauf fir mehr als 30 Minu-
ten an, wahrend der Kalziumionen-Einstrom der Citrin-Syk wildtyp exprimierenden
Zellen annahernd auf den Ruhewert zuriick ging (siehe Abb. 35, links). Beide Me-
chanismen scheinen also vergleichbar in der Bedeutsamkeit fir den BZR-
abhangigen Kalziumionen-Einstrom zu sein. Die Doppelmutante von Syk zeigte ei-
nen sehr viel deutlicheren Anstieg im initialen Kalziumionenfluss, der dann direkt in
ein Plateau von Kalziumionen-Einstrom uberging, das auch nach 30 Minuten noch
nicht endete. 14-3-3 und Cbl scheinen also Syk in unabhangiger und additiver Weise

zu hemmen.
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Abb. 35. Vergleich der Syk-Inhibition durch 14-3-3 und Cbl. Syk-defiziente DT40-Zellen wurden
retroviral mit Konstrukten, die fur die angegebenen Varianten von Citrin-Syk kodieren, transfiziert. SA-
YF steht fur die Doppelmutante S297A und Y323F. Die resultierenden Zellen wurden mittels Durch-
flusszytometrie auf die Expression von Citrin-Syk hin analysiert (rechts) und mittels Durchflusszyto-
metrie auf ihren BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstrom untersucht (links). Der Pfeil kennzeichnet
den Beginn der BZR-Stimulation. Die Daten sind reprasentativ fir drei unabhéngige Experimente

Die massenspektrometrische Analyse von Syk S297A ergab, dass S297A im Ver-
gleich zum wildtyp starker ubiquitinyliert wird. Dieses Ergebnis konnte ich mittels Im-
munoprazipitation von Citrin-Syk aus den beschriebenen BZR-aktivierten DT40-

Zellen und anschlieBender Westernblot-Analyse verifizieren (siehe Abb. 36).

IP: anti-GFP Abb. 36. Die Bindung von 14-3-3 an Syk inhibiert
die Ubiquitinylierung von Syk. Aus beschriebenen
wt  S297A Y323F SA-YF  unstimulierten oder BZR-stimulierten DT40-Zellen wur-
et Amt o Et AR R A Bt A de Citrin-Syk immunoprazipitiert und einer Immun-
K 0°5°10" 0" 5 10 0" 5" 10° 0" 5' 10 blotanalyse mit einem Antikdrper gegen Ubiquitin zuge-

62__| - - - | fuhrt. Als Immunoprazipitationskontrolle dienten isoty-
pengleiche Antikdrper. Immunoblot mit Antikérpern
anti-Ubiquitn —————  gegen GFP diente als Ladekontrolle. Relative moleku-
lare Massen des Proteinmarkers sind links in kDa an-
62—| - ———— _-—| gegeben. Die Daten sind reprasentativ flr drei unab-
. héngige Experimente.
anti-GFP

12 345 6789 10111213

4.11 Serinphosphorylierung beeinflusst die SH2-Doméanen von Syk
In der Bindetasche von SH2-Doménen befindet sich die funktionell wichtige Sequenz
F/Y L I/L R, im Folgenden als FLIR-Motiv bezeichnet (Waksman et al. 1993). In un-
mittelbarer Nachbarschaft dazu befindet sich in der N-terminalen SH2-Domé&ne von
Syk Serin 44, das massenspektrometrisch als phosphoryliert identifiziert wurde (sie-
he Abb. 37).
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N-terminale SH2-Domane
ffgnitreeaedylvgggmsdglyllrgsrnylggfalsvahgrka
hhytierelngtyaiaggrthaspadlchyhsgesdglvcllkkpf

C-terminale SH2-Domidne
wfhgkisreeseqgivligsktngkflirardnngsyalcllhegkv
lhyridkdktgklsipegkkfdtlwglvehysykadgllrvltvpc

Abb. 37. Aminosaure-Sequenz der N- und C-Terminalen SH2-Doméne von Syk. Die N-Terminale
SH2-Domaéne (oben) von Syk enthalt in direkter Nachbarschaft zum YLLR-Motif (Fett gedruckt) das
phosphorylierte Serin 44 (in Rot). In der Nahe des FLIR-Motives der C-terminalen SH2-Domane befin-
det sich das nach BZR-Stimulation dephosphorylierte Serin 202.

Die C-terminale SH2-Domaéane enthalt das Motiv FLIR ohne ein benachbartes Serin,
jedoch wird aus der Struktur ersichtlich, dass die SH2-Domane eine zuséatzliche
Schleife enthalt, die Serin 202 in unmittelbare N&he zur Bindetasche der SH2-
Domaéne bringt (siehe Abb. 38). Dieses Serin wurde als Phosphorylierungsstelle iden-

tifiziert, die nach BZR-Stimulation dephosphoryliert wird (siehe Abb. 13, Seite 53).

Abb. 38. Serin 202 liegt in der
Struktur der C-Terminalen SH2-
Doméane von Syk dem FLIR-Motiv
benachbart. Die Abb. zeigt die drei-
dimensionale  Struktur der C-
Terminalen SH2-Doméne von Syk
gebunden an ein tyrosinphosphory-
liertes Phosphopeptid (in Gelb, durch
orangenen Pfeil markiert). AuRerdem
sind in Gelb Serin 202 und Arginin
195, das zum FLIR-Motiv gehort,
dargestellt und durch einen roten
Pfeil gekennzeichnet. Mit einem gri-
nen Pfeil ist die Schleife markiert, die
Serin 202 in die Nahe von Arginin
195 bringt.

Mit dem Ziel, die Funktion dieser den SH2 Bindetaschen benachbarten Serinen zu
untersuchen, habe ich DT40-Zellen retroviral mit Citrin-Syk Varianten, bei denen je-
weils S44, S202 oder beide gegen Alanin oder negativ-geladenes Glutamat ersetzt
wurde, rekonstituiert. Die Expression wurde mittels Durchflusszytometrie Uberprift.
Die Analyse des BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstroms ergab, dass die Mutation
eines oder beider Serine zu Alanin eine leichte Reduktion im Kalziumionen-Einstrom

fuhrt, wahrend die Mutation von S202 zu Glutamat den Kalziumionen-Einstrom wei-
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testgehend und die Mutation von S44 oder beider Serine zu Glutamat vollstandig
verhindert (siehe Abb. 39).
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Abb. 39. Einfluss der Serine in den SH2-Domé&nen von Syk auf den BZR-abhé&ngigen Kalziumi-
onen-Einstrom. Syk-defiziente DT40-Zellen wurden retroviral mit angegebenen Varianten von Citrin-
Syk transfiziert und die resultierenden Zellen auf die Expression von Citrin-Syk (rechts) und auf ihren
BZR-abhé&ngigen Kalziumionen-Einstrom hin untersucht (links). Der Pfeil kennzeichnet den Beginn der
BZR-Stimulation. Die Daten sind reprasentativ fir drei unabhéngige Experimente.

Ein Serin in vergleichbarer Position findet sich bei der Uberwiegenden Zahl der SH2-
Domanen, somit ware ein genereller Regulationsmechanismus von SH2-Domanen
denkbar (siehe Abb. 40).

FER|2241 0 KK ~=3 HG - K- Abb. 40. Die meisten SH2-
EES|FPS, 2247 — - vug;;:;:;;;;; ;_5 Domanen haben ein dem
BLARS |i2ileDak et B 1S L-VOR- = - == e e m o T-§- FLIR-Motiv  benachbartes
m%‘m O 15,0 IR o G_R- Serin. Zu sehen ist ein Ver-
SR SHCA | 6464 QOL- - --N T-T gleich verschiedener SH2-
SHC4 |RaLP 399694 VE-=------- D AT-5- Domanen. Dem FLIR-Motiv
SE HCB | SCR -, | R’;jjffjfffg e (in Blau, Griin und Rot) be-
v - AGGP- - - -RN-H ngchbart liegt in der Uber-
ﬁmml o TGAT - - - -GS -H . wiegenden Anzahl der Félle
LNK|10019 OG-P----DA-H - ein Serin (in Grau). Modifi-
R V-E = ziert nach Liu et al. (2006,
2 2 fg """ ;E e supplementéare Daten, S. 1).
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4.12 Prolinreiche Motive koppeln SLP65 tber Cin85 an Syk

Die Rolle von SLP65 als direktes Substrat von Syk und als zentrales Element des
Kalzium-Initiations-Komplexes konnte mehrfach gezeigt werden (Engelke et al.
2007). Unklar blieb jedoch, in welcher Weise SLP65 an die Phosphorylierung von
Syk gekoppelt wird. Oellerich et al. (2011) konnten zeigen, dass das Adapterprotein
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Cin85 mit seinen SH3-Domanen an Motive mit der Konsensussequenz PXPXPR
(Kurakin et al. 2003) in SLP65 bindet und dass diese Interaktion essentiell fur die
Rekrutierung und Phosphorylierung von SLP65 und die Bildung des Kalzium-
Initiations-Komplexes ist.

Das Adapterprotein SLP76 erfullt in T-Zellen eine Aufgabe, die der von SLP65 in B-
Zellen entspricht und hat einen ahnlichen Aufbau wie SLP65 (Koretzky et al. 2006).
Jedoch finden sich in SLP76 keine der in SLP65 vorhandenen SH3-Bindemotive.
Durch einen Vergleich der Proteinsequenz der beiden Proteine konnte ich drei Stel-
len in SLP76 ausfindig machen, die den Prolinmotiven in SLP65 ahnlich sind. Durch
insgesamt funf Punktmutationen konnte ich die Motive in SLP76 konstruieren (siehe
Abb. 41).

huSLP65  , KLKVKAPPSVPRRDYASE.,  ,, SPPPAAPSPLPRAGKKPT,., . KQIHQKPIPLPRFTEGGN,,
huSLP76  ,,RSIFTRKPQVPRFPEETE, ., ORPLPQPALLPMSSNTFP,,  ,, AEGRNFPLPLPNKPRPPS,,
huSLP76* ,,RSIFTRPPQVPRFPEETE,,  ,,.QORPLPQPAPLPRSSNTFP,,,  .,,AEGRNFPLPLPRKPRPPS,,,

Abb. 41. Vergleich der drei prolinreichen Motive von SLP65, SLP76 und mutiertem SLP76*.
Konservierte Proline und Arginine sind fett dargestellt, die atypischen Prolin-Arginin-Motive jeweils
eingerahmt. Die durch Mutagenese eingefligten Proline und Arginine, welche die drei CIN85 Bindemo-
tive in SLP76* wiederherstellen, sind jeweils rot markiert. Modifiziert nach Oellerich et al. (2011,
S.3630).

Durch retrovirale Rekonstitution von SLP65-defizienten DT40-Zellen mit Citrin-
gekoppeltem SLP65, SLP76 wildtyp und mutiertem SLP76 (im Folgenden als SLP76*
bezeichnet) konnte ich mittels Ko-Immunoprazipitation und anschlieender Western-
blot-Analyse zeigen, dass Cin85 sowohl an SLP65, als auch an SLP76*, nicht jedoch

an SLP76 wildtyp bindet (Abb. 42).

IP: anti-GFP Abb. 42. SLP76* bindet an CIN85. SLP65-defiziente DT40-B-
Lymphozyten wurden retroviral mit Citrin-markierten Versionen

\géo \g’\@ \g'\Q) von wildtyp SLP65, wildtyp SLP76 und mutiertem SLP76* rekon-
o 9 o stituiert. Die resultierenden Zellen wurden unstimuliert belassen
050505 oder fur fiunf min durch den BZR stimuliert und SLP65 bezie-
82_ hungsweise SLP76 wurde aus den Zellen durch Immunprazipita-
. tion mittels eines Antikérpers gegen GFP isoliert. Die resultie-

— anti-CIN85 - renden Proben wurden durch Immunoblot mit Antikdrpern gegen
Cin85 untersucht. Immunoblot mit Antikbrpern gegen GFP diente
82‘_ anti-GEP — als Ladekontrolle. Relative molekulare Massen des Proteinmar-
i B EE kers sind links in kDa angegeben. Die Daten sind reprasentativ

far drei unabhéngige Experimente. Maodifiziert nach Oellerich et
al. (2011, S.3630).

Mittels Westernblot-Analyse von immunoprazipitiertem SLP65 beziehungsweise
SLP76 Uber das gekoppelte Citrin und mittels durchflusszytometrischer Analyse des

Kalziumionen-Einstroms konnte ich des Weiteren zeigen, dass SLP76 wildtyp auf
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einen BZR-Reiz hin weder phosphoryliert wird, noch dass es zu einem Kalziumionen-

Einstrom kommt, hingegen SLP76* nach BZR-Stimulation phosphoryliert wird und

einen Kalziumionen-Einstrom ermdglicht (siehe Abb. 43 und 44).

IP: anti-GFP
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Abb. 43. SLP76* wird BZR-abhangig phosphoryliert. Die be-
schrieben Zellen wurden unstimuliert belassen oder fur angege-
bene Zeiten durch den BZR stimuliert und SLP65 beziehungs-
weise SLP76 wurde aus den Zellen immunoprazipitiert. Die re-
sultierenden Proben wurden durch Immunoblot mit Antikbrpern
gegen phosphoryliertes Tyrosin untersucht. Immunoblot mit Anti-
kérpern gegen GFP diente als Ladekontrolle. Relative molekula-
re Massen des Proteinmarkers sind links in kDa angegeben. Die
Daten sind reprasentativ fir drei unabhangige Experimente.
Modifiziert nach Oellerich et al. (2011, S.3630).
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Abb. 44. SLP76* stellt den BZR abhéan-
gigen Kalziumionen-Einstrom in SLP65
defizienten DT40-B-Zellen wieder her.
In den beschriebenen Zellen wurde mit-
tels Durchflusszytometrie der BZR-
abhéangige Kalziumionen-Einstrom unter-
sucht. Der Pfeil kennzeichnet den Beginn
der BZR-Stimulation. Modifiziert nach
Oellerich et al. (2011, S.3630).

In Zusammenarbeit mit Dr. M. Engelke konnte mittels konfokaler Laser-Mikroskopie

des Weiteren gezeigt werden, dass SLP76* in BZR aktivierten B-Zellen an die Plas-

mamembran rekrutiert wird, wahrend SLP76 wildtyp im Zytoplasma verbleibt (siehe

Abb. 45).
DT40 slp657-B cells
0 3

SLP76*

Abb.
Bindemotiven kann SLP76* BZR-abhangig an die
Membran rekrutiert werden. Die subzellulare Lokali-
sation von Citrin gekoppeltem SLP76 und SLP76* wur-
de mittels konfokaler Laser-Mikroskopie in ruhenden
und BZR-stimulierten (3 min) DT40-B-Zellen unter-
sucht. Die Abbildung zeigt reprasentative Bilder aus
drei unabhangigen Messungen. Maodifiziert nach Oelle-
rich et al. (2011, S.3630).

45. Durch die Herstellung von CIN85-

Insgesamt konnte ich also mit finf Punktmutationen eine Interaktion zwischen SLP76

und Cin85 ermdglichen, die ausreichend ist, SLP76 in BZR-aktivierten B-Zellen an

die Plasmamembran zu rekrutieren und dort die Funktion von SLP65 zu erfillen.
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5. Diskussion

Die Beschreibung intrazellularer Signalwege und ihrer Regulation hat sich zu einem
zentralen Thema in der Erforschung zellularer Funktionen entwickelt. Fur das Ver-
standnis der zahlreichen Aufgaben von Syk-abhangigen Signalwegen wahrend der
physiologischen Entwicklung und Aktivierung hamatopoetischer Zellen und ihrer ma-
lignen Transformation ist eine umfassende Kenntnis tber die Regulation und Funkti-
on von Syk notig. Ziel dieser Studie war die Analyse der Phosphorylierungskinetik
und des Interaktoms von Syk in Antigen-Rezeptor-stimulierten B-Lymphozyten und

die Erforschung ihrer Bedeutung fur die Regulation von Syk im BZR-Signalweg.

5.1 Die Phosphorylierungskinetik und das Interaktom von Syk

Mit der massenspektrometrischen Analyse der Phosphopeptide von affinitatsprazipi-
tiertem humanem Syk aus Antigen-Rezeptor-stimulierten B-Lymphozyten konnten
insgesamt 16 phosphorylierte Tyrosine, elf phosphorylierte Serine und sechs phos-
phorylierte Threonine gezeigt werden. Neben den 13 in B-Zellen bekannten Phos-
phorylierungsstellen (Geahlen 2009, Paris et al. 2010, Uckun et al. 2010 b) konnten
20 weitere als phosphoryliert identifiziert werden. Anzumerken sei, dass fast die Half-
te der gefundenen Phosphorylierungsstellen in der Interdoméne B liegen, die bereits
als wichtig fur die Regulation von Syk beschrieben wurde (Simon et al. 2005).

Fur 26 dieser Phosphopeptide konnte mit Hilfe des SILAC-Verfahrens eine BZR-
abhangige Kinetik der Phosphorylierung gemessen werden. Dabei konnten die
Phosphorylierungsstellen anhand ihrer Kinetik in vier Gruppen eingeteilt werden (Ol-
sen et al. 2006): frihe, spéate, dephosphorylierte und konstante Phosphorylierungs-
stellen. Alle gefundenen Tyrosine zeigten dabei einen starken Anstieg der Phospho-
rylierung schon nach zwei Minuten und sind damit der ersten Gruppe zuzuordnen,
was der beschriebenen Schliisselrolle bei der Aktivierung von Syk durch die Phos-
phorylierung an Tyrosinen durch Lyn oder Syk selbst entspricht (Keshvara et al.
1998, Tsang et al. 2008). Die starkste Veranderung der Phosphorylierung nach BZR-
Stimulation zeigte das doppelt-phosphorylierte Phosphopeptid mit Tyrosin 348 und
Tyrosin 352 in der regulatorischen Interdoméane B und das Phosphopeptid mit Tyro-
sin 526 in der katalytischen Domane von Syk. Die Phosphorylierung der entspre-
chenden Peptide anderte sich zwei Minuten nach Stimulation um mehr als den Fak-

tor zehn. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit der bereits beschriebenen Wichtig-
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keit dieser Phosphorylierungsstellen fur die Aktivierung von Syk (Simon et al. 2005).
Ein mehr als funffacher Anstieg der Phosphorylierung wurde an dem aktivatorisch
wirksamen Tyrosin 525 und dem inhibitorisch wirksamen Tyrosin 323 gemessen.
Auch die Bedeutung dieser Phosphorylierungsstellen fur die Funktion und Regulation
von Syk ist mehrfach beschrieben worden (Zhang et al. 1998, Hong et al. 2002).

Eine ahnliche Kinetik und einen ebenfalls funffachen Anstieg der Phosphorylierung
konnte fur Serin 297 gezeigt werden, dessen Bedeutung bisher unklar war. Die
Phosphorylierung erfolgt etwas verzdgert mit einem Maximum nach funf Minuten.

Die Phosphorylierung der meisten anderen Serine und Threonine erfolgte ebenfalls
etwas verzogert. Serin 579 zeigt einen Anstieg der Phosphorylierung noch nach zehn
Minuten und ordnet sich damit der zweiten Gruppe zu. Fur Serin 202 konnte eine
BZR-abhéangige Dephosphorylierung gezeigt werden, es gehort damit der dritten
Gruppe an. Serin 379 scheint durch den BZR nicht beeinflusst zu werden. Insgesamt
zeigt sich also, dass die Phosphorylierung von Syk nach BZR-Stimulation nicht nur
sehr ausgepragt, sondern auch differenziert ist.

Einige der Phosphopeptide konnten sowohl als einfach als auch als doppelt phos-
phorylierte Varianten identifiziert werden, wodurch die Existenz von verschieden
phosphorylierten Gruppen von Syk zu vermuten ist.

Durch die Analyse des Phosphorylierungsprofils von Syk in Antigen-Rezeptor-
stimulierten humanen DG-75-B-Lymphozyten konnten viele der in DT40-Zellen ge-
fundenen Phosphorylierungsstellen bestatigt werden, jedoch konnten insgesamt nur
17 Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Eine Erklarung fir die Differenz
kénnten speziesabhéngige Unterschiede sein. Jedoch wurden bei der Aufreinigung
von Strep-Syk aus DG-75-Zellen insgesamt weniger Peptide gewonnen, so dass
vermutlich einige Phosphopeptide nicht vom Massenspektrometer erfasst werden

konnten.

Durch die massenspektrometrische Analyse des Interaktoms von Syk aus ruhenden
und BZR-stimulierten B-Zellen konnten Uber 25 Bindepartner von Syk bestimmt wer-
den. Der grol3te Teil davon zeigte eine durch Stimulation induzierbare Bindung an
Syk, konstitutive Bindepartner wie zum Beispiel der BZR sprechen fiir die These ei-
nes tonisch-aktiven BZR-Signalweges. Fir die gefundenen neuen Interaktionspartner

von Syk wurden zum Teil sehr unterschiedliche Funktionen in anderen Zellsystemen
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beschrieben. Sekl1 konnte als MAP-Kinase eine Verbindung zu Jnk und p38 (Morigu-
chi et al. 1995) darstellen, RhoH wurde als Adapterprotein in T-Zellen beschrieben (Li
et al. 2002) und fir TOM1L1 wurden Funktionen bei der ubiquitinabhdngigen Endo-
zytose des Wachstumsfaktorrezeptors beschrieben (Franco et al. 2006). Verschiede-
ne Bindepartner aus der Gruppe des Zytoskeletts wie Aktin, Coroninlc (Rosentreter
et al. 2007) und Dynein legen eine Regulation des Zytoskeletts durch Syk nahe. Als
eine weitere Gruppe von Bindepartnern nach Stimulation konnten verschiedene Iso-
formen der Familie von 14-3-3-Adapterproteinen, die an einer Vielzahl von zellularen
Vorgéngen beteiligt sind (Aitken 2006), gezeigt werden.

Fur Syk wurden in verschiedenen zellularen Kontexten und nach Stimulation ver-
schiedenster Rezeptoren weitere Bindepartner beschrieben. Die E3-Ubiquitin-Ligase
Cbl, fur die gezeigt wurde, dass sie an phosphoryliertes Tyrosin 323 bindet (Yankee
et al. 1999), konnte in diesem Experiment nicht als Bindepartner identifiziert werden.
Eine mogliche Erklarung dafir ist, dass die p85-Untereinheit der PI3K ebenfalls und
mit héherer Affinitat an Tyrosin 323 bindet (Moon et al. 2005), so dass es zu einer
Verdrangung von Cbl gekommen sein kénnte. Des Weiteren wurde eine Interaktion
von Syk mit der y1-Isoform der Phospholipase C (PLC) beschrieben (Groesch et al.
2006), welche in DT40-Zellen nicht exprimiert wird. Eine Interaktion von Syk mit an-
deren Isoformen der PLC konnte in diesem Versuchsaufbau nicht gezeigt werden.
Insgesamt konnte durch die SILAC-basierte Analyse des Interaktoms von Syk in un-
stimulierten und BZR-stimulierten B-Zellen gezeigt werden, dass Syk in einem Netz-
werk von Proteinen agiert, das viele Bereiche der zellularen Funktion beeinflusst. Es
ist anzunehmen, dass die Basis der Organisation dieses Proteinnetzwerkes zumin-
dest zum Teil in der komplexen und dynamischen Phosphorylierung von Syk nach
BZR-Stimulation liegt.

Da weitere Bindepartner von Syk in anderen zellularen Systemen und nach Aktivie-
rung anderer Syk-abhangiger Rezeptoren gefunden wurden, ist anzunehmen, dass
das Interaktom von Syk abhangig ist vom jeweiligen zellularen Kontext und vom akti-
vierten Rezeptor. Mit dem beschriebenen Versuchsaufbau ist die Erforschung dieser
Interaktome und auch die Phosphorylierungskinetik von Syk in anderen Syk-
abhangigen Signalwegen moglich und, wie flir den BZR-Signalweg gezeigt, ein effek-

tiver Weg zu einem gréf3eren Verstandnis der Regulation dieser Signalwege.
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5.2 Die Inhibition von Syk durch 14-3-3

14-3-3-Proteine, die als BZR-abhangige Interaktionspartner gefunden wurden, sind
eine hochkonservierte Familie von sieben 30 kDa grof3en Adapterproteinen (Aitken
2006). Nach der Entdeckung 1965 (Moore und McGregor 1965) rickte diese Pro-
teingruppe in den Interessensfokus der Forschung, als gezeigt werden konnte, dass
sie an spezifische Bindemotive mit einem phosphorylierten Serin oder Threonin bin-
den konnen (Muslin et al. 1996), wobei verschiedene Motive beschrieben wurden
(Yaffe et al. 1997). Die beiden wichtigsten sind dabei das Typ-I-Motiv mit der Kon-
sensussequenz R/KSXpSXP und das Typ-lI-Motiv mit der Konsensussequenz
RXF/YpSXP. Seither konnte fur eine Vielzahl zellularer Funktionen wie Zellzyklus-
Kontrolle, Apoptose und Signaltransduktion eine wichtige regulatorische Rolle von
14-3-3 gezeigt werden (Aitken 2006). Eine Rolle im proximalen BZR-Signalweg war
bisher jedoch unbekannt.

Mittels Ko-Immunoprazipitation und Far-Westernblot-Analyse konnte gezeigt werden,
dass nach BZR-Aktivierung 14-3-3y direkt an phosphoryliertes Serin 297, das mas-
senspektrometrisch als eines der Hauptziele BZR-abhangiger Phosphorylierung iden-
tifiziert wurde, bindet. Die Umgebung von Serin 297 stimmt dabei genau mit dem
Typ-I-Bindemotiv fir 14-3-3-Molekile tberein.

Durch den massenspektrometrischen Vergleich der Interaktome von Strep-Syk wt
und S297A konnte des Weiteren gezeigt werden, dass neben 14-3-3y auch 14-3-3¢
an Serin 297 bindet und dass 14-3-3 der einzige relevante Bindepartner von Serin
297 ist. AuBerdem konnte eine verstarkte Bindung von Syk an Ig-p und eine starkere
Ubiquitinylierung von 14-3-3-bindedefizientem Syk gezeigt werden. Die Inhibition der
Bindung von Syk an Ig- durch 14-3-3 konnte auch die Funktion von Syk insgesamt
hemmen, da die Bindung der Tandem-SH2-Doméane an phosphorylierte ITAM-Motive
wie die in 1g-B zur Aktivierung von Syk fiihrt (Tsang et al. 2008). Uber die Ubiquitiny-
lierung, die ebenfalls durch 14-3-3 gehemmt zu werden scheint, ist ein inhibitorischer
Effekt beschrieben (Rao et al. 2001).

Durch Analyse der Phosphorylierung und Bildung des Kalzium-Initiations-Komplexes
sowie durch Analyse des BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstroms in DT40-Zellen,
welche die S297A Variante von Syk exprimieren, konnte jedoch gezeigt werden,
dass die Bindung von 14-3-3 an Syk insgesamt inhibierend auf den BZR-Signalweg
wirkt. Insgesamt tUberwiegt also die negative Regulation von Syk durch 14-3-3 durch
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die Reduktion der Bindung von Syk an Ig-f3 die theoretisch denkbare positive Regula-
tion durch die Verminderung der Ubiquitinylierung von Syk.

Beim Kalziumionen-Einstrom ist zu beachten, dass vor allem der Einstrom von Kalzi-
umionen aus dem Extrazellularraum gehemmt wird. Dieser erfolgt nach dem Ein-
strom aus intrazellularen Speichern Uber die Aktivierung von IP3-Rezeptoren im en-
doplasmatischen Retikulum durch sogenannte store operated Kalzium channels (En-
gelke et al. 2007), die neben einer starkeren Aktivierung des Kalzium-Initiations-
Komplexes ebenfalls durch Syk beeinflusst werden kénnten.

Eine Beeinflussung der Syk-Aktivitdt hat Gber den BZR-abhangigen Kalziumionen-
Einstrom hinaus vermutlich weitreichende Folgen fur den gesamten BZR-Signalweg.
In dieser Studie konnte auf diese Aspekte nicht naher eingegangen werden, es wére
jedoch interessant zu wissen, inwiefern die Bindung von 14-3-3 an Syk die Aktivie-
rung von MAP-Kinasen wie Erk oder NF-kB oder die Aktivierung der antiapoptoti-
schen Kinase Akt beeinflusst. Ebenfalls interessant ware es zu wissen, welchen Ein-
fluss die 14-3-3-bindedefiziente Syk-Variante auf die Entwicklung und Aktivierung
von B-Zellen in vivo hat.

Durch die computergestutzte Analyse der Sequenz von Syk konnten sechs weitere
potentielle Bindemotive fur 14-3-3 in Syk gefunden werden. In funf dieser Motive
konnte ein phosphoryliertes Serin oder Threonin massenspektrometrisch identifiziert
werden, jedoch konnte durch Mutationsanalysen kein Einfluss dieser potentiellen Mo-
tive auf die Bindung von 14-3-3 an Syk gezeigt werden. Es ist nicht véllig auszu-
schlieBen, dass 14-3-3, nach dem es an Serin 297 gebunden hat, hierarchisch auch
an eines oder mehrere der anderen potentiellen Bindemotive bindet. Es konnte je-
doch gezeigt werden, dass die Mutation von Serin 297 zu Alanin ausreichend ist, um
sowohl die Bindung zu 14-3-3 aufzuheben, als auch die Funktion von Syk im BZR-
Signalweg zu verandern.

Das Bindemotiv fur 14-3-3 liegt in einem Bereich der Interdoméane B, dem sogenann-
ten linker insert, das in einer kiirzeren Isoform von Syk (Syk-B), nicht exprimiert wird
(Rowley et al. 1995). Unterschiede dieser beiden Isoformen konnten bereits fir ver-
schiedene Signalwege gezeigt werden (Latour et al. 1998). Syk-B wird verstarkt im
Knochenmark (Latour et al. 1996) und Brustkrebszellen (Wang L et al. 2003) expri-
miert, was vermuten lasst, dass die Abwesenheit der 14-3-3-Bindung an Syk sowohl

bei der Entwicklung von hamatopoietischen Zellen als auch von Syk-abh&ngigen Ma-
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lignomen eine Rolle spielt. Der BZR-abhangige Kalziumionen-Einstrom in B-Zellen,
die Syk-B exprimieren, ist drastisch verringert. Es wurde bereits vermutet, dass das
linker insert als eine Art Gelenkregion in Syk agiert, die fiir die Anderung der ge-
schlossenen und inaktiven Form in die geoffnete und aktive Form zustandig ist (La-
tour et al. 1998). Die Interaktion mit 14-3-3 in diesem Bereich konnte die Gelenkfunk-
tion stoéren und auf diesem Weg die Funktion von Syk beeinflussen. In dem Homolog
von Syk in T-Zellen Zap70 fehlt ebenfalls das in Syk gefundene Motiv fur die Bindung
von 14-3-3, wodurch eine Unterscheidung der Regulation von Syk und Zap70 mé6g-
lich ware.

Vorstellbar ware, dass durch die Bindung von 14-3-3 die Kinase-Aktivitdt von Syk
inhibiert wird, womit die Inhibition der Phosphorylierung von SLP65 und PLC-y2 er-
klart werden konnte. Jedoch konnte durch ein ELISA-basiertes in vitro Experiment
kein Unterschied in der Kinase-Aktivitat von wildtyp zu S297A Syk gezeigt werden.
Deshalb erscheint die Erklarung, dass 14-3-3 die Aktivitat von Syk im BZR-Signhalweg
Uber die Beeinflussung der subzellularen Lokalisation und damit der Verfugbarkeit
von Substraten von Syk inhibiert, naheliegender. Passend dazu konnte gezeigt wer-
den, dass durch Mutation von Serin 297 zu Alanin die Membranrekrutierung von Syk
deutlich verstarkt und verlangert wird. Ein Modell ware, dass Syk nach BZR-
Stimulation Uber Ig-a und Ig-p an die Plasmamembran rekrutiert und dort an Serin
297 phosphoryliert wird, wodurch 14-3-3 an Syk binden und es von der Plasma-
membran sequestrieren kann. Diese Art der Regulation wurde auch fur andere Sig-
nalproteine wie Gab2 beschrieben (Brummer et al. 2008). Da durch reverse Proteo-
mik gezeigt werden konnte, dass S297A Syk starker an Ig-B bindet, ist denkbar, dass
14-3-3 die Interaktion von Syk und Ig-p stort.

Mit diesem Modell ware auch der Zusammenhang der 14-3-3- und der Cbl-
abhéngigen Hemmung von Syk zu erklaren. Das Ausmald der 14-3-3-abhangigen
Hemmung der BZR-abhangigen Kalziumionen-Mobilisierung ist mit der Cbl-
abhangigen Inhibition vergleichbar. Werden beide Inhibitionsmechanismen durch
Mutation von Serin 297 und Tyrosin 323 ausgeschaltet, kommt es zur Addition der
Effekte. Das deutet daraufhin, dass beide Mechanismen prinzipiell unabhangig von-
einander sind. Jedoch zeigt die S297A Mutante eine stadrkere BZR abhéngige
Ubiquitinylierung. Dieser Effekt scheint der inhibitorischen Funktion von Serin 297 zu

wiedersprechen, da die Ubiquitinylierung als inhibitorisch fur Syk beschrieben wurde
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(Rao et al. 2001). Jedoch hat Cbl durch die starkere und langere Rekrutierung von
Syk S297A an die Plasmamembran auch verstarkten Substratzugang zu Syk. Der
Effekt der S297A Mutation bedeutet insgesamt eine Verstarkung des proximalen
BZR-Signhalweges, somit ist davon auszugehen, dass quantitativ der Effekt der star-
keren Membranlokalisierung die verstarkte Hemmung durch Cbl Uberwiegt.

Insgesamt stellt die Assoziation von Syk mit 14-3-3 die erste beschriebene serinab-

hangige Inhibiton von Syk dar.

Wahrend der Fertigstellung dieser Arbeit berichten Paris et al. (2010), dass murines
Syk an Serin 291 (entspricht Serin 297 in humanem Syk) durch die Protein-Kinase C
(PKC) BZR-abhangig phosphoryliert wird. Die in dieser Arbeit ermittelte Bindung von
14-3-3 an Syk und die nachfolgende Inhibition der Syk-Funktion im BZR-Signalweg
wirde zu der beschriebenen inhibitorischen Funktion der PKC im Sinne einer negati-
ven Rickkopplungsschleife passen (Sidorenko et al. 1996).

Paris et al. (2010) zeigten jedoch, dass eine Mutation von Serin 291 zu Alanin zu ei-
ner verminderten Assoziation von Syk mit dem Chaperon-Protein Prohibition und zu
einer verminderten Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT in BZR-stimulierten
DT40-Zellen fuhrt. Eine Interaktion von 14-3-3 mit dem phosphorylierten Serin 291
konnte fir 14-3-3 in dieser Studie nicht gezeigt werden. Prinzipiell ware es maoglich,
dass fiur das beschriebene Serin ein Unterschied in der Regulierung von murinem
und humanem Syk besteht, der auch erklaren kénnte, warum Prohibitin in den in die-
ser Arbeit durchgefiihrten SILAC-Experimenten des Interaktoms von humanem Syk
nur als unspezifisches Hintergrundprotein auftaucht. Jedoch ist dies bei dem evoluti-
onar-konservierten Typ-I-Bindemotives unwahrscheinlich. Weitere vergleichende Ex-

perimente mussten erfolgen, um einen Unterschied sicher auszuschlief3en.

Abbildung 46 zeigt ein mogliches Modell, wie 14-3-3 die Aktivitat von Syk im BZR-
Signalweg nach den Ergebnissen dieser Arbeit regulieren konnte.

Da 14-3-3-Proteine ubiquitar exprimiert werden (Aitken 2006), ist generell vorstellbar,
dass sie auch in anderen Zellen als der B-Zelle nach Rezeptorstimulation an Syk
binden und so Syk inhibieren kdnnen. Die Erforschung der Funktionen der 14-3-3-
Bindung an Syk in anderen Zellsystemen konnte dies belegen. Die weitere Erfor-

schung der Regulation von Syk durch 14-3-3 in maligne transformierten B-Zellen
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konnte Hinweise auf die Pathogenese von B-Zell-Lymphomen liefern. Es ware bei-
spielsweise interessant zu wissen, ob Mutationen von Serin 297 in Lymphomen vor-

liegen.

Abb. 46. Modell. Die Abbildung zeigt ein mdgliches Modell, wie die Funktion von Syk nach Aktivie-
rung des BZR durch 14-3-3 gehemmt werden kdnnte. Syk bindet nach Aktivierung des BZR mit der
Tandem-SH2-Doméne an die Tyrosine in den ITAM-Motiven von Ig-a und 1g-f und wird dadurch akti-
viert. Uber die Aktivierung der PLC-y kommt es unter anderem auch zur Aktivierung der PKC (linke
Seite, 1). Die PKC phosphoryliert darauf hin Syk an Serin 297 (linke Seite, 2). Das phosphorylierte
Serin 297 und die umliegenden Aminosauren in Syk stellen ein Typ-I-Bindemotiv fir 14-3-3 dar, das
nun an Syk bindet und damit die Interaktion von Syk mit Ig-B stort, so dass Syk vom aktivierten BZR
dissoziier, also von 14-3-3 sequestriert wird (rechte Seite, 3). Modifiziert nach Wang LD und Clark
(2003, S.412).

5.3 Serinabhangige Beeinflussung der SH2-Doméanen von Syk

Die massenspektrometrische Analyse der Phosphorylierung von Syk ergab, dass Syk
ingesamt an 16 Tyrosinen und 17 Serinen und Threoninen phosphoryliert wird. Es ist
anzunehmen, dass nicht nur Serin 297 wichtig fur die Funktion und Regulation von
Syk ist. Vier der gefundenen Phosphorylierungsstellen befinden sich in den SH2-
Domanen von Syk. Die Bindetasche der SH2-Domane enthalt dabei das funktionell
essentielle Motiv F/Y L I/L R, im Folgenden als FLIR-Motiv bezeichnet (Waksman et
al. 1993). Die N-terminale SH2-Doméane von Syk enthalt direkt benachbart zu diesem

Motiv das als phosphoryliert gefundene Serin 44. Das FLIR-Motiv der C-terminalen
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SH2-Domane wird durch eine Schleife in der Tertiarstrukur von Serin 202, das eben-
falls als phosphoryliert gefunden wurde, flankiert.

Es ist vorstellbar, dass eine negative Ladung durch eine Phosphatgruppe an dieser
Stelle die Interaktion der SH2-Domane mit einem Phospho-Tyrosin-Motiv hemmt.
Tatsachlich konnte durch gezielte Mutagenese dieser Serin-Reste zu negativ gela-
denem Glutamat eine weitestgehende (S202E) beziehungsweise vollstandige Supp-
rimierung des BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstroms erreicht werden, vermutlich
Uber eine Inhibition der Interaktion von Syk mit phosphorylierten ITAM-Motiven. Je-
doch wurde auch durch die Mutation der Serine zu Alanin der Kalziumionen-Einstrom
jeweils verringert. Es bleibt zu vermuten, dass das unphosphorylierte Serin an dieser
Stelle die Interaktion der SH2-Domane mit dem phosphoryliertem Tyrosin unterstitzt,
die Interaktion jedoch durch Phosphorylierung unterbrochen wird.

Fur Serin 202 wurde eine BZR-abhangige Dephosphorylierung gezeigt. Moglich wa-
re, dass die Phosphorylierung von Serin 202 Syk in einen inaktiven Zustand versetzt,
der durch BZR-Stimulation aufgehoben wird. Denkbar ware auch die Regulation der
BZR-Antwort in unterschiedlichen B-Zell-Subtypen durch den Phosphorylierungszu-
stand von Serin 202. Weitere Experimente mussten jedoch folgen, um diese Annah-
men zu Uberprifen.

Ein Vergleich von SH2-Doméanen verschiedener Proteine zeigt, dass sich bei der
Uberwiegenden Anzahl aller FLIR-Motive ein Serin in vergleichbarer Position befin-
det. FUr SLP65 konnte das entsprechende Serin 471 auch als spate Phosphorylie-
rungsstelle gezeigt werden (Oellerich et al. 2009). Eine weitere Erforschung der Be-
deutung der Serine in den SH2-Domanen von Syk kdnnte das Verstandnis Uber die

Regulation von SH2-Doménen generell verbessern.

5.4 Cin85 koppelt SLP65 an Syk

SLP65 stellt eines der Hauptsubstrate von Syk dar und ist Uber die Rekrutierung der
Phospholipase PLC-y2 und der Tyrosin-Kinase Btk essentiell fir die Bildung des Kal-
zium-Initiations-Komplexes und den folgenden BZR-abhangigen Kalziumionen-
Einstrom. Unklar ist, wie SLP65 an die Phosphorylierung durch Syk gekoppelt wird.
Neben der wichtigen Rolle des N-terminalen Leucin-Zippers (Koéhler et al. 2005) und
der SH2-Domaéane (Abudula et al. 2007) von SLP65 konnten Oellerich et al. (2011)
die Bedeutung der Bindung von Cin85 an prolinreiche SH3-Bindemotiven fir die
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Phosphorylierung und Rekrutierung von SLP65 und die Bildung des Kalzium-
Initiations-Komplexes zeigen.

Prinzipiell ergeben sich zwei Mdglichkeiten, wie Cin85 die Rekrutierung und Phos-
phorylierung von SLP65 beeinflusst. Entweder ist Cin85 Uber die Bindung seiner drei
SH3-Domanen an die drei prolinreichen Motive wichtig fur die Struktur von SLP65
oder Cin85 beeinflusst die subzellulare Lokalisation von SLP65 und bringt es tber
weitere, bisher unbekannte Interaktionen in die Nahe des BZR und von Syk.

Zur Unterscheidung dieser beiden Moglichkeiten wurde ein Vergleich der Funktion
von SLP65 zu SLP76 durchgefiihrt. SLP76 erfullt in T-Zellen eine &hnliche Aufgabe
wie SLP65 in B-Zellen, jedoch ist der Rekrutierungsmechanismus an die Plasma-
membran fur SLP76 tber das Transmembranprotein LAT weitestgehend geklart (Ko-
retzky et al. 2006). SLP76 kann die Funktion von SLP65 als zentrales Element des
Kalzium-Initiations-Komplexes in B-Zellen nicht Gbernehmen, wenn nicht gleichzeitig
LAT exprimiert wird (Wong et al. 2000).

In SLP76 finden sich keine SH3-Bindemotive, die denen von SLP65 entsprechen,
jedoch konnten alle drei in SLP65 enthaltenden Motive Uber insgesamt flunf
Punktmutationen in SLP76 an vergleichbaren Stellen konstruiert werden. Es zeigte
sich, dass das mutierte SLP76 (im Folgenden als SLP76* bezeichnet) an Cin85 bin-
den und durch Syk phosphoryliert werden kann. Anders als SLP76 kann SLP76* so
auch den BZR-abhangigen Kalziumionen-Einstrom in SLP65-defizienten DT40-B-
Zellen wiederherstellen. Auch kann SLP76* BZR-abhéngig an die Plasmamembran
rekrutiert werden, wahrend SP76 im Zytoplasma verbleibt.

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass Cin85, neben einer weiterhin mogli-
chen Beeinflussung der Struktur von SLP65, eine BZR-abhangig Kopplung von SLP-
Adapterproteinen an die Phosphorylierung durch Syk bewirkt.



Zusammenfassung Seite | 88

6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe massenspektrometrischer Analysen der Phospho-
rylierungskinetik und des Interaktoms von Syk neue regulatorische Elemente im
BZR-Signalweg zu finden.

Es ist gelungen, 33 Phosphorylierungsstellen und die BZR-abhéngige Kinetik von 25
dieser Stellen zu bestimmen, wobei die einzelnen Phosphorylierungsstellen eine dif-
ferenzierte Kinetik aufweisen. Eine der am haufigsten nachgewiese-
nen Phosphorylierungsstellen ist Serin 297, das einen starken BZR-abhangigen An-
stieg der Phosphorylierung zeitlich etwas nach dem Grol3teil der Tyrosine zeigt.
Durch die Analyse des Interaktoms konnte gezeigt werden, dass Syk in einem Netz-
werk von Uber 25 Interaktionspartnern unterschiedlichster Funktion agiert. Damit
stellt diese Arbeit eine Datenbank an Phosphorylierungsstellen und Bindepartnern
von Syk dar, die zur Generierung neuer Hypothesen uber die Funktionsweisen von
Syk genutzt werden kann.

Eine neu gefundene Gruppe von Interaktionspartnern ist die 14-3-3-Familie von
Adapterproteinen. Durch gezielte Mutation potentieller 14-3-3-Bindemotive, die ge-
fundene Phosphoserine und Phosphothreonine enthalten, konnte gezeigt werden,
dass 14-3-3y nach BZR-Stimulation direkt an Phosphoserin 297 bindet. Dieser Kom-
plex reduziert die Rekrutierung von Syk an die Plasmamembran, inhibiert dadurch
den proximalen BZR-Signalweg und stellt damit die erste beschriebene serinabhan-
gige Inhibiton von Syk dar. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten leisten somit einen
Beitrag zum Verstandnis der Regulation von Syk im BZR-Signalweg und wegen der
ubiquitaren Expression von 14-3-3 ist davon auszugehen, dass auch in weiteren Zell-
und Rezeptorsystemen eine vergleichbare Inhibition von Syk stattfindet.

Durch die Mutation von als phosphoryliert gefundenen Serinen in den SH2-Domanen
von Syk konnte zusatzlich gezeigt werden, dass es weitere Serin-abhéngige Regula-
tionsmechanismen von Syk geben konnte. Da die mutierten Serine in vergleichbarer
Position in einer Vielzahl von SH2-Domanen vorliegen, konnte es sich um einen ge-

nerellen Mechanismus handeln.
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