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Kapitel 1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Transmembrantyrosinphosphatase CD45 spielt emetrale Rolle in der
Signaltransduktion durch den T-Zell-Rezeptor (TCRje CDA45-Aktivitat wird
wahrend der T-Zell-Aktivierung durch die Exklusiater alternativ gespleifdten
Exons 4, 5 und 6 gesteuert. Eine Fehlregulatiosedieactivation induced alternative
splicing” genannten Prozesses tragt moglicherwemg Ausbildung von
Autoimmunerkrankungen bei. Die genauen Mechanisndén,zur Exklusion der
alternativ gespleildten Exons fuhren, liegen bislabgnso wie die Identitat der
beteiligten Spleil3faktoren weitgehend im Dunkeln.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassdder Splei3faktor U2AF26 die
Exklusion alternativ gesplei3ter CD45-Exomsvitro und in vivo bewirkt. RNA-
Interaktions-Studien lassen eine Bindung von U2ARB6&egulatorische Sequenzen
dieser Exons vermuten, was eine Erklarung fur desbhchteten Effekt darstellen
konnte. Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dads2h&26-Expression wahrend
der T-Zell-Aktivierung stark ansteigt, was auf eif@nktion von U2AF26 in
aktivierten T-Zellerin vivo hindeutet.

Reguliert wird die Aktivitait von U2AF26 durch dienteraktion mit dem
Transkriptionsfaktor Gfil. Durch eine direkte Irdktion der beiden Proteine war
Gfil in der Lage, den U2AF26-vermittelten AusscBluger alternativ gespleildten
CD45-Exons teilweise aufzuheben. Da Gfil in Abwésdinvon U2AF26 keinen
Einfluss auf das CD45-alternative Splei3en hatthemt Gfil spezifisch alternative
SpleiBprozesse zu regulieren, an denen U2AF26lilgetsi.

Eine antagonistische Rolle von Gfil und U2AF26 iB45-alternativen Spleil3en
konnte auch in zwei unabhdngigen Mausmutanten dstmemn werden: Gfil-
defiziente und U2AF26-transgene Mause zeigen deichggn Defekt im CD45-
alternativen SpleiRen, und zwar einen Verlust afjgil3eren sowie eine erhohte
Expression der kleinsten Isoform (CD45R0). In beiddausmutanten wurde ein
schwerer Defekt in der TCR-Signalkaskade festgéstermutlich ausgelést durch
eine verminderte CD45-Aktivitat. Dieser Befund legn Schluss nahe, dass die in
Gfil-defizienten und U2AF26-transgenen Mausen @mmierte CD45R0-Isoform
eine geringere Aktivitat als die groReren CD45-dsofen aufweist.

Durch die hier vorgestellten Experimente konnteeaieue Funktion von Gfil und
U2AF26 in der Regulation des CD45-alternativen Bgles etabliert werden und es
wurde gezeigt, dass eine Manipulation des Gfil:U28\Werhaltnissesn vivo zu
einem Defekt in der CD45-Isoform-Expression und idamder T-Zell-Aktivierung
fuhrt.
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2 Einleitung

2.1 RNA-Spleif3en: Mechanismus und Regulation

Die Sequenzierung der Genome verschiedener Spémeses ermoglicht, die
Gesamtzahl der Gene der jeweiligen Organismen abatien. Demnach besit2t
melanogaster 14000,C. elegans 19000, und der Mensch um 30000 Gene (Rubin et
al., 2000; Venter et al., 2001). Die erstaunlickirk Differenz zwischen Wurm und
Mensch und die kleinere Zahl von Genen in FliegerViergleich zu Wirmern legt
nahe, dass die Anzahl der Gene alleine nicht diepexitat eines Organismus
erklaren kann (Maniatis und Tasic, 2002). Eine nobgl Erklarung liegt im
alternativen SpleiRen von pra-mRNA, also der Vamaides Primartranskripts, so
dass aus einem Gen verschiedene reife mRNAs gehietden kbnnen.

In eukaryotischen Organismen enthalten die Primgskripte der meisten Gene
nichtkodierende Bereiche (Introns), die vor derriBtation entfernt werden mussen,
um zu funktionellen Proteinen zu fihren. Das Enier(Splei3en) der Introns, deren
Lange und Anzahl pro Gen sehr variabel ist, wirdcdweinen Multi-Protein-RNA-
Komplex, das Spleidosom, katalysiert. Die Kompkixiles Proteoms kann durch
diesen Mechanismus immens gesteigert werden, wasfdhart, dass die tatsachliche
Zahl der Proteine die der proteinkodierenden Geme \Wweitem Ubersteigt.
e s S 1
dscam auf bis zu 3801t \

verschiedene Arten gespleil.

werden, so dass aus eine 3
o
einzigen Gen mehr Protein A—— (Py)—AGp|_Bxon2_|
entstehen konnen, als de
gesamte Genom Gene enthi
)
(Ubersicht in Black, 2000; 2
Exonl |pl Exon2 | + A— (Py)i—AG
Graveley, 2002). Die
komplexen Regulations- Abbildung 1: Strukturmerkmale eukaryotischer pra-

) ) ) mRNA und schematische Darstellung des Spleil3-
mechanismen, die einel Mechanismus.
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korrekten Ablauf des alternativen Spleil3ens ernatighn, sind Gegenstand aktueller
Forschung, unter anderem im Hinblick auf eine Feghfation des
zelltypspezifischen alternativen SpleiRens in Jeiestenen Tumoren (Venables,
2004).

Verschiedene cis-wirkende Elemente innerhalb dei-npRNA sind fir den
SpleiBvorgang essentiell (Abb. 1): Die 5-Splei@igt (ss) ist durch ein GU-
Dinukleotid gekennzeichnet, die 3'-ss durch ein Bukleotid (eine zweite
Gruppe von Splei3-Stellen, 5-AU und 3’-AC kommt Mergleich nur selten vor,
Nilsen, 1996). Zur Konsensussequenz gehéren aulexiePolypyrimidintrakt (15-
25 Pyrimidin-Basen) vor der 3-ss sowie ein Adenosals sogenannter
Verzweigungspunkt. Die Splei3reaktion verlauft imez Schritten: Zunachst bildet
sich eine Phosphodiesterbindung zwischen der Phatgpippe der 5’-ss und der 2'-
OH-Gruppe des Verzweigungspunktes, dann erfolgtLaiation der beiden Exons
und die Freisetzung des Introns in ,Lasso-Form“{ARk). Die Katalyse erfolgt
durch das SpleiRosom, einem Komplex aus 5 ,smatlean ribonucleoproteins®
(snRNP) und einer Vielzahl weiterer Proteine, demlich und zeitlich geordnet an
die pra&-mRNA binden missen, um ein korrektes Seteifu gewahrleisten. Die
Reaktion erfordert eine Reihe von teilweise ATP&algigen Umgruppierungen des
SpleiBosoms und durchlauft mehrere definierte Stador der eigentlichen Reaktion
(Ubersicht in Black, 2003). Im ersten Schritt, @idung des E-Komplexesdrly),
binden die beiden Komponenten des heterodimerengWwdliary factor* (U2AF),
U2AF35 und U2AF65, an das 3'-AG bzw. den Polypydmirakt. Zusatzlich wird
der Verzweigungspunkt durch das SF1-Proteptide factor 1) gebunden, und Ul
snRNP bindet an das 5-GU. Im nachsten Schritt, Rilfung des A-Komplexes,
wird SF1 von der RNA gel6st, und das U2AF-Heteraaimekrutiert U2 snRNP zu
dem Verzweigungspunkt, so dass die Enden des kuanch gebundene snRNPs
definiert werden (Ruskin et al., 1988), wobei dielaktion zwischen den snRNPs
und der pra-mRNA durch direkte Basenpaarung deeijeggn snRNAs und der pra-
MRNA vermittelt wird. Die dann folgende Bildung dBsKomplexes ist durch die
Bindung von drei weiteren snRNPs und das Ablésem beiden U2AF-
Untereinheiten von der pra-mRNA gekennzeichnet. cButmarrangieren der
gebundenen snRNPs bildet sich schlieRlich der Widah aktive C-Komplex. Bei

3
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den meisten alternativen Spleil3vorgangen wird scherBildung des E-Komplexes
reguliert, es wird also vor der ersten katalysreReaktion festgelegt, ob ein Exon in
der reifen mRNA enthalten sein wird oder nicht (teht in Black, 2003). Eine

Regulation erst nach dem ersten katalytischen ®ckurde aber ebenfalls

beschrieben (Lallena et al., 2002).

Abhéangig von der Ubereinstimmung des Polypyrimidikts und der 3’-ss mit der
Konsensussequenz lassen sich verschiedene Klagsdfxens definieren. Wenn ein
konservierter Polypyrimidintrakt vorhanden ist, kdd2AF65 an diesen binden und
U2 snRNP rekrutieren, ohne dass U2AF35 benttigl WAG-unabhangige Exons).

Wenn der Polypyrimidintrakt nicht

3’-Exon

A—— (Py)—AGp i

stark genug ausgepragt ist, kann

m @ U2AF35 das 3’-AG binden und durch

U2A
W eine Wechselwirkung mit U2AF65 die

+ + -
\/ ‘J Bindung von U2 snRNP ermdglichen

(AG-abhangige Exons) (Wu et al.,,

Abbildung 2: Regulation der Bildung des A- 1999)
Komplexes durch das U2AF-Heterodimer )

sowie ESS- und ESE-Sequenzen.  ;usatzlich zu den  intronischen
Abkirzungen siehe Text.

Einige Exons bendétigen

Elementen  exonische  Sequenzen
(exonic splicing enhancer, ESE), um in die reife mRNA integriert zu werd&SES
werden von SR-Proteinen gebunden (eine Familie RikWlender Proteine, die sich
durch das Vorhandensein einer serin- und argirdhegi Domane im C-terminalen
Bereich auszeichnet), und SR-Proteine kénnen denBiddung von U2AF35 an die
3’-ss stabilisieren (Enhancer-abhéangiges Spleil§@raveley et al.,, 2001). Die
entgegengesetzte Wirkung haben ,exonic splicirgnsigrs” (ESS). Diese Elemente
kénnen von heterogenen nuklearen RibonukleopratgimeRNP) gebunden werden,
welche dann den Aufbau des SpleiRosoms behindedneimen Ausschluss des
Exons aus der mRNA bewirken (Caputi et al., 199®k( 2).
Das Vorhandensein von ESS- und ESE-Elementen émnaliv gesplei3ten Exons
ermoglicht eine genaue Kontrolle Uber die zelltygmfische sowie entwicklungs-
und aktivierungsabhangige Expression verschied&mpéeilRformen eines Proteins
(Ubersicht in Lynch, 2004). Beispielsweise sind E®Sjuenzen in den alternativ

gespleiiten Exons der pra&-mRNA der Proteintyrosisphatase CD45

4
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verantwortlich fur die Expression verschiedener 68bformen wahrend der T-

Zell-Aktivierung (Rothrock et al., 2003).

2.2 Der Spleil3faktor U2AF26

U2AF26 (Abb. 3) wurde kirzlich als ein Homolog vVed2AF35 beschrieben. Die

murinen Proteine zeigen innerhalb der ersten 187 inBsduren eine

Sequenzhomologie von 87 %, wéahrend die C-terminBlereiche einen deutlichen
ZoF s Unterschied aufweisen (Shepard et al., 2002).

1:6:[45:@&1‘ Interessanterweise befindet sich am C-

RRM RRM terminalen Ende von U2AF35 eine RS-reiche

Domaéne, die in U2AF26 teilweise fehlt. Die

Abbildung 3 Schematische . _ i _
Darstellung der Struktur von Lange der RS-reichen Doméne konnte in

murinem U2AF26. Zn-F: , : I
Zinkfingerdomane, RRM: RNA direkten Zusammenhang mit der Aktivitat

recognition motif einiger  SpleiRfaktoren gebracht werden
(Graveley et al., 1998), was einen funktionellertddschied zwischen U2AF26 und
U2AF35 vermuten lasst. Da jedoch U2AF26 ebensoWdAF35 ein Heterodimer
mit U2AF65 bilden kann und U2AF26 eine vergleictgbaktivitat wie U2AF35 in
konstitutivem und Enhancer-abh&ngigem Splei3en e@safywscheint die RS-reiche
Domaéne fir diese Funktionen nicht essentiell za §8uth et al., 2001; Shepard et

al., 2002).

U2AF26 und U2AF35 werden in verschiedenen Gewebeterschiedlich stark
exprimiert. Die im Verhaltnis héchste ExpressiomVd2AF26 wurde im Gehirn
nachgewiesen, die geringste in der Leber und dé&x (&hepard et al., 2002). Die
differentielle Expression der beiden Proteine lasSpekulationen Uber
unterschiedliche Funktionen zu; deutliche Untemsdéi konnten bisher aber nicht

gezeigt werden.
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2.3 Signalkaskaden wahrend der T-Zell-Aktivierung

T-Zellen sind ein Teil der erworbenen, antigendjstien Immunantwort. Sie
tragen auf ihrer Oberflache T-Zell-Rezeptoren (T;Rderen Vielfalt durch
somatische Rekombination entsteht und die spelzifisc ein bestimmtes Antigen
sind. Erkennt eine T-Zelle das entsprechende AntigeKombination mit einem
MHC-Molekdl, wird eine Signalkaskade in Gang gekeidie spezifisch zur
Proliferation und Differenzierung der antigenspeeiien T-Zelle fuhrt. Die
Aktivierung des TCR kann aufRerdem zur Neuausrightaies sekretorischen
Apparats in Richtung des aktivierenden Stimulus umgr Ausubung der
Effektorfunktionen, wie z.B. der Zytokinfreisetzunfiihren. Da der TCR keine
intrinsische Enzymaktivitat aufweist, fuhrt die Badkaskade zunachst udber
Tyrosinphosphorylierungen und die Bindung von Aegmtoteinen und mindet dann
in der differentiellen Expression einer Vielzahlnv@&enen, die je nach Zelltyp

bestimmte Programme aktivieren (Ubersicht in Mustehd Tasken, 2003).

Der TCR besteht aus einerund eine3-Kette (bzw. einey- und eined-Kette), die
die Antigenbindungsstelle bilden und durch eineubidbriicke verbunden sind.
Dazu kommen assoziierte TCKetten und der CD3-Komplex, bestehend aus
mehrereny-, d- unde-Ketten, deren Funktion die Signaltransduktion Jetde CD3-
Untereinheit enthélt ein ,immunoreceptor tyrosireséd activation motif‘ (ITAM)
von der Struktur YXX(L/V)X%.9Y XX(L/V), die {-Kette enthalt drei solcher Motive.
Fur die Aktivierung im physiologischen Umfeld wi@uf3erdem ein Corezeptor,
entweder CD4 oder CD8, bendtigt. Die Aggregatioa d€ER und der Corezeptoren
durch die Bindung an den entsprechenden Antigen-NKd@plex fihrt zu einer
lokalen Konzentration von TGRKetten und dem CD3-Komplex sowie Kinasen der
Src-Homologie-Familie (Lck und Fyn), die Uber eifgrierminalen Lipidanker mit
der Membran verbunden und mit den zytoplasmatis€r@nénen der Corezeptoren
assoziiert sind (Abb. 4). Eine Trans-Autophospheryng benachbarter Lck-
Proteine fihrt zu deren Aktivierung und ermdoglicliie Lck-vermittelte
Phosphorylierung der ITAMs. Diese bilden dann Bstdéen fur Proteine mit SH2-
Doménen, die wiederum phosphoryliert werden kon@zen detaillierten Regulation
der Lck-Aktivitat: siehe Abb. 6; Ubersicht in Qiamd Weiss, 1997; van Leeuwen

6
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und Samelson, 1999). Eine wichtige Rolle spieltr e Kinase ZAP-70 aus der
Syk-Familie, die Uber zwei SH2-Domé&nen an phosdiestg ITAMs binden kann

und dann durch Lck phosphoryliert und damit aktivieird (Chan et al., 1995). Die
Aktivitdt von ZAP-70 wird durch verschiedene Tymgshosphorylierungen
kontrolliert, die entweder stimulierend (Y315, Y3X3#93) oder inhibierend (Y292)

wirken. Die essentielle Rolle von ZAP-70 in der T-SKnaltransduktion wurde

LAT TCR/CD3 ][ ||CD4/CD8  Cbp LAT

I p Csk

DAG IP,

Lck

Grb2 PLCyl
ZAP-70

Abbildung 4: Signaltransduktion durch den TCR. Dargestellt sind einige der friihen
Schritte nach der Aktivierung der TCR-Signalkaskade. Die Aggregation des TCR/CD3-
Komplexes und der Corezeptoren CD4/CD8 durch MHC-gebundenes Antigen fuhrt zur
Tyrosinphosphorylierung (rote Kugeln) von ITAMs durch Lck. Phosphorylierte ITAMs
dienen als Bindestelle flr Adapterproteine mit SH2-Doméane wie ZAP-70, die dann
durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert werden koénnen und ihrerseits weitere
Zielproteine wie LAT aktivieren. Die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden fuhrt
u.a. zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NF-AT. Details und
Abkirzungen siehe Text. Modifiziert nach Mustelin und Tasken, 2003.
durch das Vorkommen von Mutationen im ZAP-70-Gen $&ID-Patientensévere
combined immunodeficiency) (Chan et al., 1994) sowie durch die Erstellund®?Z70-
defizienter Mause bestatigt (Negishi et al., 1995)P-70 kann weitere Proteine
binden und phosphorylieren, u.a. das Transmemboggipr LAT (inker for
activation of T-cells) und das zytoplasmatische SLP-7842-domain-containing
leucocyte protein of 76 kD) (Zhang et al., 1998). LAT rekrutiert u.a. PhodpyaseC-
yl (PLCyl) zur Membran, wo das durch Phosphorylierung aktie Enzym
Phosphatidylinositolbisphosphat  (RIP in  Diacylglycerin  (DAG) und
Inositoltrisphosphat (1§ spaltet. Diese Botenstoffe stimulieren Signallkaign, die

in die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-Afiuclear factor of activated T-
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cells) und NFkB (nuclear factor-xB) minden. Ebenfalls tGber LAT und das
Adapterprotein Grb2 wird die Aktivitat des Guanikieotid-Austauschfaktors SOS
erhoht, was die Aktivierung des TranskriptionsfagtdP1 tUber die Signalkaskade
Ras, Raf, Erk bewirkt (Zhang et al., 1998). Einened Signalweg ist die Bindung
des Guaninnukleotid-Austauschfaktors Vav durchvalties SLP-76, was durch
Aktivierung von GTPasen der Rho-Familie unter aaderzur Umordnung des
Zytoskeletts fuhrt (Bubeck-Wardenburg et al., 19%he schematische Darstellung
der T-Zell-Aktivierung ist in Abbildung 4 gezeigt.

Neben den bereits erwdhnten Kinasen der Src- un&yeFamilie spielen Kinasen
der Csk- und der Tec-Familie eine Rolle in der Sigansduktion durch den TCR.
Die Kinase Itk (nducible T-cell kinase) der Tec-Familie ist an der Regulation der
PLCyl-Aktivierung beteiligt (Perez-Villar und Kanner999). Itk beinhaltet eine
PIPs-bindende Pleckstrin-Homologie-Domane, Uber diee efxssoziation mit der
Membran, dem Ort der PIC-Aktivierung, erfolgt. Die Bildung von P§Rvahrend
der T-Zell-Aktivierung wird ebenfalls reguliert; entsteht durch Phosphorylierung
von PIR durch PI-3-Kinasen, die Gber LAT zur Membran reiemt werden (August
et al., 1997).

Im Gegensatz zu den Src-, Syc- und Tec-Kinasemgllieeine aktivierende Funktion
austben, wirken die Kinasen der Csk-Familie inbiisth auf die T-Zell-

Aktivierung, indem sie Kinasen der Src-Familie itrakeren. Lck kann an zwei

regulatorischen Tyrosinresten phosphoryliert werdere Phosphorylierung von
Tyrosin-394 bewirkt eine Aktivierung der Kinaseaktit durch eine

Konformationsanderung im aktiven Zentrum (Hardwicld Sefton, 1995), wahrend
die Phosphorylierung von Tyrosin-505 die Bildungegi inaktiven Konformation

hervorruft (Liu et al., 1993). Diese inhibitoriscRéosphorylierung wird durch Csk
katalysiert (Nada et al., 1991). Csk ist im Gegenga Kinasen der Src-Familie
nicht Gber einen Lipidanker an die Membran gebundgsmdern wird Uber das
Transmembranprotein CbpCgk-binding protein) zur Plasmamembran rekrutiert
(Brdicka et al., 2000). Der Cbp-Csk-Komplex ist ed® wie Lck in definierten

Membrandomanen (GEM  flur glycosphingolipid-enriched  microdomains)

konzentriert, wo Csk eine Inhibierung von Lck bewirErst nach der Aktivierung

8
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des TCR wird Csk aus diesen Membrandoménen audgsseh und ermoglicht so
eine transiente Aktivierung von Lck (Brdicka et 2000).

Die durch CD45 katalysierte Deposphorylierung vook Lwird ausfihrlich im
Kaptitel ,CD45: Funktion, Struktur und Regulatiobéhandelt.

Neben der Csk-Kinase gibt es zwei weitere KlassenRroteinen, die (gemeinsam)
eine inhibierende Wirkung auf die T-Zell-Aktiviergn haben: inhibierende
Rezeptoren und Proteintyrosinphosphatasen. EinpB¢islir einen inhibierenden
Rezeptor ist das CTLA-4-Proteircyfotoxic T lymphocyte antigen-4), das auf
aktivierten T-Zellen exprimiert wird und mit CD28mudie Bindung von B7-
Rezeptoren konkurriert. Wahrend die CD28-B7-Bindugig costimulatorisches
Signal bewirkt, induziert die Bindung von B7 an Q¥4 die Aktivierung von
Proteintyrosinphosphatasen, die zu einer Inhibgrder T-Zell-Antwort beitragen
(Marengere et al., 1996). Die wichtige Rolle dieStechanismus konnte durch eine
Korrelation von Mutationen im CTLA-4-Lokus und deenhthten Auftreten von
Autoimmunerkrankungen bestéatigt werden (Ueda et 2003). Analog zu den
ITAMs des CD3-Komplexes haben inhibierende RezeptdFIMs {mmunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif) mit der Sequenz (1/V)XYXXL. Diese konnen durch
Lck phosphoryliert werden und dienen dann zur Rikmung von Phosphatasen mit
SH2-Domane (z.B. SHP1/2), die die aktivierten Komgmden der TCR-
Signalkaskade, z.B. ZAP-70, dephosphorylieren (Bdodf et al., 1999).

Eine Reihe weiterer Phosphatasen ist an der Signattuktion durch den TCR
beteiligt. Da das Forschungsinteresse lange Zaiptsachlich Kinasen galt und
Phosphatasen wahrenddessen vernachlassigt wustietie iRegulation der T-Zell-
Aktivierung durch Phosphatasen aber weniger gutstaeden. Im folgenden
Abschnitt wird die fir die T-Zell-Aktivierung essglle Phosphatase CD45

beschrieben.
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2.4 CDA45: Funktion, Struktur und Regulation

Die Transmembrantyrosinphosphatase CD45 (auch L@Alducocyte common
antigen) wird auf allen kernhaltigen hamatopoetischen efelexprimiert und ist
eines der haufigsten Zelloberflachenproteine. Iuiid B-Zellen kann CD45 bis zu
10 % der Zelloberflache bedecken. Homologe von CDdbden in diversen
Saugern sowie in Hihnern, Haien und Kugelfischentitiziert. CD45 ist ein Typ-I-
Transmembranprotein mit einer N-terminalen extlaien Domane, deren GrolRe
durch alternatives Splei3en variiert werden kamereTransmembrandomane, sowie
einem C-terminalen, zytoplasmatischen Teil, deriZ®sphatasedoménen enthalt,
von denen aber nur eine katalytisch aktiv ist (ABp.Je nach Isoform betragt die
molekulare Masse von CD45 zwischen 180 kD und 2B0 Rie N-terminale,
extrazellulare Domane tragt N- und O-gebundene @ikeiten, die je nach Zelltyp
variieren und moglicherweise eine regulatorischekfion haben. Obwohl CD45 in
der extrazellularen Domane Homologien zu
alternativ Rezeptortyrosinkinasen aufweist, konnte bisher

gespleifdte
Exons kein CD45-Ligand identifiziert werden

Zucker-
modifikation

cysteinreich (Ubersicht in  Pennninger et al.,, 2001;
Hermiston et al., 2003).

fibron(_ektin—
artig Die Tyrosinphosphatase-Aktivitat der

extrazellular

‘I

intrazellularen Doméane kann durch die Bildung

l] von CDA45-Dimeren reguliert werden. Im

5
Zytosol g CD45-Dimer werden die Phosphatase-Doméanen
C

Phosphatase von inhibitorischen Schleifen® des jeweils
anderen Monomers gebunden und dadurch
inaktiviert. Die physiologische Relevanz der
Bildung inaktivierter CD45-Dimere konnte
Abbildung 5: Struktur von CD45. durch die Einfihrung einer Punktmutation
(E613R), die zur Zerstdrung der inhibitorischen
Schleife fuhrt, gezeigt werden. Mause, die das entgtiProtein anstelle des Wildtyp-
Proteins exprimieren, bilden verschiedene Autoimenkrankungen aus und sind nur

eingeschrankt lebensfahig (Majeti et al., 2000).
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T-Zellen von CD45-defizienten Mausen konnen dune@D3-Antikorper nicht zur
Proliferation angeregt werden, weil die Signalkagkdurch den TCR massiv gestort
ist. Auf molekularer Ebene konnte demonstriert wearddass CD45 eine essentielle
Rolle bei der Regulation von Kinasen der Src-FanitiB. Lck, spielt (Stone et al.,
1997). In T-Zellen zeigt CD45 in den meisten Stadéne positive Regulation der
Lck-Aktivitat durch die
Dephosphorylierung des in-
hibierenden Tyrosin-505. CD45
hebt also die Csk-vermittelte
Inhibierung von Lck auf (Abb. 6).

Dies spiegelt sich in einer

Hyperphosphorylierung der
inhibierenden Tyrosinreste von
Lck in CDA45-defizienten

Zelllinien und Thymozyten wider

Lck inaktiv Lck aktiv Lck inaktiv _
Y394 Y394pP Y394P (Cahir McFarland et al., 1993,
Y505 Y505 Y505P Stone et al, 1997). In

Abbildung 6: Regulation von Lck durch CD45 und Ubereinstimmung  mit  diesem

Csk in T-Zellen. WeilRe Kreise stehen fir nicht Befund kann die Expression der
phosphorylierte Tyrosinreste, aktivierende

Phosphatgruppen (P) sind gelb, inhibierende rot. In  nicht phosphorylierbaren Lck-
T-Zellen wird Lck durch CD45 vernehmlich aktiviert

(durchgezogener Pfeil), wahrend die inhibitorische  Y505F-Punktmutante in CDA45-
Funktion schwacher ist (gestrichelter Pfeil). defizienten Méusen dem (durch
den Verlust von CD45 hervorgerufenen) Defekt in dérymozytenentwicklung
entgegenwirken (Seavitt et al., 1999). Diese Dafgrchen daflr, dass Lck-Tyrosin-
505 ein physiologisch relevantes Substrat von CIgt5 Allerdings wurde in
Thymozyten von CD45-defizienten Mausen auch einpdfyhosphorylierung von
Lck-Tyrosin-394 festgestellt (Baker et al., 200@gs darauf hindeutet, dass CD45
auch an der Regulation der Phosphorylierung degi@ldnden Tyrosins beteiligt ist.
Diese Vermutung wurde in Studien bestatigt, dieeeWferminderung der Lck-
Aktivitat durch CD45 zeigen (D'Oro und Ashwell, %9 Insgesamt ist es
wahrscheinlich, dass CD45 beide regulatorischerodigreste in Kinasen der Src-

Familie dephosphorylieren kann und der Effekt vdd46 auf die Aktivitat dieser

11
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Kinasen kontext- und zelltypabhangig ist. Die ustéredlich stark ausgepragten
Aktivitaten in T-Zellen sind in Abbildung 6 angedeu

Im Gegensatz zu T-Zellen, in denen CD45 vornehmdicie Aktivierung bewirkt,
konnte gezeigt werden, dass CD45 in B-Zellen beadelatorischen Tyrosinreste in
der Src-Kinase Lyn dephosphoryliert und so eherrhend auf die Kinaseaktivitét
wirkt. Eine Aktivierung von Lyn wird moglich, wen@D45 nach der Stimulation des
B-Zell-Rezeptors (BCR) kurzzeitig aus den GEMs, dien aktivierten BCR
enthalten, ausgeschlossen wird (Shrivastava et2@D4). Auch fiur die T-Zell-
Aktivierung spielt die Lokalisation von CD45 in tikten Membrandomanen eine

regulatorische Rolle (Irles et al., 2003).

Die zelltypspezifische Aktivitat wird auch in CD4fefizienten Mausen deutlich, in
denen B-und T-Zellen unterschiedlich stark betrofsend. T-Zellen zeigen einen
ausgepragten Funktionsverlust: Die [-Selektion wéhrend der
Thymozytenentwicklung CDA45-defizienter Mause st fgaund gestorter
Signalgebung durch den Pra-TCR behindert. HinzurkemDefekte in der Positiv-
und Negativselektion, so dass die Zahl reifer Thgyten auf etwa 20 % im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen sinkt. Die wenigen Ubbenden CD45-negativen
peripheren T-Zellen sind nicht in der Lage, aufigahstimulation zu reagieren, da
die TCR-Signalkaskade nicht funktionsfahig ist (Bt al., 1996; Mee et al., 1999;
Ogilvy et al., 2003). Der B-Zell-Phénotyp in CD4Bfidienten Mausen ist weniger
stark ausgepragt. Die B-Zell-Entwicklung scheirgt@m letzten Schritt, der Bildung
von IgM°IgD"-Zellen, teilweise betroffen zu sein. CD45-defizeeB-Zellen zeigen
eine normale Reaktion auf Stimulation mHCDA40, lassen sich aber noitigM oder
a-lgD weniger gut aktivieren (Byth et al., 1996). Zuderigen CD45-defiziente
Mause eine normale B-Zell-Antwort, wenn durch Trdastation CD45-positive T-
Helferzellen zur Verfigung gestellt werden (Kongaét 1995). Diese Ergebnisse
spiegeln die entscheidende aktivierende Rolle vibA%Cin T-Zellen und die weniger
gut definierte Funktion von CD45 in B-Zellen wider.

Auch im humanen System konnte die essentielle Badguvon CD45 in der
Entwicklung des Immunsystems bestatigt werden. NMartan im humanen CD45-
Lokus, die einen Funktionsverlust des Proteins temi fuhren zu dem SCID-
Phanotyp (Kung et al., 2000).

12
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Neben der Regulation von Kinasen der Src-Familienken JAKs (Januskinasen) als
weitere CD45-Substrate identifiziert werden. Dumble Dephosphorylierung von
JAKs wird deren Aktivitat gesenkt und so die Sigraamdsduktion durch den JAK-
STAT (signal transducers and activators of transcription) Signalweg negativ
reguliert. Eine solche Regulation findet z.B. in Wtgphagen statt, wo sich der
Verlust von CD45 durch eine starkere Reaktion gabkinstimulation im Vergleich

zu Wildtyp-Makrophagen auswirkt (Irie-Sasaki et a001).

Die CD45-pra&-mRNA wird je nach Zelltyp sowie Entkliengs- und
Aktivierungszustand alternativ gespleil3t. Diesiffetsesonders die Exons 4, 5 und 6
(bzw. A, B, C), in manchen Zellpopulationen auctoix (Tsujikawa et al., 2000).
In murinen T-Zellen werden alle moglichen Kombinagn von CD45-Isoformen
nach einem streng regulierten Muster exprimiert: is@elsweise ist die

Hauptisoform in peripheren, naiven T-

A B C
CD45 [1}[3] B61-{7H8Hol-[33] Zellen CD45RB (mit der Exonfolge -3-
[ HTHTHTH | cp4srase 5-7-), wahrend in aktivierten und
ruhende
T-zellen | [ |——THTH | cp4srec Gedachtnis-T-Zellen CD45R0
. D—D—D CD45RB
aktivierte
T-Zellen }—‘ CD45R0

(Exonfolge -3-7-) die vorherrschende
Form ist (Birkeland et al., 1989) (Abb.

Abbildung 7: Alternative CD45-Isoformen in 7). Die genaue Regulation der CD45-
T-Zellen. Der CD45-Lokus besteht aus 33 ) . .

Exons (oben), zwei Nomenklaturen far die  1SOform-Expression  zeigt sich auch
alternativ gespleildten Exons (grau) sind
angegeben. Die Hauptisoformen in
ruhenden und aktivierten T-Zellen sind
dargestellt.

wahrend der T-Zell-Aktivierung: In
den ersten Stunden wird eine transiente
Erhbhung der  Expression  der
CD45RB-Form beobachtet (Deans et al., 1992), wodaiExklusion der alternativ
gespleiditen Exons etwa 24 Stunden nach Antigenktiion folgt (Lynch und
Weiss, 2000). Dieser ,activation induced altermatsplicing® genannte Prozess
konnte Teil eines Regulationsmechanismus seindiget-Zell-Antwort begrenzt. In
diesem Modell wird davon ausgegangen, dass CD4%i0geringere Aktivitat als
CD45RB besitzt, so dass die CD45-Aktivitat wahreter T-Zell-Aktivierung
abnimmt, was zu einer Limitierung der Aktivierunghfen wirde (Xu und Weiss,
2002).

13
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Innerhalb der alternativ gesplei3ten Exons konniES5-Sequenzen identifiziert
werden, die essentiell fur den Ausschluss der jayesi Exons wahrend der T-Zell-
Aktivierung sind (Lynch und Weiss, 2001). Deletioder Mutation dieser ESS-
Sequenzen fihrt zu einem aberranten SpleiBmusterdem CD45-Isoformen
dominieren, die die alternativ gesplei3ten Exonsdilie3en (Rothrock et al., 2003).
Kirzlich konnte hnRNP-L als ein Faktor identifiziewerden, der an die ESS-
Sequenz der alternativ gespleif3sten CD45-Exons bimdlé einen Ausschluss dieser
Exons aus der reifen mRNA bewirkt (Rothrock et 2005; Tong et al., 2005). Da
sich weder die Aktivitdt noch die Menge von hnRNPadhrend der T-Zell-
Aktivierung veréndert (Rothrock et al., 2005), s$ wahrscheinlich, dass das
»activation induced alternative splicing”® wahrencerdT-Zell-Aktivierung von
weiteren Faktoren beeinflusst wird. Potentielle #idaten mussten drei Kriterien
erfillen: Sie missten ESS-Sequenzen binden oderindest in einem ESS-
bindenden Komplex enthalten sein, sie mussten ehusschluss der entsprechenden
Exons aus der mRNA bewirken, und ihre Aktivitat steswahrend der T-Zell-
Aktivierung zunehmen. Zellkulturexperimente mit tderimierten Proteinen lassen
vermuten, dass SR-Proteine an der Regulation detb{3pleiRens wahrend der T-
Zell-Aktivierung beteiligt sind (ten Dam et al., @0), eine Bestatigunm vivo steht

allerdings noch aus.

Die alternativ gespleiten Exons liegen alle in dextrazellularen, stark
glykosilierten Doméane. Da die Zuckerketten durate iform und Ladung wesentlich
zur Ausbildung der Proteinstruktur beitragen, weishe verschiedenen CD45-
Isoformen deutliche strukturelle Unterschiede aldie Auswirkung dieser
strukturellen Unterschiede auf die Fahigkeit vond6DT-Zellen zu aktivieren, war
der Untersuchungsgegenstand einer Vielzahl voniteen einigen Studien konnte
gezeigt werden, dass die gro3ere CD45RABC-IsofotAellen starker aktiviert als
die kleinere CD45R0-Isoform, wahrend andere Studierdem entgegengesetzten
Ergebnis kommen (Leitenberg et al., 1999; Dornaad.e2002; Xu und Weiss, 2002;
Irles et al., 2003). Drei dieser Studien gehen daaas, dass die kleinere CD45R0-
Isoform besser in der Lage ist, stabile Komplexe Interaktionspartnern zu bilden,
als die groRRere CD45RABC-Isoform, was je nach &kgonspartner aber zu

unterschiedlichen Ergebnissen fihrt. In einem Miokiehn die kleinere RO-Isoform
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besser mit dem TCR-Komplex interagieren und wirgstdhlb starker aktivierend
(Leitenberg et al., 1999; Dornan et al., 2002), iead ein anderes Modell davon
ausgeht, dass CD45R0 eine grofRere Neigung zur lusigi inaktiver Dimere
besitzt und deshalb weniger zur T-Zell-Aktivierubgitragt (Xu und Weiss, 2002).
In einem anderen Ansatz konnte gezeigt werden, desgrollere CD45RABC-
Isoform préaferentiell in GEMs lokalisiert ist, wémd dies fur CD45R0 nicht der Fall
ist. Die Lokalisation in GEMs korreliert in dies8tudie mit der Fahigkeit zur TCR-
Aktivierung (Irles et al.,, 2003). Die unterschietien Ergebnisse dieser vier
Arbeiten verdeutlichen die Vielschichtigkeit der €BRegulation: Dimerbildung,
Interaktion mit anderen Bindepartnern und die Lgdedlon in distinkten
Membrandoméanen sind Faktoren, die die Aktivitat sglerschiedenen Isoformen
mitbestimmen. Es wird auferdem deutlich, dass Higeb aus artifiziellen
Systemen — alle drei Studien basieren auf Versuoch@b45-defizienten Zelllinien,
die verschiedene CD45-Konstrukte tUberexprimieramurbedingt auf dien vivo-
Situation tUbertragen werden kénnen.

Die unterschiedliche Fahigkeit von verschiedenen4&Boformen, die TCR-
Signalkaskade zu aktivieren, wurde auclvivo untersucht. CD45-defiziente Mause
wurden mit einzelnen CDA45-Isoformen rekonstituiarhd der T-Zell-Phanotyp
dieser Mause wurde analysiert. Alle untersuchtefotsnen waren in diesem Modell
in der Lage, den Verlust von endogenem CD45 ausmigin, wobei ein
Unterschied zwischen den einzelnen Isoformen niebtgestellt werden konnte
(Kozieradzki et al., 1997; Ogilvy et al., 2003). [Begensatz dazu stehen Versuche
mit Wildtyp-Mausen, die zusatzlich zu endogenem &DArschiedene CD45-
Isoformen Uberexprimieren. In diesem System aktivieD45RABC die TCR-
Signalkaskade effizienter als CD45R0 (Chui et1l&194).

Im Unterschied zur T-Zell-Entwicklung scheint dieZBIll-Entwicklung von dem
Vorhandensein mehrerer CD45-1soformen abhangigiry da weder CD45R0 noch
CD45RB alleine in der Lage waren, den Defekt in Bédung reifer IgM°lgD"-B-
Zellen aus IgMIgD™-Vorlauferzellen in CD45-defizienten Mausen auseigjien
(Ogilvy et al., 2003).
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2.5 Der Transkriptionsfaktor Gfil

Das Zinkfingerprotein ,growth factor independen¢e(Gfil) wurde 1993 erstmals
beschrieben. Mit Moloney-Maus-Leukamie-Virus (MoM)LWifizierte Interleukin-2
(IL2) abhangige Lymphom-Zellen wurden auf IL2-undbbiges Wachstum
selektioniert und der Integrationsort des Virus \iirtszellgenom der selektierten
Klone ermittelt. Die Virusintegration fuhrte zur meehrten Expression eines
benachbarten Gens, dessen cDNA isoliert werdent&oiiiine stabile Expression
dieser cDNA in IL2-abhéangigen Zellen fuhrte zu lu@abhangigem Wachstum und
zur Namensgebung des neuen Proteins — growth faaependence (Gilks et al.,
1993). Weitere MoMLV-Infektionsexperimente mit temenen Mausen bestétigten,

dass Gfil ein Proto-Onkogen ist, da die

120 423 transkriptionelle  Aktivierung von Gfil
\:% durch provirale Integration im Gfil-Lokus
SNAG Zn-F mit beschleunigter Tumorentstehung im T-

Abbildung 8: Schematische Darstellung ~ Z€llkompartiment korrelierte (Z0rnig et al.,
der Gfil-Domanenstruktur mit Amino- 4 q96. gchmidt et al., 1996; Schmidt et al.,
saurepositionen fiir das murine Protein.

g’(')\‘n’;ge Snail/Gfil, Zn-F:  Zinkfinger-  1998a). Sequenzvergleiche von Gfil und
einem weiteren Homologen, GfilB, mit
bekannten anderen Proteinen zeigten, dass Gfil @hdlB Mitglieder einer
Proteinfamilie sind. Weitere Mitglieder sind dieoRine Snail und Slug, Uber deren
Funktion in S&ugerzellen noch wenig bekannt istlerAl Familienmitgliedern
gemeinsam ist eine C-terminale Domane, die furdy @d Falle von Gfil und GfilB
sechs, Zinkfinger vom £,-Typ enthalt (Abb. 8). Wéahrend die Sequenzen im
mittleren Teil der Proteine starker variieren, eeigdie N-terminalen 20
Aminosauren aller Gfi-Familienmitglieder eine swrkkonservierung. Dieser
Sequenzabschnitt, der SNAG-Doméane (B@é1) genannt wird, ist wahrscheinlich
fur die Eigenschaft der Gfi-Proteine als transkoipélle Regulatoren verantwortlich.
Bisherige Befunde deuten daraufhin, dass die Fonkton Gfil hauptsachlich die
Repression der Transkription von Zielgenen ist (dVee-McKay et al., 1996;
Grimes et al.,, 1996a; Yucel et al., 2004; MoroyQ20 Die Repression erfolgt

moglicherweise Uber die Anderung der Chromatinstmikda neuere Studien eine
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Interaktion von Gfil mit histonmodifizierenden Emzgn gezeigt haben (McGhee et
al., 2003; Duan et al., 2005).

Die physiologische Funktion von Gfil blieb lange ldnklaren, aber die starke
Expression im Thymus und in aktivierten T-Zellerutdte auf eine Rolle in der T-
Zell-Entwicklung und -Aktivierung hin (Grimes et.al996b; Schmidt et al., 1998b;
Karsunky et al., 2002a). Durch die Deletion von 1Gfimittels homologer
Rekombination in Mausen konnten mehrere Funktioran Gfil im Immunsystem
nachgewiesen werden: Zum einen ist in Gfil-defigarMausen die Differenzierung
myeloider Vorlauferzellen zu Granulozyten (nichtealzu Makrophagen) gestort,
zum anderen ist die T-Zell-Entwicklung in frihenadien im Thymus teilweise
blockiert und die Bildung von CDS8T-Zellen scheint bevorzugt stattzufinden
(Karsunky et al., 2002b; Hock et al., 2003; Yucehk, 2003). Aul3erdem konnte
gezeigt werden, dass Gfil eine Rolle in der Reguatder Funktion von
hamatopoetischen Stammzellen spielt (Hock et @042 Zeng et al., 2004). Im
Gegensatz zu den (eingeschrankt) vitalen Gfilausen sterben GfiTB
Mausembryonen aufgrund fehlender Entwicklung vowtlEpozyten préanatal (E15)
(Saleque et al., 2002).

Durch die Entdeckung dominant-negativ wirkenderd@fiutationen in Neutropenie-
Patienten konnte kurzlich die Beteiligung von Géfh der Bildung funktioneller
neutrophiler Granulozyten im humanen System begstaterden (Person et al.,
2003).

Eine weitere Konsequenz der Gfil-Defizienz in Mausst der Verlust des
Horvermogens und des Gleichgewichtssinns, hervofgerdurch Apoptose oder
eine gestorte Entwicklung der Innenohrhaarzelleral(@/et al., 2002; Hertzano et
al., 2003). In der gleichen Studie wurde die Exgigs von Gfil in verschiedenen
sensorischen Geweben in Maus-Embryonen nachgewiegsasn flr zusatzliche,
bisher nicht genau identifizierte Funktionen von i1Gf wahrend der
Embryonalentwicklung spricht; beispielsweise koruee Verlust von Gfil mit einer
Storung der Neuronenentwicklung in Verbindung gebtaverden (Tsuda et al.,
2005).

Trotz der vor allem durch die Gfil-Defektmutanteerdeutlichten Relevanz der

Expression von Gfil und GfilB fur das hamatopoégscSystem liegen die
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molekularen Mechanismen fir die beschriebenen @édust-Phanotypen beim
Menschen wie bei der Maus weitgehend im DunkelsteEAnalysen haben gezeigt,
dass Gfil durch die Interaktion mit PIAS3 ¢tein inhibitor of activated STAT-3) die
Signaltransduktion durch den STAT3-Signalweg erh@®bdel et al., 2000). In
einem anderen Ansatz wurde die Regulation potémtieGfil-Zielgene durch
Chromatin-Immunoprazipitation (ChiP) und RT-PCRibes Erstellung von
Expressionsprofilen untersucht (Duan und Horwit®)3. Obwohl diese Arbeit die
Gfil-abhangige Repression einiger Gene zeigt,iesiReegulation der Gfil-Aktivitat
und die Stellung von Gfil im ha&matopoetischen Systaur unzureichend

verstanden.

2.6 Zielsetzung der Arbeit

Der gut beschriebenen Auswirkung des Verlusts vbh i humanen und murinen
System steht die kaum verstandene Funktionsweise @il gegeniber.
Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war daher &ge nach einem
molekularen Mechanismus, der zur Erklarung des-8é&dlust-Phanotyps beitragen
sollte. Da Gfil selbst keine enzymatische Aktivib#sitzt, ist es wahrscheinlich,
dass Gfil seine Funktion nur Uber die Bindung vartrierproteinen ausuben kann.
Die Charakterisierung solcher Gfil-Bindepartnerltesotieshalb Rickschlisse auf
Funktionen und die zugrunde liegenden Mechanisnuaszen. Aus diesem Grund
stand am Anfang der Arbeit ein Hefe-Interaktionp&xment Yeast Two-Hybrid-
Sreen) zur ldentifizierung neuer Gfil-interagierender ofeine. Potentielle
Interaktionspartner  sollten dann durch biochemischdethoden, z.B.
Coimmunopréazipitationsversuche und Colokalisatitirdien bestatigt und eine
funktionelle Relevanz der Interaktion in geeigneieitro- undin vivo-Systemen
untersucht werden. Dazu sollten sowohl die schoramdenen Gfil-defizienten
Mause eingesetzt, als auch neue Mausmutanten genard analysiert werden. Die
Analyse diesern vivo-Systeme sollte einen tieferen Einblick in die Rolon Gfil
im hamatopoetischen System erméglichen und einé@naBezum Verstandnis Gfil-

regulierter Prozesse in der Hamatopoese leisten.
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3 Ergebnisse

3.1 ldentifizierung neuer Gfil-Interaktionspartner durch
Hefe-Interaktionsklonierung

Um neue, mit Gfil interagierende Proteine zu idegren, wurde eine Hefe-
Interaktionsklonierung durchgefihrt. Als Koéderproterurde entweder wt-Gfil oder
eine verkirzte Variante, in der die Zinkfingerdomateletiert wurde (GfidZn-F,

Abb. 12C), eingesetzt. Entsprechende DNA-Fragmentelen an das C-terminale
Ende der DNA-Bindedomane des TranskriptionsfakiGed4 angefugt und eine
Expression der Fusionsproteine mittels Immunobkthgewiesen (nicht gezeigt).
Mit diesen Konstrukten wurde eine T-Zell-LymphomMB-Bibliothek durchsucht,

in der die cDNAs als Fusionsproteine mit der Tratiseerungsdomane von Gal4
exprimiert werden. Diese cDNA-Bibliothek wurde aesghlt, da sie aus einem
Zelltyp mit endogener Gfil-Expression stammt (nigj@zeigt) und die Chance,
physiologisch relevante Interaktionspartner zu fifiereren, dadurch steigen sollte.
Insgesamt wurden drei Interaktionsexperimente dyefithrt, die in Tabelle 1
zusammengefasst sind. Erwartungsgemald nahm diepgattiver Klone mit jedem
Selektionsschritt ab, nach der stringentesten 8efekblieben insgesamt 44

Kandidaten von einer Gesamtzahl von fast &xiriabhangigen Klonen (ibrig.

Tabelle 1: Zusammenfassung von drei ,Two-Hybrid“-Experimenten. Unter stringenten
Selektionsbedingungen nahm die Zahl positiver Klone ab.

Koder Klone auf Klone auf |B-Galpositivel Klone nach gesamt
-leu-trp-his |-leu-trp-his-ad¢  Klone Retransform, Klone
GfilAZn-F(1) 594 154 48 17 1,2x40
GfilAZn-F(2) 326 84 28 15 1,2xi0
Gfil 224 87 22 12 1,4xf0
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In allen drei Interaktionsexperimenten fand sickeunlen positiven Klonen zweimal
ein Fragment des Spleil3faktors U2AF26 (nicht gdxeldur ein weiteres Protein
konnte ebenfalls in allen drei Versuchen als Giitefiagierendes Protein isoliert
werden. Dabei handelte es sich um die Serin-Threimase Trb3. Biochemisch
konnte eine Interaktion zwischen Trb3 und Gfil &ggt werden (nicht gezeigt),
aber die Funktion dieser Interaktion ist noch um@ek Ein anderer Gfil-

Interaktionspartner, der in diesen ,, Two-Hybrid“-$achen gefunden wurde, ist die
pl150-Untereinheit des ,Chromatin assembly facto€AF). In weiterfuhrenden

Experimenten konnte eine Rolle dieser Interaktion der Gfil-vermittelten

transkriptionellen Repression etabliert werden Hnigezeigt), die aber nicht Teil
dieser Arbeit ist. In der vorliegenden Arbeit widie Charakterisierung des
SpleiRfaktors U2AF26, die Interaktion zwischen Gfihd U2AF26 und die

Bedeutung der beiden Faktoren in der T-Zell-Aktiuieg beschrieben.

3.2 Gfil interagiert mit U2AF26

In den beschriebenen ,Two-Hybrid“-Experimenten warcein C-terminales
Fragment des Spleil3faktors U2AF26 als Gfil-intexegndes Protein gefunden. Um
diese Interaktion zu verifizieren, wurde die vdlslige cDNA von U2AF26 isoliert
und in Cos7-Zellen mit der Gfil-cDNA coexprimiertin Coimmuno-
prazipitationsversuchen konnte eine Interaktiorseiven Gfil und U2AF26 bestatigt
werden. Abbildung 9A zeigt eine Immunoprazipitat{®) von U2AF26-Flag durch
o-Flag-Antikbrper und eine Coimmunoprazipitation (Ep von Gfil nur in
Anwesenheit von U2AF26-Flag. Unter den gleicheniBguhgen wurde keine ColP
von U2AF26-Flag mit dem unbeteiligten Transkripgtaktor p53 beobachtet (nicht
gezeigt), was auf eine spezifische Gfil-U2AF264iakéon hindeutet.

In weiterfihrenden Experimenten wurde die Expression U2AF26 in humanen
Jurkat-Zellen untersucht. Humanes U2AF26 wurdedrisiicht charakterisiert, aber
das Vorhandensein eines U2AF26-Gens auf dem hum@hssmosom 19, dessen
Exons eine 90%ige Homologie zum murinen U2AF26 eei(Shepard et al., 2002),
die Existenz von EST-Klonen sowie eigene RT-PCRsWehe (nicht gezeigt)

weisen auf das Vorkommen von U2AF26 in humanenedelin. Mit einem
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U2AF26-spezifischen Antikdrper wurde in Kernextrakenicht aber in der
zytosolischen Fraktion von Jurkat-Zellen, ein Prote der Grél3e von murinem
U2AF26 detektiert (Abb. 9B, Lysat). Da GroR3e, nékee Lokalisation und Bindung
durch einen spezifischen Antikorper mit dem muring®AF26 Ubereinstimmen,
kann davon ausgegangen werden, dass es sich lindiBrotein um humanes
U2AF26 handelt.

A Lysat IP: a-Flag B P
U2AF26 L
- + - + -Flag - + - + .
- -+ o+ Gfil - - + + o-Gfil  Isotyp Kont. Lysat
C N C N C N
ow
» : .
WB: a-Gfil WB: a-Gfil
- - - o — ——
WB: a-Flag WB: a-U2AF26

Abbildung 9: Gfil und U2AF26 interagieren in eukaryotischen Zellen. A: Gfil und
U2AF26-Flag wurden in Cos7-Zellen Uberexprimiert (links) und nach a-Flag-
Immunoprazipitation und Westernblot mit a-Gfil- (oben) oder a-Flag-Antikbrpern (unten)
analysiert. B: Westernblot-Analyse von a-Gfil- oder Kontroll-lmmunoprazipitaten aus
Zytoplasma- (C) und Kernextrakten (N) von Jurkat-Zellen mit a-Gfil- (oben) oder a-
U2AF26-Antikdrpern (unten).

In ColP-Experimenten konnte gezeigt werden, dasegen exprimiertes Gfil und
U2AF26 aus Kernextrakten von Jurkat-Zellen intezegn. Wie fur einen
Transkriptions- bzw. einen Spleil3faktor erwartegren beide Proteine scheinbar
ausschlief3lich im Kern lokalisiert (Abb. 9B, Lysait)d wurden von einem-Gfil-
Antikorper, nicht aber von einem Kontrollantikorpenézipitiert bzw. coprazipitiert
(Abb. 9B, IP). Fir den Nachweis von endogenem UZAF2urde ein
Peptidantikbrper gegen einen C-terminalen BereahMaus-Proteins generiert, der
nur eine schwache Homologie zu dem nahe verwand®hF35 aufweist. Das
gereinigte Antiserum ist spezifisch fir U2AF26 whetektiert U2AF35 nicht (nicht
gezeigt).

Um auszuschlief3en, dass Gfil unspezifisch mit Karepten der Spleil3maschinerie

interagiert, wurden Experimente mit Gst-Fusionsgiren und Extrakten von HelLa-
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Zellen vorgenommen. In diesen Versuchen interagi€fil nur mit U2AF26, nicht
aber mit U2AF35, U2AF65 oder hnRNP-A (Abb. 10). hekannte Interaktion
zwischen U2AF26 und U2AF65 wurde als Positivkorérolerwendet, so dass
Probleme bei der Versuchsdurchfihrung als Grundefiie fehlende Interaktion

zwischen Gfil und U2AF65 ausgeschlossen werdendd@nn

Pull-Down
Gst-
U2AF26 Gst-Gfil Gst Lysat
N C N C N C N HelLa
< | o-hnRNP-A
- ‘l o-U2AF26
s | 0-U2AF35
— - ; . wm— | 0-U2AF65

Gst-Gfil "
T
Gst-U2AF26 | S 0 2 Junspezifisch

ost| <

Abbildung 10: Gfil interagiert spezifisch mit U2AF26. Die angegebenen Gst-
Fusionsproteine wurden in Bakterien hergestellt, gereinigt und immobilisiert
und dann mit Zytoplasma- (C) oder Kernextrakt (N) von HelLa-Zellen inkubiert.
Gebundene Proteine wurden durch Westernblot mit den rechts genannten
Antikérpern analysiert. Die Gst-, Gst-U2AF26- und Gst-Gfil-Banden sind links
markiert.

a-Gst

3.3 Gfil und U2AF26 liegen colokalisiert im Zellken vor

Einen weiteren Hinweis auf die Existenz eines GfAAF26-Komplexesin vivo
lieferten Colokalisationsstudien in 3T3-Fibroblasten mit Expressionsvektoren fur
Gfil und U2AF26-Flag transfizierten Zellen konnte ittels indirekter
Immunfluoreszenz eine eindeutige Colokalisation derden Proteine festgestellt

werden (Abb. 11A, B). In Ubereinstimmung mit demrk@mmen beider Proteine in
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Kernextrakten von Jurkat-Zellen (Abb. 9B) waren rélerimiertes Gfil und
U2AF26 im Kern lokalisiert, wo sie in der Mehrzathr untersuchten Zellen in
punktférmigen Strukturen vorlagen (Abb. 11A). Innigen Zellen schien die
Lokalisation zu distinkten Domanen aber aufgehobensein, und eine weniger

spezifische Kernlokalisation wurde beobachtet (AtLB).

Uberlagerung
U2AF26-Flag Uberlagerung (blau: DAPI)

U2AF26AE7-Flag
U2AF26AE7-Flag (blau: DAPI)

C--

Abbildung 11 A, B: Gfil und U2AF26 colokalisieren in eukaryotischen Zellen. 3T3-
Fibroblasten wurden mit U2AF26-Flag und Gfil-Expressionsplasmiden transfiziert, 24 h
spater fixiert, mit a-Gfil- und a-Flag-Antikdrpern sowie fluoreszenzmarkierten
Zweitantikdrpern behandelt und dann mittels Laserscan-Mikroskopie analysiert. C: Die
natirlich vorkommende U2AF264E7-Variante ist im Zytoplasma lokalisiert. 3T3-
Fibroblasten wurden mit einem U2AF264E7-Flag-Expressionsplasmid transfiziert und
analysiert wie in (A).

Die Lokalisation einer naturlich vorkommenden U2A&R2ariante, die durch

alternatives SpleiBen kein Exon 7 besitzt (U2A&28) und der dadurch die
Aminosauren 162-194 fehlen, wurde ebenfalls untdrisiWberraschenderweise war
U2AF26AE7 fast ganzlich im Zytoplasma lokalisiert (Abb. C)1 und buRte

dementsprechend seine Funktion als Spleil3faktofsezhe Abb. 14D).
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3.4 Bestimmung der Interaktionsdomanen in Gfil und
U2AF26

Um ein genaueres Bild von der Interaktion zwischehl und U2AF26 zu
bekommen, wurden verschiedene Deletionsmutantetalden Proteine hergestellt
und auf die Interaktion mit dem jeweils anderentélrogetestet. Um die Doméne

innerhalb von Gfil zu bestimmen, die fur die Inkti@n mit U2AF26 notwendig ist,

A Lysat C
- I m v v Gfil-Flag
kD
- Gfi1- U2AF26-
47— ' Mutanten Bindung
t 20 257 423
32— Gfil | | I | +
WB: a-Flag

Giitn@aznry WM 1

. . 49
GST-U2AF26-Flag Gt @49z [ ]

B GST- _ 190
—U2AF26-  Gfil IV (190-423) L1 +
Flag 140 257
/ Gfi1 v (8140-257) [ I [ |
-
Gst-Pull-Down
WB: a-Flag

Abbildung 12: Kartierung der U2AF26-Interaktionsdomane in Gfil. Gfil-
Deletionsmutanten wurden als Flag-Proteine in Cos7-Zellen exprimiert (A) und mit
immobilisiertem Gst-U2AF26-Flag gemischt. Gebundene Proteine wurden durch einen
a-Flag-lmmunoblot analysiert (B). Die Gst-U2AF26-Flag-Bande ist markiert, sie wird
durch Wildtyp-Gfil uberlagert (Pfeil). Die verwendeten Deletionsmutanten und ihre
Bindung an U2AF26 sind in (C) schematisch gezeigt, die SNAG-Domane ist schwarz,
die Zinkfingerdoméane grau dargestellt.

wurden die in Abbildung 12 gezeigten Gfil-Deletiondanten als Flag-Proteine
exprimiert (Abb. 12A), mit immobilisiertem Gst-U22&B-Fusionsprotein gemischt
und die gebundenen Proteine analysiert. Nur dagitypiGfil-Protein und die
Deletionsmutante Gfil(190-423) waren in der Lag2AB26 zu binden (Abb. 12B).
GfilAZn-F verlor unter den hier verwendeten BedingundjenFahigkeit, stabil mit
U2AF26 zu interagieren, obwohl in den ,Two-Hybrigfersuchen eine Bindung
festgestellt worden war (nicht gezeigt). Diese Deplanz lasst sich durch die sehr
stringenten Waschbedingungen erklaren, die angestemarden, um unspezifische
Interaktionen auszuschliel3en, die gleichzeitig abmre Detektion schwacherer

Interaktionen verhinderten. Die Ergebnisse deutsrauf hin, dass fir eine stabile

24



Kapitel 3 Ergebnisse

Interaktion mit U2AF26 Teile der Zinkfingerdomanee(gleiche Gfil-Mutanten Il
und IV in Abb. 12) sowie Sequenzen aus dem Mittetigischen den Aminosauren
190-257 (vergleiche Gfil-Mutanten IV und V in AblR) notwendig sind. Wie die
Interaktion von GfiZn-F mit U2AF26 in den ,, Two-Hybrid“-Versuchen zejgst
eine (schwachere) Bindung auch ohne die Zinkfingexihe mdaglich.

Eine ahnliche Versuchsanordnung wurde verwendetdienDomane in U2AF26 zu
kartieren, die fur eine Interaktion mit Gfil notvekg ist. U2AF26-
Deletionsmutanten wurden als Flag-Proteine in Coallen exprimiert, miin vitro
translatiertem, radioaktiv markiertem Gfil gemischhd mit einem a-Flag-
Antikdrper immunoprazipitiert. Die Prazipitate werd durch Autoradiographie
(Abb. 13A) oder a-Flag-Immunoblot (Abb. 13B) analysiert. Obwohl ddrei

A Gfil-IVT
?\f,'% - I Il 1l U2AF26-Flag
| e S| Gfj)
IP: a-Flag U2AF26- Gfil-
Autoradiographie Mutanten Bindung

1 Zn-F RRM RRM Zn-F 231
U2AF26 1 [T pml Tl T -+

B 19| - e .E» U2AF26 I 162 194
(AET)
Flag: 40
! U2AF26 II- (40-231)
Ig U2AF26 IlI-
IP: a-Flag
WB: a-Flag

Abbildung 13: U2AF26-Exon 7 ist essentiell fur die Interaktion mit Gfil. U2AF26-
Deletionsmutanten wurden als Flag-Proteine in Cos7-Zellen tGberexprimiert und die
Lysate mit in vitro translatiertem, radioaktiv markiertem Gfil (Gfil-IVT) gemischt.
Nach einer a-Flag-IP wurden die Prazipitate auf das Vorhandensein von Gfil (A) und
U2AF26-Flag-Proteinen (B) untersucht. Die Mutante U2AF26 Ill wird durch die 1gG-
Bande uberlagert. Die verwendeten U2AF26-Flag-Konstrukte und die Gfil-Bindung
sind in (C) dargestellt. RRM: RNA recognition motif; Zn-F: Zinkfingerdoméane

verwendeten U2AF26-Flag-Proteine in vergleichbamglengen im Prazipitat
vorhanden waren, war dies fur coprazipitiertes @iidht der Fall. Vielmehr wurde
eine Bindung von Gfil durch die Deletion von U2AH260n 7 fast vollstandig

verhindert. Diese Versuche zeigen, dass ein deriteaw&inkfinger von U2AF26
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beinhaltender Bereich neben der nuklearen Lokaisauch fur die Gfil-Bindung

entscheidend ist.

3.5 U2AF26 bewirkt den Ausschluss von Exon B aus de
CD45-mRNA

Um die Interaktion zwischen Gfil und U2AF26 weitanalysieren zu konnen,
musste zunachst die Funktion von U2AF26 naher &teniaiert werden. Zu Beginn
der Arbeit war nur bekannt, dass U2AF26 an dies3bsmden und U2AF35 dort
ersetzen kann; eine Regulation alternativer Sptef#inge durch U2AF26 wurde
aber diskutiert (Shepard et al., 2002). Die bekarlle von Gfil in der T-Zell-
Aktivierung (Karsunky et al., 2002a) und die entidende Funktion von CD45 in
diesem Prozess lenkten die Aufmerksamkeit auf termativ gespleil3te CD45-
mRNA. In ersten Analysen wurde eine Anderung des4%BpleiRmusters in
Thymozyten Gfil-defizienter Mause festgestellt [nicgezeigt). In weiteren
Versuchen wurde ein von Dr. Gerdy ten Dam (Unitatd\ijmegen, Niederlande)
zur Verfugung gestelltes CD45-Minigen eingesetrt.diesem Konstrukt ist die
humane CD45-Exons 2-7 beinhaltende genomische Regia einen
Expressionsvektor kloniert, so dass eine pra-mRidAskribiert werden kann, in der
die alternativ gespleil3ten Exons enthalten sindo(Abund 14A) (ten Dam et al.,
1999).

Um den Effekt von U2AF26 auf das alternative Smgeiffon CD45 zu untersuchen,
wurde das CD45-Minigen mit zunehmender Menge U2AF26 in RK13-Zellen
(Epithelzellen aus Kaninchen) transfiziert. In Aldbing 14B ist gezeigt, dass mit
steigender Menge U2AF26 die CD45RB-mRNA verschwand im Verhéltnis die
Expression der CD45R0-Isoform zunahm (Abb. 14Breddild, Spuren 1-5), ein
Ergebnis, das auch in murinen 3T3-Fibroblastenlemmavurde (nicht gezeigt). Die
Phosphoimager-Quantifizierung belegte eine U2AF@&ishbhangige Veranderung
des CD45RB:CD45R0-Verhaltnisses zu Gunsten der sBfoim (Abb. 14C1,
Spuren 1-5). Da U2AF26 nur als Faktor beschrieberden war, der an der 3'-ss

positiv auf die Rekrutierung des SpleiRosoms wirktl so die Aufnahme alternativ
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gespleifdter Exons in die mRNA unterstitzt, war eéseErgebnis ein erster Hinweis

auf eine neue Funktion von U2AF26.

A CD45-Minigen C1
4516 £ 100
(]
> S e Q
P1 P3P2 o
(0]
B o o
CD45-Minigen c s 60
(0]
U2AF26-Flag U2AF35-Flag =2 \i
_ /I/IGJE < *kk
X o *k .
x
RABC . ; -
RAB ©r "1 2 3 4 5 6 7 8 9

w
o
o

RAB / Total (% von Leervektor)

100
0
1 2 3 45 6 7 8 9
WB: a-Flag
D CD45-Minigen
U2AF26 wt - —1 - -
U2AF26AE7 - - - =
RB
RO

Abbildung 14: U2AF26 bewirkt den Ausschluss von CD45-Exon B aus der reifen mRNA.
A: Schematische Darstellung des CD45-Minigens und der verwendeten Primer. PCRs
wurden mit den Primern P1 und P2 durchgefiihrt, das mit den Primern P2 und P3
generierte PCR-Fragment diente zur Sondenherstellung. B: Die angegebenen Plasmide
wurden in RK13-Zellen transfiziert, 24 h spater wurde RNA prépariert und durch RT-
PCR und Southernblot analysiert (oben). Die Identitéat der CD45-Isoformen (links) wurde
durch Klonierung und Sequenzierung bestatigt. Parallel transfizierte Zellen wurden zur
Expressionskontrolle mittels Westernblot verwendet (unten). C: Phosphoimager-
Quantifizierung von 6 (1) und 3 (2) unabhangigen Versuchen wie in (B). In (1) ist das
CD45RB/R0-Verhaltnis gezeigt, in (2) die RAB-Isoform im Verhéltnis zu allen Isoformen.
In beiden Fallen wurde der Wert aus Spur 1 (Leervektorkontrolle) als 100 % definiert. p <
0,01: **, p < 0,001: *** D: Minigen-Versuch wie in (B). Die Detektion der CD45-Isoformen
erfolgte mittels Ethidium-Bromid-Farbung.

U2AF26 bewirkte neben der Exklusion von Exon B autie Bildung der
CD45RAB- und den Verlust der CD45RBC-Isoform (AkMB). Diese Beobachtung
zeigte, dass der Ausschluss von Exon B eine speladi Regulation darstellt und

nicht durch die generell bevorzugte Bildung klearetsoformen hervorgerufen
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wurde. Als weitere Kontrolle wurde der Effekt vol2AF35 auf die CD45-Isoform-
Expression untersucht. In Abbildung 14B ist erkaamldass U2AF35 ebenfalls zu
einer Exklusion von Exon B fihrte, aber in sigriiit abgeschwéachter Form (Spuren
6-9), was auch durch die Quantifizierung in Abbildul4C1 verdeutlicht wird. Da
durch die Expression von U2AF35 ebenfalls die Bilgiider CD45RAB-Isoform
induziert wurde, kann ausgeschlossen werden, dassehiger starke Effekt auf die
Exklusion von Exon B auf einen allgemeinen Funkdi@rlust von U2AF35
zuruckzufiahren ist. Zudem zeigte die Quantifizigyuer CD45RAB-Isoform, dass
die Bildung dieser Form durch die Expression vonAB26 und U2AF35 mit
ahnlicher Effizienz stattfand (vergleiche Spured Bnd 6-9 in Abbildung 14C2),
was auf ahnliche Aktivitdten der beiden Proteinediesen Versuchen hindeutete.
Dies wurde auch durch vergleichbare U2AF26- und BE2#Proteinmengen
(vergleiche Spuren 3 und 7, 4 und 8, 5 und 9 in.AldB unten) deutlich.

In einem weiteren Kontrollexperiment wurde der Effder U2AF2@RE7-Mutante
auf das CDA45-alternative Spleilden untersucht. Wihret-U2AF26 zu einer
Reduktion der CDA45RB-Isoform fiihrte, hatte U2ABEF nur einen sehr
schwachen Effekt (Abb. 14D), was mdglicherweise aig zytoplasmatische
Lokalisation dieser Deletionsmutante zurlickzufuhstr{Abb. 11C). Dieser Befund
macht einen unspezifischen Effekt durch die Expoaswvon U2AF26 auf das

alternative Spleil3en von CD45-Exon B unwahrschemli

Aus den Experimenten in Abbildung 14 ergibt sialeezentrale These:

U2AF26 bewirkt den Ausschluss von CD45-Exon B aes ckifen mRNA und
verschiebt das Verhaltnis zwischen den RB- und $®frmen zugunsten der RO-
Isoform. Dieses SpleiBmuster gleicht dem ,activatioduced alternative splicing”
wahrend der T-Zell-Aktivierung, was die Vermutunglasst, dass U2AF26 eine
regulatorische Rolle in T-Zellen spielt. Da U2AF8% Exklusion von Exon B
wesentlich schwacher bewirkte, als dies fur U2AKR28 Fall war, scheint es sich

hierbei um eine nichtredundante Funktion von U2AE@&handeln.
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3.6 Der siRNA-vermittelte U2AF26 ,knock-down“ bewirkt
die Bildung der CD45RB-Isoform

Wenn die Uberexpression von U2AF26 eine Exklusion €D45-Exon B bewirkt,
sollte die Deletion von endogenem U2AF26 eine Zumalder CD45RB-Isoform zur
Folge haben. Diese Hypothese wurde getestet, imikeaxpression von endogenem
U2AF26 in 3T3-Fibroblasten mittels sSiRNA reduzieund der Effekt auf

A B
< < < <
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| o [ 0 nd
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Abbildung 15: Der siRNA-vermittelte ,knock-down“ von U2AF26 fiihrt zur Aufnahme von
Exon B in die CD45-mRNA. 3T3-Fibroblasten wurden mit den angegebenen siRNAs und

dem CDA45-Minigen transfiziert (siehe ,Material und Methoden). Der Effekt der siRNAs
wurde durch RT-PCR (A) und Westernblot (B) spezifisch fir die jeweils angegebenen
MRNAs und Proteine untersucht.

transfiziertes CD45-Minigen untersucht wurde. Inrd&fehen mit Zellen, die
endogene CD45-Expression aufweisen, wurde ein siRérAnittelter ,.knock-down*
von U2AF26 aufgrund mangelnder Transfektionseffizienicht erreicht (nicht
gezeigt, siehe auch Rothrock et al., 2005). 3T3dblasten wurden fir diesen
Versuch ausgewahlt, weil sie nach Transfektion mdigm CD45-Minigen
hauptsachlich die RO-Isoform exprimieren (ten Dammak, 1999), so dass eine
Zunahme der RB-Isoform leicht detektierbar seirtesound sie sich aul3erdem gut
mit siRNA transfizieren lassen. Abbildung 15 zeiglass U2AF26-spezifische
siRNA zu einer deutlichen Reduktion der U2AF26-mRNirte (Abb. 15A, links)
und einen Verlust des U2AF26-Proteins bewirkte (AbBB, links). Die Spezifitat

der siRNA wurde durch das Fehlen eines EffektsdaifU2AF35-mRNA belegt. In
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einem cotransfizierten CD45-Minigen bewirkte der AF26 ,knock-down“ eine

Verringerung der CD45R0-Isoform und eine Zunahme@@45RB-Isoform (Abb.

15A, links). Der Verlust von U2AF26 fihrte demnattheiner Aufnahme von Exon
B in die CD45-mRNA, was im Einklang mit den in Althing 14 gezeigten
Uberexpressionsstudien steht.

In einem Kontrollexperiment wurde auch der EffekbnvsiRNA-vermitteltem

.knock-down* von U2AF35 untersucht. Abbildung 15igte dass diese siRNA
spezifisch die Menge an U2AF35-mRNA (Abb. 15A, tsglund Protein (Abb. 15B,
rechts) reduzierte, dies aber keinen Einfluss aaifBilldung der CD45RB-Isoform
hatte. Dieses Ergebnis spricht wiederum fir einen Vergleich zu U2AF26

schwacheren Effekt von U2AF35 in der Regulation Gidv5-Exon B.

3.7 U2AF26 bindet an die ESS-Sequenz von CD45-Exén

In den alternativ gespleil3ten CD45-Exons sind dsfie ESS-Sequenzen vorhanden,
die fur die Exklusion der jeweiligen Exons essdhsend (Rothrock et al., 2003).
Diese Sequenzen sind hoch konserviert, sowohl meiscen verschiedenen Exons
als auch zwischen Mensch und Maus. Um einen Meshas postulieren zu
kbnnen, wie U2AF26 den Ausschluss der alternatigptgdten CD45-Exons
bewirkt, war es deshalb von Interesse, eine mdgligindung von U2AF26 an diese
ESS-Sequenzen zu untersuchen. Als Modell-RNA warde die ESS-Sequenz von
murinem CD45-Exon 4 benutzt, auch im Hinblick aufeemedizinisch relevante
Rolle der Regulation von Exon 4 im humanen Systéamodbsen et al., 2000).

In einer ersten Reihe von Experimenten wurden Kedrakte von U2AF26-Flag-
transfizierten oder untransfizierten Cos7-Zelle radioaktiv markierter ESS-RNA
(Abb. 16A) inkubiert und das Reaktionsgemisch nbaldhBestrahlung durch eine
SDS-PAGE aufgetrennt. Abbildung 16B zeigt deutlidie Anreicherung eines
markierten Komplexes in den U2AF26-Flag-transfiger Zellen, der mit einer
GrofRe von etwa 62 kD aber deutlich groRRer ist &2\kKR6 allein. Es ist daher
wahrscheinlich, dass andere Komponenten zusatzlidd2AF26 Bestandteil dieses
Komplexes sind und unter den angewandten Bedingurngé der ESS-RNA

vernetzt wurden. Um einen indirekten Effekt, wiee dhktivierung eines RNA-
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Abbildung 16: U2AF26 bindet an die ESS-Sequenz von CD45-Exon 4. A: Schematische
Darstellung von CD45-Exon 4 und der ESS-Sequenz. Die markierte Sequenz wurde in den
folgenden Versuchen als ESS-RNA eingesetzt. Die RNA wurde durch in vitro-Transkription
in Gegenwart von a->’P-UTP erzeugt und durch PAGE gereinigt. B: *’P-markierte ESS-RNA
wurde mit Kernextrakt (NE) von untransfizierten oder U2AF26-Flag-transfizierten Cos7-
Zellen inkubiert und nach UV-Bestrahlung durch SDS-PAGE und Autoradiographie
analysiert. C: Crosslink-Versuch wie in (B) (mit unmarkierter ESS-RNA), die Detektion des
Komplexes erfolgte durch einen a-Flag-Westernblot. D: Kernextrakte und ESS-RNA wurden
gemischt wie in (B) und durch Elektromobilitats-Shift-Assay (EMSA) und Autoradiographie
analysiert. E: Die radioaktiv markierte ESS-RNA wurde mit gereinigtem Gst- oder Gst-
U2AF26-Protein inkubiert und der Komplex detektiert wie in (B).

bindenden Proteins durch U2AF26, auszuschlielenrdevudas Experiment
wiederholt, wobei statt der Autoradiographie eifFlag-Westernblot (Abb. 16C)
durchgefuhrt wurde. In diesem Versuch konnte ellsnfaine 62-kD-Bande
detektiert werden, was dafur spricht, dass U2AFR2@rRatsachlich Bestandtell

dieses ESS-bindenden Komplexes ist.
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Um weitere Hinweise auf eine Bindung von U2AF26 die ESS-Sequenz zu
erhalten, wurden Elektromobilitdts-Shift-Assays (&Ms) durchgefihrt. In diesen
Versuchen wurden die Reaktionsgemische nicht mit-StiNhlung behandelt,
sondern nach der Inkubation der RNA mit Kernexealkdirekt durch ein natives Gel
aufgetrennt. Die Expression von U2AF26 korrelierieEMSAs mit der Bildung
eines Komplexes an der ESS-Sequenz, dessen Bildiumady einen Uberschuss an
nichtmarkierter ESS-RNA verhindert wurde (Abb. 16D)jeses Ergebnis kann als
weiterer guter Hinweis gesehen werden, dass U2A#26Bildung eines ESS-
bindenden Komplexes induziert. Da in diesen Expeni®n eine indirekte
Wechselwirkung von U2AF26 mit der RNA, z.B. die Bung von U2AF26 an ein
RNA-bindendes Protein, nicht ausgeschlossen wetdente, wurden weitere RNA-
Bindestudien mit gereinigtem Gst-U2AF26-Fusionspirotdurchgefuhrt. Um eine
Spezifitat der RNA-Bindung fur U2AF26 zu zeigen, rde die Bindung von Gst-
U2AF26 und Gst an die ESS-Sequenz verglichen. Abbd 16E zeigt eine
Komplexbildung zwischen Gst-U2AF26 und der ESS-RMAihrend eine Bindung
der RNA durch Gst nicht beobachtet wurde. DiesegeErment zeigt eine direkte
Interaktion zwischen (Uberexprimiertem) U2AF26 uted ESS-Sequenz von CD45-

Exon 4.

3.8 Erstellung U2AF26-transgener Mause

In den bereits vorgestellten Analysen zur Charasung von U2AF26 konnte eine
Regulation von CD45-alternativem Spleil3en gezeigtden, die dem Spleil3muster
wahrend der T-Zell-Aktivierung gleicht und moglicheise durch direkte Bindung

von U2AF26 an die ESS-Sequenzen der alternativigi@spn Exons von CD45

vermittelt wird. Um diesen Mechanismusvivo zu testen, wurde ein Mausmodell
erstellt, in dem U2AF26 in T-Zellen Gberexprimiaitd. Dazu wurde die U2AF26-

cDNA mit einer N-terminalen Kozak-Sequenz und el@eerminalen Flag-Sequenz
unter die Kontrolle des T-Zell-spezifischen Lck-fw@ors gestellt und zur

Stabilisierung der RNA mit der Intron-Exon-Struktlegs ,human Growth Hormone*

(hGH) verbunden. Das verwendete Konstrukt ist inbilung 17A schematisch

gezeigt.
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Ein a-Flag-Westernblot zeigte, dass die Expression d&sR26-Flag-Transgens im
Thymus deutlich starker ist als in der Milz, waresi weitaus grof3eren Prozentsatz
an Zellen mit Lck-Promotoraktivitdt im Thymus wideregelt (Abb. 17B links; eine
unspezifische Bande ist durch ein Sternchen madjkiddit einem U2AF26-
spezifischen Antikérper wurde die Transgen-Expmsstbenfalls nachgewiesen,
allerdings lag die Expression in der Milz transgemere und in Wildtyp-Tieren
unter den hier verwendeten Bedingungen unterhaltNdehweisgrenze (Abb. 17B,

rechtes Bild).

A Kozak-U2AF26-Flag

Lck-Promotor

B C Transgene Linie
tg wit tg wt 1732 465 wt
T M T M + T M TM
& bl e S - | U2AF26-
- Flag
x| - - (a-Flag)
-- _® -
32kD
S ———— () -[3-AKLIN

a-Flag a-U2AF26

Abbildung 17: U2AF26-Flag-Expression in transgenen Mausen. A: Schematische
Darstellung des Konstrukts, das zur Generierung U2AF26-Flag-transgener Mause
verwendet wurde. Die Erstellung der transgenen Mause wurde von Dr. Ralph Waldschitz
und Wojciech Wegrzyn vorgenommen. hGH: human Growth Hormone B: Westernblot-
Analyse von Thymus- (T) und Milz- (M) Extrakten von transgenen (tg) und Wildtyp-M&ausen
(wt) mit a-Flag- (links) und a-U2AF26-Antikdrpern (rechts). Eine Positivkontrolle (+,
U2AF26-Flag in Cos7-Zellen Uberexprimiert) und ein GroéRenstandard (schwarze
Querbalken) sowie die Position des 32-kD-Markers sind gezeigt. Eine unspezifische Bande
ist durch ein Sternchen markiert. Unter den hier verwendeten Bedingungen lag die U2AF26-
Expression im Wildtyp und in der Milz transgener Tiere unterhalb der Nachweisgrenze
(rechtes Bild). C: Die Starke der Transgen-Expression in Thymusextrakten der transgenen
Linien wurde durch Westernblot verglichen (oben). Als Ladekontrolle ist ein a-S-Aktin-
Westernblot gezeigt (unten).

Insgesamt wurden sieben U2AF26-Flag-transgene ihirgehalten, die sich im
Expressionsniveau deutlich unterschieden. AbbildliAa§ zeigt einen Westernblot
mit Thymusextrakten aller transgener Linien in dergefdhren Ordnung ihrer
Expressionsstéarke. Die Linien 1 und 7 zeigten diehte Expression, gefolgt von
den Linien 3, 2, 4, 6 mit mittlerer Expression uhphie 5, die die geringste

Expression aufwies.
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3.9 U2AF26-transgene Mause zeigen verstarkte CD45R0
Expression

Um einein vivo-Funktion von U2AF26 in der Regulation von CD4%eatiativem
SpleiRen zu zeigen, wurde RNA aus Thymus oder ‘€baw. CD8-T-Zellen aus
der Milz von transgenen bzw. wt-Tieren mittels RCHP auf die CD45-Isoform-
Expression untersucht. Da sich das CD45-Expressiofisvon CD4 - und CD8-T-
Zellen unterscheidet (McNeill et al., 2004), wurdsvischen diesen beiden
Zellpopulationen differenziert, obwohl in den trgeasen Tieren kein Defekt in der
Liniendeterminierung festgestellt wurde (nicht ggke Abbildung 18A zeigt, dass
in peripheren T-Zellen U2AF26-Flag-transgener Tienge erhdhte Expression der
CD45R0-Isoform vorlag, wahrend die Expression dei3gren RB-, RBC- und
RABC-Isoformen abnahm. In CD<Zellen bewirkte U2AF26 auRerdem eine
Zunahme der CD48E4-E7-1soform (entspricht der RO-Isoform, der zakélh Exon

7 fehlt, Tsujikawa et al., 2000). Da in beiden ustiehten Zellpopulationen sowohl
die Expression der groReren Isoformen zuriickging,aach die Expression der
CD45R0-Isoform zunahm, bewirkt die Expression de®AER6-Flag-Transgens
offensichtlich eine Exklusion der alternativ ge#plen CD45-Exonsn vivo (Abb.
18A).

Thymozyten exprimieren hauptséchlich die CD45R0@elisn, so dass eine mdgliche
Abnahme von CD45RB in den transgenen Tieren dureh RIT-PCR nicht zu
detektieren war (Abb. 18A). Allerdings wurde einenZdhme der CD4Y4-E7-
Isoform in den U2AF26-Flag-transgenen Tieren bebtec

Eine Anderung in der mRNA-Expression verschiedgb@a5-Isoformen sollte die
Anderung der Proteinisoformen nach sich ziehens bierde sowohl in Thymozyten
als auch in peripheren T-Zellen aus Wildtyp- undnsgenen Tieren mittels
Durchflusszytometrie (FACS) untersucht. AbbildungBlzeigt die Analyse von
Thymozyten U2AF26-transgener Tiere im Vergleich zumldtyp. Mit einem
Antikorper, der spezifisch die CD45RB-Isoform bihdevar eine Abnahme der
CD45RB-Expression in den transgenen Tieren deuthelssbar. Der Rickgang der

RB-Expression war U2AF26-dosisabhéangig: am stamkistelen transgenen Linien 1
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und 7, weniger stark in den Linien 2, 3, 4, 6, umcht detektierbar in der Linie 5
(Abb. 18B und nicht gezeigt), was der unterschodwin Starke der Transgen-
Expression entspricht (Abb. 17C).

A Milz
Thymus CD4t cDs8*
— — =
sox s £bx B Thymus
CD45 o "
RABC 7 inie S
RBC

RB

RO
AEA4-E7|%

Linie 7

C Milz (CD3*)

Me 3

-
Linie 1 wit .
i) LA

slumas

Zellen

Linie 5
Linie 3
CD45RB CD45 gesamt

CD45RB CD45 gesamt

Abbildung 18: Die Expression des U2AF26-Flag-Transgens bewirkt eine Exklusion
alternativ gespleildter CD45-Exons in vivo. A: RT-PCR-Analysen von Thymus (links) und
peripheren T-Zellen (rechts) aus wt- und tg-Tieren (Linie 7). RNA aus den angegebenen
Zellpopulationen wurde préapariert und die Produkte einer CD45-spezifischen RT-PCR
durch Southernblot mit einer internen Sonde detektiert. Die beobachteten CD45-Isoformen
wurden durch Klonierung und Sequenzierung verifiziert. B: FACS-Analyse von Thymozyten
aus wt-Tieren (grau ausgeftllt) und verschiedenen tg-Linien (schwarz). Die Zellen wurden
entweder mit einem CD45RB-spezifischen Antikorper (links) oder mit einem Antikdrper, der
alle CD45-Isoformen erkennt (rechts), markiert. C: FACS-Analyse von peripheren T-Zellen
aus der Milz von wt- und tg-Tieren. CD3-positive Milzzellen wurden ausgewéhlt und
analysiert wie in (B).

In einem ahnlichen Experiment konnte eine U2AF26isiibhangige Reduktion der
CD45RB-Isoform in peripheren T-Zellen gezeigt werd@bb. 18C). Der Effekt in
CD3'-Milzzellen war in Linie 1 deutlich starker ausgégt als in Linie 3.

Fir Thymozyten als auch periphere T-Zellen wurdee eiKontrollfarbung
durchgefuhrt, in der ein Antikérper verwendet wyrder CD45 unabhangig von den
alternativ gespleif3ten Exons bindet. Mit diesemil&imper wurde kein Unterschied

zwischen den verschiedenen transgenen Linien utdtyfviTieren festgestellt (Abb.
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18B, C). Daraus ergibt sich, dass die CD45-Gesangmedurch die Transgen-
Expression nicht verandert wird, sondern aussditief@ine Anderung der CD45-
Isoform-Expression erfolgt.

In den FACS-Analysen konnte nur die Abnahme deri&Berm verfolgt werden,

nicht aber die Zunahme von CD45R0, weil bislanghkantikérper gegen diese
murine Isoform beschrieben wurde. Da in RT-PCR-Expenten eine Abnahme der
RB-Isoform mit einer Zunahme der RO-Isoform einlwgg kann dies auch fur die

Anderung der Proteinexpression angenommen werden.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass gredsion von U2AF26n
vivo zu einer Reduktion der grof3eren CD45RB-, RBC- RABC-Isoformen und zu
einer Zunahme der RO-Isoform fihrt. Diese Befundad skonsistent mit den
Ergebnissen der CD45-Minigen-Versuche, die diecheiRegulation gezeigt haben

und somit auf dien vivo-Situation Ubertragbar sind.

3.10 U2AF26-transgene Tiere zeigen einen schwereefBkt
in der T-Zell-Aktivierung

In der Einleitung wurden verschiedene Versuche Modelle beschrieben, die sich
der Frage widmen, ob die unterschiedlichen CD4%stseen unterschiedliche
katalytische Aktivitaten aufweisen. Da dies bishech nicht eindeutig beantwortet
werden konnte, war es von grol3em Interesse, mithdar etablierten U2AF26-
transgenen Mausmutante zu einer Klarung beizuttaBas Modell eignet sich
besonders gut, da es eine geanderte CD45-IsofopreEsion aufweist, ohne dass
der CD45-Lokus selbst modifiziert worden ist.

In Proliferationsversuchen mit gereinigten T-Zellemnte ein schwerer Defekt in
U2AF26-transgenen Tieren in der TCR-abhangigen viting gezeigt werden
(Abb. 19A,a-CD3+PMA). Dieser Defekt ist U2AF26-dosisabhénglg,er in Linie

1 und 7 starker ausgepragt war als in der schwéskmimierenden Linie 2 (Abb.
19A und nicht gezeigt). Mit einem Stimulus, der ignalkaskade durch den TCR
umgeht und direkt Effektormolekile unabhéngig vo8RTaktiviert, war der Defekt

in den transgenen Tieren deutlich schwacher auggepnd die Dosisabhéngigkeit
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ging verloren (Abb. 19A, lonomycin+PMA). Diese Datsprechen fir eine Stérung
der TCR-Signalkaskade durch die transgene Expressim U2AF26 und lassen
aulBerdem vermuten, dass zusatzlich ein TCR-unalg&ingweniger schwerer

Proliferationsdefekt ausgelost wird.

A B

1500 wt tg1

[] wt
0 5 10 0 5 10 min a-CD3
= D tgl : . ;
5 e e v e | 0-ZAP-70-pY319
S B w2 = ——
£ ! |v—'—‘-- | a-ZAP-70
[z 1000 _ wa
3 periphere T-Zellen
IS
o
L wt tg7
5 0 5 10 0 5 10 min o-CD3
S 500 1 - ) ‘
£ —_— - |a-ZAP-70-pY319
& :
g. S ————— [ -7/ AP-70
o
Thymozyten
a-CD3 lonomycin
+PMA +PMA

Abbildung 19: U2AF26-transgene Tiere zeigen einen schweren Defekt in der TCR-
abhangigen T-Zell-Aktivierung. A: Gesamt-T-Zellen von wt- (weil3), tgl- (hellgrau) oder
tg2-Tieren (dunkelgrau) wurden durch MACS (magnetic cell sorting) gereinigt und fir 30 h
mit den angegebenen Stimuli behandelt. Fur die letzten 8 h wurde 1 pCi [3H]-Thymidin
zugegeben und der Einbau in die DNA mit einem S-Szintillationszahler bestimmt. Die
Werte wurden in Dreifachmessungen bestimmt und sind repréasentativ fir mehrere
unabhéngige Versuche. Die Werte sind auf die basale Proliferation unstimulierter Zellen
bezogen. Fur den Wildtyp wurden zwei Mause, Geschwister der beiden transgenen Tiere,
kombiniert. B: Negativ-selektionierte T-Zellen aus der Milz (oben) oder Gesamt-
Thymozyten (unten) wurden fir 5 oder 10 min mit a-CD3-Antikdrper stimuliert und dann
mittels Westernblot erst auf die Phosphorylierung von ZAP-70-Y319 und dann als
Ladekontrolle auf Gesamt-ZAP-70-Protein getestet. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur
mehrere unabhangige Versuche.

Um den Proliferationsdefekt in U2AF26-transgenererdmn direkt mit einem
molekularen Defekt in der TCR-Signalkaskade zu é&@mren, wurde die TCR-
proximale Signalgebung naher untersucht. Da CD4%® dick-katalysierte
Phosphorylierung von ZAP-70-Y319 aktiviert, wurdees Phosphorylierung als
Mafld fur die CD45-Aktivitdt verwendet. In gereinigt@eripheren wt-T-Zellen aus
der Milz konnte eine Phosphorylierung von ZAP-70193ach 5 und 10 Minutem-

CD3-Stimulation festgestellt werden. Diese Phosplierung war in T-Zellen von
U2AF26-transgenen Tieren (Linie 1) deutlich gehembb. 19B oben). Ein
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ahnliches Bild ergab sich beim Vergleich von Thygtem von Wildtyp- und

U2AF26-transgenen Tieren (Linie 7). Im Wildtyp wardchier ebenfalls eine

Phosphorylierung von ZAP-70-Y319 naakCD3-Behandlung festgestellt, wahrend
dies in den transgenen Zellen nicht der Fall wath({A19B, unteres Bild). Da der
Defekt in zwei unabhéangigen U2AF26-transgenen nimachgewiesen wurde, kann
ein linienspezifischer Effekt ausgeschlossen werd¥ase Ergebnisse korrelieren
den Proliferationsdefekt der transgenen T-Zelleneimem Defekt in der proximalen
TCR-Signalgebung, die durch ein gestértes CDA45iSplester hervorgerufen

werden kdnnte. Die offenbar reduzierte CD45-Akéiviin den U2AF26-transgenen
Tieren lasst den Schluss zu, dass die von dergeaes Tieren vermehrt exprimierte
CD45R0-Isoform weniger gut zur T-Zell-Aktivierungeitragen kann als die

groReren Isoformen.

3.11 Gfil inhibiert die Exon-Exklusion durch U2AF26 aber
U2AF26 reguliert die Aktivitat von Gfil nicht

Der Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war €lwg-Hybrid“-Versuch mit
dem Transkriptionsfaktor Gfil als Kdderprotein, dem eine Interaktion mit
U2AF26 festgestellt wurde. Es war deshalb nahehdgden Einfluss von Gfil auf
das alternative CD45-Splei3en in Gegenwart und Aleweeit von U2AF26 zu
testen. Zu diesem Zweck wurde das CD45-Minigen raasan mit steigenden
Mengen Gfil mit oder ohne U2AF26 in RK13-Zellennshziert und das CD45-
SpleiBmuster analysiert. Wie in Abbildung 20 getresy, konnte die U2AF26-
vermittelte Exon-B-Exklusion durch das Hinzutiteer von Gfil teilweise
rickgéangig gemacht werden (Abb. 20A, oberes Biggleiche Spuren 1-6). Dieser
Effekt wurde nicht beobachtet, wenn Gfil in Abwdseih von U2AF26 in RK13-
Zellen exprimiert wurde (Abb. 20A, Spuren 7-10); thesem Fall blieb das
CD45RB:R0-Verhaltnis nahezu konstant. Die Phosphgen-Quantifizierung von
drei unabhangigen Experimenten ist in Abbildung 2f#eigt und bestatigt dieses
Verhalten. Diese Versuche lassen die Vermutunglass Gfil spezifisch alternative
Spleil3prozesse reguliert, an denen U2AF26 betagigtaber in Abwesenheit von
U2AF26 keinen Einfluss auf das alternative Spleift&in
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Abbildung 20: Gfil wirkt der U2AF26-vermittelten Exon-Exklusion entgegen, wird aber
selbst nicht durch U2AF26 reguliert. A: Der CD45-Minigen-Versuch in RK13-Zellen
(oben) und die Expressionskontrolle (unten) wurden durchgefiihrt wie in Abbildung 14
beschrieben. B: Phosphoimager-Quantifizierung von drei unabhangigen Versuchen aus
(A). C: Der CD45-Minigen-Versuch in 3T3-Fibroblasten erfolgte unter den gleichen
Bedingungen wie in (A), die RT-PCR-Produkte wurden durch Ethidium-Bromid-Farbung
detektiert. D: Vergleich der Expression von U2AF26 in RK13-Zellen und 3T3-
Fibroblasten mittels Westernblot. E: Ein Gfil-sensitiver Reporter wurde zusammen mit
den angegebenen Expressionsplasmiden und einem Normierungsplasmid (3Gal) in
3T3-Zellen transfiziert. Die Luziferase-Aktivitdt wurde 24 h spater bestimmt wie
beschrieben (Ylcel et al, 2004). Luziferase-Einheiten (LE) sind auf die S
Galaktosidase-Aktivitat in den jeweiligen Proben normiert. Eine Expressionskontrolle
wurde mittels Westernblot durchgefihrt (unten).

Da Gfil als transkriptioneller Repressor wirken kkaware es denkbar, dass Gfil die
Transkription des U2AF26-Expressionsplasmids hemantt so einen Verlust des
Effekts von U2AF26 auf das CDA45-alternative Splai®ewirkt, der aber indirekt

und mit derin vivo-Situation nicht vergleichbar ware. Dies wurde tuminen

Westernblot ausgeschlossen, in dem gezeigt werdlentd, dass die Expression von
Gfil keinen Einfluss auf die Menge von U2AF26 hd&&bb. 20A, unteres Bild).
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Die Vermutung, dass Gfil alternative Splei3vorgange tiber eine Interaktion mit
U2AF26 reguliert, konnte durch ein Experiment ettamwerden, in dem Gfil
zusammen mit dem CD45-Minigen in 3T3-Fibroblasterangfiziert wurde.
Uberraschenderweise konnte in dieser Zelllinie &ifid-abhangige Expression der
CD45RB-Isoform beobachtet werden, was in RK13-Zetiecht der Fall war (Abb.
20C). Eine mdgliche Erklarung bietet die Beobaciutass 3T3-Fibroblasten eine
starke endogene U2AF26-Expression aufwiesen, wdhdas Protein in RK13-
Zellen kaum detektierbar war (Abb. 20D). Die Faleigkon Gfil zur Regulation des
CD45-alternativen Splei3ens korreliert demnach ahmr mit der (endogenen)
Expression von U2AF26. Die unterschiedlichen U2AEXpressionsniveaus in
3T3- und RK13-Zellen stimmen auch mit der Expressier CD45R0-Isoform in
Minigen-transfizierten Zellen tberein. In 3T3-Zeallenit einer starken endogenen
U2AF26-Expression war die CD45R0-Isoform vorheresah wéhrend in RK13-
Zellen mit geringer U2AF26-Expression CD45R0 und4GRB in etwa gleichem
Verhaltnis vorlagen (Abb. 20A, C). Diese Daten exghn die Minigen-Versuche mit
Uberexprimierten Proteinen, in denen gezeigt wumdiess die Expression von
U2AF26 zur Bildung der CD45R0-Isoform fihrt.

Da diese Experimente eine Regulation der U2AF26viEt durch Gfil zeigten,
war es von Interesse zu untersuchen, ob U2AF26faleimn der Lage ist, die
Funktion von Gfil als transkriptionellem Repressou regulieren. In einem
Reportergenversuch konnte gezeigt werden, das<flievermittelte Repression
eines Zielgens durch Hinzutitrieren von U2AF26 mighrandert wird (Abb. 20E).
Die Gfil-U2AF26-Bindung scheint sich demnach beugtz oder sogar
ausschlief3lich auf die Aktivitat von U2AF26 ausziken.

3.12 GfilA140-257 hat keinen Effekt auf die U2AF26-
Aktivitat, wirkt aber als transkriptioneller Repres sor

Um zu zeigen, dass Gfil die Aktivitat von U2AF26rctu direkte Interaktion der
beiden Proteine reguliert, wurde der Effekt derl3i40-257-Deletionsmutante auf

die U2AF26-vermittelte Exon-Exklusion untersuchieg® Mutante war nicht mehr
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in der Lage, U2AF26 zu binden (Abb. 12) und salleshalb keinen Effekt auf die
U2AF26-Aktivitat haben, wenn eine direkte Protetamaktion daftr notwendig
ware. Abbildung 21 zeigt, dass genau dies der BallWahrend wt-Gfil eine
Umkehr des durch U2AF26-Expression hervorgerufewenlusts der CD45RB-
Isoform bewirkte (Abb. 21A Spuren 6-9, oberes Bildatte die Expression von
GfilA140-257 keinen Effekt auf das CD45-SpleilBmusterb(AB1A Spuren 3-5,
oberes Bild). Die Expression von Gfil und &fi40-257 wurde per Westernblot
nachgewiesen, um ungleiche Proteinmengen als Gfimndlen fehlenden Effekt
auszuschlieBen (Abb. 21A, unteres Bild). (Im hiezejgten Westernblot scheint die
U2AF26-Menge in den Spuren mit der Gfi40-257-Mutante grofRer zu sein als in
den Spuren mit Gfil. Es handelt sich jedoch umUerlagerung von U2AF26 mit
einem Abbauprodukt der G#X140-257-Mutante.)
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Abbildung 21: Gfi14140-257 beeinflusst das CD45-alternative Splei3en nicht, wirkt aber
noch als transkriptioneller Repressor. A: RK13-Zellen wurden mit den angegebenen
Expressionsplasmiden und dem CD45-Minigen transfiziert und CD45-Isoformen wurden
untersucht wie in Abbildung 14 beschrieben (oben). Eine Expressionskontrolle wurde
mittels Westernblot durchgefiihrt (unten). B: Reportergenversuche wurden durchgefiihrt
wie in Abbildung 20 beschrieben.

In einem Reportergenversuch konnte gezeigt werdess die GfiA140-257-
Mutante (in leicht reduziertem Ausmall) in der Lagar, als transkriptioneller
Repressor zu wirken (Abb. 21B). Es kann deshallmlausgegangen werden, dass
der Effekt von Gfil auf das U2AF26-vermittelte atigtive SpleilRen nicht durch

transkriptionelle Regulation hervorgerufen wird.ewWinehr sind die fur die Effekte
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auf das alternative SpleiBen und die Transkripti@rantwortlichen Domanen

innerhalb des Gfil-Proteins voneinander separierbar

3.13 Gfil-defiziente Mause exprimieren vermehrt CD3RO

In den bisher beschriebenen Ergebnissen zeichoht ein Modell ab, in dem
U2AF26 einen Ausschluss alternativ gespleil3ter BExaws der CD45-mRNA
bewirkt und Gfil, wahrscheinlich durch direkte Bumdy an U2AF26, diesem Effekt
entgegenwirken kann. In diesem Modell sollte si@n Werlust von Gfil in der

gleichen Weise bemerkbar machen wie die Uberexpressn U2AF26, da sich die
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RO .
o 0.21 AE4-E7(
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periphere T-Zellen (Milz), wt Gfil'” periphere T-Zellen (Milz),
gereinigt gereinigt

Abbildung 22: Gfil-defiziente M&use zeigen verstarkte CD45R0-Expression. A:
T-Zellen aus der Milz von drei Gfil-defizienten und drei wt-Mausen wurden durch
MACS gereinigt und die CD45-Isoform-Expression wie in Abbildung 18 beschrieben
durch RT-PCR und Southernblot analysiert. B: Phosphoimager-Quantifizierung des in
(A) gezeigten Southernblots. Dargestellt ist das Verhaltnis CD45RB/CD45R0. C: CD4-
und CD8-positive T-Zell-Subpopulationen von wt- und Gfil-defizienten Mausen
wurden durch MACS aufgereinigt und wie in (A) auf die CD45-Isoform-Expression
analysiert.
Abwesenheit eines negativ wirkenden Regulatorsl{Gfositiv auf die Aktivitat des
Zielproteins (U2AF26) auswirken sollte. Dieses Mibdairde durch die Analyse des
CDA45-Spleiimusters Gfil-defizienter Mause uberpriift Abbildung 22 sind RT-
PCR-Analysen von gereinigten T-Zellen aus der Mibn drei Mauspaaren (Gffl
und wt) gezeigt. Es lasst sich erkennen, dass d@fiiziente Tiere im Verhaltnis

mehr CD45R0 exprimierten und dass die Expressidi3eyer CD45-Isoformen
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deutlich reduziert war (Abb. 22A). Die Quantifizimmg durch Phosphoimager-
Analyse Dbestéatigte dieses Verhalten (Abb. 22B). IWsich das CD45-
Expressionsmuster in CD4 und CD8-T-Zellen unterscheidet, wéare eine
Verédnderung des CD45-SpleiRmusters theoretisch duch eine Verschiebung des
Verhéltnisses von CD4 und CD8-T-Zellen méglich. Da bekannt ist, dass die
Liniendeterminierung in Gfil-defizienten Tieren zBunsten der CDB8Linie
verschoben ist (Yiicel et al., 2003), wurden GDdnd CDS-T-Zell-Populationen
aufgereinigt und separat untersucht. In AbbilduAgs2 gezeigt, dass auch in diesen
Subpopulationen ein Defekt im CD45-Splei3en in dgfil-defizienten Tieren
vorhanden war, der dem in Gesamt-T-Zellen beobtaht®efekt gleicht (Abb.
22C). Der Defekt scheint in CD4r-Zellen starker ausgepragt zu sein, da in dieser
Population unter den hier verwendeten Bedingungast fausschliel3lich die
CD45R0-Isoform nachgewiesen wurde, wéahrend in Gh8len aus Gfil-

defizienten Tieren noch Spuren von grol3eren CDdfstmen sichtbar waren.

3.14 Gfil-defiziente Mause zeigen CD45-Spleil3defektin
zentralen und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen

Neben dem bereits erwdhnten Phanotyp in der CD4-Gdm8ndeterminierung
haben Gfil-defiziente Tiere weitere Defekte in @ezell-Entwicklung; z.B. bilden
Gfil-defiziente Mause mehr Gedéachtnis-T-Zellen alsTiere (Pargmann und
Morody, Manuskript in Vorbereitung). Da Gedachtnigédllen mehr CD45R0
exprimieren als naive T-Zellen, ware eine Verschigp des CD45RB:RO-
Verhaltnisses hin zur RO-Form auch durch eine stérBildung von Gedachtnis-T-
Zellen zu erklaren. Um diese Moglichkeit als Urgadbir den Defekt im CD45-
SpleiRen in Gfil-defizienten Tieren auszuschlie®erden periphere T-Zellen nach
der Expression der Oberflachenmarker CD44 und CD@gelrennt analysiert. Die
Expression dieser Oberflachenmarker definiert dugiterschiedliche T-Zell-
Subpopulationen: naive T-Zellen (CD%2D62L™), zentrale Gedéachtnis-T-Zellen
(CD44"CD62L"™) und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (CD¥@D62L°). Diese drei
Zellpopulationen wurden durch FACS-Analyse vonedengetrennt und auf ihre

CD45RB-Expression untersucht. Daflr wurden dieefethit Antikdrpern gegen die
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erwahnten Oberflachenmarker und CD4 bzw. CD8 undmneiCD45RB-spezifischen
Antikorper markiert. Abbildung 23 zeigt drei Popudaen, in denen die CD45RB-
Expression in Gfil-defizienten Tieren im Verglemtm Wildtyp deutlich verringert
war, wahrend eine Anderung der Gesamt-CD45-Exprassicht beobachtet wurde
(nicht gezeigt): CD4-positive zentrale und Effek@edachtnis-T-Zellen sowie CD8-
positive Effektor-Gedachtnis-T-Zellen. In den desideren Populationen war nur

eine marginale Anderung der CD45RB-Expression ereren, was durch eine

CDA4*-T-Zellen CD8*-T-Zellen
naiv
wt
— Gfil™
zentral

Effektor
c
o
©
N

CD45RB

Abbildung 23: Gfil-defiziente Mause zeigen verminderte CD45RB-Expression in
zentralen und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen. Milzzellen aus wt- oder Gfil-defizienten
Mausen wurden mit Antikbrpern gegen CD4 oder CD8 und CD44, CD62L und CD45RB
markiert. Die Zellen wurden nach der Expression von CD44 und CDG62L in naive,
zentrale Gedéachtnis- und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen unterteilt und die CD45RB-
Expression in den einzelnen Populationen wurde zwischen wt- (grau ausgeftllt) und
Gfil-defizienten Zellen (schwarze Linie) verglichen.

schwachere Gfil-Expression im Wildtyp (Yucel et 2004) und damit verbunden
einer schwacheren Auswirkung der Gfil-Defizienzlambar ist. Dieses Ergebnis
verdeutlicht, dass die Verédnderung in der CDA45esuofExpression in Gfil-
defizienten Tieren tatsachlich durch einen Spleéfdehervorgerufen wird und nicht

durch eine unterschiedlich starke Ausbildung vaestdner T-Zell-Subpopulationen.
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3.15 Gfi1"-T-Zellen zeigen einen Proliferationsdefekt und
Fehler in der TCR-Signalkaskade nacha-CD3-Stimulation

In den folgenden Experimenten wurde die Auswirkaieg CD45-Spleil3defekts in
Gfil-defizienten =~ M&usen  untersucht. Dazu wurden  digleichen
Versuchsanordnungen verwendet wie fur die U2AF26dgenen Tiere beschrieben.
Abbildung 24 macht deutlich, dass T-Zellen von Gigffizienten Mausen nur sehr
eingeschrénkt in der Lage sind, auf einen TCR-apigén Stimulus mit
Proliferation zu reagieren. Vielmehr war die Reaktiauf Stimulation mita-
CD3+PMA stark beeintrachtigt, wahrend der TCR-uiaigige Stimulus
lonomycin+PMA eine normale Reaktion hervorrief (AR4A). Da es sich also nicht
um einen generellen Proliferationsdefekt handslt,eis wahrscheinlich, dass ein
Defekt in der TCR-Signalkaskade fur die fehlendeak®en aufa-CD3+PMA-

Stimulation verantwortlich ist. Wie fur U2AF26-tregiene Tiere gezeigt, konnte ein

A |:|Wt
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500 periphere T-Zellen
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Abbildung 24: Gfil-defiziente T-Zellen zeigen einen Defekt in der CD3-abhangigen
Aktivierung. Proliferations-Versuche (A) und ZAP-70-Aktivierungsversuche (B) wurden
durchgefiihrt wie in Abbildung 19 beschrieben. Die gezeigten Ergebnisse sind
reprasentativ fir mehrere unabhangige Versuche.
Fehler in der TCR-Signalkaskade auch in T-Zellenil@gfizienter Mause
nachgewiesen werden. Abbildung 24B zeigt einen May des
Phosphorylierungsgrades von ZAP-70-Y319 als Reakdiaf a-CD3-Stimulation in
wt- und Gfil-defizienten T-Zellen. Es wird deutliothass dieser frihe Schritt in der
T-Zell-Aktivierung nur in Wildtyp-Zellen effizientablief, in Gfil-defizienten T-

Zellen jedoch massiv gestort war.
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3.16 Die Expression von Gfil und U2AF26 wird wahreth
der T-Zell-Aktivierung mit unterschiedlicher Kineti k
reguliert

Um die Rolle von endogenem Gfil und U2AF26 in dié@raativen Spleil3prozessen
wahrend der T-Zell-Aktivierung weiter zu klaren, nda die Regulation der
Expression der beiden Proteine analysiert. Dazul&mrstimulierte, gereinigte T-
Zellen von Wildtyp-Mausen zu verschiedenen Zeitgpenkmittels Westernblot auf
die Proteinexpression von Gfil und U2AF26 getesidbildung 25A zeigt eine
schnelle, transiente Erhéhung der Gfil-Expressiachn6 h, die ihren Hohepunkt
nach 24 h erreichte und dann wieder abnahm. Derntéiddot zeigt auch, dass
wahrend der Aktivierung die Bildung einer kleineréarm von Gfil (k) induziert
wurde, wahrend die grol3ere, urspringlich vorhandeoen (I) nach 48 h fast
vollstandig verschwand. Die Induktion von U2AF26lgte einer langsameren
Kinetik: Nach 6 h war noch keine Anderung im Veigfe zum unstimulierten
Zustand bemerkbar; die Expression stieg erst nddin fark an und blieb auch 48 h
nach der Stimulation auf diesem erhdhten Niveaub(AbA). Das Verhaltnis von
U2AF26 und Gfil wéahrend der T-Zell-Aktivierung kelierte genau mit den
beobachteten Anderungen in der CD45-Isoform-Expwasswobei eine starkere
U2AF26-Expression die Bildung der CD45R0-Form beggigsie. Nach 6 h verschob
sich das Gfil:U2AF26-Verhaltnis zu Gunsten von Gfiias mit einer transienten
Erh6hung der Expression der CD45RB-Isoform korredi¢Abb. 25B und Deans et
al., 1992). Nach langerer Stimulation ging die CEépression zunehmend zur RO-
Isoform Uber, was mit einer gesteigerten Expressiom U2AF26 nach 24 h und

einer nachlassenden Expression von Gfil nach 4@hemging (Abb. 25A, B).

In einem weiterenin vivo-Modell konnte ein groBeres U2AF26:Gfil-Verhaltnis
ebenfalls mit einer starkeren Expression der CD4BR{brm korreliert werden. Im
Vergleich zwischen aufgereinigten naiven (CB@®D62L™) und Effektor-
Gedéachtnis-T-Zellen (CDA€D62L°) waren beide Proteine, Gfil und U2AF26, in
den Effektor-Gedachtnis-T-Zellen starker exprimierAllerdings schien die
Expression von U2AF26 deutlich erhdht, wahrend diahGfil nur eine leichte

Steigerung der Expression detektieren liel3, so mak$fektor-Gedachtnis-T-Zellen
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ein grolBeres U2AF26:Gfil-Verhaltnis vorlag als iaiven T-Zellen (Abb. 25C).
Damit einhergehend wurde eine verstarkte ExpressesnCD45R0-Isoform in den
Gedachtnis-T-Zellen detektiert (Abb. 25D).

A a-CD3+PMA B
0 6h 1d 2d a-CD3+PMA

0 6h 1d 2d -RT

- | CD45

— — RB

RO

— - - 0-U2AF26

Milz-T-Zellen (gereinigt), RT-PCR

A | oAkt

Milz-T-Zellen (gereinigt), WB

- a
C P D
28
g 59 L &)
c @ £ |
o N o < n N
%8 o8 = E8
% 8% 8 =%
2y 33 38 23X
SO £0 NGO 98
< 8
Gfi1 =8 g2
a- = L=
. — | €0 mN &
CD45RB
— a-U2AF2e  CDA4SRO
— — | 0-3-AKtiIN GAPDH
WB RT-PCR

Abbildung 25: Die Expression von Gfil und U2AF26 wahrend der T-Zell-
Aktivierung korreliert mit der Anderung der CDA45-Isoform-Expression. A:
Milz-T-Zellen wurden durch MACS gereinigt und fiir die angegebene Zeit mit
a-CD3+PMA stimuliert. Die Zellen wurden dann durch Westernblot auf die
Expression von U2AF26, Gfil und S-Aktin getestet. Es sind zwei Gfil-
Isoformen sichtbar, die durch | (lang) und k (kurz) markiert sind. B: T-Zellen
wurden gereinigt und stimuliert wie in (A) und dann durch RT-PCR auf die
CD45-Expression untersucht. C: Naive oder Effektor-Gedachtnis-T-Zellen
wurden sortiert und wie in (A) durch Westernblot analysiert. D:
Zellpopulationen wie in (C) wurden durch RT-PCR wie in (B) untersucht.
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4 Diskussion

4.1 CDA45-alternatives SpleiRen und Regulation durch
U2AF26 und Gfil

Die hier beschriebenen Daten lassen sich in deAbildung 26 gezeigten Schema
zusammenfassen. In diesem Modell fiihrt die Expoesgon U2AF26 zur Bildung
der CD45R0-Isoform, die eine geringere Aktivitatier T-Zell-Aktivierung aufweist
als die gro3eren CD45-Isoformen. Der Ausschlussalternativ gespleil3ten CD45-
Exons A, B und C wird mdglicherweise durch direBiedung von U2AF26 an die
ESS-Sequenzen in den jeweiligen Exons vermittak. Expression von Gfil fuhrt
zu einer Komplexbildung zwischen U2AF26 und Gfildumamit zu einer
Inaktivierung von U2AF26. Gfil kehrt so die U2AF26rmittelte Bildung der
CD45R0-Isoform um und fiihrt zur Expression der gréfd, starker aktiven CD45-
Isoformen. Das Fehlen von Gfil hat in diesem Mod@l gleiche Auswirkung wie
eine vermehrte U2AF26-Expression, namlich eine téekte Bildung der weniger
aktiven CD45R0-Isoform, ein Effekt, der in den jévgen Mausmutanten

beobachtet wurde.

7THH8R9|— | 3| 7| 8] 9 |CcD45R0O

CD45-pra-mRNA limitiert T-Zell-Aktivierung

‘ Gfil 555555\ |
\\' Gfi1-U2AF26-
Komplex
y

A

BN o] —— [ e[ comre

erleichtert T-Zell-Aktivierung

Abbildung 26: Modell zur Funktion von Gfilund U2AF26 im CD45-alternativen Splei3en
und die Auswirkung auf die T-Zell-Aktivierung.
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Im humanen System wurden in verschiedenen Studiesfekiz in der
Tyrosinphosphatase CD45 mit Erkrankungen assozh@nt komplettes Fehlen von
CD45 bewirkt einen SCID-Phanotyp (Kung et al., 20@@hrend eine veranderte
Aktivitat von CD45 mit weniger ausgepragten Defekterreliert. Beispielsweise
konnte gezeigt werden, dass eine stille Mutatiomlen ESS-Sequenz von Exon 4
(C77G) die Bindung eines regulatorischen Proteindia ESS-Sequenz stort, was zu
einer verminderten Exklusion dieses Exons aus d&kmfuhrt (Lynch und Weiss,
2001) und mdglicherweise zur Ausbildung von MukipSklerose beitragt (Jacobsen
et al., 2000). Diese Korrelation wurde in ander&und®n jedoch nicht bestatigt und
ist deshalb umstritten (z.B. Barcellos et al., 20@ine gestdrte CD45-Expression
wurde auch mit der Ausbildung weiterer Autoimmumarikungen in Verbindung
gebracht. So wurde z.B. vorgeschlagen, dass eirderfing der CD45-Isoform-
Expression die Bildung von Typ-I-Diabetes begurstgempe et al., 1993). Diese
Beispiele verdeutlichen die entscheidende Rolleedakten Regulation der CD45-
Aktivitat und erklaren das grol3e Interesse an dégrnativ gespleiiten CD45-

Isoformen.

4.2 Die Gfil-U2AF26-Interaktion und die Interaktions-
doméanen

Die Interaktion von Gfil und U2AF26 konnte in eirfikeihe verschiedener Versuche
mit Uberexprimierten und endogenen Proteinen bgstéérden, so dass die Existenz
eines Gfil-U2AF26-Komplexem vivo wahrscheinlich ist. Bei ungefahr gleichem
Expressionsniveau von Gfil und U2AF26-Flag in Cdsllen lassen sich etwa
gleiche Mengen an Gfil und U2AF26 mit einem-Flag-Antikdrper
(co)prazipitieren, was auf eine 1:1-Stéchiometrim IGfil-U2AF26-Komplex
hindeutet. In verschiedenen Kontrollexperimentenrite gezeigt werden, dass der
unbeteiligte Transkriptionsfaktor p53 nicht mit U226 und Gfil nicht mit U2AF35,
U2AF65 oder hnRNP-A interagiert. Da eine unspeatfesinteraktion von einerseits
U2AF26 mit Transkriptionsfaktoren und anderers&isl mit Komponenten der
Spleilmaschinerie somit ausgeschlossen werden lszmiejnt die Gfil-U2AF26-

Interaktion sehr spezifisch zu sein. Besonders FEden einer Komplexbildung
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zwischen Gfil und U2AF35 war Uberraschend, da die die Gfil-Interaktion
verantwortliche Doméne zwischen U2AF26 und U2AF3arks konserviert ist.
Wabhrscheinlich wird durch einige Abweichungen i @&equenz die Interaktion
soweit geschwacht, dass sie unter den hier verntendestringenten
Versuchsbedingungen nicht detektiert werden koniie Positivkontrolle in diesen
Versuchen wurde die Interaktion von Gst-U2AF26 WAFG5 aus Kernextrakten
von Hela-Zellen verwendet (Shepard et al., 200sDGfil nicht mit U2AF65
interagiert, was zu erwarten ware, wenn U2AF26 Kamumit Gfil und U2AF65
interagieren konnte, kann als Hinweis auf eine gjegenseitig ausschliel3ende
Interaktion von U2AF26 mit Gfil einerseits und UZZ&mit U2AF65 andererseits
gewertet werden. Dieser Befund unterstiitzt dasvoggeschlagene Modell, in dem
die Aktivitat von U2AF26 durch Gfil reguliert wirVenn eine Interaktion mit Gfil
die Wechselwirkung mit Komponenten der Splei@masaie ausschlieldt, konnte
U2AF26 im Komplex mit Gfil nicht mehr an der Redida alternativer
SpleiBvorgadnge beteiligt sein. Dieser Effekt konnte vivo auch durch
unterschiedliche Lokalisationen des Gfil-U2AF26-Kdexes und der pr&-mRNA

erreicht werden (siehe unten).

Die Interaktionsdomane innerhalb von Gfil, diediive stabile Wechselwirkung mit
U2AF26 verantwortlich ist, schlie3t Bereiche des ttéfieils und der
Zinkfingerdoméne ein. Da eine Gfil-Mutante mit dielgem Zinkfinger in einem
»Two-Hybrid“-Versuch noch in der Lage war, mit U226 zu interagieren, die
gleiche Mutante aber in einenmm vitro-Interaktionsexperiment keine U2AF26-
Bindung zeigt, scheinen mehrere Sequenzelementghéngig voneinander an der
Interaktion beteiligt zu sein. Eine partielle D&etdieser Sequenzen fihrt zu einer
Schwachung, nicht aber zu einem kompletten Vertiest Bindung, die je nach

Versuchsbedingungen noch detektiert werden kann.

In U2AF26 konnten Bereiche um den von Exon 7 kadrezweiten Zinkfinger als
essentiell fur die Interaktion mit Gfil ermittellewden. Die naturlich vorkommende
SpleiRvariante U2AF28E7 weicht in mehrfacher Hinsicht vom Verhalten des
vollstdndigen Proteins ab: U2ARREB7 interagiert nicht mit Gfil und es ist im
Gegensatz zu U2AF26 im Zytoplasma lokalisiert. Déglichkeit, dass U2AF26
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nur durch die Interaktion mit Gfil in den Kern gadd, ist unwahrscheinlich, da in
diesem Fall das gesamte kernstdndige U2AF26 mit &mplexiert und dadurch
inaktiviert sein misste. Zusatzlich zeigt U2ABEY einen Verlust der Aktivitat auf
das CDA45-alternative SpleiRen. Ob dieser Defekictdudie zytoplasmatische
Lokalisation hervorgerufen wird, oder ob U2ARE tatsachlich nicht mehr in der
Lage ist, alternatives SpleiRen zu regulieren, konmicht abschlielend geklart

werden.

In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werdenss d&ine Reihe von
Splei3faktoren eine dynamische Lokalisation zwischéern und Zytoplasma
aufweisen und dass zytoplasmatisch lokalisierteei8faktoren verschiedene
regulatorische Aufgaben wahrend der Translationrmglimen. Dazu zahlen unter
anderem der mRNA-Export aus dem Kern und die Régulaler mRNA-Stabilitat
(Lemaire et al., 2002; Huang et al., 2003). Darangeben sich Spekulationen tber
die Funktion der U2AF2BE7-Mutante: Die Exklusion von Exon 7 kdnnte sowohl
die Rolle von U2AF26 als Splei3faktor im Kern ragtén, als auch andere, im
Zytoplasma angesiedelte Funktionen von U2AF26 awn; Studien zur

Identifizierung solcher Funktionen sind bisher at@ch nicht durchgefihrt worden.

Die Colokalisation von U2AF26 und Gfil in punktfagen Strukturen im Zellkern
liefert einen weiteren Hinweis auf die physiologiedRelevanz der Interaktion. Eine
Lokalisation in distinkten Kerndomanen ist fur beidProteine unabhangig
voneinander beschrieben worden (Rodel et al., 288@pard et al., 2002). Ob Gfil
und U2AF26in vivo in der gleichen Kerndoméane lokalisiert sind, etigch nicht
geklart. Mdoglich ware auch, dass durch eine vetsarGfil-Expression die
Lokalisation von U2AF26 aus dem urspriinglichen lkempartiment in die Gfil-
standige Domane wechselt. Diese verédnderte Lokialsaare ein einfaches Modell
zur Erklarung der Regulation von U2AF26 durch Glid.diesem Fall wirde die
Regulation auf einer raumlichen Trennung von U2AKERE pra-mRNA-Substraten
beruhen. Im Gegensatz dazu ist die Regulation diet-Aktivitat durch eine
U2AF26-vermittelte Anderung der Gfil-Lokalisationnwahrscheinlich, da die
Repression eines Gfil-sensitiven Reportergens diliciCoexpression von U2AF26

nicht beeinflusst wurde.

51



Kapitel 4 Diskussion

4.3 U2AF26 und U2AF35 in CD45-Exon-Exklusion und
ESS-Bindung

Bisher ist fur U2AF26 nur beschrieben, dass es BBABn der 3'-Spleil3-Stelle
ersetzen kann und dort durch die Rekrutierung daeilf®soms positiv auf den
Spleildvorgang wirkt; U2AF26 sollte deshalb eine 6tk Inklusion alternativ
gespleifdter Exons bewirken (Shepard et al., 206inem CD45-Minigen-Versuch
wurde jedoch festgestellt, dass U2AF26 in erstaieleine Exklusion von CD45-
Exon B verursacht. Zudem konnte gezeigt werdens @assich hierbei um einen
U2AF26-spezifischen Effekt handelt, da U2AF35 zwane &hnliche Tendenz
aufweist, allerdings in einer um GroRRenordnungegeabhwachten Effizienz. Ein
weiterer, deutlich schwacherer Effekt in dem Mimegéersuch war die Abnahme der
CD45RBC-Isoform und parallel dazu die Zunahme dBA&RAB-Isoform. Dieser
Wechsel von CD45RBC zu RAB wurde sowohl von U2ABESauch von U2AF35
bewirkt und unterliegt deshalb vermutlich einem enett Mechanismus als die fast
ausschlie3lich von U2AF26 hervorgerufene Exklusimm Exon B. Aus diesem
Versuch ergeben sich zwei wichtige Schlussfolgeeunderstens bewirkt U2AF26
eine Exklusion alternativ gespleidter CD45-Exonsezeell Exon B, und konnte
somit in vivo am ,activation induced alternative splicing”® mitkeén. Da dieser
Effekt spezifisch durch U2AF26 hervorgerufen wurdaben zweitens U2AF26 und
U2AF35 nichtredundante Funktionen.

Um die neue Funktion von U2AF26 erklaren zu konnemyrde nach einem

Mechanismus gesucht, der es U2AF26 erlaubt, diemauhe alternativ gespleil3ter
Exons entweder zu fordern oder zu inhibieren. Biemgleichbare Situation ist fur
den neuronenspezifischen Spleil3faktor Nova-1 bedwdm worden, der je nach
Position der Bindestelle an der pr&-mRNA zur Inidasoder zur Exklusion

alternativ gespleil3ter Exons fihrt (Dredge et 2005). In Anlehnung an dieses
Modell kann ein Mechanismus postuliert werden, emddie Bindung von U2AF26

an die 3'-Splei3-Stelle zur Rekrutierung des Spisdtns und damit zu einer
verstarkten Aufnahme des Exons in die reife mRNArffi{Shepard et al., 2002),
wéahrend eine Bindung von U2AF26 an die ESS-Sequedeealternativ gespleildten

CD45-Exons den Ausschluss dieser Exons bewirktséienhibierende Effekt nach
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der ESS-Bindung lieRe sich durch eine raumlich cfeds Anordnung der
Komponenten des Spleildosoms erklaren, was einetuktisen Zusammenbau des
SpleiBosoms verhindern wirde. Méglich ware auclgsddie ESS-Sequenz von
mehreren Proteinen gebunden wird, eines davon UBAHRE gemeinsam einen
Ausschluss des entsprechenden Exons aus der neR&A bewirken (siehe Kapitel
4.5). RNA-Interaktions-Studien mit Kernextraktemvd2AF26-iberexprimierenden
Zellen ebenso wie mit gereinigtem Gst-U2AF26-Fusprotein legen eine ESS-
Bindung durch U2AF26 nahe; eine Bestéatigung diéstaraktion mit endogenem
U2AF26 steht allerdings noch aus. Da eine Bindumg W2AF26 bisher nur an das
AG-Dinukleotid der 3’-Splei3-Stelle beschrieben deir ware eine ESS-Bindung
durch U2AF26 ein bemerkenswerter Befund. Eine nabgliErklarung bietet die
Beobachtung, dass weder U2AF26 noch U2AF35 einawgdastgelegte RNA-
Sequenz binden, sondern vielmehr beide eine b&ptzifitat aufweisen. So wird
sichergestellt, dass verschiedene 3-Splei3-Stelldie abgesehen vom AG-
Dinukleotid kaum konserviert sind, durch U2AF26 (oter U2AF35 gebunden und
effizient gespleil3t werden kdnnen. Da einige der MRAF26 praferentiell gebunden
Sequenzen der ESS-Sequenz &hneln (Shepard, 20@4g}, die nicht genau
festgelegte Bindungsspezifitdt von U2AF26 mogliebese dazu bei, dass das
Protein neben der 3'-SpleiR-Stelle auch die ESS#&er in den alternativ
gespleidsten CD45-Exons binden kann. Dies kdnnte plausible Erklarung fir die
gegensatzlichen Effekte von U2AF26 liefern: Je n&dguenz kénnte U2AF26
entweder an die 3'-ss binden und dort die Aufnald@® Exons in die reife mRNA
fordern, oder an die ESS-Sequenz, was eine Exkiudes Exons beglnstigen
wirde.

Da aulRerdem gezeigt werden konnte, dass bestimegeeSzen in Nachbarschaft
zum AG eine praferentielle Bindung von U2AF26 otdAF35 auslésen (Shepard
et al., 2002; Shepard, 2004), kann dieses Model dnerangezogen werden, um die
unterschiedlichen Aktivitaten von U2AF26 und U2AF35 erklaren. U2AF35 ist
ebenfalls in der Lage, einen Ausschluss von CD4&REX aus der reifen mRNA zu
bewirken, allerdings in einer sehr stark abgeschweic Form. Der Grund kdnnte
eine verringerte Affinitat von U2AF35 zur ESS-Sequesein. U2AF35 wirde in
diesem Modell mit grol3er Affinitat an die 3’-Spledielle binden, dort die

Aufnahme des Exons in die mRNA bewirken und ersi behr hohen
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Konzentrationen auch die ESS-Bindestelle besetzeres zu einer teilweisen Exon-
Exklusion fuhren wirde. Experimentelle Evidenzerr ®ine unterschiedliche
Affinitat von U2AF26 und U2AF35 zu der ESS-Sequdiegen bislang allerdings

nicht vor.

Es ist aul3erdem unklar, ob die hohe U2AF35-Konatiotr, die ndtig wéare, um zu
einem Ausschluss alternativ gespleildter Exons #uefij in vivo erreicht wird.
Deshalb handelt es sich bei dem beobachteten Efféldlicherweise um eine
physiologisch nicht relevante Funktion von U2AFB8%e erst durch eine massive
Uberexpression auftritt. Diese Vermutung wird aughrch die beschriebenen
siRNA-Versuche gestutzt: Der ,knock-down* von U2AF-Bewirkte eine Zunahme
der CD45RB-Isoform, wahrend der U2AF35 ,knock-dovwk#inen Effekt auf das
CD45-Spleillmuster hatte. Da U2AF26 und U2AF35 imseleiedenen Geweben
differentiell exprimiert werden (Shepard et al.02]) kann aber nicht ausgeschlossen
werden, dass unter bestimmten Voraussetzungengetwa der Abwesenheit von
U2AF26, auch U2AF35 eine Rolle in der Exklusioreaiativ gespleildter CD45-

Exons spielt.

Fur AG-abhangige Exons wéare zu erwarten, dass kievck-down* von U2AF35
eine verminderte Exon-Aufnahme in die reife mRNAvbkt. Unter den gegebenen
Bedingungen hatte der Verlust von U2AF35 jedochndeeidetektierbaren Effekt.
Dies konnte dadurch erklart werden, dass die AufreAG-abhangiger Exons in die
MRNA von U2AF35 oder U2AF26 katalysiert werden kasmdass das Fehlen eines
der beiden Proteine durch das jeweils andere kosmrwird. Alternativ ware es
auch moglich, dass die Exons 3 und 7 (die in den @D45-Minigen exprimierten
CDA45R0-Isoform enthalten sind) AG-unabhéangige Exsind und deshalb fur ihre
Aufnahme in die mRNA kein U2AF35 bendtigen. Da didsxperimente mit dem
CD45-Minigen durchgefiihrt wurden, das nur die Ex8#& enthéalt, konnte sich die
Situationin vivo, mit einer 33 Exons beinhaltenden CD45-pra-mRN#&der anders

darstellen.
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4.4 Gfil als Antagonist von U2AF26 im CD45-alternaven
Spleil3en

Die Interaktion von Gfil mit U2AF26 liel3 die Vernung zu, dass Gfil ebenfalls
eine Rolle in der Regulation des CD45-alternati8piteil3ens spielt. In einem CD45-
Minigen-Versuch in RK13-Zellen konnte zun&chst @ddein signifikanter Effekt
von Gfil auf das CD45-SpleilBmuster nachgewiesemleverWenn Gfil jedoch mit
U2AF26 coexprimiert wurde, war Gfil in der Lage,nd&J2AF26-vermittelten
Verlust der CDA45RB-Isoform teilweise aufzuheben. r D&ergleich der
Proteinmengen von Gfil und U2AF26 in diesem Versiiefert eine mogliche
Erklarung, warum der Effekt von U2AF26 durch Gfilirneilweise aufgehoben
wurde. Es ist eine deutlich grél3ere Menge an U2Ak#tGanden, so dass (bei einer
angenommenen 1:1-Stochiometrie im Gfil-U2AF26-Kampl U2AF26 nicht
vollstandig durch Gfil komplexiert wirde. Da einBl&@Viutante, die nicht mehr mit
U2AF26 interagiert, auch in Gegenwart von U2AF2th&r Einfluss auf das CD45-
alternative Splei3en hatte, kann davon ausgegamgaden, dass eine direkte
Interaktion von Gfil mit U2AF26 fur diese Gfil-Fuidn essentiell ist.

Im Gegensatz zu dem Ergebnis aus RK13-Zellen kogereigt werden, dass die
Expression von Gfil in mit dem CD45-Minigen tramgdrten 3T3-Fibroblasten eine
Zunahme der CD45RB-Isoform bewirkt. Dieser Befundr&liert mit der Expression
von endogenem U2AF26, da in 3T3-Zellen eine seld sgtarkere U2AF26-
Expression als in RK13-Zellen nachgewiesen wurdez@merken ist hier, dass der
verwendete Antikdrper gegen das murine Protein dstefjt wurde, RK13-Zellen
aber aus Kaninchen stammen, was eine theoretisdkéaring fur die fehlende
Detektion von U2AF26 in RK13-Zellen ist. Dieser Rumwird aufgrund der hohen
Homologie von U2AF-Proteinen auch zwischen verstdnen Spezies im Weiteren
aber als irrelevant angesehen.) Dieser Befundtstig#gZl heorie, dass Gfil alternative
Spleilvorgange nur Uber eine Interaktion mit U2AF&guliert. In Abwesenheit oder
bei niedrigen Konzentrationen von U2AF26, wie inE3KZellen der Fall, sollte Gfil
dann keine Auswirkung auf das CDA45-Spleiimusterehalwéhrend in einem
Umfeld mit U2AF26-Expression, wie 3T3-Zellen odearsfizierten RK13-Zellen,
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eine Beeinflussung des alternativen Spleil3ens fisth sollte; all diese
Erwartungen konnten experimentell bestatigt werden.

In verschiedenen Arbeiten konnte eine koordini@&egulation von Transkription
und Spleilien gezeigt werden. Beispielsweise haSthektur des Promoters einen
Einfluss auf das alternative Splei3en (Cramer.etl8B7) und das Spleidosom kann
durch direkte Interaktion mit Transkriptionsfaktoreeguliert werden (Davies et al.,
1998). Die hier beschriebene Interaktion von Gfilt B2AF26 und die dadurch
hervorgerufene Regulation von CDA45-alternativem efBg@n durch den
Transkriptionsfaktor Gfil stellt eine neue Verbinduzwischen Transkriptions- und

Spleildmaschinerie dar und verdeutlicht die engdidung dieser beiden Prozesse.

4.5 In vivo-Modelle zur Analyse vom CD45-alternativen
SpleiRen: Gfil-defiziente und U2AF26-transgene Maes

Eine antagonistische Rolle von U2AF26 und Gfil ifd45-alternativen Spleil3en
wird auch durch den Befund gestitzt, dass T-Zellen Gfil-defizienten und
U2AF26-transgenen Mause den gleichen Phanotyp, iclameine verstarkte
Expression der CD45R0-Isoform, aufweisen. In U2A26sgenen Mausen konnte
ein Verlust der CD45RBC- und RABC-Isoformen sowieeeverringerte Menge an
CD45RB und eine erhdhte Expression der CD45R0-FRmwohl in Thymozyten als
auch in peripheren T-Zellen aus der Milz nachgeenewerden. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit den Minigen-Versuchen unddeeitlicht, dass U2AF26 eine
Exklusion der alternativ gesplei3ten CD45-Exonshaut vivo bewirken kann.
Allerdings scheint der Effekt auf die CD45RB-Isafoweniger stark ausgepragt, als
die Minigen-Versuche vermuten liel3en. Der Grundritéreum einen darin liegen,
dass in Wildtyp-Zellen bereits endogenes U2AF26handen ist und zusatzliches
U2AF26 keine starke erganzende Wirkung entfaltet..2AF26 in naiven T-Zellen
kaum detektierbar ist und die Proteinmenge wahdsrdr-Zell-Aktivierung massiv
zunimmt, was mit einer verstarkten CD45RO-Expressenhergeht, ist dieser
Erklarungsansatz alleine nicht ausreichend. ZushtzWare es denkbar, dass
U2AF26 in vivo die Bildung der CD45R0-Isoform reguliert, aber namderen

Faktoren zusammenwirkt, um die Exklusion der alidBmngespleilten Exons zu
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erreichen. Fir die Moglichkeit, dass ein weiteraktbr in diesen Prozess involviert
ist, spricht der in RNA-Interaktions-Studien mitrdeSS-Sequenz nachgewiesene
U2AF26-haltige Komplex, der aufgrund der GroéRe v82d kD noch weitere
Komponenten enthalten muss. In diesem Modell w@nerdestens zwei Faktoren
essentiell fir das regulierte CD45-SpleiRen, eigewon U2AF26, und die
Uberexpression von einem der beiden Faktoren wkeaeen kompletten Ausschluss
der alternativ gespleil3ten Exons bewirken. AltamnigRe sich die Grol3e des in den
RNA-Crosslink-Experimenten beobachteten Komplexeshadurch ein U2AF26-
Dimer erklaren. Die Existenz von U2AF35-Homodimekamnte bestatigt werden
(Chusainow et al., 2005), was ein Hinweis auf dashendensein von U2AF26 in
dimerer Form sein kénnte. Experimentelle Hinweiskeane U2AF26-Dimerbildung
liegen bisher allerdings nicht vor.

In zwei aktuellen Arbeiten konnte gezeigt werdeassd hnRNP-L an die ESS-
Sequenzen aller drei alternativ gespleildter CD4&rExoindet und deren Exklusion
aus der reifen mMRNA bewirkt (Rothrock et al., 200®ng et al., 2005). Da die
U2AF26-Expression wahrend der T-Zell-Aktivierungrgt ansteigt, was fur hnRNP-
L nicht beobachtet wurde (Rothrock et al., 2005}, @in Zusammenwirken der
beiden Proteine in der CD45-Exon-Exklusion einaktives Modell und Gegenstand
aktueller Arbeiten. Es ist ebenfalls denkbar, dd$8AF26 und hnRNP-L
Uberlappende Funktionen haben, aber differentigliimiert werden, so dass es vom
Zelltyp und dem Aktivierungszustand abhangig istlohes der beiden Proteine
vorhanden ist, um das alternative Splei3en zu iegul. Die Bindung von U2AF26
oder hnRNP-L an die ESS-Sequenzen kdnnte auch diggdenauen Sequenzen und

eventuell unterschiedliche Bindungsspezifitateruliegt werden.

Da in Gfil-defizienten Tieren eine verstarkte Bilduvon Gedachtnis-T-Zellen
erfolgt (Pargmann und Maoréy, Manuskript in Vorbérag), musste ausgeschlossen
werden, dass dies der Grund fur das gednderte GpisRmuster ist. Durch FACS-
Analysen konnte gezeigt werden, dass der Verlust&l in Zellpopulationen, die
im Wildtyp eine hohe Gfil-Expression aufweisen (¥let al., 2004), zu einem
teilweisen Verlust der CD45RB-Expression fuhrt, veidd naive T-Zellen, die im
Wildtyp kaum Gfil exprimieren, nicht betroffen wareln RT-PCR-Analysen
spiegelt sich der auf der Proteinebene gezeigtkestiVerlust der CD45RB-Isoform
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in CD4’-T-Zellen im Vergleich zu CD8T-Zellen wider. AuRerdem konnte durch
die RT-PCR-Versuche gezeigt werden, dass sich ih-d&fizienten T-Zellen das
CD45RB:R0-Verhaltnis zugunsten der CD45R0-Isoforensehiebt und der in der
Durchflusszytometrie detektierte Verlust der CD45R8form nicht mit dem

Auftreten einer groReren CD45-Isoform einhergehésP Experimente zeigen eine
Beeintrachtigung des CDA45-alternativen SpleiRensgémau definierten, stark
eingegrenzten T-Zell-Subpopulationen und lassermalesauf einen Spleil3defekt
anstatt auf einen Defekt in der Liniendeterminigrun Gfil-defizienten Mausen
schlieRen. Sollte Letzteres der Fall sein, wéaree édmderung in der CD45RB-
Expression in den einzelnen Populationen nichtretagen, sondern lediglich eine
vermehrte Bildung von Gedachtnis-T-Zellen mit vegerter CD45RB-Expression.
Dieses Phanomen tragt mdglicherweise zum beobach@€D45-Spleilimuster in

Gesamt-T-Zellen bei, allerdings nicht als alleiniggsache.

Um die Hinweise auf eine regulatorische Rolle vdil Gnd U2AF26 wahrend der
T-Zell-Aktivierung weiter zu verstarken, wurden dExpressionsmuster beider
Proteine wahrend der T-Zell-Aktivierung untersudhitir das Gfil-Protein konnte
eine Induktion nach der T-Zell-Aktivierung gezemyerden werden, die mit der
beschrieben Regulation der Gfil-mRNA Ubereinstinvfiiicel et al., 2004). Zudem
konnte eine starke Erhdhung der U2AF26-Expressionaktivierten T-Zellen

festgestellt werden. Die Expressionsprofile vonlGind U2AF26 sprechen fir eine
regulatorische Funktion der beiden Proteine im GBWé&rnativen Spleil3en wahrend
der T-Zell-Aktivierung und stimmen gut mit den Ebgéssen aus den Minigen-
Versuchen Uberein, in denen U2AF26 eine versta@i5R0 und Gfil eine

verstarkte CD45RB-Expression bewirkt haben.

24 h nach der T-Zell-Aktivierung wurde die Induktieiner kleineren Gfil-lsoform
beobachtet, die 48 h nach Stimulation und in E&eRtZellen die vorherrschende
Form darstellt. Die ldentitdt dieser Isoform istgeklart; allerdings ist eine N-
terminale Modifikation, wie z.B. die Verwendung e internen ATGs,

unwahrscheinlich, da der zur Detektion verwendetatikéirper gegen die

Aminosauren 14-27 gerichtet ist (Schmidt et al, 899 U2AF26 liegt ebenfalls in
zwei Formen vor, was auch hier fir eine Proteinmication spricht und einen

Hinweis auf eine komplexe Regulation der U2AF264&iom darstellen kénnte.
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Auch wenn Art und Funktion der Modifikationen vor2AF26 und Gfil nicht oder
nur unzureichend verstanden sind, sprechen die anddnen Daten fur ein
(vereinfachendes) Modell, in dem Gfil die U2AF26tk#kat reguliert. Theoretisch
lieBen sich aber auch andere Modelle konstruief@eispielsweise sind die
Ergebnisse teilweise konsistent mit einem Modeil, dem U2AF26 die Gfil-
Aktivitat regulieren und so zu einer vermehrten fegsion eines weiteren
SpleiRfaktors fuhren wirde, der eine Exklusionralév gespleidter CD45-Exons
bewirken konnte. In einem Reportergenversuch kojattech gezeigt werden, dass
die Fahigkeit von Gfil, einen Gfil-sensitiven Praarozu reprimieren, durch die
Coexpression von U2AF26 nicht beeinflusst wird. d@te Befund validiert das
vorgeschlagene Modell, in dem Gfil die Aktivitatrvd2AF26 reguliert, und spricht
gegen einen indirekten Mechanismus Uber die Ragolader Gfil-vermittelten

transkriptionellen Repression durch U2AF26.

4.6 Unterschiedliche Aktivitaten verschiedener CD45
Isoformen

In den vorgestellten Experimenten wurde die Grupellgeschaffen, um einen
Mechanismus zu postulieren, der die Involvierungh V@fil und U2AF26 im
alternativen SpleiRen und damit der T-Zell-Aktivieg beschreibt. Aus den
Ergebnissen lassen sich aber auch Rickschlisse digdrontrovers diskutierte
Aktivitat verschiedener CD45-1soformen ziehen. Dudee starke Glykosilierung der
alternativ gespleif3ten Bereiche des CD45-Proteatseh die verschiedenen CD45-
Isoformen einen erheblich veréanderten Raumbedarfe \W der Einleitung
beschrieben, verweisen viele Modelle daher aufisstee Grinde, um eine
unterschiedliche Aktivitat der verschiedenen Isofen zu erklaren, kommen jedoch
zu kontraren Ergebnissen (Leitenberg et al., 19@0und Weiss, 2002; Irles et al.,
2003). Uneinheitliche Ergebnisse wurden auch irsaldedenerin vivo-Systemen
erzielt, in denen versucht wurde, die Aktivitat éarzelnen Isoformen zu bestimmen
(Chui et al., 1994; Kozieradzki et al., 1997; Oygikt al., 2003). In all diesen Studien
wurde der CDA45-Lokus selbst manipuliert, beispieis& wurden in CD45-

defizienten Zelllinien oder Mausen die cDNAs fue geweiligen CD45-Isoformen
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exprimiert. Unterschiedlich hohe Expressionsnivedes einzelnen Isoformen und
die nicht vorhandene Mdglichkeit zur Bildung von €IHeterodimeren sind
maogliche Fehlerquellen, die zu den unterschiediickegebnissen dieser Studien

beigetragen haben kdnnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unabhéndWpusmutanten vorgestellt, in
denen der endogene CD45-Lokus intakt ist, deren5aB¢dressionsniveau nicht
verandert ist, die aber einen Defekt in der CD48esn-Expression aufweisen. In
beiden Mausmutanten korreliert eine verstarkte &gon der kleineren CD45R0-
Isoform mit einem erheblichen Defekt in der T-Z&Ktivierung. Diese Ergebnisse
sprechen dafir, dass die CD45R0-Isoform eine geren@ktivitat aufweist als die
grolReren Isoformen und stutzt somit das Modell, zidolge die verstarkte
Expression der CD45R0-Isoform nach der T-Zell-Aidiung einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus darstellt, um die Aktiuigrzu limitieren.

Aus den hier vorgestellten Experimenten ergibt &ieim endgultiger Beweis fir die
These, dass der Proliferationsdefekt in Gfil-defizgn und U2AF26-transgenen
Tieren durch einen Defekt im CDA45-alternativen #$j#a hervorgerufen wird.
Allerdings sprechen einige Befunde deutlich flrsdieTheorie: Sowohl in Gfil-
defizienten als auch in U2AF26-transgenen T-ZelWlem die fehlende Proliferation
nach Stimulation mit-CD3+PMA nicht auf einen generellen Proliferatiosfedkt
zurtckzufiihren, da eine TCR-unabhangige Stimulafionomycin+PMA) zu einer
mit dem Wildtyp vergleichbaren Proliferation fuhrtéusatzlich konnte in beiden
Mausmutanten ein Defekt in der TCR-proximalen Sikgekade nachgewiesen
werden. Da CD45 nach Antigenstimulation Lck duraspbosphorylierung aktiviert
und Lck wiederum ZAP-70 phosphoryliert, kann deo$ffhorylierungszustand von
ZAP-70 als direktes Mal3 fur die CD45-Aktivitdt vemdet werden. In beiden
Mausmutanten wurde in diesen Experimenten eine imelerte ZAP-70-Y319-
Phosphorylierung beobachtet, was auf eine redezi€D45-Aktivitat hindeutet.
Weil keine weiteren Hinweise auf andere Ursachetiegen, die zu einem Defekt in
der TCR-Signalkaskade in den beiden Mausmodelldmefii kbnnten, ist es
wahrscheinlich, dass die vermehrte Expression @aiger aktiven CD45R0-Isoform
in T-Zellen von Gfil-defizienten und U2AF26-tranega Mausen zu dem

beobachteten Phanotyp flhrt.
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Konsistent mit den bestehenden Daten wéare ein Noofeldem die anhaltende
U2AF26-Expression nach der T-Zell-Aktivierung zunex vermehrten Bildung der
weniger aktiven CD45R0-Isoform fihrt und so zu eihénitierung der T-Zell-

Aktivierung beitragt, wahrend die frihe, transieBtgression von Gfil die T-Zell-

Aktivierung verstarkt.

4.7 Weiterfuhrende Arbeiten

Zur Uberpriifung und Bestatigung des vorgeschlagémeatells, sowie zur weiteren
Analyse der Funktion von U2AF26, ist die KonstroktiU2AF26-defizienter Mause
von offensichtlicher Relevanz. Erste Versuche miésem Ziel sind bereits
unternommen worden und Gegenstand aktueller Beng@min

Der Mechanismus der U2AF26-vermittelten Exon-Exidoskdnnte in weiteren
Arbeiten genauer untersucht werden. Beispielswéssedie ESS-Bindung von
U2AF26 bislang nur mit Uberexprimierten Proteineazeygt und eine Bestéatigung
dieser Bindungn vivo steht noch aus. Weiterhin offen ist die Frage raatkntiellen
Interaktionspartnern von U2AF26, die gemeinsam dinen-Exklusion bewirken
konnten. Hier soll z.B. ein mogliches Zusammenspal U2AF26 und hnRNP-L
untersucht werden.

Unbeantwortet ist auch die Frage, ob die Regulasiternativer Spleil3vorgange
durch U2AF26 und Gfil spezifisch fir CD45 ist, oddr andere pra-mRNAs auf
eine ahnliche Weise reguliert werden. Die Erstg/lon Expressionsanalysen von
Gfil-defizienten und U2AF26-transgenen Tieren dub®hA-Chip-Experimente hat
bereits weitere potentielle Kandidaten ergebenpaienentan analysiert werden.

Ein AnknUpfungspunkt fir weitere Arbeiten ist auche Lokalisation der
U2AF26AE7-Mutante im Zytoplasma. Diese Mutante konnte Fionkn unabhangig
vom alternativen Splei3en erfullen, deren Analysablicke in die Rolle von

U2AF26 in anderen zellularen Prozessen gewahrdte sol
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5 Material und Methoden

Im Folgenden werden Arbeitsprotokolle beschriebeach denen die gezeigten
Versuche durchgefuhrt wurden. Es wird dabei aufadisfuhrliche Darstellung von
Standardmethoden verzichtet, auch werden nichtRaleepte flr Standardlésungen
angegeben. Diese sind in Protokoll- und Rezeptsamgeh, z.B. Sambrook und

Russell, 2001, oder in Datenbléattern der Hersteliehalten.

5.1 Zellkultur

Da alle Zellkulturarbeiten unter Standardbedingunderchgefihrt wurden, wird auf
eine genaue Beschreibung verzichtet. Die folgeraatvéirenten Zelllinien wurden in
D-MEM (Sigma) + 10 % FBS (Biochrom) + 1 % Penialstreptomycin
(Invitrogen) kultiviert: Cos7 (Affenniere), NIH-3T3Maus-Fibroblasten), Hela
(humanes Zervixkarzinom) und RK13 (Kaninchen-NieEgithel). Jurkat-Zellen
(humanes T-Zell-Lymphom) wurden in Suspension inVIRR640 + 10 % FBS

(Biochrom) + 1 % Penicillin/Streptomycin + 1 % Li@hmin (Invitrogen) kultiviert.

5.2 Manipulation von DNA, Herstellung von Plasmiden

Alle Arbeiten zur Manipulation von DNA und Herstgllg von Plasmiden wurden
nach Standardmethoden durchgefihrt (Sambrook usddRu2001).

Um Expressionsplasmide zu erzeugen, wurde das gehinDNA-Fragment durch
PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) amplifiziert, wiadie Oligonukleotide (Primer)
mit Schnittstellen fir Restriktionsendonukleaserrseben waren, so dass die
amplifizierten Fragmente geschnitten und in denigeghten Vektor ligiert werden
konnten. Als Expressionsvektor wurde ein von pEGRP- (Invitrogen)
abstammender Vektor benutzt, der anstatt des EG&teHs ein Flag-Epitop (DNA-
Sequenz: taggatatygactacaaagacgatgacgataaatagigtadgrestriktionsschnittstellen
sind unterstrichen) C-terminal an das exprimiertetdin anfiigt (CMV-Flag-N3)
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(hergestellt von Bernd Rédel). Dafir wurden PCRveri verwendet, die das

amplifizierte Fragment 5 mit einer Xhol- und 3’ tméiner BamHI-Schnittstelle

ausstatten. In den meisten Féllen wurde das PCB4Rr@unachst in den TopoTA-

Vektor (Invitrogen) und anschlieRend

wurden verwendet:

in CMV-Flag-Ngiert. Folgende Primer

U2AF26for: cgctcgagatggctgaatatttagct

[€4PAF26rev:
cgggatccgaagcgaccatgccggtggtct

U2AF2&A\40for:

cgctcgagatgactttcagccagaccatagtc

U2AF35for:
cgctcgagatggcggaatacttggectcc

U2AF35rev:

cgggatccaaatcgtccagatctctcecg

Gfilrev: cgggatcctttgagtccatgctgagtct

Gfilfor: ccctcgagatgccgcegctcattcctggt

@9for: ccctcgagatggagccccgagagce

it

GfilAZn-Frev:
cgggatcctttgtaggagccgecgcecca

Gfil_140rev: caccaggtgccgcaggtcaga

GfilA190for:
ccctcgagatgcagccagggagcetgeggggt

Gfi257for+140:

gacctgcggcacctggtgtgcatcaaatgcagcaag

Ein Gfil-Expressionskonstrukt ohne Flag-Tag wurdecd die folgenden Primer

generiert: Gfilstart:

aacatatgccgcgctcattcctg

und  file@d:

aactgcagttatcatttgagtccatgctg, das Produkt wurddem TopoTA-Vektor und das

EcoRI-Fragment in pcDNAZ3 ligiert.

PCRs wurden in 50 pl mit den folgenden Komponemterchgefuhrt: je 20 pmol
spezifische Primer (MWG Biotech), 0,2 mM dATP, dGTH TP, dCTP, Matrizen-

DNA (100-500 ng Plasmid oder

genomische DNA),

TatyPerase und

entsprechenden Puffer. Flir einige PCRs (z.B. zupl#Aikation der GC-reichen
Gfil-cDNA) wurde der Reaktionsansatz auf3erdem IDMSO versetzt. Je nach

Bedarf wurde eine gewdhnliche

Tag-Polymerase odémn &nzym mit

Korrekturlesefunktion (Phusion DNA Polymerase, Eymes) verwendet. Standard-

PCR-Reaktionen wurden nach dem folgenden Reaktiofisgurchgefihrt: 94°C,
1:30 min — (94°C, 30s — 59°C, 30s — 72°C, 30s)72°C, 2min — 4°C. Fur grtRere

63



Kapitel 5 Material und Methoden

DNA-Fragmente wurde die Elongationszeit verlanggrt min pro 1 kb), die
Zyklenzahl und Anlagerungstemperatur wurde je rizetharf variiert.

Die korrekte Sequenz aller verwendeten DNAs wurdecld Sequenzierung
verifiziert. Sequenzierungen wurden vom Zentralerqugnzierservice der

Medizinischen Fakultat am Universitatsklinikum Esskirchgefuhrt.

5.3 Minigen-Versuche und RT-PCR

Fur die Arbeiten mit RNA wurde nur mit Diethylpyr@aonat (DEPC) behandeltes
Wasser verwendet. Bidestilliertes Wasser wurde da#zu0,1 % DEPC versetzt,

mehrere Stunden bei RT gerihrt und dann autoklavier

5x10* 3T3-Fibroblasten oder RK13-Zellen pro Ansatz warde 12-Loch-Platten

ausgesat und 24 h spater mit Rotifect (Roth) namim Angaben des Herstellers
transfiziert. 100 ng CD45-Minigen pro Transfektionnd entsprechende
Expressionsplasmide (10 — 1000 ng) wurden eingedéta in allen Anséatzen eine
vergleichbare Transfektionseffizienz zu erhaltenrde die Gesamt-DNA-Menge in
jedem Ansatz durch Auffullen mit Leervektor (CMVag-N3) konstant gehalten. 24
h nach der Transfektion wurde RNA mittels peqGOLRARure (Peglab) nach den
Herstellerangaben prapariert. Die RNA wurde in P58 (bei grol3er Menge an
Ausgangsmaterial bis 100 ul) DEPC-Wasser aufgenamiNach einem DNasel-
Verdau (8 pl RNA, 1 pl Puffer, 1 ul DNasel, 30 mBi°C) (RQ1 RNase-Free
DNase, Promega) wurde die RNA mit 1 pl DNase-Stopting, 1 pl

Zufallshexamer-Primern (300 ng) und 1 pul dNTP-Meweils 10 mM) versetzt, fur
5 min auf 70°C erhitzt, auf Eis gekihlt und dann Inul RNaseOut, 2 ul DTT, 4 pl
Reaktionspuffer und 1 pl SuperScriptll-Reversemskaiptase gemischt (alle
Materialien Invitrogen). Es folgten 10 min Inkubmti bei 25°C, 40 min 42°C, 15
min 70°C und nach Zugabe von 1 U RNaseH (TakaramB037°C. Die cDNA

wurde mittels PCR, Agarose-Gelelektrophorese udSmuthernblot analysiert. Um
die Identitdit der PCR-Produkte zu bestatigen, wurdeese Kkloniert (TopoTA

Cloning Kit, Invitrogen) und die Plasmide mit M13kRern sequenziert.
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Fur PCR-Analysen von Maus-T-Zellen wurden Einzgisnsionen aus Milz
prapariert, Erythrozyten lysiert (Red Blood Cell siyy Buffer, Sigma) und die
gewiinschten T-Zell-Populationen durch die entsgedan Kits (Pan-T-Zell, CD4
CDS8") und einen autoMACS aufgereinigt (Miltenyi). Di@iRheit der resultierenden
T-Zellen wurde durch FACS-Analyse verifiziert. RNAurde hergestellt und per
PCR untersucht wie beschrieben. Die ldentitat allBd5-Isoformen wurde durch
Klonierung und Sequenzierung bestatigt.

Folgende Oligonukleotide wurden fur die Analyse @ib45-Isoformen verwendet:

CD45mausfor: aaacacctacacccagtgat CD45mausrestgt@Egcacatgagtc

CD45mausforsonde: ctaccacaacgaagcaa CD45humalgfoagétcttagggacacg

CD45humanrev: ccagaagggctcagagtggt CD45humanfoesaitgcctaccttaatgcectct

5.4 Quantifizierung von PCR-Produkten, Southernblot

2 X SSC: 0,3 M NacCl, 0,03 M NacCitrat, pH 7,0

Prahybridisierungslosung: 2 X SSC + 1 % SDS + 0,Mi6hpulver + 10 mg/ml
denaturierte Heringssperma-DNA

Hybridisierungslésung: 2 X SSC +1 % SDS + 0,5 %chpulver + 10 mg/ml

denaturierte Heringssperma-DNA + 10 % Dextransulfat

Um PCR-Produkte zu quantifizieren, wurden diesenrder Gelelektrophorese auf
eine Nylonmembran ubertragen. Dazu wurde das Aggedg2 %) 20 min in 0,25 M
HCI, dann 20 min in 0,4 M NaOH geschwenkt und ahsBkend fir mindestens 16 h
in 0,4 M NaOH auf eine Nylonmembran (Blotting-Nyl&® Membranes, type B,
positive, Fluka) transferiert (Alkali-Schwerkraftit). Die Membran wurde dann mit
2 X SSC kurz gewaschen und UV-vernetzt (AutocrokslUV Stratalinker 2400,
Stratagene). Nach der Prahybridisierung fiir 2 ha@8C folgte die Hybridisierung
mit der®**P-markierten Sonde bei 68°C (iN. Die Blots wurdemnda 2 X SSC + 0,5
% SDS gewaschen und mittels Phosphoimager (FujiBas-1500) quantifiziert.

Die Daten wurden mit der Aida Image Analyzer (3.&%ftware ausgewertet; die
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Signifikanz wurde durch einen ,Student's T-Test" stimt. Folgende
Signifikanzniveaus wurden verwendet: p < 0,05: & @,01: **, p < 0,001: ***

Die Sonde wurde mit dem Megaprime DNA Labelling t8ys (Amersham) in
Gegenwart eines internen PCR-Fragments als Matrime 50 pCia->P-dCTP

(Amersham) hergestellt und mit dem QIAquick Nud@etRemoval Kit (Qiagen)
nach den Angaben der Hersteller gereinigt. Hetstgll der Sonden und
Durchfihrung der Southernblots wurde zu grol3en efeivon Inge Spratte

ubernommen.

5.5 siRNA-Transfektion

5x10" 3T3-Fibroblasten pro Ansatz wurden in 24-Loch-elatausgesat und 10 h
spater mit 2 pl Lipofectamin2000 (Invitrogen) naaen Herstellerangaben
transfiziert. Die Zellen wurden UN mit dem Trangfeksansatz inkubiert, der 20
pmol siRNA beinhaltete. Folgende siRNAs wurden \emdet: U2AF26:
ucagccagaccauaguccugcucaa (Invitrogen), U2AF3@ogeecaugcauuugaa (Qiagen),
und eine unspezifische Kontroll-siRNA (Qiagen). Miellen wurden dann 36 h in
normalem Medium gehalten und anschlieBend UGN mid h§ CD45-Minigen
transfiziert (Lipofectamin2000). 24 h spater wulNA prapariert und durch RT-

PCR analysiert. Folgende Primer wurden verwendbdhuman: Kapitel 5.3):

—

U2AF26for: atggctgaatatttagcttcg U2AF26rev: tccgamgcatgccggtggta

U2AF35for: atggcggaatacttggcctcc U2AF35rev: aaatiagatctctcecg

GAPDHfor: tgtcttcaccaccatggaga GAPDHrev: cggccaceacagctt

Parallel transfizierte Zellen wurden zur Analyse @oteinexpression eingesetzt.
Dazu wurden die Zellen in kochendem SDS-Probenpuyigert und dann durch
SDS-PAGE und Westernblot analysiert.
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5.6 Herstellung transgener Mause

Das Konstrukt zur Erstellung U2AF26-Flag-transgeMéuse wurde durch PCR mit
den Primern U2AF26startKozakBglll: gaagatctgccaggetigaatatttagcttcg und
FLAGrevBglll: ctagatctctatttatcgtcatcgtcttt mit pGMJI2AF26-FLAG-N3 als
Matrizen-DNA generiert. Das PCR-Produkt wurde im de@poTA-Vektor kloniert
und das Bglll-Fragment wurde in einen BamHI-gesttenen Vektor ligiert, der den
proximalen Lck-Promotor enthalt (Schmidt et al.98p Die richtige Orientierung
wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzierucigergestellt. Die weiteren
Schritte zur Erstellung der transgenen Mause wuvdenDr. Ralph Waldschitz und
Wojciech Wegrzyn am Institut fur Zellbiologie deniersitat Duisburg-Essen nach
Standardmethoden durchgefiihrt (Hogan et al., 1994) Integration der injizierten
DNA wurde durch Southernblot mit Schwanzspitzen-Dhskhgewiesen (Hogan et
al., 1994), wobei die Volllangen-U2AF26-cDNA als tlae zur Sondengenerierung
eingesetzt wurde. Um die transgenen Linien zu Aighivurden die Grinder mit

Inzucht-C57BL/6-Tieren gekreuzt.

5.7 RNA-Interaktions-Experimente

Zytoplasma-Puffer: 10 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgCl10 mM KCI +
Proteaseinhibitoren 1:1000

Kernextrakt-Puffer: 20 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM Mg£Q,42 M Nacl,
0,2 mM EDTA, 25 % Glycerin + Proteaseinhibitoren
1:1000

RNA-Bindepuffer 20 mM TrisHCI pH 7,5, 50 mM KCI, M MgCl,,

10 % Glycerin

2 komplementéare Primer (AGCTITGAATCCACACCCCCAAGCATCTCTGAAC
und TCGAGITCAGAGATGCTTGGGGGTGTGGATTCAGA  Restriktions-
schnittstellen sind unterstrichen), die der ESSu8eg von murinem CD45-Exon 4

entsprechen, wurden zum Doppelstrang zusammengelagée in Hindlll/Xhol-

67



Kapitel 5 Material und Methoden

geschnittenes pcDNA3-Plasmid ligiert. Es folgteeein vitro-Transkription mit
Xhol-linearisiertem Plasmid und T7 RNA-PolymeraBB) in Gegenwart von 50
uCi a-*P-UTP; anschlieBend wurden die Produkte durch PA@Einigt. Dazu
wurde der gesamte Reaktionsansatz durch ein 6%dgéswufgetrennt, die Position
der ESS-RNA wurde durch Autoradiographie bestindatg entsprechende Gelstiick
wurde ausgeschnitten und die RNA durch 4-6 h Inkababei 4°C in 100-200 pl
DEPC-Wasser auf einem Rollinkubator eluiert.

Die Bindungsreaktion wurde fur 15 min bei RT in 10 RNA-Bindepuffer mit
radioaktiv markierter ESS-RNA, 0,5 pl RNaseOut, 1109 BSA und 0,5 ug
Kernextrakten von Cos7-Zellen oder U2AF26-Flag-é@kprimierenden Cos7-Zellen
durchgefuhrt. Alternativ wurden aufgereinigte GsdtBine eingesetzt. Fir EMSAs
wurden die Proben dann durch ein 4%iges Acrylamed#G25 mM TrisBase, 0,2 M
Glycin und 5 % Glycerin aufgetrennt und per Autdogdaphie analysiert. FUr
Crosslink-Experimente  wurden die Proben in 96-LBtmdbodenplatten
transferiert, fur 10 min auf Eis mit UV-Licht (254m) bestrahlt, mit RNaseT1
verdaut und dann durch 10%ige SDS-PAGE und Autogadphie analysiert. In
einigen Crosslink-Experimenten wurde der Komplestalite von Autoradiographie
durch eineru-Flag-Immunoblot detektiert.

Kernextrakte wurden wie folgt hergestellt: Cos7i&elwurden durch Abschaben
von einer 10-cm-Platte in kaltem PBS aufgenommem, ein Eppendorf-
Reaktionsgefall Uberfuhrt, zentrifugiert (Tischzé&nge, 2000 rpm, 4°C, 5 min) und
dann in 250 pl Zytoplasma-Puffer 5 min auf Eis iplewt. Es wurden 250 pl
Zytoplasma-Puffer + 0,2 % NP-40 zugegeben, vorgig@mischt und weitere 5 min
auf Eis inkubiert. Die Kerne wurden pelletiert (65pm, 4°C, 3 min) und in 40 pl
Kernextrakt-Puffer aufgenommen. Es folgten 3 Fiiat-Zyklen (-80°C, 37°C),
wobei nach dem Auftauen jeweils 1 min gevortext deur Nach einem
abschlieBenden Zentrifugationsschritt (14000 rpmC,420 min) wurde die
Proteinkonzentration im Uberstand bestimmt (und benterschiedlichen
Konzentrationen in Lysaten von transfizierten urahtoll-Zellen durch Zugabe von

Kernextrakt-Puffer angeglichen) und der aliquotdfernextrakt bei -80°C gelagert.
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5.8 Hefe-Interaktionsklonierung (Yeast Two-Hybrid-
Screen)

YPAD (Vollmedium), 1I: 10 g Hefe-Extrakt, 20 g Pept 20 ga-D-Glukose, 10
ml Adeninlésung (5 mg/ml), fir Platten zusatzlich @
Bacto-Agar

SD (Mangelmedium), 1I: 20 @-D-Glukose, 1,7 g Yeast nitrogen base, 5 g
Ammoniumsulfat, + CSM-Ade-His-Leu-Trp
(Qbiogene), nach Bedarf 10 ml/l von 5 mg/ml der
fehlenden Zusatze, fur Platten zusatzlich 30 g @act

Agar

Die Koderkonstrukte Gfil oder G&¥Zn-F wurden C-terminal in den Leserahmen
der Gal4-DNA-Bindedomane im pGBKT7-Vektor (Clondtgckloniert. Dazu
wurden in einer PCR durch entsprechende Primer gfacatatgccgcgctcattcctg, rev:
aactgcagttatcatttgagtccatgctyZn-Frev: aactgcagttatttgtaggagccgecg) eine 5’-Ndel-
und eine 3’-Pstl-Schnittstelle in die cDNAs von Géder GfinZn-F angefligt und
die entsprechenden Ndel/Pstl-Fragmente in den elggechnittenen Vektor ligiert.
Diese Konstrukte wurden benutzt, um eine cDNA-Bitiiek aus murinen
Lymphom-Zellen (Matchmaker Gal4 cDNA library, Cldeeh) zu durchsuchen.
Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Arbeiternrden Angaben des Herstellers
(Clonetech) durchgefuhrt. Der Hefestamm AH109 wurdet Koder- und
Bibliotheksplasmiden nach der Li-Acetat-Methodensfiziert, auf 15-cm-Platten
mittlerer Stringenz (SD-His-Leu-Trp) ausgestrichemd bei 30°C inkubiert.
Wachsende Kolonien wurden auf Platten hoher Stnngé&D-Ade-His-Leu-Trp)
transferiert und erneut auf Wachstum getestet. Rllgtten enthielten 5 mM 3-
Aminotriazol. Angewachsene Klone wurden giGalaktosidase-Aktivitat getestet
und die Bibliotheksplasmide positiver Kolonien wendisoliert. Die Interaktion
wurde durch eine Retransformation der isoliertemliBiheksplasmide mit den
Kdderplasmiden Uberprift und die Bibliotheksplasemigdon positiven Klonen

wurden sequenziert.
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5.9 Transiente Transfektion fir Immunfluoreszenz oa@r
Reportergenversuche

IF-Puffer: 10 mM Tris pH 7,5, 100 mM NacCl, 0,05 Pween-20
PBS: 137 mM NacCl, 2,6 mM KCI, 6,5 mM pHPQO,, 1,5
mM KH,POy, pH 7,3

Fur Immunfluoreszenz-Studien wurden 5%XBX3-Fibroblasten pro Ansatz in 12-
Loch-Platten auf Deckglaschen ausgesat und 24thrapit Rotifect transfiziert. Die
Zellen wurden 24 h spater mit kaltem PBS gewasdiiers min in Methanol fixiert,
mit PBS und mit IF-Puffer gewaschen und fur 30 toé RT mit 1 % BSA in IF-
Puffer geblockt. Die Inkubation mit dem ersten AKidtper @(-Flag odera-Gfil
[Santa Cruz], jeweils 1:200) erfolgte in IF-Puffait 1 % BSA fur 1 h bei RT, die
Proben wurden dann mehrfach mit IF-Puffer gewascimehanschliel3end fiir 30 min
mit entsprechend markierten Zweitantikdrpern (1;d2D@nova) und DAPI (1 pg/ml)
in IF-Puffer + 1 % BSA im Dunkeln inkubiert. Nachehreren Waschschritten mit
IF-Puffer wurden die Proben mit dem ProLong Ant#alit (Molecular Probes)
eingedeckelt und durch Laser-Scanmikroskopie (Xeisalysiert.
Reportergenversuche wurden durchgefiihrt wie beswdni (Yilcel et al., 2004), mit
der Anderung, dass =zusatzlich eif-Galaktosidase-kodierendes Plasmid

cotransfiziert und zur Normalisierung verwendet deur

5.10 Westernblot und Immunoprézipitation

Lysis-Puffer: 10 mM TrisHCL pH 7,5, 150 mM NaClniM EDTA,
1 % NP-40 + Proteaseinhibitoren 1:1000
Flag-Lysis-Puffer: 25 mM TrisHCL pH 7,4, 150 mM Na@ mM CaCly,

1 % Triton-X-100 + Proteaseinhibitoren 1:1000
Proteaseinhibitoren: 100 mg/ml PMSF, 1 mg/ml Pepstd mg/ml Bestain
in 80 % Methanol + 20 % DMSO
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1 mg/ml Aprotenin, 1 mg/ml E64, 1 M O, 1 M
NaMnQO, in Wasser

5 X Bradford-Reagenz: 100 mg Serva Blue G, 50 rhhEol, 100 ml
Phosphorsaure ad 200 ml mit Wasser

10 X SDS-Laufpuffer: 1,25 M Tris-Base, 2 M Glycih% SDS

SDS-Probenpuffer: 50 mM TrisHCI pH 6,8, 2 % SDS %@lycerin, 5 %
B-Mercaptoethanol, 0,025 % Bromphenolblau

Transferpuffer: 5,82 g Tris-Base, 2,93 g Glycin/S33ml 10 % SDS,
200 ml Methanol ad 1 | Wasser

Waschpuffer: PBS + 0,05 % Tween-20

Blocklésung: PBS + 0,05 % Tween-20 + 1 % BSA

Cos7-Zellen wurden mit entsprechenden Expressiassptlen transfiziert

(Elektroporator: Bio-Rad), 24 h spater in kaltemSPBewaschen, in Lysis-Puffer
oder Flag-Lysis-Puffer aufgenommen und 10 min au$ khkubiert, wobei

gelegentlich gevortext wurde. Mdglicherweise noaolakte Zellen wurden dann
durch 10 min Beschallung in einem eisgekuhlten ddtthallbad (Branson 2210)
lysiert. Die Lysate wurden zentrifugiert (Tischzgfoige: 5 min, 14000 rpm, 4°C)
und die Uberstande weiterverarbeitet. Die Bestimgnder Proteinkonzentration
erfolgte mit einem Bradford-Test. Fur IPs wurder® 20y Protein in 0,7 ml Flag-
Lysis-Puffer + 3 % BSA und Proteaseinhibitoren aamigmmen. Die Prazipitation
erfolgte UN bei 4°C auf einem Rollinkubator mit 509 a-Gfil-Antikbrper (N20,

Santa Cruz) und préaquilibrierter Protein G-Sep®r@Amersham) oder M2-
Affinitats-Gel (Sigma). Die immobilisierten Proteinvurden anschlieRend dreimal
mit Flag-Lysis-Puffer gewaschen, dann in SDS-Prpbféfer aufgenommen und
durch eine SDS-PAGE separiert. Die Proteine wurdehliel3lich nach dem
Semidry-Verfahren in Transferpuffer auf Hybond-C+iWwanen (Amersham)
Ubertragen und mit Blocklosung fiir 1 h bei RT gesafkt. Die Membranen wurden
dann UN bei 4°C mit dem ersten Antikorper in Blasking inkubiert, 3 mal 5 min
mit Waschpuffer bei RT gewaschen und 1 h bei RT HiRP-gekoppeltem

Zweitantikoérper (Dianova) in PBS + 0,05 % Tween+2R % Milchpulver inkubiert.

Nach drei Waschschritten mit Waschpuffer (1 mahiif, 2 mal 5 min) wurden die
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Blots mit dem SuperSignal ECL-System (Pierce) eckeli. Die folgenden
Erstantikérper wurden benutzta-Gfil, a-ZAP-70, a-ZAP-70pY319, a-p53
(Pharmingen)a-FLAG (Stratagene)x-p-Aktin, a-U2AF35, a-U2AF65, a-hnRNP-
A, a-Gfil (N20), a-Gst (Santa Cruz)pa-Gfil aus Kaninchen (nichtkommerziell;
Schmidt et al, 1998b).

Um U2AF26 zu detektieren, wurde ein Antikorper iarfnchen generiert (Seglab).
Der Antikorper richtet sich gegen ein Epitop imeériinalen Bereich (Aminosauren
192-208), der nur eine geringe Homologie zu U2AB85veist. Das Serum wurde
vor der Benutzung mit U2AF26-GST aufgereinigt. Dazurden 2 ml Serum mit
Gst-U2AF26 UGN auf einem Rollinkubator bei 4°C inlarh anschlieRend wurde die
Matrix mehrfach mit PBS gewaschen. Der Antikdrparrae dann durch 10 min
Inkubation mit (einmal) 0,1 M Glycin pH 3,0 in PB®d (dreimal) 0,1 M Glycin pH
2,0 in PBS eluiert. Die Eluate wurden durch Zugatls® 2 M Tris pH 8,0
neutralisiert, mit 0,02 % Na\ 0,1 % BSA und 20 % Glycerin versetzt, im
Westernblot auf ihre Bindung an UberexprimiertesAB26-Flag getestet und bei
—80°C gelagert. Die Aufreinigung desU2AF26-Antikérpers wurde teilweise von
Katharina Fiolka durchgefihrt.

5.11 Herstellung und Reinigung von Proteinen

In vitro translatiertes Gfil wurde mit dem TNT Coupled BRdbcyte Lysate

(Promega)nach den Herstellerangaben in Gegenwart des Plasp@GBKT7-Gfil

(siehe ,Hefe-Interaktionsklonierung®) uritS-Methionin (Amersham) hergestellt. In
Pull-Down-Versuchen wurden 2 pl von einem 50 iplvitro-Translationsansatz
eingesetzt.

Konstrukte zur Erzeugung von Gst-Fusionsproteinenden durch die Klonierung
der Gfil- oder U2AF26-Flag-cDNA in entsprechendétdeen (Pharmacia) erzeugt.
U2AF26-Flag wurde mit den Primern U2AF26for und RE#&VBglll (siehe

.SIRNA-Transfektion“ und ,Herstellung transgener t4&“) und Phusion DNA
Polymerase (Finnzymes) amplifiziert und das Prodadliktekt in den Smal
linearisierten pGex-3X-Vektor ligiert. Die Gfil-cDN wurde mit den Primern

GfilstartBamH1.: cgggatccatgccgcgctcattcctggt und ileBidNotl:

72



Kapitel 5 Material und Methoden

atttgcggccgctcatttgagtccatgctgag amplifiziert, iendTopoTA-Vektor ligiert, mit

BamHI und Notl geschnitten und in den mit den dleic Enzymen geschnittenen
pPpGEX-4T-2-Vektor ligiert.

Die Produktion der Proteine im Bakterienstamm pReper IPTG-Induktion

(Isopropy!f3-D-Thiogalaktosid, 1 mM) und die anschlieende Reing durch

Affinitatschromatographie mit immobilisiertem Gltitéon erfolgte nach den
Angaben des Herstellers.

Zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen wurdas U2AF26-Flag-GST-
Fusionsprotein mit 100 pg Extrakt von Cos7-Zelldig verschiedene Gfil-Flag-
Mutanten dberexprimierten, in 0,5 ml Flag-Lysisfeuf + 3 % BSA und

Proteaseinhibitoren gemischt. In Interaktionsstudimit HelLa-Zell-Extrakten

wurden 150 pg Zytoplasma- oder Kernextrakt und diegegebenen Gst-
Fusionsproteine eingesetzt. Diese wurden mit deAlschnitt ,RNA-Interaktions-

Experimente® beschriebenen Puffern erzeugt. Dieulbakion der Gst-Proteine mit
Zellextrakten wurde UN bei 4°C auf einem Rollinktdvadurchgefuhrt. Nach flunf
Waschschritten mit Flag-Lysis-Puffer wurden die wgsltenen Proteine durch
Zugabe von SDS-Probenpuffer eluiert und mittels $I2A&E und Westernblot

analysiert.

5.12 T-Zell-Aktivierung und ZAP-70-Phosphorylierung

MTC-Medium: RPMI-1640, 15 % FBS, 1 % L-Glutamin,%4 nicht-
essentielle  Aminosauren, 1 % Gentamycin, 1 %
Penicillin/Streptomycin, 0,1 mMpB-Mercaptoethanol

(alles Invitrogen)

T-Zellen aus der Milz wurden durch das Pan-T-Zeit Knd einen autoMACS
(beides Miltenyi) nach den Herstellerangaben aeigéegt. Bei dieser Aufreinigung
werden alle nicht-T-Zellen durch Antikorper markjedie dann an magnetische
Kigelchen gekoppelt und depletiert werden kénnengdass T-Zellen wahrend der
Reinigung nicht direkt gebunden werden, was einévigdtung bewirken konnte

(Negativselektion). Aus 3xIOMilzzellen (nach Erythrozyten-Lyse) konnten etwa
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5x10P T-Zellen prapariert werden. Die Reinheit der edran T-Zell-Population
wurde per FACS-Analyse bestimmt und lag tblicheseaim 90 %.

Fur PH]-Thymidin-Einbau-Versuche wurden 5X1@ereinigte T-Zellen pro Ansatz
in 96-Loch-Platten (Nunc) in 100 pul MTC-Medium aasgt und 30 min spater mit
0,05 pga-CD3-Antikorper (500A2, Pharmingen) und 25 ng/ml RNSBigma) oder
250 ng/ml PMA und 1 pM lonomycin (Sigma) fur 30thmauliert. Léslichera-CD3-
Antikorper wurde verwendet, da durch diesen Stimudin Unterschied in der
Signalgebung durch verschiedene CD45-Isoformerdgigktiert werden kann (Patel
et al., 1994). Firr die letzten 8 h wurde 1 EfJ{Thymidin (Amersham) zugegeben.
Die Zellen wurden geerntet (FilterMate Harvestesrkih Elmer) und die Menge an
eingebautem *H]-Thymidin in der DNA wurde mit einenf-Szintillationszahler
(Wallac) bestimmt. Die Messungen erfolgten in Tikiglen.

Fur ZAP-70 Phosphorylierungsversuche wurden ixdéreinigte T-Zellen oder
2,5x10 Gesamt-Thymozyten in 100 pl MTC-Medium in Eppendorf
ReaktionsgefalRen mit 0,05 jogCD3-Antikdrper (500A2, Pharmingen) fur 5 oder
10 min stimuliert. Die Zellen wurden dann auf Eekghlt, in einer vorgekuhlten
Tischzentrifuge pelletiert (1 min, 6000 rpm, 4°@), Lysis-Puffer aufgenommen,
durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen undriigmiert (siehe ,Westernblot
und Immunoprazipitation). Die Uberstande wurdemctiu8%ige SDS-PAGE und
Westernblot untersucht. Dabei wurde zunéchst despimorylierte Form, ZAP-70-
Yp319, nachgewiesen, die Membran wurde anschlie@encgschen und mit einem
a-ZAP-70-Antikorper inkubiert.

Zur Analyse der Regulation von endogenem Gfil udkR6 wéahrend der T-Zell-
Aktivierung wurden 2,5x10gereinigte T-Zellen aus der Milz in 1 ml MTC-Mediu
fur die angegebenen Zeiten mit 1 pgCD3-Antikdrper (500A2, Pharmingen) und
250 ng/ml PMA (Sigma) stimuliert. Proteine wurdedgariert wie beschrieben und
durch SDS-PAGE und Westernblot analysiert. Die Membwurde nach dem
Proteintransfer geteilt, der Teil mit den kleineferoteinen (< 40 kD) wurde zum
Nachweis von U2AF26 verwendet, der andere Teitfé@rDetektion von Gfil unfl-
Aktin. FUr die Detektion von Gfil wurde ein nichttkmerzieller Antikdrper aus
Kaninchen verwendet (Schmidt et al, 1998b).
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5.13 Durchflusszytometrie (FACS)
Farbelbsung: PBS +5 % FBS + 2 mM EDTA

Einzelzellsuspensionen von Thymus oder Milz wurgdgipariert, indem die Organe
in 5 ml Farbeldsung auf Eis zwischen 2 Objekttragarrieben und durch mit etwas
Watte gestopfte Pasteurpipetten filtriert wurderrytlrozyten wurden durch
Ammonium-Chlorid-Lyse (Sigma) entfernt. 1-2X1Bellen (Zellzahlgerat: Casy-1,
Scharfe System) wurden in 150 pl Farbelésung awoigemen, mit 0,4 pl Maus Fc
Block (Pharmingen) fur einige Minuten prainkubiemd dann mit jeweils 1 pl
Fluoreszenz-markierten Antikorpern versetzt. Dieulation erfolgte fur ca. 30 min
bei 4°C. AnschlielRend wurden die Zellen mit 3 mildéddsung gewaschen und dann
in 0,5 ml Farbeldsung aufgenommen. Die Analyse wand einem FACSCalibur mit
CellQuest Pro-Software durchgefiuihrt. Anhand der @rowurden Ilebende
Lymphozyten ausgewéhlt und mindestens 10000 Sigimalelen gewlnschten
Populationen aufgenommen. Die Auswertung erfolgteveder durch CellQuest Pro
(Version 4.0.2) oder durch FlowJo (Version 4.3.Eplgende Antikorper (alle
Pharmingen) wurden im Rahmen dieser Arbeit verwer@ie3-PerCP-Cy5.5, CD4-
PE, CD4-PerCP-Cy5.5, CD8-Fitc, CD8-PerCP-Cy5.5, &b#c, CD44-PE, CD44-
APC, CD45RB-PE, CD45gesamt-Fitc, CD62L-APC.

Fur die Aufreinigung definierter Zellpopulationerurden die Zellen gefarbt wie
oben (Zellzahl und Antikérpermenge wurde je nachddBt vergrofRert), die
Sortierung erfolgte an einem FACSDiVa von Dr. Cieis Kosan und Klaus

Lennartz.
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7 Anhang

7.1 Haufig verwendete Abklrzungen

Abb Abbildung

BSA Rinderserum-Albumin

CD Cluster of Differentiation

cDNA complementary DNA

CE Zytoplasma-Extrakt

ColP Coimmunopréazipitation

cpm Counts pro Minute

CTLA-4 cytotoxic T lymphocyte antigen-4

DAG Diacylglycerin

DAPI 4’ 6-Diamino-2-phenylindol

DNA Desoxyribonukleinsaure

EMSA Elektromobilitats-Shift-Assay

ESE exonic splicing enhancer

ESS exonic splicing silencer

FACS fluorescence activated cell sorting

B-Gal B-Galaktosidase

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

GEM glycosphingolipid-enriched microdomain

Gfil growth factor independence-1

Gst Glutathion-S-Transferase

hi high

hnRNPs heterogene nukleare Ribonukleoproteine

Ig Immunglobulin

P Immunoprazipitation

ITAM/ITIM Immunoreceptor tyrosine-based activatioriibition
motif

Itk inducible T-cell kinase

kb Kilobasen

kD Kilodalton

LAT linker for activation of T-cells

LCA leucocyte common antigen

LE Luziferase-Einheiten

lo low
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MACS magnetic cell sorting

min Minute(n)

MRNA messenger-RNA

MS Multiple Sklerose

NE Kernextrakt

NF-AT nuclear factor of activated T-Cells

NF-kB nuclear factokB

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

PIP, Phosphatidylinositolbisphosphat

PLC Phospholipase-C

PMA Phorbol-12-myristyl-13-acetat

RNA Ribonukleinsaure

rpm Runden pro Minute

RRM RNA recognition motif

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse-Transcriptase Polymerase-KettahkiRa

SDS-PAGE Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

SH2 Src Homologie 2

SCID severe combined immunodeficiency

SiRNA small interfering RNA

SnRNP small nuclear ribonucleoprotein

STAT signal transducers and activators of trepgon

Ss Spleil3-Stelle

TCR T-Zell-Rezeptor

tg transgen

U2AF U2 auxiliary factor

UN Uber Nacht

wB Westernblot

wit Wildtyp

Zn-F Zinkfinger

Aminosauren und DNA/RNA-Bausteine wurden mit den brgeachlichen
Einbuchstabenabkirzungen  angegeben, Nukleosidgpplade  mit  den
Dreibuchstabenabktrzungen.
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