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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war die Aufklarung der Interaktionsprozesse zwischen der Ras-
Assoziations-Domane 1 des Afadin 6 Proteins und den kleinen GTPasen Rap1A und H-Ras mit
NMR-spektroskopischen Methoden. Afadin 6 ist eines der Hauptgeristproteine der Adherens
Junctions und an der Ausbildung und Aufrechterhaltung der Nectin-vermittelten Zell-Zell-Kon-
takte beteiligt. Die kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A, die beide zur Unterfamilie der Ras-
GTPasen gehoren, fungieren in der Zelle durch alternierende Bindung der Nukleotide GDP und
GTP als molekulare Schalter. Beide sind Teil diverser Signaltransduktionskaskaden, wie dem
RTK- (Rezeptor-Tyrosin-Signalkaskade) oder dem JAK/STAT-Signalweg (Januskinase and signal
transducers and activators of transcription), und haben durch ihre Schalterfunktion einen gra-
vierenden Einfluss auf Differenzierungs- und Wachstumsprozesse der Zellen. Die Interaktion
des Afadin 6 mit den kleinen GTPasen Rap1A und H-Ras war bereits bekannt, jedoch konnten
die molekularen Interaktionsmechanismen dieser Komplexbildung bis dato nicht vollstdndig
aufgeklart werden. Im Zuge dieser Arbeit jedoch konnten diese Komplexbildungen von Seiten
des °N-Isotop markierten Afadin 6 wihrend diverser HSQC-NMR-Titrationsreihen mit den un-
markierten GTPasen in verschiedenen Nukleotid-Beladungszustanden auf atomarer Ebene
verfolgt werden. Hierbei stellte sich heraus, dass der kanonische Bindebereich der Afadin 6
Ras-Assoziations-Domane 1 als gemeinsamer Interaktionsbereich beider GTPasen fungiert.
Dieser umfasst die aktiv an der Bindung beteiligten Aminosauren C59, T57, F55, N54, G53 und
A52 des B2-Faltblattes[N54 bis V62], sowie die Aminosauren E77, K78, F79, R80, M83 und R84
der a3-Helix[T67 bis F79] und der angrenzenden Loop-Region. Zusatzlich konnten die gravie-
renden Unterschiede beider Komplexe in Bezug auf ihre Effektor-Spezifitat detailliert charak-
terisiert werden. Dabei zeigte sich, dass die GTPase H-Ras an Position 31 ein Glutamat (E) tragt,
im Gegensatz zu Rap1A, welches an Position 31 {ber ein Lysin (K) verfligt. Dieser Unterschied
fuhrt dazu, dass H-Ras eine Salzbriicke zwischen dem E31 und dem K78 des Afadin 6 ausbildet,
Rap1A allerdings in der Lage ist diese Salzbriicke iber die Aminosdure K31 mit dem benach-
barten E77 des Afadin 6 auszubilden. Infolgedessen kommt es bei der Komplexbildung des
Afadin 6 mit Rap1A zu einer Drehung des Rap1As, was bei H-Ras nicht der Fall ist. Durch diese
Drehung ist Rap1A zusatzlich durch die Aminosduren seiner Switch Il Region in die Bindung
involviert. Diese interagieren mit den Aminosauren H18, H19, W20 und D26 der al-Helix, so-

wie deren angrenzende Loop-Region, des Afadin 6. Diese Tatsache kann die hdhere Affinitat
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Zusammenfassung

des RaplA im Vergleich zu H-Ras an die RA1-Domaéane des Afadin 6 erkldren. Ebenso konnte
ein interessanter Bindungseffekt im C-terminalen Bereich der Afadin 6 Ras-Assoziations-Do-
mane 1 festgestellt und ndaher charakterisiert werden. Dieser Bereich umfasst die Aminosau-
ren E131, N132, D133 und A134 des AF6-RA1-Konstruktes. Die Funktion dieser zusatzlichen
Interaktion konnte jedoch noch nicht aufgeklart werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion des Afadin 6 mit dem Zonula occludens
1 Protein anhand biochemischer und NMR-spektroskopischer Methoden zu charakterisieren.
Das Zonula occludens 1 Protein ist das Hauptgeriistprotein einer weiteren Klasse von Zell-Zell-
Kontakten, den sogenannten Tight Junctions. Afadin 6 kommt in diesen Tight Junctions nicht
vor, Zonula occludens 1 jedoch maRgeblich nur in den Tight Junctions. Beide Proteine scheinen
wahrend der Ausbildung neuer Zell-Zell-Kontakte colokalisiert vorzuliegen und scheinen im
Verlauf dieser zelluldren Prozesse, in einer noch ungeklarten wechselseitigen Beziehung zuei-
nander zu stehen. Durch die Analyse dieser Komplexbildung von Seiten des °N-markierten
Afadin 6 aus mit der homodimeren PDZ2-Domane und einer monomeren Mutante dieser Do-
mane konnte die Interaktion schlielich NMR-spektroskopisch auf die Wildtyp-PDZ2-Domaéne
des Zonula occludens 1 reduziert und daraufhin charakterisiert werden. Im Falle der Interak-
tion des Afadin 6 mit der PDZ2-Domane des Zonula occludens 1 zeigten sich hierbei gravie-
rende Ubereinstimmungen mit den Interaktionsbereichen des Afadin 6-Rap1A-Komplexes.
Hierbei scheint vor allem der Teilbereich E77 bis D82, der kanonischen Bindeposition, von gro-
Rem Interesse zu sein. Dieser ist homolog zur bekannten Connexin43-Erkennungssequenz der
PDZ2- Domane des Zonula occludens 1 und kann so die Interaktion des Afadin 6 mit Zonula
occludens 1 teilweise erklaren.

Zusatzlich konnten die NMR-HSQC-Signale von Seiten der Zonula occludens Konstrukte PDZ2
und PDZ2-MUT2, durch HNCO-, HNCA- und CBCACONH-NMR-Experimente sequentiell zuge-
ordnet werden und stehen nun fiir eine reziproke Untersuchung der Interaktionsflache zur
Verfigung.

Anhand der Analysen der Interaktionen des Zonula occludens 1, sowie der GTPasen H-Ras und
Rap1A, konnten diese letztendlich (iber den Bindepartner Afadin 6 in einen gemeinsamen phy-

siologischen Kontext gestellt werden.
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1. Einleitung

Das Epithel- und Endothelgewebe schiitzt unseren Organismus, indem es eine Barriere zwi-
schen uns und unserer Umwelt aufbaut. Es handelt sich hierbei um ein- oder mehrlagige Zell-
schichten, die alle dufReren (Epithel) und inneren (Endothel) Oberflachen unseres Kérpers be-
decken. Diese Barrieren dienen nicht nur dem mechanischen Schutz des Organismus, wie zum
Beispiel das Hautepithel, sondern haben vielerlei Funktionen und unterliegen einer sehr kom-
plexen Regulation. Eine weitere Aufgabe des Epithel-und Endothelgewebes ist es, die mit Flus-
sigkeit gefiullten Hohlrdume unseres Korpers abzudichten wie es beim Darm- oder Nie-
renepithel der Fall ist. Ebenfalls muss das Eindringen von Krankheitserregern verhindert wer-
den, wie das Beispiel der Blut-Hirn-Schranke verdeutlicht. Zuséatzlich zu diesen Schutzfunktio-
nen hat das Epithel und Endothel aber auch die Aufgabe, geloste Stoffe aus der Umgebung
aufzunehmen und auch wieder abzugeben. Das wiederrum setzt eine Polarisierung der einzel-
nen Zellen voraus, welche die funktionelle Basis fiir einen gerichteten Transport bildet. Um
eine solche, selektiv permeable Barriere errichten zu kénnen, bedarf es zahlreicher Verbin-

dungen der Zellen untereinander.

1.1 Zell-Zell-Kontakte in Epithel-und Endothelzellen

Als sogenannte Zellkontakte werden die direkten Verbindungspunkte der Zellen zu ihren

Nachbarzellen in ihrem Gewebe bezeichnet. Die Kontakte werden hierbei Gber Zelladhasions-
molekiile vermittelt, die zum einen in das Zytoplasma der Zelle hineinreichen und zum ande-
ren durch die Membran hinaus in den extrazellularen Raum reichen. Im zytoplasmatischen
Bereich wird die Verbindung meist durch Geristproteine weitervermittelt, beispielsweise an
die Aktinfilamente des Zytoskeletts. Die membranstandigen Zelladhdsionsmolekiile wiederum
binden Zelladhdsionsmolekiile benachbarter Zellen im extrazellularen Raum, wodurch das Ge-
webe eine durchgangige Verbindung iber den gesamten Zellkomplex erhalt. Diese Verbindun-
gen werden durch verschiedene Arten von Zell-Zell-Kontakten ausgebildet. Hierzu gehoren
unter anderem, die nur flr Epithel und Endothel spezifischen, undurchldssigen Verbindungen
der Tight Junctions (TJ oder Zonula occludens), die Adhasionskontakte der Adherens Junctions
(AJ oder Zonula adherens) und die Desmosomen, die eine mechanische Verbindung der Zellen
herstellen und kommunizierende Verbindungen, wie die sogenannten Gap Junctions (Abb. 1-

1 und 1-2) [Lodish, 2007].
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Abbildung 1-1: Zell-Zell-Verbindungen

Schematische Darstellung der verschiedenen Zell-Zell-Verbindungen im apikalen (oberen) Bereich zwi-
schen Diinndarmepithelzellen [,,Copyright 2001 Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg“].
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Abbildung 1-2: Funktionale Komplexe der epithelialen Zellkontakte

Dargestellt sind die apikalen Zellkontakte zwischen zwei Epithelzellen. Links sind die Namen der Zell-
kontakte aufgefiihrt, rechts die an der Ausbildung beteiligten Proteine und in der Mitte der parazellu-
lare Spalt mit den Zelladhasionsproteinen [Neunlist, 2012].

Die TJ-Netzwerke sind in den Epithel- und Endothelgeweben von grofSter Bedeutung und bil-

den eine Art Giirtel, der die Zelle im apikalen Bereich komplett umspannt (Abb. 1-3).
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Abbildung 1-3: Epitheliale Tight Junctions [Tsukita, 2014]

(A) Lokalisierung der TJs zwischen den benachbarten Epithelzellen. (B) Schematische Darstellung des
TJ-Girtels. (C) Dinnschicht-Elektronenmikroskopie von Epithelien, die schwarzen Pfeile markieren die
Position der TJs. (D) Elektronenmikroskopische Aufnahme (mittels Gefrierbruch-Technik) zeigt den TJs-
Gurtel von Seiten der Plasmamembran. Der MaRstab in (C) und (D) entspricht 50 nm [Tsukita, 2014].

Dieses Zonula occludens Netzwerk erfiillt drei Hauptaufgaben (Abb. 1-4). Die erste Funktion
ist die sogenannte ,,Zaun Funktion®, die eine Polarisation der Zelle in einen apikalen und einen
basolateralen Teil ermoglicht. Gleichzeitig verhindert diese, dass die spezifische Verteilung der
integralen Membranproteine und die Lipidzusammensetzung der beiden Membrankomparti-
mente durch laterale Diffusion verloren geht. Eine weitere Funktion ist die Ausbildung einer
Barriere zwischen den benachbarten Zellen, welche verhindern soll, dass Stoffe oder Krank-
heitserreger ungewollt Gber den parazelluldren Spalt eindringen kénnen. Diese Barriere kann
jedoch auf Grund der variablen Zusammensetzung der Zelladhasionsmolekiile selektiv perme-
abel fur lonen oder kleine Molekiile sein und bildet somit die dritte Funktion der TJs. Diese
ermoglichen so beispielsweise die Riickresorption von wichtigen Salzen in der Niere [Niessen,

2007].
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Abbildung 1-4: Die drei Hauptfunktionen der Tight Junctions

In Rot ist ein Netzwerk aus TJs dargestellt. (1) Die ,,Zaun Funktion” verhindert die laterale Diffusion. (2)
Die ,Barrieren Funktion” verhindert den ungewollten Transport Uber den parazellularen Raum und
ermoglicht zusatzlich (3) einen selektiven parazelluldren Transport.

Neben den TJs werden auch die AJs und die Desmosomen zu dem sogenannten Schlussleis-
tenkomplex (junctional complex) des Epithels gezahlt. Die AJs (Abb. 1-1) bilden in Epithelge-
webe meist direkt unterhalb der TJs einen Adhasionsgirtel aus. Die hierbei beteiligten Prote-
ine sind die Ca%*-abhingigen Cadherine. Diese sind integrale Membranproteine, die mit ver-
schiedenen Ankerproteinen, wie beispielsweise den Cateninen, mit dem Aktin-Zytoskelett
verbunden sind. Die Proteinfamilie der Cadherine spielt auch bei den Desmosomen, knopfar-
tigen Zell-Zell-Kontakten, eine wichtige Rolle. Hierbei sind jedoch andere Cadherine als bei
den AJs beteiligt. Welche Art von Intermedidrfilament an die Desmosomen gekoppelt ist hangt
vom Zelltyp ab. Bei den sogenannten Gap Junctions handelt sich um Poren, die das Zytoplasma
benachbarter Zellen verbinden. Gap Junctions bestehen aus einer Ansammlung von Connexo-
nen, Protein-Komplexen, die jeweils aus 6 Connexinen aufgebaut sind. Connexine sind Trans-
membran-Proteine, die jeweils vier a-helikale Membrandomanen besitzen, in ihrer Gesamt-
lange jedoch variieren kdnnen. Ihr Name setzt sich aus ihrer Abkiirzung ,,Cx“ und der theore-

tischen molekularen Masse zusammen, beispielsweise das Cx43 [Lodish, 2007].
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1.2 Die molekulare Struktur der Tight und Adherens Junctions
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Abbildung 1-5: Komplexe Protein-Protein Interaktionen der Tight Junctions [Shin, 2006]

Die molekulare Zusammensetzung der TJs (Abb. 1-5) und AJs (Abb. 1-6) umfasst transmemb-
ranstandige Proteine, die auBBerhalb der Zelle meist als Rezeptoren fiir die Ausbildung von Ad-
hdsions-Kontakten dienen oder die Ausbildung parazelluldrer Kandle ermoglichen. Bei den TJs
handelt es sich hierbei um die Proteine Occludin, Claudin und Triculin, die maRgeblich die se-
lektive Permeabilitat der parazelluldren Barriere definieren [Glinzel, 2013], sowie um die Im-
munglobulin (Ig)-artigen Adhasionsmolekile JAM-1 (Junction adhdsion molecule-1) und CAR
(cocksackie adenovirus receptor). Die zytosolisch lokalisierten Adapterproteine sind im Falle
der TJs die Proteine Zonula occludens 1-3 (ZO1-3), MUPP 1 und MAGI 1 [Citi, 2011]. Diese
fungieren als Gerustproteine und erméglichen ein Andocken der Membranproteine des Zyto-
skeletts und von Proteinen der Signaltransduktionskaskaden, wie beispielsweise Cingulin,
ZONAB oder Symplektin. Ebenso sind zwei weitere Komplexe an die TJs koordiniert und dienen
der Ausbildung und Aufrechterhaltung der apikalen-basolateralen Polaritdt. Der Erste ist der
aPKC (atypische Proteinkinase C)-Par3-Par6 Komplex, der durch die Interaktion des Par3 mit
JAM-A gebunden wird, der Zweite ist der Crumbs-PALS 1-PAT) Komplex, der durch die Inter-
aktion des PATJ mit ZO3 gebunden wird [Shin, 2006].
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Abbildung 1-6: Ubersicht iiber die Komponenten der Adherens Junctions [Niessen, 2007]

Bei den AJs (Abb. 1-6) ist das Ig-artige Adhasionsprotein Nectin mit den zytosolischen Protei-
nen Afadin 6 (AF6) und Ponsin assoziiert. Wahrend die Ca?* abhingigen E-Cadherin Proteine
mit verschiedenen intrazelluldaren Proteinen wie p120-Catenin, a- und B-Catenin interagieren
[Meng, 2009]. Diese zytosolischen Komplexe organisieren die Verankerung der Als an das Ak-
tin-Zytoskelett. Hierbei verbinden a-Catenin, a-Aktinin, Vinculin und Epilin die E-Cadherine
mit den Aktin-Filamenten, wahrend der Komplex aus AF6 und Ponsin die Nectine an die Aktin-
Filamente koordiniert. Bei den TJs geschieht die Kopplung an die Aktin-Filamente hauptsach-
lich Gber die ZO-Proteine. Eine derartige Assoziation des Aktin-Zytoskeletts mit den Zell-Zell-
Kontakten fihrt zu einer gravierenden Umorientierung und Neuausrichtung des Zytoskeletts
[Mege, 2006]. Unter anderem spielen kleine GTPasen eine Schlisselrolle in solch einer Umge-

staltung des Aktin-Zytoskeletts.
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1.3 Die Zonula occludens Proteine ZO1-3

Die TJ Proteine Zonula occludens 1-3 sind periphere Membranproteine, die auf der zytoplas-
matischen Seite der Epithel- oder Endothelzellen lokalisiert sind. ZO1 ist eines der Hauptge-
ristproteine der TJs und liegt auch im Fokus dieser Arbeit. Die ZO-Proteine (Abb. 1-7) gehoren
zu der groRen Familie, der an die Membran assoziierten Guanylatkinasen (MAGUKSs). Diese
spielen eine wichtige Rolle in Bezug auf zelluldre Signaltransduktion, Kontrolle der Zellpolaritat
und Zell-Zell-Kkommunikation. Proteine dieser Familie zeichnen sich hauptsachlich durch das
Vorhandensein einer oder mehrerer PDZ-Domaénen (abgeleitet von den ersten drei bekannten
Proteinen die eine solche Domane trugen PSD-95/SAP90, DLG und ZO-1) und einer SH3-Do-
mane (Src-homology 3) gefolgt von einer GuK-Domane (katalytisch inaktive Guanylatkinase)
aus, die haufig als sogenannte SH3-GuK Tandem-Einheit fungiert [Zhu, 2011].

PDZ-Domanen sind haufig auftretende Protein-Protein-Interaktions Module, die meist auch in
Geristproteinen vorkommen und diverse biologische Prozesse regulieren, wie zum Beispiel
die Aufrechterhaltung definierter Zellstrukturen, die Verknlipfung des Aktinskeletts mit
Membrankompartimenten oder in Signaltransduktionsprozesse. PDZ-Doméanen bestehen
meist aus ca. 90 Aminosauren (AS) und haben ein klassisches kanonisches Faltungsmotiv, be-
stehend aus 6 B-Faltbldttern, welche eine Art halbgedffnetes B-Barrel (eine Fass-dhnliche
Struktur) bilden, und zwei zusatzliche a-Helices. Die Protein-Interaktion der Zielproteine er-
folgt hauptsachlich Giber deren C-terminales Ende (5-7 AS), das meist eine Bindung mit dem
»GLGF“-Motiv (oftmals eine Furchte des B2-Faltblattes) der PDZ-Domaéne eingeht [Ye, 2013].
PDZ-Domadnen koénnen teilweise aber auch interne Peptidsequenzen erkennen [Penkert,
2004], Phospholipide binden oder Dimere und Tandem-Strukturen ausbilden [Lee, 2010]. SH3-
Domanen sind ebenfalls klassische Protein-Protein-Interaktionsdomanen, welche 5 B-Faltblat-
ter (B-Sandwich), 3 Schleifenregionen und eine kurze 3i0-Helix aufweisen. Diese binden ihr
Zielprotein meist Uber eine Prolin-reiche Sequenz (PxxP-Motiv) [Saksela, 2012]. Die Guanylat-
kinase-Domane bildet in den MAGUK Proteinen meistens eine Gibergeordnete Struktur mit der
angrenzenden PDZ- und SH3-Domdne aus und zeigt keine katalytische Kinase-Aktivitat

[McCann, 2012].
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Abbildung 1-7: Schematische Ubersicht iiber die drei humanen ZO-Proteine und ihrer konservierten
Domanen

In griin sind die drei PDZ-Domanen markiert, in blau die SH3 und in braun die GuK Domane. ZO1 besitzt
zusatzlich noch eine ZU5-Domane (in schwarz) und C-terminal zwei Prolin-reiche Regionen. Die exakte
Aminosaureposition ist in eckigen Klammern angegeben.

Das ZO1 Protein (Abb. 1-8) ist mit 1748 AS und einer molekularen Masse von 225 kDa das
grofRte der ZO-Proteine. Es besitzt im Gegensatz zu den anderen beiden ZO-Proteinen einen
langen C-terminalen Bereich mit einer zusatzlichen ZU5-Domane, fir die jedoch noch keine
Funktion bekannt ist. Des Weiteren tritt ZO1 in drei verschiedenen Spleivarianten auf (a(+/-
), B1/2 und y), dessen alternative splicing-Doméanen allesamt im C-terminalen Bereich liegen
[Gonzalez-Mariscal, 1999]. ZO1 ist ein sogenanntes Phosphorprotein, welches durch post-
translationale Modifikation, beispielsweise durch die ZAK-Kinase am C-terminalen Ende der
SH3-Domane, phosphoryliert wird [Balda, 1996]. ZO1 tragt (wie alle ZO-Proteine) im Bereich
der ersten PDZ- und der GuK-Domaéne drei sogenannte Zellkern-Export-Signale (nuclear export
signals/ NES) [Gonzalez-Mariscal, 1999] und scheint in speziellen Fallen zwischen dem Zellkern
und der Plasmamembran zu verkehren. So konnte zum Beispiel in Zelllinien mit einer verrin-
gerten Anzahl an Zell-Zell-Kontakten, wahrend der Reifung der Zellen und der Neubildung der
Zell-Zell-Kontakte, eine starke Prasenz von ZO-1 in Kernnahe gezeigt werden [Gonzales-Maris-
cal, 2002]. AuRerdem interagiert ZO-1 Uiber seine SH3-Domane mit dem Y-Box Transkriptions-
faktor ZONAB, der wiederum regulierende Funktionen im Zell-Zyklus besitzt [Balder, 2000].
Auf Grund dieser Eigenschaften wird vermutet, dass ZO1 und die ZO-Proteine allgemein, wéh-
rend der epithelialen Zelldifferenzierung und deren Zellwachstum, eine Kommunikation

(cross-talk) zwischen dem Zellkern und den TJs ermoglichen [Gonzalez-Mariscal, 2003].
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Abbildung 1-8: Schematische Darstellung des humanen ZO1 Proteins mit einigen seiner in den Tight
Junction assoziierten Bindepartnern und den bis dato aufgeklarten Teilstrukturen

Im oberen Bereich sind die bekannten Bindepartner detailgetreu in Bezug zu ihren Bindepositionen
auf ZO1 dargestellt [ [a] Itoh, 1997 / [b] Giepmans, 2004 / [c] Chen, 2008 / [d] Wittchen, 1999 / [e]
Ebnet, 2004 / [f] Balda, 2000 / [g] Balda, 1996 / [h] Itoh, 2001 / [i] Fanning, 2002 / [j] Chen, 2006 / [k]
Maiers, 2013 / [I] Huo, 2011 / [m] Yamamoto, 1997 / [n] Ooshio, 2010 / [o] Hamalisto, 2013]. Fur diese
Arbeit interessante Interaktionspartner sind farbig hervorgehoben. Zusatzlich sind die exakten Amino-
saurepositionen angegeben und die bis dato geldsten Teilstrukturen dargestellt. (A) PDZ1-Domane
(PDB-file ,2H2B“) / (B) PDZ2-Doméane (PDB-File ,2RCZ"“) / (C) PDZ3-SH3-GuK Konstrukt (PDB-File
»3SHW*) / (D) ZU5-Domaéne (PDB-File ,,2KXR“).

Z02 ist ein ca. 160 kDa groRes Phosphorprotein, welches bei niedriger Ca?*-Konzentration
durch die atypische Proteinkinasen (PKC) B / € /A / § und durch PKA phosphoryliert wird [Avila-
Flores, 2001]. Ebenso kann es {iber seine PDZ2-Doméane mit der PDZ2-Domane des ZO1-Pro-
teins heterodimerisieren. Zusatzlich zu den bekannten NES, bei denen im Fall des ZO2 nur
eines durch Phosphorylierung aktiviert ist, tragt ZO2 aber auch noch zwei Zellkern-Import-
Signale (nuclear localization signal / NLS). In Kombination mit weiteren Shuttl/e-Proteinen sor-
gen diese dafiir, dass Z02 effektiv in den Zellkern lokalisiert werden kann [Gonzalez-Mariscal,
2004/2009/2014]. Das ZO3 Protein ist bis heute das am wenigsten verstandene der drei
Zonula occludens Proteine. Es ist nur 130 kDa grof8 und besitzt keinen langen, C-terminalen
Anteil, wie etwa ZO1 und Z02. Es weist jedoch ein NES und zwei NLS auf, konnte aber noch
nie in der Nahe des Zellkerns nachgewiesen werden. Die bis dato gewonnenen Erkenntnisse
deuten darauf hin, dass sich die Ausbildung neuer Zellkontakte in einem schrittweisen Prozess
von der primdren Ausbildung der AJs hin zur finalen Ausbildung der TJs vollzieht [Maiers,
2013]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass ohne den Interaktionspartner Afadin 6 (AF6)

keine TJs und nur schwache, Cadherin-basierte AJs ausgebildet werden [Sato, 2006] und dass
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die Interaktion zwischen AF6 und ZO1 nur vorribergehend in der Phase der Ausbildung der

Zellkontakte stattfindet [Ooshio, 2010].

1.4 Afadin 6

AF6 (Abb. 1-9) ist ebenfalls ein Geristprotein, welches hauptsachlich an der Ausbildung der

Als beteiligt ist und in zwei SpleiBvarianten vorkommt, dem |-AF6 (205 kDa) und dem s-AF6
(190 kDa) [Mandai, 1997]. Dem s-AF6 fehlt hierbei die C-terminale Aktin-Bindestelle und
wurde bis dato nur im Gehirn nachgewiesen. AF6 wurde bereits 1997 von Yamamoto als In-

teraktionspartner des ZO1 Proteins identifiziert und steht im Mittelpunkt dieser Arbeit.
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Abbildung 1-9: Schematische Darstellung des humanen AF6 Proteins mit einigen seiner assoziierten
Bindepartnern und den bis dato aufgeklarten Teilstrukturen

Im oberen Bereich sind die bekannten Bindepartner detailgetreu in Bezug zu ihren Bindepositionen
auf AF6 dargestellt [ [a] Takai, 2007 / [b] Ooshio, 2010 / [c] Yamamoto, 1997 / [d] Linnemann, 1999]
Flr diese Arbeit interessante Interaktionspartner sind farbig hervorgehoben. Zusatzlich sind die exak-
ten Aminosaurepositionen angegeben und die bis dato geldsten Teilstrukturen dargestellt. (A) RA1-
Domane (PDB-File ,AF6(1-141)“ / Steiner, 2001) / (B) RA2-Domaéne (PDB-File ,,1WXA*“) / (C) Forkehead
(FHA)-Domane (PDB-File ,1WLN*) / (D) PDZ-Doméne (PDB-File ,1T2M").

In epithelialen Zellen bindet AF6 Uber die Ras-Assoziations Domane 1 aktives, Guano-
sintriphosphat (GTP) beladenes, Rap1A (Ras related protein 1A) und zwar mit einer viel héhe-
ren Affinitat (Kq = 0,25 uM) als die inaktive, Guanosindiphosphat (GDP) beladene, Form (Kq >
100 uM) [Linnemann, 1999] (Kapitel 1.7). Dadurch lokalisiert Rap1A das AF6 Protein an die
Plasmamembran [Tawa, 2010]. Infolgedessen konnen E-Cadherine an die Nectin basierten

Zell-Zell-Kontakte lokalisiert werden und somit die AJs vollstédndig ausgebildet werden. AF6
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wird aber auch in der Ndhe der GAP-Junctions lokalisiert und kommt, anders als die ZO-Prote-
ine, auch in nicht epithelialen Gewebe vor. Der komplexe AF6-vermittelte cross-talk zwischen

den diversen Zell-Kontakten ist bis heute noch nicht komplett verstanden.

1.5 Die kleinen GTPasen H-Ras und RaplA

Im Gegensatz zu den Adenosintriphosphat (ATP) -bindenden Proteinen, die hauptsachlich die

Energie des ATPs fiir Stoffwechselprozesse oder den Antrieb molekularer Motoren benétigen,
spielen kleine GTP-bindende Proteine (,,G-Proteine”) eine Rolle in der Regulation der Zellbe-
wegung, Ausbildung der Zellpolaritdt und der korrekten Form der Zellen, sowie in diversen
Signaltransduktionsprozessen. Die Klasse der G-Proteine kann in zwei Unterklassen aufgeteilt
werden, die TRAFAC- und die SIMIBI- Klasse [Vetter, 2011]. Zur Klasse der TRAFAC gehdren
auch die kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A, die in dieser Arbeit von besonderem Interesse
sind. Die erste Struktur eines Proteins der Ras-Superfamilie wurde 1989 von dem onkogenen
Protein H-Ras (Harvey rat sarcoma viral oncogen homolog) gelost [Pai, 1989] und besteht aus
6 B-Faltblattern und 5 a-Helices (Abb. 1-10 / 1-11). Abgesehen von der geringen Sequenz-
Homologie der Familienmitglieder mit H-Ras, von beispielsweise maximal 45% Ubereinstim-
mung des Proteins RIT bis hin zu 11% Ubereinstimmung des Proteins ARF, weisen alle G-Pro-
teine vier bis funf konservierte Sequenzmotive auf. Die Struktur des H-Ras stellt seit seiner
Aufklarung die minimale konservierte Faltung dieser Domanen dar. Die funktionell konservier-
ten G-Domanen (ca. 18-20 kDa) weisen eine universelle Struktur und einen universellen Schal-
ter-Mechanismus auf. Die einzelnen Doméanen werden G1-G5 fir die GTP-Bindung, sowie
PM1-3 fur die Bindung von Phosphat oder Metallionen genannt (Abb. 1-10 / 1-11). Da die
bedeutenden Konformationsanderungen in den beiden Regionen G2 und G3 stattfinden, wer-
den diese auch als Schalterregionen bezeichnet (Switch | und /l) und weisen in den meisten
Fallen in Switch | ein konserviertes Threonin und in Switch Il ein konserviertes Glycin auf.
G1/PM1 ist der sogenannte P-Loop, der das a- und B-Phosphat des GTPs Uiber ein GxxxxGKS/T
Motiv bindet. G2/PM2 ist die Switch I-Region, die das y-Phosphat und Mg?* bindet. G3/PM3
ist die Switch lI-Region, verfiigt Uber die Bindeposition (DxxGQ-Motiv) des Guanosins und ist
wichtig fiir die Hydrolyse des GTPs zu GDP. G4 (LVGNKxDL- Motiv) und G5 (SAK-Motiv) sind
fiir die spezifische Bindung von Guanosin statt Adenosin von Bedeutung, wobei das SAK-Motiv

nur sehr gering konserviert ist [Vetter, 2014]. Mittlerweile gibt es mehr als 591 aufgeklarte
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3D-Strukturen in der PDB-Datenbank (Stand 2014) wobei Ras bereits mit (iber 57 verschiede-

nen Variationen vertreten ist.
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LVGNKxDL-Motiv SAK-Motiv
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.Y Y BY Hypervariable Region (HVR)

GV!DAFYTI,VREIRQMKLRK[NPPD!SGPGMSKVLS
151)152|153| 154 [155 156 [ 157|158 | 150| 160|161 | 162 163|164 | 165|166 | 167|168 ] 169 | 170]171[172[ 173|174 | 175 ]| 176|177 | 178 | 178|180 182|183 185 187|188 |189

: Wichtig fur die Bindung des Nukleotids und stellt Kontakt zum a- und B-Phosphat her.
Switch | Region (G2) : T35 stellt die Verbindung mit dem terminalen y-Phosphat des GTPs und dem Mg?*-lon her. Kein Kontakt zu GDP.
Switch Il Region (G3) : DXXGQ-Motiv Guanin-Bindeposition, in Ras G61 wichtig fir die GTP zu GDP Hydrolyse.
LVGNKxDL-Motiv (G4) : Spezifische Interaktion bevorzugt Guanin statt Adenin.
SAK-Motiv (G5) : A148 spezifischer fur Guanin als fur Adenin.
Hypervariable Region (HVR) : Dient der der Verankerung des Proteins in der Membran.

Abbildung 1-10: Schematische Darstellung der kleinen humanen GTPase H-Ras

Dargestellt ist die Primar- sowie Sekundarstruktur des H-Ras Proteins. Zusatzlich sind die G-Motive G1-
G5 farbig markiert und im unteren Teil der Darstellung kurz erlautert. Die Cysteine sind in gelb hervor-
gehoben [Vetter, 2014].

LVGNKxDL-Motiv

Abbildung 1-11: 3D-Struktur des humanen H-Ras in GTP-gebundener Form

Links sind die Sekundarstrukturelemente (PDB-File ,5P21“) farbig hervorgehoben, mit den a-Helices in
rot, den B-Faltblattern in griin und den Schleifenregionen in grau. Rechts sind die G-Motive in aktiver
Konformation entsprechend der Darstellung in Abbildung 1-10 farbig markiert. GTP ist gelb und das
Mg?*-lon im aktiven Zentrum ist in Cyan hervorgehoben.
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Alle G-Proteine haben die Eigenschaft entweder GTP (aktiv) oder GDP (inaktiv) zu binden und
fungieren so als molekularer Schalter (Abb. 1-12), wobei der GDP- zu GTP-Austausch nicht von
ihnen selbst, sondern von zusatzlichen Proteinen, den Guanin-nucleotide exchange factors
(GEFs), durchgefihrt wird. Durch die hydrolytische Abspaltung des y-Phosphats des GTPs
schnellt die aktive Konformation, die den eher starren Zustand darstellt, in die inaktive GDP-
beladene Form Uber, die einen eher entspannten Zustand reprasentiert. Aus diesem Grund
wird der Mechanismus auch als loaded-spring (gespannte Feder) -Mechanismus bezeichnet
[Wittinghofer, 2001]. Diese Hydrolyse kann entweder langsam, durch eine intrinsische Hydro-
lyse Aktivitat des G-Proteins, oder schnell durch zusatzliche GTPase-activating proteins (GAPs)

erfolgen und ermoglicht so ein schnelles Umschalten der beiden Konformationen (Abb. 1-12).

i 1 ga: »OFF _ . .
Guaninnukleotid Analoga OFF Natiirliche Guaninnukleotide:

\4 B a 0 o
—_— v b a
g 9 9 (ij\w ——— .
o o o
HO—P-N}-P—0—P—0. NH
1 [H] ! N /)\ i i I </ |
N

OH™ OH  OH o NTNH, ‘ HoT o o o N/)\NHZ [GTP]
® OH OH OH
OH OH
Wird nicht hydrolysiert ‘ B a (o]
——
o O NH
%
[ ] HO—P—0—P—0 <10 (eop)
I I N 7
OH OH o N 'NH,
IION”

l OH OH

Abbildung 1-12: Schematische Darstellung des GDP-GTP-Schaltermechanismus der kleinen G-Prote-
ine

Die G-Proteine sind in hellblau, die Nukleotide GTP in griin, GDP in rot und das durch die Hydrolyse
abgespaltene y-Phosphat in gelb dargestellt. Braun sind die GAP (GTPase-activating proteins) und GEF
(Guanin-nucleotide exchange factor) Proteine, in grau die Effektoren der G-Proteine. Rechts sind die
nattrlich vorkommenden Nukleotide GTP und GDP, links das GTP-Analoga GppNHp (die GTPase kann
hierbei das y-Phosphat nicht abspalten und ist so kontinuierlich aktiviert) dargestellt.

Die Superfamilie der kleinen GTPasen umfasst 5 Unterfamilien, wobei mittlerweile (Stand Ap-
ril 2015) 167 humane Proteine identifiziert wurden, wovon 10 noch nicht zugeordnet sind.
Hierzu gehort die Ras-Familie mit 39 Proteinen, die Rho-Familie mit 22 Proteinen, die Rab-
Familie mit 65 Proteinen, die Sarl/Arf-Familie mit 22 Proteinen und die Ran-Familie mit einem
Protein [Takai, 2001 / Owen, 2015]. Eine Unterfamilie der Ras Familie sind die Rap1 Proteine,
zu der Rap1A gehort, welches wie H-Ras, von grolRer Bedeutung fiir diese Arbeit ist. Rap1A
und Rap1B sind sehr nahe verwandt zu Ras, werden aber mittlerweile als unabhangig von Ras
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angesehen [Frische, 2010] und sind an der Ausbildung und Kontrolle der Zellpolaritat, der In-
tegrin-vermittelten Zelladhasion und deren Regulation, sowie an Sekretion und Proliferation

der Zellen beteiligt [Schwamborn, 2004 / Caron, 2000 / Hogan, 2004 / Crittenden, 2004].
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: Wichtig fur die Bindung des Nukleotids und stellt Kontakt zum a- und B-Phosphat her.

Switch | Region (G2) : T35 stellt die Verbindung mit dem terminalen y-Phosphat des GTPs und dem Mg?*-lons her. Kein Kontakt zu GDP.
Switch Il Region (G3) : DXXGQ-Motiv = Guanin-Bindeposition, in Ras G61 wichtig fur die GTP zu GDP Hydrolyse.
LVGNKxDL-Motiv (G4) : Spezifische Interaktion bevorzugt Guanin statt Adenin.
SAK-Motiv (G5) : A148 spezifischer fiir Guanin als fiir Adenin.
Hypervariable Region (HVR) :

Das CLLL-Motiv dient der Geranylgeranylierung und somit der Verankerung des Proteins in der Membran.

Diese ist aber alleine nicht ausreichend fur die Verankerung. Hierfur wird zusétzlich eine polybasische Region benétigt (KKKPKKK).

Durch die Phosphorylierung des S180 wird eine negative Ladung induziert, die eine Trennung des Proteins von der Membran zur Folge hat.

Abbildung 1-13: Schematische Darstellung der kleinen humanen GTPase Rap1A

Dargestellt ist die Primar- sowie Sekundarstruktur des Rap1A Proteins. Zusatzlich sind die G-Motive
G1-G5 der kleinen GTPase farbig markiert und im unteren Teil der Darstellung kurz erldutert. Die Cys-
teine sind in gelb hervorgehoben [Vetter, 2014].

P-loop

y \‘ A =

Ml

.

Abbildung 1-14: 3D-Struktur des humanen Rap1A in GTP gebundener Form

Links sind die Sekundarstrukturelemente (PDB-File ,,4KVG*“) farbig hervorgehoben mit den a-Helices in
rot, den B-Faltblattern in griin und den Schleifenregionen in grau. Rechts sind die G-Motive in aktiver
Konformation entsprechend der Darstellung in Abbildung 1-13 farbig markiert. GTP ist gelb und das
Mg?*-lon im aktiven Zentrum ist in Cyan dargestellt.
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Aktives Rap1A[GTP] steuert spezifisch (iber einen sogenannten inside-out-Mechanismus, die
Bindung von RIAM (Rapl-interacting adaptor molecule) und Rekrutierung von Talin an die
Plasmamembran, sowie die Signaltransduktionsprozesse in Bezug auf die Integrin-vermittelte
Ausbildung und Erhaltung der Fokalen Adhasionen (focal adhesion) [Zhang, 2014] (Abb. 1-15).
Abnormale Rap1A Aktivitat flihrt haufig zu einer ,,Integrin-Hyperaktivitat“, die wiederrum mit
der Entwicklung von Tumoren diverser Krebsarten und deren Metastasierung in Verbindung

steht.

Adherens Junctions

P120-Catenin

Aktin

Fokale Adhdsion

I E-Cadherin

apikal

| Zellkern

A

basolateral

Abbildung 1-15: Schematische Darstellung der Fokalen Adhasionen in Bezug auf ihre Position und
ihre Protein-Komplexe [Canel, 2013]

Die Position der Fokalen Adhasionen befindet sich im basolateralen Teil der Epithelzellen, wird durch
die E-Cadherine der Adherens Junctions (in dunkelgriin) vermittelt und stellt die Verbindung mit der
extrazellularen Matrix (extracellular matrix / ECM) Giber die zytoplasmatischen Proteine Src, FAK, Kind-
lin, Talin, a-Actinin und die Zelladh&sionsproteine Integrin a und B her.
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1.6 Die Krebserkrankung und die Beteiligung der Proteine H-Ras,
Rap1A und AF6
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Abbildung 1-16: Schematische Darstellung des Verlaufs einer epithelialen Krebsentwicklung [Sever,
2015]

In grau sind die Entwicklungsstufen eines epithelialen Tumors von der Mutation einer einzelnen Zelle
bis hin zur Metastasierung und Ausbildung eines sekunddren Tumors dargestellt.

Die meisten Krebsarten gehen aus epithelialen Zellen hervor und manifestieren sich als soge-
nannte Karzinome in Organen wie Lunge, Haut, Brust, Leber und Pankreas [Sever, 2015]. Sar-
kome hingegen entstehen aus mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten (Bindegewebe), Myo-
fibrillen (Muskelgewebe), Adipozyten (Fettgewebe) und Osteoblasten (Knochen). Nicht
epitheliale Tumore wie ein Gliom, Neuroblastom oder Medullablastom kénnen aus Zellen des
Nervensystems oder wie bei der Leukdmie oder Lymphomen aus hamatopoetischen Zellen
hervorgehen. Die meisten Tumore entstehen durch die genetische Veranderung zellularer
Gene durch Replikationsfehler, schadliche Umwelteinfliisse (mutagene Substanzen) oder vi-
rale Einflisse [Banks, 2012]. In Folge einer solchen Mutation kann es passieren, dass diese
Zelle nicht mehr der homdostatischen Kontrolle, wie beispielsweise einem geregelten Zelltod,
unterliegt und sich ungehindert teilen und vermehren kann. Durch die unkontrollierte Zelltei-
lung kommt es zu einer Sauerstoffunterversorgung (Hypoxie) im Zentrum des Tumors, infol-
gedessen zur Neubildung von BlutgefdBen (Angiogenese) um die Sauerstoff- und N&hr-

stoffversorgung des Gewebes aufrecht zu erhalten. Zuséatzlich trennen sich Tumorzellen durch

18



Einleitung

Auflosen der Zell-Zell-Kontakte vom Zellverband und werden Uber die neu gebildeten Blutge-
faRe und den Blutkreislauf an andere Stellen des Korpers transportiert. Dort kdnnen sie adha-
rieren, sich weiter ungehindert teilen und einen sekunddren Tumor ausbilden (Abb. 1-16).
Tumore konnen bis zu tausend unterschiedlicher Mutationen tragen, von denen jedoch der
Grof3teil passive Mutationen (passenger mutations) darstellen und nur zwei bis acht dieser
Mutationen die Ausloser der Krebsentwicklung (driver mutations) sind [Vogelstein, 2013]. Ein
solcher Ausléser ist zum Beispiel die Punktmutation des Ras-Proteins, die an Aminosdureposi-
tion 12 das Glycin durch ein Valin ersetzt (G12V). Das hat zur Folge, dass Ras in seiner aktiven
Konformation verbleibt [Winder, 2009]. Tatsachlich sind die Ras-Gene die fiir H-Ras, N-Ras
und K-Ras kodieren, die am haufigsten mutierten Gene in Bezug auf Krebserkrankungen, wo-
bei die Mutationen in Bezug auf K-Ras vorherrschend sind [Kimmelman, 2015]. Zusatzlich zah-
len die Ras-Tumore zu den aggressivsten und gegentiber einer Behandlung widerstandsfahigs-
ten Arten der Krebserkrankungen. Ebenso verhalt es sich mit einer abnormalen Aktivierung
des Rap1A Proteins, durch eine G12V Punktmutation, durch das HPV E6 Onkoprotein (aus hu-
manen Papillomaviren) oder durch Inhibierung seiner GEF- oder GAP-Proteine [Frische, 2010
/ Zhang, 2014 / Banks, 2012 / Garmy-Susini, 2010].

Eine weitere bosartige Krebserkrankung ist die akute myeloische Leukamie (AML). Sie entsteht
durch eine ungewollte Translokation (Verlagerung eines Chromosomenabschnitts an eine an-
dere Position im selben oder in einem anderen Chromosom), Duplikation oder Amplifikation
im Bereich des MLL-Proteins (mixed lineage leukemia), einer Histon H3 Lysin 4 spezifischen
Methyltransferase. MLL ist fiir die embryonale Entwicklung und die Hamatopoese essentiell
[Manara, 2014]. Mittlerweile sind mehr als 60 abnormale MLL-Fusionsproteine, sogenannte
MLL-Chiméare bekannt, die zu AML, akuter lymphatischer oder biphdnotypischer Leukdmie
flihren. Die durch MLL-Mutation entstandene AML zeigt ein sehr diverses Krankheitsbild, ab-
hangig davon, welche Chimaren durch die Mutation entstanden sind. Innerhalb dieser 60 be-
kannten Chimaren ist die MLL-AF6 Kombination [t(6;11)(g27;923)] eine der aggressivsten For-
men [Pigazzi, 2011]. Es konnte gezeigt werden, dass die MLL-AF6 Chimare das native AF6 bin-
det, dieses in den Zellkern lokalisiert und somit die zytoplasmatische Ras-Konzentration be-
einflusst. AF6 selbst hat hierbei anscheinend keine eigene transkriptionelle Aktivitdt [Manara,
2014].Deshalb ist die exakte biochemische Analyse der AF6 Interaktion mit Rap1A und H-Ras

von grofRer Bedeutung.
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1.7 Ergebnisse vorheriger Dissertationen

Durch die Arbeit von Thomas Linnemann konnte bereits 1999 an der Ruhr-Universitat in Bo-
chum die minimale Ras-Assoziationsdomane 1 des AF6 (,,AF6(1-141)“) bestimmt und die Kine-

tik der Komplexbindung des AF6 mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A ermittelt werden.

AF6-RA-Domidne 1
RA 1 - Konstrukte

[1] J | [160]
Q@) AF6(1-160)
1 84][85 160
(@) prAF6 (1-160) = =
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Abbildung 1-17: Darstellung der von Thomas Linnemann getesteten AF6-Konstrukte

In rot sind die Ras-Assoziationsdomanen 1 und 2 des AF6 gekennzeichnet, in gelb eine Deletion (Ami-
nosaure 6-127), zusatzlich sind die exakten Aminosaurepositionen gekennzeichnet.

Fiir die AF6-RA2 Domane @@ ®© (Abb. 1-17) konnte keine Interaktion mit den kleinen GTPasen
H-Ras/Rap1A/Rap2A gezeigt werden. Durch die Deletion von Teilen der RA1-Doméane (AF6AN)
konnte gezeigt werden, dass es eine zweite Bindestelle auf dem AF6-Molekil fiir Rap1A, je-
doch nicht fur H-Ras gibt. Anhand der Konstrukte @ und @ (Abb. 1-17) konnte Linnemann
eine sekundare proteolytische Spaltung des AF6(1-160) Konstruktes zeigen. Daraus resultiert
ein nicht tGber Gelfiltration trennbares Dimer, das seine Eigenschaft, die GTPasen H-Ras und
Rap1A zu binden, verloren hat. Durch die Konstrukte 3), @, ® und @& konnte er das essentielle
AF6-RA1 Konstrukt mit der hochsten Affinitat fiir die kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A letzt-
endlich auf die AS 1-141 eingrenzen [Linnemann, 1999]. Dieses Konstrukt steht in dieser Arbeit

im Mittelpunkt und wird des Weiteren als ,,AF6 oder AF6-RA1“ bezeichnet.
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Tabelle 1-1: Affinitdten des AF6 gegeniiber den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A und Mutationen

dieser
Mutationsposition H-Ras + AF6(1-141) Rap1A + AF6(1-141)
der GTPase Kg [UM] Ka [UM]
Wildtyp 4 0,25
E31K 2,3 X
T35S > 100 23
E37G 33 27
D38A 36 20
Y40C >10 11
R41A 13 X
D57A 33 X
E62A 7,6 X
E63A 7,2 X

Die Bestimmung der Affinitaten erfolgte durch Linnemann mittels Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhi-

bitor-Titration und wurde anhand der Fluoreszenz der N-Methylantraniloyl-(Mant)-Guaninnukleotide
(mGXP) bei 366 nm angeregt und bei 450 nm detektiert. X bezeichnet eine nicht durchgefiihrte Mes-

sung.

Zusatzliche Untersuchungen an AF6 erfolgten 2001 wahrend der Dissertation Guido Steiners

an der Universitat Regensburg. Dieser konnte die 3D-Struktur der minimalen RA1-Domane des

AF6 mittels NMR-Experimenten aufkldaren (PDB-File ,,AF6(1-141)“) (Abb. 1-18). Diese Erkennt-

nisse konnten 2006 von Ralph Elsner an der Universitat Regensburg verifiziert und verbessert

werden und fihrten zu ersten Docking-Experimenten (siehe Kapitel 4.3.4) zwischen AF6 und

H-Ras, sowie AF6 und Rap1A.

Abbildung 1-18: Die 3D-Struktur des AF6 (PDB-File ,,AF6(1-141)“) nach Guido Steiner

In rot sind die a-Helices 1-3 gekennzeichnet und in griin die 4 B-Faltblatter. Die al-Helix ist ein charak-

teristisches Merkmal dieses Konstruktes und scheint fiir seine Funktionalitat essentiell zu sein.
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Gerald Baumel versuchte wahrend seiner Dissertation an der Universitdt Regensburg die In-
teraktionsflache des AF6 mit ZO1 [Yamamoto, 1999] einzugrenzen und exakt zu definieren.
Letztendlich konnte er von Seiten des ZO1 das Fragment fiir eine Interaktion mit AF6 auf den
Bereich ZO1-PDZ2-[PDZ3 (Aminosaure 186-421) minimieren. Diese Erkenntnisse dienten als

Grundlage der durchgeflihrten Arbeit.

1.8 Zielsetzung

Die Aufklarung der komplexen Kommunikation zwischen Geriistproteinen, Membrankompar-
timenten, Signalproteinen und dem Zellkern sind bereits seit Jahrzenten entscheidende
Schwerpunkte der Forschung. Auf Grund dieser Vielzahl an unterschiedlichen Interaktionen
ist es von Bedeutung, auch die Verbindung zwischen den molekularen Schaltern Rap1A sowie
H-Ras und ihren einzelnen Effektoren der Signalkaskaden separat zu studieren, um das Ge-
samtbild dieser Prozesse zu verstehen. Die Ziele dieser Arbeit waren es zum einen die mole-
kulare Interaktionsflache der Ras-Assoziationsdomane des Afadin 6 mit den kleinen GTPasen
H-Ras und speziell mit Rap1A in ihrem natiirlichen, aktiven GTP- und inaktiven GDP-Zustand,
genauer zu charakterisieren. Zusatzlich sollte die Arbeit von Gerald Baumel, die Interaktion
des Hauptgeriistproteins Zonula occludens 1 der Tight Junctions mit dem Hauptgeriistprotein
Afadin 6 der Adherens Junctions einzugrenzen, weitergefiihrt werden. Diese sollte daraufhin
ebenfalls mit biochemischen, sowie NMR-spektroskopischen Methoden analysiert werden.
Die Erkenntnisse der Art der Interaktion, sowie genaues Wissen Uber die exakte Oberflache
dieser Interaktionen ermdglicht es, das Zusammenspiel dieser Proteine wahrend den zellula-
ren Prozessen der Ausbildung und Aufrechterhaltung neuer Zell-Zell-, sowie Zell-Matrix-Kon-

takte zu verstehen.
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2. Material

2.1 Gerate und Zubehor

Tabelle 2-1: Verwendete Geridte

Gerat

800MHz- und 600MHz-
NMR-Spektrometer
Brutschrank EB 53
FPLC
Gelelektrophoresekam-
mern

HPLC

pH-Meter
Photometer
Thermocycler
Ultraschallgerat
Waage

Wassersystem

Western-Blot-Gerat
Zentrifugen

Typ und Hersteller

Avance 800 mit TCI-Cryoprobenkopf, Avance 600 mit TXI-Cryoproben-
kopf, Bruker BioSpin

Juan

AKTA™-System, UPC 900, Frac 900

GE Healthcare

System Gold® 125 Solvent Module, System Gold® 166 Detector, Beck-
man Coulter

@ 32 pH Meter, ® 340 pH/temp

Mete, Beckman Coulter

LambdaBlO+, PerkinElmer

Mastercycler Personal, Eppendorf

Sonifier 250/450, Branson

CP64, Sartorius

PM 600 Mettler

Purelab Ultra, Elga

Millipore

Pierce Fast Semi-Dry Blotter, Thermo Scientific
J-6B, Avanti J-20, Avanti J-25, Beckman Coulter
Biofuge Pico, mini Spin, Hereaus Instruments
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2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die wahrend dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden stets in Analysequalitat von den

Firmen Amersham, Merk, Roche, Roth, Serva, Sigma-Aldrich, VWR und USB bezogen und ge-

maR der Sicherheitsdatenblatter gelagert und verwendet. Die Nukleotide GDP/GTP wurden

von der Firma Pharma-Waldhof, das Analoga GppNHp von der Firma Sigma-Aldrich bezogen.

Tabelle 2-2: Molekularbiologische Kits

Script Reverse Transcription Kit

QIAEX Il Gel Extraction Kit

Plasmid Midi Kit

QlAprep Spin Miniprep Kit

QlAquick PCR Purification Kit

TOPO TA Cloning Kit

Universal His Western Blot Kit 2.0
SuperSignal West HisProbe™ Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

pGEM-T Easy Vector System
Gel Filtration Calibration Kit LMW

Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit

Tabelle 2-3: Sdulenmaterial

Hiload 26/60 Q-Sepharose FastFlow
Hiload 26/60 Superdex 75 prep grade
HiLoad 26/600 Superdex 200 prep grade
Superdex 75 10/300 GL

Sephadex G25 NAP 10 / Nap 15/ PD10
Ni®*-NTA Superflow / Fast Flow

NI2*-NTA spin Kit (50)

Pierce Glutathione Spin Columns (3 ml)

Tabelle 2-4: Einwegmaterialien

Einmalkivetten UV, UV(Vis) / Makro und Halb-
Mikro (12,5x12,5x45 mm)
NMR-Probenréhrchen 5 mm
NMR-Probenréhrchen 8 mm

Eppendorf-Cups 1,5/ 2 ml

Falcon-Tubes 15 / 50 ml (16000 g)

Vivaspin Filtrationseinheiten (diverse GroRen)
Sterilfilter

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen
Invitrogen
Clontech

Thermo Scientific
Promega
Promega

GE Healthcare

Finnzymes

Amersham Pharmacia

Amersham Pharmacia

GE Healthcare
GE Healthcare

Amersham Pharmacia

GE Healthcare
Qiagen
Thermo Scientific

Carl Roth

Norell
Shigemi Co.
VWR

VWR
Sartorius

Steritop, Millipore, Renner
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Tabelle 2-5: Molekulargewichtsstandards

PageRuler Unstained Protein Ladder Thermo Scientific/Fermentas
PageRuler Unstained Protein Ladder Low Range Thermo Scientific/Fermentas
Page Ruler Prestained Protein Ladder (10-180 kDa) = Thermo Scientific/Fermentas
1 kb/ 100 bp DNA Ladder New England Biolabs (NEB)

Tabelle 2-6: Enzyme

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP) NEB

T4 Polynukleotide Kinase NEB

Phusion HF-DNA Polymerase NEB

Fast Digest Restriktionsenzyme Fermentas

T4 DNA Ligase Fermentas, NEB

Taq DNA Polymerase Fermentas, Qiagen, NEB
Thrombin Merck

2.3 Verwendete Bakterienstamme

E. coli Stamme fur die Klonierungen und die Amplifikation der gewiinschten Plasmide

Diese Klonierungsstamme inhibieren den Lac/Tac Promotor durch das Produkt des Lacl®-
Gens und verhindern somit eine ungewollte Expression des Zielgens der transformierten
Plasmide. Sie dienen im Allgemeinen der Vervielfaltigung der Plasmide im Rahmen der Her-
stellung transgener Proteinkonstrukte.

E. coli TG1 [Lucigen]
Genotyp: F’[traD36 laclq A(lacZ)M15 proA+B+] ginV (supE) thi-1 A(mcrB-hsdSM)5 (rK mK McrB-) thi
A(lac-proAB)

One Shot’ TOP10 Chemically Competent E. coli [Invitrogen]
Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG A-

E. coli XL1-Blue [Stratagene]
Genotyp: endA1 gyrA96 (nalR) thi-1 recAl relAl lac gIinV44 F'[:Tn10 proAB+ laclq A(lacZ)M15] hsdR17
(rk-mK+)

E. coli Stamme fir die Expression der gewiinschten Proteinkonstrukte

Expressionsstamme dienen der Herstellung der gewilinschten Proteinkonstrukte mittels ihrer
transformierten Plasmide. Ziel hierbei ist es moglichst hohe Ausbeuten und entsprechende
Reinheitsgrade der gewlinschten Konstrukte zu erhalten. Expressionstimme sind Protease de-

fizient um einen Abbau der rekombinanten Zielproteine bereits in der Zelle zu minimieren.
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E. coli BL21 [Novagen]

Genotyp: F- ompT hsdSB (rB— mB-) gal dcm

Dieser Stamm verfligt tGber kein Lacl9-Gen, sodass eine Induktion der Expression mittels IPTG
nur durch die Eigenschaften des transformierten Plasmids moglich ist. Ansonsten kommt es

zu einer basalen/dauerhaften Expression des Zielkonstrukts. Dies kann bei kritischen Protei-

nen zum Problem werden.

E. coli BL21(DE3)pLysS [Novagen]

Genotyp: F- ompT hsdSB (rB— mB—) gal dcm (DE3) pLysS (CamR)

Wie BL21, aber mit einem zuséatzlichen DE3-Element welches fiir eine T7-RNA-Polymerase
und eine Lac-Repressor kodiert. Das ermoglicht eine IPTG induzierbare Expression, wenn das
transformierte Plasmid einen T7-Promotor enthalt. Zusatzlich verfiigt der Stamm Uber ein
pLys-Plasmid welches eine Chloaramphenicolresistenz enthalt und fiir T7-Lysozym kodiert.
T7-Lysozym ist ein Inhibitor der T7-RNA-Polymerase und fiihrt daher zu einer noch starkeren
Unterdriickung basaler Expression und einer stringenteren Induktion durch IPTG.

E. coli Rosetta (DE3)plLysS [EMD Bioscience]

Genotyp: F- ompT hsdSB (rB— mB—) gal dcm (DE3) pLysSRARE2 (CamR)

Wie BL21 (DE3)pLysS, jedoch tragt das pLysSRARE2 Plasmid die Eigenschaft fiir seltene
euykaryotische tRNAs zu codieren. Somit kdnnen Expressionen eukaryotischer Proteine ver-
bessert werden.

E. coli CK60OK [Stratagene]
Genotyp: McrA-, supE44, thi-1, thr-1, leuB6, lacY1, tonA21

2.4 Plasmide und Oligonukleotide

4969 bp

ro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp

>G GGJ CGA CTC GAG,CGG CCG CAT CGLGAC IGA
100

Jor

Sall Tyno Not | Stop cod

Abbildung 2-1: pGEX4T1-Expressionsvektor (GE Healthcare)

Dieser tragt einen zusatzlichen N-terminalen Glutathion-S-Ttransferase (,,GST”)-Tag und einer Ampicil-
linresistenz zur Selektion. Dieser 26 kDa groRe GST-Tag dient der Aufreinigung mittels Affinitatschro-
matographie und erhoht zusatzlich die Loslichkeit des zu exprimierenden Proteins. Induziert wird die
Expression durch Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG), welches den Lac-Repressor bindet und
somit die Transkription durch die RNA-Polymerase erméglicht. IPTG selbst wird im bakteriellen System
nicht verstoffwechselt [,,Quelle: Sigmaaldrich.com*].
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Abbildung 2-20: pET14b-Expressionsvektor [Novagene]

Verfligt Gber einen T7Lac Promotor, eine Ampicillinresistenz, und expremiert zusatzlich einen n-
terminalen  Hise-Tag.  Dieser Hise-Tag dient ebenfalls der Aufreinigung  mittels
Affinitatschromatographie, ist jedoch wesentlich kleiner und ebenfalls durch Thrombin abspaltbar.
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Abbildung 2-31: Klonierungsvektoren pCR-Blunt II-TOPO [Lifetechnologies] und pGEM-T-Easy [Pro-
mega]

Beide Vektoren dienen der Zwischen-Klonierung von PCR-Produkten. Diese Technik hat eine sehr hohe
Effizienz und erleichtert die Klonierung vieler, auch hartnackiger Konstrukte [, Quelle: lifetechnolo-

gies.com / promega.com”].
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Oligonukleotide wurden bei den Firmen Invitrogen, Eurofins MWG und Metabion in ge-
winschter Konzentration und Uberpriifter Qualitat bestellt.

Tabelle 2-7: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide

Konstrukt ‘ Oligonukleotid ‘ Sequenz 53’
Z01
PDZ2-Mutante MUT1-5 CCATGGCGGCATATTTGTAAAGGAAATTTC
Schritt 1 MUT1-3" CAAATATGCCGCCATGGCTGGCCAATC
PDZ2-Mutante MUT2-5 CCATGGCGCCGGTGCAATATTTGTAAA
Schritt 2 MUT2-3" CAAATATTGCACCGCCGCCATGGCTG
Mut2.2-5 GGTGCAATATTTGTAAAGGAAATTTCAC
MUT2.2-3° TGCACCGCCGCCATGGCTGGC
N-terminaler Part | ZO1-Nter-5 CGGGATCCATGTCCGCCAGAGCTG
von Z01 Z01-Nter-3° CCCTCGAGTCAACCATACCAACCATCATT
Z01-N-Term-5’ CCCCATATGGAGGAAACAGCTATATGGG
Z01-N-Term-3’ CCGGATCCTCACTGTTGCTGCTGAATGGC
PDZ2 Z01-PDZ2-5° GCCATATGACCAAGGTCACATTGGTGAAGT
Z01-PDZ2-3’ CCGGATCCTCACTCATCTCTCTTTGCACTAC
PDZ2 bis PDZ3 P2/P3-5 GTGGATCCCCGGCTACCTTATTGAATG
P2/P3-3’ GTCTCGAGTCAGGGCCTAAGAATCCC
P2-P3 pet-5° GCACATATGAAGGTCACATTGGTGAAG
P2-P3 pet-3’ GCAGGATCCTCACTTCTGAGCCCATATGG
PDZ3 PDZ3 pet-5 GCCCATATGAAACTGGTAAAATTCAGAAAA
PDZ3pet-3’ GCCGGATCCTCACTTCTGAGCCAATATGGTCACTTC
SH3 SH3-pet-5’ GCACATATGGGAGACTCGTTCTATATT
SH3-pet-3’ GCAGGATCCTCAGGCTAACTGCTCGGC
AF6
RA1 AF6(1-141)-5 CGCCATATGTCGGCGGGCGCCCG
AF6(1-141)-3° CGGGATCCTCACTGAGCCTTCTTGC
RA1 AF6(1-141)-5 CGCCATATGTCGGCGGGCGGCCG
AF6(1-141)-3° GCGGATCCCTGAGCCTTCTTGGCAG
RA AF6 RA-5 CGGGATCCATGTCGGCGGGCGG
AF6 RA-3’ CCCTCGAGCTTTGGGATGTGGTCTG
Prolinreiche Re- | (1353-1713)-5° CGCCATATGCCAGCAGCTGTGCTCC
gion (1353-1713)-3° GCGGATCCTCAAGGTGGGGGAGGAGG
AF6 Pro-5° CGGGATCCGGCCGTTGGAAAACAC
AF6 Pro-3° GCCTCGAGTCACTGGTTGGCGGAAG
AF6 PR12-5° CCCTCGAGCCTCCACCTAGACCTG
AF6 PR12-3’ CGGGATCCTCAAGGAGGAGGTGGG
AF6 PR12pet-5 GCCCATATGCCTCCACCTAGACCTGAAGCC
AF6 PR12pet-3° GCCGGATCCTCAAGGAGGAGGTGGGAGGG
RaplA
1-164 Rapla his-5 CCGCATATGCGTGAGTACAAGCTAGTG
Rapla his-3° CCGGATCCCTACTGTCTGACCAGGTCATA
Rapla pgex-5 CCGGATCCCGTGAGTACAAGCTAGTG
Rapla pgex-3° CCCTCGAGCTACTGTCTGACGAGGTCATA

Nde | (CATATG) / BamH | (GGATCC) / Xho | (CTCGAG) = Restriktionsenzyme und Schnittstellen

Stop-Codon TCA/CTA
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Konstrukt ‘ Oligonukleotid ‘ Sequenz 53’

Mutationen

Anti-Cys Forw-5 GTGCAAAGAGATGAGTGAGGATCCGGCTGC
Rev-3’ TTAGCAGCCCGGATCCTCACTGAGCCTTCTT
Rev-3’ TTAGCAGCCGGATCCTCACTCATCTCTTTG

Phohsphorylierungs-Mutationen (Imitation einer Phosphorylierung) ZO1 PDZ2 / MUT2
T188E-5 CATATGACCAAGGTCGAGTTGGTGAAGTCT
T188E-3’ CCGAGACTTCACCAACTCGACCTTGGTCAT
S192E-5’ GTCACATTGGTGAAGGAGCGGAAAAATGAA
S192E-3° TTCTTCCATTTTTCCGCTCCTTCACCAATGT
Y198E-5 CGGAAAAATGAAGAAGAGGGTCTTTCGATTG
Y198E-3’ GGCCAATCGAAGACCCTCTTCTTCATTTTT
S204E-5’ GGTCTTCGATTGGCCGAGCATATATTTGTA
S204E-3’ CTTTACAAATATATGCTCGGCCAATCGAAG
TT-EE -5’ GAAAATATGTCACTGGAGGATGCAAAGAGTTGATAG-

AAAGGTCT
TT-EE-3’ AGACCTTTCTATCAACTCTTTTGCATCCTCCAGTGACATA-
TTTTC

S252E-5’ ACATTGATAGAAAGGGAGAAAGGCAAGTTAAAA
S252E-3° TTTTAACTTGCCTTTCTCCCTTTCTATCAATGT

PETSumo und pTac Klonierung

AF6(1-141) AF6 forw-5 GGATCCATGTCGGCGGGCGG
AF6 Rev-3’ CTCGAGTCACTGAGCCTTCTTGGCAGGAAT

PDZ2 PDZ2 forw-5 GGATCCACCAAGGTCACATTGGTGAAGTCT
PDZ2 Rev-3’ CTCGAGTCACTCATCTCTTTGCACTACCCTT

MUT2 Mut2 forw-5 GGATCCACCAAGGTCACATTGGTGAAGTCT
Mut2 rev-3’ CTCGAGTCACTCATCTCTTTGCACTACCCTT

RaplA Rapla forw-5" GGATCCATGCGTGAGTACAAGCTAGTGGTC
Rapla rev-3’ CTCGAGTCATCTGTCTGACCAGGTCATACTC

Nde | (CATATG) / BamH | (GGATCC) / Xho | (CTCGAG) = Restriktionsenzyme und Schnittstellen
Stop-Codon TCA/CTA
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2.5 Software / Bioinformatik

Tabelle 2-8: Ubersicht iiber verwendete Programme und bioinformatische Tools

Programm

Gold Chromatography
Data System V1.7
UNICORN Control Sys-
tem

TopSpin3.2
AUREMOL 2.4.1beta
(22.7.2014)
MestReNova 10.0

GENtle

PyMol
MolMol

Chimera 1.9

Notepad++v6.6.7
SigmaPlot 10.0

Origin 6.0

Office 2013
Gimp 2.8

Online Tool/Daten-
banken

ExPASy Bioinformatic
Resource Portal
Worldwide PDB Daten-
bank

UniProt Datenbank

NetPhos 2.0

GPS 3.0

Swiss-Model

Hersteller/URL

Beckman
Amersham

Bruker
Uni-Regensburg / Kalbitzer

Mestrelab Research

http://gentle.mag-
nusmanske.de/
https://www.pymol.org/
http://www.mol.biol.ethz.ch/gr
oups/wuthrich_group/software
http://www.cgl.ucsf.edu/chi-
mera/
http://notepad-plus-plus.org/

http://www.sigmaplot.com/
http://www.originlab.de/

Microsoft
http://www.gimp.org/
Hersteller/URL

http://www.expasy.org/
http://www.wwpdb.org/
http://www.uniprot.org/
http://www.cbs.dtu.dk/ser-

vices/NetPhos/
http://gps.biocuckoo.org/

http://swissmodel.expasy.org/

Verwendung

HPLC Steuerung und Auswer-
tung

AKTA-FPLC Steuerung

NMR-Spektrometer Software
NMR-Spektren Auswertung

ID-Spektren Visualisierung
DNA und Protein Se-
guenzbearbeitung

Protein Visualisierung
Protein Visualisierung

Protein Visualisierung
(bevorzugt)
Editor

Statistische Auswertung und
Datenanalyse

Statistische Auswertung und
Datenanalyse
Datenbearbeitung
Graphikprogramm

Verwendung
Proteomics-Tools jeglicher Art
(sehr hilfreich)

Sammlung samtlicher PDBs
High-Quality Proteindaten-

bank
Phosphorylierungsvorhersage

Homology-modelling
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von E. coli

LB-Medium LB-Agar

10 g/I NaCl 10 g/l NaCl

10 g/| Baktotrypton 10 g/| Baktotrypton
5 g/l Hefeextrakt 5 g/l Hefeextrakt

10-15 g/| Agar
=>» In ddH,0 (doppelt destilliertes Wasser) |6sen, autoklavieren und Lagerung bei 4 °C

Antibiotika Stocklosungen:

Antibiotikum Losemittel Konzentration Verwendung Lagerung
Ampicillin ddH,0 50 mg/ml 1:1000 -20°C
Carbenicillin ddH,0 50 mg/ml 1:1000 -20°C
Chloramphenicol Ethanol 34 mg/ml 1:1000 -20°C
Kanamycin ddH,0 50 mg/ml 1:1000 -20°C

E. coli Bakterien konnen optimal in flissigen Kulturen herangezogen werden. Dazu lUberfihrt
man eine geringe Menge an Bakterien in das gewiinschte Volumen lysogeny broth Medium
(LB-Medium) und inkubiert diese bei 37 °C unter Schiitteln (200 rpm) in einem Inkubator.

E. coli kdnnen auch auf festen Ndhrboden (LB-Medium mit 10-15 g/l Agar) kultiviert werden.
Um erfolgreich verdnderte E. coli Kulturen dauerhaft lagern zu kdnnen, fertigt man von ihnen
Glycerinkulturen an. Dazu nimmt man 700 pl einer hochgewachsenen Kultur und versetzt
diese mit 300 ul 87% Glycerin. Glycerin dient hierbei als Frostschutz und verhindert das die
Zellen beim schockgefrieren in flissigem Stickstoff zerstort werden. Solche Glycerinkulturen
lassen sich Uber Jahre hin weg bei -80 °C lagern. Um eine erneute Kultur heranzuziehen inoku-
liert man ein kleines Volumen LBantibiotika Mit einer Spatelspitze einer solchen Glycerinkultur
und inkubiert bei 37 °C und 200 rpm. Bei Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen
muss stets steril und sauber gearbeitet werden. Die Konzentration einer E. coli Kultur kann
Uber den sogenannten ODesoo-Wert bestimmt werden. Hierzu misst man photometrisch die
Optische Dichte einer Kultur bei 600 nm Wellenlange. LB-Medium ohne Bakterienkultur dient
hierbei als Referenzlésung. Bei einer Kiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm entspricht eine

Absorption von 1, einer Bakterienkonzentration von 8x108 Zellen/ml.
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3.1.2 Herstellung von Plasmid-Konstrukten

Um Untersuchung an Proteinen oder Teilen dieser durchzufiihren, miissen diese Konstrukte
auf DNA-Ebene hergestellt werden, um sie daraufhin rekombinant im gewiinschten Expressi-
onssystem (E. coli, Hefen, humanen Zellen, etc.) zu exprimieren. Kommt das Protein beispiels-
weise in humanen Leberzellen vor, so beno6tigt man cDNA (complementary DNA) aus Leber-
zellen des zu untersuchenden Organismus. Diese cDNA ist die komplette mRNA der Zellen, die
mittels Reverser Transkription in stabile cDNA Ubersetzt wurde und enthalt somit die kom-
plette Information, welche Proteine zum Zeitpunkt der Probennahme in der Zelle exprimiert
wurden. Alternativ kann man sich heutzutage auch sogenannte Gencluster / Fragmente mit
bis zu 1000 Basenpaaren innerhalb von einer Arbeitswoche nach eigenen Wiinschen auf Vor-

lage der gewilinschten DNA-Sequenz synthetisieren und sogar flr E. coli optimieren lassen
(Bsp.: GeneArt®StringsT'V'DNA Fragments). Das entspricht Proteinfragmenten mit einer Lange

von nahezu 330 AS und lasst einige Schritte der klassischen Klonierung hinfallig werden.

3.1.3 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsauren

Nukleinsdure Absorption Absorption Absorption

260 nm 260 nm /280 nm * 260 nm /230 nm *
DNA 50 ng / ul 1,82 2,22
RNA 40 ng/ ul 2> 2,22
Oligonukleotid 33ng/ul 1,8> 2,22

(*) die Probe hat eine gute Reinheit wenn der Wert gréRer als der aufgelistete Wert ist.

Die Nukleinsdure Konzentration wird an einem herkdmmlichen UV (Vis)-Spektrometer be-
stimmt. Als Referenzprobe dient immer der verwendete Puffer ohne Nukleinsauren. Gemes-
sen wird die Absorption der Probe bei einer Wellenlange von 260 nm. Der Reinheitsgrad der
DNA wird durch das Absorptionsverhaltnis bei 260 nm zu 280 nm und bei 260 nm zu 230 nm
angegeben. DNA absorbiert bei 260 nm, die aromatischen AS der Proteine bei 280 nm, orga-
nische Verbindungen, Phenole und Thiocyanate bei 230 nm.

Verunreinigungen durch Phenole fiihren falschlicherweise haufig zu einer Erhéhung DNA-Kon-
zentration. Die Verunreinigung von DNA durch Proteine ist weniger signifikant als die Verun-

reinigung der Proteine durch DNA.
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3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerasen-Kettenreaktion gehort mittlerweile zu den Standard-Methoden gentechni-
schen Arbeitens und wird deshalb nicht detailliert erklart. Mit Hilfe der PCR lassen sich DNA
Fragmente vervielfaltigen. Hierzu beno6tigt man eine hitzebestdandige DNA-Polymerase die mit
spezifischen Primern der 3" und 5" flankierende Region des zu amplifizierenden DNA-Ab-
schnitts, und den Bausteinen der DNA, den Desoxyribonukleotidtriphosphaten dATP, dCTP,
dGTP und dTTP, in einem sich zyklisch wiederholenden Prozess die gewiinschte DNA-Region
vermehrt. Die verwendeten Primer sind kritisch fir den Erfolg der PCR-Reaktion und missen
exakt komplementar sein. Sie diirfen nicht hybridisieren oder intermolekulare Schleifen bilden
Hierbei hat sich die PCR-Reaktion, basierend auf dem Phusion™-System von Fermentas als

sehr effektiv erwiesen. Die Reaktionen wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

dNTPs

14 gt = Template DNA \5‘ 3 5 3 R 5 3
5 3 - TOTTTITIT1 ‘
‘- e @ L _‘m Vervielfaltigtes Ziel-Konstrukt
# & Vg primer Bt i’ C— @) (1)+(2)+(3) (4
-Primer o+ . — | 1 Aufreini
3 5 | — ufreinigung
H - L— LLLL Ll o R RET L1111} L . E—30-402yk|en ‘ N ‘ N "
MMmmmag, | Restrikionsschnittstelle I 3 5 3 s LUUULLED 1l
3'-Primer-._ | pestriktionsschnittstelle 3 5
Restriktionsenz ym il O

gereinigtes Ziel-Konstrukt

3 ? %
! (5) Y | +
L 1 | | > | | |
E 5 )
> — -+ E.Coli (TG1 oder XL1Blue)
-~ Restriktionsenzym | (6) »
A\ g

gereinigtes Ziel-Plasmid

O &

Abbildung 3-1: Schematischer Uberblick iiber die Herstellung eines neuen Konstruktes (Erlduterung
im nachfolgenden Text)

Start mit der PCR-Reaktion des gewtlinschten Inserts (Abb. 3-1). Template-DNA, dNTPs und
Primer werden erhitzt ca. 98 °C (melting) = (1) Doppelstrange DNA teilt sich = (2) Anlagerung
der Primer bei typischerweise 60-68 °C (annealing) = (3) Die hitzestabile DNA-Polymerase
(Phusion™) erkennt die Primer und verlangert den DNA-Strang bei 72 °C (elongation) = Die-
ser Zyklus ((1) bis (3)) wird bis zu 40 mal wiederholt, wobei es zu einer exponentiellen Verviel-
faltigung des Inserts kommt. Das Insert wird mittels Wizzard-PCR-Kit nach Hersteller Angaben
aufgereinigt. Das gereinigte Insert und das Ziel-Plasmid werden getrennt voneinander mit den

zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen (5) verdaut (siehe Fermentas Fast-Diggest) und
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erneut mittels Wizzard-Kit aufgereinigt. Daraufhin werden Insert und Plasmid in einem Ver-
héltnis von 3 zu 1 vereint und durch Ligation (6) (siehe Herstellerangaben Fermentas T4-DNA
Ligase) verbunden. Im vorerst letzten Schritt (7) wird das nun wieder zirkuladr geschlossen Plas-
mid in kompetente E. coli Klonierungsstamme wie XL1Blue oder TG1 transformiert und auf
Selektionsplatten ausplattiert. Die Selektion durch das richtige Antibiotikum ist nur ein Indiz,
dass das gewiinschte Plasmid in E. coli transformiert wurde und zeigt nicht, ob das Konstrukt
tatsachlich die gewiinschte fehlerfreie Sequenz tragt. Um dies zu gewahrleisten, muss das

Plasmid aus E. coli isoliert und sequenziert werden.

3.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

SB-Puffer * 10 mM NaOH in ddH,0
Zugabe von Borat bis pH 8,0 eingestellt ist
Als 20-fach Puffer hergestellt
TAE-Puffer 4,84 g Tris
1,14 ml Eisessig
1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
Auf 1 I mit ddH,0 aufgefillt
6x DNA-Ladepuffer 0,125 g Bromphenolblau
0,125 g Xylenxyanol
17,2 ml 87% Glycerin
Auf 50 ml mit ddH,0 aufgefullt

(*) SB-Puffer ermoglicht eine starkere Spannung und somit ein schnelleres Laufverhalten der Proben.

Die DNA besitzt auf Grund ihrer vielen Phosphatgruppen eine negative Ladung und wandert
in einem elektrischen Feld in Richtung des Pluspols. Kombiniert man diese Eigenschaft mit
einer polymeren Matrix (Agarose-Gel), ermoglicht das Laufverhalten der DNA-Probe qualita-
tive Aussagen Uber die GroRe der DNA Fragmente, sowie quantitative Aussagen Uber die
Menge der aufgetragenen DNA. Um die DNA-Banden sichtbar zu machen, wurde zu Beginn
Ethidiumbromid (0,5 pg / ml) mit in das Agarosegel gegeben, spater dann Midori Green, wel-
ches unproblematischer in der Handhabung ist. Ethidiumbromid und Midori Green sind Farb-
stoffe, die sich quantitativ zwischen die Basen der DNA lagern und nach Anregung durch UV-
Licht (Ethidiumbromid indirekt bei 254 nm, direkt bei 366 nm und Midori Green bei 490 nm)
fluoreszieren. Zur Visualisierung der Banden, wird das Gel nach der Elektrophorese (100 V bei
TAE-Puffer /200 V bei SB-Puffer, Dauer ca. 30 min) mit ultraviolettem Licht der gewlinschten

Wellenldange bestrahlt und so detektiert. Folgt eine Aufreinigung der DNA-Banden aus dem
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Gel, so muss auf eine moglichst kurze UV-Belichtung der Probe geachtet werden. Hierzu wer-
den die Banden unter UV-Licht ausgeschnitten und mit Hilfe des Promega Wizard Kits aufge-
reinigt und in 30 pl ddH;0 eluiert. Die Agarose-Gelelektrophorese wird verwendet um PCR-
Konstrukte zu tiberpriifen, sowie PCR-Fragmente oder durch Restriktionsenzyme geschnittene

Konstrukte zu reinigen.

3.1.6 Restriktionsverdau

Um die in der PCR amplifizierten DNA Fragmente gerichtet in ein Plasmid integrieren zu koén-
nen (Abb. 3-1), muss das Insert und das gewlinschte Plasmid mit Restriktionsendonukleasen
geschnitten werden. Setzt man 2 verschiedene Restriktionsenzyme ein, ist ein gerichteter Ein-
bau moglich und die Wahrscheinlichkeit einer Religation (ungewollter Ringschluss ohne Insert)

des Plasmids ist unwahrscheinlich.

Standard Ansatz eines Insert-Verdaus Standard Ansatz eines Plasmid-Verdaus
30 ul PCR-Produkt 5 pg Plasmid

5 ul 10 x Puffer 2 ul 10 x Puffer

1 ul Fast-Diggest Restriktionsenzym | 1 ul Fast-Diggest Restriktionsenzym |

1 ul Fast-Diggest Restriktionsenzym |l 1 ul Fast-Diggest Restriktionsenzym Il

13 pl ddH.0 11 pl ddH,0

=>» Der Verdau erfolgt bei 37 °C fiir 5-120 min (nach oben hin offen, da so gut wie keine Star-Akti-
vitat (=ungewollte Fragmentierung der Konstrukte) vorhanden ist).

3.1.7 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

TSS

100 ml LB-Medium

10% (w/v) Polethylenglycol (PEG) 8000

5% (v/v) DMSO

40 mg MgS04

=>» pH auf 6,5 einstellen, sterilfiltrieren und Lagerung bei -20 °C.

E. coli Bakterien sind in der Lage ringférmige DNA, sogenannt Plasmide stabil in sich auf zu
nehmen, wohingegen lineare DNA schnell abgebaut wird. Das kann man sich zu Nutze machen
und Plasmide mit der genetischen Information fiir gewlinschte Proteine, oder Teile dieser Pro-
teine, in E. coli einzuschleusen um diese von den Bakterien produzieren zu lassen. Diesen Vor-

gang bezeichnet man als Transformation. Diese transformierten E. coli Bakterien sind darauf-

hin in der Lage, die genetische Information auf dem Plasmid in Proteine zu transkribieren.
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Diese hergestellten Proteine bezeichnet man als rekombinant, da sie durch gentechnisch ver-
anderte Organismen (GVOs) hergestellt wurden. Diese Technik ermoglicht es ebenso, geneti-
sche Informationen anderer Organismen in E. coli zu transkribieren, was wiederum als trans-
gen bezeichnet wird, da die genetische Information artfremder Organismen eingeschleust
wurde. So lassen sich zum Beispiel humane Proteine transgen im Labor herstellen und unter-
suchen, ohne dass dabei auf humanes Material zuriickgegriffen werden muss.

Ein effektives Verfahren Plasmide in die E. coli Bakterien einzuschleusen, basiert auf chemisch
kompetenten E. colis [Chung 1998]. Hierbei wird die Lipiddoppelschicht des Bakteriums tem-
porar modifiziert. Das PEG der Transformation and storage solution (TSS) hat hierbei die Auf-
gabe sich in die Membran einzulagern. 100 ml LB werden mit dem gewiinschten E. coli Stamm
angeimpft und bis zu einer ODsgo von ca. 0,4 herangezogen. Daraufhin wird die Kultur bei 4 °C
und 3000 g fiir ca. 10 min pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 2,5 ml eiskal-
tem TSS ziigig resuspendiert. Die kompetenten Zellen werden zu je 100 ul Aliguots schockge-
froren und bei -80 °C gelagert. Ein Aliquot dieser Zellen wird auf Eis aufgetaut, mit dem ge-
winschten Plasmid versetzt (50-200 ng) und durch invertieren gemischt. Nach ca. 60 min In-
kubation auf Eis versetzt man der Kultur einen 30-60 s dauernden Hitzeschock bei 42 °C. Durch
diesen Hitzeschock steigt die Fluiditat in der Zellmembran, PEG verlasst diese und hinterlasst
eine perforierte Membran. Durch diese kiinstlich geschaffenen Poren konnen Plasmide in die
Zelle eindringen. Nach diesem Hitzeschritt muss die Membran fiir ca. 2 min auf Eis regeneriert
werden. Die Bakterien werden 1 h bei 37 °C unter schitteln inkubiert, 2-3 min bei 3000 rpm
pelletiert, 80% des Uberstandes verworfen, das Pellet in den verbleibenden 20% resuspen-

diert und auf LBantibiotika-Platten ausgestrichen.
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3.1.8 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli und DNA Sequenzierung

Kleine Mengen an Plasmid DNA, die beispielsweise fiir eine DNA-Sequenzierungen bendtigt
werden, reinigt man mit dem QlAprep Miniprep Spin Kit der Firma Qiagen nach Herstelleran-
gaben auf. Die Konzentrationen dieser DNA-Aufreinigungen liegen meist im Bereich von 50-
150 ng/ul. GroBere Mengen (um die 600 ng/ul) werden mit Midi Kits (ebenfalls Qiagen) auf-
gereinigt. Fur eine Standard-Sequenzierung (Bsp.: GenArt AG / Life Technologies Regensburg)
bendtigt man 7 ul Probenvolumen mit 150-350 ng Plasmid-DNA. Die Sequenzierung solch klei-
ner Konstrukte (bis zu 900 Bp) erfolgt nach der Didesoxymethode nach Sanger. Man bendtigt
einen passenden Primer der meist vom 5°-Ende in das Konstrukt , hinein“ sequenziert. Ist das
Konstrukt groRer als die 900 Bp, muss die Sequenz durch schrittweise Sequenzierung mit un-

terschiedlichen iberlappenden Primern vom 5°- und 3’-Ende aus erfolgen.

3.1.9 Gerichtete Mutagenese

Um eine gerichtet Mutagenese durchzufiihren (Abb. 3-2) wird das Site Directed Mutagenesis
Kit (Life Technologies/Finnzymes) verwendet. Hat man ein gewlinschtes Konstrukt des zu un-
tersuchenden Proteins erfolgreich in das gewlinschte Plasmid kloniert, so kann man dieses
Konstrukt mittels gerichteter Mutagenese (site directed mutagenesis) weiter modifizieren. Es
kdnnen neue Abschnitte eingefiigt (Insertion), bestehende Abschnitt entfernt (Deletion) oder

einzelne AS punktuell werden (Punktmutation).

Punktmutation Deletion Insertion (a) Insertion (b)

Mug Ing

Plasmid

N y ¥

Schritt 1:
— -Plasmi i "

Das amplifizierte Plasmid ist durch 3 Das Ziel-Plasmid wird mit den beiden

Die gewiinschte Mutation jetzt linearisiert Phosphorylierten Mutationsprimern amplifiziert

Schritt 2:
Das Plasmid wird durch eine Ligationsreaktion
wieder zirkulér

Abbildung 3-2: Ablauf eine gerichteten Mutagenese. [,,User Guide: The Phusion Site-Directed Muta-
genesis Protocol Lifetechnologies”]
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970)

Tabelle 3-1: Zusammensetzung der SDS-PAGE Gele

Trenngel 8% 10% 12% 15% 18% 5% Sammelgel

Losung A 2,5 ml 3,125 ml 3,75 ml 4,5 ml 4,8 ml 1,5 ml

Losung B 5ml 5ml 5ml 5ml 5ml 2,55 ml Losung D

20% SDS 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul

10% APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 ul 100 ul

TEMED* 10 wl 10 wl 10 wl 10 wl 10 wl 10 wl
ddH;0 2,35 ml 1,7 ml 1,05 ml 0,35 ml 50 ul 5,85 ml

(*) Nach Zugabe von TEMED startet die Polymerisierung und man hat ca. 5-10 min Zeit das Gel zu
giellen.

Tabelle 3-2: SDS-PAGE Losungen

Losung A Losung B Loésung D SDS-Probenpuffer

30% (w/v) Acrylamid 1,5 M Tris/HCI 0,5 M Tris/HCI 10 ml 1,5 M Tris pH 6,5

0,8% (w/v) Bisacrylamid pH 8,8 pH 6,8 6 ml 20% SDS

Jeweils in ddH,0 gel6st 30 ml Glycerol

SDS-Losung APS-Losung Laufpuffer 15 ml B-Mercaptoethanol

20% (w/v) SDS 20% (w/v) APS 6 g/l Tris/HCI 1,8 mg Bromphenolblau
28,8 g/l Glycin ->Mit ddH,0 auf 100 ml auffillen
1 g/1 SDS und zu je 2ml Aliquots bei -20 °C

=> Jeweils in ddH,0 geldst. lagern.

Tabelle 3-3: Standard SDS-Farbel6sungen

Coomassie-Farber* Entfarber* Kolloidales Coomassie
0,25% (w/v) Coomassie 20% (v/v) Ethanol 0,12% (w/v) Coomassie Brilliant
Brilliant Blue R250 Blue G250

10% (w/v) Ammoniumsulfat
40% (v/v) Methanol 10% (v/v) Essigsaure 10% (v/v) Phosphorsaure
8% (v/v) Essigsaure 20% (v/v) Methanol
=> Jeweils in ddH,0 geldst. Siehe Anleitung im Text.

(*) Coomassie-Farber und Entfarber konnen wiederverwendet werden (Entfarber jedoch durch Aktiv-
kohle filtern).

Mit Hilfe einer SDS-Page kdnnen Proteine unterschiedlicher molekularer Masse aufgetrennt
und durch Farbung sichtbar gemacht werden. Hierzu werden die Protein-Proben in SDS-Pro-
benpuffer aufgenommen und fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Das in dem Probenpuffer ent-
haltene SDS lagert sich in die entfaltete Polypeptidkette und verleiht ihr, proportional zu ihrer

molekularen Masse, eine negative Ladung. Hierbei wandern kleine Molekiile schneller durch
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das Polyacrylamid-Netzwerk zum Pluspol, als groe Molekiile. Da durch die Denaturierung,
die Tertidr- und Quartéarstrukturen der Proteine zerstort und Disulfidbriicken durch R-Mercap-
toethanol aufgelost werden, beeinflussen diese nicht das Laufverhalten der Proteine im Gel.
Es werden meist Trenngele mit 15% Polyacrylamid (pH 8,8), in Kombination mit einem 5%igen
Sammelgel (pH-Wert 6,8) verwendet. Die gewdhlte Quervernetzung des Trenngels richtete
sich nach der GroRe des nachzuweisenden Proteins. Je kleiner das Protein, umso hochprozen-
tiger muss das Trenngel gewahlt werden. Die Gele werden mit Hilfe einer Minigel-Apparatur
hergestellt, wobei das Trenngel bis 2 cm unter den oberen Rand gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet wird. Dies hat eine gleichmafige Grenze zwischen den beiden Gelen zur Folge
und schirmt die Polymerisation vor storendem Sauerstoff ab. Nach der Polymerisationsreak-
tion wird das Isopropanol entfernt, dass Sammelgel eingegossen und ein Probenkamm luft-
blasenfrei eingesetzt. Nach Auspolymerisierung des Gels kann es in die Elektrophorese Appa-
ratur eingespannt und diese mit Lauf-Puffer gefiillt werden. Jede Kammtasche kann mit maxi-
mal 20 ul Probe bzw. GroRenstandard beladen werden. Die SDS-Page wird bei einer konstan-
ten Stromstéarke von 30 - 48 mA fir ca. 1-1,5 h bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Um einen kolloidalen Coomassie-Farber herzustellen [Candiano, 2004], werden 10% Phos-
phorsaure in 1/10 des Endvolumens (ddH,0) vorgelegt. AnschlieBend werden 10% Ammoni-
umsulfat unter Rihren zugegeben und aufgeldst. Danach gibt man 0,12% Coomassie Brilliant
Blue G250 dazu, fillt mit ddH,0 bis auf 80% des Endvolumens auf und riihrt die Losung bis alle
Feststoffe geldst sind. Im letzten Schritt gibt man 20% wasserfreies Methanol hinzu. Die L6-
sung wird dabei dunkelgriin und enthalt Schwebstoffe, die nicht abfiltriert werden dirfen. In
einer lichtundurchlassigen Flasche ist die Losung bis zu 6 Monate stabil.

Um ein SDS-Gel zu farben, wird es in die Coomassie-Farbeldsung liberfiihrt, kurz in der Mikro-
welle aufgekocht und ca. 30 min inkubiert. Danach wird das Gel in den Entfarber Gberfihrt
und ebenfalls kurz aufgekocht. Diese Prozedur (mit ca. 20 min Inkubationszeit) wird so lange
wiederholt bis die einzelnen Banden klar zu erkennen sind. Im Fall des kolloidalen Coomassie-
Farbers wird das SDS-Gel in den Farber Uberfuhrt und iber Nacht unter Schiitteln inkubiert.
Die Farbung ist effektiver (farbt Banden mit bis zu 10-50 ng) und intensiver als durch den Stan-
dard Coomassie-Farber (farbt Banden mit 100-300 ng). Entfarbt wird das kolloidale Coomassie

durch mehrmaliges waschen in ddH;0, bis die gewiinschte Intensitat erreicht ist.
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3.2.2 Herstellung rekombinanter Proteine in E. coli

3.2.2.1 Expression unmarkierter (¥*N / 12C) Proteine

Um rekombinant Proteine in E. coli herzustellen, muss die gewiinschte, fiir das Protein kodie-
rende Sequenz, im korrekten Leseraster in das gewiinschten Plasmid (siehe Kapitel 2.4) inte-
griert sein und unter dem Einfluss eines T7- oder E. coli-Promotors stehen. Des Weiteren muss
dieses Plasmid erfolgreich in einen Expressionsstamm (siehe Kapitel 2.3) transformiert vorlie-

gen (siehe Kapitel 3.1.7).

(1) 2 (3) (4) (5)

Abbildung 3-3: Schematischer Ablauf einer 2,5 | Proteinexpression in E. coli

Zu Beginn (1) werden 1:20 des Endvolumens (fiir 2,5 1 = 125 ml) LB-Medium mit dem notwen-
digen Antibiotikum, durch eine sterile Pipette mit dem gewiinschten E. coli Stamm angeimpft.
Diese sogenannte Ubernachtkultur (UNK) wird bei 37 °C und 200 rpm iiber Nacht inkubiert.
Am nichsten Tag (2) wird die UNK in das auf 37 °C vorgewidrmte LBantibiotikum Medium der
Hauptkultur (maximal 2,5 | in einem 5 | Erlenmeyerkolben) tberfihrt und bis zu einer ODgoo
zwischen 0,5 und 0,8 fiir ca. 1-3 h bei 37 °Cund 200 rpm herangezogen (3). Hat die Hauptkultur
die gewtlinschte ODsoo erreicht wird die Expression des gewilinschten Proteins durch Zugabe
von 50-500 uM (Endkonzentration) Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG), einem kiinstli-
chen Induktor des Lac-Operons, induziert. Die Temperatur (30 °C - 37 °C) und Dauer(2-24 h)
der Expression richtet sich nach den Eigenschaften des Proteinkonstrukts und muss fir jedes
einzelne Konstrukt eigens bestimmt werden (4). Nach Ablauf der Expressionsdauer (5), wird
die Kultur bei 3000 g und 4 °C fiir ca. 30 min in groBen 800 ml Zentrifugen GefaRen portions-
weise pelletiert. Der Uberstand wird daraufhin verworfen und das Zellpellet bei -80 °C gela-
gert. Je nach Charakter des Proteins, die Expressionsbedingungen fiir jedes einzelne Konstrukt
getestet und optimiert werden. Das betrifft den Expressionsstamm, die Expressionsdauer, die
IPTG-Konzentration der Induktion, die Expressionstemperatur, das Expressionsmedium, und

wenn notig das Konstrukt an sich.
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3.2.2.2 Expression markierter(*>N / 13C) Proteine zur NMR-Spektroskopie

Tabelle 3-4:Lésungen fiir Minimalmedium nach Neidhardt

10x-Salze 1000x-Spuren
0,482¢g K2SO4 0,96 ¢g Titriplex 1
29,20¢g NaCl 0,28¢ FeSO4 x7 H;0
1,796 g KH2PO4 100 pl CaCl (0,5 M)
1,074 g MgCl, x6H,0 100 pl (NH2)6sMo07027 (43 mM)
=> mit ddH,0 auf 1 | auffillen. 100 pl H3BO3 (0,4 M)
100 pl CoClz (30 mM)
100 pl CuSO4 (10 mM)
100 pl MnCl; (80 mM)
100 pl ZnS04 (10 mM)

=> mit ddH,0 auf 100 ml auffillen.
=>» sterilfiltrieren, vor Licht schiitzen und bei 4 °C lagern.

MOPS/KOH (1 M) pH 7,4
20,93 g MOPS in ddH,0 losen, pH mit KOH auf 7,4 einstellen.
Thiamin/HCIl x H20 (1 M)
3,37 g Thiamin/HCI
= jeweils auf 100 ml mit ddH,0 auffillen und bei 4 °C lagern.

Tabelle 3-5: Zusammensetzung Minimalmedium nach Neidhardt

100 ml 10x-Salze

1 ml 1000x-Spuren

4¢g 0,4%(w/v) Glucose (*3C oder *2C)
1ml Thiamin/HCI

80 ml MOPS/KOH

1g Ammoniumchlorid (**N oder *N)
1 ml Antibiotika Stocklésung (1:1000)

=>» mit ddH20 auf 1 | auffullen, sterilfiltrieren und bei 4 °C lagern.

Tabelle 3-6: Losungen fiir Neues Minimalmedium

5x Spurenelemente 10x EDTA Eisensulfat SL-Mix

500 mg ZnS04 x7 H,0 250 mg EDTA 0,2 ml

150 mg MnCl; x4 H,0 100 mg FeSO4 x7 H,O  5x Spurenelemente
1500 mg HsBO3 =>» in ddH20 l6sen, auf 45 ml 0,9 ml

1000 mg CoCl; x6 H,0 auffillen. Lésung immer 10x EDTA Eisensulfat
50 mg CuCl; x2 H,0 frisch herstellen. = mit ddH,0 auf 10
100 mg NiCl x6 H,O ml auffillen und
150 mg Na;MoOs x2 H,0 bei 4 °C lagern.

= mit ddH,0 auf 1 | auffiillen,
sterilfiltrieren und lichtge-
schiitzt bei 4 °C lagern.
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Tabelle 3-7: Zusammensetzung Neues Minimalmedium

Neues Minimalmedium NMM

7,5¢ NaxHPO4 x2 H,O
30g KH2PO4
0,5g NaCl
0,25¢g MgSO4 x7 H,0
0,014 ¢ CaCl; xH,0
=>» in 900 ml ddH,0 lésen.
10 ml SL-Mix
1 ml Antibiotika Stocklosung (1:1000)
1-2 g Glucose (13C oder 2C)
1g Ammoniumchlorid (**N oder 4N)
1ml Thiamin/HCI

= mit ddH,0 auf 1 | auffullen und bei 4 °C lagern.

Um mehrdimensionale NMR-Spektren der Proteine aufnehmen zu kénnen, missen die Prote-
ine mit Isotopen markiert werden, welche einen Kernspin besitzen und somit ein Signal im
NMR-Spektrum liefern. Zu diesem Zweck werden die E. coli in einem Minimalmedium angezo-
gen, welches ausschlieBlich eine Quelle fiir das gewiinschte Isotop enthilt , zum Beispiel °N-
Ammoniumchlorid und / oder 13C-Glucose. Zur Auswahl stehen hierfiir zwei verschiedene Me-
dien, zum einen das ,,Minimalmedium nach Neidhardt”, zum anderen das ,,Neue Minimal Me-
dium” (NMM). Da stabile Isotopen teuer sind, wird die Expressionsstrategie bestimmt, indem
vom gewiinschten Konstrukte eine ,,markierte“-Expression simuliert wird. Die Zusammenset-
zung der Minimalmedien ist gleich, nur die Isotopenquellen sind *N-Ammoniumchlorid und /
oder 2C-Glucose. Somit kann die Expression in Minimalmedium optimiert werden bevor die
Isotopen eigesetzt werden. Das ist notwendig, da die Expression in Minimalmedien meistens
limitiert ist und schlechtere Ausbeuten liefert als in LB-Medium. Lasst sich das Konstrukt un-
problematisch herstellen folgt Strategie (A), ist das Wachstum der Bakterien in Minimalme-
dium stark verlangsamt folgt Strategie (B). (A) Eine UNK wird bereits in Minimalmedium ange-
setzt und im Verhaltnis 1:20 am nachsten Tag in die vorgewarmte Hauptkultur Gberfihrt. (B)
Um ein schnelles Wachstum der Hauptkultur zu gewihrleisten, wird eine UNK angefertigt. Mit
dieser Vorkultur wird am nichsten Tag eine Ubergangskultur im Verhiltnis 1:100 an geimpft.
Diese Ubergangskultur hat stets das gleiche Endvolumen wie die eigentliche Hauptkultur, je-
doch werden hier lediglich die Zellen in LB-Medium bis kurz vor die gewlinschte ODggo kulti-

viert. Bei Erreichen dieser ODeoo (0,4-0,5) werden die Zellen bei Raumtemperatur und maximal

42



Methoden

3000g fiir ca. 30 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wird in vorge-
warmtem Minimalmedium resuspendiert und ca. 1 h bis zur gewiinschten Induktions-ODgoo
von 0,5-0,6 kultiviert. Zellaufschluss und Aufreinigung der markierten Proteine erfolgt nach
dem gleichen Prinzip, wie das unmarkierter (*N / 12C-)Proteine. Je nach Konstrukt kénnen die

Medien variiert werden, beide haben sich als effektiv herausgestellt.

3.2.3 Aufreinigung rekombinanter Proteine aus E. coli

Um biochemische, biophysikalische Untersuchungen an Proteinen durchfiihren zu kdnnen,
bedarf es je nach Messmethode einige Nanogramm bis hin zu mehreren Milligramm an ge-
winschtem Protein mit sehr hohem Reinheitsgrad. Man kann die gewlinschten Proteine aus
ihrem urspriinglichen Gewebe heraus isolieren, was aber teilweise immense Probleme mit
sich bringt. Zum einen ist der Zugang zu gewissen Geweben aus ethischen Griinden limitiert,
zum anderen werden Proteine in ihrer natiirlichen Umgebung je nach Aufgabe, in sehr unter-
schiedlichen, teils sehr geringen Mengen exprimiert und kénnen nur anhand ihrer biochemi-
schen Charakteristika aufgereinigt werden. Aus diesen Griinden wahlt man den eleganten
Umweg Uber die rekombinante (transgene) Expression in speziellen, dafiir optimierten Bakte-
rien (Kapitel 2.3), Hefen oder Zelllinien. Mitunter kann die Expression auch als zellfreie Syn-
these, das heiRRt entkoppelt von der Kultur der Organismen durchgefiihrt werden [Freischmidt,
2011]. Diese Methode liefert aber nur einen Bruchteil der mittels rekombinanter Expression
erreichten Ausbeute. Nachteil der Expression eukaryotischer Proteine in E. coli ist die Tatsa-
che, dass E. coli Bakterien im Gegensatz zu Eukaryonten keine posttranslationalen Modifikati-
onen an den Proteinen durchfiihrt. Diese finden in Eukaryonten nach der Expression der Pro-
teine statt und konnen diverse Modifikationen bewirken. Unteranderem die Abspaltung ge-
wisser Teile des Proteins wie Signalsequenzen, die Kopplung anorganischer Gruppen wie Phos-
phorylierung, Hydoxylierung, Sulfatierung. Ebenso die Kopplung organischer Gruppen wie Gly-
kosylierung, Formylierung,oder die Kopplung organischer Lipide wie Farnesylierung, Geranyl-
gernylierung. Aullerdem kann die korrekte Faltung durch Chaperone sowie die Ausbildung von
Disulfidbriicken reguliert werden. Diese Modifikationen kdnnen fir die Aufgabe des Proteins
von gravierender Bedeutung sein und missen in die Erforschung dieser mit einbezogen wer-
den. Absoluter Vorteil der Expression in E. coli ist die einfache Handhabung der Kulturen, der
vergleichsweise geringe Zeitaufwand und die teilweise sehr grofle Ausbeute an rekombinan-

tem Protein.

43



Methoden

3.2.3.1 Zellaufschluss

Da die Proteine nicht in das umgebende Medium sezerniert werden, miissen die E. coli-Zellen
einem Zellaufschluss unterzogen werden. Werden die Proteine von E. coli in inclusion bodies
verpackt, kann eine denaturierende Aufreinigung zum Ziel filhren. Da die Proteine jedoch ihre
native Faltung beibehalten sollen, kommt primar ein nativer Aufschluss der Zellen mittels Ult-
raschal zum Einsatz. Hierzu wird das Zellpellet (Kapitel 3.2.2) langsam auf Eis im gewiinschten
Lysepuffer unter Riihren gel6st (ca. 15-20 ml Puffer pro 2,5 | Kultur). Ist das Zellpellet homogen
gelost, wird die Suspension in 50 ml Falcons Uberfihrt und einer Ultraschallbehandlung aus-
gesetzt. Die durch den Ultraschallimpuls erzeugten Schwingungen fithren dazu, dass Scher-
krafte die Zellen zum Platzen bringen, DNA der Zellen wird bei diesem Schritt ebenfalls ge-
schert. Um die Proteine nicht zu stark zu erhitzen, werden sie dem Ultraschallimpuls (Stufe 1)
nur jeweils 10 s ausgesetzt, kurz geschwenkt und auf Eis abgekiihlt. Dieser Vorgang wird je
nach Dichte der Zellsuspension zwischen 3- und 5-mal wiederholt. Um die |&slichen Proteine
vom unl6slichen Rest wie Membranbestandteile, Lipide, inclusion bodies, etc., zu trennen,
wird das Zelllysat bei 4 °C und 12000 g fiir ca. 1 h zentrifugiert. Der Uberstand wird in einen
frischen Erlenmeyerkolben tberfiihrt und, um DNA-Verunreinigungen zu entfernen, mit einer
Spatelspitze DNAsel versetzt. Diese benétigt mindestens 2uM MgCl, fiir ihre Aktivitat und
wird fir 1h bei 298 K inkubiert. Eine Alternative hierfir ist der Aufschluss durch die enzymati-
sche Zerstorung der Zellmembran. Letzteres kann bei E. coli auch zusatzlich vor dem Auf-
schluss durch Ultraschall mittels Lysozym (1 mg / ml) erfolgen (ca. 30 min auf Eis). Nach dem

Zellaufschluss sollte direkt die Aufreinigung der Proteine erfolgen.
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3.2.3.2 GST-Affinitdtschromatographie

Tabelle 3-8: GST-Puffer

Puffer fiir die Aufreinigung GST-getaggter Proteine (pGEX4T1 Plasmid) [nativ]

GSH-Bindepuffer (GSH-BP)* GSH-Elutionspuffer (GSH-EP)

10 mM Na-Phosphat 10 mM Na-Phosphat

150 mM NacCl 150 mM NacCl

2 mM DTT/oder DTE 2 mM DTT/oder DTE

2pH 7,4 10 -20 mM reduziertes Glutathion

=>» pH erst nach Zugabe des Glutathions

auf 7,4 einstellen
(*) GSH-BP = Lysepuffer.

Das pGEX4T1 Plasmid (siehe Kapitel 2.4) ermdoglicht die kovalente Fusion eines Glutathion-S-
Transferase-Tags (GST-Tag) an die N-terminale Position des Zielproteins. Dieser GST-Tag hat
eine hohe Affinitat an Glutathion (GSH), welches kovalent an die Sdulenmatrix einer GSH-
Chromatographie Saule gekoppelt ist. Dadurch kann das Protein mit dem N-terminalen GST-
Tag temporar an die Sdule koordiniert werden und Stoérfaktoren wie zusatzliche Proteine, Puf-
ferkomponenten, etc., kbnnen ohne groRen Proteinverlust von der Sdule gewaschen werden.
Des Weiteren wirkt sich die GroRRe des GST-Tags mit 25 kDa positiv auf den Faltungszustand
und die Loslichkeit des Zielproteins aus. Bevor die Chromatographie gestartet wird, muss die
20%-ige EtOH-Losung, die der Lagerung der Saule dient, von der Sdule gewaschen daraufhin
mit mindestens zwei Saulenvolumen GSH-BP equilibriert werden. Die Affinitatschromatogra-
phie wird, um ein degenerieren der Proteine zu vermeiden, immer direkt im Anschluss an ei-
nen Zellaufschluss und stets bei 4 °C durchgefiihrt. Das Zelllysat wird mit einer Flussrate von
1-2 ml / min auf die Saule aufgetragen, kann aber auch fiir eine effektivere Beladung fir meh-
rere Stunden Uber die Saule zirkulieren. AnschlieBend werden die Verunreinigungen mit min-
destens dem 3 fachen des Sdulenvolumens (GSH-BP, 2 ml/min) von der Saule gewaschen. Ab-
schliefend wird das Zielprotein mit 1,5 fachen Sdulenvolumen GSH-EP (stets frisch) von der
Sdule verdrangt. Die Wasch-, Equilibrierungs- und Beladungsschritte kdnnen mit einer Tisch-
pumpe durchgefiihrt werden. Die Elution des Zielproteins erfolgt nach Einbau der Saule in ein
AKTA™-Chromatographie-System (Abb. 3-4) mit Fraktionierer. Anhand des Chromatogramms
konnen die gewilinschten Fraktionen vereint und die Ausbeute der Reinigung durch die Starke

der Absorption bei 280 nm abgeschéatzt werden.
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AKTAFPLC

Vorfilter

2

Injektionsventl Detektor
h

Leitfahigkeitsmessung

[Chroma(ographloséulan I

= Frac-900

Pumpe B I

Abbildung 3-4: Ubersicht iiber das AKTA-FLPC System [Quelle ,,GE imagination at work“]

3.2.3.3 Hisg-Affinitdtschromatographie

Tabelle 3-9: Hises-Puffer

Puffer fiir die Aufreinigung Hises-getaggter Proteine (pET14b Plasmid)

Native Bedingungen

Denaturierende Bedingungen

Lysepuffer 50 mM NaH;PO4 8 M Harnstoff
300 mM NacCl 10 mM Tris-HCI
10 mM imidazol 100 mM NaHPO4
pH 8,0 pH 8,0
Waschpuffer 50 mM NaH;POq4 8 M Harnstoff
300 mM NacCl 10 mM Tris-HCI
20m M imidazol 100 mM NaHPO4
pH 8,0 pH 6,3
Elutionspuffer 50 mM NaH;PO4 8 M Harnstoff
300 mM NacCl 10 mM Tris-HCI
250 mM imidazol 100 mM NaHPO4
pH 8,0 pH 4,5
Neutralisierungspuffer keiner notwendig 1 M Tris/HCI
pH 9,5

Das pET14b Plasmid (siehe Kapitel 2.4) ermoglicht die kovalente Fusion eines Hisg-Tags an die
N-terminale Position des Zielproteins. Dieser Hise-Tag hat eine hohe Affinitit an Ni2* welches
an die Sdulenmatrix einer NTA Super-Flow (nitrilotriacetic acid) Chromatographie Saule koor-
diniert ist. Die Wasch-, Equilibrierungs- und Beladungsschritte erfolgen wie bei der GST-Affi-
nidtschromatographie (siehe Kapitel 3.2.3.2) und kénnen ebenfalls mit einer Tischpumpe
durchgefiihrt werden. Das an die Saule gebundene Hiss-Protein wird mit dem 2 fachen Sau-

lenvolumen an Waschpuffer gereinigt. Die Elution des Zielproteins erfolgt wiederrum nach
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Einbau der Siule in ein AKTA™ Chromatographie-System mit Fraktionierer. Anhand des Chro-
matogramms konnen erneut die gewliinschten Fraktionen vereint und die Ausbeute der Rei-
nigung durch die Starke der Absorption bei 280 nm abgeschatzt werden. Im Falle der nativen
Aufreinigung wird das Zielprotein durch die hohe Imidazolkonzentration von der Saule ver-
drangt, dieses konkurriert um die Ni?* Bindung, wihrend das Hise-Protein bei der denaturie-

renden Aufreinigung auf Grund des niedrigen pH-Wertes verdrangt wird.

3.2.3.4 lonenaustauschchromatographie

Tabelle 3-10: Rap1A Puffer

Rap1A-Puffer Hochsalz Puffer A(1) Puffer A(2)
50 mM Tris/HCI Rap1lA-Puffer Rap1lA-Puffer Rap1lA-Puffer
2 mM DTE + 300 mM Nacl ohne Mg?* ohne Mg?*
2 mM Mg?* +10 mM EDTA  + 200 mM Ammoni-
umsulfat
> pH7,4 > pH7,4 > pH7,4 > pH7,4

Tabelle 3-11: Ubersicht iiber verwendeten lonenaustauscher

Anionen Austauscher Starke der Bindung Funktionelle Gruppe
Q-Sepharose Stark -O-CH;N*(CH3s)3
DEAE-Sepharose Schwach -O-CH;CH;N*H(CH2CH3),
Kationen Austauscher
SP-Sepharose Stark -O-CH2CHOHCH0CH;CH2CH,S03
S-Sepharose Stark -0-CH2,CHOHCH20CH,CHOHCH,S03™
CM-Sepharose Schwach -O-CH,COO™

Proteine kdnnen, wie im Fall der kleinen GTPasen Rap1A und H-Ras, auch ohne Affinitatstag,
basierend auf ihren biochemischen Eigenschaften aufgereinigt werden. Hierbei macht man
sich die Ladung und die GréRe des Proteins zu Nutze. Je nach gewdhltem Puffersystem und
dessen pH-Wert, variieren die Nettoladungen der Proteine (je nach isoelektrischem Punkt pl
des Proteins). Mithilfe von sogenannten lonenaustauschern kdnnen die Proteine mittels ihrer
Ladung temporar an eine Matrix koordiniert werden wahrend anders geladene Proteine durch
die Saule gewaschen werden. Je nach Starke der Ladung kénnen die gebundenen Proteine
dann lber einen Salzgradienten entsprechend ihrer Bindungsstarke wieder von der Saule ver-
drangt werden. Anschliefend folgt fiir eine Verbesserung der Reinheit, meist eine SEC-Chro-

matographie (Kapitel 3.3.1).
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3.2.4 Konzentrieren proteinhaltiger Losungen

Um nach einer erfolgreichen Aufreinigung kleine Probenvolumina mit hoher Proteinkonzent-
ration zu bekommen nutzt man das Prinzip der Ultrafiltration. Mit Hilfe von VivaSpin-Konzent-
ratoren (Sartorius Biotech) kann durch Zentrifugalkraft (siehe Hersteller Angaben), Proben-
puffer durch eine Ultrafiltrationsmembran mit gewilinschter PorengréRe, aus der proteinhal-
tigen Losung entfernt werden. Diese VivaSpin-Konzentratoren gibt es mit unterschiedlichsten
Porengrofllen, je nach GroRe des Proteins und fiir diverse Volumina. Das Konzentrieren der
Probe erfolgt schrittweise bei 4 °C, die Geschwindigkeit der Zentrifugation ist von der Grol3e
und Art des Konzentrators abhangig (siehe Herstellerangaben) Zuséatzlich muss das Protein-
konzentrat im Reservoir des Konzentrators resuspendiert oder schrittweise abgenommen
werden, um ein Verstopfen der Membran zu verhindern. Proteinhaltige Losungen kénnen
auch nicht nach Belieben aufkonzentriert werden, da sie sonst aggregieren und ausfallen kon-
nen. Daher muss die maximal mégliche Konzentration fir jedes Protein einzeln bestimmt wer-
den. Die auf diese Weise konzentrierten Proteinproben kénnen, falls sie nicht direkt weiter

verwendet werden, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert werden.

3.2.5 Dialyse proteinhaltiger Lsungen

Nach Aufreinigung der Proteine muissen diese haufig in geeignete Puffer fir nachfolgende Ex-
perimente Uberfihrt werden. Das geschieht mit Dialyseschlauchen, bei der die PorengréRe in
der Dialysemembran stets von der Grofle des zu dialysierenden Proteins abhangt. Je nach
Durchmesser des Dialyseschlauches und dem eingesetzten Probenvolumen schneidet man die
bendtigte Lange ab. Die Dialyseschlduche sind steril und getrocknet und miissen vor der Dia-
lyse in ddH,0 (ca. 10 min) und danach in dem gewiinschten Puffer (20 min) equilibriert wer-
den. AnschlieBend wird die Proteinlosung in den Dialyseschlauch gefiillt, dieser verschlossen
und 1-2 h gegen 2 | des gewlinschten Puffers (groRer MaRstab) bei 4 °C dialysiert. Fiir kleinere
Mengen eignen sich sogenannte Dialyse Kassetten mit einem Volumen von 0,5 ml -3 ml und

weitaus geringere Mengen an Dialysepuffer.
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3.2.6 Konzentrationsbestimmung der Proteine

Da die exakte Bestimmung der Proteinkonzentration mit nur einer Nachweismethode meist
zu ungenau und fehleranfallig ist, werden stets alle moéglichen Bestimmungsmethoden kom-

biniert und gemittelt.

Bradford

Fiir die Konzentrationsbestimmung der Proteine nach Bradford, wird Roti®-Quant (5x Kon-
zentrat) benutzt. Bevor die Proteinkonzentration bestimmt werden kann, muss fir jede neu
angesetzte Bradfordlosung eine Eichung am Photometer durchgefiihrt werden. Die Eichung
erfolgt anhand einer BSA-Konzentrationsreihe (0,5 mg/ml bis 20 mg/ml), bei der jeweils 1 pl
der BSA-L6sung zu 1 ml der Bradfordlosung gegeben wird, griindlich gemischt wird, fiir 5 min
bei 298 K inkubiert und dann die Absorption bei 595 nm am Photometer gemessen wird. Mit
diesen Werten bildet man eine Eichgerade und kann nun die unbekannte Proteinkonzentra-
tion einer Losung bestimmen. Zur Ermittlung dieser mischt man 1-10 pl der Proteinldsung mit
1 ml der Bradfordlésung, inkubiert 5 min bei 298 K und ermittelt die ODsgs am Photometer.
Das Prinzip dieses photometrischen Nachweises ist die Bindung von Coomassie Brilliant Blau
G250 an die positiven und unpolaren Seitenketten des Proteins. Daraufhin verschiebt sich das
Absorptionsmaximum von 470 nm zu 595 nm welches man dann am UV-VIS Photometer de-
tektieren kann. Nachteil dieser Messmethode ist ihre Ungenauigkeit. Die Aminosdurezusam-
mensetzung jedes Proteins variiert stark und somit auch die Anwesenheit von positiv gelade-
nen und unpolaren Seitenketten in der Primarsequenz. Proteine mit vielen reaktiven Seiten-

ketten liefern zu hohe, mit wenig reaktiven Seitenketten zu niedrige Konzentrationswerte.

UV-Absorption

Die aromatischen AS Tryptophan, Tyrosin und in geringem MaRe auch Phenylalanin absorbie-
ren Licht mit einer Wellenlange von 280 nm. Dabei orientiert sich die Bestimmung der Pro-
teinkonzentration mittels UV2s0 maRgeblich an Tryptophan, welches die hochste Absorptions-
effizienz in diesem Bereich aufweist. Besitzt das zu untersuchende Protein kein Tryptophan,
so steigt der Fehler dieser Konzentrationsmessung. Mithilfe des Programms ProtParam kon-
nen die physikalischen und chemischen Parameter seines Proteins berechnet werden. Unter
anderem auch der Absorptionskoeffizienten UVago flr 1 g/l bei einer Absorption von 0,1%.
Hiermit lassen sich klare, durchsichtige Proteinlésungen am UV-VIS Photometer vermessen
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und die Konzentrationen bestimmen. Auch eine Absorption der Peptidbindung bei 205 nm

kommt in Frage, jedoch sind hier die Interferenzen mit einer Vielzahl von Puffersubstanzen zu

hoch.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Bindet des Zielprotein Nukleotide wie die GTPasen H-Ras oder Rap1A, so konnen diese mittels
C18-reverse-phased HPLC quantifiziert werden. Hierbei ist die C18-Saule die hydrophobe sta-
tiondre Phase, die mit der mobilen, polaren Phase wechselwirkt (Laufpuffer= 100 mM Kali-
umphosphat, 10 mM Tetrabutylammoniumbromid und 4-7% Acetonitril). Je mehr Phosphat-
gruppen das Nukleotid tragt, umso groRer ist seine Retentionszeit (GTP > GDP >GMP). Die
Eichung der HPLC erfolgt mit einer Nukleotidldsung bekannter Konzentration und deren Ab-
sorption bei 254 nm. Da die GTPasen nur in der Lage sind genau ein Nukleotid zu binden, ent-
spricht die gemessene Absorption somit der Konzentration des Nukleotids, sowie der Kon-

zentration der GTPase.

Kernmagnetresonanzspektroskopie (NMR)
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Abbildung 3-5: Konzentrationsbestimmung mittels 'H-NMR

Auch anhand eines entkoppelten 1D-NMR-Spektrums (noeasygpprld) kann man die Konzent-
ration der Proteinprobe bestimmen. Die Konzentration und die Anzahl der Protonen des in-
ternen Standards beispielsweise der 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsdure (DSS) mit 9 Pro-
tonen ist bekannt. Hat das 1D-NMR-Spektrum des Proteins eine charakteristische Methyl-
gruppe (einzeln und ,freistehend”) so kann Uber das relative Integral der Methylgruppe die

Konzentration bestimmt werden (siehe Abb. 3-5).
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3.2.7 Proteaseverdau

Teilweise sind die Affinitatstags der Proteinkonstrukte fiir die weiteren Experimente, wie Wes-
tern Blot oder Pulldown, von Bedeutung. Meist stellen sie nach der erfolgreichen Reinigung
aber eine ungewollte Verlangerung des eigentlich gewlinschten Proteins dar. Daher sind die
Affinitatstags meist Uber Protease-Schnittstellen an das Konstrukt gekoppelt. Verdaut man
nun das aufgereinigte Protein mit der spezifischen Protease, so lasst sich der Tag abspalten
und Gber Gelfiltration oder erneute Aufreinigung Gber Affinitatschromatographie, hierbei bin-
det das Zielprotein bindet nun nicht mehr und flieRt durch, entfernen. Je nach verwendetem
Plasmid kodiert die Schnittstelle fiir verschiedene Proteasen. Im Falle der pGEX4T1 und
pET14b Plasmide ist das die Serin-Protease Thrombin. Die Dauer, Temperatur und Konzentra-
tion an zugegebener Protease missen fiir jedes Protein empirisch ermittelt werden.

Um das Thrombin wieder aus dem System zu entfernen eignet sich eine 1 ml HiTrap Benzami-
din Saule (Amersham) oder Benzamidin-Beads fiir einen Batch-Ansatz. Benzamidin bindet
hierbei spezifisch Serin-Proteasen. Da die Effektivitdt des Benzamidins mit der Zeit abnimmt
und somit eine vollstandige Entfernung der Protease nicht mdglich ist, muss sichergestellt
werden, das kein ungewollter Verdau der Proteine durch verschleppte Proteasen stattfinden

kann.

3.2.8 Nukleotidaustausch

Im Falle der Guaninnukleotid bindenden Proteinen (GNB-Protein) H-Ras und Rap1A, ist die
Beladung des Proteins mit dem speziellen Nukleotid (Abb. 3-6) von entscheidender Bedeutung
fiir die Aktivitat des Proteins. Daher muss diese aktiv definiert und eingestellt werden. Der
aufgereinigten GTPase muss das Mg?* lon des aktiven Zentrums entzogen werden, um den
Protein-Nukleotid-Komplex zu destabilisieren (Puffer A (1 und 2) Tab. 3-10). Daraufhin wird
die Konzentration der Nukleotidbeladung des Proteins mittels HPLC gemessen und der Aus-
tausch durch den 50-fachen Uberschuss des gewollten Nukleotids forciert. Dieser geschieht
bei 4 °C tiber Nacht unter Schwenken. Am nichsten Tag wird Mg?* zugegeben, erneut fiir 30
min bei 4 °C unter Schwenken inkubiert. Danach werden die iberschiissigen Nukleotide durch
mehrmalige GroRenausschlusschromatographie (SEC / Kapitel 3.3.1) iber kleine PD10 G25
Saulchen aus der Probe entfernt. Die tatsachliche Beladung wird stets nach dem Nukleotidaus-

tausch Uberprift, die Proteine auf die gewiinschte Konzentration eingestellt und bei -80 °C
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gelagert. Bei GTP-Analoga kann zusatzlich noch mit einer alkalischen Phosphatase gearbeitet

werden. Diese hydrolysiert die natirlichen Guaninnukleotide, nicht aber das GTP-Analogon,

und ermoglicht so einen noch effektiveren Austausch.

Natiirliche Guaninnukleotide:

Guaninnukleotid Analoga:

Y B a * v B a o
—_L N —L v
o o N O O o
vo—t-ot-obo_ A U vo-bsb-obo_ (I U
BT N~ NP GTP | | | N~ SNZ
OH OH OH o N nw, [GTP] OH~ OH OH o N" NH
OH OH OH OH
B a o
— Wird nicht hydrolysiert
]9 9 </N:\’|/L\NH ! ys
S |
HO—P—0—P—0 N . [GDP] [G ]
OH OH 0 N NH;
OH OH

Abbildung 3-6: Verwendete Guaninnukleotide GDP und GTP sowie dessen Analoga GppNHp

3.2.9 Semi-Dry Western Blot

Tabelle 3-12: Losungen fiir Western Blot

WB-Puffer

20% (v/v) Methanol
48 mM Tris

38 mM Glycin

Jeweils in ddH,0 gelost.
PVDF-Farber

0,2% (w/v) Coomassie R250
50% (v/v) Methanol

10% (v/v) Eisessig

Jeweils in ddH,0 gelost
Strip-Puffer 1

100 mM Glycin

Jeweils in ddH,0 gelost.
= pH2,5
(*) wiederverwendbar.

TBST-Puffer

10 mM Tris/HCI

150 mM Nacl

0,1% (v/v) Tween 20
pH 7,4

PVDF-Entfarber
50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Eisessig

Strip-Puffer 2
100 mM Tris/Hcl
2% (w/v) SDS

= pH6,7

TBST-Milchpulver
10% (w/v) Milchpulver
In TBST I6sen

5x Ponceau *

2% (w/v) Ponceau-Rot
30% (v/v)TCA

30% (w/v) Sulfosalicylsaure

52



Methoden

Mittels Western Blot Technik kann man auch kleinste Proteinmengen (Picogramm-Bereich)
nachweisen. Dabei werden Proteine aus einer SDS-PAGE auf eine Membran transferiert (Abb.
3-7) und anschlieBend liber die entsprechenden Antikdrper detektiert. Das SDS-Gel darf hierzu
vorher nicht gefarbt werden, da durch die Essigsdure des Farbers bzw. Entfarbers die Proteine
im SDS-Gel fixiert werden und somit ein anschlieender Transfer der Proteine auf eine Memb-
ran verhindert wird. Ist ein Western Blot geplant, so tauscht man den normalen GrofRenstan-
dard (PageRuler) gegen einen prestained Standard, da bei diesem die einzelnen Protein-Ban-
den gefarbt sind. Somit ist nach der SDS-Page die Orientierung des SDS-Gels bekannt und der
Erfolg des Transfers nach dem Western Blot kann direkt abgeschatzt werden. Transferiert wer-
den die Proteine auf unterschiedlichste Membranen, die je nach GroBe des zu transferieren-
den Proteins und Zweck des Blots variieren. Beispielsweise fiir eine Antikorperdetektion auf

Nitrozellulose, fir Massenspektrometrie oder einen Edman-Abbau auf eine PVDF-Membran.

konstanter Anpressdruck

| |
| - Kathode |

] 1-3 Lagen Whatman-Papier

SDS-Gel ——»

Membran—"" ] 1-3 Lagen Whatman-Papier

| L Anode |

Abbildung 3-7: Klassischer Aufbau einer Semi-Dry Western Blot Apparatur

Nach der SDS-PAGE wird zu Beginn das Sammelgel entfernt, das Trenngel in Westernblotpuf-
fer (WB-Puffer) getrankt und 10 min inkubiert was ein leichtes Aufquellen des Gels zur Folge
hat. Danach werden Whatman-Papier und die gewiinschte Membran auf die passende Grof3e
zugeschnitten und ebenfalls in WB-Puffer getrankt. Handelt es sich um eine PVDF-Membran
(diese ist hydrophob), so muss diese erst mit Methanol fiir den WB-Puffer zuganglich gemacht
werden. Um einen vollstédndigen Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf die Membran zu
garantieren muss das Sandwich (Abb. 3-7: Whatman-Papier / SDS-Gel / Membran / Whatman-
Papier) passgenau und luftblasenfrei Gibereinander liegen. Zudem ist darauf zu achten, dass
nur das Sandwich mit Transferpuffer getrankt ist. Um einen optimalen Stromfluss zu gewahr-
leisten muss (iberschiissiger Puffer werden. Der Transfer wird bei Raumtemperatur mit einer
konstanten Spannung von 15 V fiir 45 min durchgefiihrt. Die Kontrolle des Transfers erfolgt
durch Farbung der Proteine auf der Membran mit Ponceau-Rot. Nach ca. 3-5-minltiger Far-
bung wird die Membran mehrmals mit ddH,0 entfarbt, bis die Proteinbanden sichtbar wer-

den. Die Positionen des Molekulargewichtsstandards werden markiert und die Membran wird
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in TBST/Milchpulver Gber Nacht bei 4 °C blockiert. Am nachsten Tag wird der Blot auf Raum-
temperatur erwarmt, die Blockierlésung entfernt und die Membran 3-4mal mit TBST je 15 min
gewaschen. Im nachsten Schritt wird der Blot mit dem primdarem Antikorper inkubiert. Dieser
ist in 10 ml TBST/Milchpulver, je nach optimaler Konzentration, verdiinnt. Dieser primare An-
tikorper richtet sich spezifisch gegen das Epitop des gesuchten Proteins oder dessen Affinitats-
Tag. Es folgt ebenfalls eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur unter leichtem
Schwenken. Der Blot wird anschliefend 2mal mit TBST gespdilt, 15 min in TBST unter Schwen-
ken gewaschen und erneut drei kurzen Waschschritten mit TBST unterzogen. Daraufhin wird
der sekunddre Antikdrper zugegeben, der sich wiederrum gegen den primdren Antikoérper
richtet und eine gekoppelte Nachweismoglichkeit mittels Peroxidase-Aktivitat tragt. Der Blot
wird fir 1 h bei Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert und daraufhin erneut gewa-
schen. Die Detektion des Proteins erfolgt liber die Peroxidase-Aktivitat des zweiten Antikor-
pers und wird durch das Enhanced-Chemilumineszenz-System (ECL-System, Amersham) nach-
gewiesen. Hierzu wird der Blot nach dem letzten Waschschritt mit einer 40:1 Mischung der
Losungen A zu B, des ECI-Systems mehrfach benetzt und in eine Plastikfolie eingeschlagen. In
der Dunkelkammer wird dann ein Rontgenfilm aufgelegt und belichtet. Der Film wird 5 min in
Entwicklerlosung (Kodak) geschwenkt, kurz gewaschen und in Fixierer (Kodak) konserviert, so
dass die Banden sichtbar werden und der Rontgenfilm nicht tiberbelichtet wird. Um weitere
Proteine auf der gleichen Membran nachweisen zu kénnen kann die Membran gestrippt wer-
den. Hierfur wird der Blot nach der ECL-Detektion direkt in TBST uberfuhrt und kann sofort
oder am nichsten Tag (UN / 4 °C) gestrippt werden. Der Blot wird dafiir in einer ausreichenden
Menge an Strip-Puffer 1 fiir 30 min inkubiert. Daraufhin wird er 30 min in ausreichend Strip-
Puffer 2 geschwenkt, bevor er 5-10 min in TBST gewaschen wird. Der Blot kann nun erneut
blockiert und mit weiteren Antikorpern inkubiert werden. Fiir den Nachweis von Proteinen
mit gekoppeltem Hiss-Tag wurde das Universal His Western Blot Kit 2.0 (Clonetech) oder das
SuperSignal West HisProbe™ Kit verwendet. Hierbei bindet der an Biotin gekoppelte TALON®
Metal Affinity Resin den Hise-Tag dhnlich der Affinitatsbindung des Tags an Ni?*-NTA. Die se-
kundéare Reaktion verlauft Gber eine Peroxidase die an Streptavidin gekoppelt ist und so an
das Biotin bindet. Detektiert wird ebenfalls liber eine ECL-Detektion, die jedoch in den Kits

enthalten ist.
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3.2.10 N-terminaler Edman-Abbau und Massenspektrometrie

Da man bei einer SDS-PAGE nur durch die Grofle der Bande auf die Identitat des Proteins
schlieRen kann, eignet sich die N-terminale Sequenzierung durch einen Edman-Abbau um Pro-
teine eindeutig zuordnen zu kénnen. Hierzu werden die Proteine mittels Western Blot auf eine
PVDF-Membran transferiert und immobilisiert. Nitrocellulose eignet sich hierfir nicht, da sie
einem Edman-Abbau nicht standhalt. Nach dem Western-Blot wird die Membran in PVDF-Far-
ber geschwenkt (ca. 60 min), anschlieBend durch PVDF-Entfarber entfarbt (ca. 60 min) und
Uber Nacht in ddH,0 inkubiert. Die Banden von Interesse werden dann ausgeschnitten und in
Eppendorf Cups Uberfiihrt. Die eigentliche Sequenzierung (N-terminaler Edman-Abbau)
wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Deutzmann (Universitdt Regens-
burg) Gbernommen, spater dann von der Firma Proteome Factory in Berlin durchgefiihrt. Die
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Deutzmann fiihrte auch die Massenbestimmung der Proteine mittels
MALDI-TOF/TOF durch. Durch diese massenspektrometrische Methode, konnte die moleku-

lare Masse der Proteine exakt bis auf 0,1 Da bestimmt werden.
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3.3 Analytische Methoden

3.3.1 Analytische Gelfiltration (SEC)

Um die molekularen Massen von Makromolekiilen zu bestimmen gibt es mittlerweile eine
Vielzahl von analytischen Methoden wie die Massenspektrometrie, Dynamische Lichtsreuung,
Analytische Ultrazentrifugation, Gelfiltration, und viele mehr. Da die analytische SEC leicht in
einem Labor mit einem AKTA™ Chromatographie-System zu etablieren ist, wird diese im Zuge
der Protein Aufreinigungen automatisch integriert. Sie bietet die Moglichkeit Protein-Protein
Interaktionen zu studieren, den Polymerzustand eines Molekils und dessen GréRe abzuschat-
zen. Bei dieser Methode wandern die Molekile mit einer konstanten Fliefgeschwindigkeit
durch die Matrix einer SEC-Saule und werden dabei auf Grund ihrer GréBe aufgetrennt. Grol3e
Molekile eluieren hierbei zuerst. Der erste Schritt ist stets die Eichung (Abb. 3-8) der ge-
wiinschten Saule, die zuvor gereinigt und mit dem vorhergesehenen Puffer equilibriert wurde.
Zur Eichung der Saule dient das LMW Gel Filtration Calibration Kit (GE Healthcare). Wichtig ist
hierbei, die auf die Eichung folgenden SEC-Laufe stets unter exakten Bedingungen in Bezug
auf die Probenbeladung, FlieRgeschwindigkeit, und Pufferbedingungen durchzufihren, da

sich sonst ungewollte Verschiebungen im Retentionsvolumen zeigen.
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Abbildung 3-8: Eichspektrum einer Superdex 75 10/300 Gelfiltrationssdule und der mittels K., ange-
fertigte Eichgerade [LMW Gel Filtration Calibration Kit]

Detektiert werden die Proteine bei 280 nm, Vo wird mittels Dextranblau bestimmt und ist das soge-
nannt Nullvolumen der Saule, V¢ ist hierbei das Gesamtvolumen der Saule und Ve das Elutionsvolumen
der einzelnen Proteine. Mittels dieser Werte kann Kay berechnet werden und halblogarithmisch gegen
das Molekulargewicht aufgetragen, ergibt sich die Eichgerade (rechts im Bild).
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3.4.2 Pulldown Experimente
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Abbildung 3-9: Schematische Ubersicht iiber den Ablauf eines GST-Pulldowns

N

Das Pulldown-Verfahren entspricht im Prinzip einer Affinitatschromatographie (Abb. 3-9). Ein
Protein wird mittels Affinitdtstag an eine equilibrierte Matrix (1) koordiniert (2) (Bait-Protein)
und gewaschen (3). Eine Losung aus moglichen Bindepartnern (Prey-Protein) wird zugegeben
(4) und einen gewissen Zeitraum inkubiert (5). Kommt es zu einer Interaktion des Bait-Proteins
mit einem Prey-Protein aus der Losung (5), so wird dieses im folgenden Waschschritt nicht von
der Matrix eluiert (6). Erst durch die Verdrangung des Affinitatstags |6st sich der Bait-Prey-
Komplex von der Matrix und wird eluiert. Diese Methode erlaubt es nach unbekannten Pro-
tein-Protein-Interaktionen zu suchen, oder bereits bekannte Interaktionen zu charakterisie-
ren. Ahnlich funktioniert auch die Methode der Co-lImmunoprazipitation, bei der jedoch mit
Antikorpern statt Affinitatstags gearbeitet wird. Sehr einfach und funktionell ist hierbei das
Pierce™ GST-Spin-Purification Kit, jedoch kann die Technik auf jeden gewollten MaRstab tiber-
tragen werden. Zu Beginn wird das Bait-Protein in einer 200 ml E. coli-Kultur gemaR den etab-
lierten Bedingungen exprimiert und die Bakterien-Pellets werden zu je 4 x 45 ml Aliquots weg-
gefroren. Daraufhin erfolgt eine standardmaRige Affinitdtsaufreinigung dieser exprimierten
GST-Proteine Uber eine 0,2 ml GST-Spin-Sdule, um die Bindungseigenschaften und die Bela-
dungskapazitat des Bait-Proteins an der GSH-Matrix zu bestimmen. Die Prey-Proteine, die

durch einen GST-Pulldown auf eine Interaktion hin liberprift werden sollen, diirfen Gber keine
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GSH-Affinitat verfiigen und werden mittels Hiss-Affinitat aufgereinigt. Das bietet wiederrum
den Vorteil eine schwache Interaktion auch durch einen Western Blot (SuperSignal West His-
Probe™ Kit) detektieren zu kénnen. Ansonsten erfolgt die Analyse einer Interaktion durch
SDS-Page. Getestet wird hierbei die Interaktion zwischen zwei rekombinant in E. coli herge-
stellten Proteinen. Bis hin zur Interaktionsreaktion kénnen die einzelnen Schritte mit einer
Tischzentrifuge durchgefiihrt werden, ab der Zugabe des Interaktionspartners erfolgen die
Schritte nur noch mittels gravity flow. Die bendtigte Anzahl an Spin-Columns (pro getesteter
Interaktion eine Sdule) missen equilibriert werden. Hierfur wird durch Zentrifugation bei 300
g und 4 °C fiir ca. 60 s der Lagerungspuffer (20% EtOH) entfernt. Danach werden die Spin-
Saulen, ebenfalls bei 300 g und 4 °C fiir 60 s; 2-mal mit dem gewiinschten Puffer (GSH-BP)
equilibriert. Daraufhin wird das Zelllysat des Bait-Proteins (der weggefrorenen 45 ml Pellets)
auf die Saule geben, das maximale Volumen der Saulchen betragt 500 pl. Dieser Schritt kann
wiederholt werden, bis die maximale Beladung der S&ule erreicht ist. Infolgedessen wird die
Saule 3-mal mit 500 pl des gewtlinschten Interaktionspuffers gewaschen. Die auf eine Interak-
tion hin zu testenden Prey-Proteine missen, falls noch nicht der Fall, im passenden Interakti-
onspuffer vorliegen und werden dann in gewlinschter Konzentration auf die entsprechenden
Saulchen gegeben. Die Inkubation erfolgt fiir 30 min bis hin zu mehreren Stunden bei der ge-
winschter Temperatur (4 °C bis 37 °C). Im Anschluss an die Inkubationsphase ldsst man den
Uberschissigen Puffer mittels gravity flow aus der Saule flieBen und wascht durch sanfte Zu-
gabe des Puffers anschlieBend 3-5malmit dem Interaktionspuffer. Im letzten Schritt werden
die Proteine mit GSH-EB von der Sdule verdrangt. Das Elutionsvolumen variiert je nach Kon-
zentration zwischen 50 und 200 pl. Die Elution erfolgt wieder mittels Zentrifuge bei 300 g und
4 °Cfiir ca. 60 s. Bei jedem einzelnen Schritt werden Proben entnommen und mittels SDS-Page
oder Westen-Blot analysiert [Nature protocol, 2004 / Nature protocol, 2006 / Wissmueller,
2011].
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3.4.3 Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance /| NMR)

3.4.3.1 Grundlagen der NMR

Das Phanomen der magnetischen Kernresonanz (Nucleic Magnetic Resonance) beruht auf der
Wechselwirkung eines Atoms, welches einen Kernspin besitzt, mit einem externen magneti-
schen Feld. Zur vollstandigen Erklarung eines Kernspins bedarf es der Quantenphysik. Der vor-

gestellte Exponent gibt die Massenzahl (Protonen und Neutronen) eines Kerns wieder.

Tabelle 3-13: Ubersicht iiber die wichtigsten Kerne und Isotope der NMR

Protonenzahl Neutronenzahl Kernspinquan- Beispiel Natiirliche  Relative Empfind-
Z N tenzahl | Haufigkeit [%] lichkeit

gerade (g) ungerade (u) 1/2 1H 99,985 1,0
ungerade ungerade 1 2H 0,015

gerade gerade 0 12¢ 98,90

gerade ungerade 1/2 3¢ 1,108 0,0159
ungerade ungerade 1 1N 99,634
ungerade gerade 1/2 5N 0,366 0,0000104

Vereinfacht sind sogenannt g,g Kerne kernresonanzinaktiv, u,g/g,u (I = %) und u,u (I = 1) aktiv. (Daten
aus ,,Bruker Almanac 2014“).

Zum Verstandnis [Pascal, 2008] genligt es aber zu wissen, dass wenn | ungleich 0 ist, der Kern
ein magnetisches Moment [ besitzt und daher mit einer Prazession (vo) des Kernspins um die

Magnetfeldachse Bz des duReren statischen Magnetfeldes Bo rotiert (Abb. 3-10).

L
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e

Abbildung 3-10: Schematische Darstellung des magnetischen Moments p

Schematische Darstellung eines Molekiils mit nur einem einzigen Proton (*H) und sein Verhalten in
einem magnetischen Feld (Bo).
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Das magnetische Moment (1) wird durch den Drehimpuls L und eine Kernkonstant y (Gy-
romagnetisches Verhiltnis) charakterisiert (Abb. 3-11). y beschreibt wie schnell die Kernspins
auf Grund von p um Bz des duBeren statischen Magnetfeldes By prazidieren. Die einfachste
Vorstellung ist, man hat eine Lésung aus 10%° Molekiilen die nur ein einziges Proton (H) tra-
gen. Alle Molekiile spiiren quasi die gleiche Umgebung und es wiirde genau ein Signal im NMR-
Spektrum erscheinen. Was passiert mit den Ohne ein duBeres Magnetfeld sind die Kernspins
zufallig ausgerichtet, Giberfiihrt man die Losung in ein Magnetfeld, richten sich die Kernspins,
(vereinfacht) wie Kompassnadeln mit dem Magnetfeld (Bo) in (z)-Ebene aus. Der Einfluss von
Drehimpuls (L), Quantelung der Spin-Orientierung (in (+z) und (-z) Richtung) und der Einfluss
thermischer Energie machen das ganze komplizierter. Anders als eine Kompassnadel rotieren
die Kernspins im magnetischen Feld und deren Masse erzeugt einen Drehimpuls, dhnlich wie

ein Kreisel mit einem konstanten Prazisionswinkel © bezogen auf Bo.

B, (2) B, (2)
A = 'y * L A

0 L I — — P

Abbildung 3-11: (1) Drehimpuls und (2) Zeeman-Effekt

Die Quantenmechanik gibt vor, dass ein Spin (1/2) zum Beispiel des 1H, oder einfach Proton
genannt, nur in einer von zwei Orientierungen gegeniiber z: 54,7 ° auftreten kann, spin up
(+1/2 in der (+z) Richtung) oder spin down (-1/2 in der (-z) Richtung). Eine typische Probe ent-
hélt viele verschiedene Spins, wobei jeder von ihnen auf einer zufélligen Position eines nach
oben (+z) oder eines nach unten (-z) gerichteten Kegels liegt (Abb. 3-11) und mit der Lamor-
Frequenz wo rotiert. Die Spins in (+z) Richtung (spin up) reprasentieren jedoch die Konfigura-
tion mit einem etwas niedrigerem Energielevel und sind daher etwas starker besetzt, das be-
deutet das einer aus einer Millionen mehr in (+z) Richtung orientiert ist. Dieses Verhaltnis ist
jedoch von y abhéangig. Die Prazision innerhalb dieser Kegel kann nicht gemessen werden und
kein Spin richtet sich nach (z) aus, sondern die Netto-Magnetisierung richtet sich nach (+z) aus,

60



Methoden

fast die Halfte der Spins liegt in (-z) Richtung. In einem Spektrometer mit der Feldstarke von
18,8 Tesla, betragt die Prazisionsrate fiir ein Proton ca. 800 MHz, daher auch die klassische
Bezeichnung der NMR-Spektrometer. Um die Prazision messen zu kénnen, muss das System
aus dem Gleichgewicht gebracht werden. Dazu kann man die Netto-Magnetisierung in die y-
Eben aus lenken und die Prazision um die z-Achse messen. Diese ist im Normalfall etwas ge-
ringer als 800 MHz. Dieser Unterschied wird als chemische Verschiebung (chemical shift) be-
zeichnet und gibt einen Hinweis auf die chemische Umgebung des Protons. Diese chemischen
Verschiebungen sind relativ klein, generell ein Millionstel der totalen Prazisionsrate und wer-
den daher in parts per milion (ppm) angegeben. Diese Einheit ist somit auch unabhangig von
der Feldstdrke des Spektrometers. 2 ppm entsprechen an einem 800 MHz Spektrometer

2*800 Hz, also 1600 Hz.

+z (+)Z

a., € y(’) ) o~ Y

#)X / *X 180°/ 270° / 360°
(1) F () (2) )

Abbildung 3-12: Veranschaulichung des rotierenden Systems (1) und der Auswirkungen eines 90°-
Puls (2)

Betrachtet man das Koordinatensystem (x, y, z) als ein rotierendes System (rotating frame),
wobei die x- und y-Achsen um die z-Achse mit exakt der Prazisionsrate des Protons rotieren
(Abb. 3-12), so steht der Spin quasi still und Bo kann ignoriert werden. Daraufhin wird kurzfris-
tig durch einen elektromagnetischen Impuls quasi ein zweites magnetisches Feld Bi recht-
winklig zu Bo induziert, beispielsweise entlang der (+z)-Achse. Legt man das Bi-Feld entlang
der x-Achse an, rotiert der Spin unabhangig von By in der x-Ebene (in Richtung -y/-z/+y/+z).
Legt man B in die y-Ebene rotiert der Spin von +x/-z/-x/ nach +z. Die Dauer eines Bi-Pulses
bei dem % der Kreisbewegung absolviert wird nennt man 90°-Puls. Bezogen auf den laboratory
frame (= festes Koordinatensystem) rotiert der Spin mit 800 MHz. Im rotierenden System je-

doch entspricht die Prazisionsrate dem chemischen shift. Sind mehr als ein Proton in der
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Probe, gibt es mehr als eine Prazisionsrate und somit mehrere Signale (Peaks) im NMR-Spekt-
rum. Ein 800 MHz B;i-Puls hat aber nur einen Einfluss auf die Protonen, wéhrend ein 80 MHz
B1-Puls nur Einfluss auf die 1°>N-Kerne hat. Wird das Bi-Feld wieder entfernt (Ende des Pulses),
fangen die Spins (Netto-Magnetisierung) an, in ihren Gleichgewichtszustand (Mo) in der z-
Ebene zuriickzukehren = Relaxation. Diese Relaxation kann in zwei Klassen unterteilt werden.
Im Gleichgewichtszustand gibt es eine Netto-Magnetisierung in z-Ebene (1) und keine Magne-
tisierung (2) in x und y-Ebene. Wurden die Spins durch einen 90°-Puls ausgelenkt, relaxieren
sie in diesen Zustand zuriick. Die Rate mit der die z-Magnetisierung in ihren Ursprung zuriick-
kehrt ist R1 und wird durch die Zeitkonstante Ty charakterisiert. Die Rate mit der die x, y-Mag-
netisierung gegen Null geht heiflt Rz und wird durch die Zeitkonstante T, charakterisiert. Die
T1-Relaxation wird auch als Longitudinale Relaxation, die T,-Relaxation als transversale-Re-
laxation bezeichnet. T1 und T2 sind nicht komplett unabhangig voneinander und ihre Bezie-
hung kann ansatzweise so beschrieben werden, T, < T1. Hat man nun zwei voneinander un-
abhdngige Protonen in seiner Losung, ergeben diese zwei unabhdngige Signale mit gleicher
Intensitat. Sind die zwei Spinsysteme aber im gleichen Molekil tiber kovalente Bindung ge-
koppelt, so beeinflussen sich die beiden gegenseitig und die Signale spalten in ein Doublet.

Dieses Phanomen bezeichnet man als J-Kopplung (Abb. 3-13).

]

1HA lHB lHA lHB

isoliert gekoppelt

Abbildung 3-13: Beispiel einer einfachen J-Kopplung zwischen Ha und Hg

Der Zustand eines Kernspins hat ebenfalls einen Einfluss auf die Elektronen die ihn umgeben.
Diese haben wiederrum einen Einfluss auf die sie umgebenden Kernspins. Dieser Einfluss be-
zieht sich auf Systeme die sich Elektronen teilen und erstreckt sich (iber drei, maximal vier
konjugierte Bindungen. Betrachtet man ein Amid-Proton, ein 'H das kovalent an einem *°N
gebunden ist, beispielsweise in einer Peptidbindung, so liegen die Netto-Magnetisierungen
beider im Gleichgewicht in der z-Ebene. Gibt man nun einen 800MHz / 90° Puls auf das System,
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so wird nur die Netto-Magnetisierung der 'H-Kerne ausgelenkt. Zu diesem Zeitpunkt gibt es
zwei Populationen der y-Magnetisierung der *H-Kerne. Eine, die an die °N-Kerne des oberen
,Kegels” assoziiert ist (A), und die andere, die an die °N-Kerne des unteren , Kegels” assoziiert
ist (B) (Abb. 3-11). Die Netto-Magnetisierung der *>N-Kerne im oberen Kegel ist etwas groRer
als die im unteren Kegel, wodurch die *H-Kerne die an den oberen Kegel assoziiert sind ein
etwas starkeres Magnetfeld spliren und somit etwas schneller rotieren. Die *H-Kerne im un-
teren Kegel etwas langsamer. Das Resultat ist ein Doublet im Spektrum mit der chemischen
Verschiebung von *H im Zentrum und die beiden Signalen links und rechts davon entspre-
chend den beiden Zustanden (+/- 46 Hz).Diese Trennung nennt man J-Kopplung. In diesem Fall
eine Kopplung tber eine Bindung zwischen *H und > N = 1Jyy.
Diese Jun kann genutzt werden um eine Magnetisierung (via INEPT = Insensitive Nucleus En-
hanced by Polarisation Transfer Pulse Sequenz) vom *H auf den '°N zu transferieren. Effekte
eines 180°-Puls der in der Halfte der Wartedauer der Evolutionszeit eingesetzt wird:
1) Die Evolution der chemischen Verschiebung wird fiir die Kerne fiir die der Puls be-
stimmt ist refokusiert.
2) Die Evolution der chemischen Verschiebung wird auf Grund von J-Kopplung zweier ge-
koppelter Kerne refokusiert.
3) Ein fixieren der Verschiebungs-Evolution mittels J-Kopplung, wenn fiir beide Kerne ein
Puls gegeben wird.
Diese INEPT-Technik kann genutzt werden, um eine indirekte 1>N-Magnetisierung zu erzeugen
und bietet zwei Vorteile. Erstens ist das gyromagnetische Verhiltnis von H zu'>N ca. 10-mal
groRer. Das hat zur Folge, dass die Anregung der 1°>N-Kerne ca. 10-mal starker ausfallt. Zudem
kommt es neben der Verstarkung der Prazisionsfrequenz auch zu einer unterschiedlichen Po-
pulationsverteilung. Im Gleichgewicht sind 1/1.000.000 *H und 1/10.000.000 *°N im oberen
Kegel. Wird die Netto-Magnetisierung von 'H auf >N Ubertragen, so befinden sich danach 10-

mal mehr °N im angeregten Zustand und die Signalstarke nimmt zu.
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3.4.3.2 Probenpraparation

Die zu untersuchenden Protein Proben werden in moglichst hoher Konzentration und Reinheit
hergestellt (Kapitel 3.2). Fir eine Messung (Norell 5mm Probenréhrchen im TCI-Cryoproben-
kopf / TXI-Cryoprobenkopf) bendtigt man mindestens 500 pl, am besten jedoch 600 pl an Pro-
benvolumen, um keine Interferenzen im Magnetfeld zu verursachen.

Tabelle 3-14: Probenzusammensetzung

Probenvolumen Proteinprobe Standard
500 ul 475 ul 25 ul
600 pl 570 ul 30 ul

Der Standard setzt sich aus 2,5 mM Natriumazid, gegen bakterielles Wachstum in der Probe, 50 - 100
UM DSS, dem interner Standard und 5-10% D,0O (Locksignal) zusammen.

Die Proben werden durch invertieren gut gemischt und durch kurzes zentrifugieren auf den
Boden des Probenrohrchens gebracht. Danach werden sie (sauber) in den Spinner des Pro-
benlifts, gemal der Probenkopf-Spulenhdhe eingesetzt und kdnnen daraufhin in das Spektro-
meter platziert werden. Dort missen sie sich zunachst 5 bis 10 min auf die eingestellte Tem-

peratur equilibrieren, um dann vermessen werden zu kdnnen.

3.4.3.3 Messungen

Zu Beginn jeder neuen Messung, das bedeutet die Probe wird in das Spektrometer eingesetzt
(auch wenn die Probe nur kurz entnommen wurde), miissen die Parameter des Spektrometers
neu eingestellt und bestimmt werden. Zu Beginn wird das Locksignal (H.O/D,0 20:1) detek-
tiert (,ge-lockt”), dieses halt das Magnetfeld konstant. Daraufhin wird , ge-tuned” und ,,ge-
matched”, das bedeutet die Frequenzen fiir den verwendeten Kern werden justiert. Danach
wird ,,ge-shimt”, somit wird das Magnetfeld des Probenkopfes durch magnetische Shim-Spu-
len so homogen wie moglich eingestellt. Nach diesen Einstellungen kann der B; -90° Puls fiir
die folgenden Messungen bestimmt werden. Weitere Parameter miissen je nach verwende-
tem Pulsprogramm eingestellt werden.

Das einfachste NMR-Experiment ist ein 1D-Spektrum und besteht aus zwei Phasen, der Pra-
paration und der Detektion (Abb. 3-14). Bei der Praparation wird das Spinsystem in einen de-
finierten Zustand gebracht, die Antwort hierauf wird wahrend der Detektions-Phase wahrge-
nommen. Nach dem 90°-Puls prazidieren die Kernspins mit ihrer Lamor-Frequenz um die z-
Achse und induzieren in einer sogenannten Empfangerspule eine Spannung, die detektiert
wird. Durch Relaxation nimmt diese Spannung ab und wird daher als freier Induktionsabfall
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bezeichnet (,free induction decay” / FID). Das Experiment kann dann nach entsprechender
Wartezeit wiederholt werden. Die Daten der einzelnen Messungen kdonnen zur Signalverbes-
serung aufaddiert werden. Die aufgenommenen FID-Daten kdnnen zusatzlich noch mit einer
Fensterfunktion multipliziert werden, um die Auflosung oder die Empfindlichkeit des Spekt-
rums zu erhoéhen. Die Fourier-Transformation (FT) erzeugt dann aus der Zeitdomane (FID) die

Frequenzdomane und somit das Spektrum.

90°-Puls

>

Praparation Detektion

Abbildung 3-14: Schematische Darstellung eines 1D-NMR Experiments [Lottspeich, 2006]

Der 90°-Puls ist als schwarzer Balken gekennzeichnet, FID steht fir free induction decay des Signals.

1D-Spektren

Fir eindimensionale (1D-) Spektren werden die BRUKER-Pulsprogramme zggpw5, welches
eine Watergate Pulssequenz zur Unterdriickung des Wassersignals hat, sowie ein entkoppel-
tes noesygpprid verwendet. Anhand der 1D-Spektren kann die Faltung des vorliegenden Pro-
teins abgeschatzt, die Probe hin auf Verunreinigungen untersucht und auch die Konzentration

validiert werden (Abb. 3-15).
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Abbildung 3-15: Ubersicht iiber verschiedenen Bereiche eines 1D Spektrums von AF6(1-141)

Die einzelnen Signalbereiche und ihre Urspriinge sind teilweise markiert, das Wassersignal wird beim

zggpw5 unterdrickt (blauer Kasten), die Eichung erfolgt tiber den internen Standard (roter Kasten).

2D-Spektren

Die Spins kdnnen nach der Praparation fiir eine bestimmte Zeit (t1) frei prazidieren. Durch die

Mischsequenz wird der Zustand der Magnetisierung am Ende von t1 abgefragt und zusatzlich

die Magnetisierung vom ersten Kern auf den zweiten ibertragen. Nach FT in der t>-Richtung

(direkte Dimension) erhdlt man mehrere gewohnliche 1D-Spektren, die einer Momentauf-

nahme zur Zeit t1 (indirekte Dimension) entsprechen.

l Praparation

[

Evolution ] Mischzeit [

Detektion I

Abbildung 3-16: Schematische 2D-Pulsfolge [Lottspeich, 2006]

Der 90°-Puls ist als schwarzer Balken gekennzeichnet, FID steht fir free induction decay des Signals.
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Abbildung 3-17: Entstehung eines 2D-Spektrums durch zweidimensionale Fourier-Transformation
der Messdaten [Lottspeich, 2006]

Inkrementierung der ti-Zeit flihrt zu einem schrittweisen abtasten der indirekten Zeitdomane
(A). Nach FT in t2, entsteht eine Serie von 1D-Spektren, die durch t1 moduliert sind (B).Einfa-
cher FID in der indirekten Zeitdomane (C).Nach FT auch der indirekten Zeitdomane (t1) ent-
steht eine zweidimensionale Absorptionslinie (Kreuzsignal) in dreidimensionaler Darstellung

und als Konturplot mit Hohenlinien (D).

Fiir zweidimensionale (2D-) Spektren werden die BRUKER-Pulsprogramme hsqcetfpf3gpsi,
hsqcetf3gp sowie trosyetf3gp [Steiner, 2001] verwendet.

Entkoppeltes HSQC
reverse
INEPT INEPT
4 % A\ r N\ A\

* acquisition
iH | l 1/4J I l I 1/4J l 1/4J \V/\UAVA
15N [ | | ue - | [ | o o

Hz -Hy -HxNz -NyHz NyHz -HyN: Hx

Abbildung 3-18: Uberblick iiber die Pulsfolge eines entkoppelten HSQC-Spektrums [Pascal, 2008]
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Abbildung 3-19: Ubersicht eines HSQC-Spektrums von >N-MUT2

Charakteristische Signalverteilungen sind farbig markiert, die Seitenketten der Tryptophane (Trp/W),
falls vorhanden in lila, die Seitenketten von Asparagin (Asn/N) und Glutamin (GIn/Q) in grin und die
C-terminale Aminosaure in rot.

'H-15N- Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC) zeigen die Korrelationen zwischen
allen *H- und N-Kernen der Amidgruppen eines Proteins. Man erhilt fur fast alle Aminosau-
ren, auller den Prolinen des Proteins ein Signal. Auch die Seitenketten der Tryptophane, As-
paragine, Glutaminen, Arginine und Lysine kdnnen im HSQC-Spektrum Signale liefern. Somit
erhalt man mit einem HSQC-Spektrum einen NMR-Fingerabdruck des entsprechenden Pro-
teins in dem vorliegenden Puffer bei entsprechender Temperatur und Druck (Abb. 3-19). Legt
man nun ein Isotopen-markiertes Protein (*>N) in einem Experiment vor und gibt Interaktions-
partner oder reaktive Substanzen hinzu, so kann man die stattfindenden Ereignisse auf ato-
marer Ebene verfolgen. Bei der Durchfiihrung eines Titrationsexperimentes wird zunachst ein
Referenzspektrum des vorgelegten (°N-markierten) Proteins (A) in der gewtinschten Endkon-
zentration durchgefiihrt. Dieses dient als Ausgangsspektrum und spiegelt den ungebundenen
Zustand des Proteins wieder. Eine zweite Probe mit der maximal gewiinschten Konzentration
an Bindepartner (B) und der eingestellten Konzentration (A) wird hergestellt und die Mess-
reihe durch Verdiinnung mit der eingestellten Proteinlésung (A) schrittweise durchgefiihrt
und vermessen. Somit wird die Konzentration des detektierbaren Proteins (A) konstant gehal-
ten und die Effekte des Bindepartners Schritt fir Schritt verringert. Die beteiligten Proteine

befinden sich stets im exakt gleichen Puffer (durch gemeinsame Dialyse gewahrleistet) und
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die Konzentrationen sind mittels NMR Uberprift. Somit lassen sich Pufferartefakte und Ver-
diinnungsartefakte wahrend der Messreihe ausschliel3en.

Ein Transverse Relaxation Optimized Spectroscopy (TROSY) NMR-Experiment ermoglicht es in
straken Magnetfeldern (ab 800 MHz) auch grolRe Proteine zu untersuchen. Im Falle eines
HSQCs kommt es bei groBen Molekiilen, tiber 30 kDa, auf Grund der dipolaren Kopplung zu
einer starken Linienverbreiterung und somit zum Verlust des Signals. Bei einer TROSY-Mes-
sung wird die Linienbreite bei groRen Proteinen drastisch verkirzt. Durch die Wechselwirkung
von Anisotropie der chemischen Verschiebung und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen entsteht
eine kreuzkorrelierte Relaxation, welche auf die Relaxationsraten der einzelnen Multiplett-
Komponenten zurlickzufiihren ist. Dadurch entsteht nur ein scharfes Signal im Spektrum, die

restlichen 3 Signale des Multipletts sind verbreitert und werden nicht detektiert.

3D-Spektren

Durch die Einfuhrung einer weiteren Dimension gelangt man zur 3D-NMR-Spektroskopie.
Hierbei wird statt der Detektion nach der ersten Mischzeit, eine weitere indirekte Evolutions-
zeit, gefolgt von einer zweiten Mischzeit implementiert. Hierzu bendétigt man jedoch drei
NMR-sensitive Kerne, wie zum Beispiel *H, 3C und '°N. Mit Hilfe von Tripel-Resonanzexperi-
menten lassen sich wichtige Informationen fir die Strukturaufklarung der Proteine sammeln.
Fir dreidimensionale (3D-) Spektren werden typischerweise die BRUKER-Pulsprogramme

hncogpwg3d, hncagpwg3d und cbcaconhgpwg3d verwendet.

HNCO 'HNCA
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Abbildung 3-20: Uberblick iiber die Pulsfolge eines HNCO und HNCA [Pascal, 2008]
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Abbildung 3-21: Ubersicht iiber den Magnetisierungstransfer der Trippelresonanzexperimente
[http://www.protein-nmr.org.uk/]

Mit Hilfe dieser drei Experimente (Abb. 3-21) lassen sich die Signale der 2D-HSQC-Spektren
sequentiell zuordnen. Das HNCA-Experiment dient der sequentiellen Zuordnung des Protein-
rickgrats, bedarf aber meist noch zusatzlicher Experimente (HNCO und CBCACONH). Hierbei
wird das N-Atom mit dem eigenen C*-Atom und meist auch mit dem der vorhergehenden
Aminosaure verknipft [Lottspeich, 2006]. Prolinreste unterbrechen zum Beispiel diese Kette,
da sie keine Amidprotonen besitzen. Anhand des HNCA Datensatzes kann man sich quasi
durch die Aminosauresequenz hangeln. Mithilfe der HNCO Experimenten kann man Entartun-
gen und Mehrdeutigkeiten |6sen. Das CBCACONH-Experiment schrankt hierbei eventuell be-
reits den Aminosauretyp des Signals ein. > N-NOESY-HSQC und *>N-TOCSY-HSQC Experimente
sind die Basis fiir die sequenzspezifische Zuordnung der NMR-Signale. Die 3C-Variante des
Experiments ist wichtig fir die Zuordnung der Seitenketten und fir die Identifikation von Nu-
clear-Overhauser-Effekten (NOE) der Seitenketten. NOEs entstehen durch dipolare Wechsel-
wirkungen der Kernspins durch den Raum, in erster Naherung proportional zu 1/r®. Eine Uber-
tragung der Magnetisierung kann jedoch nur detektiert werden, wenn die Kerne weniger als

5 A voneinander entfernt sind.
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3.4.3.4 Auswertung der NMR-Daten

Die Prozessierung und Eichung der Spektren erfolgt mit dem Programm TopSpin 3.2 der Firma
Bruker, mit dem auch die Bedienung der NMR-Spektrometer erfolgt. Zuerst findet die Eichung
Uber deninternen Standard (Signal auf Position O ppm gesetzt), dann eine Korrektur der Phase
und der Baseline statt. Die Prozessierung erfolgt spezifisch fiir die gewilinschte Auflésung, je-
doch meist mittels einem Gaul3- (GM) Filter auf (time domain der F2 Ebene) TD(F2) 8192 x
4096 (time domain der F1 Ebene) TD(F1) oder TD(F2) 4096 x 4096 TD(F1). AnschlieRende Ana-
lysen der Spektren erfolgen mit dem Programm Auremol (2.4.1. beta 2014). Hierbei werden
die Signale markiert und die Volumina, Intensitdten und Linienbreiten durch das Programm
bestimmt und in einer , Peak-Liste” gespeichert. Diese Peak-Liste muss mit dem Programm
Notepad++ modifiziert werden, bevor die Daten schlieRRlich mit Excel 2013 ge6ffnet und ana-
lysiert werden kdonnen. Die zusatzliche Bestimmung der kombinierten chemischen Verschie-
bung (*H und **N) ,,A combined” und 30" wird stets nach Schumann (2007) durchgefihrt.
Eine Ubertragung der gewonnenen Ergebnisse auf die 3-D-Struktur der Proteine (PDB-Files)

erfolgt mit dem Programm Chimera 1.9.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der rekombinanten Proteine

4.1.1 Die Konstrukte des Afadin 6

Pro-reich | Pro-reich Il
[1346-1392] [1678-1708]
[ RA1 RA2 FHA PDZ ,J_| [1824]
N [ | [ [ 0 | [ |C
[39-133] T [246-348) [426-492] [1007-1093] T
coiled coil coiled coil coiled coil
[146-185] [1408-1448] [1523-1667]

Abbildung 4-1: Schematischer Uberblick iiber das Protein Afadin 6

Die einzelnen Domanen des Gerlstproteins sind farbig markiert und mit der zugeh6rigen Aminosau-
reposition versehen. RA = Ras-Assoziations-Domane, FHA = Fork head-Domane, Dilute = Dilution-Do-
mane, PDZ-Domaéne und prolinreiche Regionen.

Das minimale, aktive Konstrukt der Ras-Assoziationsdomane 1 wurde 1999 von Thomas Linne-
mann durch Yeast-2-Hybrid Experimente bestimmt und auf die Aminosduren 1-141 einge-
grenzt. Dieses Konstrukt wurde in der Arbeit von Guido Steiner aufgereinigt bezogen, spater
[Baumel, 2008] in das pGEX4T1-Plasmid integriert und eigenstdndig exprimiert. Die Ausbeute
des rekombinant hergestellten GST-AF6(1-141) Proteins, war zwar von hohem Reinheitsgrad,
jedoch mit rund 2,4 mg/I fir NMR Malstadbe zu gering. Zusatzlich ergaben sich bei der gewahl-
ten Aufreinigungsmethode Probleme mit dem Abspalten des Affinitdts-Tags (GST-Tag) und der
Entfernung des Tags aus der Probe. Daher wurde in dieser Arbeit das AF6 Konstrukt in das
pET14b-Plasmid, ein modifiziertes pETSumo (optimierte multiple cloning site) Plasmid und ein
modifiziertes pTac (ohne Sekretionssequenz) Plasmid kloniert. Jedoch zeigte nur das pET14b-
System zufriedenstellende Ergebnisse. In den pETSumo und pTac-Ansatzen konnte keine Ex-
pression des gewilinschten Konstruktes erzielt werden (daher im Weiteren nicht ausgefiihrt).
Ebenso wurden die Prolin reichen Regionen | und Il (Abb. 4-1) in pET14b kloniert, konnten
jedoch nicht |6slich exprimiert werden und waren daher fiir NMR-Interaktionsstudien nicht

zuganglich.
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4.1.1.1 Rekombinante Herstellung und Aufreinigung der Afadin 6 -Proteine
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Abbildung 4-2: Vergleich der Expressionen von GST-AF6 (pGEX4T1) und His-AF6 (pET14b) eines 1 I-
Ansatzes

Die gewtlinschte Bande des GST-/Hiss-getaggten AF6 ist griin markiert. Der GroRenstandard (kDa) ist
mittig gelistet.

Die optimalen Expressionsbedingungen der einzelnen AF6-Konstrukte wurden durch Expres-
sionstest ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass beide Konstrukte stabil bei 37 °C/ 180 rpm/uber
Nacht exprimiert werden konnten (100 uM/I IPTG). Beim GST-AF6-Konstrukt kommt es jedoch
bei der Expression Uber Nacht zur Verpackung des Konstrukts in /nclusion bodies. Fiir unmar-
kierte *N-Proben war dies kein Nachteil, da die Ausbeute durch die ldngere Expressionsdauer
dennoch gesteigert werden konnte (5 mg/l), flir markierte Proteine wurde jedoch nur maximal
6 h exprimiert. Die Ausbeute an Hise-AF6 war stets um ein Vielfaches gréBer, so dass bereits
aus 1 I-Kulturvolumen millimolare Konzentrationen (unmarkiert > 30 mg/I, markiert ca. 15
mg/l) an Hise-AF6 aufgereinigt werden konnten. Auch die Methode der Aufreinigung konnte
durch das Spin-Batch-Verfahren (Ni?>*-NTA oder GSH-Beads in Spin-Saulen siehe Kapitel 3.2.3)
in der Handhabung vereinfacht und in der Ausbeute maximal optimiert werden. Zusatzlich
stellte sich wahrend der Pulldown-Experimente heraus, dass das AF6-Konstrukt durch seine 5
zugénglichen Histidine iber eine natiirliche Affinitat zu Ni**-NTA verfiigt und quasi frei vom

Hise-Tag Uber dieses System aufgereinigt werden konnte.
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4.1.1.2 Problematik des Thrombinverdaus des AF6-Konstruktes
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Abbildung 4-3: Verdautest des GST-AF6 Konstruktes mit einer liberdosierten Thrombinlésung

Der Verdautest wurde bei Raumtemperatur (25 °C) mit einer Thrombinlésung = 2 Units/ul, ca. 200-
fach starker als tblich, durchgefiihrt und veranschaulicht die Degradation des AF6 Konstruktes durch
die Serinprotease Thrombin oder deren Verunreinigungen. (1) GST-AF6 Kontrolle nach 24h Inkuba-
tion, (2) Thrombin, (3) GST-Tag (ca. 26 kDa) und (4) freies AF6 (ca. 16 kDa). Links ist der GroRenstan-
dard (kDa) angegeben.

Da der Affinitatstag bei einigen Experimenten stérend war, musste dieser durch Abspaltung
Uber eine Protease Schnittstelle vom Protein entfernt werden. Dies geschieht bei Proteinen,
die durch die Plasmide pGEX4T1 und pET14b hergestellt werden, mittels Thrombin. Der Ab-
verdau des Affinitatstags geschah zuvor stets bei 4 °C (iber Nacht durch eine nicht exakt defi-
nierte Menge (,,eine Spatelspitze”) des Thrombins. Da es durch die ungewollte proteolytische
Spaltung zu einer Zerstorung des AF6 Konstruktes wahrend des Thrombinverdaus kam,
musste der Verdau genauer untersucht und optimiert werden. Hierzu wurden diverse Verdau-
tests durchgefiihrt, unter anderem der Verdau von GST-AF6 durch eine hochkonzentrierte
Thrombinlésung (2 Units/ul = ca. 200-fach héher konzentriert als normal). Die Abbildung 4-3
zeigt deutlich, dass bereits direkt nach Zugabe der Protease ein GroRteil der Proteolyse (Ab-
spaltung des GST-Tags) stattgefunden hat und nach ca. 6 h das komplette, freie AF6 zerstort
ist. Nach ca. 18 h (liber Nacht) ist auch der GST-Tag proteolytisch zersetzt. Das GST-AF6- / His-
AF6-Konstrukt besitzt jedoch nur eine einzige, spezifische Thrombin-Schnittstelle, wird aber
multipel bis hin zur kompletten Proteolyse zerschnitten. Zu Beginn wird der GST-Tag abge-
trennt (direkt nach Zugabe), bereits nach 30 min ist die ungewollte Proteolyse zu beobachten.
Hierbei wird das AF6-Konstrukt zunachst nur an einer Position geschnitten, im Verlauf der Re-
aktion aber noch an diversen anderen. Die ungewollte Schnittstelle konnte infolgedessen mit-

tels Edman-Abbau definiert und genauer untersucht werden. Hierzu wurden die Proben tber
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Semi-Dry-Western Blot auf eine Immobilon-P PVDF Membran Uberfiihrt und anschlieBend

durch die Firma Proteome Factory (Berlin) sequenziert.

(1)—— > . Edman-Abbau Schritt 1 2 3 4 5
——

(1) AF6(1-141) G S H M S

) (2) N-terminaler Teil G S H M S

(3)*’ _WK| (3) C-terminaler Teil 1 L S S P K

(4)-—7 (4) C-terminaler Teil 2 L S S p K

Abbildung 4-4: Edman-Abbau der Teilstiicke des proteolytisch verdauten AF6 Konstruktes

Die SDS-PAGE Bande (1) entspricht dem gewilinschten AF6 (1-141) Konstrukt, die Bande (2) dem N-
terminalen Teil des Spaltproduktes, die Banden (3) und (4) dem C-terminalen Teil des Spaltproduk-
tes. In griin (Zielkonstrukt) und rot (Abbauprodukte) sind die ersten flinf N-terminalen, durch den
schrittweisen Edman-Abbau identifizierten AS markiert.

Die erste proteolytische Spaltung erfolgt vor der Aminosaure Lysin86, einer frei zuganglichen
Schleife vor dem dritten R-Faltblatt des AF6. Diese Spaltung scheint durch eine sekundare,
eventuell faltungsbedingte, unspezifische Reaktion des Thrombins oder durch Verunreinigun-
gen der bovinen Thrombinl&sung Seitens des Herstellers verursacht zu werden. Durch Uber-
prufung der Schnittstelle durch das Programm PeptideCutter kdnnten hierfiir zusatzliche Se-
rin-Proteasen wie Trypsin oder Chymotrypsin in Frage kommen. Diese ungewollte proteolyti-
sche Reaktion war wohl bereits 1999 Linnemann bekannt, scheint das AF6-Konstrukt in seiner
nativen dreidimensionalen Struktur jedoch nicht zu zerteilen, seine Aktivitat aber erheblich zu
inhibieren. Aus diesem Grund wurden diverse Methoden getestet, um die ungewollte Prote-
olyse zu verhindern bzw. zu umgehen. Letztendlich diente der Einsatz von Protease-Cocktails
(Pierce 10x ohne EDTA) wahrend der Aufreinigung dazu, ein Verschleppen von E. coli Pro-
teasen zu verhindern. Das Abfangen des liberschiissigen Thrombins nach dem Verdau durch
stets frische Benzamindin-Beads und spezifische Inhibierungen der Serinproteasen durch
AEBSF in der finalen Proteinldsung konnten zu einem Teilerfolg flihren. Die Stabilitat der Pro-
ben konnte so fiir ca. 21 Tage bei konstanten 25 °C gewdhrleistet werden. Nach Ende dieses
Zeitraums konnte dennoch eine erneut einsetzende Degradation beobachtet werden. Die ge-
naue Ursache konnte leider nicht aufgeklart werden. Der Einsatz der Protease wurde darauf-
hin hinsichtlich der Konzentration, Dauer und Temperatur fiir jede neue Aufreinigung in einem
kleinen Ansatz getestet und auf die Hauptprobe tibertragen. Im Anschluss an die Abspaltung

des Affinitatstags wurde stets eine SEC durchgefihrt.
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4.1.1.3 Chromatographische Charakterisierung der Afadin 6-Konstrukte
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Abbildung 4-5: Saulenchromatographische (SEC) Aufreinigung des AF6-Konstruktes mit bereits ab-
gespaltenem Hisg-Affinitatstag

In blau ist das Retentionsverhalten des AF6 Konstruktes von einer Superdex 200pg/26/60 SEC-Siule
zu sehen (jeweils hochkonzentriert dunkelblau und niedrigkonzentriert hellblau). Griin ist das Re-
tentionsvolumen der kombinierten Eichproteine mit der Gleichung der Eichgerade dargestellt. Zu-
satzlich ist eine SDS-Page der Fraktionen (je 6 ml) von 200 ml - 278 ml dargestellt (linke Seite zeigt
den GroRenstandard 10 - 25 kDa). Beispiel einer Aufreinigung des Hisg-AF6-Konstruktes aus 2,5 | Ex-
pressionskultur konzentriert auf 3,5 ml Probenvolumen in PIPES Puffer (20 mM PIPES / 100 mM KCl /
2 mM DTT /2 mM MgCl,/ pH 6,9).

Im Zuge der Optimierung der Expression und Aufreinigung des AF6 Konstruktes konnte fest-
gestellt werden, dass das AF6-Konstrukt in der Lage ist ein Homodimer auszubilden. Dies
konnte sowohl anhand von SDS-PAGE, als auch durch SEC gezeigt werden (Abb. 4-5). Diese
Polymerisierung scheint sich in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen dem dimeren und
monomeren Zustand zu befinden, mit Schwerpunkt auf Seiten des Monomers. Hierzu wurde
eine Probe (Mischung aus Dimer und Monomer) einer analytischen SEC unterzogen (Abb. 4-
6). Die Hauptfraktionen (die starkste Fraktion des monomeren (1) und des dimeren (2) Retenti-
onspeaks) wurden direkt im Anschluss aufkonzentriert und unter exakt gleichen Bedingungen
erneut einer analytischen SEC unterzogen. Hierbei zeigte sich, dass sich die dimere Fraktion
aufteilt und sich das Gleichgewicht auf die Seite des Monomers verschiebt. Die erneut ver-
messene monomere Fraktion hingegen bleibt Monomer und es kommt zu keinem dynami-

schen Ausgleich der Verhdltnisse. Scheinbar ist das Dimer in der Lage in die monomere Form
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Uberzugehen, der umgekehrte Weg aber energetisch ungiinstig ist. Der Grund hierfiir kénnte

konzentrationsbedingt und auch pH-abhangig sein, da der Isoelektrische Punkt (pl) des AF6
bei pH 6,24 liegt.

Dynamisches Gleichgewicht zwischen AF6 Dimer und Monomer

——AF6(1-141) —— AF6 (1-141) Dimere Fraktionen (53-59) ——AF6 (1-141) Monomere Fraktionen (60-67)

®©

120

100

80

60

40

Absorption [mAU]

20

18 20

-20
Retentionsvolumen [ml]

Abbildung 4-6: Analytische SEC (Superdex 75 /10 /300) des AF6-Konstruktes in Bezug auf das dyna-
mische Monomer- / Dimer-Gleichgewicht

In blau das Retentionsspektrum der Ausgangsprobe von AF6, die Fraktionen (1) und 2) wurden sepa-
riert, eingeengt und erneut einer SEC unterzogen. In griin die erneute analytische SEC der dimeren
Fraktion (2) und in rot die erneute analytische SEC der monomeren Fraktion (1). PIPES Puffer (20 mM
PIPES / 100 mM KCl / 2 mM DTT / 2 mM MgCl,/ pH 6,9).
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AF6 mit H-Ras[GTP]
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Abbildung 4-7: Aktivitatstest des dynamischen AF6 Monomer-, Dimer-Gleichgewichts mit GTP bela-
denem H-Ras

In blau Retentionsspektrum der Ausgangsprobe von AF6, in gelb die Ausgangsprobe von 85% GTP-
beladenem H-Ras, in hellrot die vereinte AF6-H-Ras[GTP]-Probe und in dunkelrot die gleiche AF6-H-
Ras-Probe nach Inkubation Giber Nacht bei 37 °C. Na-Phosphat Puffer (20 mM NaH,PO,4/ 100 mM NacCl
/2mM DTT /2 mM MgCl,/ pH 6,9). Markiert sind die mittels SDS-PAGE liberpriften und anhand einer
Eichung verifizierten Retentionssignale.

Um die Aktivitat des AF6-Konstruktes zu testen (Abb. 4-7), wurde dieses (molares Verhaltnis
ca. 1:1) mit aktivem H-Ras[GTP] fur 30 min bei 298 K inkubiert und anschlielend einer analy-
tischen SEC unterzogen. Hierbei zeigte sich, dass sowohl das AF6-Monomer als auch das AF6-
Dimer mit aktivem H-Ras interagieren. Diese Interaktion konnte anhand der Eichgerade auf
jeweils ein H-Ras Molekiil eingegrenzt werden. Nach vollstédndiger intrinsischer Hydrolyse des
GTPs durch die Inkubation tGiber Nacht bei 37 °C kommt es zu einer vollstandigen Inaktivierung
des H-Ras und eine Interaktion zwischen AF6 und H-Ras[GDP] konnte nicht mehr mittels SEC
nachgewiesen werden. Eine dimere AF6-Population wurde nach diesem Zeitraum jedoch auch

nicht mehr detektiert, der Grund dafiir konnte leider nicht aufgeklart werden.

78



Ergebnisse

Langzeit Kontrolle des AF6 Monomer/Dimer Gleichgewichts (bei 37°C)
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Abbildung 4-8: Langzeitbeobachtung des AF6 Monomer/Dimer Gleichgewichts mittels analytischer
SEC (Superdex 75 /10 /300)

Die AF6-Probe (100 uM / 700 pl) wurde fiir 4 Tage bei 37 °C (mit NaNs; und PMSF) inkubiert und es
wurden jeden Tag ein Aliquot (100 pl) der Probe durch SEC vermessen. Na-Phosphat Puffer (20 mM
NaH,PO4/ 100 mM NaCl / 2 mM DTT / 2 mM MgCl,/ pH 6,9). Die Signale der dimeren und monomeren
Population sind gekennzeichnet.

Langzeitmessungen des AF6-Gleichgewichts zeigten jedoch ein stabiles Verhaltnis der mono-
meren und dimeren Fraktionen, abgesehen von einer leichten Intensitatsabnahme tber einen
Zeitraum von 4 Tagen bei 37 °C (Abb. 4-8). Zuséatzlich durchgefiihrte Fluoreszenzmessungen
(nicht gezeigt) und 1D-, sowie 2D-NMR Messungen konnten den guten Faltungszustand und
die Stabilitdat des AF6-Konstruktes belegen. Hinsichtlich der NMR-Interaktionsstudien wurde

stets die monomere AF6-Fraktion eingesetzt (Kapitel 4.3 / 4.4).

79



Ergebnisse

4.1.1.4 Charakterisierung der 3D-Struktur des Afadin 6-Konstruktes

Die dreidimensionale Struktur des AF6-Konstruktes (1-141) wurde von Guido Steiner bereits
2000 mittels NMR-Experimenten geldst und in der spadteren Arbeit von Ralph Elsner [2006]
verfeinert. Der Name des finalen PDB-Files lautet ,AF6(1-141)“. Durch diese Vorarbeit konn-
ten die Oberflacheneigenschaften und die Ladungseigenschaften des Konstruktes errechnet
werden. Diese sind besonders fiir die Auswertung der NMR-Messungen von grof3er Bedeu-
tung, da sie als eines der wichtigsten Ausschlusskriterien dient, direkt an einer Interaktion be-

teiligte Aminosauren von verdeckten Aminosauren zu unterscheiden.

(A) Oberflichenzugénglichkeit des AF6 Konstruktes

Oberflichenzuganglichkeit
N 528 8
FRREE

2
R

M1 R11 N21 S$31 G41 A51 R61 V71 P81 Yol E101 L111 D121 E131
Aminosédure

al a2 B1

Em 467 E
3

I | Y AYAvaY v v e —
@HH AR HHAHAHEA BHA HHA HAR  H HHHA HA HA HHBMHHRHACH
s8 |59 |60 [61]62 |63 6a 66 |67 | 68 0(n|n 7a |75 |76 85 51 97
ad

(@ Oberflachenzugénglichkeit > 30% :
Hydrophob Negativ Positiv Neutral Cystein N .
D yeropho . 8 . . D ¥ (solvent accessible surface ,SAS“ mit ASAview berechnet)

Abbildung 4-9: Darstellung der mit ASAView berechneten Oberflachenzuganglichkeit des AF6-Kon-
struktes

(A) Aminosaure 1-141 des AF6 -Konstruktes als Sdulendiagramm (B) Darstellung der Amionosauren 1-
141 als Primarsequenz. Die farbige Markierung gibt die biochemischen Eigenschaften der Aminosauren
wieder, die eine Oberflachenzuganglichkeit von > 30% aufweisen, alle Aminosdauren mit einer Oberfla-
chenzugénglichkeit < 30% sind wei dargestellt (oder fehlen in (A)). Grau ist hydrophob, rot ist negativ
geladen, blau ist positiv geladen, griin ist neutral und gelb entspricht einem Cystein.

Die farbig hervorgehobenen Aminosduren der Abbildung 4-9 sind auf Grund ihrer Oberfla-
chenzugadnglichkeit in der Lage, direkt an einer Interaktion beteiligt zu sein. Die nicht markier-
ten Aminosduren sind durch die dreidimensionale Faltung verdeckt und sind somit wahr-

scheinlich nur an intramolekularen Umlagerungen beteiligt.
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4.1.2 Die Konstrukte des Zonula occludens 1

{1 Pbz1 PDZ 2 PDZ3  SH3 U5 [1748]
| ]
[23-110] [186-264] [421-502][516-584] . . [1632-1724]
@ poz 2 [ T{Z;iﬁ;l TLZJTZ?Z "
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@ rpz3 (|
@ ]
Or-r: I
Ol (] 1
@) sH3 [

Abbildung 4-10: Schematischer Uberblick iiber das Protein Zonula occludens 1 und seine Konstrukte

Die einzelnen Domanen des Gerlstproteins sind farbig markiert und mit der zugehérigen Aminosau-
reposition versehen. PDZ-Domane, SH3-Doméane, GuK-Domane, die ZU5 Domaéne, sowie die prolinrei-
chen Regionen.(D)-(7) hebt die hergestellten ZO1 Konstrukte beziiglich ihrer Position und mit ihrem
verwendeten Namen hervor.

Tabelle 4-1: Ubersicht iiber die hergestellten ZO1 Konstrukte

Name Plasmidsystem Plasmidsystem Expression theoretischer pl

des Konstruktes pPGEX4T1 pET14b des Konstruktes
@ PDZ2 ja ja erfolgreich 9,06
@ MuUT2 ja ja erfolgreich 9,06
(3® PDZ3 ja ja erfolgreich 4,86
@ p* ja nein mangelhaft* 6,23
(5 P2-P3 ja nein erfolgreich 5,75
& P2][P3 ja ja erfolgreich 5,82
@ SH3 ja ja schlecht** 9,06

*Das Konstrukt P zeigt eine ungewollte proteolytische Spaltung nach His 304.
** Das SH3 Konstrukt lasst sich nur denaturierend aus Inclusion bodies mittels Rickfaltung gewinnen
und zeigt eine sehr schlechte Faltung in der NMR. @) und (G) wurden von Gerald Badumel konstruiert.

Das Augenmerk lag in dieser Arbeit hauptsachlich auf der homodimeren PDZ2-Domé&ne und
ihrer kiinstlich, durch Insertion der 4 Aminosaduren ,,GGGA”“, erzeugten monomeren Mutante
(MUT2), da diese als Kandidaten fiir die Interaktion zwischen ZO1 und AF6 in Frage kamen.
Durch die Insertion der 4 Aminosauren in das Zentrum des B;-Faltblattes kommt es zu einer
Streckung des Faltblattes, daraufhin zu einer Distanzierung der hauptsachlich fir die Dimeri-
sierung der PDZ2-Domane verantwortlichen Kontakte und somit erfolgreich zu einer Mono-

merisierung der Domane (Abb. 4-11 und 4-12).
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[Alignment: GENtle V 1.9.4]

Abbildung 4-11: Alignment der Aminosiuresequenzen von ) PDZ2 (PDB-Files ,2JWE“), (2 eigenes
PDZ2-Konstrukt im pET14b Plasmid und 3 MUT2 Konstrukt ebenfalls im pET14b Plasmid

Das Konstrukt (D) verfiigt iber einen nicht abspaltbaren C-terminalen Hiss-Tag. Der N-terminale Uber-
hang ,,GSHM“ der Konstrukte @ und (@ entspricht dem Rest der Thrombinschnittstelle. Ein Strich
steht fiir eine Liicke, ein Stern fiir eine absolute Ubereinstimmung.

a2
Z01-PDZ2 Wildtyp (Homodimer): 1

) 2
Z01-PDZ2 monomere Mutante MUT2: a2 CZ// N
B4 1 -
27 H-Briicke
. )
t / \\\
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al —
p2°
< \
B3
C

Abbildung 4-12: 3D-Struktur der PDZ2-Domane (PDB-File ,2JWE“) und der monomeren Variante
MUT2 (homology model [PDB-File ,40AJ“]) des Zonula occludens 1 Proteins

Die monomere Struktur des MUT2 wurde mittels homology-modelling basierend auf dem PDB-File
,40A)“ der monomeren SAP97-PDZ2 Domane mit dem Programm Swiss-Modell erzeugt. In Cyan ist
der Bereich der GGGA-Insertion markiert.

Eine Monomerisierung durch Variation des pH-Bereichs von pH 5 bis pH 10, durch Verande-
rung der lonenstarke von 250 mM — 50 mM Natriumphosphat / Kaliumphosphat der Tris- oder

PBS-Puffer, oder durch Entfaltung und anschlieBende Riickfaltung mittels SOURCE-RPC-Saule
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(reversed phase column) waren leider erfolglos. Da eine ,natirliche”, monomere Variante
nicht erzeugt werden konnte, stellte das MUT2-Konstrukt die einzige Moglichkeit dar, den un-

ter physiologischen Bedingungen moglichen monomeren Zustand zu untersuchen.

4.1.2.1 Rekombinante Herstellung und Aufreinigung der Zonula occludens 1-Proteine.
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Abbildung 4-13: GST-Spin Aufreinigung einiger ZO1 Konstrukte

(A) PDZ2 Domane, (B) MUT2 der PDZ2 Domane, (C) Linker zwischen PDZ2 und PDZ3, (D) von PDZ2 bis
Ende PDZ3 und (E) SH3-Domane. Die Kennzeichnung der einzelnen Laufspuren befindet sich tber je-
dem einzelnen Gel, rechts davon befindet sich der GréRBenstandard und die gewlinschten rekombinan-

ten Proteine sind markiert.
Abgesehen vom P?*- und SH3-Konstrukt lieRen sich alle ZO1-Konstrukte gut im pGEX4T1-Sys-
tem exprimieren (Abb. 4-13), jedoch brachte die nachfolgende Aufreinigung und Entfernung
des GST-Tags viele ungewollte Probleme mit sich. Zum einen erfordert die Herstellung des
relativ groRen Tags Ressourcen, die im Falle einer markierten Expression limitiert sind. Zum
anderen zeigten sich groRe Probleme bei dem Abverdau des GST-Tags durch Thrombin, da die
Schnittstelle teilweise durch die Faltung verdeckt zu sein scheint und auch der Prozess den
abgespaltenen GST-Tag wieder effektiv aus dem System zu entfernen gestaltete sich aufwen-
dig. Daher wurden die meisten Konstrukte in das pET14b-System kloniert und die Expression
und Aufreinigung wurde fiir jedes Konstrukt optimiert. Teilweise kam es zu einer Verpackung

der Proteine in Inclusion bodies, wenn die Expression (iber Nacht durchgefiihrt wurde, daher
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wurde bei simultaner Expression der verschiedenen Konstrukte stets mit 100 uM IPTG maxi-
mal 6 h bei 37 °C und 180 rpm exprimiert. Die Problematik der ungewollten Proteolyse trat
hier nur beim P?*-Konstrukt auf, wohingegen alle anderen Konstrukte gegeniiber der Serin-
Proteasen (in normaler Konzentration) stabil waren. Wie in Abbildung 4-13 zu erkennen ist,
konnten alle Konstrukte auBer die SH3-Domane |6slich in guter Menge mittels GST-Affinitat
aufgereinigt werden. Die SH3-Doméane wurde von E. coli in Inclusion bodies verpackt und
konnte nur durch eine denaturierende Aufreinigung mit anschlieRender Riickfaltung aufgerei-
nigt werden. Hierbei zeigten sich jedoch, eine unsauberer Faltung und immer noch eine sehr
schlechte Loslichkeit des Konstruktes. Daher stand es fiir NMR-Interaktionsstudien leider nicht
zu Verfligung. PDZ3 (hier nicht aufgefiihrt) lasst sich dhnlich effektiv wie die PDZ2-Domane
aufreinigen, das P?*-Konstrukt (ebenfalls nicht aufgefiihrt) nur mit sehr schlechter Ausbeute.
Die Saulen wurden nach der Elution gewaschen, neu equilibriert und wieder verwendet. Somit
war eine mehrfache Beladung (Sdulendurchfluss 2) und Aufreinigung (Elution 2 und 3) mog-
lich. Die Aufreinigung der Konstrukte mittels pET14b-System war effektiver und demnach
meist das Mittel der Wahl, es sei denn der GST-Affinitatstag war von Nutzen (Beispiele der

Ni%*-NTA Aufreinigung siehe Phophorylierungsmutanten).
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4.1.2.2 Chromatographische Charakterisierung der PDZ2- und MUT2-Konstrukte

Aufreinigung der ZO1-PDZ2 und ZO1-MUT2 Konstrukte (ohne Hisg-Tag)
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Abbildung 4-14: SEC der ZO1-PDZ2- und der ZO1-MUT2-Konstrukte (Superdex 200pg / 26 / 600)

In griin ein Chromatogramm der PDZ2-Doméne (ohne Tag) / in rot ein Chromatogramm der MUT2-
Doméne (ohne Tag) in PIPES Puffer (20 mM PIPES / 100 mM KCI /2 mM DTT / 2 mM MgCl,/ pH 6,9).

Anhand einer geeichten SEC konnte Uber das Retentionsverhaltens der Proteine ihre relative
GrolRe bestimmt werden. Hierbei zeigte sich, dass die native PDZ2-Domaéne, wie erwartet, ein
Homodimer ausbildet und dass das MUT2 Konstrukt die gewlinschte Monomerisierung der
Domane herbeifiihrt. Auch bei MUT2 zeigte sich ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Mo-
nomer und Dimer (3 Tage bei 4 °C fiihrt zu ca. 10% dimerer Population), jedoch weniger stark
ausgepragt als bei AF6 (Abb. 4-5 / 4-6). Die Aufreinigung erfolgte mittels Ni>*-NTA und einem
Na-Phosphatpuffer, die anschlieRende SEC wurde zum Entfernen der ungewollten Spuren von
Thrombin und zum Pufferwechsel in PIPES-Puffer (20 mM PIPES / 100 mM KCI /2 mM DTT / 2
mM MgCl, / pH 6,9) durchgefihrt. Hierbei zeigten sich stets nach ca. 290 ml zwei weitere
groRe Elutionspeaks (zwischen 3,5 und 2 kDa GroRe). Diese wurden zusatzlich mit Phosphor-
NMR (Ergebnisse nicht dargestellt) untersucht und weisen daraufhin, dass die ZO1-
PDZ2/MUT2-Konstrukte phosphatgekoppelte Substanzen durch den Pufferwechsel freisetzen.
Diese absorbieren Licht mit einer Wellenlidnge von 280 nm und werden so durch das AKTA-

System detektiert.
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4.1.2.3 Herstellung der PDZ2- und MUT2- basierten Phosphorylierungsmutanten

Zusatzlich zu den Bindungsstudien mit den Wildtyp-Konstrukten, wurde die Moglichkeit einer
posttranslationalen Modifikation im physiologischen Kontext des Proteins mittels Phosphory-
lierungsimitierung untersucht. Hierbei wurden die Sequenzen der PDZ2-Domane hinsichtlich
moglicher Phosphorylierungspositionen mit den Programmen NetPhos2.0 und GPS 2.1.2 lber-
prift (mit dem Kriterium der hochsten Signifikanz). Die Ergebnisse dieser Vorhersage sind in

Abbildung 4-15 zusammengefasst.

@

1185]-[TKVTLVKSRK NEEYGLRLAS HIFVKEISQD SLAARDGNIQ EGDVVLKING TVTENMSLTD AKTLIERSKG KLKMVVQRDE}264]

(B) PDZ2 TKVTLVKSRK NEEYGLRLAS HIFVKEISQD SLAARDGNIQ EGDVVLKING TVIENMSLTD AKTLIERSKG KLKMVVQRDE
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S192E
S204E
TTEE
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PDZ2
MUT2
MTISSE
M/S192E
M/Y19SE
M/ TTEE
MIS252E
Identity

[Alignment: GENtle V 1.9.4]

Abbildung 4-15: (A) Ubersicht iiber die signifikantesten Phosphorylierungsvorhersagen der ZO1-
PDZ2 Domaine und (B) Sequenzalignment der erfolgreich durchgefiihrten Mutationen

Die ,Identity“-Zeile entspricht der ClustalW Ubereinstimmung. Ein Stern steht fiir eine Ubereinstim-

mung, ein Doppelpunkt fiir eine konservierte Untereinheit und ein einfacher Punkt fiir eine halb-kon-
servierte Untereinheit.

Y198E

G

Abbildung 4-16: Ubertragung der Phosphorylierungspositionen auf die 3D-Struktur des PDZ2-Ho-
modimers (PDB-File ,,2)JWE")

In gelb sind die Phosphorylierungspositionen auf dem PDZ2-Homodimer markiert und beschriftet, die

H-Briicken sind in orange hervorgehoben.

Die beiden Konstrukte PDZ2 und MUT2 lagen bereits korrekt in das pET14b-Plasmid integriert
vor. Somit war es nach anfanglicher Etablierung der Punktmutationsstrategie relativ einfach,

86



Ergebnisse

die vorhergesagten Phosphorylierungspositionen von einem Serin (S), Threonin (T) und Tyro-
sin (Y) in ein Glutamat (E) oder Aspartat (D) zu konvertieren. Diese Punktmutationen simulie-
ren durch die eingebrachte negative Ladung und die dazu passende Distanz, eine aktiv phos-
phorylierte Aminosaure. Es wurde fir alle ausgewédhlten Positionen eine Punktmutation hin
zu einem Glutamat gewahlt, auch wenn sich fiir Serine ein Aspartat, auf Grund einer realisti-
schen Seitenkettenlange, eventuell besser geeignet hatte.

Tabelle 4-2: Ubersicht iiber die erfolgreich durchgefiihrten Phosphorylierungsmutationen

Mutation T188E S192E Y198E S204E TT/EE* S252E
PDZ2 ja ja nein ja ja nein
MUT2 ja ja ja nein ja ja

* Die TT/EE entspricht der Doppelmutation von T243E und T247E.

Bei der Expression der Mutanten kam es teilweise zu einer Verpackung der Proteine in Inclu-
sion bodies wenn die Expression Gber Nacht durchgefiihrt wurde. Daher wurde bei simultaner
Expression der verschiedenen Konstrukte stets mit 100 uM IPTG maximal 6 h bei 37 °C und

180 rpm exprimiert.
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Abbildung 4-17: Beispiel fiir die Ni>*-NTA-Spin Aufreinigung der Phosphorylierungsmutanten T188E
und S192E der PDZ2- und MUT2-Konstrukte und Analyse der Aufreinigung mittels SDS-PAGE

Die Kennzeichnung der einzelnen Laufspuren befindet sich Gber jedem einzelnen Gel, in der Mitte be-
findet sich der GroRenstandard und die gewiinschten rekombinanten Proteine sind farbig markiert.

Die Saulen konnten wie die GST-Spin-Saulen nach der Elution gewaschen, neu equilibriert und
wieder verwendet werden, somit war eine mehrfache Beladung (Sdulendurchfluss 2) und Auf-
reinigung (Elution 2 und 3) moglich. Je nach Starke der Expression konnte das Kulturvolumen
und das Spin-Saulenvolumen variiert werden, brachte aber bereits mit den kleinsten Spin-

Saulchen bei gerade einmal 45 ml Expressionskultur meist gute Ausbeuten (Abb. 4-17).
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4.1.2.4 Chromatographische Charakterisierung der Phosphorylierungsmutanten

Auch hier konnten anhand einer geeichten SEC liber das Retentionsverhaltens der Proteine
ihre relative GroRRe und ihr Polymerisierungsgrad bestimmt werden. Dies geschah direkt nach
der Elution von der Affinitatssdule im Zuge einer weiteren Aufreinigung und wies so noch un-
gewollte zusatzliche Proteine rechts und links der eigentlichen PDZ2/MUT2-Retentionspeaks
auf. Diese konnten anhand der anschlieBenden SDS-PAGE auf Grund ihrer GroRRe, als mono-
merer oder polymerer Zustand der Ziel-Konstrukte ausgeschlossen werden. Eine weitere
Uberpriifung dieser flankierenden Proteine erfolgte nicht. Die Konstrukte zeigten im direkten
Vergleich mit den Ausgangs-Konstrukten PDZ2 und MUT2, durch die imitierte Phosphorylie-

rung keine Veranderung ihres dimeren oder monomeren Zustandes (Abb. 4-18).
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(B) SEC der Phosphormutationen des MUT2 Konstruktes
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Abbildung 4-18: Darstellung der einzelnen SEC-Experimente des GroRteils der Phosphorylierungs-
mutanten (A) PDZ2-basiert, (B) MUT2-basiert

Die SEC wurde direkt im Anschluss an die Ni**-NTA Affinititsaufreinigung durchgefiihrt. (A)
T188E/S192E/S204E und TT/EE des PDZ2-Konstruktes im direkten Vergleich mit PDZ2 (schwarzer Kas-
ten) (B) T188E/S192E/ TT/EE und S252E des MUT2-Konstruktes im direkten Vergleich mit MUT2
(schwarzer Kasten). PIPES Puffer (20 mM PIPES / 100 mM KCl / 2 mM DTT / 2 mM MgCl,/ pH 6,9) /
(Superdex 75/10/300). Das nicht mutierte Konstrukt ist jeweils als Referenz mit aufgefiihrt
(gestrichelte Linie).
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4.1.3 Die kleinen GTPasen Rap1A und H-Ras

4.1.3.1 Herstellung der GTPase Konstrukte

HRas MTEYRLVVVG AGGVGKSALT IQLIQNHFVD EYDETIEDSY REGVVIDG
RaplA E
Identity

H-Ras
RaplA

Iﬂm‘ltll}’ LR OLLW WIWER L epIWIwRRD L LELLD W haalal-Ra HIFRAEEHA - bl
Abbildung 4-19: Aminosduresequenz Alignment der GTPasen H-Ras und Rap1A
Die ,/dentity“-Zeile entspricht der ClustalW Ubereinstimmung, ein Stern steht fiir eine Ubereinstim-

mung, ein Doppelpunkt fiir eine konservierte Untereinheit und ein einfacher Punkt fiir eine halb-kon-
servierte Untereinheit. Rap1A weist gegeniiber H-Ras 57% identische Aminosduren auf.

Die GTPase H-Ras wurde freundlicherweise im Zuge des biophysikalischen GroRpraktikums
von unserer Technischen Angestellten Sabine Ruppel hergestellt und in groBem MaRstab auf-
gereinigt. Die Aufreinigung erfolgte im Prinzip wie die Aufreinigung des Rap1A, jedoch konnte
bei H-Ras nach der Q-Sepharosesdule eine Amoniumsulfatfallung durchgefiihrt werden, um
einen Teil der ungewollten Proteine der Losung zu entfernen. Dieser Schritt war bei Rap1A
nicht moglich. Die GTPase Rap1A war als pTac-System in einem CK600K E.coli-Stamm inklusive
GroEL-Chaperon (Rap1A AC'1-167 GroEL CK600K) am Lehrstuhl vorhanden. Die Aufreinigung
musste jedoch auch hier optimiert werden, da die Ausbeute weit unter der erhofften Menge
lag. Hierzu wurden diverse Konstrukte des Rap1A (1-167) in verschiedenen Plasmid-Systemen
(pET14b / pETSumo / pGEX4T1) und Expressionsstammen (BL21 / BL21(DE3) / BL21(DE3)pLysS
/ Rosetta (DE3) / Rosetta (DE3) pLysS) erzeugt und getestet. Keine der neuen Systeme war in
der Lage die schlechte Expressionsrate des bisherigen Systems zu verbessern. Daher konnte
nur der MaBstab der Expressionskulturen stark erhéht und die Aufreinigungsprozesse opti-
miert werden. Dies ermoglichte es jedoch nicht, 3C- oder N-markiertes Rap1A fiir 2-3D-

NMR-Experimente herzustellen.
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Abbildung 4-20: Expressionstest der unterschiedlichen Rap1A Expressionssysteme

In grinist das, bereits vorhandene Konstrukt dargestellt. In rot zwei der Versuche die Expression durch
ein neues System zu optimieren. Im pETSumo-System ist keine Uberexpression nachweisbar, im pTac
BL21 System wird bereits basal so viel Rap1A exprimiert, dass bereits kurze Zeit nach der Induktion das
komplette RaplA in Inclusion bodies verpackt wird. Inkubation bei 30 °C, 180 rpm und 100 uM IPTG.
Die Kennzeichnung der einzelnen Laufspuren befindet sich lber jedem einzelnen Gel, links und in der
Mitte befindet sich der GroRenstandard und die gewiinschten Laufhéhen der rekombinanten Proteine
sind markiert.

4.1.3.2 Optimierung der Herstellung und Aufreinigung der Rap1A GTPase

Um ca. 1 ml einer 1 mM Rap1A-Proteinlésung zu erhalten, mussten 40 | Expressionskultur (16
x 2,5 1) aufgereinigt werden, daher musste die Aufreinigung so effektiv wie moglich verlaufen.
Optimal hat sich die Trennung des Proteingemischs nach dem Aufschluss mittels selbstgepack-
ter 125 ml Q-Sepharosesaule erwiesen, da diese ohne Probleme, im Gegensatz zur herkdmm-
lich verwendeten Siule, in das AKTA-System eingebaut werden konnte und somit ein kontrol-
lierter Gradientenlauf moglich wurde. Nach Beladung und Waschen der Saule im Kiihlraum
konnte die Elution des Proteins liber einen Stufengradienten mit Rap1A-Hochsalzpuffer durch-

gefihrt werden (1 ml / min Flussrate/ 62,5 ml Volumen der Gradientenstufe) (Abb. 4-21).
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Stufengradient der Rap1A-Aufreinigung liber eine 125ml selbstgepackte Q-Sepharosesiule
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Abbildung 4-21: Hochsalz-Stufengradient der Rap1A Aufreinigung liber eine selbstgepackte Q-Se-
pharosesaule und SDS-PAGE Kontrolle der Aufreinigung

Der griine Kasten markiert die Position des Rap1A, links im Chromatogramm der Anionenaustausch-
Chromatographie und rechts in der SDS-PAGE (jeweils links davon der GroRenstandard).

Die Fraktionen des gewilinschten Rap1lA-Peaks wurden mittels SDS-PAGE auf die Fraktionen
51 bis 68 eingegrenzt, vereint und konzentriert. Da der Reinheitsgrad noch nicht ausreichend
war und die ungewiinschten Proteine sich charakteristisch in ihrer GrofRe unterschieden

wurde das Rap1A direkt im Anschluss lber eine SEC noch weiter aufgereinigt (Abb. 4-22).

91



Ergebnisse
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Abbildung 4-22: SEC des konzentrierten Rap1A-Proteingemischs iiber eine Superdex 200pg 26/600
Saule und Analyse der Fraktionen mittels SDS-PAGE

Oben das Chromatogramm der SEC mit Rap1A in griin und der Standard in blau, darunter die SDS-PAGE
(GroBenstandard links neben dem Gel) des SEC-Laufes und rechts daneben die SDS-PAGE der finalen
Rap1A-Probe. Die Kennzeichnung der einzelnen Laufspuren befindet sich Giber dem Gel, rechts befin-
det sich der GréRenstandard und das gewiinschte rekombinanten Rap1A ist griin markiert.

Im Anschluss an den Gelfiltrationslauf wurde die Rap1A-Probe konzentriert und konnte da-

raufhin mit dem gewiinschten Nukleotid beladen werden (Kapitel 3.2.8).
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4.1.3.3 Nukleotidbeladung der kleinen GTPasen RaplA und H-Ras

(A) Nukleotid-Beladung des nativ aufgereinigten Rap1A
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Abbildung 4-23: Beladungszustiande der Rap1A-Proben mittels reversed phase HPLC iiberpriift

Die Eichldufe der gewiinschten Nukleotide (GTP/GDP/GppNHp) sind stets durch eine gestrichelte Linie
gekennzeichnet, der Beladungszustand der Probe durch eine durchgehende Linie. (A) Zustand des na-
tiv aufgereinigten Rap1A, (B) RaplA[GTP]-Probe, (C) Rap1A[GDP]-Probe und (D) RaplA-[GppNHp]-

Probe. Die exakte Probenbeladung kann der Tabelle 4-3 entnommen werden.
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Tabelle 4-3: Detaillierte Ubersicht der Nukleotid-Beladungszustinde der Rap1A-Proben

Reten- Volumen Nukleotid Anteil

tionszeit [s]
Eichung 233 11074 GMP 1,70%
GDP 278 641470 GDP 98,30%
Eichung 235 3884 GMP 0,42%
GTP 280 47812 GDP 5,14%
349 879361 GTP 94,45%
Eichung 243 53071 ? 8,84%
308 547422 GppNHp 91,16%
. 287 363305 GDP 50,9%
RaplA [nativ] 358 346400 GTP 49,08%
234 2014 GMP 0,58%
Rap1A [GDP] 287 286268 GDP 89,94%
358 59533 GTP 9,48%
236 84642 GMP 11,91%
RaplA [GTP] 284 37058 GDP 5,21%
349 589035 GTP 82,88%
234 67225 ? 11,13%
RaplA[ I 310 536970 GppNHp 88,9%
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Abbildung 4-24: Beladungszustande der H-Ras Proben mittels reversed phase HPLC liberpriift

Die Eichlaufe der gewtinschten Nukleotide (GTP/GDP/GppNHp) sind stets durch eine gestrichelte Linie
gekennzeichnet, der Beladungszustand der Probe durch eine durchgehende Linie. (A) Zustand des na-
tiv aufgereinigten H-Ras, (B) H-Ras[GTP]-Probe, (C) H-Ras[GppNHp]-Probe siehe Tabelle 4-4.
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Tabelle 4-4: Detaillierte Ubersicht der Nukleotid-Beladungszustinde der H-Ras—Proben

Retentionszeit [s] = Volumen Nukleotid | Anteil

Eichung 233 11074 GMP 1,70%
GDP 278 641470 GDP 98,30%

Eichung 235 3884 GMP 0,42%

GTP 280 47812 GDP 5,14%
349 879361 GTP 94,45%

Eichung 243 53071 ? 8,84%
308 547422 GppNHp | 91,16%

240 45493 GMP 5,63%
H-Ras [nativ] 293 762366 GDP 94,37%

0 0 GTP 0%

237 44712 GMP 11,36%
H-Ras [GTP] 295 41201 GDP 10,47%
344 307656 GTP 78,17%

H-Ras [ ] 239 14894 ? 5,11%
307 276642 GppNHp | 94,89%

Die Beladung der GTPasen mit dem entsprechenden Nukleotid war essenziel fiir die Aktivitat
des Proteins. Daher musste die Beladung mittels reversed phase HPLC Uberprift werden.
Rap1A liegt bei nativer Aufreinigung mit ca. 50% aktiver[GTP]- und 50% inaktiver [GDP]- Bela-
dung vor. Bei H-Ras liegt bei nativer Aufreinigung kein aktiver [GTP]-beladener Zustand vor.
Diese Tatsache beruht allem Anschein nach auf der unterschiedlichen intrinsischen Hydrolyse
Eigenschaft der beiden GTPasen. Um eine bessere Beladung der kleinen GTPasen zu erreichen,
kann das gewlinschte Nukleotid auch zusatzlich in den Aufreinigungspuffer gegeben werden,
was bei der durchgefiihrten Aufreinigung jedoch nicht der Fall war. Eine absolute Beladung
von 100% konnte nie erreicht werden. Die Nukleotide GDP und das Analoga GppNHp kénnen
gut ausgetauscht werden, bei GTP hingegen war die Beladung maximal bei 82,88% des Rap1A
und 78,17% des H-Ras und musste stets durch einen 50-fachen Uberschuss wihrend des Aus-

tauschs forciert werden.
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4.1.3.4 Intrinsische Hydrolyse Aktivitdt der GTPasen Rap1A und H-Ras

(A) Hydrolyserate H-Ras[GTP]
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Abbildung 4-25: Bestimmung der intrinsischen GTP-Hydrolyse Aktivitdt der GTPasen Rap1A und H-
Ras mittels HPLC

(A) Hydrolyserate des H-Ras[GTP] bei 298 K (25 °C) in blau und bei 310 K (37 °C) in rot sowie (B) die im
Zuge der NMR-Titrationsexperimente AF6 mit Rap1A[GTP] bestimmte Hydrolyserate des Rap1A[GTP].
Die bestimmte GTP-Hydrolyserate des H-Ras (entspricht 0,028/min bei 310 K) flihrt zu einer
schnellen intrinsischen on/off-Wechselwirkung des kleinen molekularen Schalters, wohinge-
gen RaplA in einem kurzen Zeitfenster von ein paar Stunden, quasi (iber so gut wie keine
aktive Hydrolyse Eigenschaft verfiigt. Dennoch macht sich dieser Effekt, beispielsweise tber

den langen Zeitraum einer TROSY-NMR-Titrationsreihe stark bemerkbar.
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4.1.4 Pulldown-Analyse des GST-Afadin 6 mit Zonula occludens 1, H-Ras und
RaplA

Um einen klassischen Pulldown durchzufiihren (Kapitel 3.4.2) bedarf es eines Affinitatstags. In

diesem Fall standen zwei Affinitatstags zur Verfligung. Der GST-Tag des pGEX4T1 Plasmids und
der Hise-Tag des pET14b Plasmids. Da AF6 eine natirliche Affinitat an Ni*-NTA aufweist, war
es jedoch nur moglich GST-AF6 als Bait an die GSH-Beads zu koppeln und mit den Hise-getagg-
ten Prey Proteinen zu inkubieren. Die Anwesenheit des Hise-Tags ist fir den Pulldown nicht
notwendig, ermoglicht aber den Nachweis auch geringer Spuren einer Interaktion mittels
Western Blot. Zusatzlich bietet der Pulldown-Ansatz die Moglichkeit alle entwickelten Kon-

strukte unter gleichen Bedingungen auf eine Interaktion mit AF6 hin zu testen.

NN N o & Q’ £ g

" g ¥ & ¥ ., & F . 08 & & $ & & o
i 3 3

§ 55 ¢ & fFF ¢ § 55 S F £ s § &£ s ¢
< S & ¢ L o S < < § & s § § 8 § § § ¢ &

S s 5§ 5§ & S S § S g 5 S 5 .9 @ & s § £ § s & 5 &
s & & £ g & 5 £ & 5§ £ 5 F & § & &3 s & &5 &
s 5 § Fg &L & Ty g 8 354 f 94 = S @ S 5T <«

| - f ==
Ras GDP Ras GTP Ras GppNHp Rap1A HIS-AF6

@ - - GppNHp 60

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 150, ‘ %0 50 .o
GST-AF6——» (g w 9 140 u 40
Sommmmeneneeanneeaeeeee 00 20 30 30 30
25. & 25 - 25 25

a2 20 20 | s s 2 20

] - - —
(A) (B) (Q) —
15 5 15 (D) 15
(E)
+7] & 2 @

Abbildung 4-26: SDS-Page der ersten GST-Pulldown-Experimente

Es wurden 5 verschiedene Protein-Kombinationen getestet und jeweils der Durchfluss der Saule, die
zwei aufeinanderfolgenden Waschschritte und die Elution des Bait-Proteins GST-AF6 mittels SDS-PAGE
Uberprift. (A) GST-AF6 mit inaktivem H-Ras[GDP], (B) GST-AF6 mit aktivem H-Ras[GTP], (C) GST-AF6
mit dauerhaft aktivem H-Ras[GppNHp], (D) GST-AF6 mit dauerhaft aktivem Rap1A[GppNHp] und (E)
GST-AF6 mit Hise-AF6. Eingesetzte Bait/Prey-Konzentrationen (UM Bereich). Das GST-AF6 Protein ist
links in rot neben der SDS-PAGE markiert. Der Bereich der Prey-Konstrukte ist mit einem Kasten mar-

kiert.

In den ersten Pulldown-Experimenten wurde zundchst GST-AF6 auf die bereits bekannte In-
teraktion mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A, sowie einer Homodimerisierung des AF6
selbst, getestet. Findet eine Interaktion zwischen den Bait- und Prey-Proteinen statt, so sind
beide Proteine in der Eluatfraktion nachweisbar. Dies ist fiir die kleinen GTPase H-Ras und
RaplA der Fall. Ebenso entspricht die Intensitdt der detektierten Proteinbanden auch dem
Affinitatsverhaltnis der unterschiedlich beladenen GTPasen. Eine Dimerisierung des GST-AF6
mit Hise-AF6 konnte unter diesen Bedingungen nicht nachgewiesen werden. Grundsatzlich

muss der Pulldown kritisch betrachtet werden, da die Interaktion meist nur bei starken und
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nicht transienten Bindungen nachgewiesen werden kann. Es wurde daher darauf geachtet,

dass so wenige Krafte (Zentrifugation, Bewegung, etc.) wie moglich auf das Pulldown-System

einwirken konnten, welche die Interaktion hatten hemmen kénnen.
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Abbildung 4-27: SDS-Page der nachfolgenden GST-Pulldown-Experimente

GST-AF6 dient als Bait-Protein und wurde an GSH-Beads gekoppelt. Eingesetzte Bait/Prey-Konzentra-
tionen (LM Bereich) schwankten, wurden aber in maximal moglicher Konzentration eingesetzt. Das
GST-AF6 Protein ist rechts jeder neben SDS-PAGE markiert, positive Interaktionen sind mit einem gri-
nen Kasten umrandet, nicht nachweisbare Interaktionen mit einem roten Kasten. Die Kennzeichnung
der einzelnen Laufspuren befindet sich tGiber dem Gel, links befindet sich jeweils der GréRBenstandard.

(Beschreibung der Proben siehe néchste Seite)
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Negativkontrolle: Hise-PDZ3 (A1)
Positivkontrolle: H-Ras[GTP] (A2)
RaplA[GTP] (A3)
Zonula occludens Konstrukte: Hiss-PDZ2 (B1)
Hise-MUT2 (B2)
Hise-PDZ2 mit aktivem H-Ras als kombinierter Interaktionstest (B3)
Hise-P2][P3 (C1)
201-PDZ2 Phosphorylierungsmutanten: Hiss-PDZ2 T188E (C2)
Hise-PDZ2 S192E (C3)
Hise-PDZ2 S204E (D1)
Hise-PDZ2 TT/EE (D2)
Z201-MUT2 Phosphorylierungsmutanten: His¢-MUT2 T188E (D3)
Hise-MUT2 S192E (E1)
Hise-MUT2 TT/EE (E2)
Hise-MUT2 S252E (E3)

Die durchgefiihrten Pulldown-Experimente zeigten eine Interaktion des GST-AF6 Konstruktes
mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A. Diese konnten in aktiver [GTP] und inaktiver [GDP]
Beladung positiv auf eine Interaktion hin getestet werden, Abb. 4-26 (A-D), sowie Abb. 4-27
(A2) und (A3). Eine Interaktion des GST-AF6 Konstruktes mit der homodimeren PDZ2 Domane,
deren kinstlich durch Mutation erzeugten monomeren Version MUT2, sowie dem Linkerbe-
reich P2][P3 zwischen der PDZ2- und PDZ3-Doméne Abb.4-27 (Blund B2) sowie (C1), konnte
nicht gezeigt werden. Eine gekoppelte Interaktion des AF6 mit ZO1 durch H-Ras Abb. 4-27 (B3)
ist nicht erkennbar. Ebenso konnte kein positiver Effekt einer Phosphorylierungsmutation hin-
sichtlich einer Bindung an das GST-AF6 Konstrukt gezeigt werden Abb. 4-27 (C2) bis (E3). Die
SDS-PAGE wurden mittels kolloidalem Coomassie sensitiv eingefdrbt. Ein Antikérperspezifi-
scher Nachweis mittels Westernblot (SuperSignal West HisProbe™ Kit) konnte leider nur ein-
malig in unzureichender Qualitdt durchgefiihrt werden und liel? keine Interaktion erkennen.
Da die Affinitat von ZO1 an AF6 zu binden sehr schwach zu sein scheint und sich die Protein-
konzentrationen im pumolaren Bereich bewegen, war ein positiver Nachweis auf dieser Detek-
tionsebene durch kolloidale Coomassiefarbung der SDS-PAGE wohl nicht moglich. Eine Detek-
tion mittels monoklonalen AF6 und ZO1 Antikoérpern oder eine radioaktive Markierung waren

hier effizienter gewesen.
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4.2 NMR Zuordnungen der verschiedenen Konstrukte

4.2.1 Die Ras-Assoziationsdomane 1 (RA1) des Afadin 6
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Abbildung 4-28: 'H->*N-HSQC-Spektrum des AF6-Konstrukts

Die Seitenketten des Proteins wurden nicht zugeordnet und sind in blau als SC = side chain einzeln im
Spektrum und in der blauen Box gekennzeichnet. Protein: 200 uM *N-AF6(1-141). Puffer: 20 mM PIPES
/100 mM KCI /2 mM DTT / 2 mM MgCl, /0,1 mM NaNs / 0,1 mM AEBSF / pH 6,9. Messbedingungen:
50 uM DSS interner Standard / 5% D,0 / 298 K / 800 MHz Bruker Spektrometer. Aufnahmeparameter
(AcquPars): TD(F2) 2048 x 256 TD(F1) / DS 16 / NS 16. Prozessierungsparameter (ProcPars): (F2)8192
x (F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8) sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).

Die Zuordnung der Signale des AF6-HSQC-Spektrums erfolgte mit Hilfe der chemischen Ver-

schiebungsdaten der Arbeit von Guido Steiner 2001. Zusatzlich wurden die Daten mit dem

Eintrag: ,,4719“ des AF6(1-141), [Steiner, 2000] der Biological Magnetic Resonance Data Bank

(BMRB) komplettiert. Die Ubertragung der bereits zugeordneten Signale erfolgte visuell an-

hand des Signalmusters und wurde durch die ppm-Werte der Verschiebungslisten [Steiner,

2001] verifiziert. Die chemischen Verschiebungen sind im Anhang aufgefihrt.
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Abbildung 4-29: Neu prozessierte 'H->N-TROSY-Spektrum des AF6-Konstrukts [Steiner, 2001]

Die Seitenketten des Proteins wurden nicht zugeordnet und sind in blau als SC einzeln im Spektrum
und in der blauen Box gekennzeichnet. Protein: ca. 700 uM *N-AF6(1-141). Puffer: 20 mM Kalium-
Phosphatpuffer pH 6,9/ 2mM DTT /0,2 mM EDTA/ 1 mM NaNs. Messbedingungen: 50 uM DSS interner
Standard / 5% D,0 / T 303 K / 800 MHz Bruker Spektrometer. AcquPars: TD(F2) 8192 x 800 TD(F1) / DS
16 / NS 8. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8) sowie GB: F2(0.12)

und F1(0.1).
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Abbildung 4-30: Uberlagerung des H-*N-TROSY-Spektrums [Steiner, 2001] und des *H-**N-HSQC-
Spektrums von AF6(1-141)

Uberlagerung des HSQC-Spektrums (Abb. 4-28) des AF6-Konstruktes in griin mit dem neu prozessier-
ten TROSY-Spektrum des gleichen Konstruktes (Abb. 4-29) in rot.

Da bereits Interaktionsstudien zwischen AF6 und den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A [Stei-
ner, 2001] durchgefiihrt wurden, mussten die damals durchgefiihrten TROSY Messungen, um
mit den neu angefertigten Messreihen verglichen werden zu konnen, exakt gleich prozessiert
und ausgewertet werden. Da sich auf Grund der unterschiedlichen Messmethoden auch die
chemischen Verschiebungen der einzelnen Aminosduren unterscheiden, wurden in Abbildung
4-30 die Spektren der Anschaulichkeit halber tiber die Aminosaure D70 geeicht und Uberla-
gert. Somit sind die Unterschiede basierend auf einer anderen Temperatur (303 K) und eines
anderen Puffersystems (Kalium-Phosphatpuffer pH 6,9) gut zu erkennen. Diese wurden im Fall
der neuen Messreihen fiir geplante Verdrangungsexperimente (AF6 + GTPase + ZO1) analy-
siert und optimiert (Messungen bei 298 K, Puffer: 20 mM PIPES / 100 mM KCI / 2 mM DTT / 2
mM MgCl, /0,1 mM NaNs /0,1 mM AEBSF / pH 6,9). Trotz dieser Unterschiede ist ein Vergleich
der Messreihen in Bezug auf die Interaktionsflachen des AF6-Konstruktes, durch die exakt glei-

che Neuauswertung, moglich.

102



Ergebnisse

4.2.2 Die Zonula occludens 1 Konstrukte

Mit Hilfe der Trippelresonanzexperimente HNCO, HNCA, CBCACONH und durch Unterstlitzung
von Prof. Dr. Claudia Munte (Lehrstuhl fir physikalische Biochemie Universitdt Regensburg),
konnten die Signale des ZO1-PDZ2 -Konstruktes zugeordnet werden. Diese konnten mit den
Daten der BMRB-Datenbank (16871, PDB-File ,,2JWE®), die die Informationen der mittels NMR
aufgeklarten Struktur der ZO1-PDZ2-Domane bei unterschiedlicher Temperatur (310 K statt
298 K) und abweichendem Puffer (in 20 mM Phosphatpuffer mit 50 mM NaCl pH 6,5) enthilt,
abgeglichen und vervollstandigt werden. Hierbei zeigte sich ein ungewollter, aber nicht inter-
ferierender ,G-S-G-C“-Uberhang der PDZ2/MUT2 Konstrukte am C-terminalen Ende (C'-
GSGC), der durch einen Sequenzierfehler des Stoppcodons entstand und daraufhin behoben

wurde. Die Zuordnung konnte daraufhin auf die Spektren der 800 MHz-Messreihe lbertragen

werden.
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Abbildung 4-31: 600 MHz HSQC-Spektrum des *N/*3C-PDZ2-Konstruktes

Protein: 1 mM ®*N/3C-PDZ2, [mit C’-GSGC Terminus]. Puffer: 10 mM Na-Phosphat / 100 mM NaCl / 2
mM DTT /2 mM MgCl, /0,1 mM NaNs / pH 6,9. Messbedingungen: 50 uM DSS interner Standard / 5%
D,0 / 298 K / 600 MHz Bruker Spektrometer. AcquPars: TD(F2) 2048 x 128 TD(F1) / DS 4 / NS 4. Pro-
cPars: (F2)8192 x (F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8) sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).
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Die relativ kleine Insertion der vier Aminosauren ,G-G-G-A“ nach dem H205 des ZO1 (ent-
spricht H21 des PDZ2-Konstruktes), in das B2-Faltblatt der PDZ2-Doméne, fiihrte zu gravieren-
den Verdanderungen im HSQC-Spektrum der Mutante MUT2 im Vergleich zur Wildtyp PDZ2
(Abb. 4-32). Daher war auch im Fall des MUT2-Konstruktes eine komplett neue Zuordnung der
Signale mittels HNCO, HNCA, CBCACONH (*H/*3C/*>N) notwendig (Abb. 4-33). Die Zuordnung
konnte daraufhin ebenfalls auf die Spektren der 800 MHz-Messreihe libertragen werden. Die

chemischen Verschiebungen der Zuordnungen sind in Tabelle 4-5 aufgefihrt.
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Abbildung 4-32: Uberlagerung der 800 MHz HSQC-Spektren von PDZ2 und MUT2

Das HSQC-Spektrum der PDZ2 Wildtyp-Domane ist in griin, das der Mutante MUT2 in rot dargestellt.
Protein: Jeweils 200 uM *N-MUT2 und 200 pM *N-PDZ2 / (C’-GSGC). Puffer: 10 mM Na-Phosphat /
100 mM NaCl / 2 mM DTT / 2 mM MgCl, / 0,1 mM NaNs; / pH 6,9. Messbedingungen: 50 uM DSS
interner Standard / 5% D,0 / T =298 K/ 600 MHz Bruker Spektrometer. AcquPars: TD(F2) 2048 x 128
TD(F1) / DS 4 / NS 4. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8) sowie
GB: F2(0.12) und F1(0.1).
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Abbildung 4-33: 600 MHz-HSQC-Spektrum des *N/3C-MUT2-Konstruktes

Protein: 1,2 mM *N/3C-MUT2, (C'-GSGC). Puffer: 10 mM Na-Phosphat / 100 mM NaCl / 2 mM DTT /
2 mM MgCl, / 0,1 mM NaNs / pH 6,9. Messbedingungen: 50 uM DSS interner Standard / 5% DO/ T
298 K / 600 MHz. AcquPars: TD (F2) 2048 x 128 TD (F1) / DS 4 / NS 4. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 /
WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8) sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).

Tabelle 4-5: Die chemischen Verschiebungen der sequentiellen Zuordnungen des PDZ2- und MUT2-

Konstruktes
HN N CA cB
PDZ2 MUT2 | PDZ2 MUT2 | PDZ2 MUT2 | PDZ2 MUT2
T-1 9.05 9.08 118.7 119.4 61.8 62.1 71.2 71.1
K-2 8.56 8.60 125.8 126.4 55.8 55.7 33.1 33.2
V-3 8.8 8.87 124.5 124.4 61.1 61.0 35.8 359
T-4 8.82 8.80 123.7 123.6 61.5 61.7 70.2 70.2
L-5 9.18 9.25 126.6 126.8 53.0 53.0 43.9 43.9
V-6 8.70 8.74 122.9 123.0 61.2 61.4 34.3 34.3
K-7 8.45 8.32 126.2 126.4 56.9 56.8 33.6 33.6
S-8 9.67 9.67 121.3 121.5 58.9 58.9 65.0 65.2
R-9 8.07 8.10 120.3 120.4 55.4 55.4 n n
K-10 n n n n 58.4 58.5 32.3 32.4
N-11 8.28 8.27 114.7 114.6 53.3 533 37.2 37.2
E-12 7.82 7.82 120.6 120.4 56.7 56.7 31.1 31.2
E-13 8.49 8.50 120.1 119.8 54.3 54.2 315 315
Y-14 8.80 8.79 120.8 121.1 62.2 62.4 37.8 37.6
G-15 8.50 8.51 102.0 102.1 45.5 45.6 n n
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HN N CA CB

PDZ2 MUT2 | PDZ2 MUT2 | PDZ2 MUT2 | PDZ2 MUT2
L-16 7.19 7.22 116.5 116.5 53.8 53.8 43.9 44.1
R-17 8.56 8.44 124.9 124.0 55.2 54.9 31.0 31.2
L-18 8.77 8.82 125.8 125.2 534 53.3 43.6 43.9
A-19 8.45 8.55 123.1 122.3 51.1 51.0 24.3 23.3
S-20 8.79 8.28 111.9 111.5 56.9 56.7 67.9 n
H-21 9.29 9.27 118.7 124.7 53.3 55.4 n n
(G) - n - n - n - n
(G) - n - n - 45.7 - n
(G) - 8.06 - 107.7 - 45.0 - n
(A) - 8.13 - 124.2 - 53.0 - 19.6
1-22 n 8.78 n 123.7 57.3 60.1 37.7 39.2
F-23 9.27 9.17 123.6 123.9 54.8 543 43.3 43.7
V-24 8.95 9.01 119.0 119.1 63.0 62.7 31.2 31.2
K-25 8.71 8.67 1329 132.9 56.7 57.1 33.6 33.8
E-26 7.66 7.59 1149 114.8 54.9 54.7 34.7 34.6
1-27 9.14 9.08 125.1 125.0 59.5 594 39.9 39.8
S-28 9.07 9.11 124.1 124.1 58.6 58.7 63.5 63.5
Q-29 9.04 9.03 126.3 126.2 57.7 57.8 28.7 28.7
D-30 9.02 9.02 118.6 118.8 55.5 55.6 39.7 39.8
S-31 7.26 7.29 112.2 112.2 57.5 57.6 66.8 66.6
L-32 8.69 8.72 119.1 118.9 58.2 58.1 42.7 42.7
A-33 8.54 8.56 118.9 118.9 55.2 55.2 18.9 18.9
A-34 7.62 7.65 122.3 122.9 54.9 55.0 18.5 18.5
R-35 8.00 8.02 116.3 116.4 58.4 58.4 31.7 30.7
D-36 7.75 7.76 119.0 118.9 57.1 57.1 43.8 43.9
G-37 7.44 7.44 103.1 102.8 46.2 46.3 n n
N-38 8.57 8.49 117.7 117.7 55.4 55.8 40.0 40.1
1-39 8.21 8.40 119.1 119.8 60.5 60.8 39.7 39.3
Q-40 9.04 9.07 125.8 125.9 53.5 53.5 31.7 31.6
E-41 8.79 8.79 121.0 121.1 58.9 58.9 28.8 28.8
G-42 9.69 9.83 114.6 114.5 44.9 44.9 n n
D-43 7.97 8.06 122.3 122.6 56.0 56.0 40.6 40.7
V-44 8.54 8.77 122.5 122.1 62.7 62.4 33.0 334
V-45 8.87 8.93 128.1 126.0 61.8 62.6 n 32.0
L-46 9.04 9.12 127.1 128.9 56.0 56.0 43.7 43.5
K-47 7.51 7.62 116.5 118.6 55.6 56.2 39.0 38.3
1-48 8.38 8.50 119.9 121.2 61.1 61.0 40.7 40.8
N-49 9.82 9.85 127.0 126.7 54.2 543 36.8 36.9
G-50 9.07 8.98 104.2 105.0 45.4 455 n n
T-51 8.22 8.23 120.1 120.0 62.5 62.2 69.6 69.7
V-52 8.69 8.64 127.2 124.9 63.5 62.7 32.6 324
T-53 7.83 7.89 112.8 111.8 61.8 61.5 68.7 68.6
E-54 7.60 7.10 127.2 123.6 59.0 58.5 29.6 29.8
N-55 9.10 8.86 121.9 119.2 55.1 54.3 36.5 33.0
M-56 8.04 8.43 122.8 124.1 55.7 55.3 35.6 36.1
S-57 9.40 9.16 122.6 121.1 57.8 57.0 64.5 65.2
L-58 8.83 8.86 123.5 123.2 58.1 58.1 41.6 41.3
T-59 8.11 8.09 112.2 112.4 66.4 66.4 68.6 68.6
D-60 7.70 7.81 123.6 1239 57.6 57.6 394 39.7
A-61 8.22 8.06 124.8 124.2 55.7 55.7 18.2 18.5
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HN N CA CB

PDZ2 MUT2 | PDZ2 MUT2 | PDZ2 MUT2 | PDZ2 MUT2
K-62 8.43 8.35 116.5 116.2 60.4 60.3 32.2 32.5
T-63 8.04 8.12 117.4 117.2 66.7 66.6 68.5 68.6
L-64 7.70 7.84 121.0 121.3 58.3 58.3 41.9 42.2
1-65 7.51 7.51 117.8 117.8 65.6 65.8 37.4 37.7
E-66 8.28 8.22 121.6 120.7 59.3 59.3 29.6 29.7
R-67 7.96 8.00 115.9 115.5 56.7 56.6 30.3 30.4
S-68 7.51 7.51 115.7 116.4 59.6 59.6 63.2 n
K-69 8.69 n 123.9 n 56.8 n n n
G-70 n n n n 46.5 46.6 n n
K-71 7.70 7.91 121.0 122.1 55.8 55.8 35.1 35.2
L-72 9.06 9.05 126.7 126.3 53.7 53.7 45.0 45.4
K-73 8.63 8.60 126.4 126.3 55.0 54.8 33.7 34.1
M-74 9.39 9.32 123.5 123.2 53.8 53.8 38.1 38.2
V-75 7.97 8.14 122.2 122.2 62.0 62.0 334 33.2
V-76 9.10 9.04 121.6 120.4 58.8 58.3 35.7 36.1
Q-77 9.11 9.10 120.2 118.8 54.6 54.2 41.2 38.2
R-78 8.32 7.92 124.4 121.2 55.0 55.4 32.3 32.1
D-79 8.47 8.69 122.5 123.1 54.3 54.3 41.9 41.7
E-80 8.50 8.58 123.0 123.3 56.7 56.8 30.3 30.3
G-81 8.58 8.55 109.9 109.8 45.5 455 n n
S-82 8.31 8.27 115.6 115.6 58.6 58.6 64.0 63.9
G-83 8.55 8.54 111.3 111.4 45.4 45,5 n n
Cc-84 7.89 7.86 122.8 122.9 59.5 59.5 n n

n = nicht zugeordnete Resonanzen
Die Insertion GGGA der Mutante ist kursiv hervorgehoben
Angaben in [ppm]

107



Ergebnisse

Die Linienbreiten der HSQC-Signale kann zusatzlich Auskunft Giber die relative Grofle eines
Proteins geben. Ansatzweise fiihrt eine Verdoppelung der molekularen Masse des Proteins
auch zu einer Verdoppelung der Linienbreit dieser Signale, daher eignet sich eine Linienbrei-
tenanalyse um die Monomerisierung der PDZ2-Domane durch die GGGA-Insertion zu unter-
suchen. Die Analyse der Linienbreite von 15 isolierten, Uber das gesamte Proteine verteilte
Signale, der PDZ2- und MUT2-Spektren (Tab. 4-6, Abb. 4-31 / 4-33) mit dem Programm Aure-
mol, ergab eine Abnahme der Linienbreite[Hz] um den Faktor 2,05 in Bezug auf die Linienbrei-
ten des PDZ2-Spektrums. Zusatzlich wurden die chemischen Verschiebungen des CA, CB, HN,
und N des Proteinrlickgrats (Prof. Dr. Claudia Munte) einer Sekundarstrukturvorhersage,
durch das Programm CSI 2.0 (http://csi.wishartlab.com/cgi-bin/index.py) unterzogen (Abb. 4-
34). Diese belegen eine strukturelle Veranderung der Mutante im Bereich der Mutation selbst
(B2-Faltblatt), sowie im Bereich vor und nach dem B3-Faltblatt. Diese Veranderungen fiihren
dazu, dass die stabile f2-B2 Interaktion, die hauptsachlich fir die Stabilitat des Homodimeres
verantwortlich ist, auf Grund der rdumlichen Entfernung nicht vollzogen werden kann. Somit
konnte eine Monomerisierung der PDZ2-Domaéane durch die Mutation zu MUT2, bewiesen
werden (Abb. 4-35).

Tabelle 4-6: Auswertung der Linienbreite der PDZ2- und MUT2-Spektren (Abb.4-33)

Isoliertes PDZ2 MUT2
Signal N HN (A) L2 N HN (B) L2 (A)/(B)
Aminosdure | Position [ppm] [ppm] [Hz] [ppm] [ppm] [Hz]

S 8 121,3 9,69 17,90 121,5 9,68 9,51 1,88
G 15 102,0 8,50 11,53 102,1 8,52 5,52 2,09
L 16 116,5 7,19 7,49 116,5 7,23 5,22 1,43
S 20 111,9 8,79 10,08 111,5 8,29 5,23 1,93
K 25 132,9 8,69 15,78 132,9 8,68 5,64 2,80
D 36 118,9 7,75 11,34 118,9 7,78 5,16 2,20
G 37 103,0 7,44 11,70 102,8 7,45 8,09 1,44
G 42 114,6 9,70 14,70 114,5 9,84 5,45 2,70
K a7 116,5 7,51 15,62 118,6 7,63 8,99 1,74
N 49 127,0 9,83 12,84 126,7 9,86 6,92 1,86
T 53 112,8 7,83 10,77 111,8 7,90 8,03 1,34
E 54 127,2 7,61 17,06 123,6 7,11 6,79 2,51
T 59 112,2 8,11 11,08 112,4 8,11 5,00 2,21
1 65 117,7 7,51 15,83 117,8 7,52 6,16 2,57
S 68 115,6 7,51 19,04 116,4 7,53 5,26 1,88

Linienbreitenverhaltnis PDZ2-Homodimer (A) zum monomeren MUT2 (B) = 2,05:1 2,05

Die Prozessierung der HSQC-Spektren erfolgte in beiden Ebenen mit einem EM Filter (+5,0 Hz).
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(A) PDZ2 (Wildtyp) (B) PDZ2-MUT2 (monomere Mutante)
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Abblldung 4-34: CSI 2.0- Graphlk der PDZ2 (Wildtyp) Domane (A) und ihrer kunstllch durch GGAA-
Insertion erzeugten Mutante (B)

Die Sekundarstrukturelemente sind farbig markiert (B-Faltblatt blau, a-Helix rot) und beschriftet. Un-
ter der Graphik befindet sich jeweils die Aminosauresequenz des Konstruktes und seine vorhergesagte
Sekundarstruktur (C = coiled, B = Beta-Faltblatt, H = Helix). Rot umrandet sind die Unterschiede die
durch die Insertion des GGGA in das B2-Faltblatt entstehen.

Die monomere Struktur des MUT2 in Abbildung 4-35 wurde durch homology-modelling, ba-
sierend auf der monomeren PDZ2-Domane des SAP97 Proteins, mit dem Programm Swiss-
Modell erzeugt. Ein Vergleich der einzelnen chemischen Verschiebungen zwischen dem
MUT2- und PDZ2-Konstrukt (Abb. 4-36) zeigt die Verdanderungen jeder einzelnen Aminosaure,
in Folge der GGGA-Insertion. Hierbei ist der Bereich der Insertion selbst (ZO1-5204, -H205, -
1206, entspricht jeweils dem PDZ2-S20, -H21, -122) starken Verdnderungen unterworfen, aber
auch markante Anderungen wie beispielsweise das Aufbrechen der essentiellen Salzbriicke im
Fall des ZO1-E238 (PDZ2-Konstrukt E54) mit K209 (PDZ2-Konstrukt K25) wie in Abbildung 4-37
dargestellt sind zu erkennen. Diese im speziellen, konnten als Nachweis einer Monomerisie-
rung der PDZ2-Wildtyp-Domane (Abb. 4-35) unter natirlichen Bedingungen, fiir nachfolgen-

den Experimente dienen.
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Z201-PDZ2 Wildtyp (Homodimer):

GGGA-Insertion

Abbildung 4-35: 3D-Struktur der PDZ2-Domane (PDB-File ,2JWE“) und der monomeren Variante
MUT2 (homology model [PDB-File,,40AJ“]) des Zonula occludens 1 Proteins

Die monomere Struktur des MUT2 wurde mittels homology-modelling, basierend auf dem PDB-File
,40A)“ der monomeren SAP97-PDZ2 Doméne, mit dem Programm Swiss-Modell erzeugt.

Relative Unterschiede der kombinierten chemischen Verschiebung verglichen zwischen PDZ2 und MUT2
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Abbildung 4-36: Ubersicht iiber die Effekte der Monomerisierung mittels GGGA-Insertion auf die ein-
zelnen chemischen Verschiebungen im direkten Vergleich mit der Wildtyp PDZ2-Doméne

Dargestellt sind die einzelnen Aminosauren der PDZ2 (C’-GSGC) Priméarsequenz, farbig hinsichtlich ih-
rer biochemischen Eigenschaften hervorgehoben. Aufgetragen ist der Betrag der relativen Veradnde-
rung der kombinierten chemischen Verschiebung (Wildtyp PDZ2 dient als Referenz) jeder einzelnen
Aminosdure der monomeren Mutante(|Adcombined| = &combinedmutante — Scombinedwigryp). Das Sig-
nifikanzkriterium der Gewichtung bezieht sich auf oo.
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Z01-PDZ2 Wildtyp (Homodimer):

B1

Z01 Glu238 (PDZ2-Glu54)

Z01-PDZ2 monomere
Mutante MUT2:

3“5‘) Z01 Glu238 (PDZ2-Glu54)
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Abbildung 4-37: Monomerisierungseffekte des MUT2-Konstruktes im direkten Vergleich mit der
Wildtyp PDZ2-Domane, libertragen auf ihre 3D-Strukturen

In hellem griin sind die starksten Effekte der kombinierten chemischen Verschiebungen (Abb. 4-36)
auf die jeweiligen 3D-Strukturen der Konstrukte tibertragen. In dunklem blau ist der flankierende Be-
reich der Mutationsregion markiert, die GGGA-Insertion selbst ist in Cyan hervorgehoben. Die markan-
ten Aminosaure Glu(E)238 und His(H)205 sind im speziellen markiert.

Auffillig war ebenfalls, dass in den Trippelresonanz-Experimenten unterschiedliche Konfor-
mationen einzelner Aminosauren der untersuchten Konstrukte festgestellt werden konnten.
Vor allem das MUT2-Konstrukt zeigte eine Vielzahl dieser Konformationen, wohingegen das
PDZ2-Konstrukt diese Effekte lediglich im C-terminalen Bereich erkennen lieB. Zum einen
kdnnte es sich hierbei um unterschiedliche Konformationen des MUT2 auf Grund des GGGA-
Inserts, oder aber auch um ungewollte Fragmentierung des Konstrukts durch proteolytisch
aktive Verunreinigungen handeln. Der Einfluss des C'-GSGC Uberhangs ist hierbei auch noch

ungeklart. Die chemischen Verschiebungen sind im Anhang mit aufgefihrt.
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4.3 NMR-Interaktionsexperimente des AF6 mit den kleinen GTPasen
H-Ras und Rap1A

Um die Interaktion des AF6 mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A auf atomarer Ebene zu

charakterisieren, wurden verschiedene NMR-Titrationsexperimente durchgefiihrt. Hierbei
wurde stets AF6 als >N-markiertes Protein in gewiinschter (200 uM) Konzentration vorgelegt
und als Referenz ohne den Bindepartner vermessen. Dieses Spektrum spiegelt den freien Zu-
stand des AF6-Proteins wieder. Daraufhin wurde der Bindepartner (Bsp.: Rap1A) in maximaler,
gewlinschter Konzentration mit solch einer 200 uM *°N-AF6 Probe gemischt (maximales Pro-
benvolumen war hier 500 pl) und durch schrittweise Verdiinnung mit dem restlichen Volumen
der definierten 200 uM °N-AF6 Proteinlésung vom Komplex hin zum freien AF6 Gberfihrt
(Kapitel 3.4.3). Mit dieser Technik konnte die Lage des chemischen Gleichgewichts zunehmend
auf die Seite des freien AF6 verschoben und die auftretenden Effekte auf das AF6 verfolgt
werden. Hierzu zihlen die Anderungen der chemische Verschiebung, Intensitit und Volumina
der Signale im H->N-HSQC-Spektrum, mit deren Hilfe die Protein-Protein-Interaktion analy-

siert werden konnte.
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4.3.1 HSQC-Interaktionsexperiment des °>N-AF6 mit 1*N-Rap1A[GTP]

4.3.1.1 Titrationsreihe des 1°N-AF6 mit 1*N-Rap1A[GTP]:
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Abbildung 4-38: 'H-*N-HSQC-Spektren der >’N-AF6 mit *N-Rap1A[GTP] Titration

Das AF6-Referenzspektrum ist schwarz, der letzte Titrationsschritt (AF6:Rap1A = 1:4) ist orange darge-
stellt. Proteine: 200 uM *N-AF6 vorgelegt, mit **N-Rap1A[GTP] von 0 uM bis maximal 800 uM titriert.
Puffer: 20 mM PIPES / 100 mM KCI /2 mM MgCl, / 0,1 mM NaNs /2 mM DTE / 0,1 mM AEBSF / pH 6,9.
Messbedingungen: 50 uM DSS interner Standard / 5% D,0 / 298 K / 800 MHz Bruker Spektrometer /
HSQC-Spektrum. AcquPars: TD(F2) 2048 x 256 TD(F1) / DS 16 / NS 16. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 /
WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8) sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).
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In Abbildung 4-38 ist die Durchfiihrung einer NMR-Titrationsreihe des 1°>N-markierten AF6 mit
GTP beladenem Rap1A bis zu einem molaren Verhéltnis des AF6 zu RaplA von 1:4 gezeigt.
Durch visuelle Auswertung des Verlaufs der Titration, lasst sich bereits erkennen, dass viele
Signale des freien AF6 in den HSQC-Spektren durch die Komplexbildung verschwinden (Abb.
4-38 und 4-39). Um diese experimentellen Daten interpretieren zu kénnen wurden alle Spek-
tren gleich prozessiert und mit dem Programm Auremol ausgewertet. Hierbei erhdlt man In-
formationen Uber die chemischen Verschiebungen in H- und °N-Dimension, sowie die Inten-
sitaten und Volumina der einzelnen Signale. Die kombinierte chemische Verschiebung wurde

nach Schumann [2007] errechnet und mit in die Auswertung einbezogen.

4.3.1.2 Chemische Verschiebungs- und Volumenédnderung der Interaktion von AF6 mit

RaplA[GTP] im Uberblick
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Abbildung 4-39: Kombinierte 'H-und *N- Verschiebungseffekte | AS| der AF6-Rap1A[GTP]-Komplex-
bildung auf die Signale des AF6 im H->N-HSQC-Spektrum wihrend der vollstindigen Titrationsreihe

Dargestellt ist der Betrag der relativen Signal-Differenz des Komplexes, jedes einzelnen Titrations-
schrittes, in Bezug auf die Signale des freien AF6 Referenzspektrums (A8 = Oars+rap1a[cTP] — OAF6 Referenz)-
Dargestellt sind die Effekte jeder einzelnen Aminosaure (Position 1-141) des AF6-Konstruktes mit der
darunter abgebildeten Sekundarstruktur. Liicken im Diagramm sind auf fehlende Zuordnung des Sig-
nals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Linienverbreiterung des Komplexes zurlickzu-
fihren. Die molaren Verhaltnisse der Titrationsschritte sind farbig markiert: Hellgriin = 1:0,25 / dun-
kelgriin = 1:0,5 / blau=1:1/rot=1:2 / gelb = 1:4.
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In Abbildung 4-39 ist deutlich zu erkennen, dass ein Grof3teil der Signale im Verlauf der kom-
pletten HSQC-Titrationsreihe des AF6 mit aktivem Rap1A[GTP] eine starke Linienverbreiterung
durch die Komplexbildung erfahrt und die Signale somit nicht durchgehend verfolgt werden
konnen. Da die verfolgbaren Signale als ungebundene Konformation des AF6 angesehen wer-
den kénnen, dessen komplexierte Konformation auf Grund der Linienbreite nicht detektierbar
ist, kann (iber die Auswertung ihrer Volumina diese Informationsliicke teilweise geschlossen

werden (Abb. 4-40).
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Abbildung 4-40: Volumen Effekte der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung auf die Signale des AF6 im
1H->N-HSQC-Spektrum der Titrationsschritte 1:1 und 1:4 (AF6 zu Rap1A[GTP])

Dargestellt sind die relativ zum Referenzspektrum (freies AF6) auftretenden Verdnderungen der Sig-
nalvolumina [(Vare+rap1acTp] - VReferenz) / Vreferenz] jeder einzelnen Aminosédure des AF6-Konstruktes durch
die Komplexbildung mit Rap1A[GTP]. Liicken im Diagramm sind auf fehlende Zuordnung des Signals,
oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zuriickzufiihren. Die molaren Ver-
haltnisse (AF6 zu Rap1A[GTP]) der Titrationsschritte sind farbig markiert: Blau = 1:1 / gelb = 1:4.

4.3.1.3 Langsame Austauschprozesse der Interaktion des AF6 mit Rap1A[GTP] im Uberblick

Neben den bereits beschriebenen Verinderungen der chemischen Verschiebung und der An-
derung der Signalvolumina auf Grund der Komplexbildung, gibt es auch das Phanomen des
langsamen Austauschprozesses, welches beispielsweise Bei K13 oder A134 im HSQC-Spekt-
rum beobachten werden konnten (siehe Abb. 4-41). Statt einem gemittelten Signal, wie bei
einem schnellen Austausch typisch, sieht man bei langsamen Austauschprozessen zwei sepa-
rate Signale im Spektrum. Eines dieser Signale entspricht dem freien, ungebundenen Zustand
des AF6, das zweite Signal entsteht wahrend der Komplexbildung und spiegelt die Aminosaure
im gebunden Zustand des Komplexes wider. Beide Signale vollziehen unter optimalen Bedin-
gungen keine chemische Verschiebung, sondern andern nur indirekt proportional zueinander
ihre Signalvolumina. Das Signal des freien Zustandes nimmt im gleichen Verhaltnis ab, wie das

Signal des neu entstehenden gebundenen Zustandes zunimmt. Da beide Signale meist in
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raumlicher Nahe anzutreffen sind (nicht zwangslaufig) und ihre Volumina in indirektem Ver-
héltnis zueinander stehen, lassen sich die Zustande der gebundenen Aminosaure gut zuord-
nen. Im Fall der HSQC-Titrationen mit markiertem AF6 zeigte nur die Aminosaure 1135 des AF6
auf Grund des nachfolgenden P136 bereits ohne Anwesenheit eines Bindepartners eine zweite
Konformation (Cis-und Trans-Konformation) [Steiner, 2001]. Alle weiteren beschriebenen Auf-
spaltungen der Resonanzlinien einzelner Signale der HSQC-Messreihen sind das Resultat der
Komplexbildung mit dem Bindepartner. Da diese Aufspaltungen nicht ohne weiteres in die
Auswertung der chemischen Verschiebung und der Volumenanderung der Titrationsreihe zu
integrieren sind, bendtigten sie eine explizite Analyse. Zusatzlich lieferten die Aminosauren
die im Verlauf der Titrationsreihe auf Grund der Linienverbreiterung verschwinden, nitzliche

Informationen fiir die Interaktionsanalyse (Abb. 4-42).
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Abbildung 4-41: Signal Aufspaltungen und verschwinden vieler Signale des °>N-AF6 durch die AF6-
Rap1A[GTP]-Komplexbildung im 'H->N HSQC-Spektrum der Titrationsschritte 1:0,5 bis 1:4 (AF6 zu
Rap1A[GTP])

Dargestellt sind die Aminosaduresequenz des AF6-Konstruktes der einzelnen Titrationsschritte () bis

) und das Verhalten jeder einzelnen Aminosaure in Bezug auf eine Aufspaltung (hellblau) bzw. ein
Verschwinden des Signals (rot) durch die Komplexbildung mit Rap1A[GTP]. Signale die lGber die ge-
samte Titration verfolgt werden kénnen sind hellgriin dargestellt.
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"l Aminosiuren nicht zugeordnet

/
B reroline

Aufspaltung des Signals D

Abbildung 4-42: Ubertragung der Signalaufspaltungen der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung auf die
3D-Struktur des AF6-Konstruktes (PDB-File ,,AF6(1-141)“)

Betrachtet man die kombinierte chemischen Verschiebungen (Abb. 4-39), die Volumenab-
nahme (Abb. 4-40), die langsamen Austauschprozesse und das Verschwinden vieler Signale
(Abb. 4-41 und 4-42) im Verlauf der kompletten Titrationsreihe so stellt man fest, dass die
Komplexbildung bei einem molaren Verhaltnis von 1:1 noch nicht gesattigt ist und sich erst
bei einem Verhaltnis von ca. 1:2 des AF6 zu Rap1A[GTP] einem Sattigungs-Plateau nahert. Da
der Interaktionsschritt 1:1 im gleichen molaren Verhaltnis vorliegt wie die TROSY-Messungen
von Guido Steiner, wurde dieser einer expliziteren Analyse unterzogen. Dabei ist zu beachten,
dass auf Grund der HPLC-Uberpriifung nur 75,94% des Rap1A mit GTP beladen vorliegt. Die
kombinierte chemische Verschiebung (Acombined von *H und °N) und das Signifikanzkrite-

rium oo™ werden stets nach Schumann [2007] bestimmt.
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4.3.1.4 Auswertung der chemischen Verschiebungen und der Volumenanderung des HSQC-Tit-

rationsschrittes AF6 mit Rap1A[GTP] im molaren Verhéltnis 1:1 (200 pM : 200 pM)
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Abbildung 4-43: 'H->*N-HSQC-Spektrum des >N-AF6 mit 1*N-Rap1A[GTP], Titrationsschritt 1:1.

Das Referenzspektrum des freien AF6 ist schwarz, das des Komplexes mit Rap1A[GTP] (1:1) blau dar-
gestellt. Zusatzlich sind unterhalb des Spektrums Beispiel fiir die beobachteten Effekte hervorgehoben.
Proteine: 200 pM *N-AF6 mit 200 uM *N-Rap1A[GTP] (absolute Proteinkonzentration). Puffer: 20
mM PIPES / 100 mM KCI /2 mM MgCl, / 0,1 mM NaN3 / 2 mM DTE / 0,1 mM AEBSF / pH 6,9. Messbe-
dingungen: 50 uM DSS interner Standard / 5% D,0 / 298 K / 800 MHz Bruker Spektrometer / HSQC-
Spektrum. AcquPars: TD(F2) 2048 x 256 TD(F1) / DS 16 / NS 16. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 / WDW
= GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8) sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).
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Abbildung 4-44: Chemische Verschiebungseffekte | A8| der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung (1:1)
auf die Signale des AF6 im *H-1*N-HSQC-Spektrum

Dargestellt sind die Effekte der chemischen Verschiebungsanderung der AF6-Signale durch Komplex-
bildung mit Rap1A[GTP] im molaren Verhaltnis 1:1 (bezogen auf die absolute Proteinkonzentration).
(A) in *H-Dimension (B) in *>’N-Dimension (C) in kombinierter *H- und **N- Dimension (A combined). Die
Signifikanzlevels oo™ sind markiert.

In Abbildung 4-45 ist der Betrag der relativen Signaldifferenz des Komplexes aus 200 uM AF6
mit 200 uM Rap1A[GTP] (absolute Proteinkonzentration) in Bezug auf die Signale des freien
AF6 200 uM Referenzspektrums (|AS| = Sare+rap1a[GTP] — OAF6 Referenz) dargestellt. Zu erkennen
sind die Starke der chemischen Verschiebungseffekte jeder einzelnen Aminosdure (Position 1-
141) des AF6-Konstruktes mit der darunter abgebildeten Sekundarstruktur. Liicken im Dia-
gramm sind auf fehlende Zuordnung des Signals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch
die Komplexbildung zuriickzufiihren. Alle Aminosauren die einen Effekt starker als oo®™ auf-

weisen werden als signifikant eingestuft und werden in den nachfolgenden Analysen weiter

untersucht.
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Abbildung 4-45: Effekte der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung (1:1) auf die Volumina der Signale des
AF6 im 'H-1N-HSQC-Spektrum

Dargestellt sind die Effekte der Volumendnderung der AF6-Signale durch Komplexbildung mit
Rap1A[GTP] im molaren Verhéltnis 1:1 (bezogen auf die absolute Proteinkonzentration). Die Signifi-
kanzlevels oo sind markiert.

In Abbildung 4-46 sind die relativ zum Referenzspektrum (freies AF6 200 uM) auftretenden
Veranderungen der Signalvolumina [(Vare+rap1a[GTP] — VAF6 Referenz) / VArs Referenz] jeder einzelnen
Aminosaure des AF6-Konstruktes durch die Komplexbildung mit 200 uM Rap1A[GTP] (abso-
lute Proteinkonzentration) dargestellt. Hierbei diente die einfache Standardabweichung oo als
Signifikanzkriterium. Da man die durch die Komplexbildung im HSQC-Spektrum auftretenden
Veranderungen nicht eindeutig einer direkten Bindung (Ci1) bzw. einer strukturellen Umlage-
rung (Cz2) zuordnen kann, mussten die auftretenden Effekte gefiltert werden. Dies geschah mit
Hilfe des Signifikanzkriteriums oo™ das sich nach Schumann [2007] bestimmen lasst und die
Aminosauren in zwei Klassen unterteilt. C; ist dabei die Klasse der Aminosauren, die direkt an
einer Bindung beteiligt sind und C; die Klasse der Aminosauren, welche nicht an der Bindung
beteiligt sind aber konformationelle Anderungen wahrnehmen kénnen. Das Signifikanzkrite-
rium oo der Volumenadnderung ist nicht so stringent wie 0o, da es durch die Komplexbildung
im Allgemeinen bereits zu einer Abnahme der gesamten Volumina kommt. Daher ist die Sig-
nifikanzgrenze der Volumenauswertung auf (iber oo bzw. bei massiven Volumenanderungen

auf >90% angehoben.
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4.3.1.5 Ubertragung der chemischen Verschiebungseffekte des AF6 mit Rap1A[GTP] (1:1) auf

die Primé&rstruktur des AF6-Konstruktes
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Abbildung 4-46: Ubertragung der signifikanten chemischen Verschiebungsinderungen der AF6-
Rap1A[GTP]-Komplexbildung (1:1) auf die Primarsequenz des AF6-Konstruktes

Auswertung der chemischen Verschiebungen (8) in *H / °N und beide kombiniert (Acombined), sowie
die gesonderte Auswertung der langsamen Austauschprozesse. Farbig markierte Aminosauren sind ge-
maR der Kriterien signifikant, weiRe Aminosauren zeigen keine signifikanten Veranderungen.

Differenzen der chemischen Verschiebung mit Werten zwischen co®" und 0o®™ x3 werden der
Population C; zugeordnet und sind daher mogliche direkte Bindestellen des Komplexes. Diffe-
renzen die unter 0o liegen, zahlen zu der Population C; und sind daher eher intramolekula-
ren Wechselwirkungen oder konformationellen Anderungen zuzuschreiben. Die farbliche Ko-
dierung in Abbildung 4-46 erfolgt nach den zuvor bestimmten Signifikanzkriterien (Abb. 4-44
und 4-45). Die Auswertung der kombinierten chemischen Verschiebungen alleine, gibt bereits
einen guten Uberblick iber aktive und inaktive Aminoséauren, ein Teil der vorhandenen Infor-
mation geht dadurch aber auch verloren. Daher wurde der Einfluss jeder einzelnen chemi-
schen Verschiebung 'H-, 1°N- und kombinierte Verschiebung in die nachfolgenden Analysen
mit einbezogen. Zusatzlich flieBen gesondert ausgewertete langsame Austauschprozesse in
die Zusammenfassung mit ein. Diese wurden, wenn als signifikant erachtet (durch visuelle
Uberpriifung der Signale jeder einzelnen Aminoséure), als starke chemische Verschiebung ge-
wertet. Eine Zusammenfassung der Effekte () erfolgt durch Auswahl des jeweils starksten

Effekts der verschiedenen chemischen Verschiebungen () bis @) (Abb. 4-46).
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4.3.1.6 Kombination der Daten aus Volumen- und chemischer Verschiebungsauswertung

Wie schon in Kapitel 4.3.1.2 beschrieben stellt die Volumenveranderung der Signale eine wich-
tige zusatzliche Informationsquelle dar und wird im Folgenden mit der Auswertung der che-

mischen Verschiebungen (Kapitel 4.3.1.5) kombiniert (Abb. 4-47).
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Abbildung 4-47: Kombination der chemischen Verschiebung und der Volumendnderungen der AF6-
Rap1lA[GTP]-Komplexbildung (1:1) iibertragen auf die Primarsequenz des AF6-Konstruktes

Die Kombination aus ) Zusammenfassung der chemischen Verschiebung mit den Werten der Volu-
mendnderungen (2) fihrt zu einer Komplettierung der Interaktionseffekte 3. Farbig markierte Amino-
sduren sind gemal der Kriterien signifikant, weie Aminosaduren zeigen keine signifikanten Verdnde-
rungen.

Die Auswertung der NMR-Daten liefert durch die Kombination der gesamten chemischen Ver-
schiebung inklusive der Volumenveranderungen ein sehr detailliertes Bild der Interaktion von
AF6 mit Rap1A[GTP] in seiner natlirlichen, aktiven Beladung (Abb. 4-47). Um die exakte Inter-
aktionsflache letztendlich einzugrenzen, missen die Filterkriterien der Oberflachenzugang-
lichkeit der einzelnen Aminosaduren und ihre relativen Signalintensitaten, mit in die Auswer-

tung einbezogen werden (Kapitel 4.3.1.7).

122



Ergebnisse

4.3.1.7 Eingrenzung der Kontaktfliche mittels Oberflachenzugdnglichkeit und Signalintensitat

Aminosauren, die nicht zugénglich fir den Bindepartner sind, da sie zum Beispiel im hydro-
phoben Kern des Proteins liegen, kdnnen auf Grund ihrer Abschottung als aktiver Interakti-
onsbereich ausgeschlossen werden. Das Kriterium fiir eine mogliche Bindungsaktivitat wurde
auf > 30% Oberflachenzuganglichkeit (%) festgelegt [Elsner, 2006] (Kapitel 4.1.1.4). Ebenso
spielt die relative Signalstdrke (©) jeder einzelnen Aminosadure eine entscheidende Rolle. Ist
diese bereits im Referenzspektrum des freien AF6 schwacher als 15% des starksten Signals
(bei AF6 die Aminosdure Q141), so muss diese kritisch betrachtet und gegebenenfalls aus der

Bewertung der Interaktionsflache ausgeschlossen werden (Abb. 4-48).

=] 6(e|e|e 0|6 (<]
@ A|lG|G R|D K L|A D 1 1 N|[A|N R L s|a L E H E M| R F Y F D K
3 4 5 6 7 12 |13 114 |15 | 16 | 17 21 |22 [23]24)25 31|32 37 ]38 40 43 | 44 | 45 | 46 | 47 49 | 50
@ s AlG|G R|D]|E E R R K D 1 1 H|H|W|[N]A|N R L D s|a T E D L E F G|V |[M|R Q K
2 3 4 5 6 7 8 9 [10]11]12 1516 | 17 | 18 [ 19 [ 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 3132 34 |35 )36 |37 |38 |39 41 |42 (43 | 44 48 50
(<] (=]
@ A G|N FlA K 1 R|V s s T D R|IM|L s K Y s LY E|V|H G
51 53 |54 [ 55|56 58 60 | 61 162 |63 |64 |65 82 84 |85 |86 88 90 | 91192 )93 |94 95|96 |97 100
@ A|lA|G]|N F T K c T E E K F R M|R|[M]|L S K E s
51 )52 |53 |54 |55 57 |58 | 59 65 73 77 178 | 79 | 80 83 |84 (85|86 |87 90 95 99
a4 B4
=) (<] =] (<]

o) E ek t[v]v N G[rR[F[v[ct]k][N D kK[k[a]a

108109 11111121113 118 1241125/126 (1271128129130 133 138139140141

® Eg E|K aQft w[N G F K E[n[D[A]|1 Alk[k[ala

101 104 106107 (108|109 114]115 117]118 124 126 129 131]132)133134135 137]138]139 140|141

@ D Signal verfolgbar i Oberflichenzuginglichkeit > 30% direkte Bindung maoglich
Signifikanter Effekt / mogliche direkte Bindun, . . . . PN N . L
.g e / "g N _.g . Signal nicht sichtbar i Oberflachenzugénglichkeit < 30% keine direkte Bindung méglich
@ Signifikanter Effekt / mogliche verdeckte Verdanderung
. Prolin © Signalstarke < 15% gegeniiber dem stérksten Signal (Q141) des Referenzspektrums

Abbildung 4-48: Eingrenzung der aktiven Interaktionsfliche des AF6 mit aktivem Rap1A[GTP] an-
hand des Kriteriums der Oberflachenzugdnglichkeit und der relativen Signalstarke

In rot sind die Aminosauren des AF6 dargestellt, die auf Grund ihrer Oberflachenzuganglichkeit und
ihrer signifikanten Effekte wahrend der Komplexbildung direkt an einer Bindung beteiligt sein konnen.
In griin sind die Aminosauren des AF6 dargestellt, die ebenfalls signifikante Effekte durch die Komplex-
bildung zeigen, aber durch ihre Abschottung eher intramolekularen Prozessen zuzuschreiben sind. Zu
schwache Signale, die teils massive Effekte vortauschen kdnnen sind durch das Kriterium der Signal-
starke eliminiert.

Das Filtern der Interaktionseffekte mittels der Kriterien der Oberflachenzuganglichkeit (%)
und der relativen Signalstarke (©) lasst die aktive Interaktionsflache des AF6 eingrenzen und
zusatzliche die konformationellen Veranderungen des Proteins zusammenfassen (Abb. 4-48).
Durch die Ubertragung der Ergebnisse auf die 3D-Struktur des AF6 (PDB-File , AF6(1-141)“)
lassen sich die zusammenhangenden Bindebereiche erkennen (Abb. 4-49). Dies dient als letz-

tes Filterkriterium um die Interaktionsflache zu definieren.
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Neben dem kanonischen Bindebereich (grauer Kreis Abb. 4-49) scheinen auch die al-Helix
und der C-terminale Anteil des AF6 bindungsrelevant zu sein. Eine explizite Auswertung der

Ergebnisse erfolgt in der Diskussion (Kapitel 5.3.2).

’ Interaktion des AF6 mit Rap1A[GTP] (1:1) |
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Abbildung 4-49: Ubertragung der Interaktionsauswertung AF6 mit Rap1A[GTP] (1:1)auf die 3D-Struk-
tur von AF6 (PDB-File ,,AF6(1-141)“)

Dargestellt ist die Interaktion von Seiten des ®N-AF6 (200 uM) mit aktivem *N-RaplA[75,94
%GTP](200 uM). Die beteiligten Aminosauren die signifikante Effekte zeigen sind farbig markiert. In rot

mit einer Oberflaichenzuganglichkeit > 30%, in griin < 30%, Licken in einer Aminosaure-Teilsequenz
sind mit ][ gekennzeichnet.
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4.3.1.8 Kontrolle der experimentellen Bedingungen wahrend der NMR-Titrationsexperimente

des AF6 mit Rap1A[GTP]

Um Artefakte in der Auswertung zu vermeiden, wurden zusatzlich die Nukleotidbeladung der
GTPase mittels HPLC und ihr effektives molares Verhaltnis wahrend der Titration anhand ihrer
1D-Spektren Uberprift. Die Proben (20 pl) fiir die HPLC-Messung wurden direkt nach der
NMR-Messung fiir jeden einzelnen Titrationsschritt entnommen und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die HPLC-Messungen der Proben erfolgten unter Ausgleich der, durch die Tit-
rationsreihe entstandenen Verdiinnung. Die NMR-Messungen wurden durch die Probenent-
nahme nicht beeinflusst. Die Integration der Signale erfolgte direkt an der HPLC durch das

Programm Gold Chromatography Data System V1.7.

Exakte Nukleotid-Beladung des Rap1A[GTP] wéhrend der Titrationsreihe
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Abbildung 4-50: GTP/GDP-Beladung des Rap1A wihrend der AF6-Rap1A[GTP] Interaktionsmessung

In griin ist die die leichte Abnahme der GTP-Beladung wahrend der gesamten Titrationsdauer bei 25
°C dargestellt. Reziprok dazu in rot die Zunahme der GDP-Beladung durch die intrinsische Hydrolyse
des GTPs.

Anhand der HPLC-Daten kann eine leichte Abnahme der GTP-Beladung (-5,71%) durch intrin-
sische Hydrolyse des GTPs zu GDP+P; festgestellt werden. Diese Abnahme dirfte jedoch kei-
nen grofReren Einfluss auf die Titrationsmessung gehabt haben. Dennoch muss die effektive

Beladung der GTPase mit maximal 79,49% stets mit bedacht werden (Abb. 4-50).
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Abbildung 4-51: Ausschnitt aus den 'H-Spektren der einzelnen °*N-AF6 mit 1*“N-Rap1A[GTP] Titrati-
onsschritte

Die Aufnahme dieser 1D-Spektren erfolgte stets vor der eigentlichen HSQC-Messung. In griin ist eine
nur fir Rap1A charakteristische Methylgruppe (-0,13 ppm)gekennzeichnet. Proteine: 200 uM *N-AF6
vorgelegt, mit 2*N-Rap1A[GTP] von 0 uM bis maximal 800 uM titriert (entsprechend der giangigen Farb-
kodierung). Puffer: 20 mM PIPES / 100 mM KCl /2 mM MgCl,/ 0,1 mM NaNs3 / 2 mM DTE / 0,1 mM
AEBSF / pH 6,9. Messbedingungen: 50 uM DSS interner Standard / 5% D,0 / 298 K / 800 MHz Bruker
Spektrometer / zggpws5.

Die Titrationsreihe des AF6-Proteins mit aktivem GTP-beladenem Rap1A zeigt auch in den 1D-
Spektren der einzelnen Titrationsschritte (Abb. 4-51), dass die zuvor bestimmten molaren
Konzentrationsverhaltnisse des Rap1A fiir jeden Titrationsschritt korrekt waren. Hierzu wurde
das fiir Rap1A charakteristische Methylgruppensignal an Position -0,13 ppm genauer unter-
sucht und die einzelnen Titrationsschritte auf dieses Signal skaliert. Mit einer Abweichung von
+/- 0,96% konnte das zuvor ausgewdhlte molare Verhiltnis fur jeden einzelnen Titrations-

schritt eingehalten werden.
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4.3.2 HSQC-Interaktionsexperiment des °*N-AF6 mit 1*N-Rap1A[GDP]

4.3.2.1 Titrationsreihe des 1°N-AF6 mit *N-Rap1A[GDP]
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Abbildung 4-52: 'H->*N-HSQC-Spektren der >’N-AF6 mit 1*N-Rap1A[GDP] Titration

Das AF6-Referenzspektrum ist schwarz, der letzte Titrationsschritt (AF6:Rap1A = 1:2,5) ist orange dar-
gestellt. Proteine: 200 pM >N-AF6 vorgelegt und mit *N-Rap1A[GDP] von 0 pM bis maximal 500 pM
titriert. Puffer: 20 mM PIPES / 100 mM KCl / 2 mM MgCl, / 0,2 mM NaNs3 /2 mM DTE / 0,1 mM AEBSF
/ pH 6,9. Messbedingungen: 50 uM DSS interner Standard / 5% D,0 / 298 K / 800 MHz Bruker Spekt-
rometer / HSQC-Spektrum. AcquPars: TD(F2) 2048 x 256 TD(F1) / DS16 / NS16. ProcPars: (F2)8192 x
(F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8) sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).
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In Abbildung 4-52 ist die Durchfiihrung einer NMR-Titrationsreihe des 1°>N-markierten AF6 mit
GDP beladenem Rap1A bis zu einem molaren Verhaltnis des AF6 zu Rap1A von 1:2,5 gezeigt.
Im Vergleich zur Rap1A[GTP] mit 0,25 uM (Kg), ist die Rap1A[GDP] Affinitdt zu AF6 um das ca.
100-fache geringer [Linnemann, 1999]. Die beobachteten Effekte wahrend der Titrationsreihe
fallen dementsprechend schwacher aus. Die Auswertung der einzelnen Titrationsschritte er-
folgte entsprechend der AF6-Rap1A[GTP] Titration. Da sich die Signifikanzkriterien durch die
Messwerte selbst definieren, zeigt sich trotz des gravierenden Unterschieds in den Affinitdaten
auch bei sehr schwachen Bindungen ein hochauflésender Einblick in die Interaktion selbst.
Dass die Beladung nicht zu 100% aus GDP bestand und noch Anteile der aktiven GTP-Beladung

vorhanden waren, muss in die Auswertung einbezogen werden (Kapitel. 5.3.2).

4.3.2.2 Chemische Verschiebungs- und Volumenadnderung der Interaktion des AF6 mit

Rap1A[GDP] im Uberblick
1
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Abbildung 4-53: Kombinierte *H-und *N-Verschiebungseffekte |AS| der AF6-Rap1A[GDP]-Komplex-
bildung auf die Signale des AF6 im H->N-HSQC-Spektrum wihrend der vollstindigen Titrationsreihe

Dargestellt ist der Betrag der relativen Differenz der Signale des Komplexes jedes einzelnen Titrations-
schrittes in Bezug auf die Signale des freien AF6 Referenzspektrums (|AS| = Oars+rap1aipr]— OaF6 Referenz)-
Dargestellt sind die Effekte jeder einzelnen Aminosaure (Position 1-141) des AF6-Konstruktes mit der
darunter abgebildeten Sekundarstruktur. Liicken im Diagramm sind auf fehlende Zuordnung des Sig-
nals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zuriickzufiihren. Die molaren
Verhéltnisse der Titrationsschritte sind farbig markiert: Dunkelgriin=1:0,5/blau=1:1/rot=1:2 / gelb

=1:2,5.
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In Abbildung 4-53 ist deutlich zu erkennen, dass im Gegensatz zur HSQC-Titrationsreihe des
AF6 mit Rap1A[GTP] die Signale keine starke Linienverbreiterung durch die Komplexbildung
erfahren und der GroRteil der Signale durchgehend verfolgt werden kann. Ganz allgemein be-
statigt sich die auf die bereits bekannten Affinitdten bezogene Annahme, dass die inaktive
Rap1A[GDP] Form wesentlich weniger Einfluss auf das AF6-Konstrukt austbt. Da die verfolg-
baren Signale auch in diesem Fall als ungebundene Konformation des AF6 angesehen werden
konnen, dessen komplexierte Konformation auf Grund der Linienbreite nicht detektierbar ist,

konnen Uber die Auswertung ihrer Volumina zusatzlich Information gewonnen werden (Abb.

Aminosé
ANV RN O T MU A A NN AHANDRDAMNRD A NNNNANDNDA MRG0 D 8888800V 2ARKERNARANRRRT
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
100%
g o VavVvaVvow, ——) ——) (VAVAVAV ) A >
:
gm 200 uM
T ot 500 uM
HE
: -
§0% r : g 4 v ++
> 1
T T T S e T ey
8
%M%A |
g-w%-
-80%
-100% -

Abbildung 4-54: Volumen Effekte der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung auf die Signale des AF6 im
!H-15N-HSQC-Spektrum der Titrationsschritte 1:1 und 1:2,5 (AF6 zu Rap1A[GDP])

Dargestellt sind die relativ zum Referenzspektrum (freies AF6) auftretenden Verdanderungen der Sig-
nalvolumina [(Vars+rap1aicor] — Vars Referenz) / Vars referenz] jeder einzelnen Aminosaure des AF6-Konstruktes
durch die Komplexbildung mit Rap1A[GDP]. Liicken im Diagramm sind auf fehlende Zuordnung des
Signals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zurtickzufiihren. Die molaren
Verhiltnisse (AF6 zu Rap1A[GDP]) der Titrationsschritte sind farbig markiert: Blau = 1:1 / gelb = 1:2,5.

4.3.2.3 Langsame Austauschprozesse der Interaktion von AF6 mit Rap1A[GDP] im Uberblick

Neben den bereits beschriebenen Verinderungen der chemischen Verschiebung und der An-
derung der Signalvolumina auf Grund der Komplexbildung, gibt es auch in diesem Fall das Pha-
nomen der langsamen Austauschprozesse, welche beispielsweise bei V71, oder wie in der
GTP-beladenen Komplexbildung auch, bei A134 im HSQC-Spektrum beobachten werden konn-
ten (siehe Abb. 4-55).
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Abbildung 4-55: Langsame Austauschprozesse der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung auf die Signale
des AF6 im 'H->’N-HSQC-Spektrum der Titrationsschritte 1:0,5 bis 1:2,5 (AF6 zu Rap1A[GDP])

Dargestellt sind die Aminosauresequenz des AF6-Konstruktes der einzelnen Titrationsschritte und das
Verhalten jeder einzelnen Aminosaure in Bezug auf langsame Austauschprozesse bzw. ein Verschwin-
den des Signals durch die Komplexbildung mit Rap1A[GDP].
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Abbildung 4-56: Ubertragung der langsamen Austauschprozesse der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbil-
dung auf die auf die 3D-Struktur des AF6-Konstruktes (PDB-File ,,AF6(1-141)“)

Betrachtet man auch hier die chemischen Verschiebungen (Abb. 4-53), die Volumenanderun-
gen (Abb. 4-54), die langsamen Austauschprozesse und das Verschwinden vieler Sig-
nale(Abb.4-55 und 4-56) im Verlauf der kompletten Titrationsreihe so stellt man fest, dass die
Komplexbildung auch bei einem maximalen Verhaltnis von 1:2,5 (AF6 zu Rap1A[GDP]) noch
kein Plateau erreicht hat. Des Weiteren verschwinden weitaus weniger der Signale im HSQC-

Spektrum. Da die Interaktion des GDP-beladenen RaplA mit den TROSY-Messungen von
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Guido Steiner und zusatzlich mit der Rap1A[GTP]-Titration verglichen werden soll, wurde auch

der Titrationsschritt 1:1 einer expliziten Analyse (gemafd Kapitel 4.3.1) unterzogen.

4.3.2.4 Auswertung der chemischen Verschiebungen und der Volumenénderung des HSQC-Tit-

rationsschrittes AF6 mit Rap1A[GDP] im molaren Verhéltnis 1:1 (200uM : 200uM)
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Abbildung 4-57: 'H->*N-HSQC-Spektrum des >N-AF6 mit 1*N-Rap1A[GDP] Titrationsschritt 1:1

Das Referenzspektrum des freien AF6 ist schwarz, das des Komplexes mit Rap1A[GDP] (1:1) blau dar-
gestellt. Zusatzlich sind unterhalb des Spektrums Beispiele fir die beobachteten Effekte hervorgeho-
ben. Proteine: 200 uM **N-AF6 mit 200 uM **N-Rap1A[GDP]. Puffer: 20 mM PIPES / 100 mM KCl /2
mM MgCl, /0,1 mM NaN; /2 mM DTE /0,1 mM AEBSF / pH 6,9. Messbedingungen: 50 uM DSS interner
Standard / 5% D,0 / 298 K / 800 MHz Bruker Spektrometer / HSQC-Spektrum. AcquPars: TD(F2) 2048
x 256 TD(F1) / DS 16 / NS 16. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8)
sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).
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Abbildung 4-58: Chemische Verschiebungseffekte |AS| der AF6-RaplA[GDP]-Komplexbildung auf
die Signale des AF6 im 'H->N-HSQC-Spektrum

Dargestellt sind die Effekte der chemischen Verschiebungsanderung der AF6-Signale durch Komplex-
bildung mit Rap1A[GDP] im molaren Verhiltnis 1:1 (bezogen auf die absolute Proteinkonzentration).
(A) in *H-Dimension (B) in **N-Dimension (C) in kombinierter *H- und **’N-Dimension (A combined). Die
Signifikanzlevels oo™ sind markiert.

In Abbildung 4-58 ist der Betrag der relativen Signaldifferenz des Komplexes aus 200 uM AF6
mit 200 uM Rap1A[GDP] (absolute Proteinkonzentration) in Bezug auf die Signale des freien
AF6 200 uM Referenzspektrums (| AS| = Sare+rap1aiGDP] — OAF6 Referenz) dargestellt. Zu erkennen
sind die Starke der chemischen Verschiebungseffekte jeder einzelnen Aminosdure (Position 1-
141) des AF6-Konstruktes mit der darunter abgebildeten Sekundarstruktur. Licken im Dia-
gramm sind auf fehlende Zuordnung des Signals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch
die Komplexbildung zurtickzufiihren. Alle Aminosauren die einen Effekt starker als o™ auf-

weisen werden als signifikant eingestuft und werden in den nachfolgenden Analysen weiter

untersucht.
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Abbildung 4-59: Effekte der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung (1:1) auf die Volumina der Signale des
AF6 im 'H-1>N-HSQC-Spektrum

Dargestellt sind die relativ zum Referenzspektrum auftretenden Veranderungen der Signalvolumina
jeder einzelnen Aminosaure des AF6-Konstruktes durch die Komplexbildung mit Rap1A[GDP]. Die Sig-
nifikanzlevels oo sind markiert.

In Abbildung 4-59 sind die relativ zum Referenzspektrum (freies AF6 200 uM) auftretenden
Veranderungen der Signalvolumina [(Vare+rap1a1GDr] — V AF6 Referenz) / V AF6 Referenz] jeder einzelnen
Aminosaure des AF6-Konstruktes durch die Komplexbildung mit 200 uM Rap1A[GDP] (abso-
lute Proteinkonzentration) dargestellt. Da man die durch die Komplexbildung im HSQC-Spekt-
rum auftretenden Veranderungen nicht eindeutig einer direkten Bindung (Ci) bzw. einer
strukturellen Umlagerung (Cz2) zuordnen kann, mussten die auftretenden Effekte erneut gefil-
tert werden. Dies geschah im Fall der chemischen Verschiebungen wieder mit Hilfe des Signi-
fikanzkriteriums oo™ das sich nach Schumann [2007] bestimmen |asst und die Aminosauren
in zwei Klassen unterteilt. Das Signifikanzkriterium oo der Volumenanderung ist nicht so strin-
gent wie 00", da es durch die Komplexbildung im Allgemeinen bereits zu einer Abnahme der
gesamten Volumina kommt. Hierbei diente die einfache Standardabweichung (oo) als Signifi-

kanzkriterium.
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4.3.2.5 Ubertragung der chemischen Verschiebungseffekte des AF6 mit Rap1A[GDP] (1:1) auf

die Primé&rstruktur des AF6-Konstruktes
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Abbildung 4-60: Chemische Verschiebungsinderungen der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung (1:1)
libertragen auf die Primdrsequenz des AF6-Konstruktes

Dargestellt sind die Ergebnisse der Auswertung der chemischen Verschiebungen (8) in *H / >N und
beide kombiniert (A combined), sowie die gesonderte Auswertung der langsamen Austauschprozesse
(Aufspaltung einiger Signale). Farbig markierte Aminosaduren sind gemaR der Kriterien signifikant,
weille Aminosduren zeigen keine signifikanten Veranderungen.

Differenzen der chemischen Verschiebung mit Werten zwischen co®" und 0o®" x3 werden der
Population C; zugeordnet und sind daher mogliche direkte Bindestellen des Komplexes. Diffe-
renzen die unter oo™ liegen, zahlen zu der Population C; und sind daher eher intramolekula-
ren Wechselwirkungen oder konformationellen Anderungen zuzuschreiben. Die farbliche Ko-
dierung in Abbildung 4-60 erfolgt nach den gangigen Signifikanzkriterien (Abb. 4-58 und 4-59).
Es wurde der Einfluss jeder einzelnen chemischen Verschiebung *H, >N und kombinierte Ver-
schiebung in die Analyse mit einbezogen. Zusatzlich flieBen gesondert ausgewertete langsame
Austauschprozesse in die Zusammenfassung mit ein. Diese wurden, wenn als signifikant er-
achtet (durch visuelle Uberpriifung der Signale jeder einzelnen Aminosaure), als starke che-
mische Verschiebung gewertet. Eine Zusammenfassung der Effekte (&) erfolgt auch hier-
durch die Auswahl des jeweils starksten Effekts der verschiedenen chemischen Verschiebun-

gen (O bis (@)) (Abb. 4-60).
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4.3.2.6 Kombination der Daten aus Volumen- und chemischer Verschiebungsauswertung

Wie schon in Kapitel 4.3.1.2 beschrieben stellt die Volumenveranderung der Signale eine wich-
tige zusatzliche Informationsquelle dar und wird im Folgenden ebenfalls mit der Auswertung

der chemischen Verschiebungen kombiniert (Abb. 4-61).

—
HHHHH !ill ] HH
87 91 100
I BIE E HH
86 | 87 96 | 97 100
AHHHE 4 HH
86 | 8 88 92 9 100

- == —— S
@ H HYHEE Be W ]
© EE\ o i o ol 2| E i
€ H HEHE S B HEERR
(1) Zusammenfassung der chemische Verschiebung: [I] >c,=" [l >0, x2 W o x3 [l Nicht zugeordnet
(2) volumen: >0, [l >oox15 W >o,x2 [ Prolin

zu schwaches Signal
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Abbildung 4-61: Kombination der chemischen Verschiebung und der Volumenanderungen der AF6-
Rap1lA[GDP]-Komplexbildung (1:1) Gibertragen auf die Primdrsequenz des AF6-Konstruktes

Die Kombination aus ) Zusammenfassung der chemischen Verschiebung mit den Werten der Volu-
mendnderungen (2) fuhrt zu einer Komplettierung der Interaktionseffekte 3. Farbig markierte Amino-
sduren sind gemal der Kriterien signifikant, weie Aminosaduren zeigen keine signifikanten Verdnde-
rungen.

Die Auswertung der NMR-Daten liefert durch die Kombination der gesamten chemischen Ver-
schiebungen inklusive der Volumenverdnderungen auch ein sehr detailliertes Bild der Interak-
tion von AF6 mit inaktivem Rap1A[GDP] (Abb. 4-61). Um die exakte Interaktionsflache auch in
diesem Fall letztendlich einzugrenzen, mussten wieder die Filterkriterien der Oberflachenzu-
ganglichkeit der einzelnen Aminosauren und ihre relativen Signalintensitaten, mit in die Aus-

wertung einbezogen werden (siehe Kapitel 4.3.1.7).
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4.3.2.7 Eingrenzung der Kontaktfliche mittels Oberflachenzugdnglichkeit und Signalintensitat

Das Kriterium fiir eine mogliche Bindungsaktivitat wurde auf > 30% Oberflachenzuganglichkeit
(%) festgelegt [Elsner, 2006] (siehe Kapitel 4.1.1.4). Ebenso spielt die relative Signalstarke (@)
jeder einzelnen Aminosdure eine entscheidende Rolle Ist diese bereits im Referenzspektrum
des freien AF6 schwacher als 15% des starksten Signals (bei AF6 die Aminosaure Q141), so
muss diese kritisch betrachtet und gegebenenfalls aus der Bewertung der Interaktionsflache

ausgeschlossen werden (Abb. 4-62).
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Abbildung 4-62: Eingrenzung der aktiven Interaktionsfliche zwischen AF6 und inaktivem
Rap1A[GDP] anhand des Kriteriums der Oberflaichenzuganglichkeit und der relativen Signalstarke

In rot sind die Aminosauren des AF6 dargestellt, die auf Grund ihrer Oberflachenzuganglichkeit und
ihrer signifikanten Effekte wahrend der Komplexbildung direkt an einer Bindung beteiligt sein kdonnen.
In griin sind die Aminosauren des AF6 dargestellt, die ebenfalls signifikante Effekte durch die Komplex-
bildung zeigen, aber durch ihre Abschottung eher intramolekularen Prozessen zuzuschreiben sind. Zu
schwache Signale, die teils massive Effekte vortauschen kdnnen sind durch das Kriterium der Signal-
starke eliminiert.

Das Filtern der Interaktionseffekte mittels der Kriterien der Oberflachenzuganglichkeit ()
und der relativen Signalstarke (©) lasst auch im Fall des AF6-Rap1A[GDP] Komplexes die aktive
Interaktionsflache des AF6 eingrenzen und zusatzliche die konformationellen Verdnderungen
des Proteins zusammenfassen (Abb. 4-62). Durch die Ubertragung der Ergebnisse auf die 3D-
Struktur des AF6 (PDB-File ,,AF6(1-141)“) lassen sich die zusammenhéangenden Bindebereiche
erkennen (Abb. 4-63). Dies dient als letztes Filterkriterium um die Interaktionsflache zu defi-

nieren. Hierbei zeigen sich starke Ubereinstimmungen der Bindebereiche durch die
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Rap1A[GTP] und Rap1lA[GDP] Komplexbildung. Eine explizite Auswertung der Ergebnisse er-
folgt in der Diskussion (Kapitel 5.3.2).

Interaktion des AF6 mit Rap1A[GDP] (1:1) |

<)

160-R61-V62-563-564

Abbildung 4-63: Ubertragung der Interaktionsauswertung AF6 mit Rap1A[GDP] (1:1) auf die 3D-
Struktur von AF6 (PDB-File ,AF6(1-141)")

Dargestellt ist die Interaktion von Seiten des ®N-AF6 (200 uM) mit inaktivem *N-Rap1A[94,35%
GDP](200 puM). Die beteiligten Aminosduren die signifikante Effekte zeigen sind farbig markiert. Die
beteiligten Aminosduren die signifikante Effekte zeigen sind farbig markiert. In rot mit einer Oberfla-
chenzugénglichkeit > 30%, in grin < 30%.
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4.3.2.8 Kontrolle der experimentellen Bedingungen wahrend der NMR-Titrationsexperimente

des AF6 mit Rap1A[GDP]

Die Untersuchung der Nukleotidbeladung wurde wie bereits beschrieben (Kapitel 4.3.1.8)
durchgefiihrt. Hier zeigte sich Anhand der HPLC-Daten eine leichte Zunahme der GDP-Bela-
dung (+4,83%) durch intrinsische Hydrolyse des GTPs. Diese diirfte jedoch auf Grund ihrer kei-

nen groBeren Einfluss auf die Messung gehabt haben.

Nukleotid-Beladung der Titration >N-AF6(1-141) + Rap1A[GDP]
100
90 — * v M
% 0 005 92,5 94,35 95,33
2 7
=1
3 60
k- —a—(GTP]
g 0 —e—[GDP]
2 40 [
g 30
3 2 9,49
] , 7.3
10 — - 54 4,4
0 + + b T b
500puM 400pM 200uM 100uM
Titrationsschritt

Abbildung 4-64: GTP/GDP-Beladung des Rap1A, wihrend der AF6- Rap1A[GDP] Titrationsmessung

In griin ist die die leichte Abnahme der GTP-Beladung wahrend der gesamten Titrationsdauer bei 25
°C dargestellt. Reziprok dazu in rot die Zunahme der GDP-Beladung durch die intrinsische Hydrolyse
des GTPs.
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Abbildung 4-65: 'H-Spektren der einzelnen >N-AF6 mit 1*N-Rap1A[GDP] Titrationsschritte

Die Aufnahme dieser 1D-Spektren erfolgte stets vor der eigentlichen HSQC-Messung. In griin ist eine
nur fir Rap1A charakteristische Methylgruppe (-0,13 ppm) gekennzeichnet. Proteine: 200 uM *N-AF6
vorgelegt, mit *N-Rap1A[GDP] von 0 uM bis maximal 500 uM titriert (entsprechend der géngigen Farb-
kodierung) Puffer: 20 mM PIPES / 100 mM KCI / 2 mM MgCl, / 0,1 mM NaNs / 2 mM DTE / 0,1 mM
AEBSF / pH = 6,9. Messbedingungen: 50 uM DSS interner Standard / 5% D>0 / 298 K / 800 MHz Bruker
Spektrometer / zggpws5.
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Die Titrationsreihe des AF6-Proteins mit GDP-beladenen Rap1A zeigt ebenfalls in den 1D-Spek-
tren der einzelnen Titrationsschritte (Abb. 4-65), dass die zuvor bestimmten molaren Konzent-
rationsverhadltnisse des Rap1A fiir jeden Titrationsschritt korrekt waren. Hierzu wurde erneut
das fur Rap1A charakteristische Methylgruppensignal an Position -0,13 ppm genauer unter-
sucht und die einzelnen Titrationsschritte auf dieses Signal skaliert. Mit einer Abweichung von
+/- 1,13% konnte das zuvor ausgewahlte molare Verhaltnis fir jeden einzelnen Titrations-

schritt eingehalten werden.
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4.3.3.TROSY-Interaktionsmessungen [Steiner, 2001] neu prozessiert und
analysiert

4.3.3.1 TROSY-Messung der Interaktion AF6 mit Rap1A[GppNHp] und H-Ras[GppNHDp]

Um die 2001 von Guido Steiner durchgefiihrten TROSY-Interaktionsmessungen des AF6-Kon-
struktes mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A fiir den Vergleich mit den durchgefiihrten
HSQC-Interaktionsmessungen des AF6 mit Rap1A[GTP/GDP] zuganglich zu machen, mussten

diese neu prozessiert und ausgewertet werden.
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Abbildung 4-66: 'H->°N-TROSY-Spektrum des >N-AF6 mit 1*N-Rap1A[GppNHp] (1:1)

Das Referenzspektrum des freien AF6 ist schwarz, das des Komplexes mit Rap1A[GppNHp] ist blau dar-
gestellt. Zusatzlich sind unterhalb des Spektrums Beispiele fir die beobachteten Effekte hervorgeho-
ben. Es wurden keine weiteren Titrationsschritte durchgefiihrt. Proteine: vermeintlich 0,7 mM *N-AF6
mit 0,91 mM *N-Rap1A[GppNHp]. Puffer: 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,9 / 2 mM MgCl, / 0,2
mM EDTA. Messbedingungen: 303 K / 800 MHz Bruker Spektrometer / TROSY-Spektrum. AcquPars:
TD(F2) 8129x800 TD(F1) / DS 112/NS 56. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-
6) und F1(-8) sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).
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15\ ppm
416G :
“© L
TROSY (Guido Steiner neu prozessiert) 46 S -
15N-AF6 mit *N-H-Ras[GppNHp] ® ot -
- e d 1006 -
Py - 110.00
-4 . L
0 ° 0 . [
. 0 b 0o B C
° e e ] :
o< 371 12Q [
40H ° 875 @ L
© < 36D @ ’ L 115.00
@ o r
=3 @ & ©. C
o ©@ 4 L o < -
L ) ° L
@ g0 e -,
(-4 ¢ ® - 115 1% 700 08 £
o 184 o ¢ L
° o @ ® e ; gﬁ‘w ® od [ 12000
3 L
ol G 108 ovo Py &> & & o L
o % = € @tV 15itrens) L
. 6R . 5
o @ o & © o W -
S g = 1k 1368 o - C
() © ® Q - B
I -2 L4 @ -4 L
o 131E 141Q L. 125.00
o o 137A N
o & P © -
- - C
140 A
-2
o
2 [ 130.00
= ) C
L e e e O IBLJNLIE B e e e e e
1H 9.50 9.00 8.50 8.00 7.50 7.00 650  pom
Beispiele der beobachteten Effekte:
Starke Schwache Starke Schwache Signal Signal

Chemische Verschiebung:  Chemische Verschiebung: Volumendifferenz: ~ Volumendifferenz: ~ verschwunden: 57 T

131E

108E 3L

Abbildung 4-67: *H->"N-TROSY-Spektrum des >’N-AF6 mit *N-H-Ras[GppNHp] (1:1)

spaltet
nicht auf:

Das Referenzspektrum des freien AF6 ist schwarz, das des Komplexes mit H-Ras[GppNHp] ist blau dar-

gestellt. Zusatzlich sind unterhalb des Spektrums Beispiele fir die beobachteten Effekte hervorgeho-

ben. Es wurden keine weiteren Titrationsschritte durchgefiihrt. Proteine: vermeintlich 0,7 mM *N-AF6
mit 1,26 mM *N-H-Ras[GppNHp] Puffer: 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,9 / 2 mM MgCl, / 0,2 mM
EDTA. Messbedingungen: 303 K / 800 MHz Bruker Spektrometer / TROSY-Spektrum. AcquPars: TD(F2)
8129x800 TD(F1) / DS 16/NS 8. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-

8) sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).

Die Messbedingungen der TROSY-Experimente [Steiner, 2001] waren wie folgt:

1) >N-AF6 Referenzmessung: 1 mM AF6

800 MHz-Spektrometer, 303 K, number of scans (NS) = 8, number of dummy scans (DS) = 16,

time domain (TD) 8192(F2) / 800 (F1), reciever gain (RG) 128, Dauer der Messung 2 h.

2) AF6-Rap1A Komplex: 0,7 mM *N-AF6 mit 0,91 mM *N-Rap1A[GppNHp]

800 MHz Spektrometer, 303 K, NS =56, DS = 112, TD 8192(F2) / 800 (F1), RG 90,5 , Dauer der

Messung 22 h.

3) AF6- H-Ras Komplex: 0,7 mM *N-AF6 mit 1,26 mM *N-H-Ras[GppNHp]

800 MHz Spektrometer, 303 K, NS = 8, DS = 16, TD 8192(F2) / 800 (F1), RG 80,6 , Dauer der

Messung 24 h.
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Die Parameter der Prozessierung der TROSY-Experimente [Steiner, 2001] waren wie folgt:

Tabelle 4-7: Ubersicht iiber geinderte Prozessierungsparameter der TROSY-Spektren

urspriingliche Prozessierung neue Prozessierung
Parameter F2 F1 F2 F1
S 1024 1024 8192 4096
wbpw QSINE QSINE GM GM
LB[Hz] no no -6 -8
GB no no 0,12 0,1
S5B 2 2 no no
ME_mod no no no LPfc
NCOEF no 100 no 32
LPBIN no 1600 no 128

Anderungen in der Prozessierung sind griin hervorgehoben.

Nach der neuen Prozessierung der Spektren, wurden diese wie die Daten der HSQC-Interakti-

onsexperimente (Kapitel 4.3.1 und 4.3.2) bearbeitet und analysiert.

4.3.3.2 Aufspaltung einzelner Resonanzlinien und verschwinden einiger Signale der Interaktion

des AF6 mit Rap1A[GppNHp] und AF6 mit H-Ras[GppNHp] im Uberblick (TROSY)
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Abbildung 4-68: Langsame Austauschprozesse der AF6-Rap1A[GppNHp] und AF6 H-Ras[GppNHp]-
Komplexbildung auf die Signale im *H->’N-TROSY-Spektrum

Dargestellt sind die Aminosauresequenz des AF6-Konstruktes und das Verhalten jeder einzelnen Ami-
nosaure in Bezug auf ein Aufspalten seiner Resonanzlinien oder ein Verschwinden des Signals durch
die Komplexbildung. Der genaue Farbcode ist unterhalb der Abbildung erlautert.

Die Auswertung der Spektren 2001 durch Guido Steiner, zeigte bereits bei der AF6 mit Rap1A
Messung ein Aufspalten einzelner Signale in zwei Resonanzlinien, jedoch wurden die Spektren
der Referenzmessung und der Messung von AF6 mit H-Ras nicht daraufhin untersucht. Hierbei

zeigt sich, dass bereits bei der Referenzmessung des freien AF6 zwei Zustande auf Grund einer
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Aufspaltung der Resonanzlinien einiger Signale zu beobachten sind und es auch in der Mes-
sung von AF6 mit H-Ras zu Signalaufspaltungen und langsamen Austauschprozessen kommt.
Diese wurden stets einzeln auf ihre Signifikanz hin Gberpriift und gegebenenfalls in die Be-

stimmung der Interaktionsflache einbezogen.

4.3.3.3 Auswertung der chemischen Verschiebungen und der Volumenanderung der Interaktion

von AF6 mit Rap1A[GppNHp] und AF6 mit H-Ras[GppNHp]

1H-Verschiebung des TROSY : AF6 mit Rap1A[GppNHp]
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Abbildung 4-69: Chemische Verschiebungseffekte der Komplexbildung in 'H-Ebene

Dargestellt sind die Effekte der *H-chemischen Verschiebungsinderung der AF6-Signale durch Kom-
plexbildung mit (A) Rap1A[GppNHp] in braun und (B) H-Ras[GppNHp] in dunkelblau, im molaren Ver-
héltnis 1:1 (bezogen auf die absolute Proteinkonzentration). In Cyan sind die langsamen Austausch-
prozesse der Komplexbildung hervorgehoben, in gelb die Aufspaltung der Resonanzlinien der AF6-Re-
ferenz in Abwesenheit des Bindepartners. Liicken im Diagramm sind auf fehlende Zuordnung des Sig-
nals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zuriickzufiihren. Die Signifikanz-
levels 0o°°" sind markiert.
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15N-Verschiebung des TROSY : AF6 mit Rap1A[GppNHp]
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Abbildung 4-70: Chemische Verschiebungseffekte der Komplexbildung in **N-Ebene

Dargestellt sind die Effekte der »>N-chemischen Verschiebungsanderung der AF6-Signale durch Kom-
plexbildung mit (A) Rap1A[GppNHp] in braun und (B) H-Ras[GppNHp] in dunkelblau, im molaren Ver-
héltnis 1:1 (bezogen auf die absolute Proteinkonzentration). In Cyan sind die langsamen Austausch-
prozesse der Komplexbildung hervorgehoben, in gelb die Aufspaltung der Resonanzlinien der AF6-Re-
ferenz in Abwesenheit des Bindepartners. Liicken im Diagramm sind auf fehlende Zuordnung des Sig-

nals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zurtickzufiihren. Die Signifikanz-
levels 0o*°" sind markiert.
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Kombinierte Verschiebung (*H und *°N) des TROSY : AF6 mit Rap1A[GppNHp]
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Abbildung 4-71: Chemische Verschiebungseffekte der Komplexbildung in *H und >N Kombination

Dargestellt sind die Effekte der H- und *N- kombinierten chemischen Verschiebungsdnderung der
AF6-Signale durch Komplexbildung mit (A) Rap1A[GppNHp] in braun und (B) H-Ras[GppNHp] in dun-
kelblau, im molaren Verhialtnis 1:1 (bezogen auf die absolute Proteinkonzentration). In Cyan sind die
langsamen Austauschprozesse der Komplexbildung hervorgehoben, in gelb die Aufspaltung der Reso-
nanzlinien der AF6-Referenz in Abwesenheit des Bindepartners. Licken im Diagramm sind auf fehlende
Zuordnung des Signals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zuriickzufih-
ren. Die Signifikanzlevels oo™ sind markiert.

In Abbildung 4-69 bis 4-71 ist jeweils in (A) der Betrag der relativen Signaldifferenz des Kom-
plexes aus AF6 mit Rap1A[GppNHp] in Bezug auf die Signale des freien AF6 Referenzspektrums
(|AS| = Oare+rap1a[GppNHp] — OAF6 Referenz) der TROSY-Messungen dargestellt. In (B) ist der Betrag
der relativen Signaldifferenz des Komplexes aus AF6 mit H-Ras[GppNHp] in Bezug auf die Sig-
nale des freien AF6 Referenzspektrums (| AS| = Sars+H-RasGppNHp] — OAF6 Referenz) der TROSY-Mes-
sungen dargestellt. Zu erkennen sind die Starke der chemischen Verschiebungseffekte jeder
einzelnen Aminosaure (Position 1-141) des AF6-Konstruktes mit der darunter abgebildeten
Sekundarstruktur. Licken im Diagramm sind auf fehlende Zuordnung des Signals, oder auf ein
Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zuriickzufiihren. Alle Aminosduren die
einen Effekt starker als oo™ aufweisen werden als signifikant eingestuft und werden in den
nachfolgenden Analysen weiter untersucht. Zusatzlich wird auch die Anderung der Signalvo-

lumina in die Analysen einbezogen.
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Abbildung 4-72: Relative Volumenanderungen der Komplexbildung

Dargestellt sind die relativ zum Referenzspektrum (freies AF6) auftretenden Verdnderungen der Sig-
nalvolumina [(Vars+aTrase(cppNHp] — VAr6 Referenz) / Va6 Referenz] jeder einzelnen Aminosaure des AF6-Kon-
struktes durch die Komplexbildung mit (A) Rap1A[GppNHp] in braun und (B) H-Ras[GppNHp] in dun-
kelblau im molaren Verhaltnis 1:1 (bezogen auf die absolute Proteinkonzentration). In Cyan sind die
langsamen Austauschprozesse der Komplexbildung hervorgehoben, in gelb die Aufspaltung der Reso-
nanzlinien der AF6-Referenz in Abwesenheit des Bindepartners. Licken im Diagramm sind auf fehlende
Zuordnung des Signals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zuriickzufiih-
ren. Die Signifikanzlevels oo / 90% sind markiert.

Deutlich zu erkennen ist das trotz der TROSY-Messungen des AF6 mit H-Ras[GppNHp] Kom-
plexes ein GroRteil der Signale durch Linienverbreiterung verschwindet. Im Fall des AF6-
Rap1lA[GppNHp] Komplexes sind weitaus mehr Signale verfolgbar und auch ihre langsamen
Austauschprozesse sind daher besser zu analysieren. Die Signale jeder einzelnen Aminosaure
wurden auf eine signifikantes Verhalten hin iberpriift und gegebenenfalls in die Analysen mit
einbezogen. Das Signifikanzkriterium oo der Volumendnderung ist nicht so stringent wie oo,
da es durch die Komplexbildung im Allgemeinen bereits zu einer Abnahme der gesamten Vo-
lumina kommt. Daher ist die Signifikanzgrenze der Volumenauswertung der TROSY-Messun-
gen auf Grund der massiven Volumendnderungen auf > 90% angehoben. Langsame Aus-
tauschprozesse werden, sofern sie anhand ihrer Signale in den Spektren verifiziert wurden, als

starke chemische Verschiebung klassifiziert.
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4.3.3.4 Ubertragung der chemischen Verschiebung der TROSY-Messungen auf die Primarstruk-

tur des AF6-Konstruktes

TROSY des AF6 mit Rap1A[GppNHp] (1:1) Auswertung der chemischen Verschiebung
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Abbildung 4-73: Chemische Verschiebungsinderungen der AF6-Rap1A[GppNHp]- und der AF6 H-
Ras[GppNHp] Komplexbildung (des molaren Verhiltnisses 1:1) {ibertragen auf die Primarsequenz
des AF6-Konstruktes.

Dargestellt sind die Ergebnisse der Auswertung der chemischen Verschiebungen (8) in *H / >N und
beide kombiniert (Acombined), sowie die gesonderte Auswertung der langsamen Austauschprozesse
(hellblau). Farbig markierte Aminosauren sind gemaR der Kriterien signifikant, weiRe Aminosaduren zei-
gen keine signifikanten Veranderungen. In gelb sind die bereits im Referenzspektrum auftretenden
Aufspaltungen der Resonanzlinien markiert.
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Erneut werden die Differenzen der chemischen Verschiebung mit Werten zwischen o™ und
00°°" x3 werden der Population C; zugeordnet und sind daher mégliche direkte Bindestellen
des Komplexes. Differenzen die unter co®" liegen, zdhlen zu der Population C; und sind daher
eher intramolekularen Wechselwirkungen oder konformationellen Anderungen zuzuschrei-
ben. Die farbliche Kodierung erfolgt nach den zuvor bestimmten Signifikanzkriterien. Zusatz-
lich fliekRen gesondert ausgewertete langsame Austauschprozesse in die Zusammenfassung
mit ein, jedoch werden die langsamen Austauschprozesse, die bereits beim freien AF6 auftre-
ten nicht gewichtet. Die langsamen Austauschprozesse des Komplexes werden, wenn als sig-
nifikant erachtet, als starke chemische Verschiebung gewertet. Die farbig markierten Amino-
sauren zeigen signifikante Verdnderungen (Gewichtung siehe Farbcode unterhalb der Pri-
marsequenz) Eine Zusammenfassung der Effekt () erfolgt durch Auswahl des jeweils starks-

ten Effekts der verschiedenen chemischen Verschiebungen () bis ®)).

4.3.3.5 Kombination der Daten aus Volumen- und chemischer Verschiebungsauswertung der

Trosy-Messungen
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Abbildung 4-74: Kombination der chemischen Verschiebung und der Volumenanderungen der AF6
mit Rap1A[GppNHp] und AF6 mit H-Ras[GppNHp]-Komplexbildung (1:1) tGbertragen auf die Pri-
marsequenz des AF6 Konstruktes

In rot sind die Aminosauren des AF6 dargestellt, die eine starke Volumenveranderung aufweisen, oder
durch zu starke Volumenabnahme im Rauschen verschwinden. In dunkelgriin sind die Aminosauren
markiert, die starke chemische Verschiebungen zeigen. Die restlichen beobachtbaren Signale sind in
hellgriin dargestellt.
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4.3.3.6 Eingrenzung der Kontaktfldche des AF6 der TROSY-Interaktionsmessungen mittels

Oberfldchenzugénglichkeit und Signalintensitat
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Abbildung 4-75: Eingrenzung der aktiven Interaktionsfliche zwischen AF6 und aktivem
Rap1A[GppNHp] sowie H-Ras[GppNHp] anhand des Kriteriums der Oberflachenzuganglichkeit und
der relativen Signalstarke.

In rot sind die Aminosaduren des AF6 dargestellt, die auf Grund ihrer Oberflachenzuganglichkeit und
ihrer signifikanten Effekte wahrend der Komplexbildung direkt an einer Bindung beteiligt sein kdnnen.
In griin sind die Aminosauren des AF6 dargestellt, die ebenfalls signifikante Effekte durch die Komplex-
bildung zeigen, aber durch ihre Abschottung eher intramolekularen Prozessen zuzuschreiben sind.

Durch das filtern der Interaktionseffekte mittels der Kriterien der Oberflachenzuganglichkeit
(£%) und der relativen Signalstarke (@) lasst sich auch in diesem Fall die aktive Interaktionsfla-
che des AF6 mit den kleinen GTPasen eingrenzen und zuséatzliche die konformationellen Ver-
dnderungen des Proteins zusammenfassen (Abb. 4-75). Durch die Ubertragung der Ergebnisse
auf die 3D-Struktur des AF6 (PDB-File ,,AF6(1-141)“) lassen sich die zusammenhadngenden Bin-
debereiche erkennen (Abb. 4-76). Dies dient als letztes Filterkriterium um die Interaktionsfla-
che zu definieren.

Neben dem kanonischen Bindebereich, an dem H-Ras und RaplA gleichermaRen binden,
scheinen die al-Helix und der C-terminale Anteil des AF6 nur fiir Rap1A bindungsrelevant zu

sein. Eine explizite Auswertung der Ergebnisse erfolgt in der Diskussion (Kapitel 5.3).
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4.3.3.7 Ubertragung der Ergebnisse auf die 3D-Struktur von AF6

(A) AF6 mit RaplA[GppNHp]

w117

Al134

E131

E77-K78-F79-R80

F55-N54-G53-A52

(B) AF6 mit H-Ras[GppNHp]

E77-K78-F79-R80

F55-N54-G53-A52-A51-K50

83-R84-M85
Abbildung 4-76: Ubertragung der Interaktionsauswertung auf die 3D-Struktur von AF6 (PDB-File
»AF6(1-141)“)

Dargestellt ist die Interaktion von Seiten des ®N-AF6 (700 uM) mit (A) 900 uM *N-Rap1A[GppNHp]
und (B) 1200 pM **N-H-Ras[GppNHp]. Die beteiligten Aminosiuren die signifikante Effekte zeigen sind
farbig markiert. In rot mit einer Oberflachenzuganglichkeit > 30%, in griin < 30%.

150



Ergebnisse

4.3.4 Alignment der Interaktionsbereiche verschiedener Ras-Binde- und Ras-
Assoziations-Domianen mit H-Ras/Rap1A und Vergleich mit den Dockingex-
perimenten von Ralph Elsner

| Alignment H-Ras[GTP] und H-Ras[GDP] I

Switch | -Region |

f ==

[ Switch Il - Region ‘

Aufsicht .

Ls6

Frontansicht

GTP/GOP

Frontansicht § D57
\.‘ 78 < B Ls6

Tf A
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D57 N \
) - n \!
__________ - / ' .

F78

H-Ras
[GDP]

Abbildung 4-77: Vergleich der GTP/GDP Konformation der 3D-Struktur des H-Ras

Dargestellt sind die aktive, GTP beladene Konformation des H-Ras in griin (PDB-File 5P21) und die in-
aktive mit GDP beladene Konformation des H-Ras in rot (PDB-File 4Q21). Hervorgehoben sind jeweils
die beiden Switch-Regionen in Aufsicht, Frontansicht und Seitenansicht. Das GDP (Switch | Region) ist
ebenfalls rot gekennzeichnet, GTP in griin und sein y-Phosphat in gelb.

Da zwischen GTP- und GDP-gebundenem Zustand gravierende Affinitdtsunterschiede vorlie-
gen, war zusatzlich eine strukturelle Analyse der beiden Konformationen am Beispiel des H-
Ras notwendig. Der GTP-gebundene Zustand der Ras GTPase ist die aktive Konformation, die
es dem Ras ermoglicht als molekularer Schalter seine Effektor-Proteine zu binden. Hierbei
kommt es vor allem in der Switch | Region, der Aminosduren Q25-Y40, und der Switch Il Region
mit den Aminosauren D57-G75, durch die GTP-Beladung zu essentiellen strukturellen Veran-
derungen (Abb. 4-77). Fir die Kontaktierung des GTP y-Phosphats und des Mg?*-lons ist ein
konserviertes Threonin (T35 in H-Ras) in der Switch | Region essentiell. Ein konserviertes Glycin
in der Switch Il Region (G60 in H-Ras) spirt die Anwesenheit des GTPs ebenfalls [Vetter, 2014].
Die Switch | Region wird auch Effektor-Region genannt, da sie haufig in GTP-beladenem Zu-

stand an der Effektor-Bindung beteiligt ist. Dieser Vergleich der Konformationen wird in der
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Diskussion mit in die strukturelle Beschreibung der Interaktionskomplexe einflieRen (Kapitel

5.3).
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Abbildung 4-78: Darstellung verschiedener Kontakte zwischen kleinen GTPasen und ihren Binde/As-
soziations-Domadnen

(A) Zeigt die Interaktion von C-Raf1(51-131) mit Rap1A[GppNHp](E30D/K31E) PDB-File ,,1GUA". (B) In-
teraktion von C-Raf1(51-131)(N71R/A85K) mit Rap1A[GDP](E30D/K31E) PDB-File ,,3KUC“. (C) RIAM RA-
PH(179-437) mit Rap1A[GTP] (G12V/Q63E) PDB-File ,4KCG“. (D) RalGDS(14-61) mit H-Ras[GppNHp]
(E31K) PDB-File ,,1LFD“.

Zusatzlich wurden diverse bereits strukturell aufgeklarte Interaktionskomplexe der kleinen
GTPasen mit ihren Effektor-Proteinen untersucht, um Riickschliisse auf homologe Ubereinst-
immungen treffen zu kénnen. So scheint die Interaktion des RaplA mittels Aspartat33 - Ly-
sin(X1) und Glutamat37-Lysin(Xz) in den Komplexen konserviert zu sein [Zhang, 2014]. Zusatz-
lich unterscheidet sich RaplA gegeniiber den anderen Ras GTPasen in 4 Aminosauren der
Switch | Region, dem Glycin26, Isoleucin27, Glutamat30 und Lysin31. Hierbei scheint das Ly-
sin31 eine tragende Rollte zuspielen, da es mit den Rap1A spezifischen Interaktionspartnern
eine Salzbriicke zu Glutamat(X) ausbildet (bei RIAM durch Glutamat212), bei Ras-spezifischen
Interaktionspartnern befindet sich an der Position des Glutamats(X) ein Aspartat(X), welches
durch die kiirzere Seitenkette des Aspartats nicht in der Lage zu sein scheint, die essentielle

Salzbriicke auszubilden [Zhang, 2014].
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(A) Docking-Experiment
—N ,af6_rasofit_100.pdb” %0°

_H-Ras[GppNHp] 7 | <Q®

(B) Docking-Experiment
— ,afé_rap_12_8 100.pdb” 90°

AF6

RaplA[GppNHp]

Abbildung 4-79: Resultat der Dockingexperimente des (A) AF6 mit H-Ras[GppNHp] und (B) AF6 mit
Rap1A[GppNHp] von Ralph Elsner 2006 neu dargestellt

Im oberen Teil befindet sich jeweils AF6, mit den a-Helices in rot und den B-Faltbldttern in griin. Da-
runter befindet sich H-Ras/Rap1A in der simulierten Komplexstruktur. G1 (P-Loop) ist in orange, G2
(Switch 1) in griin, G3 (Switch 1l) in dunkelgriin, G4 (LVGNKxDL-Motiv) in braun und die G5 (SAK-Motiv)
in hellblau dargestellt.

153



Ergebnisse

4.3.5 Zusammenfassung der aktiven Interaktionsflache des AF6 im Komplex
mit Rap1A und H-Ras
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129 140|141

. Signifikanter Effekt / mégliche direkte Bindestelle

Abbildung 4-80: Zusammenfassung der Aminosauren des AF6, die an einer aktiven Komplexbildung
mit den GTPasen H-Ras und Rap1A beteiligt sein konnen.

(@ Komplex des AF6 mit H-Ras[GppNHp], (2) Komplex des AF6 mit Rap1A[GppNHp], 3) Komplex des
AF6 mit Rap1A[GTP] und der Komplex des AF6 mit Rap1A[GDP] (. Signifikante Aminosduren die auf
Grund ihrer Oberflachenexposition ( > 30%) direkt an einer Bindung beteiligt sein kdnnen, sind rot
dargestellt. Proline sind grau und nicht zugeordnete Signale in dunkelblau gekennzeichnet.

In Abbildung 4-80 sind die Ergebnisse der NMR-Interaktionsstudien hinsichtlich aktiv an einer
Komplexbildung mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A beteiligter Aminosduren des AF6

dargestellt. Eine Diskussion dieser Ergebnisse findet in Kapitel 5.3 statt.
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4.3.6 Das Verhalten der Aminosaure Alanin134 des AF6 wahrend der Kom-
plexbildung mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A

Das A134 des AF6 zeigte wahrend den NMR-Titrations-Experimenten ein interessantes Ver-
halten und wurde zuséatzlich genauer charakterisiert (Abb. 4-81). Hierbei kam es zu einer Auf-
spaltung seiner Resonanzlinien auf Grund eines langsamen Austauschprozesses durch die
Komplexbildung des AF6 mit der GTPase RaplA, nicht jedoch mit H-Ras. Zusatzlich wurden
Langzeit-Hydrolyse-Experimente durchgefiihrt um das Verhalten genauer zu charakterisieren.
Hierzu wurde Uber einen Zeitraum von 3 Tagen 40 aufeinanderfolgende HSQC-Spektren des
Komplexes AF6 mit Rap1A[GTP] aufgenommen (Abb. 4-82). Anhand der bestimmten GTP-Hyd-
rolyserate (Abb. 4-83) konnte dann jedem Spektrum eine GTP/GDP Beladung des Rap1As zu-

geordnet werden.

| Langsamer Austausch der Aminosdure A134 de AF6 durch die GTPase-Komplexbildung

Schneller Austausch!
N\ 222
~ A . \,
H-Ras[GppNHp] o AN Z 134 S\
Y a A \ ° AN
A~ \
N [N J
b a v ~—r
RaplA[ 1 OLUG o TR ~77(G ™ &
% ) &S Y
A B e SRS
\ \
Rap1A[GTP] ( A\ | e ) ( \
\ | & \ ) ( (o f
)| )\
) vV )
b 1 b | b a b | b a
Rap1A[GDP \ y 3\ Y \ ,
134l a3k /i 15\ , / Ve d S\ / AV Y
=z { 11\ ol 2] \ '\"\/ w76l (T ( _Aalz g2t \.I\‘ 7 asalk (30 \
Q) | VREA) WARVA) S AU 7))
booL N\ ="\ ) 3~
a Vv b a b a b a b a

Abbildung 4-81: Ubersicht liber die Konformationen der Aminosiure A134 des AF6 wihrend den
Interaktionsexperimenten mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A

Links sind die GTPasen und ihre Nukleotidbeladung angegeben, in den Kasten sieht man das HSQC-
Kreuzsignal des A134 fir jeden einzelnen durchgefiihrten Titrationsschritt und die beobachtete Auf-
spaltung der Resonanzlinien in Konformation a, den ungebundenen Zustand und b, den Zustand des
Komplexes.
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Die Auswertung der Signale der zwei Konformationen der Aminosaure A134 des AF6 zeigt ein

eindeutiges Rap1A assoziiertes Verhalten wahrend der Interaktionsexperimente. Dieses Ver-

halten lasst sich bei der Interaktion des AF6 mit H-Ras oder ZO1 (Kapitel 4.4) nicht beobachten.
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Abbildung 4-82: 'H->N-HSQC-Spektren der Langzeit Hydrolysemessung des

RaplA[GTP]

ppm

>N-AF6 mit *N-

In griin Start der Messreihe Rap1A[75% GTP / 25% GDP]. In Rot Ende der Messreihe nach ca. drei Tagen
durchgehender HSQC-Messungen bei 25 °C RaplA [35% GTP / 65% GDP].Die langsamen Austausch-
prozesse von A134 sind rechts unten vergroRert dargestellt und geben einen Uberblick tiber den Ver-

lauf der Hydrolyse. Die Hydrolyserate wurde durch einen exponentiellen Kurvenverlauf gefitted (Abb.
4-83). Puffer: 20 mM PIPES / 100 mM KCI /2 mM MgCl, / 0,1 mM NaNs3 / 2 mM DTE / 0,1 mM AEBSF /
pH 6,9. Messbedingungen: 50 pM DSS interner Standard / 5% D,0 / 298 K / 800 MHz Bruker Spektro-

meter. Protein: 200 uM *N-AF6 mit 400 uM *N-Rap1A[GTP].

exponentielle GTP-Hydrolyse

-
RE
®
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y = 3,1559¢-0.027
R2=1
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P
R IR

Q
XXX XRXAF

52 57 62 67 72 77 82
NMR-Spektrum

Abbildung 4-83:Bestimmung der GTP-Hydrolyserate wahrend der Langzeitmessung mittels HPLC

Diese Bestimmung, ermoglichte es jedem einzelnen HSQC-Spektrum der Messreihe eine aktive, GTP-

beladene RaplA-Konzentration zu zuordnen.
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Abbildung 4-84: Volumenauswertung des Signals der Aminosiaure A134 wahrend der AF6-
Rap1lA[GTP] Titration (A) und der AF6-Rap1A[GDP] Titration (B)

In A1 (fir GTP) und B1 (fiir GDP) ist das Volumen der beiden Konformationen (a) und (b) der Amino-
saure A134 des AF6, wahrend der Titrationsverlaufe dargestellt. In A2 und B2 sind die Daten tabella-
risch zusammengefasst. In A3 und B3 ist das relative Verhiltnis der beiden Konformationen (x(a)/x(b))

wahrend der Titration zueinander aufgetragen.

Nur anhand der Konformations-Verhéltnisse (in Abbildung 4-84 A2/A3 und B2/B3) zwischen
freiem AF6, Konformation (a) und dem Komplex, Konformation (b) (siehe Abb. 4-82), konnte
bei den Titrationen des AF6 mit Rap1A[GTP/GDP] eine Sattigung ab einem molaren Verhiltnis
von (1:1) festgestellt werden. Da dieser Bereich aber auRerhalb der kanonischen Bindeposi-
tion liegt, spiegelt dieses Verhalten moglicherweise eine regulatorische Funktion des C-termi-
nus oder ein sekunddres Bindungsverhalten wider.

Hinsichtlich des Informationsgehaltes und des Umfangs der erhaltenen Daten konnte die In-
teraktion der Afadin 6 RA 1-Domane mit den kleinen GTPasen H-Ras[GppNHp] und
Rap1lA[GppNHp/GTP und GDP] ausgiebig analysiert werden. Eine Auswertung und Interpreta-

tion dieser gesammelten Daten geschieht im Diskussionsteil.
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4.4 NMR-Interaktionsexperimente des AF6 mit den Konstrukten des

Zonula occludens 1

Bereits 1997 konnte Yamamoto eine Interaktion des N-terminalen Bereiches des Z01(1-780)
mit dem N-terminalen Beriech des AF6(36-494) durch Pulldown-Experimente zeigen. Gerald
Baumel gelang es daraufhin 2008 durch NMR-Experimente diesen Interaktionsbereich auf die
Aminosaduren 186-421 des ZO1 und die Aminosauren 1-141 des AF6 einzugrenzen. Da das Z01-
Konstrukt (186-421) mit der PDZ2-Domane eine klassische Protein-Protein-Interaktionsdo-
mane tragt, wurde diese und ein kiinstlich durch Mutation erzeugtes monomeres Konstrukt,

das MUT2-Konstrukt, hinsichtlich einer Bindung mit AF6 mittels NMR analysiert.

4.4.1 HSQC-Messungen des AF6 mit PDZ2 im molaren Verhaltnis von 1:1,5
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Abbildung 4-85: 'H->*N-HSQC-Spektrum des >N-AF6 mit 1*N-PDZ2 im Verhiltnis (1:1,5)

Das Referenzspektrum des freien AF6 ist blau, das des Komplexes mit ZO1-PDZ2 (1: 1,5) ist griin dar-
gestellt. Zusatzlich sind unterhalb des Spektrums Beispiel fiir die beobachteten Effekte hervorgehoben.
Proteine: 200 uM *N-AF6 mit 300 uM *N-PDZ2 vereint. Puffer: 20 mM PIPES / 100 mM KCl / 2 mM
MgCl> / 0,1 mM NaNs; /2 mM DTE / 0,1 mM AEBSF / pH = 6,9. Messbedingungen: 50 uM DSS interner
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Standard / 5% D,0 / 298 K / 800 MHz Bruker Spektrometer / HSQC-Spektrum. AcquPars: TD(F2) 2048
x 256 TD(F1) / DS 16 / NS 16. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8)
sowie GB: F2(0.12) und F1(0.1).

Eine rein visuelle Auswertung der Spektren (Abb. 4-85) der AF6 mit ZO1-PDZ2-Interaktion zeigt
wesentlich schwachere Effekte als beispielsweise die Komplexbildung des AF6 mit den kleinen
GTPasen H-Ras und Rap1A. Dennoch war das auf Grund der vermuteten transienten Interak-
tion zwischen beiden Konstrukten zu erwarten. Eine Auswertung der Daten erfolgte identisch
der Vorgehensweise der AF6 mit H-Ras/Rap1A Interaktionsanalysen. Im Falle der chemischen
Verschiebung wurde aus zeitlichen Griinden nur die kombinierte chemische Verschiebung in
die Analyse einbezogen.

4.4.1.1 Auswertung der chemischen Verschiebungen und der Volumendnderung der HSQC-

Messung des AF6 mit ZO1-PDZ2 im molaren Verhaltnis 1:1,5 (200 uM : 300 uM)
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Abbildung 4-86: Kombinierte chemische Verschiebungseffekte (A) und Volumeninderungen (B) der
AF6-PDZ2 Komplexbildung auf die Signale des AF6 im *H-'*N-HSQC-Spektrum.

In (A) sind die Effekte der kombinierten chemischen Verschiebungsdnderung und in (B) die Effekte der
Volumeninderung der >N-AF6-Signale durch Komplexbildung mit ¥*N-ZO1-PDZ2 im molaren Verhilt-
nis 1:1,5 dargestellt. Die Signifikanzlevels 0o*°" (A) und oo (B) sind markiert.

In Abbildung 4-86 (A) ist der Betrag der relativen Signaldifferenz des Komplexes aus 200 uM
AF6 mit 300 uM Z01-PDZ2 in Bezug auf die Signale des freien AF6 200 uM Referenzspektrums
(|AS| = Sare+ppz2 — Oars Referenz) dargestellt. Zu erkennen sind die Starke der chemischen Ver-
schiebungseffekte jeder einzelnen Aminosaure (Position 1-141) des AF6-Konstruktes mit der

darunter abgebildeten Sekundarstruktur. Licken im Diagramm sind auf fehlende Zuordnung
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des Signals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zurtickzufiihren.
Alle Aminosauren die einen Effekt starker als oo™ aufweisen werden als signifikant eingestuft
und werden in den nachfolgenden Analysen weiter untersucht.

Zusatzlich sind in Abbildung 4-86 (B) die relativ zum Referenzspektrum auftretenden Veran-
derungen der Signalvolumina [(Vars+ppz2 — Vars Referenz) / Vars Referenz] jeder einzelnen Amino-
saure des AF6-Konstruktes durch die Komplexbildung mit 300 uM Z01-PDZ2 dargestellt. Hier-
bei diente die einfache Standardabweichung oo als Signifikanzkriterium. Langsame Austausch-
prozesse wie im Fall des AF6-Rap1A[GTP]-Komplexes konnten hierbei nicht beobachtet wer-

den.

4.4.1.2 Kombination der chemischen Verschiebungs- sowie Volumen Effekte der AF6 mit ZO1-

PDZ2 Interaktionsmessung
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(@ volumen: [ >0, [l >0,x1,5 [l >0,x2 [ Prolin

(3 Kombination aus chemischer Verschiebung und Volumen-Daten zu schwaches signal

Abbildung 4-87: Kombination aus chemischer Verschiebung und Volumenanderung der Interaktion
des AF6 mit ZO1-PDZ2 iibertragen auf die Primarsequenz des AF6

Dargestellt sind die Ergebnisse der Auswertung der kombinierten chemischen Verschiebungen
(A8combined) (1), sowie die Auswertung der Volumenanderungen (2). Farbig markierte Aminosiuren
sind gemaR der Kriterien signifikant, weiBe Aminosduren zeigen keine signifikanten Veranderungen.

Eine Zusammenfassung der Effekte ((3)) erfolgt erneut durch Auswahl des jeweils starksten
Effekts der verschiedenen chemischen Verschiebungen (1)) und der Volumenanderung ((2)
(Abb. 4-87). Das dient dazu, wie auch in den Analysen zuvor, die Interaktion so detailliert wie
moglich zu charakterisieren. Die anschliefende Eingrenzung der aktiven Interaktionsflache ge-
schieht im Folgenden wieder (ber die Filterkriterien der Oberflachenzugdnglichkeit der ein-

zelnen Aminosaduren und ihre relativen Signalintensitaten (siehe Kapitel 4.3.1.7).
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4.4.1.3 Eingrenzung der Interaktionsflache des AF6 mit der Z01-PDZ2 Doméne
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Abbildung 4-88: Eingrenzung der aktiven Interaktionsflache der AF6 mit ZO1-PDZ2 Interaktion an-
hand des Kriteriums der Oberflachenzuganglichkeit und der relativen Signalstarke

In rot sind die Aminosauren des AF6 dargestellt, die auf Grund ihrer Oberflachenzuganglichkeit und
ihrer signifikanten Effekte wahrend der Komplexbildung direkt an einer Bindung beteiligt sein kdnnen.
In griin sind die Aminosauren des AF6 dargestellt, die ebenfalls signifikante Effekte durch die Komplex-
bildung zeigen, aber durch ihre Abschottung eher intramolekularen Prozessen zuzuschreiben sind. Zu
schwache Signale, die teils massive Effekte vortduschen kdénnen sind durch das Kriterium der Signal-
starke eliminiert.

Das Filtern der Interaktionseffekte mittels der Kriterien der Oberflachenzuganglichkeit (i)
und der relativen Signalstarke () lasst erneut die aktive Interaktionsflache des AF6 eingren-
zen und zusatzliche die konformationellen Veranderungen des Proteins zusammenfassen
(Abb. 4-88). Durch die Ubertragung der Ergebnisse auf die 3D-Struktur des AF6 (,AF6(1-141)“
PDB-File) lassen sich im letzten Schritt die zusammenhangenden Bindebereiche auf dem AF6

erkennen (Abb. 4-89).
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4.4.1.4 Ubertragung der Ergebnisse der AF6 mit Z01-PDZ2 Interaktionsmessung auf die 3D-

Struktur des AF6

AF6 mit PDZ2 (1:1,5) C

Abbildung 4-89: Ubertragung der Interaktionsauswertung des AF6 mit ZO1-PDZ2 auf die 3D-Struktur
von AF6 (PDB-File ,,AF6(1-141)")

Dargestellt ist die Interaktion von Seiten des >N AF6 (200 uM) mit ZO1-PDZ2 (300 uM). Die beteiligten
Aminosaduren die signifikante Effekte zeigen sind farbig markiert. In rot mit einer Oberflachenzugang-
lichkeit > 30%, in griin < 30%.

Hierbei zeigen sich auffillige Ubereinstimmungen der beteiligten Aminosduren, im Vergleich
mit der Komplexbildung des AF6 mit Rap1A[GTP/GppNHp/GDP]. Diese umfassen den kanoni-
schen Bindebereich sowie die al-Helix des AF6. Der C-terminale Anteil des AF6 scheint im Fall
des ZO1-PDZ2-Konstruktes, ahnlich wie bei H-Ras, nicht bindungsrelevant zu sein. Eine expli-

zite Auswertung der Ergebnisse erfolgt in der Diskussion (Kapitel 5.4).

Da die aus dem ZO1-Protein als PDZ2-Konstrukt isolierte Domane ein sehr starkes Homodimer
ausbildet, war es zusatzlich von grollem Interesse, das Verhalten dieser Doméne in einem mo-
nomeren Zustand zu beschreiben. Zum einen scheint die Interaktion zwischen ZO1 und AF6
koordiniert und transient wahrend der Neuausbildung der Zell-Zell-Kontakte stattzufinden.
Zum anderen scheint es wahrscheinlich, dass eine Homo- oder Heterodimerisierung des ZO1
mit ZO1 oder Z02, mit dem Ziel die TJs durch Polymerisation der beteiligten Komplexe zu ver-
starken, erst nach der Ausbildung der Zell-Kontakte, im Zuge der Aufrechterhaltung der TJs
stattfindet. Zu diesem Zweck wurden wie bei ZO1-PDZ2 NMR-Interaktionsmessungen von Sei-

ten des AF6 mit dem MUT2-Konstrukt durchgefihrt.
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4.4.2 HSQC-Messungen des AF6 mit ZO1-MUT2 im molaren Verhaltnis von
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Abbildung 4-90: 'H-**N-HSQC-Spektrum des >N-AF6 mit 1*N-MUT2 im Verhiltnis (1:1,5)

ppm

Das Referenzspektrum des freien AF6 ist blau, das des Komplexes mit MUT2 (1: 1,5) ist rot. Zuséatzlich
sind unterhalb des Spektrums Beispiel fiir die beobachteten Effekte hervorgehoben. Proteine: 200 uM
15N-AF6 mit 300 pM “¥N-MUT?2 vereint. Puffer: 20 mM PIPES / 100 mM KCl / 2 mM MgCl, / 0,1 mM
NaN; / 2 mM DTE / 0,1 mM AEBSF / pH = 6,9. Messbedingungen: 50 uM DSS interner Standard / 5%
D,0 / 298 K / 800 MHz Bruker Spektrometer / HSQC-Spektrum. AcquPars: TD(F2) 2048 x 256 TD(F1) /
DS 16 / NS 16. ProcPars: (F2)8192 x (F1)4096 / WDW = GM mit LB[Hz]: F2(-6) und F1(-8) sowie GB:

F2(0.12) und F1(0.1).

Eine rein visuelle Auswertung auch dieser Spektren (Abb. 4-90) der AF6 mit ZO1-MUT2-Inter-

aktion zeigt dhnlich schwache Effekte wie bei den Interaktionsmessungen des AF6 mit ZO1-

PDZ2 beobachtet werden konnten. Eine Auswertung der Daten erfolgte identisch der Vorge-

hensweise der AF6 mit ZO1-PDZ2 Interaktionsanalyse.
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4.4.2.1 Auswertung der chemischen Verschiebungen und der Volumenanderung der HSQC-

Messung des AF6 mit ZO1-MUT?2 im molaren Verhéltnis 1:1,5 (200 uM : 300 uM)
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Abbildung 4-91: Kombinierte chemische Verschiebungseffekte (A) und Volumeninderungen (B) der
AF6-MUT22 Komplexbildung auf die Signale des AF6 im H-*N-HSQC-Spektrum

In (A) sind die Effekte der kombinierten chemischen Verschiebungsdanderung und in (B) die Effekte der
Volumenanderung der AF6-Signale durch Komplexbildung mit ZO1-MUT2 im molaren Verhaltnis 1:1,5
dargestellt. Die Signifikanzlevels 6" (A) und oo (B) sind markiert.

In Abbildung 4-91 (A) ist der Betrag der relativen Signaldifferenz des Komplexes aus 200 uM
AF6 mit 300 uM Z01-MUT2 in Bezug auf die Signale des freien AF6 200 uM Referenzspektrums
(| A8 | =6ar6+muT2 — Oare Referenz) dargestellt. Zu erkennen sind die Starke der chemischen Ver-
schiebungseffekte jeder einzelnen Aminosaure (Position 1-141) des AF6-Konstruktes mit der
darunter abgebildeten Sekundarstruktur. Licken im Diagramm sind auf fehlende Zuordnung
des Signals, oder auf ein Verschwinden des Signals durch die Komplexbildung zurtickzufiihren.
Alle Aminosduren die einen Effekt starker als 60" aufweisen werden als signifikant eingestuft
und werden in den nachfolgenden Analysen weiter untersucht. Zusatzlich sind in Abbildung 4-
91 (B) die relativ zum Referenzspektrum auftretenden Verdanderungen der Signalvolumina
[(Vare+muT2 — VA6 Referenz) / Vars Referenz] jeder einzelnen Aminosaure des AF6-Konstruktes durch
die Komplexbildung mit 300 uM Z0O1-MUT2 dargestellt. Hierbei diente ebenfalls die einfache
Standardabweichung oo als Signifikanzkriterium. Langsame Austauschprozesse wie im Fall des

AF6-Rap1A[GTP]-Komplexes konnten auch bei diesen Messungen nicht beobachtet werden.
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4.4.2.2 Kombination der chemischen Verschiebungs- sowie Volumen Effekte der AF6 mit ZO1-

MUT2 Interaktionsmessung
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@ Kombination aus chemischer Verschiebung und Volumen-Daten

Abbildung 4-92: Kombination aus chemischer Verschiebung und Volumenanderung der Interaktion
des AF6 mit ZO1-MUT2 iibertragen auf die Primarsequenz des AF6

Dargestellt sind die Ergebnisse der Auswertung der kombinierten chemischen Verschiebungen
(Abcombined) (1), sowie die Auswertung der Volumeninderungen (2). Farbig markierte Aminosauren
sind gemaR der Kriterien signifikant, weiBe Aminosduren zeigen keine signifikanten Veranderungen.

Eine Zusammenfassung der Effekte () erfolgt erneut durch Auswahl des jeweils starksten
Effekts der verschiedenen chemischen Verschiebungen (@) und der Volumenanderung ()
(Abb. 4-92). Die anschlieBende Eingrenzung der aktiven Interaktionsflache geschieht im Fol-
genden wieder Uber die Filterkriterien der Oberflachenzuganglichkeit der einzelnen Amino-

sauren und ihre relativen Signalintensitaten (siehe Kapitel 4.3.1.7).
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4.4.2.3 Eingrenzung der Interaktionsflache des AF6 mit dem monomeren MUT2-Konstrukt
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Abbildung 4-93: Eingrenzung der aktiven Interaktionsflache des AF6 durch MUT2-Interaktion

In rot sind die Aminosduren des °N-AF6 dargestellt, die auf Grund ihrer Oberflichenzuginglichkeit
und ihrer signifikanten Effekte wahrend der Komplexbildung direkt an einer Bindung beteiligt sein kon-
nen. In griin sind die Aminosduren des °N-AF6 dargestellt, die ebenfalls signifikante Effekte durch die
Komplexbildung zeigen, aber durch ihre Abschottung eher intramolekularen Prozessen zuzuschreiben
sind. Zu schwache Signale, die teils massive Effekte vortauschen konnen sind durch das Kriterium der
Signalstarke eliminiert.

Das Filtern der Interaktionseffekte durch die Kriterien der Oberflachenzuganglichkeit (i) und
der relativen Signalstarke (@) ermoglicht es auch in diesem Fall, die aktive Interaktionsflache
des AF6 einzugrenzen und zusatzliche konformationellen Veranderungen des Proteins zusam-
menzufassen (Abb. 4-93). Durch die Ubertragung der Ergebnisse auf die 3D-Struktur des AF6
(PDB-File ,,AF6(1-141)“) lassen sich im letzten Schritt die eventuell zusammenhangenden Bin-

debereiche auf dem AF6 erkennen (Abb. 4-94).
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4.4.2.4 Ubertragung der Ergebnisse der AF6 mit ZO1-MUT2 Interaktionsmessung auf die 3D-

Struktur des AF6

AF6 mit MUT2 (1:1,5)

Abbildung 4-94: Ubertragung der Interaktionsauswertung auf die 3D-Struktur des AF6 (PDB-File
,AF6(1-141)“)

Dargestellt ist die Interaktion von Seiten des °N-AF6 (200 uM) mit **N-ZO1-MUT2 (300 uM). Die betei-
ligten Aminosaduren die signifikante Effekte zeigen sind farbig markiert. In rot mit einer Oberflachen-
zuganglichkeit > 30%, in griin < 30%. Der gravierende Unterschied zur AF6-Z01-PDZ2 Interaktion ist in
blau hervorgehoben.

In Abbildung 4-94 zeigt sich, abgesehen von Bereichen im B2-Faltblatt des AF6, keine Interak-
tion des MUT2-Konstruktes mit dem kanonischen Bindebereich des AF6. Auch die al-Helix
oder der C-terminale Anteil des AF6 scheinen nicht gebunden zu werden. Auffalliger Unter-
schied zu der AF6-PDZ2 Interaktion ist auch der Bereich zwischen den Aminosdauren A76 und
Y94, der bei der Wildtyp PDZ2-Domane eine Bindung an AF6 zeigt. Somit scheint das MUT2-
Konstrukt keine relevante Bindung an AF6 zu offenbaren.

Anhand der durchgefiihrten Interaktionsmessungen zwischen AF6 und den ausgewadhlten
Z01-Konstrukten PDZ2 und MUT2, konnten neue Erkenntnisse Uber die Interaktion zwischen
Afadin 6 und Zonula occludens 1 gewonnen werden. Eine Untersuchung der Interaktion von
Seiten der Zonula occludens Konstrukte, sowie eine Einfluss ihrer Phosphorylierungsmutanten
konnte zeitlich nicht mehr durchgefiihrt werden. Eine Auswertung und Interpretation der ge-

sammelten Daten erfolgt im Diskussionsteil Kapitel 5.4.
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5. Diskussion

5.1 Expression, Aufreinigung und Charakterisierung der Konstrukte

5.1.1 Die Konstrukte des Afadin 6

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Ras-Assoziationsdomane 1 des Afadin 6 Proteins, die
bereits 1999 von Thomas Linnemann charakterisiert und als minimales AF6(1-141) Konstrukt
definiert wurde. Die 3D-Struktur dieser Doméane konnte in den darauffolgenden Arbeiten von
Guido Steiner und Ralph Elsner gel6st und verfeinert werden [Steiner, 2001 / Elsner, 2006]
und zeigt ein Ubiquitin-Faltungsmotiv. Ubiquitin ist ein hoch konserviertes Protein, bestehend
aus 78 Aminosauren, welches in allen eukaryotischen Zellen vorkommt. Die kovalente Kopp-
lung von Ubiquitin oder Ubiquitin-dhnlichen Proteinen an ausgewahlte Proteine fuhrt zu einer
Degradation dieser Uber das 26 S-Proteasom. Durch die Evolution kam es zu einer Kopplung
dieser Ubiquitin-dhnlichen Domane mit anderen Genen oder Genabschnitten, was zu einer
Auffdacherung und Spezialisierung dieser Bereiche hinsichtlich ihrer zellularen Funktionen mit
sich brachte [Kiel, 2006]. Im Laufe der fortschreitenden Aufklarung von Proteinstrukturen und
ihrer konservierten Bereiche konnten proteinibergreifende Faltungsmotive erkannt und klas-
sifiziert werden [Thornton, 1999]. In der stetig wachsenden Anzahl von Proteinstrukturen las-
sen sich auf Grund ihrer dreidimensionalen Faltung ca. ein Drittel der Proteine in 10 soge-
nannte Superfold-Klassen (libergeordnete Faltungsmotive) unterteilen. Hierzu gehoren
globin, updown, trefoil, Tim-barrel, OB-roll, double wound, immunoglobulin, Ubiquitin-roll,
jelly-roll und plaitfold, die sich meist aus a- und B-Haarnadelstrukturen, sowie Bap-Strukturen
zusammensetzen. Die sequenziellen Ubereinstimmungen der unterschiedlichen Proteine die-
ser Klassen sind meist nur sehr gering, wenn tUberhaupt vorhanden. Daher bietet sich hier die
strukturelle Information als Charakteristikum an. Anhand der Gbereinstimmenden Sequenzen,
konnte fir die Ubiquitin-Faltung eine Klassifizierung in 5 unterschiedliche Unterfamilien
durchgefiihrt werden [Kiel, 2004/2005/2006]. Die RA-Familie (Ras association domain), RBD-
Familie (Ras binding domain) und die PI3K-RBD Familie sind dafir bekannt mit aktiven, GTP-
beladenen, Ras-Proteinen zu interagieren. Des Weiteren gibt es noch die UBQ-Familie, welche
homolog zu Ubiquitin ist und die B41-Familie, die zum Beispiel in der JAK-STAT-Signaltrans-
duktionskaskade von Bedeutung ist. Die Topologie der 5 Unterfamilien ist hierbei identisch

und weist ein BRapPaB-Ubiquitin-Faltungsmotiv auf (Abb. 5-1 und 5-2).
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(1) Ubiquitin (2) RalGDS-RA

(3) Raf-RBD

Abbildung 5-1: 3D-Strukturen der 5 verschiedenen Unterfamilien des ,,Ubiquitin-Superfold“

Dargestellt ist je ein Vertreter der 5 unterschiedlichen Ubiquitin-Unterfamilien (zugehorige PDB-files
in Klammern): (1) UBQ-Familie mit Ubiquitin (,1UBQ"), (2) RA-Familie mit RalGDS (,,1LFD“), (3) RBD-
Familie mit c-RAF1 (,1GUA"), (4) PI3BK-RBD-Familie mit PI3K (,,1HE8") und (5) B41-Familie mit der
ersten Domane (Aminosaure 1-81) von Moesin (,,1EW5“), nach [Kiel, 2006].

C

(B) RalGDS-RA

Abbildung 5-2: Direkter Vergleich der Ras-assoziierenden-Domanen.(A) AF6-RA1 (,,AF6(1-141)“)
und (B) RalGDS (,,1LFD“)

Ein Hauptmerkmal der Ras-Assoziationsdomane 1 des Afadin 6 (RA1) ist die N-terminale al1-
Helix, die fiir die Funktionalitdt der Domane als essentiell bestimmt wurde [Linnemann, 1999].
Diese ist bei den anderen Familien oder auch innerhalb der RA-Familie bei keiner anderen
Domane vorhanden. Die Expression und Aufreinigung dieses Konstruktes konnte so weit opti-
miert werden, dass bereits eine 1 | -Expressionskultur ausreichend ist, um millimolare Kon-
zentrationen an aufgereinigtem AF6 herzustellen und ist so optimal fiir Proteinmengen im
NMR-Malstab geeignet (Kapitel 4.1.1.1). Zuséatzlich konnte das Phdnomen der proteolyti-
schen Fragmentierung des Konstruktes charakterisiert und weitestgehend inhibiert werden
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(Kapitel 4.1.1.2). Eine weitere interessante Beobachtung ist die Dimerisierung der AF6-RA1-
Domaéne, die in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen dimerer und monomerer Konfor-
mation, wobei das Gleichgewicht auf Seiten des Monomers zu liegen scheint (Kapitel 4.1.1.3).
Diese Dimerisierung ist auch tber einen langeren Zeitraum stabil und bindungsaktiv. Es konnte
gezeigt werden, dass die dimere Konformation H-Ras[GTP] binden kann (Abb. 4-7), nach intrin-
sischer Inaktivierung durch Hydrolyse des GTPs zu GDP, diese dimere Konformation aber nicht
mehr nachweisbar ist. Diese Dimerisierung scheint in diesem Fall konzentrationsbedingt zu
sein, hat aber wohl auf zellularer Ebene auch eine regulatorische Funktion inne, die im Bezug
zur Interaktion des AF6 mit kleinen GTPasen diskutiert wird [Manara, 2014]. Die Arbeitsgruppe
um Elena Manara konnte im Juli 2014 zeigen, dass die onkogene MLL-AF6 Chimare (Kapitel
1.6) dazu fuhrt, dass AF6 durch Dimerisierung via RA1-Domane mit MLL-AF6 fusioniert und so
durch die Eigenschaften des MLL in den Zellkern lokalisiert wird. Das wiederum fihrt zu einer
Konzentrationsabnahme des AF6 im Zytoplasma, zu einer Verminderung der Regulation klei-
ner GTPasen durch AF6 und infolgedessen zu einem Anstieg der Ras-Aktivitat. AF6 selbst tragt,
im Gegensatz zur DOT1L-Histon-Methyltransferase-Aktivitdt des MLL, kein direktes onkoge-
nes Potential. Durch die verminderte Regulation der kleinen GTPasen im Zytoplasma, kann
sich aber sekundar das massive onkogene Potential von (iberaktiviertem Ras entfalten [Kim,
2009]. Im Jahr 2010 konnte die Arbeitsgruppe um Ooshio durch Co-Immunoprazipitations-
Experimente nachweisen, dass die prolinreichen Regionen des ZO1 C-Terminus mit der SH3-
Domadne des AF6 interagieren. Diese Beobachtung machten auch Yamamoto et al. bereits
1997 durch ihre Pulldown-Analysen, erachteten aber die Interaktion des N-terminalen Anteils
des Z01 mit dem N-terminalen Anteil des AF6 als die starkere der beiden Interaktionen. Die
Expression und Aufreinigung der prolinreichen Regionen | und Il des ZO1 und der SH3-Domane
des AF6 im Zuge dieser Arbeit, zeigte leider, dass diese unldslich von E. coli in Inclusion bodies
verpackt werden und auch nach sorgfaltiger Rickfaltung keine ,korrekte” Faltung aufweisen.

NMR-Interaktionstests waren daher mit diesen Konstrukten leider nicht moglich.
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5.1.2 Die Konstrukte des Zonula occludens 1

Gerald Baumel konnte in seiner Dissertation im Jahre 2008 die Interaktionsflache des Afadin
6 mit Zonula occludens 1 auf den Bereich zwischen den Aminosauren 186 und 421 des ZO1-
Proteins eingrenzen. Dieser Bereich deckt die zweite PDZ-Doméane und den Linkerbereich zur
dritten PDZ-Domane ab. Im Zuge dieser Arbeit konnten diverse Konstrukte dieses Bereichs
kloniert und in ihrer Expression und Aufreinigung erfolgreich fiir den NMR-Malstab optimiert
werden (Tab. 4-1). Das Augenmerk lag hierbei vor allem auf der PDZ2-Domaéne, da diese einen
klassischen Vertreter einer Protein-Protein-Interaktionsdomane darstellt. 2008 konnte die Ar-
beitsgruppe um Jia Chen diese Domadne naher charakterisieren und zeigen, dass die PDZ2-
Domaéne (iber eine domain-swapped-Faltung homodimerisiert und somit erst eine spezifische
Bindeposition fur Connexin 43 schafft. Zusatzlich konnten sie die 3D-Struktur dieses Homodi-
meres |6sen und durch Insertion eines GGGA-Motives in das B2-Faltblatt eine stabile mono-
mere Version erzeugen. Diese kiinstlich erzeugte Monomerisierung konnte durch die beiden
in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte ,,PDZ2“ und ,MUT2“ genauer analysiert und validiert
werden (Kapiel 4.1.2). Hierbei war es notwendig die Signale der HSQC-Spektren dieser beiden
Konstrukte durch sequentielle Zuordnung mit Hilfe von Prof. Caludia Munte exakt zu bestim-
men (Kapitel 4.2.2, Tab. 4-5). Anhand der der CA-, CB-, HN- und N-chemischen Verschiebungen
der beiden Konstrukte, konnte der Effekt der GGGA-Insertion in das 32-Faltblatt auf die Fal-
tung der Sekundarstruktur vorhergesagt werden (Abb. 4-34). Infolgedessen erfahrt das E238
eine gravierende Anderung seiner Konformation und kénnte so fiir nachfolgende Experimente
als Signal einer Monomerisierung der PDZ2-Domaéne unter nativen Bedingungen fungieren
(Abb. 4-36 und 4-37). Eine Monomerisierung der PDZ2-Doméane war nur durch das kinstlich
erzeugte MUT2-Konstrukt erfolgreich, da samtliche Versuche tber Riickfaltungsexperimente,
Variationen des pH-Bereichs oder der lonenstdrke der Puffer ein Monomer der PDZ2-Domane
zu erzeugen, scheiterten (Kapitel 4.1.2). Neben der Vorhersage der Sekundarstruktur konnte
auch Uber eine Analyse der Linienbreiten (Tab. 4-6) und Uber analytische GréRenausschluss-
chromatographie (Kapitel 4.1.2.2) die monomere Konformation des MUT2-Konstruktes besta-
tigt werden. Zusatzlich zeigte sich im Falle der PDZ2-Domaéne, bzw. der auf ihr basierenden
Konstrukte, dass wahrend der Aufreinigung, durch den Wechsel des Puffersystems hin zu
PIPES-Puffer, starke Signale im niedermolekularen Bereich auftreten (Abb. 4-14). Diese kom-

men bei identischer Aufreinigung des AF6 Konstruktes nicht vor und wurden negativ auf un-
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gewollte Pufferartefakte hin getestet. Phosphor-NMR-Experimente (nicht gezeigt) konnten le-
diglich die Prasenz von Phosphor in diesen Fraktionen zeigen, eine Bestimmung dieser Verbin-
dungen war aber leider nicht méglich. Bekannt ist allerdings, dass die PDZ-Domanen im Allge-
meinen eine niedrige und in speziellen Fallen, wie bei Syntenin 1 der Fall, eine hohe Affinitat
gegeniiber Phosphoinositolen wie PIP; aufweisen [Zimmermann, 2006] und diese beobachte-
ten Signale auf Grund einer Verdrangung dieser Phosphorverbindungen durch den Puffer-
wechsel zustande kommen kdnnten. Diese Beobachtung kdnnte Einfluss auf die Interaktion
der ZO1-PDZ Konstrukte mit den in dieser Arbeit getesteten Proteinen haben. Zum einen in-
hibierend durch die Blockierung der moglichen Bindestelle, zum anderen auch férderlich
durch eine indirekte, gekoppelte Bindung (iber diese Phosphorverbindungen. Die Untersu-
chung der Primdrsequenz des ZO1-PDZ2-Konstruktes mit den Programmen NetPhos2.0 und
GPS 2.1.2 offenbarte 7 mogliche signifikante Phosphorylierungspositionen (T188, S192, Y198,
S204, T243, T247 und S252) innerhalb der Doméane (Kapitel 4.1.2.3). Diese wurden im Laufe
dieser Arbeit mittels gerichteter Punkmutation in ein Glutamat umgewandelt (Abb. 4-15 / Tab.
4-2). Diese Vorgehensweise ermoglichte es, eine Phosphorylierung an der gewollten Position
zu simulieren. Die Expression und Aufreinigung konnte dhnlich der Ausgangs-Konstrukte
PDZ2/MUT2 durchgefuhrt werden (Abb. 4-17) und zeigte ebenfalls das Auftreten der zuvor
beschriebenen ,,Phosphor“-Signale (Abb. 4-18). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass durch
die Phosphorylierungsmutationen keine nachweisbaren Anderungen des dimeren oder mo-

nomeren Zustands der Konstrukte bewirkt wurden (Kapitel 4.1.2.4).

5.1.3 Die kleinen GTPasen Rap1A und H-Ras

Die Herstellung der kleinen GTPase H-Ras wurde im Zuge des GroRpraktikums von unserer
technischen Angestellten Sabine Ruppel in groRem MafRstab durchgefiihrt (Kapitel 4.1.3.1).
Die Expression und Aufreinigung der kleinen GTPase Rap1A erwies sich im Vergleich aber als
etwas aufwendiger als die Konstrukte des ZO1, des AF6 und des H-Ras. Ein Transfer des ge-
wiinschten Konstrukts in diverse alternative Expressionsplasmide, sowie eine Optimierung der
Expression durch die Verwendung unterschiedlicher Expressionsstamme zeigte leider nicht
den gewiinschten Erfolg (Kapitel 4.1.3.1). Daher wurde die bis dato durchgefiihrte Aufreini-
gungsmethode (Rap1A AC'1-167 / GroEL, CK600K) soweit moglich, erfolgreich optimiert (Ka-
pitel 4.1.3.2). Eine Markierung der GTPase mit >N oder '3C durch Expression in Minimalme-

dium war leider auf Grund der schlechten Ausbeute nicht moglich. Im Laufe der Aufreinigung
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konnte durch analytische Gelfiltration ein monomeres Laufverhalten der kleinen GTPase
RaplA gezeigt werden (Abb. 4-22). Die natirliche Nukleotidbeladung der kleinen GTPasen
wurde direkt nach der Aufreinigung aus E. coli bestimmt und zeigte eine ca. 50 : 50 Beladung
der GTPase Rap1A mit GTP und GDP, wobei H-Ras nur im GDP-beladenen Zustand vorlag. Im
Zuge dessen konnte die Beladung der GTPasen mit den gewlinschten Nukleotiden durch einen
optimierten Austausch effektiv bei Rap1A[GTP] bis zu 83%, bei H-Ras[GTP] bis zu 78%, durch-
gefliihrt werden (Kapitel 4.1.3.3).

5.2 Pulldown-Analysen der Interaktionen zwischen AF6 mit ZO1,
Rap1lA und H-Ras

Ein klassischer Ansatz eine Protein-Protein-Interaktion zwischen den zu untersuchenden Pro-

teinen, AF6, 201, Rap1A und H-Ras zu zeigen, stellt das Pulldown-Experiment dar. Hierbei wird
das zu untersuchende Bait-Protein an eine Matrix lokalisiert und der moégliche Prey-Bindepart-
ner eine gewisse Zeit auf dieser Matrix inkubiert wird. Befindet sich der mégliche Bindepartner
anschlielend in der Waschfraktion, so kann eine Interaktion ausgeschlossen werden. Kann
das Prey-Protein jedoch in der Eluatfraktion nachgewiesen werden, so ist dies ein Nachweis
fiir eine direkte Interaktion der beiden Proteine. Ein Vorteil dieser Methode ist es, eine grofSe
Anzahl von Proteinen gleichzeitig unter denselben Bedingungen auf eine Interaktion hin zu
testen. Um falsch-positive Ergebnisse, so wie zu stringente Parameter zu vermeiden, wurden
die Pulldown-Experimente nach aktuellstem Stand [Nature protocol, 2004 / Nature protocol,
2006 / Wissmueller, 2011] und unter schonenden Bedingungen (Gravity-flow, etc.) durchge-
fihrt (Kapitel 3.4.2 und 4.1.4). Im Falle der kleinen GTPasen konnte die erwartete Interaktion
mit der Ras-Assoziationsdomadne 1 des Afadin 6 unter diversen Beladungszustdnden
(GTP/GDP/GppNHp) gezeigt werden (Abb. 4-26). Auffallig war hierbei, dass nur ein kleiner Teil
der (ca. 1 uM-Bereich) eingesetzten Proteine miteinander interagierten und der GroRteil nicht
an das Bait-Protein binden konnte. Moglicherweise wird hierbei der Interaktionsbereich des
AF6 durch den N-terminal gekoppelten GST-Tag verdeckt. Des Weiteren war erkennbar, dass
in den diversen Waschschritten ein kleiner Teil des gekoppelten GST-AF6 ausgewaschen
wurde. Eine Hise-basierter Pulldown konnte nachfolgend nicht durchgefiihrt werden, da das
AF6-Konstrukt eine naturliche Affinitat an Ni2*-NTA aufweist. Diese kénnte man sich in Zukunft
zu Nutze machen um ein Tag-freies AF6-Konstrukt ohne die Nebeneffekte der proteolytischen

Fragmentierung, durch die Serin-Protease Thrombin, herzustellen.
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Die Interaktion des Afadin 6 mit dem Protein Zonula occludens 1 wurde, wie bereits erwahnt,
1997 von der Arbeitsgruppe um Yamamoto durch ein Pulldown-Experiment gezeigt. Hierbei
interagierte der N-terminale Anteil des AF6 (36-494) mit ZO1 und wurde durch aktives Ras von
Z01 verdrangt. Ebenfalls konnte damals gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen AF6
mit dem N-terminalen Anteil des ZO1 (1-780 / PDZ1 bis GuK) stattfindet. Eine zusatzliche In-
teraktion des Z01(1-780) mit dem C-terminalen Bereich von AF6(1130-1612) konnte ebenfalls
gezeigt werden, diese war aber um ein deutliches schwacher als die Interaktion mit dem
AF6(36-494). Die Arbeitsgruppe um Qoshio zeigte 2010 durch Co-Immunoprazipitations-Expe-
rimente, dass die Interaktion des ZO1 liber seine SH3-Domane mit der prolinreichen Region
des AF6(1219-1399) stattfindet. Die 2008 von Gerald Baumel durchgefiihrten Pulldown-Expe-
rimente zwischen AF6-RA1 und den ZO1-Konstrukten des Bereiches Z0O1(1-780) konnten je-
doch keine Interaktion zwischen AF6 und ZO1 zeigen, offenbarten allerdings durch NMR-Tit-
rationsexperimente eine Interaktion der AF6 RA1-Doméane mit dem Z01(186-420). Die in die-
ser Arbeit durchgefiihrten Pulldown-Experimente des AF6-RA1 mit den ZO1-Konstrukten soll-
ten zum Einen die bis dato gesammelten Erkenntnisse validieren und boten zusatzlich die
Moglichkeit, die durch Punktmutation erzeugten Phosphorylierungsmutanten unter den glei-
chen Bedingungen auf eine Interaktion hin zu testen. Hierbei bestéatigte sich, dass sich mittels
optimierten Pulldown-Experimenten ebenfalls keine Interaktion zwischen den eingegrenzten
Bereichen des ZO1 und der AF6-RA1-Domaéne (Kapitel 4.1.4) zeigen ldsst. Ebenso konnte kein
bindungsrelevantes Muster einer posttranskriptionellen Modifikation des ZO1-PDZ2- und
MUT2-Konstruktes durch Phosphorylierung in den Pulldown-Experimenten gezeigt werden.
Das wiederrum bestatigt die Vermutung, dass die Interaktion des AF6-RA1 mit dem ZO1-PDZ2
Konstrukt nur vorriibergehend und wahrscheinlich mit schwacher Affinitat stattfindet. Da
keine Interaktion gezeigt werden konnte, war es auch nicht moglich, die von Yamamoto be-
schriebene Verdrangung des ZO1 von AF6 durch H-Ras[GTP], zu validieren. Ein sensitiver Nach-
weis der moglichen Interaktion mittels Western Blot konnte aus Zeitgriinden nur einmalig und
in unzureichender Qualitat durchgefiihrt werden (Daten nicht gezeigt), lieR aber ebenfalls

keine Anzeichen einer Interaktion erkennen.
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5.3 Die NMR-Analyse der Interaktion des Afadin 6 mit den kleinen
GTPasen Rap1A und H-Ras

Um die bereits bekannte Interaktion des Afadin 6 mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A

genauer zu charakterisieren und die molekulare Interaktionsfliche der AF6 RA1-Doméne
exakt zu definieren, wurden HSQC-Interaktionsexperimente mittels Titration durchgefiihrt
(Kapitel 4.3.1 und 4.3.2). Zuséatzlich wurden die bereits von Guido Steiner 2001 durchgefiihr-
ten TROSY-Interaktionsexperimente unter heutigen Aspekten neu ausgewertet (Kapitel 4.3.3)
und somit fiir einen Vergleich mit den HSQC-Interaktionsexperimenten zuganglich gemacht.
Die strukturellen Verdnderungen die durch die Beladung der kleinen GTPase mit GTP einher-
gehen wird als loaded spring (gespannte Feder oder geschlossene Form) Mechanismus der
Schalterregionen | und Il (Switch | und Switch Il) bezeichnet [Wittinghofer, 2001]. Wird das y-
Phosphat des GTPs hydrolytisch abgespalten, gehen die Switch | und 1l Regionen in einen eher
ungeordneten Zustand (offene Form) (iber. Diese Annahme stimmt aber nur fir die Arf- und
Ran-Unterfamilie der Ras-Familie, die hierbei eine Sonderform darstellen [Vetter, 2014]. Bei
der Ras-, Rho- und Rab- Unterfamilie scheinen die Konformationen der Switch | und Il Regio-
nen im Bereich weniger Pikosekunden zu fluktuieren und ist die Affinitat des Bindepartners
groB genug, zwingt der Effektor auch die Schalterregion (offene Form) der GDP-beladenen
GTPase in die geschlossene Form und kann diese binden [Vetter, 2014]. Hierbei gibt es gravie-
rende Unterschiede zwischen den einzelnen GTPasen hinsichtlich einer Beladung mit GTP-
Analoga wie GppNHp, die von der GTPase nicht hydrolytisch gespalten werden kénnen und
sie somit in ihrer aktiven Konformation halten. So zeigt zum Beispiel Rap1A zu 86%, RalA zu
40% und M-Ras sogar nur zu 7% die geschlossene Konformation bei Beladung mit dem Ana-
loga GppNHp [Vetter, 2014]. Aus diesem Grund war es von Bedeutung die Komplexbildung
des AF6 mit der GTPase Rap1A unter den natiirlichen Rahmenbedingungen der Nukleotidbe-
ladung mit GTP und GDP, zu untersuchen (Kapitel 4.3.1 und4.3.2). Hierzu wurden HSQC-Expe-
rimente ausgewahlt, da diese relativ zu den TROSY-Messungen schneller durchzufiihren wa-
ren und somit die schwache, aber dennoch aktive intrinsische Hydrolyse Aktivitat, vernachlas-
sigt werden konnte. Zusatzlich wurde jedoch das Puffersystem flir die Messungen optimiert
und verhinderte daher bereits einen absoluten Vergleich mit den vorangegangenen TROSY-
Messungen (Kapitel 4.3.3) [Steiner, 2001]. Dennoch lassen sich die Erkenntnisse beider Mess-
reihen untereinander und mit den darauf basierenden Docking-Experimenten von Ralph Els-

ner vergleichen.
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Die Resultate der Interaktionsexperimente des AF6 mit den kleinen GTPasen H-Ras[GppNHp]
und Rap1A[GppNHp/GTP/GDP] sind in Abbildung 5-3 dargestellt.

\ 3
e, LG

J

AF6 mit H-Ras[GppNHp]

AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GDP]

Abbildung 5-3: Resultat der Interaktionsstudien des AF6 mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A,
von Seiten des AF6-Konstruktes

Dargestellt ist die AF6 RA1-Domane (1-141) die von Ralph Elsner 2001 gel6st und durch Guido Steiner
2006 verfeinert wurde (PDB-File ,AF6(1-141)“). Farblich hervorgehoben sind die selektierten Amino-
sauren des AF6, die signifikante Veranderungen auf Grund einer Komplexbildung zeigen und anhand
der Filterkriterien der Oberflachenzuganglichkeit (> 30%) und der relativen Signalintensitat fir eine
direkte Interaktion in Frage kommen. In blau der Komplex mit H-Ras[GppNHp] und in gelb der Komplex
mit Rap1lA[GppNHp], der neu ausgewerteten TROSY Interaktionsstudien [Steiner, 2001]. Darunter die
mit seinen natlrlichen Nukleotiden beladen Komplexe des RaplA. In grin der Komplex mit
Rap1A[GTP], in rot der Komplex mit Rap1A[GDP].
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Die Kombination der Docking-Experimente [Elsner, 2006] (Kapitel 4.3.4.3), mit den in dieser
Arbeit durchgefiihrten Interaktionsexperimenten zwischen AF6-RA1 und RaplA[GTP/GDP]
(Kapitel 4.3.1 und 4.3.2), den neu ausgewerteten TROSY-Messungen der AF6 Interaktion mit
Rap1A[GppNHp] und H-Ras[GppNHp], sowie dem Vergleich verschiedener kleiner GTPase-Ef-
fektor Komplexe (Kapitel 4.3.4), ermoglicht im Folgenden eine sehr detaillierten Analyse und
Charakterisierung der Interaktionsflache der Afadin 6 RA1-Domane mit den Effektor GTPasen

H-Ras und Rap1A (Kapitel 5.3.1 und 5.3.2).

5.3.1 Interaktion der Afadin 6 RA1-Domane mit H-Ras[GppNHp]

l

N23-R24
-L25-D26

AF6

A52-G53-N54-F55

$39-Y40-R41-K42

H-Ras

Abbildung 5-4: Darstellung der aktiven Interaktionsflache der Afadin 6 RA1-Doméane mit H-Ras

In grau ist die AF6 RA1-Domane dargestellt, die moglichen an einer aktiven Interaktion beteiligten
Aminosauren dieser Domane in blau und die letztendlich als bindungsaktiv definierten Aminosauren
in rot. Der rote Bereich markiert nicht zugeordnete Aminosaduren. Unterhalb des AF6 befindet sich in
hellblau das Ras[GppNHp]-Protein des Dockingkomplexes [Elsner, 2006 / ,,af6é_ras6fit_100.pdb“].
Mogliche aktive Bindepositionen des H-Ras sind in gelb dargestellt, inaktive in dunkelgriin. Die G1, G2
und G3 Regionen sind gemall dem gebrauchlichen Farbcode hervorgehoben und die essentielle Salz-
briicke zwischen AF6-K78 und H-Ras-E31 ist in hellegriin markiert.
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Abbildung 5-5: Ubersicht iiber die Aminosauren der Interaktionsfliche von AF6 mit H-Ras[GppNHp]

Auf der linken Seite ist die Kontaktflache zwischen AF6 und H-Ras[GppNHp] dargestellt. Die Switch II-
Region ist griin hervorgehoben und die charakteristische Salzbriicke zwischen AF6-K78 und H-Ras-E31
ist in hellgriin markiert. Rechts im Bild ist eine Ubersicht iiber die eingegrenzten, direkt an der Bindung
beteiligten Aminosauren dargestellt.

Die Interaktionsflaiche des AF6 mit H-Ras lieB sich somit auf die in Abbildung 5-4 und 5-6 dar-
gestellten Aminosauren eingrenzen. Charakteristisch ist die Salzbriicke des AF6-K78 mit dem
H-Ras-E31, die wohl letztendlich ausschlaggebend fiir die Orientierung des Komplexes zu sein
scheint. Intramolekulare Interaktionen (blaue Pfeile (1)(3)) stabilisieren den Komplex, wobei
die Interaktion des AF6-E77 mit AF6-R80 (@) das ansonsten fir die Interaktion des AF6 mit
Rap1A wichtige AF6-E77 aus dieser Interaktionsflache isoliert. Durch diese Bindung orientiert
sich H-Ras wie in Abbildung 5-5 gezeigt, so an AF6, dass die Switch Il Region nicht an dieser
Bindung beteiligt wird. Das ist moglicherweise einer der Griinde, wieso die Affinitdt des H-Ras
mit einem Kq von 4 uM zu AF6 geringer ist, als die des Rap1A mit einem Kqvon 0,25 uM [Linne-

mann, 1999].
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Um 90° nach oben geklappt «— Klassische Ansicht

—_ Um 180° nach rechts geklappt

Abbildung 5-6: Ubersicht iiber den Bindebereich des AF6-Konstruktes mit H-Ras[GppNHp]

Dargestellt ist die AF6-RA1-Domane in unterschiedlicher raumlicher Orientierung. In rot hervorgeho-

ben sind die fiir die H-Ras-AF6-Komplexbildung als aktiver Bindebereich definierten Aminosduren des
AF6-Konstruktes.
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5.3.2 Interaktion der Afadin 6 RA1-Domédne mit Rap1A

Im Folgenden liegt der Fokus auf dem kanonischen Interaktionsbereich des Docking-Experi-
ments ,,af6_rap_12 8 100.pdb“ [Elsner, 2006]. Allem Anschein nach binden Rap1A[GTP] und
Rap1A[GDP] die gleiche Position der AF6 RA1-Domane, jedoch mit unterschiedlich hohe Affi-
nitdt [Linnemann, 1999]. Rap1A[GTP] hat hierbei eine starke Affinitat mit 0,25 uM im Gegen-
satz zu Rap1A[GDP], das mit einer Affinitdt von > 100 uM rund 400-fach schwacher an AF6-
RA1 bindet. Die Arbeitsgruppe um Zhang konnte 2014 die Interaktion der kleinen GTPase
Rap1A[GTP] mit dem Effektor RIAM genauer charakterisieren und stellte fest, dass eine Salz-
briicke des Rap1A, ausgehend von der Aminosaure K31, charakteristisch fiir die Interaktion

des Rap1A mit speziellen Rap1A-Effektoren ist.

B 1 al Schalterregion I (Switch 1) B 2
) NSNS N ! > —
G s G|G|V |G K S A L T via]|F vi]a Qfv E \' D cla|a
RaplA 10 111112 113 /14 |15 |16 |17 | 18 |19 [ 20 [ 21 | 22 | 23 | 24 | 25 43 |44 | 45 | 46 | 47 [ 48 | 49 | 50
G|A|lG|G |V |G K|S A L T 1 Q L I Q Q|Vv |V 1 D G E T
H-Ras 10 (33132 33134 (125|136 |17 |18 |19 |20 |21)22]|23]24)25 43 |44 |45 | 46 |47 | 48 | 49 | 50

Gravierender unterschied Rap1A vs. H-Ras

Abbildung 5-7: Charakteristischer Unterschied der Primdrsequenzen zwischen den beiden GTPasen
Rap1A und H-Ras

Der P-Loop ist in orange, die Switch | in griin und die Unterschiede in den Sequenzen sind in rot darge-
stellt.

Gravierendster Unterschied zwischen H-Ras und RaplA scheinen die 4 Aminosauren der
Switch | Region und hierbei besonders das K31 des Rap1A zu sein (Abb. 5-7) [Zhang, 2014].
Diese Beobachtung ist auch im Fall der Interaktion von AF6-RA1 mit Rap1A der Fall. Auffallig
hierbei ist auch die Tatsache, dass AF6-RA1 Rap1A mit weitaus hoherer Affinitat als H-Ras bin-
det und zusatzlich iber das notwendige, konservierte E77 dieser beschriebenen Salzbriicke
verfligt. Um die Interaktionsflache des AF6-RA1 mit Rap1A einzugrenzen, wurden die Ergeb-
nisse der TROSY-Rap1A[GppNHp] und HSQC-Rap1A[GTP]/[GDP] Messungen kombiniert (Abb.
5-8). Die TROSY-Messung mit Rap1A[GppNHp] lieferte hierbei eine detaillierte Einsicht in die
Interaktion, da auf Grund dieser Messtechnik weitaus mehr Signale verfolgt werden konnten.
Die HSQC-Messung mit Rap1A[GTP] erweitert das Spektrum durch die Analyse der Signale,
welche verschwinden und derer, die ein langsames Austauschverhalten zeigen. Zusatzlich
zeigt die HSQC-Messung mit Rap1A[GDP] weitaus schwachere Effekte, die auf Grund der in-

ternen Referenzierung und Filterung jedoch starker gewichtet wurden, als es im direkten Ver-
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gleich mit der Rap1A[GTP] Messung der Fall gewesen waére. Daher ist es sinnvoll die Gemein-
samkeiten hervorzuheben und anschlieBend auftretende Unterschiede zu analysieren. Zwei
Ubereinstimmungen der drei unterschiedlichen Messungen (Kapitel 4.3.5 und Abb. 5-3) wur-
den daraufhin als eine allgemeine Ubereinstimmung definiert (Abb. 5-8).

Zusammenfassung der Interaktion des AF6-RA1 mit Rap1A

al a2 B1
T T e e e S S T AYAAA; T D)
ANHAARAARAARARAR  ARFRE B HHRARRR ARARMA HA
2 3 4 S 6 7 8 9 1101111213 |14 15|16 |17 21 |22 |23 )24 |25 35136 |37 |38 |39 |40 |41 43 |44 | 45 | 46 | 47
B2 a3 B3
I Ol Y AVYAY o v Y s . —— |
@A B H BAHHBAHAHHA BHA HAE H BHE JHHEBMHHE
60|61 (62 63|64 65|66]67]68 70|77 7475 |76 8485 |86 88 90 |01 |92 93 [o0a)os[96]07
ad B4
/ . Signal nicht sichtbar
s Sl e ol o B i s oo el e o
106 111112 .P .
rolin

| @ Ubereinstimmungen der unterschiedlichen AF6-RA1 Interaktion mit Rap1A[GppNHp/GTP/GDP] |

Abbildung 5-8: Ubereinstimmungen der Interaktionsflichen des AF6-RA1 mit den drei verschiede-
nen Rap1A-Komplexe [GppNHp/GTP/GDP].

In helleblau sind die tGbereinstimmenden Bereiche der drei Komplexe Rap1A[GppNHp/GTP/GDP] mit
AF6, auf dessen Primarsequenz hervorgehoben.

—
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Abbildung 5-9: Der aktive Bindebereich des AF6-Rap1A-Komplexes basierend auf
»,af6_rap_12_8_100.pdb“ [Elsner, 2006]

Die Ubereinstimmenden Aminos&duren der Rap1A[GppNHp/GTP/GDP] Interaktionen mit AF6 sind hell-
blau markiert, die auf das Docking (ibertragenen aktiven Aminosauren sind rot dargestellt. Darunter
befindet sich das Rap1A[GppNHp] Protein im Komplex, wobei die G-Domanen nach dem gebrauchli-
chen Farbcode und die fiir eine aktive Beteiligung an der Bindung in Frage kommenden Aminosauren
des Rap1A sind gelb markiert. Die wichtige Salzbriicke zwischen AF6-E77 und Rap1A-K31 sowie deren
Unterstitzung durch AF6-M83 sind in hellgriin hervorgehoben.

181



Diskussion

AF6 Rap1lA
B Q25
m G26
H27
V29
Kanonische o
Bindeposition| i [T
| 77 | D33
I switch |
136 .
s Switch |
L [mes | /| o3 o
— / 539
. // -
/ R41
1-Helix und ! -
od-Helixund | [ | s Switch Il
angrenzende a2 |, €62
Schleife N3 |, as3
R24 Fe4 [ Switch Il /
25 M67
_ = ::‘: Switch Il ist direkt in die Bindung involviert

Abbildung 5-10: Ubersicht iiber die Aminosauren der Interaktionsfliche AF6 mit Rap1A

Auf der rechten Seite ist die Kontaktflache zwischen AF6 und Rap1A dargestellt. Die Switch 1I-Region
ist griin hervorgehoben und die charakteristische Salzbriicke zwischen AF6-K78 und H-Ras-E31 ist in
hellgriin markiert. Links im Bild ist eine Ubersicht iber die eingegrenzten, direkt an der Bindung betei-
ligten Aminosduren dargestellt.

Durch die Interaktionsstudien des AF6-RA1 mitRap1A[GppNHp/GTP und GDP] konnte gezeigt
werden, dass die fir RaplA-Effektoren wohl essentielle Salzbriicke auch in diesem Komplex
zwischen AF6-E77 und Rap1A-K31 ausgebildet und zusatzlich durch AF6-M83 stabilisiert wird.
Ebenso ist die Aminosdaure AF6-R24 der al-Helix des AF6 wahrscheinlich durch Interaktion mit
Rap1A-E37 an dem kanonischen Bindebereich beteiligt (Abb.5-9 und 5-11). Die Art der Inter-
aktion kann hier nur durch die Dockingstruktur geschatzt werden und bedarf weiterer Unter-
suchungen. Zusatzlich zeigt sich, dass die a1-Helix und die daran angrenzende Schleifenregion

mit in die AF6-RA1 Bindung involviert sind.
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Um 90° nach oben geklappt «— Klassische Ansicht —_ Um 180° nach rechts geklappt
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Abbildung 5-11: Ubersicht iiber den Bindebereich des AF6-Konstruktes mit Rap1A

Dargestellt ist die AF6-RA1-Domane in unterschiedlicher raumlicher Orientierung. In rot hervorgeho-
ben sind die fur die H-Ras-AF6-Komplexbildung als aktiver Bindebereich definierten Aminosauren des
AF6-Konstruktes. Zusatzlich ist der wahrscheinlich involvierte, aber in den NMR-Spektren nicht ver-
folgbare C-terminale Abschnitt der al-Helix in orange markiert (N21, A22, N23, R24, L25). Der an der
Komplexbildung beteiligte C-terminale Bereich des AF6 ist in Cyan hervorgehoben (E131, N132,
D133, A134).

Zusatzlich zu den Bindungseffekten an der kanonischen Bindeposition treten starke Wechsel-
wirkungen im C-terminalen Bereich der AF6-RA1 im Bereich der Aminosduren E131 bis K138
auf, die anhand des charakteristischen Verhaltens der Aminosaure A134 (Kapitel 4.3.6) ndher
analysiert werden konnten. Die Bindung des Rap1A flhrt zu einer Interaktion mit dem N-ter-
minalen Ende der al-Helix und deren Schleifenregion daraufhin zu konformationellen Ande-
rungen innerhalb des gesamten Molekils und letztendlich zu einer zusatzlichen, fir RaplA
charakteristischen Reaktion im C-terminalen Bereich (Kapitel 4.3.5 und 4.3.6). Bereits durch
Guido Steiner konnte 2001 in den TROSY-Messreihen festgestellt werden, dass der Komplex
bei einem molaren Verhéltnis des AF6 zu Rap1A von 1:1,3 und AF6 zu H-Ras von 1:1,8 nicht in
der Sattigung vorliegt. Zurlickgefihrt wurde diese Beobachtung auf eventuelle ungenaue Kon-
zentrationsbestimmung (Kapitel 3.2.6), eine teilweise Inaktivierung des AF6 durch Proteolyse

(Kapitel. 4.1.1.2) oder auf mangelnde Nukleotidbeladung (Kapitel 4.1.3.3). Diese drei Kriterien
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wurden im Zuge dieser Arbeit exakt eingehalten, dennoch lag der Komplex nie in vollstandiger
Sattigung vor. Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte das Verhalten des AF6-RA1 sein Homo-
dimere auszubilden (Kapitel 4.1.1.4) und es hierbei zu kompetitiven Reaktionen um die
GTPase-Bindeposition kommt. Eine weitere Erklarung ware eine multiple Bindung in dem Be-
reich des AF6-RA1. Durch ein Deletions-Konstrukt des AF6 (1-6]A[127-1824) (Kapitel 1.7)
konnte gezeigt werden [Linnemann, 1999], dass es eine zweite Bindeposition flir Rap1A, nicht
jedoch fur H-Ras an AF6 gibt. Diese kdnnte den Bereich AF6(127-141) Gberschneiden und aus-
schlaggebend fiir die im C-terminalen Bereich beobachteten Effekte sein. Ebenso ist es mog-
lich, dass der C-Terminus auch eine regulatorische Funktion besitzt. So wurde in der Arbeit
von Linnemann auch gezeigt, dass die Interaktion eines, im C-terminalen Bereich um einen
Myc-Tag und einen 10 Aminosauren langen Linkerbereich, verlangertes AF6(1-141) Konstrukt
nicht mehr in der Lage war die kleinen GTPasen Rap1A oder H-Ras zu binden. Beispielsweise
kann es durch die Bindung eines Effektors an die benachbarte Region des AF6-RA1 zu einer
Umlagerung des C-terminalen Bereichs des AF6(1-141) kommen, woraufhin dieser die kano-
nische Binderegion der RA1-Domane blockiert oder auch frei gibt. Die unterschiedlichen Affi-
nitdten des Rap1lA[GTP] und Rap1lA[GDP] an die AF6 RA1-Domane zu binden, basieren auf
zwei grundsatzlichen Zustanden. Zum einen auf der Orientierung des Rap1A-K31, der offenen
GDP-beladenen Form. Auf Grund der Konformationsdanderungen vom ,o0n“[GTP], in den
,Off‘[GDP] Zustand (Kapitel 4.3.4) vergroRert sich die Distanz zwischen den Seitenketten des
Rap1A-K31 und AF6-E77 und die Ausbildung der charakteristischen Salzbriicke ist nicht mehr
moglich. Zum anderen befindet sich die Switch Il Region im offenen Zustand in ihrer nach oben
geklappten Konformation, was zusatzlich zu einer sterischen Hinderung im Bereich der al-
Helix des AF6 fuhrt. Die vielen zusatzlichen Bindepositionen forcieren aber dennoch eine Bin-
dung (Kapitel 4.3.2) des GDP-beladenen Rap1As. Die zusatzliche GTP-Beladung (9,5-4,4%) der
Rap1A[GDP] Probe (Kapitel 4.3.2.8) hat auRerdem einen Einfluss auf die beobachteten Effekte,
ist aber im Verhaltnis zu den eingesetzten molaren Konzentrationen nicht der alleinige Grund
fiir die beobachteten Effekte, daher kann angenommen werden, das die Bindebereiche beider
Nukleotid-Beladungen identisch sind. Bei beiden Beladungen ist die al-Helix involviert, wobei
diese durch die Komplexbildung eine leichte Neuorientierung erfahrt. Die Aminosdauren AF6-
R10 und AF6-R11 (unterstlitzt durch AF6-E8 und AF6-E9) scheinen durch die Bindung des
Rap1A[GTP] so ausgerichtet zu werden, dass sie eine Interaktion mit AF6-E35 und AF6-D36

eingehen kdnnen. Diese Interaktion stabilisiert den kanonischen Bindebereich, der zusatzlich

184



Diskussion

durch die Interaktion im Bereich AF6-H18 bis AF6-D26 erweitert ist. Diese Theorie wird durch
Titrationsmessungen [Linnemann, 1999] mit zwei N-terminal verkirzten Konstrukten der AF6
RA1-Domane gestitzt. Hierbei zeigte sich, dass AF6(13-133) mit einem 2,4-fach niedrigeren Kgq
(0,6 uM) und das Konstrukt AF6(30-141) sogar mit einem um den 80-fachen niedrigeren Kq (20
M) an Rap1A[GppNHp] bindet.

H-Ras /
‘ Switch I

Abbildung 5-12: Darstellung der unterschiedlichen Orientierung der GTPasen H-Ras und Rap1lA an
die RA1-Domane des AF6

AF6 ist in grau, RaplA mit seiner zugehdrigen charakteristischen Bindeposition in rot und H-Ras mit
seiner charakteristischen Bindeposition in griin dargestellt. Auf der rechten Seite ist eine Aufsicht auf
die kleinen GTPasen dargestellt und ihre Rotation zueinander hervorgehoben.

Durch die Orientierung des Rap1A-K31 an das AF6-E77, im Vergleich zum H-Ras-E31 an AF6-
K78, vollzieht das Rap1A eine Drehung die zu einer Interaktion mit der al-Helix des AF6 flihrt
(Abb. 5-12). Diese Drehung ist allem Anschein nach der gravierende Unterschied in beiden
molekularen Interaktionsbereichen und kann die unterschiedlichen Bindungsaffinitaten bei-

der GTPasen an AF6-RA1 erklaren.
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5.4 Die NMR-Analyse der Interaktion des Afadin 6 mit Zonula occlu-

dens 1

Um die Beobachtungen von Gerald Baumel im Jahr 2008 zu bestatigen und eine maogliche In-
teraktion von AF6 und ZO1 im N-terminalen Bereich (186-420) genauer zu charakterisieren,
wurden HSQC-NMR-Experimente mit 1°N-markiertem AF6 und *N-ZO1-PDZ2 /-Z01-MUT2 im
Komplex (1:1,5) durchgefiihrt (Kapitel 4.4). Hierbei liel§ sich eine Interaktion zwischen der AF6
RA1-Domadne und der ZO1-PDZ2 Domadne nachweisen. Die beobachteten schwachen Effekte
stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Gerald Baumel und den durchgefihrten Pull-
down-Versuchen (Kapitel 4.1.4). Schwache Protein-Protein-Interaktionen (K¢ > 1 mM) sind bei
Weitem nicht so gut erforscht, wie die vielen starken (Kg < 10 uM) Interaktionen [Vaynberg,
2005]. Das liegt zum einen an der Tatsache, dass klassische Co-Immunoprézipitationen oder
Pulldown-Versuche haufig nicht empfindlich genug sind und dass die fiir die Strukturaufkla-
rung wichtige Methode der Rontgenkristallographie meist an dem Problem der Kristallisation
solcher Komplexe scheitert. Dennoch konnte gezeigt werden, dass schwache, nur durch NMR-
Methoden detektierte Protein-Protein-Interaktionen, auch physiologisch essentiell sind
[Vaynberg, 2006]. Auch bei der Interaktion des N-Terminus von ZO1 mit dem N-Terminus von
AF6 scheint dies der Fall zu sein. Zusatzlich stellt sich die Frage, inwiefern die Homodimerisie-
rung der PDZ2-Domane und posttranslationale Modifikationen durch Phosphorylierung von
regulatorischer Bedeutung sein kénnten. Um dies zu untersuchen, wurde erfolgreich eine mo-
nomere Mutante der PDZ2-Domane (,MUT2“) durch Insertion der 4 Aminosauren ,GGGA“ in
das B2-Faltblatt der PDZ2-Domaéne (an Position H205]GGGA[1206 der PDZ2) erzeugt (Kapitel
4.1.2) und charakterisiert. Die Annahme ist, dass die Homodimerisierung erst zu einem spate-
ren Zeitpunkt, nach Ausbildung der Tight Junctions einsetzt, um die Tight Junctions durch Oli-
gomerisierung der Geristproteine zu starken. Somit ist eventuell die monomere Konforma-
tion eines friiheren Zeitpunktes zuganglich fir eine Interaktion mit dem Afadin 6. AuBerdem
ist das ZO1-Protein ein Phosphorprotein, das an diversen Positionen modifiziert werden kann
(Uniprot P39447) weshalb die beiden Konstrukte ZO1-PDZ2 und ZO1-MUT2 auf die Mdglich-
keit einer posttranslationalen Phosphorylierung hin getestet und dementsprechende Mutan-
ten angefertigt wurden (Kapitel 4.1.2.3). Durchgefiihrte Pulldown-Analysen dieser ZO1-Kon-
strukte mit der AF6 RA1-Domane konnten jedoch keine direkte oder tiber H-Ras gekoppelte
Interaktion zeigen (Kapitel 4.1.4). NMR-Analysen der Komplexe AF6 mit ZO1-PDZ2 und AF6

mit Z0O1-MUT2 konnten allerdings eine Interaktion der Proteine aufzeigen, die Infolgedessen
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charakterisiert wurde (Kapitel 4.4). Eine rein visuelle Auswertung der aktiven Interaktionsbe-

reiche des AF6 mit Rap1A und AF6 mit ZO1-PDZ2/MUT2 zeigt bereits eine deutliche Uberein-

stimmung der beteiligten Aminosauren.

AF6 mit MUT2 (1:1,5) c
( A) Aktive Bindeflache

AF6 mit Rap1A (1:1)
(B)| Aktive Bindefliche

AF6 mit PDZ2 (1:1,5) .

(C) Aktive Bindefliche w7

Abbildung 5-13: Vergleich der aktiven Bindebereiche des AF6 der Komplexe des AF6 mit (A) ZO1-
MUT2, (B) AF6 mit RaplA[Zusammenfassung](siehe Abb. 5-8) und (C) AF6 mit ZO1-PDZ2

Die moglichen, aktiv an einer Interaktion beteiligten Aminosduren, sind in rot, der signifikante tber-
einstimmende Bereich ist in griin markiert.
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Die Effekte des AF6-MUT2-Komplexes sind hierbei am schwéchsten und scheinen auf Grund
einer schwachen Interaktion Gber das B2-Faltblatt (A52, G53, N54, T57 und C59) des AF6 statt-
zufinden. Vergleicht man jedoch die Effekte der monomeren MUT2-Domadne mit denen der
Wildtyp PDZ2-Domane, so ist auffallig, dass sich der festgestellte Unterschied mit der kanoni-
schen Bindeposition des AF6-Rap1A-Komplexes A52, N54, T57, C59, E77, R80, M83 und S87,
deckt. Auch die al-Helix des AF6 ist durch die Aminosduren H18, H19 und W20 in die Bindung
mit ZO1-PDZ2 involviert (Kapitel 4.4.1.4) (Abb. 5-13 und 5-14).

Vergleich der Interaktionsflache der Interaktion des AF6-RA1 mit Rap1A und ZO1-PDZ2
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® Signifikante Ubereinstimmungen

Abbildung 5-14: Ubereinstimmungen der AF6-Rap1A und AF6- ZO1-PDZ2 Komplexe.

Dargestellt sind die bindungsaktiven Aminosauren des AF6 (rot) in Bezug auf einen Komplex mit Rap1A
(siehe Abbildung 5-8) (1) und ZO1-PDZ2 (2). Zusatzlich sind die Ubereinstimmungen beider in hellblau
hervorgehoben (3).

Die Arbeitsgruppe um Chen konnte 2008 zeigen, dass die ZO1-PDZ2 Domane liber 26 Wasser-
stoffbriicken zwischen $1-B4" und B2-B2°, sowie zwei Salzbricken zwischen K209 und E238,
ein domain-swapped-Homodimer ausbildet (Abb. 5-15). Erst durch die Dimerisierung der
PDZ2-Doméne wird eine spezifische Bindeposition fiir den C-terminalen Bereich ,,-RPRPDDLEI-
COOH” des Connexin4d3 gebildet, an die es mit einem Kq von etwa 17 uM binden kann. Eine

Monomerisierung der PDZ2-Domane lber ,GGGA“-Insertion inhibiert diese Interaktion.

188



Diskussion

Z01-PDZ2 Homodimer

K209

2
\
E238 K209

H-Briicken
1

Salzbriicke

Abbildung 5-15: Kristallstruktur des ZO1-PDZ2 Homodimers (PDB-File ,,3CYY*)

In hellgriinsind die 26 Wasserstoffbriicken und in gelb die zwei essentiellen Salzbricken zwischen E238
und K209 dargestellt.

Es gibt verschiedenste Arten wie PDZ-Domanen untereinander oder mit Effektoren interagie-
ren konnen [Ye, 2013]. Meist ist jedoch das ,, GLGF“-Motiv der PDZ-Domane fiir die Bindung
eines C-terminalen Peptids verantwortlich. Im Falle der ZO1-PDZ2 Domane fehlt dieses intakte
GLGF-Motiv und die Interaktion mit Connexin43 wird nur zum Teil Gber ein YGL-Motiv vermit-
telt. Die restliche Interaktionsfliche wird hauptsachlich Gber ein Netzwerk aus Ladungen
[Chen, 2008] (Abb. 5-16) und einigen weiteren Wasserstoffbriicken vermittelt. Die Arbeits-
gruppe um Chen konnte aulRerdem das Erkennungsmotiv der ZO1-PDZ2 Domane fiir C-termi-
nale Peptide wie folgt definiert werden: ,,R/K-X-R/K-P-D/E-D/E-{-D/E--COOH", hierbei steht
X flir eine beliebige und  fiir eine hydrophobe Aminosaure. Ein Sequenzabgleich mittels Da-
tenbankrecherche konnte keine weiteren Ubereinstimmungen, abgesehen von der Familie
der Connexine, identifizieren. Vergleicht man allerdings die PDZ2-Connexin43 Erkennungsse-
quenz mit den Ubereinstimmungen der Rap1A-AF6- und AF6-PDZ2-Interaktion (Tab. 5-1), so
zeigt sich eine teilweise Ubereinstimmung der Sequenzen, die das Bindungsverhalten zwi-
schen AF6 und ZO1-PDZ2 erklart.

Tabelle 5-1: Vergleich des Connexin-Bindemotivs der Z01-PDZ2 Domane mit dem C-terminalen
Ende des Connexin43 und der Schleifenregion der Interaktionsstudie AF6-PDZ2 vs. AF6-Rap1A

Connexin Erkennungsmotiv R/K X R/K P D/E D/E U} D/E 1) COOH

Connexin 43 D L E I

AF6-RA1 ms83 R84 M85 L86 s87

Ubereinstimmungen sind in griin hervorgehoben. X steht fiir eine beliebige und  fiir eine hydrophobe
Aminosadure. Die Aminosauren des AF6-RA1 sind zusatzlich mit ihren Positionen gekennzeichnet.
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Interaktionsflache zwischen Z0O1-PDZ2 und Connexin 43 Mégliche Interaktionsfliche zwischen

Z01-PDZ2 und AF6-RA1

Connexin 43 201 Homodimer Connexin 43
-8 AF6-RA1

R201 R201

K209 K209
E238 E238

R201 [¢<—=>| R201

201 Homodimer

R201 R201

K209 K209

E238 E238

m|~|o

N239 N239 7

olh|N|h|lb]|h]|a|y

£210 = E210 !
COOH coon

Y198 Y198 M85

G199 G199 L86

L200 L200

K191 K191

(A) (B)

Abbildung 5-16: Darstellung der Interaktionsflache zwischen Z01-PDZ2 und Connexin43 (A) und der
maoglichen Interaktionsfliche zwischen AF6-RA1 und ZO1-PDZ2 (B)

Mogliche Wasserstoffbriicken sind in hellblau gekennzeichnet, durch positive oder negative Ladungen
vermittelte Kontakte in hellgriin.

Die homodimere PDZ2-Domane des Zonula occludens 1 ist in der Lage zwei Connexine43 zu
binden, wobei sich die Salzbriicken zwischen K209 und E238 als absolut essentiell herausge-
stellt haben (Abb. 5-15), da eine Punkmutation dieser Aminosduren in ein Alanin zu einer 8-
fachen Abnahme der Affinitat fiihrt. Auch die Streckung des B2-Faltblattes durch GGGA-Inse-
rtion fihrt zu einem kompletten Verlust der Bindeeigenschaften fir Connexin43 der ZO1-
PDZ2-Doméne [Chen, 2008]. Betrachtet man diese Ergebnisse (Abb. 5-16) in Bezug auf die 3D-
Faltung der Proteine AF6 und ZO1-PDZ2 (Abb. 5-17), so ergibt sich in Abbildung 5-18 folgendes
Bild einer Interaktion zwischen der Ras-Assoziations-Domdne 1 des Afadin 6 und der PDZ2-

Doméane des Zonula occludens 1.
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K209

Abbildung 5-17: Die 3D-Struktur des PDZ2-Homodimers im Komplex mit dem C-Terminus des Con-
nexin43

Links ist die Oberflache des PDZ2-Homodimers mit gebundenem Cx43-Peptid dargestellt, rechts die
klassische Banderstruktur. Die homologe Ubereinstimmung des AF6 mit Cx43 ist rot dargestellt, der C-
terminale Rest des Peptids in griin. Die hydrophile Bindungsfurche mit den essentiellen Ladungen der
Salzbriicke (K209 und E238) ist blau dargestellt.

PDZ2 mit AF6-RA1

PDZ2 mit c-terminalem Peptid von Cx43

Aktiver Bindebereich

E77/K78/R80/D82 o
) Connexin 43

Konformationelle
Anderungen durch Bindung

201-PDZ2 Homodimer

Abbildung 5-18: Ubertragung der Ergebnisse der Interaktionsstudien zwischen AF6-RA1 und ZO1-
PDZ2 auf die 3D-Struktur des ZO1-PDZ2 Homodimers und direkter Vergleich mit dem Komplex aus
Z01-PDZ2 und Connexin43

Auf der linken Seite ist ein moglicher Komplex aus AF6-RA1 und ZO1-PDZ2 basierend auf dem PDB-File
,»3CYY“ und durch manuelles Docking erstellt. Die griine Markierung zeigt die konformationellen Ver-
anderungen des AF6 durch die PDZ2 Bindung, in rot sind aktive Beteiligungen des AF6 an der Interak-
tion hervorgehoben. Blau sind die, fiir die Interaktion essentiellen Aminosauren der PDZ2-Doméne
markiert. Rechts ist der Komplex aus ZO1-PDZ2 und einem Connexin43 (PDB-File ,,3CYY") in gleicher
Orientierung dargestellt. Die Bindungen der Aminosaure (0/-1/-2) des C-Terminus von Cx43 (rechte
Bildhalfte) sind griin dargestellt, fir die Bindung der Aminosauren (-5) bis (-9) essentielle Aminosauren
der PDZ2-Domadne ebenfalls in blau.
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Wie schon gezeigt, sind die Bindungseffekte zwischen ZO1-PDZ2 und AF6-RA1 eher schwacher
Natur, stehen aber im Einklang mit den bereits gewonnenen Erkenntnissen [Yamaoto, 1979
und 1999 / Baumel, 2006]. Eine weitldufig diskutierte Theorie ist [Sakamoto, 2008 / Komura,
2008 / Severson, 2009 / Boettner, 2009 / Hamalisto, 2013], dass die Interaktion zwischen den
Kompartimenten der Zell-Zell- und der Zell-Matrix-Kontakte durch Integrine vermittelt wird.
Die beiden Proteine Afadin 6 und Zonula occludens 1 haben neben der Ausbildung der Zell-
Zell- und auch Zell-Matrix-Kontakte vielfdltige Funktionen und scheinen beide essentielle
Schnittstellen der Signaltransduktion in Bezug zur Aufrechterhaltung der Zellpolaritat, der Zell-
teilung, der Zellverbindung und Weiterem zu sein. Fiir ZO1-PDZ2 wurde bewiesen [Field,
2005], dass es in der Lage ist Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP;2) zu binden, welches
Proteine an die Plasmamembran lokalisiert. Anhand dieser Tatsache konnte die Arbeitsgruppe
um Hamalisté 2013 beobachten, dass ZO1 mit PIP, und a5B1-Integrin in sich teilenden NCI-
H460 Zellen kolokalisiert und letztendlich die PDZ2-Domane fiir die Bindung des a5B1-Integrin
C-Terminus Uber dessen ,PPATSDA“-Motiv verantwortlich ist. Zusatzlich konnten sie zeigen,
dass die Proteinkinase PKC: ZO1 an Position 168 phosphoryliert und somit Einfluss auf dessen
Interaktion mit den Integrinen nimmt. Das auf diese Weise phosphorylierte ZO1 wird an die
Integrine der Zell-Matrix-Kontakte lokalisiert und offenbart somit ein neues Level der Koordi-
nation zwischen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten. Integrin kann hierbei in zwei unter-
schiedlichen Konformationen vorliegen, einem hochaffinen Zustand, der stark an extrazellu-
lare Proteine bindet und einem niederaffinen Zustand, der eine solche Bindung zusatzlich
schwacht [Takagi, 2002]. Zusatzlich scheint die PIPKIy90 (PIP-Kinase), die durch PTPu (Protein-
Tyrosin Phosphatase) reguliert wird [Sakamoto, 2008], fiir die Aktivierung der Integrine zu sor-
gen, die im Rickschluss verantwortlich fur die Nectin-vermittelte Ausbildung der Adherens
Junctions sind. Fiir diese Nectin-basierte Ausbildung der Adherens Junctions wiederum ist AF6
verantwortlich und diese Zell-Zell- und Zell-Matrix-Koordination erfolgt Giber Rap1A [Boettner,
2009]. Durch die in dieser Arbeit analysierte Interaktion der AF6 RA1-Domane mit Rap1A und
der ZO1-PDZ2-Domane scheint ein Linker flr diese hoch komplexe Kommunikation gefunden
worden zu sein. Da diese Interaktion von Seiten des ZO1-PDZ2 relativ schwach ausfallt, ist es
sehr wahrscheinlich, dass zusatzliche Effekte wie die posttranslationale Modifikationen der
Einheiten, Kopplung oder Unterstiitzung der Bindung durch Ausbildung trimerer Komplexe,

oder faltungsbedingte Umlagerungen der Geristproteine an diesem cross-talk beteiligt sind.
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5.5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Interaktionsprozesse jeder einzelnen Aminosaure der

Ras-Assoziationsdomane 1 des Afadin 6 analysiert. Diese liefern ein sehr detailliertes und um-
fangreiches Bild Gber die Komplexbildung dieser Domane mit den kleinen GTPasen H-Ras und
RaplA, sowie mit der PDZ2-Domadne des Tight Junction Proteins Zonula occludens 1. Das
ndchste Ziel ist es, die Informationen, der in dieser Arbeit analysierten Komplexe, aus rezipro-
ker Sicht mit NMR-Methoden zu charakterisieren, um ein vollstandiges Bild dieser Interaktio-
nen zu erhalten. Von Seiten des Rap1A war eine Markierung fliir NMR-Experimente leider noch
nicht moglich, kdnnte aber durch neue Plasmid-Systeme, einer Erweiterung der Expressions-
parameter sowie durch einen Wechsel hin zu alternativen Expressionsorganismen, wie zum
Beispiel Hefen, moglich sein. Von Seiten des Z01 sind die Ausgangsbedingungen fiir eine NMR-
spektroskopische Charakterisierung optimal. Eine elegante Methode die in dieser Arbeit ge-
wonnen Ergebnisse zu validieren, ware die gezielte Einfiihrung von loss-of-function Mutatio-
nen durch gezielte Mutagenese. Somit konnte die, in den durch diese Arbeit definierten Bin-
debereichen, essentiellen Aminosduren des AF6, wie beispielsweise das E77, oder die noch
ungeklarte Aufgabe des C-terminalen Bereichs durch Mutation des A134 gezielt verandert
werden. So wiirde man weitere Erkenntnisse tGber ihre Signifikanz erhalten. Zusatzlich zu einer
Analyse dieser Experimente auf atomarer Ebene mittels NMR kdnnten Affinitdtsmessungen
durch Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie, Isotherme-Titrations-Kalorimetrie oder
durch Microscale Thermophorese fiir eine Validierung dieser Ergebnisse durchgefiihrt wer-
den. Ein weiterer interessanter Aspekt des Afadin 6 und des Zonula occludens 1 war stets ihr
Oligomerisierungszustand. Da dieser gravierenden Einfluss auf die Funktionalitdt des Proteins
hat, sollten diese auch naher charakterisiert werden. Hierbei ist zum einen die GroRe des Pro-
tein-Konstrukts und zum anderen der Zeitpunkt ihrer Prasenz wahrend den zelluldren Prozes-
sen der Ausbildung der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte von Interesse. Ersteres kdnnte man
durch dynamische Lichtstreuung ndher charakterisieren. Die zellularen Prozesse zu studieren
gestaltet sich komplexer, konnte aber durch Fluoreszenzmarkierung dieser Konstrukte direkt
im geeigneten eukaryotischen Zellsystem mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie oder

STED-(stimulated emission depletion) Mikroskopie beobachtet werden.

193



Summary

6. Summary

One aim of this thesis was to study the interaction between the Ras-association-domain 1 of
the protein Afadin 6 (AF6-RA1) and the small GTPases H-Ras and Rap1A with nuclear magnetic
resonance (NMR) based methods. Afadin 6 is one of the main scaffold proteins present in
adherens junctions and is important for the formation and maintenance of these Nectin-me-
diated cell-cell contacts. The small GTPases H-Ras and Rap1A can switch their activity, based
on their nucleotide loading and therefore serve as a molecular switch mediator in the cell.
Both of them are part of various signal transduction pathways like the RTK- (Receptor tyrosine
kinases) or the JAK/STAT- (Januskinase and signal transducers and activators of transcription)
pathway. Based on their function as molecular switches they influence differentiation and
proliferation of the cells. The interaction of Afadin 6 and these small GTPases was already
known, but the molecular mechanism how this interaction takes place, is not completely un-
derstood yet. During this work it was possible to investigate the complex formation of °N-
labeled AF6-RA1 with the unlabeled GTPases through NMR titration experiments on an atomic
scale. Thereby it was founded, that both GTPases share the same canonical binding area on
the AF6-RA1 protein. This area includes the amino acids C59, T57, F55, N54, G53 and A52 of
the B2-sheet[N54 to V62] and the amino acids E77, K78, F79, R80,M83 and R84 of the a3-
helix[T67 to F79] as well as the adjacent loop region. Furthermore some specific differences
between the AF6-RA1 and H-Ras as well as the AF6-RA1 and Rap1A complex could be identi-
fied. Thus H-Ras carries a glutamate at position 31, while Rap1A carries a lysine at this position.
This difference leads to the formation of a salt bridge between H-Ras-E31 and AF6-K78,
whereas in the case of RaplA a salt bridge between Rap1A-K31 and AF6-E77 is formed. The
result of this difference is a rotation of the Rap1A protein compared to the H-Ras protein in
their complexes. This leads to an interaction of the amino acids H18, H19, W20 and D26 of the
al-helix and the adjacent loop region of AF6-RA1 with the switch Il region of Rap1A. Hence
the higher affinity of Rap1A towards AF6 compared to H-Ras towards AF6 can be explained.
Also there are some interesting binding events in the C-terminal region (E131, N132, D133 and
A134) of the AF6-RA1 whose function couldn’t be solved yet. The second aim of this thesis
was to minimize the area of interaction between the proteins Afadin 6 and Zonula occludens
1 using biochemical and NMR-spectroscopic methods. The Zonula occludens 1 protein only

occurs in tight junctions while Afadin 6 seems to be excluded from those. Apart from this strict
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separation both proteins appear to be co-localized when new cell-cell contacts are developed.
The investigation of the complex formation between °N-AF6-RA1 and the PDZ2-domain of
Zonula occludens 1 and between AF6-RA1 and a monomeric version (MUT2) of this homodi-
meric PDZ2-domain using NMR-spectroscopy, leads to the exact localization of the interaction
domain. Thus it was found that AF6-RA1 interacts with the wild type, dimeric PDZ2-domain,
but not with the monomeric mutant. Interestingly this interaction is highly similar to the
molecular interaction of AF6-RA1 and RaplA. The most important regions seem to be the
canonical part, E77 to D82, of the AF6-RA1, which is homologous to the already known binding
motif of Connexin43 with the PDZ2 domain of Zonula occludens 1. This area might be able to
initiate the complex formation between Afadin 6 and the Zonula occludens 1 protein. Additi-
onally it was possible to sequentially assign the HSQC-signals of the PDZ2 and the monomeric
MUT2 version and to characterize their biochemical features. Therefore the interaction of Afa-
din 6 with Zonula occludens 1 from an inverse point of view has to be analyzed in future pro-
jects, to validate this knowledge. The investigation of the complex formation between Zonula
occludens 1, H-Ras and Rap1A with their coincident binding partner Afadin 6 provides some

interesting insights into the physiological context of these proteins.

195



Anhang

7. Anhang

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1-1: Zell-Zell-VerbBiNAUNGEN ......oooi et e et e e e e e e st e e e e e e e e bbeae e e e e e eeesaraeeaaaeaan 4
Abbildung 1-2: Funktionale Komplexe der epithelialen Zellkontakte........ccccovveeiiiieeecciie e 4
Abbildung 1-3: Epitheliale Tight Junctions [TSUKita, 2014] .......ccoieiiiiiiiieee e ceerrre e e e e e e e e e eerarreeeeeeean 5
Abbildung 1-4: Die drei Hauptfunktionen der Tight JUNCLIONS..........uuiiiiiiiiiceee et 6
Abbildung 1-5: Komplexe Protein-Protein Interaktionen der Tight Junctions [Shin, 2006].........c.ccccecevveeeeiveeennnee. 7
Abbildung 1-6: Ubersicht tiber die Komponenten der Adherens Junctions [Niessen, 2007].......ccccoevvvvererrerverernnne. 8

Abbildung 1-7: Schematische Ubersicht iiber die drei humanen ZO-Proteine und ihrer konservierten Dominen

...................................................................................................................................................... 10
Abbildung 1-8: Schematische Darstellung des humanen ZO1 Proteins mit einigen seiner in den Tight Junction

assoziierten Bindepartnern und den bis dato aufgeklarten Teilstrukturen ..........cccccceeeeiennnnneeen. 11
Abbildung 1-9: Schematische Darstellung des humanen AF6 Proteins mit einigen seiner assoziierten

Bindepartnern und den bis dato aufgeklarten Teilstrukturen ........cccceeeceeeeeviee e, 12
Abbildung 1-10: Schematische Darstellung der kleinen humanen GTPase H-Ras.........ccccceeeecciiieeeece e, 14
Abbildung 1-11: 3D-Struktur des humanen H-Ras in GTP-gebundener FOrm........ccoccciiieiiiiiicciiiieee e 14
Abbildung 1-12: Schematische Darstellung des GDP-GTP-Schaltermechanismus der kleinen G-Proteine .......... 15
Abbildung 1-13: Schematische Darstellung der kleinen humanen GTPase RaplA........ccccccveieviveeeccieeeecivee e 16
Abbildung 1-14: 3D-Struktur des humanen Rap1A in GTP gebundener FOrM........occcoiiierieiiccciiiieeee e 16

Abbildung 1-15: Schematische Darstellung der Fokalen Adhasionen in Bezug auf ihre Position und ihre Protein-
e 40T o1 1 Sl (=T = P 0 1 SR 17

Abbildung 1-16: Schematische Darstellung des Verlaufs einer epithelialen Krebsentwicklung [Sever, 2015]..... 18

Abbildung 1-17: Darstellung der von Thomas Linnemann getesteten AF6-Konstrukte.........cccovveeeieeincciiiennennn. 20
Abbildung 1-18: Die 3D-Struktur des AF6 (PDB-File ,,AF6(1-141)“) nach Guido Steiner........ccccccevvvvveeecciveeenee. 21
Abbildung 2-1: pGEX4T1-Expressionsvektor (GE HEaIthCare).......cccveiiiiiieecciie e 26
Abbildung 2-20: pET14b-Expressionsvektor [NOVAZENE] .......uci ittt e e e evtre e e e e e e aaae e e e e 27

Abbildung 2-31: Klonierungsvektoren pCR-Blunt II-TOPO [Lifetechnologies] und pGEM-T-Easy [Promega] ...... 27
Abbildung 3-1: Schematischer Uberblick iiber die Herstellung eines neuen Konstruktes (Erlduterung im
NACNTOIZENAEN TEXE).ueeeiiiiiiieiie ettt e et e e e ettt e e e e bt e e e eeabaeeeeabeeeeeabaeeeenraeeessseeaan 33

Abbildung 3-2: Ablauf eine gerichteten Mutagenese. [,User Guide: The Phusion Site-Directed Mutagenesis

Protocol Lifet@ChNOIOZIES ] ......eii ittt e e ere e e naa e e e naeee s 37
Abbildung 3-3: Schematischer Ablauf einer 2,5 | Proteinexpression in E. COli.........ccccvvuvieeieiiccciiieeeeeeeeccireeee e, 40
Abbildung 3-4: Ubersicht tiber das AKTA-FLPC System [Quelle ,,GE imagination at Work l.........ccceceveeeeeverene. 46
Abbildung 3-5: Konzentrationsbestimmung mittels TH-NIMR ......coovvevieieieeceeeteeeeeeeeee ettt ere e 50
Abbildung 3-6: Verwendete Guaninnukleotide GDP und GTP sowie dessen Analoga GPppNHpP.......ccccceeevveeenneee. 52
Abbildung 3-7: Klassischer Aufbau einer Semi-Dry Western Blot Apparatur ..........occccvuveeeeeeeecciiieeeeeeeeeciiieeee e 53



Anhang

Abbildung 3-8: Eichspektrum einer Superdex 75 10/300 Gelfiltrationssaule und der mittels Kav angefertigte

Eichgerade [LMW Gel Filtration Calibration Kit] .............ccuccoueieeeieecciiiieee e e eeecereee e e e eeecvaneeea e 56
Abbildung 3-9: Schematische Ubersicht iiber den Ablauf eines GST-PUIlAOWNS .........cevvvereirereerecrereereerereee e 57
Abbildung 3-10: Schematische Darstellung des magnetischen Moments [l........cccceeevvieeeecieeecieeeesrieeeeeeree e 59
Abbildung 3-11: (1) Drehimpuls und (2) Zeeman-Effekt .........cuoiieiiiiiie e e 60

Abbildung 3-12: Veranschaulichung des rotierenden Systems (1) und der Auswirkungen eines 90°-Puls (2) ..... 61

Abbildung 3-13: Beispiel einer einfachen J-Kopplung zwischen Ha und Hp .......cooivvviiiiiiininnniiciccee e 62
Abbildung 3-14: Schematische Darstellung eines 1D-NMR Experiments [Lottspeich, 2006] ........cc..cceeecuvvveeennn. 65
Abbildung 3-15: Ubersicht {iber verschiedenen Bereiche eines 1D Spektrums von AF6(1-141) ......c.cceeveveuernenee 66
Abbildung 3-16: Schematische 2D-Pulsfolge [Lottspeich, 2006]...........ccveeeeiiieeriiiieeeiiiee e eree e s e e eere e e 66

Abbildung 3-17: Entstehung eines 2D-Spektrums durch zweidimensionale Fourier-Transformation der

Messdaten [LottSpeich, 2006] .......ceeiii i ee e e e e e e e searr e e e e e e e etaeaeeeeeeeeennaaeeeaaeean 67
Abbildung 3-18: Uberblick tiber die Pulsfolge eines entkoppelten HSQC-Spektrums [Pascal, 2008]................... 67
Abbildung 3-19: Ubersicht eines HSQC-Spektrums von P N-MUT2 .......c.ccooviueriiereieeeeeeeeeeeee et 68
Abbildung 3-20: Uberblick tiber die Pulsfolge eines HNCO und HNCA [Pascal, 2008] .........cccoeeveerereeisereeereeneas 69

Abbildung 3-21: Ubersicht iber den Magnetisierungstransfer der Trippelresonanzexperimente
[http://WWW.Protein-NME.OrZ.UK/] .ecccuee ettt et e e e tr e e eesbaeeneeenees 70
Abbildung 4-1: Schematischer Uberblick (iber das Protein Afadin 6 ........ccccvevvvevierieeeeereeecesee et 72
Abbildung 4-2: Vergleich der Expressionen von GST-AF6 (pGEX4T1) und His-AF6 (pET14b) eines 1 I-Ansatzes.. 73
Abbildung 4-3: Verdautest des GST-AF6 Konstruktes mit einer Gberdosierten Thrombinldsung ........................ 74
Abbildung 4-4: Edman-Abbau der Teilstlicke des proteolytisch verdauten AF6 Konstruktes ...........cccceeevveeeneee. 75
Abbildung 4-5: Sdulenchromatographische (SEC) Aufreinigung des AF6-Konstruktes mit bereits abgespaltenem
TR AN T TN -] ) - - UU TP 76
Abbildung 4-6: Analytische SEC (Superdex 75 /10 /300) des AF6-Konstruktes in Bezug auf das dynamische
Monomer-/ Dimer-GlEICNAZEWICNT ........eocveiiieeeieeete ettt ettt e st e eaee e streeeaee e 77

Abbildung 4-7: Aktivitatstest des dynamischen AF6 Monomer-, Dimer-Gleichgewichts mit GTP beladenem H-

Abbildung 4-8: Langzeitbeobachtung des AF6 Monomer/Dimer Gleichgewichts mittels analytischer SEC
(SUPEIAEX 75 /10 /300) veeeuveeeieieteeere et ete et eve e ete et e e e e tveeeaseeetbeeesseestreensseessreenseeensseenseeenses 79
Abbildung 4-9: Darstellung der mit ASAView berechneten Oberflachenzuganglichkeit des AF6-Konstruktes .... 80
Abbildung 4-10: Schematischer Uberblick tiber das Protein Zonula occludens 1 und seine Konstrukte.............. 81
Abbildung 4-11: Alignment der Aminosiuresequenzen von (U PDZ2 (PDB-Files ,2JWE“), @ eigenes PDZ2-
Konstrukt im pET14b Plasmid und & MUT2 Konstrukt ebenfalls im pET14b Plasmid ................ 82

Abbildung 4-12: 3D-Struktur der PDZ2-Domane (PDB-File ,2JWE”) und der monomeren Variante MUT2

(homology model [PDB-File ,40AJ“]) des Zonula occludens 1 Proteins........ccccceeeecuveececveeeennen. 82
Abbildung 4-13: GST-Spin Aufreinigung einiger ZO1 KONSTIUKLE .......cciciiieeiiiie e 83
Abbildung 4-14: SEC der ZO1-PDZ2- und der ZO1-MUT2-Konstrukte (Superdex 200pg / 26 / 600)..................... 85

197



Anhang

Abbildung 4-15: (A) Ubersicht tiber die signifikantesten Phosphorylierungsvorhersagen der ZO1-PDZ2 Domine
und (B) Sequenzalignment der erfolgreich durchgefiihrten Mutationen ...........cccoceeeeeieienneen.. 86

Abbildung 4-16: Ubertragung der Phosphorylierungspositionen auf die 3D-Struktur des PDZ2-Homodimers
(PDB-File ,,2JWE™) .ttt s sttt et e n e e ne s s esneen e 86

Abbildung 4-17: Beispiel fiir die Ni?*-NTA-Spin Aufreinigung der Phosphorylierungsmutanten T188E und S192E
der PDZ2- und MUT2-Konstrukte und Analyse der Aufreinigung mittels SDS-PAGE ................... 87

Abbildung 4-18: Darstellung der einzelnen SEC-Experimente des GroRteils der Phosphorylierungsmutanten (A)

PDZ2-basiert, (B) MUT2-DASIEIT ......coeeeiiiieeeiie ettt ettt ete e e et e e e e tae e eearaeeeeareeaas 88
Abbildung 4-19: Aminosauresequenz Alignment der GTPasen H-Ras und RaplA.........cccceeeveciiieeeeeeeccciiieee e, 89
Abbildung 4-20: Expressionstest der unterschiedlichen Rap1A EXpressionssySteme .......cccveeecveeeereveeeeevneeennnnns 90

Abbildung 4-21: Hochsalz-Stufengradient der Rap1A Aufreinigung lGber eine selbstgepackte Q-Sepharosesaule
und SDS-PAGE Kontrolle der AUfreiniGUNE........cooiiiiiiee et e e 91

Abbildung 4-22: SEC des konzentrierten Rap1A-Proteingemischs tiber eine Superdex 200pg 26/600 Siule und

Analyse der Fraktionen mittels SDS-PAGE ..........ccoocuiiiiiiiie et ecee et e e svee e e e eae e e 92
Abbildung 4-23: Beladungszustdande der Rap1A-Proben mittels reversed phase HPLC Uberprift ....................... 93
Abbildung 4-24: Beladungszustdande der H-Ras Proben mittels reversed phase HPLC Uberprift.........cccccvveeeee... 94

Abbildung 4-25: Bestimmung der intrinsischen GTP-Hydrolyse Aktivitdt der GTPasen Rap1A und H-Ras mittels

HPLC ettt e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e n e e e e e e e e rareeeeese e nnrnreeeeeean 96
Abbildung 4-26: SDS-Page der ersten GST-PUlldOWN-EXPEerimeNnte ........ccoocciiiiiieiieicciiiiee et 97
Abbildung 4-27: SDS-Page der nachfolgenden GST-Pulldown-EXperimente .........ccccocveeeeeciveeeccveeescieee e e 98
Abbildung 4-28: *H-1N-HSQC-Spektrum des AFG-KONSTIUKLS.........ccvceiierieriiieietisreeete sttt sae e nene 100
Abbildung 4-29: Neu prozessierte *H-1>N-TROSY-Spektrum des AF6-Konstrukts [Steiner, 2001] .........ccccueuee.. 101

Abbildung 4-30: Uberlagerung des *H->N-TROSY-Spektrums [Steiner, 2001] und des *H-*N-HSQC-Spektrums

VO AFB(L14L) corereeeeeeeeeeeoeeseeeeeseeeees e eeseeees e eessseeseseees e se s ese s ees s eseseees e eese s eessaeeeseeeeeseneeees 102
Abbildung 4-31: 600 MHz HSQC-Spektrum des >N/23C-PDZ2-KONStrUKLES ........cveveeeriicierieveiereeeeeeeeeee s 103
Abbildung 4-32: Uberlagerung der 800 MHz HSQC-Spektren von PDZ2 und MUT2......cccoeivuiiieneiieeeeeeeeae 104
Abbildung 4-33: 600 MHz-HSQC-Spektrum des °N/3C-MUT2-KONStruKtes .........ceveererrereeresieeeesieeeese e 105

Abbildung 4-34: CSI 2.0-Graphik der PDZ2 (Wildtyp) Domé&ne (A) und ihrer kiinstlich durch GGAA-Insertion
€rzeugten IMULANTE (B) ..ocooiiee e ettt e e ettt e e et e e et e e e etbeeeeasaeeeeaseeesesreaeanns 109
Abbildung 4-35: 3D-Struktur der PDZ2-Domane (PDB-File ,2JWE”) und der monomeren Variante MUT2
(homology model [PDB-File,,40AJ“]) des Zonula occludens 1 Proteins.........ccccceeeevvveeecvveeennen. 110
Abbildung 4-36: Ubersicht liber die Effekte der Monomerisierung mittels GGGA-Insertion auf die einzelnen
chemischen Verschiebungen im direkten Vergleich mit der Wildtyp PDZ2-Domane................ 110
Abbildung 4-37: Monomerisierungseffekte des MUT2-Konstruktes im direkten Vergleich mit der Wildtyp PDZ2-
Domaéne, Ubertragen auf ihre 3D-StruktUren ........cceeccviieeecciie e e 111
Abbildung 4-38: 'H-1>N-HSQC-Spektren der >N-AF6 mit 1*N-RapL1A[GTP] Titration .......ccceevvrevvveeereecereeseeane, 113
Abbildung 4-39: Kombinierte 'H-und >N- Verschiebungseffekte |A8| der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung auf
die Signale des AF6 im *H->N-HSQC-Spektrum wihrend der vollstindigen Titrationsreihe..... 114

198



Anhang

Abbildung 4-40: Volumen Effekte der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung auf die Signhale des AF6 im *H-1°N-
HSQC-Spektrum der Titrationsschritte 1:1 und 1:4 (AF6 zu Rap1A[GTP]) ..oeeecveieieciieeecieee e, 115
Abbildung 4-41: Signal Aufspaltungen und verschwinden vieler Signale des °N-AF6 durch die AF6-Rap1A[GTP]-
Komplexbildung im H->N HSQC-Spektrum der Titrationsschritte 1:0,5 bis 1:4 (AF6 zu
RADLALIGTPI) wvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeteeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeseseesetaeseeseseeseseeeeseseeseseesneeeeeeseseseeseneeeeen 116
Abbildung 4-42: Ubertragung der Signalaufspaltungen der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung auf die 3D-Struktur
des AF6-Konstruktes (PDB-File ,,AFB(1-141)") ..ueioiciee e eectee ettt et e e tre e e e e e snve e e e e aaee e 117
Abbildung 4-43: 'H-1>N-HSQC-Spektrum des °N-AF6 mit **N-Rap1A[GTP], Titrationsschritt 1:1. ........c..cue...... 118
Abbildung 4-44: Chemische Verschiebungseffekte |AS| der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung (1:1) auf die
Signale des AF6 im TH-TSN-HSQC-SPEKLIUM ....ccociiviieriiieietisieeee ettt st 119
Abbildung 4-45: Effekte der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung (1:1) auf die Volumina der Signale des AF6 im H-
B LY O Loy o Y=Y {133 TSP 120
Abbildung 4-46: Ubertragung der signifikanten chemischen Verschiebungsidnderungen der AF6-Rap1A[GTP]-
Komplexbildung (1:1) auf die Primarsequenz des AF6-Konstruktes .........ccccoecveeeevieeeccivee e, 121
Abbildung 4-47: Kombination der chemischen Verschiebung und der Volumenadnderungen der AF6-
Rap1A[GTP]-Komplexbildung (1:1) GUbertragen auf die Primarsequenz des AF6-Konstruktes... 122
Abbildung 4-48: Eingrenzung der aktiven Interaktionsflache des AF6 mit aktivem Rap1A[GTP] anhand des
Kriteriums der Oberflachenzuganglichkeit und der relativen Signalstarke..........ccccceeeevverneee. 123
Abbildung 4-49: Ubertragung der Interaktionsauswertung AF6 mit Rap1A[GTP] (1:1)auf die 3D-Struktur von AF6
(PDB-File ,, AFB(L1-TA1)“) .ueeeeeieeeieereeteete ettt et sttt ettt be e b e e reeneenesanes 124
Abbildung 4-50: GTP/GDP-Beladung des Rap1A wahrend der AF6-Rap1A[GTP] Interaktionsmessung............. 125
Abbildung 4-51: Ausschnitt aus den H-Spektren der einzelnen **N-AF6 mit *N-Rap1A[GTP] Titrationsschritte

Abbildung 4-52: *H-1N-HSQC-Spektren der 1°N-AF6 mit 1*N-Rap1A[GDP] TitratioN.......ccceeevveveeresrereeresreeerennen, 127
Abbildung 4-53: Kombinierte *H-und **N-Verschiebungseffekte |AS| der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung auf
die Signale des AF6 im H->N-HSQC-Spektrum wihrend der vollstindigen Titrationsreihe..... 128
Abbildung 4-54: Volumen Effekte der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung auf die Signhale des AF6 im *H-1°N-
HSQC-Spektrum der Titrationsschritte 1:1 und 1:2,5 (AF6 zu Rap1A[GDP])..ccccvvvveerreervennnen. 129
Abbildung 4-55: Langsame Austauschprozesse der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung auf die Signale des AF6 im
1H-1>N-HSQC-Spektrum der Titrationsschritte 1:0,5 bis 1:2,5 (AF6 zu Rap1A[GDP]) ................. 130
Abbildung 4-56: Ubertragung der langsamen Austauschprozesse der AF6-Rap1A[GTP]-Komplexbildung auf die
auf die 3D-Struktur des AF6-Konstruktes (PDB-File ,AF6(1-141)") ...cccereeeiieeeeciiee e 130
Abbildung 4-57: *H-1>N-HSQC-Spektrum des °N-AF6 mit *N-Rap1A[GDP] Titrationsschritt 1:1.......c.cceeurnenee. 131
Abbildung 4-58: Chemische Verschiebungseffekte |AS| der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung auf die Signale
des AFG im TH-1IN-HSQC-SPEKLIUM ......cuviuiiviietiiceetccieee ettt bbbt aens 132
Abbildung 4-59: Effekte der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung (1:1) auf die Volumina der Signale des AF6 im *H-
ISN-HSQUC-SPEKLIUM ...ttt ettt be st e b e seebe b eseebe b eneebebeneesessens 133

199



Anhang

Abbildung 4-60: Chemische Verschiebungsanderungen der AF6-Rap1A[GDP]-Komplexbildung (1:1) Gbertragen
auf die Primarsequenz des AF6-KONSTIUKEES........coccuviiiiiie e e 134

Abbildung 4-61: Kombination der chemischen Verschiebung und der Volumenanderungen der AF6-
Rap1A[GDP]-Komplexbildung (1:1) Gbertragen auf die Primarsequenz des AF6-Konstruktes .. 135

Abbildung 4-62: Eingrenzung der aktiven Interaktionsflache zwischen AF6 und inaktivem Rap1A[GDP] anhand
des Kriteriums der Oberflachenzuganglichkeit und der relativen Signalstarke .............c........... 136

Abbildung 4-63: Ubertragung der Interaktionsauswertung AF6 mit Rap1A[GDP] (1:1) auf die 3D-Struktur von

AFG (PDB-FIlE ) AFB(1-140) ) oo eeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeseeeseeeseeeeeeeseseseeeseeeseeeseseseeeseseeeeeseneees 137
Abbildung 4-64: GTP/GDP-Beladung des Rap1A, wahrend der AF6- Rap1A[GDP] Titrationsmessung............... 138
Abbildung 4-65: 'H-Spektren der einzelnen >N-AF6 mit *N-Rap1A[GDP] Titrationsschritte ........cccecveverurnenee. 138
Abbildung 4-66: 'H-1>N-TROSY-Spektrum des °>N-AF6 mit *N-Rap1A[GPPNHP] (1:1).ceevveeeeeeeeeeeeeereeee e 140
Abbildung 4-67: *H-1>N-TROSY-Spektrum des *°>N-AF6 mit *N-H-Ras[GPPNHP] (L1:1).ccevvirirreieeieiiieesee e 141

Abbildung 4-68: Langsame Austauschprozesse der AF6-Rap1A[GppNHp] und AF6 H-Ras[GppNHp]l-

Komplexbildung auf die Signale im TH-"N-TROSY-Spektrum .........ccvevvevrereeeereereeereeereeee e 142
Abbildung 4-69: Chemische Verschiebungseffekte der Komplexbildung in H-Ebene ........cccceovvvevviveecvererrnnnne. 143
Abbildung 4-70: Chemische Verschiebungseffekte der Komplexbildung in 1>N-Ebene........ccccevvvvvvevivevernnennne. 144
Abbildung 4-71: Chemische Verschiebungseffekte der Komplexbildung in *H und >N Kombination................ 145
Abbildung 4-72: Relative Volumenanderungen der Komplexbildung........cccccuveeeeiiiicciie e 146

Abbildung 4-73: Chemische Verschiebungsanderungen der AF6-Rap1A[GppNHp]- und der AF6 H-Ras[GppNHp]
Komplexbildung (des molaren Verhaltnisses 1:1) Gbertragen auf die Primarsequenz des AF6-
KONSEIUKEES. .ottt et st sttt e r e et b e b e e neeneenesaees 147
Abbildung 4-74: Kombination der chemischen Verschiebung und der Volumenanderungen der AF6 mit
Rap1A[GppNHp] und AF6 mit H-Ras[GppNHp]-Komplexbildung (1:1) Gibertragen auf die
Primarsequenz des AF6 KONSTIUKEES ........ccccuiiiiiiiiee et eeteee e e e e e e e et e e e nnn e e e ennes 148
Abbildung 4-75: Eingrenzung der aktiven Interaktionsflache zwischen AF6 und aktivem Rap1A[GppNHp] sowie
H-Ras[GppNHp] anhand des Kriteriums der Oberflachenzuganglichkeit und der relativen
Y=g =TI = 1 =S 149
Abbildung 4-76: Ubertragung der Interaktionsauswertung auf die 3D-Struktur von AF6 (PDB-File ,AF6(1-141)“)

Abbildung 4-77: Vergleich der GTP/GDP Konformation der 3D-Struktur des H-Ras .........ccceeevveeirieecreeenreeenenens 151
Abbildung 4-78: Darstellung verschiedener Kontakte zwischen kleinen GTPasen und ihren Binde/Assoziations-
[DTe] 0 g =T 0 =1 o OO P P OP PP TPRT 152
Abbildung 4-79: Resultat der Dockingexperimente des (A) AF6 mit H-Ras[GppNHp] und (B) AF6 mit
Rap1A[GppNHp] von Ralph Elsner 2006 neu dargestellt ........cccceeeeciieieeciee e 153
Abbildung 4-80: Zusammenfassung der Aminosauren des AF6, die an einer aktiven Komplexbildung mit den
GTPasen H-Ras und Rap1A beteiligt s€in KONNEN. .......oeiiiiiiiiiiiieieee e 154
Abbildung 4-81: Ubersicht (iber die Konformationen der Aminosaure A134 des AF6 wahrend den

Interaktionsexperimenten mit den kleinen GTPasen H-Ras und RaplA.......cccccceevviveeeceveeenee, 155



Anhang

Abbildung 4-82: *H-1N-HSQC-Spektren der Langzeit Hydrolysemessung des °N-AF6 mit *N-Rap1A[GTP]..... 156
Abbildung 4-83:Bestimmung der GTP-Hydrolyserate wahrend der Langzeitmessung mittels HPLC.................. 156
Abbildung 4-84: Volumenauswertung des Signals der Aminosdure A134 wahrend der AF6-Rap1A[GTP] Titration
(A) und der AF6-Rap1A[GDP] Titration (B) ..cc.eeeevcueereeiiieeeeirieeciee e cree e tee e e e e e e e 157
Abbildung 4-85: 'H-1>N-HSQC-Spektrum des >N-AF6 mit *N-PDZ2 im Verhltnis (1:1,5) .cc.coevvvveveeveierererseeane. 158
Abbildung 4-86: Kombinierte chemische Verschiebungseffekte (A) und Volumenanderungen (B) der AF6-PDZ2
Komplexbildung auf die Signale des AF6 im *H-1N-HSQC-Spektrum.........cccceeveverreeeerrerenennne. 159
Abbildung 4-87: Kombination aus chemischer Verschiebung und Volumenanderung der Interaktion des AF6 mit
Z01-PDZ2 (ibertragen auf die Primarsequenz des AF6 ...........cocccuveiieeeieeiciiiiieeeeeeeccirereee e e e 160
Abbildung 4-88: Eingrenzung der aktiven Interaktionsflache der AF6 mit ZO1-PDZ2 Interaktion anhand des
Kriteriums der Oberflachenzuganglichkeit und der relativen Signalstarke..........c.cccceeeevveeneee. 161
Abbildung 4-89: Ubertragung der Interaktionsauswertung des AF6 mit ZO1-PDZ2 auf die 3D-Struktur von AF6
(PDB-FIlE ,,AFB(L-141)“) coreeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee et e et eeeee e eteeseeee e eese s eeeseeseeeseeaseseeeeseseseeseenneeees 162
Abbildung 4-90: *H-1>N-HSQC-Spektrum des °N-AF6 mit *N-MUT2 im Verhaltnis (1:1,5).....ccccceveveeenreeerennen. 163
Abbildung 4-91: Kombinierte chemische Verschiebungseffekte (A) und Volumenanderungen (B) der AF6-
MUT22 Komplexbildung auf die Signale des AF6 im *H->N-HSQC-Spektrum.........ccceveruvrurnnene. 164
Abbildung 4-92: Kombination aus chemischer Verschiebung und Volumenanderung der Interaktion des AF6 mit
Z01-MUT2 Ubertragen auf die Primarsequenz des AF6.........cceeeeeieeeecciieeeeiieeeeeieeeeeeee e 165
Abbildung 4-93: Eingrenzung der aktiven Interaktionsflache des AF6 durch MUT2-Interaktion ....................... 166
Abbildung 4-94: Ubertragung der Interaktionsauswertung auf die 3D-Struktur des AF6 (PDB-File ,AF6(1-141)“)

Abbildung 5-1: 3D-Strukturen der 5 verschiedenen Unterfamilien des ,, Ubiquitin-Superfold” ......................... 169
Abbildung 5-2: Direkter Vergleich der Ras-assoziierenden-Domanen.(A) AF6-RA1 (,,AF6(1-141)“) und (B) RalGDS
(1 LLFD™) ettt ettt ettt ettt ettt ettt et e b et e he e e bt e e h b e e bt e e nat e e bt e e sabeenhteenhteenateesabeenareas 169

Abbildung 5-3: Resultat der Interaktionsstudien des AF6 mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A, von Seiten

S AFB-KONSTIUKLES. ..c.uteeeiiiiiiieee ettt s s e e 176
Abbildung 5-4: Darstellung der aktiven Interaktionsflache der Afadin 6 RA1-Domane mit H-Ras...................... 177
Abbildung 5-5: Ubersicht tiber die Aminosiuren der Interaktionsfliche von AF6 mit H-Ras[GppNHp]............. 178
Abbildung 5-6: Ubersicht tiber den Bindebereich des AF6-Konstruktes mit H-Ras[GPPNHP] .....ccevvrrerveerrennne. 179

Abbildung 5-7: Charakteristischer Unterschied der Primarsequenzen zwischen den beiden GTPasen Rap1A und

Abbildung 5-8: Ubereinstimmungen der Interaktionsflichen des AF6-RA1 mit den drei verschiedenen Rap1A-
Komplexe [GPPNHP/GTP/GDP]. .ueeeueeeeteeeetee ettt st eeteeeetveeeveestveeeaveeeaveeeaseesaveessseesaressareenarens 181
Abbildung 5-9: Der aktive Bindebereich des AF6-Rap1A-Komplexes basierend auf ,,af6_rap_12_8 100.pdb“

[EISNEE, 2006] ..ooeeeeeiurieeieeeeeeittrtee e e e eecbree e e e e e eeebar e e e e e eeetaabereeeeeeessstraseeeeeeasstbareeeeeeesabrarereeeeaan 181
Abbildung 5-10: Ubersicht iiber die Aminosduren der Interaktionsfliche AF6 mit Rap1A ......ccoevevvrerveeenennne. 182
Abbildung 5-11: Ubersicht iiber den Bindebereich des AF6-Konstruktes mit Rap1A ......ccocoveveeeeereeereereeerenen. 183

201



Anhang

Abbildung 5-12: Darstellung der unterschiedlichen Orientierung der GTPasen H-Ras und Rap1A an die RA1-
DOMENE GBS AFB .ttt ettt ettt e sttt e e st e e s sabae e s s bt e e e s abaeessabeeeesbbeeeenabeeeenanees 185
Abbildung 5-13: Vergleich der aktiven Bindebereiche des AF6 der Komplexe des AF6 mit (A) ZO1-MUT2, (B) AF6

mit Rap1A[Zusammenfassung](siehe Abb. 5-8) und (C) AF6 mit ZO1-PDZ2 ........ccccvvveeevveeenneee. 187
Abbildung 5-14: Ubereinstimmungen der AF6-Rap1A und AF6- ZO1-PDZ2 KOMPIEXE. ..cvvvvrveeeiuereiiirerieeerenn. 188
Abbildung 5-15: Kristallstruktur des ZO1-PDZ2 Homodimers (PDB-File ,3CYY").....iiiiiiieeeiiieeeeeee et 189

Abbildung 5-16: Darstellung der Interaktionsflache zwischen ZO1-PDZ2 und Connexin43 (A) und der moglichen
Interaktionsflache zwischen AF6-RA1 und ZO1-PDZ2 (B)......oceecuuieeeiiieeeeeiiee et e 190

Abbildung 5-17: Die 3D-Struktur des PDZ2-Homodimers im Komplex mit dem C-Terminus des Connexin43... 191

Abbildung 5-18: Ubertragung der Ergebnisse der Interaktionsstudien zwischen AF6-RA1 und ZO1-PDZ2 auf die
3D-Struktur des Z0O1-PDZ2 Homodimers und direkter Vergleich mit dem Komplex aus ZO1-PDZ2
UND CONNEXINAS L.ttt ettt sb e bt e ebe e e bt e e s bt e e abe e e aae e e abe e e ssbeeabaeesabeennbeesaneenneeas 191

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1-1: Affinitaten des AF6 gegenliber den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A und Mutationen dieser .... 21

Tabelle 2-1: Verwendete GEIAte ......c.ciiiiiiiie ittt sttt sttt st e et e s bt e st esbeesabeesbeesabeesbeesaneesas 23
Tabelle 2-2: MolekularbiologiSChe Kits .........eeeii it et e e e e e e et a e e e e e e e e e anrraaeas 24
Tabelle 2-3: SAUIENMATEITAl .....eoiiiieieee ettt et e s r e ne e sanes 24
Tabelle 2-4: EINWEEMAtEIIAlIEN........iii et e e e e e e e st e e e st t e e e e staeessssaeeesnsseeeeassaeeesnseeesansseeeanns 24
Tabelle 2-5: MolekulargeWichtSStaNards .........coo it e et e e e e e e e sabre e e e e e e eeanrreaeas 25
I oY LT A T = 4 A 4T R PSRPSE 25
Tabelle 2-7: Ubersicht tiber die verwendeten OligonuKIEOtIdE .........vcvvvveeeriieeeiceiceeececeeeeeeecte st 28
Tabelle 2-8: Ubersicht tiber verwendete Programme und bioinformatische TOOIS.........cccovvvveeiiireceriseeeisnenenes 30
Tabelle 3-1: Zusammensetzung der SDS-PAGE GEIE.......cccocuuiiiieiee ettt e eee et e e e e e e e e sarae e e e e e e e e sanrraaeas 38
Tabelle 3-2: SDS-PAGE LOSUNZEN .....cceecciiieeiiteeeeiieeeesireeestteeesssseeessssseeessssassssseseasssssesssssseesssesesssssessnsseessnssesesnns 38
Tabelle 3-3: Standard SDS-FArbelOSUNZEN .....cccii ittt e e e e ettt e e e e e et ae e e e e e e eesaabaeseeeeeeennnraeeeas 38
Tabelle 3-4:Losungen fur Minimalmedium nach Neidhardt ... e 41
Tabelle 3-5: Zusammensetzung Minimalmedium nach Neidhardt..........ccceeiiiiiieciie e 41
Tabelle 3-6: Losungen flir Neues MinimalmediUm ........ooooiieiiiiieecciee et e e s e e e seae e e rana e e e s nreeeenes 41
Tabelle 3-7: Zusammensetzung Neues MinimalmediUm ... e e 42
TabellE 3-8: GST-PUFFEI ..t st st st bt e r ettt s e s b e e b e e b e e neeanesanes 45
Tabelle 3-9: HiSE-PUFFEE ...t sttt ettt e s r e neene e 46
Tabelle 3-10: RAPLA PUTTEE oottt e e et e e e e e e ettt e e e e e e s eeaaraeaeeaeseeanrbaseaeeeeannnrrenens 47
Tabelle 3-11: Ubersicht Giber verwendeten [0NeNauStaUSCher...........c.cvcveveuiuiuiuieiiieeeeee ettt ae e 47
Tabelle 3-12: LOsuNGEN flir WESTEIN BlOT.......uiiiiiiee ettt st e e st e e e tae e e saa e e e saereeeesnsaeeesnneeeeansseeeanns 52
Tabelle 3-13: Ubersicht tiber die wichtigsten Kerne und Isotope der NMR ........cooeuvveivreveineeeeriseeeereseeneseenenns 59
Tabelle 3-14: ProbenzuUSammMENSELZUNG .......cceeiiiiiiiiiiiee e e ettt e e e e eeerre e e e e e e eetbreeeeeeeeessasaeeeeaeseasassseseeassensnnsrenns 64
Tabelle 4-1: Ubersicht tiber die hergestellten ZO1 KONStIUKEE. ........cvivivveeieriieeeeerecteeeeee ettt erens 81



Tabelle 4-2: Ubersicht tiber die erfolgreich durchgefiihrten Phosphorylierungsmutationen .........c.ccccevvevennen.. 87
Tabelle 4-3: Detaillierte Ubersicht der Nukleotid-Beladungszustinde der Rap1A-Proben .........ccocecvvvveevrennnee. 94
Tabelle 4-4: Detaillierte Ubersicht der Nukleotid-Beladungszustinde der H-Ras—Proben...........ccccevevvvveverenene. 95

Tabelle 4-5: Die chemischen Verschiebungen der sequentiellen Zuordnungen des PDZ2- und MUT2-Konstruktes

.................................................................................................................................................... 105
Tabelle 4-6: Auswertung der Linienbreite der PDZ2- und MUT2-Spektren (Abb.4-33) .......ccovrieeiiiiceiiieceee. 108
Tabelle 4-7: Ubersicht iiber gednderte Prozessierungsparameter der TROSY-Spektren .......ccccvevvveveerveeerennas 142
Tabelle 5-1: Vergleich des Connexin-Bindemotivs der ZO1-PDZ2 Domane mit dem C-terminalen Ende des

Connexin43 und der Schleifenregion der Interaktionsstudie AF6-PDZ2 vs. AF6-RaplA............ 189

Literaturverzeichnis

[Arozarena, 2011] Imanola Arozzarena, Fernando Calvo, Piero Crespo (2011): ,,Ras, an Actor on Many Stages:
Posttranslational Modifications, Localization,and Site-Specified Events“, Genes& Cancer, 2(3) 182-194.

[Avila-Flores, 2001] Avila-Flores A, Renddn-Huerta E, Moreno J, Islas S, Betanzos A, Robles-Flores M, Gonzalez-
Mariscal L. (2001) : , Tight-junction protein zonula occludens 2 is a target of phosphorylation by protein
kinase C“, Biochem. J. 360, 295-304.

[Balda, 1996] Maria S. Balda, James M. Anderson, Karl Matter (1996) : ,, The SH3 domain of the tight junction
protein ZO-1 binds to a serine protein kinase that phosphorylates a region C-terminal to this domain“, FEBS
Letters 399, 326-332.

[Balda, 2000] Marias S. Balda, Karl Matter (2000) : ,, The tight junction protein ZO-1 and an interacting
transcription factor regulate ErbB-2 expression”, The EMBO journal Vol.19 No.9, 2024-2033.

[Banks, 2012] Lawrence Banks, David Pim, Miranda Thomas (2012) : ,, Human tumour viruses and the deregu-
lation of cell polarity in cancer”, Nat Rev Cancer 12(12)/877-886.

[Bauer, 2010] Bauer H, Zweimueller-Mayer J, Steinbacher P, Lametschwandtner A, Bauer HC. (2010) : ,, The dual
role of zonula occludens (Z0) proteins®, J. Biomed Biotechnol. Vol.2010 ID.402593

[Baumel, 2008] Gerald Baumel Dissertation (2008) : , Interaktion des humanen Tight Junction Proteins ZO-1
mit dem Ras-Effektor AF6 und Untersuchung am Zellwandprotein Aga2 von Saccharomyces cerevisiae“ Uni-
versitat Regensburg NWF llI

[Boettner, 2009] Benjamin Boettner, Linda Van Aelst (2009) : ,,Control of cell adhesion dynamics by Rap1 sig-
naling” Current Opinion in Cell Biology 2009, Vol.21, 684-693

[Braekeleer, 2010] De Braekeleer E, Meyer C, Le Bris MJ, Douet-Guilbert N, Basinko A, Morel F, Berthou C, Mar-
schalek R, Férec C, De Braekeleer M. (2010) : , Identification of a MII-MLLT4 fusion gene resulting from a
t(6;11)(q27;923) presenting as a del(11q) in a child with T-cell acute lymhoblastic leukemia“ Leukemia&Lym-
phoma 51(8), 1570-1573

[Candiano, 2004] Candiano G, Bruschi M, Musante L, Santucci L, Ghiggeri GM, Carnemolla B, Orecchia P, Zardi
L, Righetti PG. (2004) : ,, Blue silver: A very sensitive colloidal Coomassie G-250 staining for proteome analy-

sis” Electrophoresis 25, 1327-1333

[Canel, 2013] Canel M, Serrels A, Frame MC, Brunton VG. (2013) : ,E-cadherin-integrin crosstalk in cancer in-
vasion and metastasis“ Journal of Cell Science 126, 393-401

[Capaldo, 2011] Capaldo CT, Koch S, Kwon M, Laur O, Parkos CA, Nusrat A. (2011) : ,, Tight function zonula oc-
cludens-3 regulates cyclin D1-dependent cell proliferation” Molecular biology of the cell 15;22(10), 1677-1685

203



Anhang

[Caron, 2000] Emmanuelle Caron, Annette J.Self, Alan Hall (2000) : ,The GTPase Rap1 controls functional acti-
vation of macrophage integrin aMpB2 by LPS and other inflammatory mediators” Current biology 10(16), 974-
978

[Chen, 2006] Chen VC, Li X, Perreault H, Nagy JI. (2006) : ,Interaction of Zonula Occludens-1 (ZO-1) with a-Ac-
tinin-4: Application of functional Proteomics for Identification of PDZ Domain-Associated Proteins” Journal of
proteome research 5(9), 2123-2134

[Chen, 2008] Chen J, Pan L, Wei Z, Zhao Y, Zhang M. (2008) : ,Domain-swapped dimerization of ZO-1 PDZ2 ge-
nerates specific and regulatory connexin43-binding sites” The EMBO journal 27, 2113-2123 and supplemen-
tary data

[Citi, 2011] Citi S, Spadaro D, Schneider Y, Stutz J, Pulimeno P. (2011) : ,,Regulation of small GTPases at epithe-
lial cell-cell junctions” Molecular Membrane Biology 28(7-8), 427-444

[Crittenden, 2004] Crittenden JR, Bergmeier W, Zhang Y, Piffath CL, Liang Y, Wagner DD, Housman DE, Graybiel
AM. (2004) : , CalDAG-GEFI integrates for platelet aggregation and thrombus formation“ Nature Medicine
10(9), 982-986

[Dejana, 2004] Elisabetta Dejana (2004) : , Endothelial Cell-Cell Junctions: Happy Together” Nature reviews.
Moecular cell biology 5(4), 261-270

[Ebnet, 2004] Ebnet K, Suzuki A, Ohno S, Vestweber D. (2004) : , Junctional adehesion molecules(JAMs): more
molecules with dual functions?” Journal of cell science 117, 19-29

[Elsner, 2006] Ralph Elsner Dissertation (2006) : ,,NMR-basierte Aufklarung der Strukturen von Ras-Bindedo-
manen und ihrer Wechselwirkungen mit den kleinen GTPasen H-Ras und Rap1A“ Universitat Regensburg
NWEF 1l

[Fanning, 2002] Alan S. fanning, Thomas Y.Ma, James Melvin Anderson (2002) : , Isolation and functional cha-
racterization of the actin-binding region in the tight junction protein ZO-1“ the FASEB journal 16(13), 1835-
1857

[Field, 2005] Field SJ, Madson N, Kerr ML, Galbraith KA, Kennedy CE, Tahiliani M, Wilkins A, Cantley LC. (2005) :
,PtdIns(4,5)P2 Functions at the Cleavage furrow during Cytokinesis“ Current biology Vol.15, 1407-1412

[Fogh, 2014] Betina S. Fogh, Hinke A.B. Multhaupt, John R.Couchman (2014) : ,Protein Kinase C, Focal Adhe-
sion and the Regulation of Cell Migration” Journal Histochem Cytochem 62(3), 172-184

[Fournier, 2011] Fournier G, Cabaud O, Josselin E, Chaix A, Adélaide J, Isnardon D, Restouin A, Castellano R,
Dubreuil P, Chaffanet M, Birnbaum D, Lopez M. (2011) : , Loss of AF6/afadin, a marker of poor outcome in
breast cancer, induces cell migration, invasiveness and tumor growth”“ Oncogene 30, 3862-3874

[Frische 2010] E.W. Frische, F.J.T Zwartkruis (2010) : ,,Rap1, a mercenary among the Ras-like GTPases“ Develo-
pmental biology 340(1), 1-9

[Garmy-Susini, 2010] Garmy-Susini B, Avraamides CJ, Schmid MC, Foubert P, Ellies LG, Barnes L, Feral C, Papa-
yannopoulou T, Lowy A, Blair SL, Cheresh D, Ginsberg M, Varner JA. (2010) : , Intergrin a4p1 signaling is requi-
red for lympaniogenesis and tumor metastasis“ cancer research 70(8), 3042-3052

[Giepmans, 2004] Ben N.G. Giepmans (2004) : ,,Gap junctions and connexin-interacting proteins“ cariovas-
cular research 62(2), 233-245

[Gonzalez-Mariscal, 1999] Gonzalez-Mariscal L, Islas S, Contreras RG, Garcia-Villegas MR, Betanzos A, Vega J,

Diaz-Quifidnez A, Martin-Orozco N, Ortiz-Navarrete V, Cereijido M, Valdés J. (1999) : ,Molecular Characteriza-
tion of the Tight Junction Protein ZO-1 in MDCK Cells” Experimental cell research 248(1), 97-109

204



Anhang

[Gonzalez-Mariscal, 2002] Islas S, Vega J, Ponce L, Gonzalez-Mariscal L. (2002) : ,,Nuclear Localization of the
Tight junction Protein ZO-2 in Epithelial Cells” Experimental Cell Research 274(1), 138-148

[Gonzalez-Mariscal, 2003] Gonzalez-Mariscal L, Betanzos A, Nava P, Jaramillo BE. (2003) : , Tight junction pro-
teins” Prog Biophys Mol Biol 81(1), 1-44

[Gonzalez-Mariscal, 2004] Jaramillo BE, Ponce A, Moreno J, Betanzos A, Huerta M, Lopez-Bayghen E, Gonzalez-
Mariscal L. (2004) : ,,Characterization of the tight junction protein ZO-2 localized at the nucleus of epithelial
cells” Experimental cell research 297(1), 247-258

[Gonzalez-Mariscal, 2006] Gonzalez-Mariscal L, Ponce A, Alarcon L, Jaramillo BE. (2006) : , The tight junction
protein ZO-2 has several functional nuclear export signals” Experimental cell research 312(17), 3323-3335
[Gonzalez-Mariscal, 2009] Chamorro D, Alarcdn L, Ponce A, Tapia R, Gonzéalez-Aguilar H, Robles-Flores M,
Mejia-Castillo T, Segovia J, Bandala Y, Juaristi E, Gonzalez-Mariscal L. (2009) : ,,Phosphorylation of Zonula oc-
cludens-2 by Protein Kinase Ce Regulates Its Nuclear Exportation” Molecular biology of the cell Vol.20, 4120-
4129

[Gonzalez-Mariscal, 2014] Gonzalez-Mariscal L, Dominguez-Calderdn A, Raya-Sandino A, Ortega-Olvera JM,
Vargas-Sierra O, Martinez-Revollar G. (2014) : , Tight Junctions and the Regulation of Gene Expression” Semin
Cell Dev Biol 36, 213-223

[Giinzel, 2013] Dorothee Giinzel, Alan S.L.Yu (2013) : ,,Claudins and the modulation of the tight junction per-
meability” Physiological reviews 93(2), 525-569

[Hamalisto, 2013] Hamalisto S, Pouwels J, de Franceschi N, Saari M, lvarsson Y, Zimmermann P, Brech A, Sten-
mark H, Ivaska J. (2013) : ,A ZO-1/a5B1-Integrin Complex Regulates Cytokinesis Downstream of PKCe in NCI-
H460 Cells plated on Fibronectin“ PloS one 8(8), e70696

[Hogan, 2004] Hogan C, Serpente N, Cogram P, Hosking CR, Bialucha CU, Feller SM, Braga VM, Birchmeier W,
Fujita Y. (2004) : ,,Rap1 Regulates the Formation of E-Cadherin-Based Cell-Cell contacts” Mollecular and Cellu-
lar Biology Vol24,No15, 6690-6700

[Huo, 2011] Huo L, Wen W, Wang R, Kam C, Xia J, Feng W, Zhang M. (2011) : ,,Cdc42-dependent formation of
the ZO-1/MRCKB complex at the leading edge controls cell migration” The EMBO journal 30, 665-678

[Itho, 1999] Masahiko Itho, Kazumasa Morita, Shiochiro Tsukita (1999) : , Characterization of ZO-2 as a MAGUK
Family Member Associated with Tight as well as Adherens Junctions with a Binding Affinity to Occludin and
aCatenin” ) Biol Chem 274(9), 5981-5986

[Itho, 2001] Itoh M, Sasaki H, Furuse M, Ozaki H, Kita T, Tsukita S. (2001) : ,Junctional adhesion molecules
(JAM) binds PAR-2: a possible mechanismn for the recruitment of PAR-3 to tight junctions” ) Cell Biol 154(3),
491-497

[Kiel, 2004] Christina Kiel, Luis Serrano, Christian Herrmann (2004) : ,, A Detailed Thermodynamic Analysis of
Ras/Effector Complex Interfaces” ] Mol Biol 340(5), 1039-1058

[Kiel, 2005] Kiel C, Wohlgemuth S, Rousseau F, Schymkowitz J, Ferkinghoff-Borg J, Wittinghofer F, Serrano L.
(2005) : ,,Recognizing and Defining True Ras Binding Domains Il: In Silico Prediction Based on Homology Mo-
delling and Energy Calculations” J Mol Biol 348(3), 759-75

[Kiel, 2006] Christina Kiel, Luis Serrano (2006) : , The Ubiquitin Domain Superfold: Structure-based Sequence
Alignments and Characterization of Binding Epitopes” J Mol Biol 355(4), 821-844

[Kim, 2009] Kim WI, Matise |, Diers MD, Largaespada DA. (2009) : ,RAS oncogene suppression induces apopto-

sis followed by more differentiated and less myelosuppressive disease upon relapse of acute myeloid leu-
kemia“ Blood 113(5), 1086-1096

205



Anhang

[Kimmelman, 2015] Alec C. Kimmelman (2015) : ,,Metabolic Dependencies in RAS-Driven Cancers” Clin Cancer
Res 21(8), 1828-1834

[Komura, 2008] Komura H, Ogita H, lkeda W, Mizoguchi A, Miyoshi J, Takai Y. (2008) : , Establishment of cell
polarity by afadin during the formation of embryoid bodies” Genes Cells 13(1), 79-90

[Lee, 2010] Ho-lin Lee, Jie J Zhend (2010) : ,,PDZ domains and their binding partners: structure, specifity and
modifiaction” Cell commun Signal 8:8

[Li, 2012] X.Li, B.D.Lynn, J.I.Nagy (2012) : ,The effector and scaffolding proteins AF6 and MUPP1 interact with
connexin36 and localize at gap junctions that form electrical synapses in rodent brain“ Eur J Neurosci 35(2),
166-168

[Linnemann, 1999] Thomas Linnemann Dissertation (1999) : , Funktionelle Analyse der Spezifitdt von AF6 und
RalGDS zu Mitgliedern der Ras-Subfamilie” Fakultat fiir Chemie der Ruhr-Universitat Bochum

[Linnemann, 1999] Linnemann T, Geyer M, Jaitner BK, Block C, Kalbitzer HR, Wittinghofer A, Herrmann C.
(1999) : ,, Thermodynamic and kinetic characterization of the interaction between the Ras binding domain of
AF6 and members of the Ras subfamilie“ ) Biol Chem 274(19), 13556-13562

[Lodish, 2007] Harvey Lodish, Arnold Berk, Chris A. Kaiser, Monty Krieger, Matthew P. Scott, Anthony Bretscher
(2007) : ,,Molecular Cell Biology 6th Edition”“ W.H. Freeman and Company ISBN: 1429203145

[Lottspeich, 2006] Friedrich Lottspeich, Joachim W. Engels, Solodkoff ZettImeier Lay (2006) : ,Bioanalytik”
ISBN: 9783827415202

[Maiers, 2013] Maiers JL, Peng X, Fanning AS, DeMali KA. (2013) : ,Z0-1 recruitment to a-catenin a novel me-
chanismn for coupling the assembly of tight junctions to adherens junctions” J Cell Sci 126(17), 3904-3915

[Manara, 2014] Manara E, Baron E, Tregnago C, Aveic S, Bisio V, Bresolin S, Masetti R, Locatelli F, Basso G, Piga-
zzi M. (2014) : ,MLL-AF6 fusion oncogene sequesters AF6 into the nucleus to trigger Ras activation in myeloid
leukemia“ Blood 124(2), 263-272

[Mandai, 1997] Mandai K, Nakanishi H, Satoh A, Obaishi H, Wada M, Nishioka H, Itoh M, Mizoguchi A, Aoki T,
Fujimoto T, Matsuda Y, Tsukita S, Takai Y. (1997) . , Afadin: A Novel Actin Filament-binding Protein with one
PDZ Domain localized at Cadherin-based Cell-to-Cell Adherens Junctions“ J Cell Biol 139(2), 517-528

[McCann, 2012] McCann JJ, Zheng L, Rohrbeck D, Felekyan S, Kihnemuth R, Sutton RB, Seidel CA, Bowen ME.
(2012) : ,Supertertiary structure of the synaptic MAGuK scaffold proteins is conserved” Proc Natl Acad Sci
USA 109(39), 15775-15780

[Meerschaert, 2009] Meerschaert K, Tun MP, Remue E, De Ganck A, Boucherie C, Vanloo B, Degeest G, Vande-
kerckhove J, Zimmermann P, Bhardwaj N, Lu H, Cho W, Gettemans J. (2009) : ,The PDZ2 domain of zonula oc-
cludens 1 and 2 is a phosphositide binding protein“ Cell Mol Life Sci 66(24), 3951-3966

[Mege, 2006] Rene-Marc Mege, Julie Gavard, Mireille Lambert (2006) : ,,Regulation of cell-cell junctions by the
cytoskeleton” Curr Opin Cell Biol 18(5), 541-548

[Meng, 2009] Wenxiang Meng, Masatoshi Takeichi (2009) : ,,Adherens Junction: Molecular Architecture and
Regulation” Cold Spring Harb Perspect Biol 1(6), a002899

206



Anhang

[Meyer, 2013] Meyer C, Hofmann J, Burmeister T, Groger D, Park TS, Emerenciano M, Pombo de Oliveira M,
Renneville A, Villarese P, Macintyre E, Cavé H, Clappier E, Mass-Malo K, Zuna J, Trka J, De Braekeleer E, De
Braekeleer M, Oh SH, Tsaur G, Fechina L, van der Velden VH, van Dongen JJ, Delabesse E, Binato R, Silva ML,
Kustanovich A, Aleinikova O, Harris MH, Lund-Aho T, Juvonen V, Heidenreich O, Vormoor J, Choi WW, Jarosova
M, Kolenova A, Bueno C, Menendez P, Wehner S, Eckert C, Talmant P, Tondeur S, Lippert E, Launay E, Henry C,
Ballerini P, Lapillone H, Callanan MB, Cayuela JM, Herbaux C, Cazzaniga G, Kakadiya PM, Bohlander S, Ahlmann
M, Choi JR, Gameiro P, Lee DS, Krauter J, Cornillet-Lefebvre P, Te Kronnie G, Schafer BW, Kubetzko S, Alonso
CN, zur Stadt U, Sutton R, Venn NC, Izraeli S, Trakhtenbrot L, Madsen HO, Archer P, Hancock J, Cerveira N, Tei-
xeira MR, Lo Nigro L, Méricke A, Stanulla M, Schrappe M, Sedék L, Szczepanski T, Zwaan CM, Coenen EA, van
den Heuvel-Eibrink MM, Strehl S, Dworzak M, Panzer-Griimayer R, Dingermann T, Klingebiel T, Marschalek R.
(2013) : ,, The MLL recombinome of acute leukemias in 2013 Leukemia 27(11), 2165-2176

[Nature protocol, 2004] J. Sambrook, DW Russell (2004) : ,,Detection of Protein-Protein interactions Using the
GST Fusion Protein Pulldown Technique” CSH Protoc 2004(1)

[Nature protocol, 2006] TN. Nguyen, JA. Goodrich (2006) : ,Protein-Protein interaction assays: eliminating
false positive interactions“” Nat. Methods 3(2), 135-139

[Neunlist, 2012] Neunlist M, Van Landeghem L, Mahé MM, Derkinderen P, des Varannes SB, Rolli-Derkinderen
M. (2012) : , The digestive neuronal-glial-epithelial unit: a new actor in gut health and disease“ Nat Rev Gast-
roenterol Hepatol 10(2), 90-100

[Niessen, 2007] Carien M. Niessen (2007) : , Tight Junctions/Adherens Junctions: Basic Structure and Func-
tion”J Invest Cermatol 127(11), 2525-2532

[Ogita, 2010] Ogita H, Rikitake Y, Miyoshi J, Takai Y. (2010) : ,Cell adhesion molecules nectins and associating
proteins: Implications for physiology and pathology“ Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci 86(6), 621-629

[Ooshio, 2010] Ooshio T, Kobayashi R, Ikeda W, Miyata M, Fukumoto Y, Matsuzawa N, Ogita H, Takai Y.. (2010)
. ,Involvement of the Interaction of Afadin with ZO-1 in the Formation of Tight Junctions in Madin-Darby
Canine Kidney Cells” J Biol Chem 285(7), 5003-5012

[Owen, 2015] Dareca Owen, Helene R.Mott (2015) : ,Structures of Ras superfamily effector complexes: What
have we learnt in two decades?“ Crit Rev Biochem Mol Biol 50(2), 85-133

[Pai, 1989] Wittinghofer A, Franken SM, Scheidig AJ, Rensland H, Lautwein A, Pai EF, Goody RS. (1989) : ,Struc-
ture of the guanine-nucleotide-binding domain of the H-Ras oncogene product p21 in the triphosphate con-
formation” Nature 341(6239), 209-214

[Pascal, 2008] Steven M. Pascal (2008) : ,,NMR primer: An HSQC-based approach” ISBN: 9781901019087

[Penkert, 2004] Rhiannon R. Penkert, Heather M DiVittorio, Kenneth E.Prehoda (2004) : , Internal Recognition
Through PDZ Domain Plasticity in the Par 6 -Pals 1 Complex”“ Nat Struct Mol Biol 11(11), 1122-1127

[Pigazzi, 2011] Pigazzi M, Masetti R, Bresolin S, Beghin A, Di Meglio A, Gelain S, Trentin L, Baron E, Giordan M,
Zangrando A, Buldini B, Leszl A, Putti MC, Rizzari C, Locatelli F, Pession A, Te Kronnie G, Basso G. (2011) : ,,MLL
partner genes drive distinct gene expression profiles and genomic alterations in pediatric acute myeloid leu-
kemia: an AIEOP study” Leukemia 25(3), 560-563

[Pokutta, 2002] Pokutta S, Drees F, Takai Y, Nelson WJ, Weis WI. (2002) : , Biochemical and Structural Defini-
tion of the I-Afadin and Actin-binding Sites of a-catenin“ J Biol Chem 277(21), 18868-18874

[Sakamoto, 2008] Sakamoto Y, Ogita H, Komura H, Takai Y. (2008) : , Involvement of Nectin in Inactivation of
Integrin alpha(v)beta(3) after the establishment of cell-cell adhesion” ) Biol Chem 283(1), 496-505

207



Anhang

[Saksela, 2012] K. Saksela, P.Permi (2012) : ,,SH3 domain ligand binding: What's the consensus and where's
the specificity?“ FEBS Lett 586(17), 2609-2614

[Sato, 2006] Sato T, Fujita N, Yamada A, Ooshio T, Okamoto R, Irie K, Takai Y. (2006) : , Regulation of the as-
sembly and adhesion activity of E-cadherin by nectin and afadin for the formation of adherens junctions in
Madin-Darby canine kidnex cells.” J Biol Chem 281(8), 5288-5299

[Schwamborn, 2004] Jens C. Schwamborn, Andreas W. Plschel (2004) : ,The sequential activity of the GTPa-
ses Rap1B and Cdc42 determines neuronal polarity” Nat Neurosci 7(9), 923-929

[Sever, 2015] Richard Sever, Joan S. Brugge (2015) : ,Signal Transduction in Cancer” Cold Spring Harb Perspect
Med 5(4), a006098

[Severson, 2009] Severson EA, Lee WY, Capaldo CT, Nusrat A, Parkos CA. (2009) : ,,Junctional Adhesion
Molecule A Interacts with Afadin and PDZ-GEF2 to Activate Rap1A, Regulate 31 Integrin Levels and Enhance
Cell Migration“ Mol Biol Cell 20(7), 1916-1925

[Shaw, 2009] Andrey S. Shaw, Erin L. Filbert (2009) : ,Scaffold proteins and immune-cell signalling” Nat Rev
Immunol 9(1), 47-56

[Shin, 2006] Kunyoo Shin, Vanessa C.Fogg, Ben Margolis (2006) : , Tight Junctions and Cell Polarity” Annu Rev
Cell Dev Biol 22, 207-235

[Sporner, 2014] Rosnizeck IC, Filchtinski D, Lopes RP, Kieninger B, Herrmann C, Kalbitzer HR, Spoerner M.
(2014) : ,,Elucidating the mode of action of a typical Ras state 1(T) inhibitor” Biochemistry 53(24), 3867-78

[Steiner, 2001] Guido Steiner Dissertation (2001) : ,,NMR-Untersuchungen zur Struktur und Dynamik kleiner
GTPasen und ihrer Effektoren“ NWF Ill Regensburg

[Steiner, 2000] Steiner G, Kremer W, Linnemann T, Herrmann C, Geyer M, Kalbitzer HR. (2000) : ,Sequence-
specific resonance assignment of the Ras-binding domain of AF6“ J Biomol NMR 18(1), 73-74

[Su, 2003] Su L, Hattori M, Moriyama M, Murata N, Harazaki M, Kaibuchi K, Minato N. (2003) : ,AF-6 Controls
Integrin-mediated Cell Adhesion by Regulating Rap1 Activation through the Specific Recruitment of Rap1GTP
and SPA-1“ ) Biol Chem 278(17), 15232-15238

[Takagi, 2002] Takagi J, Petre BM, Walz T, Springer TA. (2002) : ,,Global Conformational Rearrangements in
Integrin Extracellular Domains in Outside-In and Inside-Out Signaling” Cell 110(5), 599-611

[Takai, 2001] Yoshimi Takai, Takuya Sasaki, Takashi Matozaki (2001) : ,,Small GTP-Binding Proteins” Physiol Rev
81(1), 153-208

[Takai, 2003] Yoshimi Takai, Hiroyuki Nakanishi (2003) : ,,Nectin and afadin: novel organizers of intercellular
junctions” ) Cell Sci 116(1), 17-27

[Takai, 2007] Jun Miyoshi, Yoshimi Takai (2007) : ,,Structural and functional associations of apical junctions
with cytoskeleton” Biochim Biophys Acta 1778(3), 670-91

[Tanaka-Okamoto, 2011] Tanaka-Okamoto M, Hori K, Ishizaki H, Itoh Y, Onishi S, Yonemura S, Takai Y, Miyoshi
J. (2011) : , Involvement of afadin in barrier function and homeostasis of mouse intestinal epithelia“ J Cell Sci

124(13), 2231-2240

[Tanos, 2008] B.Tanos, E.Rodriguez-Boulan (2008) : , The epithelial polarity program: machineries involved
and their hijacking by cancer” Oncogene 27(55), 6939-6957

208



Anhang

[Tawa, 2010] Tawa H, Rikitake Y, Takahashi M, Amano H, Miyata M, Satomi-Kobayashi S, Kinugasa M,
Nagamatsu Y, Majima T, Ogita H, Miyoshi J, Hirata K, Takai Y. (2010) : ,,Role of Afadin in Vascular Endothelial
Growth Factor-and Sphingosine 1-Phosphate- Induced Angiogenisis” Circ Res 106(11), 1731-1742

[Thornton, 1999] Salem GM, Hutchinson EG, Orengo CA, Thornton JM. (1999) : , Correlation of Observed Fold
Frequency with Occurence of Local Structural Motifs“ ) Mol Biol 287(5), 969-981

[Tsukita, 2014] Sachiko Tsukita, Atsushi Tamura (2014) : , Paracellular barrier and channel functions of TJ clau-
dins in organizing biological systems: Advances in the field of barriology revealed in knockout mice” Semin
Cell Dev Biol 36, 177-185

[Van Itallie, 2013] Van Itallie CM, Aponte A, Tietgens AJ, Gucek M, Fredriksson K, Anderson JM. (2013) : , The N
and C Termini of ZO-1 Are Surrounded by Distinct Proteins and Functional Protein Networks" J Biol Chem
288(19), 13775-13788

[Vaynberg, 2005] Vaynberg J, Fukuda T, Chen K, Vinogradova O, Velyvis A, Tu Y, Ng L, Wu C, Qin J. (2005) :
,Structure of an Ultraweak Protein-Protein Complex and its Crucial Role in Regulation of Cell Morphology
and Motility” Mol Cell 17(4), 513-523

[Vaynberg, 2006] Julia Vaynberg, Jun Qin (2006) : ,Weak protein-protein interactions as probed by NMR
spectroskopy” Trends Biotechnol 24(1), 22-27

[Vetter, 2011] Alfred Wittinghofer, Ingrid R.Vetter (2011) : , Structure-Function Relationship of the G Domain,
a Canonical Switch Motif“ Annu Rev Biochem 80, 943-971

[Vetter, 2014] Ingrid R.Vetter : , The Structure of the G Domain of the Ras Superfamily” Chapter 2 ISBN: 978-3-
7091-1805-4

[Vogelstein, 2013] Bert Vogelstein et al. (2013) : ,,Cancer Genome Landscapes” Science 339(6127), 1546-1558

[Wickstrém, 2011] Sara A. Wickstrom, Reinhard Fassler (2011) : ,,Regulation of membrane traffic by integrin
signaling” Trends Cell Biol 21(5), 266-273

[Winder, 2009] Winder T, Mindlein A, Rhomberg S, Dirschmid K, Hartmann BL, Knauer M, Drexel H, WenzI E,
De Vries A, Lang A. (2009) : , Different types of K-Ras mutations are conversely associated with overall survi-
val in patients with colorectal cancer” Oncol Rep 21(5), 1283-1287

[Wissmueller, 2011] Wissmueller S, Font J, Liew CW, Cram E, Schroeder T, Turner J, Crossley M, Mackay JP,
Matthews JM. (2011) : , Protein-protein interactions: Analysis of a false positive GST pulldown result” Pro-
teins 79(8), 2365-2371

[Wittchen, 1999] Erika S. Wittchen, Julie Haskins, Bruce R.Stevenson (1999) : , Protein interactions at the Tight
Junction. Actin has multiple binding partners, and ZO1 forms independent complexes with ZO2 and Z0O3“ J
Biol Chem 274(49), 35179-35185

[Wittinghofer, 2001] Alfred Wittinghofer, Ingrid R.Vetter (2001) : , The Guanine Nucleotide-Binding Switch in
Three Dimensions” Science 294(5545), 1299-1304

[Yamamoto, 1997] Yamamoto T, Harada N, Kano K, Taya S, Canaani E, Matsuura Y, Mizoguchi A, Ide C, Kaibuchi
K. (1997) : ,, The Ras Target AF-6 Interacts with ZO-1 and Serves as a Peripheral Component of Tight Junctions
in Epithelial Cells“ J Cell Biol 139(3), 785-795

[Yamamoto, 1999] Yamamoto T, Harada N, Kawano Y, Taya S, Kaibuchi K. (1999) : ,,In Vivo Interaction of AF-6
with Activated Ras and ZO-1“ Biochem Biophys Res Commun 259(1), 103-107

209



Anhang

[Ye, 2013] Fei Ye, Mingije Zhang (2013) : , Structures and target recognition of PDZ domains: recurring themes
and emerging pictures” Biochem J 455(1), 1-14

[Yeatman, 2004] Timothy J. Yeatman (2004) : ,,A Renaissance For SRC” Nat Rev Cancer 4(6), 470-480
[Zemljic-Harpf, 2014] Zemljic-Harpf AE, Godoy JC, Platoshyn O, Asfaw EK, Busija AR, Domenighetti AA, Ross RS.
(2014) : ,Vinculin directly binds zonula occludens 1 and is essential for stabilizing connexin 43 containing gap

junctions in cardiac myocytes” J Cell Sci 127(5), 1104-1116

[Zhang, 2014] Zhang H, Chang YC, Brennan ML, Wu J. (2014) : , The structure of Rap1 in complex with RIAM
reveals specificity determinants and recruitment mechanismn“ ) Moll Cell Biol 6(2), 128-139

[Zhu, 2011] Zhu J, Shang Y, Xia C, Wang W, Wen W, Zhang M. (2011] : ,Guanylate kinase domains of the
MAGUK family scaffold proteins as specific phospho-protein-binding modules” EMBO J 30(24), 4986-4997

[Zimmermann, 2006] Pascale Zimmermann (2006) : ,, The prevalence and significance of PDZ domain-phos-
phoinositide interactions” Biochim Biophys Acta 1761(8), 947-956

Die Abkiirzungen der Journale nach dem Titel, erfolgte mittels Pubmed Nomenklatur.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)

210



Anhang

Chemische Verschiebungen

Tabelle der neu prozessierten TROSY-Messungen [Steiner, 2001]:

15N-AF6(1-141) mit *“N-Rap1A[GppNHp] und *N-H-Ras[GppNHp]

AF6 (1-141) AF6 (1-141) mit Rap1A AF6 (1-141) mit H-Ras
N HN N HN N HN
Aminoséure [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
M1
s2 117,902 8,29291
A3 127,086 8,42692 127,066 8,43973
G4 108,758 8,42523 108,758 8,42623 108,759 8,42673
G5 109,721 8,30879 109,731 8,3081 109,733 8,30691
R6 122,328 8,44211 122,328 8,44311 122,34 8,43686
D7 120,15 8,35604 120,13 8,35197 120,162 8,35248
E8 121,034 8,10458 121,044 8,1022 121,045 8,10102
E9 120,763 8,07252 120,813 8,06676 120,764 8,06727
R10 121,696 8,42861 121,636 8,42454 121,697 8,42336
R11 119,508 7,95438 119,478 7,95032 119,479 7,94744
K12 120,01 7,91557 120,01 7,91488 120,031 7,90863
113 121,485 7,87 121,475 7,87437 121,456 7,86812
Al4 121,897 8,7712 121,877 8,7722 121,908 8,77101
D15 119,327 7,84468 119,297 7,83387 119,328 7,83775
116 123,101 7,81937 123,091 7,81699 123,102 7,81412
117 124,025 8,39992 124,075 8,40598 124,066 8,40648
H18 120,732 8,66488 120,632 8,6625 120,603 8,66975
H19 118,384 8,11808 118,263 8,12246 118,325 8,12127
W20 124,236 8,52987 124,266 8,5258
N21 117,049 9,11379 117,009 9,0996
A22 120,863 7,36202 120,904 7,36689
N23 117,591 7,42952
R24 118,976 7,10718 118,976 7,13856
125 119,428 8,24466 119,418 8,25072 119,63 8,24953
D26 122,328 8,2109 122,479 8,21865 122,621 8,22759
127
F28
E29
130
s31 125,56 9,12392
Q32 114,861 7,87506 114,901 7,87606 114,842 7,88669
P33
T34 113,927 8,97372 113,957 8,9629 113,988 8,96341
E35 120,923 9,3315 120,983 9,32406 120,864 9,30937
D36 116,065 7,64385 115,995 7,63979 116,046 7,64029
137 114,69 8,13496 114,77 8,13089 114,721 8,12802
E38 119,608 7,36033 119,719 7,36808 119,65 7,36183
F39 119,297 7,89363 119,277 7,898 119,278 7,89681
H40 115,443 8,4303 115,282 8,43129 115,344 8,44699
G41 106,871 8,56362 106,861 8,56631 106,852 8,56512
V42 124,697 8,96528 124,637 8,96459
M43 127,508 8,86908
R44 123,222 8,54168 123,272 8,54099
F45 123,302 8,83871 123,322 8,83633
Y46 121,746 8,84039 121,736 8,83802
F47 122,298 9,0446 122,328 9,05066
Q48 128,552 8,54168 128,501 8,53593
D49 126,785 8,09783 126,765 8,09208
K50 123,784 8,46405 123,814 8,45998
A51 122,951 8,24972 122,941 8,24228
A52 120,251 7,84131 120,261 7,85074
G53 107,834 8,02526 107,844 8,02795 107,866 8,02845
N54 118,133 7,83118 118,143 7,83387
F55 120,06 8,45224 120,12 8,44648
A56 126,594 8,69019 126,554 8,68444
T57 111,357 8,43198 111,357 8,42623
K58 122,379 8,62775 122,379 8,622
59 121,535 8,61088 121,525 8,60512
160 117,38 8,49105 117,37 8,4853
R61 124,878 8,62606 124,878 8,62875
V62 130,8 8,82521 130,8 8,83295
563 118,976 7,924 118,956 7,93006 118,997 7,95588
S64 122,379 8,91465 122,499 8,9089 122,52 8,92121
T65 109,912 7,65398 109,902 7,64485 109,973 7,64873
A66 127,016 7,29114 127,016 7,2972 126,997 7,29432
T67 113,596 8,87584 113,556 8,88696
T68 119,648 8,7577 119,668 8,75195 119,81 8,76089
Q69
D70 120,331 7,42952 120,281 7,4339 120,151 7,43777
V71 121,174 8,24803 121,144 8,24397 121,195 8,20734
172 121,184 8,63113 121,174 8,62537 121,326 8,60563
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AF6 (1-141) AF6 (1-141) mit Rap1A AF6 (1-141) mit H-Ras
N HN N HN N HN
Aminoséure [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
E73 118,133 7,83118 118,143 7,83387
T74 116,958 7,69111 116,968 7,69548 116,899 7,72467
L75 121,997 8,45392 121,997 8,4448
A76 122,178 8,76276 122,148 8,76039
E77 115,774 7,07512 115,784 7,07612
K78 117,611 7,65904 117,631 7,65835
F79 116,547 8,12821 116,557 8,12583
R80 121,234 7,48859 121,274 7,48284
P81
D82 117,601 8,14509 117,621 8,14271
M83 120,12 7,90038 120,09 7,9115
R84 121,435 8,2666 121,405 8,26591
M85 120,08 8,24634 120,07 8,2524
186 123,011 8,1569 122,941 8,15114
587 115,413 7,95944 115,332 7,95032 115,313 7,94576
588 117,932 8,44549 117,982 8,43636 117,973 8,44024
P89
K90 122,921 7,73499 123,001 7,74442 123,012 7,73986
Y91 123,412 8,37292 123,402 8,36548 123,524 8,34066
592 116,246 9,00072 116,226 8,99497 116,277 8,94147
193 126,323 9,40576 126,333 9,40338
Y94 125,059 9,56439 125,018 9,56877
E95 120 9,04122 119,95 9,03716 119,77 9,00728
V96 126,253 9,14417 126,203 9,13842
H97 125,882 8,51299 125,601 8,51061
V98
599 110,705 7,6101 110,715 7,60435 110,726 7,59979
G100 110,484 7,34852 110,484 7,33939 110,465 7,33652
E101 117,42 8,41511 117,42 8,41442 117,451 8,40142
R102 122,509 8,96359 122,499 8,95446
R103 130,378 8,82183 130,338 8,82452 130,339 8,82671
1104 131,713 8,99059 131,693 8,98315 131,755 8,98872
D105 123,242 9,63359 123,202 9,62783 123,183 9,6199
1106 119,709 8,54843 119,628 8,54605 119,459 8,53137
D107 116,978 8,31047 116,918 8,3081
E108 120,12 7,31645 120,11 7,30563 120,131 7,30951
K109 121,134 8,58725 121,124 8,58149
P110
1111 116,808 8,78301 116,808 8,78064 116,829 8,77776
V112 118,564 6,8321 118,564 6,82803
V113 121,586 7,75693 121,586 7,74611 121,597 7,75843
Q114 117,591 7,37214 117,561 7,37652 117,662 7,37533
1115 120,401 7,80587 120,301 7,80011 120,172 7,77868
N116
w117 124,005 7,72655 123,965 7,71742 123,956 7,71117
N118
K119
D120
D121
R122
E123
G124 108,657 7,1865
R125 116,707 7,92063 116,768 7,91656 116,869 7,88669
F126 120,572 9,07835
V127 124,065 9,31969 124,105 9,30887
1128 131,643 9,51208 131,633 9,50632
K129 124,396 9,26906 124,386 9,2633
N130 120,502 8,89946 120,482 8,88865 120,503 8,90434
E131 126,032 8,86402 125,992 8,85658 125,973 8,85033
N132 118,715 8,07252 118,795 8,07014 118,796 8,06727
D133 121,254 8,00332 121,375 8,03976 121,346 8,02676
A134 124,286 7,8835 124,306 7,88618 124,277 7,90525
1135 trans 122,559 8,01345 122,519 8,00263 122,52 8,00651
1135 cis 119,658 7,67592 119,598 7,66342 119,599 7,66223
P136
A137 125,159 8,2666 125,159 8,26253 125,16 8,25966
K138 121,646 8,19571 121,646 8,19334 121,647 8,19215
K139 124,296 8,28685 124,306 8,28953 124,287 8,28666
A140 127,267 8,33073 127,277 8,32835 127,268 8,32885
Q141 125,089 7,83962 125,079 7,83556 125,08 7,83437

212



Anhang

Zweite Konformationen der neu prozessierten TROSY-Messungen:

AF6 (1-141) AF6 (1-141) mit Rap1A AF6 (1-141) mit H-Ras
N HN N HN N HN
Position [ppm] [ppm] Position [ppm] [ppm] Position [ppm] [ppm]
18,2 120,14 8,65644 13,2 121,264 7,89125 18,2 120,202 8,64782
55,2 119,899 8,49611 18,2 120,331 8,65744 40,3 115,333 8,46049
60,2 117,641 8,55518 20,2 124,286 8,65744 41,2 106,842 8,60056
80,2 120,993 7,45821 22,2 120,823 7,36301 63,2 119,027 7,96601
84,2 121,806 8,28685 22,3 120,813 7,35289 71,2 121,165 8,22253
93,2 126,363 9,37538 25,2 119,799 8,24228 74,2 116,899 7,70105
100,2 110,514 7,37214 32,2 115,031 7,91994 74,3 116,899 7,74155
104,2 131,693 8,96191 41,2 106,851 8,61187 88,3 117,893 8,44867
106,2 120,13 8,53999 42,2 124,336 8,85827 104,2 131,725 8,97522
112,2 118,434 6,7764 52,2 120,251 7,82712 105,2 123,163 9,59965
126,2 120,492 9,01422 53,2 108,527 8,0752 114,2 117,662 7,35508
135 cis 2 119,648 7,66411 54,2 118,163 7,92331 117,2 123,936 7,72636
135 trans 2 122,549 8,00501 61,2 124,868 8,61862 117,3 123,936 7,6943
141,2 125,089 7,84975 62,2 130,78 8,81608 133,2 121,376 8,03858
63,2 118,926 7,95369 135,trans 2 122,52 7,99807
71,2 120,963 8,18152 135 cis 2 119,599 7,65042
73,2 118,163 7,92331 141,2 125,08 7,8445
80,2 120,853 7,44065
84,2 121,796 8,27772
85,2 119,769 8,21021
88,3 117,982 8,4448
88,4 118,283 8,44142
91,2 123,402 8,29459
92,2 116,196 8,93084
93,2 126,333 9,38313
93,3 126,303 9,30212
93,4 126,313 9,28693
94,2 124,908 9,63459
101,2 117,551 8,41442
104,2 131,663 8,97134
106,2 119,99 8,54774
114,2 117,581 7,36301
115,2 119,95 7,79843
131,2 125,852 8,81101
133,2 121,264 8,00601
134,2 124,316 7,92331
135 trans 2 122,519 8,00938
135 cis 2 119,588 7,65498
141,2 125,079 7,84568
Tabelle >N-AF6 mit *N-Rap1A[GTP] Titration :
AF6 AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP]
[200uM] [20014M/100pM] [2001M/200uM] [2001M/400uM] [200:M/800uM]
N HN N HN N HN N HN N HN
As [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
M1
S2 117,294 8,34278 117,286 8,34367 117,273 8,34695 117,281 8,34787 117,309 8,34306
A3 126,455 8,54813 126,447 8,54902 126,448 8,54791 126,456 8,55029 126,45 8,54988
G4 108,221 8,5188 108,214 8,51969 108,214 8,52004 108,208 8,52095 108,216 8,52348
G5 109,233 8,37798 109,232 8,37741 109,24 8,37776 109,241 8,37867 109,242 8,37826
R6 121,84 8,51146 121,833 8,51089 121,84 8,51124 121,827 8,51215 121,842 8,51174
D7 119,659 8,43079 119,652 8,43021 119,652 8,4291 119,626 8,42707 119,641 8,42814
E8 120,589 8,16823 120,588 8,16912 120,609 8,168 120,624 8,16745 120,666 8,16851
E9 120,199 8,15209 120,199 8,15152 120,22 8,14893 120,275 8,14691 120,27 8,15091
R10 121,231 8,49826 121,21 8,49769 121,204 8,49657 121,13 8,49455 121,117 8,49121
R11 118,955 8,03914 118,948 8,03857 118,955 8,03599 118,894 8,00903 118,868 8,00129
K12 119,543 8,00688 119,563 7,9975 119,543 8,00518 119,544 8,0061 119,586 8,01449
L13 121,047 7,93793 121,04 7,93736 121,04 7,93624 121,041 7,94302 121,117 7,94262
Al4 121,389 8,86497 121,402 8,86439 121,409 8,86328 121,403 8,87006 121,391 8,86965
D15 118,804 7,90566 118,804 7,90509 118,804 7,90544 118,737 7,89755 118,67 7,90301
116 122,674 7,88806 122,667 7,88602 122,674 7,88637 122,627 7,87995 122,642 7,86928
117 123,46 8,48653 123,467 8,48595 123,447 8,48483 123,509 8,48428
H18 119,953 8,74615 119,953 8,74558 119,953 8,743 119,913 8,74097
H19 117,608 8,21223 117,628 8,21165 117,622 8,2076
W20 123,754 8,5804 123,754 8,5813 123,747 8,57724
N21 116,295 9,17887 116,384 9,17683
A22 120,254 7,44948
N23 117,198 7,49789
R24 118,422 7,23973
L25 118,832 8,33251 118,804 8,33487 118,825 8,33228
D26 121,867 8,27237 121,853 8,27033 121,874 8,27801 121,957 8,28039 121,965 8,28439
L27
F28
E29

213



Anhang

AF6 AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP]
[200uM] [200uM/100puM] [200uM/200puM] [200uM/400uM] [200uM/800puM]
N HN N HN N HN N HN N HN
AS [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
130
S31 125,06 9,18767 125,012 9,18709
Q32 114,306 7,9614 114,312 7,96083 114,299 7,96118 114,334 7,97383 114,294 | 7,97342
P33
T34 113,369 9,00432 113,376 9,00667 113,424 8,99529
E35 120,445 9,40036 120,438 9,40858 120,425 9,4016
D36 115,523 7,72084 115,522 7,71734 115,509 7,71769 115,489 7,7098 115,415 | 7,71086
137 114,21 8,21223 114,21 8,21312 114,21 8,21347 114,334 8,20852 114,342 | 8,21105
E38 119,31 7,44655 119,31 7,44597 119,31 7,44486
F39 118,757 7,96287 118,742 7,9667 118,736 7,96851 118,73 7,96942
H40 114,559 8,51 114,558 8,51382 114,579 8,5127 114,471 8,50188
G41 106,245 8,63321 106,238 8,63263 106,245 8,63298 106,226 8,62803
V42 124,144 9,08646 124,143 9,08882 124,199 9,0877
M43 127,022 8,96178
R44 122,804 8,64934 122,838 8,64877
F45 122,811 8,92511 122,817 8,92307 122,838 8,92195
Y46 121,177 8,89284 121,169 8,89666 121,156 8,89408
F47 121,703 9,12606 121,703 9,12695 121,676 9,12437
Q48 128,376 8,63614 128,375 8,63703 128,396 8,63298
D49 126,277 8,17263 126,277 8,17058 126,297 8,17093 126,244 8,16451
K50 123,098 8,51733
A51 122,455 8,32078 122,448 8,3202 122,455 8,31908 122,456 8,31413 122,45 8,30786
A52 119,7 7,9042 119,706 7,90509 119,7 7,90544 119,715 7,92542 119,695 | 7,92501
G53 107,312 8,10809 107,305 8,10604 107,312 8,10639
N54 117,615 7,88806 117,614 7,88895 117,622 7,88637
F55 119,358 8,554 119,358 8,55342 119,365 8,55524
A56 126,202 8,79896 126,201 8,79692 126,188 8,79727
157 110,723 8,52906 110,73 8,52702 110,73 8,53177
K58 121,635 8,67135 121,6 8,6649 121,621 8,67992
€59 120,917 8,64788 120,93 8,64583 120,931 8,64765
160 116,596 8,54667 116,589 8,54462 116,603 8,53911
R61 124,301 8,69482 124,301 8,69424 124,301 8,69606
V62 130,359 8,89284 130,344 8,8952 130,365 8,89995
S63 118,435 8,02301 118,442 8,0239 118,428 8,02719
S64 121,936 9,02192 121,922 9,02428 121,915 9,01729 121,861 9,00354
T65 109,329 7,72964 109,328 7,72907 109,335 7,73089 109,377 7,7274 109,365 | 7,73139
A66 126,496 7,38054 126,488 7,38143 126,489 7,38178 126,524 7,3959 126,525 | 7,40723
T67 113,034 8,94418 113,041 8,94213 113,014 8,94835 112,871 8,95073 112,858 | 8,96206
T68 119,119 8,83123 119,112 8,83212 119,119 8,82807
Q69
D70 119,775 7,49642 119,768 7,49731 119,748 7,49473 119,742 7,50884 119,723 | 7,52164
V71 120,609 8,31197 120,609 8,31287 120,602 8,30882 120,562 8,30093 120,557 | 8,30346
172 120,596 8,70362 120,588 8,70304 120,596 8,70339 120,583 8,6999 120,543 8,7083
E73 117,615 7,88806 117,614 7,88895 117,622 7,88637
T74 116,596 7,76632 116,589 7,76721 116,576 7,76902 116,576 7,76847 116,564 | 7,77687
L75 121,437 8,54373 121,436 8,54316 121,457 8,54497
A76 121,676 8,85763 121,662 8,85706 121,662 8,86621 121,629 8,87739
E77 115,092 7,10184 115,085 7,0998 115,106 7,10309
K78 117,047 7,70471 117,074 7,70413
F79 115,837 8,22543 115,83 8,22339 115,871 8,24134
RS0 120,609 7,54042 120,588 7,54132 120,63 7,53727
P81
D82 117,082 8,23277 117,054 8,23952 117,157 8,24868
M83 119,604 7,96287 119,597 7,96229 119,611 7,96264 119,619 7,98409
R84 121,067 8,36038 121,067 8,35834 121,054 8,35869 121,116 8,37134 121,008 | 835773
M85 119,707 8,35451 119,706 8,3554 119,693 8,35575
186 122,517 8,2489 122,509 8,24833 122,524 8,24721 122,456 8,25546 122,43 8,27265
587 114,901 8,03768 114,893 8,0371 114,866 8,03599 114,792 8,02076 114,786 | 8,02476
588 117,663 8,42785 117,676 8,43021 117,669 8,43203 117,636 8,43294 117,658 | 8,43547
P89
K90 122,428 7,80005 122,414 7,80828
Y91 122,886 8,45866 122,879 8,45955 122,893 8,4599 122,914 8,46081 122,874 | 8,44574
592 115,742 9,09233 115,741 9,09468 115,748 9,09063 115,64 9,08714
193 125,723 9,51037 125,73 9,5142 125,709 9,50721
Y94 124,465 9,63798 124,451 9,63741 124,424 9,63629 124,446 9,64747
E95 119,16 9,09819 119,139 9,09908 119,153 9,1009
V96 125,491 9,20674 125,483 9,2091 125,511 9,20505
H97 124,985 8,59654 124,971 8,59596 124,944 8,59191
V98
599 110,197 7,69444 110,19 7,6924 110,183 7,69128 110,164 7,68339 110,151 | 7,67712
G100 109,971 7,41574 109,964 7,4137 109,971 7,41259 109,986 7,4091 109,994 | 7,40723
E101 116,897 8,51586 116,896 8,51529 116,945 8,51857 116,959 8,52242 116,988 | 8,51908
R102 122,305 9,01898 122,318 9,02281 122,284 9,01876
R103 129,928 8,91484 129,921 8,91426 129,907 8,91168 129,874 8,92139
1104 131,24 9,08352 131,247 9,08002 131,22 9,07156 131,193 9,06661 131,16 9,053
D105 122,633 9,70106 122,619 9,70195 122,612 9,6979 122,6 9,70908 122,601 | 9,70574
1106 119,187 8,63027 119,166 8,63117 119,16 8,62858 119,051 8,62803 119,114 | 8,62322
D107 116,459 8,38091 116,459 8,37741 116,432 8,38656 116,426 8,3772 116,455 | 8,38266
E108 119,584 7,38054 119,583 7,3785 119,584 7,37885 119,578 7,36656 119,552 | 7,36175

214



Anhang

AF6 AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP]
[200uM] [200uM/100puM] [200uM/200puM] [200uM/400uM] [200uM/800puM]
N HN N HN N HN N HN N HN
AS [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
K109 120,719 8,40878 120,711 8,40821 120,712 8,40856 120,713 8,40947 120,714 8,412
P110
1111 116,186 8,86203 116,179 8,85706 116,083 8,83394
V112 118,114 6,89355 118,113 6,89151 118,1 6,8948
V113 120,979 7,82939 120,978 7,82881 120,985 7,82476 121,048 7,82714 121,063 | 7,83114
Q114 117,02 7,42895 117,013 7,42984 117,054 7,42139
L1115 119,762 7,88219 119,761 7,88162 119,727 7,8805 119,762 7,87702 119,709 | 7,86634
N116
w117 123,44 7,76192 123,446 7,76574 123,447 7,76609
N118 125,217 8,12715
K119
D120
D121
R122
E123
G124 107,831 7,24266
R125 116,124 7,979 116,124 7,9755 116,083 7,97585
F126 119,953 9,1334 119,946 9,14015
V127 123,515 9,38716 123,521 9,38951 123,549 9,38546 123,523 9,36438 123,551 9,3669
1128 131,131 9,58811 131,137 9,59047 131,117 9,57175
K129 123,925 9,36222
N130 119,96 9,00432 119,959 9,00227 119,898 8,99969 119,872 8,98887
E131 125,532 8,95151 125,524 8,9524 125,443 8,94102 125,355 8,90233 125,363 | 8,92099
N132 118,169 8,13155 118,175 8,13098 118,175 8,1284 118,217 8,11757 118,28 8,11864
D133 120,76 8,08462 120,752 8,08404 120,76 8,08292 120,884 8,11171 120,898 8,1157
A134 123,768 7,9658 123,767 7,96523 123,775 7,96558 123,789 7,96796 123,797 | 7,97342
1135 trans 122,182 8,11542 122,168 8,11484 122,161 8,11373 122,128 8,11317 122,122 | 8,11277
1135 cis 119,208 7,76045 119,187 7,75841 119,187 7,75436 119,092 7,7538 119,121 | 7,75486
P136
A137 124,705 8,37211 124,697 8,37007 124,704 8,36896 124,699 8,3684 124,7 8,36946
K138 121,204 8,29584 121,204 8,29526 121,197 8,29561 121,198 8,29653 121,199 | 8,29759
K139 123,816 8,38091 123,822 8,38327 123,829 8,38069 123,823 8,38307 123,797 | 8,37973
A140 126,776 8,42345 126,769 8,42288 126,776 8,42176 126,77 8,42267 126,764 8,4208
Q141 124,643 7,94967 124,636 7,94909 124,636 7,94798 124,637 7,94889 124,638 | 7,94995

215



Anhang

Tabelle *>N-AF6 mit 1*“N-Rap1A[GTP] Titration, zweite Konformationen:

AF6 AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP] AF6 mit Rap1A[GTP]
[200uM] [2001uM/100puM] [2001uM/200puM] [200uM/400pM] [200M/800puM]
N HN N HN N HN N HN N HN
Position | [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
71,2 120,58 | 8,2650 71,2 120,58 | 8,2644 13,2 120,79 | 7,9553 13,2 120,79 | 7,9606 13,2 120,81 | 7,9675
134,2 123,79 | 8,0098 134,2 123,79 | 8,0092 34,2 113,41 | 9,0084 37,2 114,27 | 8,2055 37,2 114,30 | 8,2037
34,2 113,43 | 8,9806 37,2 114,40 | 8,2143 37,2 114,41 | 8,2154
71,2 120,60 | 8,2692 49,2 126,26 | 8,1938 66,3 126,53 | 7,3866
76,2 121,68 | 8,8559 49,2 126,22 | 8,1410 66,3 126,51 | 7,4306
76,2 121,64 | 88779 64,2 121,87 | 9,0152 71,2 120,59 | 8,2667
79,2 115,89 | 8,2252 64,2 121,85 | 8,9932 91,2 122,95 | 8,3973
79,2 115,85 | 8,2604 66,2 126,51 | 7,3856 101,2 117,05 | 8,5161
82,2 117,12 | 8,2310 66,2 126,53 | 7,4061 101,2 116,89 | 8,5146
82,2 117,19 | 8,2662 71,2 120,55 | 8,2671 104,2 131,16 | 9,0735
91,2 122,94 | 8,3953 84,2 121,02 | 8,3625 104,2 131,16 | 9,0368
101,2 116,90 | 8,5156 84,2 121,21 | 8,3845 105,2 122,54 | 9,7101
101,2 117,00 | 8,5200 88,2 117,95 | 8,4285 105,2 122,64 | 9,6984
104,2 131,25 | 9,0862 91,2 122,94 | 8,3962 131,2 125,37 | 8,9327
104,2 131,20 | 9,0613 99,2 110,19 | 7,6907 131,2 12535 | 89121
111,2 116,18 | 8,8632 99,2 110,14 | 7,6731 134,2 123,80 | 8,0115
111,2 11596 | 8,8119 101,2 116,89 | 8,5180
131,2 12552 | 8,9512 101,2 117,03 | 8,5209
131,2 125,37 | 8,9248 103,2 129,88 | 8,9111
134,2 123,81 | 8,0066 103,2 129,87 | 8,9316
104,2 131,21 | 9,0798
104,2 131,18 | 9,0534
113,2 121,04 | 7,8403
113,2 121,04 | 7,8154
131,2 12538 | 8,9243
131,2 125,33 | 8,8759
134,2 123,81 | 8,0105
Tabelle >N-AF6 mit !*N-Rap1A[GDP] Titration :
AF6 AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP]
[200uM] [20014M/100uM] [2001M/200uM] [2001M/400uM] [2001M/500uM]
N HN N HN N HN N N HN
AS [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
M1
s2 117,292 8,34534 117,286 8,34752 117,266 8,34952 117,3 8,34839 117,308 | 8,35402
A3 126,446 8,5463 126,454 8,54848 126,447 8,55048 126,441 8,54935 126,442 | 8,55057
G4 108,226 8,51843 108,227 8,51914 108,221 8,52114 108,221 8,52148 108,215 | 8,52124
G5 109,231 8,37614 109,232 8,37832 109,232 8,38033 109,233 8,3792 109,234 | 8,38042
R6 121,838 8,50963 121,832 8,51034 121,833 8,51087 121,833 8,51121 121,834 | 8,51097
D7 119,657 8,42895 119,658 8,43113 119,659 38,4302 119,652 8,43054 119,653 | 8,43323
E8 120,594 8,16639 120,595 8,1671 120,602 8,16764 120,602 8,16798 120,624 8,1692
E9 120,204 8,15025 120,198 8,15097 120,199 8,1515 120,199 8,15037 120,207 | 8,15306
R10 121,223 8,49642 121,23 8,49714 121,217 8,49767 121,197 8,50095 121,205 8,5007
R11 118,939 8,03731 118,947 8,03802 118,941 8,03856 118,948 8,03596 118,949 | 8,03865
K12 119,541 8,00651 119,542 8,00282 119,535 8,00775 119,502 8,00663 119,516 | 8,00932
113 121,045 7,93756 121,046 7,93828 121,046 7,93881 121,012 7,93622 121,027 | 7,93744
Al4 121,387 8,86313 121,381 8,86384 121,381 8,86585 121,388 8,86618 121,383 | 8,86594
D15 118,809 7,90529 118,803 7,90454 118,79 7,90654 118,79 7,90541 118,771 | 7,90517
116 122,672 7,88769 122,666 7,88694 122,653 7,88601 122,66 7,88488 122,634 | 7,88464
117 123,445 8,48322 123,466 8,4854 123,473 8,48741 123,494 8,48628 123,482 | 8,48017
H18 119,965 8,74432 119,959 8,74503 119,953 8,74557 119,96 8,74884 119,947 | 8,74566
H19 117,606 8,21039 117,607 8,21111 117,614 8,20871 117,608 8,20318 117,636 8,2088
W20 123,759 8,58003 123,739 8,57781 123,767 8,58568 123,768 8,58015 123,748 | 8,57698
N21 116,3 9,17556 116,356 9,16748 116,302 9,17241
A22 120,245 7,44911
N23 117,196 7,51512
R24 118,338 7,22469
125 118,837 8,33214 118,79 8,33872 118,831 8,33486 118,845 8,33226 118,778 | 8,34082
D26 121,866 8,26907 121,9 8,27711 121,853 8,26885 121,894 8,26479 121,896 | 8,27188
127
F28
E29
130
s31 125,045 9,1917 125,038 9,17628 125,032 9,18415
Q32 114,304 7,96103 114,312 7,96175 114,319 7,96082 114,319 7,96555 114,321 | 7,96384
P33
T34 113,361 9,00541 113,395 9,00612 113,396 9,00813 113,424 9,0114 113,391 | 9,01262
E35 120,45 9,40292 120,43 9,40217 120,458 9,40417 120,424 9,40304 120,46 9,40867
D36 115,521 7,71901 115,522 7,72119 115,522 7,72026 115,502 7,72353 115,503 | 7,71302
137 114,202 8,21186 114,202 8,21404 114,21 8,21311 114,23 8,21491 114,259 8,2132
E38 119,315 7,44618 119,316 7,44982 119,296 7,44889 119,276 7,44776 119,243 | 7,44752
F39 118,755 7,96103 118,742 7,96321 118,742 7,96228 118,736 7,96555 118,717 | 7,96091
H40 114,564 8,51256 114,578 8,51474 114,558 8,51381 114,606 8,52001 114,621 | 8,52124

216




Anhang

AF6 AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP]
[200uM] [200uM/100puM] [200uM/200puM] [200uM/400uM] [200uM/500uM]
N HN N HN N HN N HN N HN
AS [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
G41 106,244 8,62844 106,244 8,63062 106,231 8,63262 106,225 8,62269 106,274 | 8,62685
V42 124,128 9,08315 124,143 9,08533 124,13 9,09027 124,144 9,06861 124,097 9,0889
M43
R44 122,795 8,64311 122,769 8,63795 122,803 8,63556 122,824 8,64323
F45 122,802 8,9218 122,789 8,91518 122,803 8,92599 122,817 8,93953
Y46 121,168 8,891 121,196 8,89025 121,21 8,89225 121,211 8,89259 121,212 | 8,89381
F47 121,695 9,12422 121,695 9,12347 121,71 9,12694 121,73 9,12875 121,725 | 9,11677
Q48 128,381 8,63431 128,382 8,63649 128,355 8,63556 128,335 8,63589 128,343 | 8,64885
D49 126,275 8,17226 126,276 8,17297 126,277 8,17644 126,263 8,17824 126,257 8,1824
K50 123,11 8,51989 123,104 8,51767
A51 122,447 8,32041 122,441 8,32112 122,441 8,32019 122,434 8,31906 122,436 | 8,32028
AS52 119,698 7,90236 119,699 7,90601 119,706 7,90654 119,707 7,90541 119,701 | 7,91251
G53 107,303 8,10625 107,311 8,10696 107,311 8,10896 107,305 8,11224 107,292 | 8,10906
N54 117,613 7,88623 117,621 7,89134 117,614 7,89334 117,594 7,88781 117,595 | 7,88904
F55 119,363 8,55363 119,35 8,55434 119,365 8,55488 119,426 8,55522 119,373 | 8,55791
A56 126,2 8,79712 126,201 8,79637 126,201 8,79251 126,202 8,80164 126,182 8,7882
157 110,728 8,52723 110,736 8,52794 110,723 8,52848 110,744 8,53321 110,697 | 8,53444
K58 121,606 8,67391 121,613 8,68196 121,614 8,66929
C59 120,922 8,64457 120,93 8,64382 120,923 8,64582 120,889 8,64323
160 116,588 8,54336 116,588 8,54261 116,561 8,54315 116,534 8,54642 116,529 | 8,54324
R61 124,306 8,69298 124,307 8,69662 124,273 8,70156 124,294 8,69457 124,227 | 8,69872
V62 130,336 8,89393 130,344 8,88878 130,344 8,89372 130,331 8,91312
563 118,433 8,02264 118,434 8,02335 118,435 8,02976 118,394 8,03009 118,416 | 8,02839
S64 121,927 9,02008 121,935 9,02079 121,922 9,0228 121,929 9,02607 121,957 | 9,02143
T65 109,327 7,72927 109,328 7,72852 109,328 7,73052 109,335 7,73086 109,343 | 7,73062
A66 126,494 7,38164 126,495 7,38235 126,502 7,38289 126,502 7,38616 126,531 | 7,38738
T67 113,032 8,94381 113,026 8,94452 113,013 8,94359 112,993 8,93659 113,035 | 8,93928
T68 119,11 8,83086 119,111 8,83011 119,118 8,83211 119,105 8,83391 119,134 | 8,83807
Q69
D70 119,78 7,49605 119,774 7,49823 119,775 7,49877 119,748 7,50204 119,776 | 7,50326
V71 120,614 8,31307 120,608 8,31232 120,602 8,31139 120,595 8,31026 120,59 8,31148
172 120,587 8,70178 120,588 8,70103 120,588 8,70303 120,582 8,6975 120,576 | 8,70459
E73 117,613 7,88623 117,621 7,89134 117,614 7,89334 117,594 7,88781 117,595 | 7,88904
T74 116,594 7,76595 116,588 7,76519 116,582 7,76719 116,589 7,76753 116,597 | 7,76289
L75 121,428 8,54336 121,422 8,54554 121,416 8,54461 121,423 8,55815 121,403 | 8,55791
A76 121,674 8,8558 121,675 8,85651 121,669 8,85705 121,662 8,85738 121,663 | 8,85861
E77 115,09 7,10147 115,084 7,10072 115,092 7,10419 115,085 7,10453 115,086 | 7,09988
K78 117,011 7,70581 117,005 7,70505 116,985 7,71146
F79 115,829 8,22506 115,823 8,22284 115,823 8,22338 115,837 8,22078 115,907 | 8,22934
RS0 120,601 7,54152 120,601 7,54517 120,623 7,54864 120,616 7,54311 120,604 | 7,54873
P81
D82 117,087 8,23093 117,074 8,23751 117,095 8,24245
M83 119,596 7,9625 119,596 7,96175 119,611 7,96375 119,625 7,97142 119,64 7,96678
R84 121,066 8,35854 121,059 8,35925 121,053 8,35979 121,047 8,3572 121,048 | 8,35255
M85 119,705 8,35414 119,699 8,35485 119,693 8,35392 119,686 8,3528 119,667 | 8,34962
186 122,515 8,24853 122,523 8,24924 122,523 8,24978 122,489 8,24425 122,511 | 8,24988
587 114,906 8,03731 114,9 8,03655 114,893 8,03562 114,894 8,03743 114,881 | 8,03719
588 117,668 8,42602 117,682 8,4238 117,662 8,42727 117,628 8,432 117,65 8,42589
P89
K90 122,453 7,79968 122,441 7,80333 122,455 7,8024 122,482 7,7998 122,449 | 7,80249
Y91 122,884 8,45829 122,885 8,459 122,885 8,45807 122,893 8,45694 122,88 8,45816
592 115,747 9,09049 115,754 9,09267 115,741 9,0888 115,755 9,09648 115,756 | 9,09037
193 125,721 9,51 125,715 9,50925 125,723 9,51272 125,73 9,51159 125,752 | 9,51721
Y94 124,457 9,63615 124,464 9,63979 124,451 9,6418 124,438 9,6348 124,439 | 9,64042
E95 119,165 9,09636 119,166 9,09707 119,132 9,0976 119,105 9,09794 119,188 9,0933
V96 125,509 9,2093 125,476 9,21295 125,483 9,21055 125,518 9,20942 125,451 | 9,21211
H97 124,963 8,59617 124,956 8,59688 124,991 8,60035 125,039 8,59482 125,006 | 8,59898
V98
599 110,188 7,69114 110,196 7,69332 110,19 7,69239 110,19 7,69126 110,177 | 7,69102
G100 109,97 7,41537 109,97 7,41462 109,971 7,41662 109,985 7,41549 109,986 | 7,41672
E101 116,895 8,51549 116,896 8,51474 116,896 8,51674 116,904 8,51708 116,912 8,5183
R102 122,303 9,01861 122,317 9,02373 122,277 9,014 122,27 9,0246 122,217 | 9,01996
R103 129,919 8,913 129,92 8,91371 129,921 8,91572 129,9 8,91606 129,895 | 8,91581
1104 131,252 9,08315 131,239 9,0824 131,254 9,08 131,24 9,07447 131,235 | 9,07863
D105 122,631 9,70069 122,625 9,69993 122,605 9,699 122,619 9,69787 122,62 9,70057
1106 119,179 8,62844 119,179 8,63062 119,18 8,63116 119,153 8,63002 119,154 | 8,62978
D107 116,444 8,37761 116,445 8,38126 116,425 8,37299 116,432 8,38066 116,406 | 8,37749
E108 119,575 7,3787 119,59 7,38088 119,583 7,37995 119,577 7,38029 119,592 | 7,38005
K109 120,71 8,40695 120,711 8,40766 120,711 8,40966 120,712 8,41 120,706 | 8,41123
P110
1111 116,184 8,85873 116,199 8,86384 116,172 8,86145 116,186 8,86178 116,214 | 8,87181
V112 118,105 6,89318 118,113 6,89243 118,1 6,89003 118,107 6,8933 118,122 | 6,88866
V113 120,984 7,82902 120,984 7,82973 120,985 7,82733 120,992 7,83061 121,014 | 7,83183
Q114 117,025 7,43004 117,026 7,43075 117,02 7,42836 117,006 7,43456 117,055 | 7,43139
1115 119,753 7,87889 119,754 7,88254 119,754 7,88161 119,748 7,87754 119,763 | 7,88024
N116
w117 123,431 7,76301 123,418 7,76079 123,446 7,76573 123,453 7,75286 123,42 7,75702
N118
K119
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Anhang

AF6 AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP]
[200uM] [200uM/100puM] [200uM/200puM] [200uM/400uM] [200uM/500uM]
N HN N HN N HN N HN N HN
AS [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
D120
D121
R122
E123
G124 107,871 7,25549 107,865 7,243
R125 116,116 7,97717 116,11 7,98081 116,11 7,97695 116,11 7,98462 116,112 | 7,98291
F126 119,958 9,12716 119,925 9,12787 119,918 9,12547 119,946 9,14341 119,947 | 9,15931
V127 123,52 9,38385 123,514 9,3875 123,508 9,3851 123,549 9,38544 123,502 | 9,38666
1128 131,136 9,58774 131,116 9,58552 131,117 9,59046 131,144 9,5864 131,118 | 9,57882
K129 123,862 9,36185 123,863 9,36256 123,87 9,3719
N130 119,951 9,00248 119,945 9,00319 119,959 9,00079 119,953 9,00553 119,968 | 9,00676
E131 125,53 8,94967 125,524 8,94892 125,511 8,95092 125,497 8,94686 125,499 | 8,95102
N132 118,174 8,12972 118,168 8,12896 118,189 8,13243 118,196 8,12837 118,217 8,1516
D133 120,751 8,08278 120,766 8,08496 120,759 8,08696 120,78 8,0873 120,781 | 8,08706
A134 123,766 7,96543 123,767 7,96615 123,774 7,96668 123,781 7,96702 123,783 | 7,96971
1135 trans 122,18 8,11505 122,174 8,11576 122,168 8,1163 122,161 8,11517 122,155 | 8,11639
1135 cis 119,186 7,76008 119,2 7,75932 119,2 7,76426 119,18 7,7558 119,175 | 7,75702
P136
A137 124,703 8,37028 124,703 8,37099 124,704 8,37153 124,697 8,3704 124,699 | 837162
K138 121,189 8,294 121,196 8,29471 121,204 8,29525 121,197 8,29559 121,185 | 8,29681
K139 123,814 8,38054 123,815 8,38126 123,822 8,38179 123,809 8,38066 123,81 8,38189
A140 126,774 8,42162 126,768 8,42233 126,769 8,42286 126,769 8,42174 126,763 | 8,42296
Q141 124,641 7,9493 124,642 7,95001 124,643 7,95055 124,643 7,94942 124,637 | 7,95064

Tabelle *>N-AF6 mit *“N-Rap1A[GDP] Titration, zweite Konformationen:

AF6 AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP] AF6 mit Rap1A[GDP]
[200uM] [200uM/100pM] [200uM/200uM] [200uM/400uM] [200uM/500uM]
N HN N HN N HN N HN N HN
Position | [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
71,2 120,58 | 8,2632 71,2 120,58 | 8,2639 71,2 120,58 | 8,2644 48,2 128,28 | 8,6417 64,3 121,95 | 9,0316
134,2 123,76 | 8,0153 124,2 107,81 | 7,1975 82,2 117,08 | 8,2307 48,2 128,36 | 8,6241 64,3 121,95 | 9,0126
126,2 119,93 | 9,1381 82,2 117,10 | 8,2571 64,2 121,94 | 9,0334 71,2 120,59 | 8,2513
126,2 119,91 | 9,1190 111,2 116,18 | 8,8702 64,2 121,91 | 9,0172 91,2 122,91 | 84229
131,2 125,52 | 8,9122 111,2 116,15 | 8,8541 71,2 120,60 | 8,2515 125,2 116,03 | 7,9946
134,2 123,83 | 8,0277 131,2 12551 | 89113 75,2 121,45 | 8,5464 125,2 116,20 | 7,9682
134,2 123,80 | 8,0224 75,2 121,38 | 8,5684 126,2 119,95 | 9,1402
91,2 122,93 8,41 126,2 119,94 | 9,1783
94,2 124,43 | 9,6817 130,2 119,92 | 9,0258
104,2 131,27 | 9,0818 130,3 119,95 | 8,9847
104,2 131,20 | 9,0656 130,4 119,76 | 9,0023
111,2 116,17 | 8,8720 131,2 125,39 | 8,9290
111,2 116,19 | 8,8485 132,2 118,21 | 8,1325
126,2 119,91 | 9,1316 132,2 118,22 | 8,1706
126,2 119,97 | 9,1551 134,2 123,81 | 8,0210
131,2 125,49 | 8,9145
134,2 123,80 | 8,0095

218




Anhang

Tabelle **N-AF6 mit *N-Z01-PDZ2 / Z01-MUT2:

AF6 (1-141) AF6 (1-141) mit PDZ2 AF6 (1-141) mit MUT2
N HN N HN N HN
Aminoséure [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
M1
S2 117,291 8,34027 117,272 8,34179 117,286 8,34506
A3 126,445 8,54562 126,44 8,54715 126,447 8,54748
G4 108,239 8,51628 108,227 8,51781 108,221 8,51815
G5 109,23 8,3784 109,232 8,37699 109,239 8,37733
R6 121,831 8,51042 121,825 8,50901 121,839 8,50935
D7 119,663 8,43121 119,665 38,4298 119,665 8,43014
E8 120,586 8,16718 120,608 8,16577 120,602 8,16611
E9 120,203 8,14958 120,198 38,1511 120,199 8,15144
R10 121,222 8,49575 121,23 8,49727 121,231 8,49761
R11 118,952 8,0381 118,961 8,03669 118,954 8,03703
K12 119,533 8,0117 119,549 8,01029 119,535 8,00182
113 121,051 7,93542 121,046 7,93401 121,053 7,93435
Al4 121,4 8,86246 121,408 8,86398 121,395 8,86432
D15 118,809 7,90315 118,797 7,90761 118,804 7,90501
116 122,678 7,88555 122,666 7,88414 122,673 7,88448
117 123,451 8,48401 123,466 8,48261 123,467 8,48294
H18 119,944 8,74511 119,993 8,7437 119,973 8,74404
H19 117,599 8,21119 117,655 8,20978 117,635 8,21011
W20 123,765 8,57789 123,74 8,57942 123,733 8,57975
N21 116,313 9,16755 116,342 9,17788 116,302 9,17235
A22 120,251 7,46017 120,273 7,47343 120,301 7,4679
N23 117,052 7,49244 117,183 7,5057 116,999 7,49724
R24 118,344 7,22255 118,38 7,22994 118,366 7,22147
125 118,836 8,3344 118,81 8,33299 118,804 8,33039
D26 121,885 8,27279 121,866 8,28312 121,874 8,27465
127
F28
E29
130
s31 125,071 9,18222 125,073 9,18081 125,073 9,19582
Q32 114,324 7,95889 114,298 7,96042 114,312 7,96075
P33
T34 113,38 9,00034 113,389 9,0136 113,382 9,00807
E35 120,436 9,39931 120,431 9,40084 120,424 9,40118
D36 115,527 7,72127 115,535 7,71692 115,529 7,71726
137 114,221 8,21119 114,223 8,20978 114,223 8,21305
E38 119,363 7,44844 119,262 7,44116 119,276 7,44443
F39 118,788 7,96182 118,728 7,96042 118,735 7,96369
H40 114,508 8,50455 114,64 8,51488 114,613 8,51521
G41 106,243 8,6307 106,238 8,62929 106,252 8,62963
V42 124,121 9,08835 124,157 9,0928 124,15 9,08727
M43 126,945 8,98567 126,905 8,98719 127,028 8,967
R44 122,842 8,64243 122,844 8,65569 122,824 8,64723
F45 122,808 8,92406 122,817 8,91972 122,81 8,92299
Y46 121,154 8,89179 121,189 8,89332 121,176 8,89365
F47 121,714 9,12062 121,702 9,12507 121,709 9,12541
Q48 128,367 8,63656 128,375 8,63516 128,368 8,63549
D49 126,295 8,17305 126,269 8,17164 126,276 8,17198
K50 123,061 8,52215 123,07 8,52074 123,049 8,52108
A51 122,453 8,3168 122,454 8,32125 122,455 8,32159
A52 119,704 7,90609 119,706 7,90174 119,706 7,90208
G53 107,303 8,10851 107,311 8,1071 107,311 8,10744
N54 117,633 7,89142 117,614 7,88707 117,607 7,88741
F55 119,376 8,55149 119,385 8,55301 119,385 8,55335
A56 126,199 8,79791 126,187 8,79651 126,194 8,79684
T57 110,741 8,52509 110,736 8,52954 110,737 8,52695
K58 121,646 8,65417 121,552 8,66449 121,593 8,66483
c59 120,935 8,64536 120,909 8,64396 120,923 8,64429
160 116,601 8,54562 116,568 8,54128 116,568 8,54455
R61 124,292 8,69524 124,307 8,69676 124,321 8,69417
V62 130,363 8,88886 130,351 8,89332 130,351 8,89365
563 118,419 8,02343 118,434 8,01909 118,442 8,02236
S64 121,933 9,02087 121,942 9,0224 121,935 9,02273
T65 109,326 7,73007 109,341 7,72866 109,335 7,729
A66 126,48 7,3839 126,502 7,37955 126,495 7,37989
T67 113,025 8,94166 113,04 8,94319 113,04 8,94353
T68 119,123 8,83018 119,125 8,83171 119,125 8,83205
Q69
D70 119,786 7,49537 119,781 7,49397 119,788 7,4943
V71 120,607 8,31093 120,608 8,31245 120,616 8,31279
172 120,586 8,7011 120,595 8,70263 120,602 8,70003
E73 117,633 7,89142 117,614 7,88707 117,607 7,88741
T74 116,58 7,76234 116,602 7,7668 116,596 7,76713
L75 121,441 8,54269 121,429 8,54421 121,429 8,54455
A76 121,667 8,85659 121,668 8,85518 121,668 8,85552
E77 115,083 7,09933 115,077 7,09792 115,085 7,10119
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Anhang

AF6 (1-141) AF6 (1-141) mit PDZ2 AF6 (1-141) mit MUT2
N HN N HN N HN
Aminoséure [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
K78 117,052 7,70366 117,046 7,70225 117,033 7,70553
F79 115,828 8,22585 115,829 8,22151 115,837 8,22478
R80 120,6 7,54231 120,581 7,5409 120,602 7,54418
P81
D82 117,093 8,23465 117,074 8,23911 117,108 8,23945
M83 119,602 7,96182 119,617 7,96335 119,604 7,96369
R84 121,058 8,35787 121,066 8,35646 121,067 8,35973
M85 119,698 8,352 119,706 8,35353 119,706 8,35386
186 122,507 8,24932 122,509 8,24791 122,509 8,24825
587 114,898 8,03517 114,9 8,03669 114,893 8,03703
588 118,234 8,49575 118,202 8,49434 118,23 8,49761
P89
K90 122,439 7,80341 122,454 7,80493 122,427 7,80527
Y91 122,883 8,45761 122,878 8,4562 122,879 8,45654
592 115,746 9,09128 115,747 9,0928 115,748 9,09021
193 125,728 9,51079 125,736 9,50352 125,723 9,50972
Y94 124,449 9,63694 124,471 9,63846 124,465 9,6388
E95 119,144 9,09715 119,159 9,09574 119,159 9,09314
V96 125,495 9,20569 125,497 9,21015 125,497 9,21049
H97 124,921 8,59549 125,032 8,58822 125,005 8,59149
Vo8
599 110,194 7,69193 110,182 7,69052 110,19 7,69086
G100 109,969 7,41323 109,977 7,41476 109,971 7,41509
E101 116,901 8,51335 116,896 8,51488 116,903 8,51521
R102 122,337 9,01794 122,242 9,01653 122,297 9,01687
R103 129,925 8,91233 129,927 8,91385 129,92 8,91419
1104 131,245 9,08248 131,267 9,08107 131,254 9,08141
D105 122,637 9,69855 122,625 9,70007 122,639 9,70041
1106 119,178 8,62776 119,2 8,62929 119,194 8,62963
D107 116,45 8,37547 116,438 8,37406 116,466 8,37733
£108 119,575 7,37803 119,59 7,37955 119,583 7,37989
K109 120,716 8,40774 120,711 8,40926 120,711 8,40667
P110
L1111 116,177 8,85952 116,192 8,86691 116,179 8,86432
V112 118,098 6,89104 118,12 6,89257 118,12 6,89291
V113 120,976 7,82688 120,998 7,8284 120,985 7,82874
Q114 117,018 7,42497 117,026 7,43236 117,026 7,4327
1115 119,759 7,87968 119,761 7,88121 119,761 7,88155
N116
w117 123,444 7,75647 123,459 7,7668 123,46 7,76127
N118
119
D120
D121
R122
£123
G124 107,836 7,24015 107,865 7,26221 107,831 7,24494
R125 116,136 7,97943 116,089 7,97802 116,083 7,97836
F126 119,957 9,13235 119,966 9,13681 119,966 9,13421
V127 123,506 9,38464 123,521 9,38324 123,521 9,38651
1128 131,129 9,58413 131,137 9,58566 131,137 9,586
K129 123,888 9,36411 123,876 9,36563 123,904 9,3601
N130 119,964 9,0062 119,945 9,00186 119,946 9,0022
E131 125,522 8,95046 125,531 8,94906 125,531 8,94939
N132 118,173 8,12904 118,181 8,13057 118,175 8,13091
D133 120,757 8,0821 120,759 8,08363 120,759 8,08397
A134 123,765 7,96476 123,767 7,96628 123,767 7,96662
1135 trans 122,186 8,11437 122,181 8,11297 122,181 8,11624
1135 cis 119,198 7,76234 119,2 7,76093 119,194 7,76713
P136
A137 124,709 8,3696 124,704 8,37113 124,704 8,37146
K138 121,202 8,29333 121,203 8,29485 121,204 8,29519
K139 123,82 8,3784 123,808 8,37993 123,815 8,38027
A140 126,774 8,41947 126,768 8,421 126,769 8,42134
Q141 124,641 7,94716 124,642 7,94868 124,642 7,94902
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Anhang

Zuordnung der 3C/>N-PDZ2- und MUT2-Konstrukte, die zweiten Konformationen:

Nicht zugeordnete Resonanzen sind durch ein n gekennzeichnet, die zweite Konformation steht in Klammern
rechts neben der Hauptkonformation.

PDZ2 MUT2
AS HN CA cB HN N CA cB

T-1 9.05 118.7 61.8 71.2 9.08 119.4 62.1 71.1

K-2 8.56 125.8 55.8 33.1 8.60 126.4 55.7 (55.5) 33.2(33.4)

V-3 8.80 1245 61.1 35.8 8.87 (9.02) 124.4 (125.6) | 61(61.1) 35.9

T-4 8.82 123.7 61.5 70.2 8.80 123.6 61.7 (61.8) 70.2 (69.7)

L5 9.18 126.6 53.0 43.9 9.25 (8.32) 126.8 (126.1) | 53(55) 43.9 (42.5)

V-6 .70 122.9 61.2 343 8.74 (8.27) 123 (123) 61.4 (62.6) 34.3(32.7)

K-7 8.45 126.2 56.9 33.6 8.32(8.18) 126.4 (124.2) | 56.8 (55.8) 33.6 (33)

S-8 9.67 1213 58.9 65.0 9.67 (8.46) 121.5 (117) 58.9 (58.2) 65.2 (63.9)

R-9 8.07 1203 55.4 n 8.1(8.59) 120.4 (123) 55.4 (53.4) n

K-10 n n 58.4 32.3 n n 58.5 (56.8) 32.4(30.4)

N-11 8.28 114.7 53.3 37.2 8.27 (8.49) 114.6 (119.4) | 53.3(53.4) 37.2(38.7)

E-12 7.82 120.6 56.7 31.1 7.82 (8.33) 120.4 (121.2) | 56.7 (55.8) 31.2

E-13 8.49 120.1 543 315 8.50 119.8 54.2 (56.6) 31.5(30.2)

Y-14 8.80 120.8 62.2 37.8 8.79 (8.15) 121.1(120.9) | 62.4(58.2) 37.6 (38.7)

G-15 8.50 102.0 455 - 8.51 (8.26) 102.1(110.3) | 45.6(45.4) -

1-16 7.19 116.5 53.8 43.9 7.22(8.27) 116.5 (114.4) | 53.8(53.3) 44.1

R-17 8.56 124.9 55.2 31.0 8.44 124.0 54.9 31.2

1-18 8.77 125.8 53.4 43.6 8.82 125.2 53.3 (54.8) 43.9 (41.2)

A-19 8.45 123.1 51.1 24.3 8.55 (8.31) 122.3(124.5) | 51(54) 23.3(18.9)

5-20 8.79 111.9 56.9 67.9 8.28 (8.26) 111.5(118.7) | 56.7 (57.9) n

H-21 9.29 118.7 53.3 n 9.27 124.7 55.4 n

(G) - - - - n n n -

(G) - - - - n n 45.7 (45.4) -

(G) - - - - 8.06 (8.3) 107.7 (108.8) | 45 (45.5) -

(A) - - - - 8.13 124.2 53 (52.4) 19.6 (19.3)

1-22 n n 57.3 37.7 8.78 (8) 123.7(119.5) | 60.1(60.9) 39.2(38.9)

F-23 9.27 123.6 54.8 433 9.17 (8.3) 123.9(124.7) | 54.3(57.4) 43.7 (39.7)

V-24 8.95 119.0 63.0 31.2 9.01 (8.04) 119.1(123.5) | 62.7 (61.7) 31.2(33)

K-25 8.71 132.9 56.7 33.6 8.67 (8.2) 132.9(130.1) | 57.1(58.2) 33.8

E-26 7.66 114.9 54.9 34.7 7.59 114.8 54.7 (56.5) 34.6 (30.3)

1-27 9.14 125.1 59.5 39.9 9.08 (8.25) 125 (122.3) 59.4 (61.2) 39.8 (38.7)

5-28 9.07 124.1 58.6 63.5 9.11(8.58) 124.1(123) 58.7 (58.2) 63.5

Q-29 9.04 126.3 57.7 28.7 9.03 126.2 57.8 (56.5) 28.7(29.2)

D-30 9.02 118.6 55.5 39.7 9.02 (8.35) 118.8 (120.9) | 55.6 (54.8) 39.8 (41.1)

S-31 7.26 112.2 57.5 66.8 7.29 (8.18) 112.2(116.3) | 57.6(59.1) 66.6 (63.7)

1-32 8.69 119.1 58.2 42.7 8.72 (8.17) 118.9 (123.6) | 58.1(55.7) 42.7 (42)

A-33 8.54 118.9 55.2 18.9 8.56 (8.04) 118.9 (123.5) | 55.2 (52.8) 18.9

A-34 7.62 1223 54.9 18.5 7.65 122.9 55 (52.6) 185 (19.1)

R-35 .00 116.3 58.4 31.7 8.02 (8.19) 116.4 (120) 58.4 (56.3) 30.7 (30.8)

D-36 7.75 119.0 57.1 43.8 7.76 (8.29) 118.9(120.9) | 57.1(54.5) 43.9 (41.2)

G-37 7.44 103.1 46.2 - 7.44 (8.31) 102.8 (109) 46.3 (45.5) -

N-38 8.57 117.7 55.4 40.0 8.49 (8.34) 117.7(118.7) | 55.8(53.3) 40.1(38.9)

1-39 8.21 119.1 60.5 39.7 8.4 (8.08) 119.8 (121.1) | 60.8 (61.3) 39.3 (38.6)

Q-40 9.04 125.8 53.5 31.7 9.07 (8.53) 125.9(124.8) | 53.5(55.5) 31.6 (29.6)

E-41 8.79 121.0 58.9 28.8 8.79 (8.5) 121.1(123) 58.9 (56.9) 28.8 (30.4)

G-42 9.69 114.6 44.9 - 9.83 (8.45) 114.5 (110) 44.9 (45.3) -

D-43 7.97 1223 56.0 40.6 8.06 (8.22) 122.6 (120.6) | 56 (54.5) 40.7 (41.3)

v-44 8.54 122.5 62.7 33.0 8.77 (8.08) 122.1(120.2) | 62.4(62.4) 33.4(32.8)

V-45 .87 128.1 61.8 n 8.93 (8.26) 126 (124.7) 62.6 (62) 32 (33)

L-46 9.04 127.1 56.0 43.7 9.12 (8.29) 128.9 (125.4) | 56 (56.4) 435

K-47 7.51 116.5 55.6 39.0 7.62 118.6 56.2 (56.3) 38.3 (33)

1-48 8.38 119.9 61.1 40.7 8.5 (8.14) 121.2(122.5) | 61(61.1) 40.8 (38.9)

N-49 9.82 127.0 54.2 36.8 9.85 (8.03) 126.7(127.3) | 54.3 (54.8) 36.9

G-50 9.07 104.2 45.4 - 8.98 105.0 455 (45.5) -

T-51 8.22 120.1 62.5 69.6 8.23 (8.09) 120 (114.4) 62.2 (62) 69.7

V-52 .69 127.2 63.5 32.6 8.64 124.9 62.7 (62.5) 32.4(32.7)

T-53 7.83 112.8 61.8 68.7 7.89 (8.22) 111.8(118.1) | 61.5(61.9) 68.6 (70)

E-54 7.60 127.2 59.0 29.6 7.1(8.28) 123.6 (123) 58.5 (56) 29.8

N-55 9.10 121.9 55.1 36.5 8.86 119.2 54.3 33.0

M-56 8.04 122.8 55.7 35.6 8.43 124.1 55.3 36.1

S-57 9.40 122.6 57.8 64.5 9.16 121.1 57.0 65.2

1-58 8.83 123.5 58.1 41.6 8.86 123.2 58.1 (55.8) 41.3 (42.1)

T-59 8.11 112.2 66.4 68.6 8.09 (8.05) 112.4(113.9) | 66.4(62.6) 68.6 (69.6)

D-60 7.70 123.6 57.6 39.4 7.81(8.19) 123.9 (123) 57.6 (54.4) 39.7 (41.2)

A-61 8.22 124.8 55.7 18.2 8.06 (8.22) 124.2 (124.6) | 55.7 (53) 18.5

K-62 8.43 116.5 60.4 32.2 8.35 116.2 60.3 (55.1) 32.5(32.4)

T-63 8.04 117.4 66.7 68.5 8.12 (8.12) 117.2(115.9) | 66.6(62.4) 68.6 (69.8)

L-64 7.70 121.0 58.3 41.9 7.84 (8.42) 121.3(124.6) | 58.3(56.2) 42.2

1-65 7.51 117.8 65.6 37.4 7.51 117.8 65.8 (61) 37.7(38.7)

E-66 .28 1216 593 296 8.22 (8.41) 120.7(125.9) | 59.3 (56.6) 29.7 (30.4)
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Anhang

PDZ2 MUT2
AS HN N CA cB HN N CA cB

R-67 7.96 115.9 56.7 30.3 8 (7.95) 115.5 (127.6) | 56.6(57.4) 30.4

S-68 7.51 115.7 59.6 63.2 7.51 116.4 59.6 (59.7) " (63)

K-69 8.69 123.9 56.8 n " (8.72) " (126.2) " (57.1) " (32.6)

G-70 n n 46.5 - " (8.29) " (108.9) 46.6 (45.2) -

K-71 7.70 121.0 55.8 35.1 7.91(8.02) 122.1(122.8) | 55.8(54.7) 35.2(33)

1-72 9.06 126.7 53.7 45.0 9.05 (8.7) 126.3(123.8) | 53.7(55.3) 45.4 (42.3)

K-73 8.63 126.4 55.0 33.7 8.6 (7.88) 126.3 (126.7) | 54.8(57.3) 34.1

M-74 9.39 1235 53.8 38.1 9.32 123.2 53.8 38.2

V-75 7.97 122.2 62.0 33.4 8.14 122.2 62.0 33.2

V-76 9.10 121.6 58.8 35.7 9.04 120.4 58.3 36.1

Q-77 9.11 120.2 54.6 412 9.10 118.8 54.2 38.2

R-78 8.32 124.4 55.0 32.3 7.92 121.2 55.4 (56.1) 32.1(31.1)

D-79 8.47 122.5 54.3 (54.4) 41.9 8.69 (8.5) 123.1(122.3) | 54.3 (54.3) 41.7 (41.7)

E-80 8.5 (8.61) 123 (122.8) 56.7 (56.8) 30.3 (30.3) 8.58 (8.6) 123.3(123.4) | 56.8(56.9) 30.3 (30.3)

G-81 8.58 (8.6) 109.9 (109.9) | 45.5 (45.5) - 8.55 (8.53) 109.8 (109.8) | 45.5 (45.4) -

5-82 8.31(8.29) 115.6 (115.7) | 58.6 (58.7) 64 (64) 8.27 (8.27) 115.6 (115.6) | 58.6 (58.6) 63.9 (64.0)

G-83 8.55 (8.52) 111.3 (111.2) | 45.4 (45.4) - 8.54 (8.49) 111.4 (111.2) | 45.5 (45.4) -

C-84 7.89 (7.99) 122.8 (123.6) | 59.5 (56.8) n 7.86 (8.01) 122.9(123.6) | 59.5 (56.8) n
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