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1 Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Formine nehmen eine bedeutende Rolle bei dem Auf- und Abbau des Aktinzytoskelettes ein. Dabei
binden sie Uber ihre Formin-Homologie 2- (FH2-) Domane direkt an Aktin und katalysieren die
Aktinfilamentbildung am stumpfen Ende. Diaphanous-autoregulierte Formine sind Effektoren der
Rho-GTPasen und werden so durch aufiere Signale zur Nukleierung der Aktinpolymerisation
aktiviert. Ein Mitglied dieser Proteinfamilie ist das humane FHOD1-Protein, dessen genaue Funktion
und Aufgabe bei der Formierung des Aktinzytoskeletts noch weitgehend unerforscht ist. Zum
Verstandnis der molekularen Eigenschaften dieses ubiquitdr exprimierten Formins sind die
autoregulatorischen Motive und der Mechanismus der Aufhebung des autoinhibierten Zustandes
sowie der Mechanismus der Nukleierung der Aktinpolymerisation von gro3em Interesse.

Diese Studie fokussierte auf die Charakterisierung der biochemischen Aspekte bei FHOD1. Fir die
Analyse in vitro gelang es zunachst, verschiedene Fragmente von FHOD1 rekombinant aus E.coli
herzustellen. Mit Hilfe eines GST-Pulldown-Experiments und Westernblot-Analysen mit finf
unterschiedlich langen C-terminalen FHOD1-Fragmenten wurde zunachst gefunden, dass die C-
terminalen 61 Aminosauren (1104-1164) fir die Interaktion mit der N-terminalen FH3-Domane
(1-377) und damit der Autoinhibition ausreichend sind. In einem nachsten Schritt wurden die drei
DAD-Konsensusmotive mutiert und der Effekt in vivo durch Betrachten des Phanotyps und der
Transkriptionstransaktivierung mittels eines Luziferase-Experiments analysiert. Dabei stellte sich
heraus, dass das erste hydrophobe Konsensusmotiv, das sich direkt C-terminal von der FH2-
Domane an Position 1053 befindet, auf die Autoinhibition keinen Einfluss hat. Vielmehr zeigte die
Mutation des zweiten hydrophoben (Position 1108) sowie des basischen Motivs (Position 1126)
innerhalb der letzten 61 Aminosauren die Bildung von Aktinstressfasern. Besonders deutlich war
dieses Ergebnis bei gleichzeitiger Mutation beider Motive. Die Stimulation der Transkription vom
SRE hingegen war weniger deutlich, was auf einen mdglichen schrittweisen
Aktivierungsmechanismus hindeutet. Bei der Untersuchung der Bindung an FHOD1-(1-377) und
DAD-Fragmenten mit der Wildtypsequenz und den Mutationen mittels isothermaler
Titrationskalorimetrie (ITC) kam heraus, dass die letzten 61 Aminosauren mit einer
Dissoziationskonstanten von 1,4 yM bindet und sowohl das hydrophobe als auch das basische
Motiv allein noch den FHOD1-N-Terminus (1-377) im unteren mikromolaren Bereich bindet. Nur eine
Doppelmutante mit der Mutation beider Motive zeigte keine Interaktion mit dem N-Terminus.

Mittels analytischer Gelfiltration wurde die molekulare Dispersion der FHOD1-FH3-Domane (1-377)
und des Komplexes aus der FH3-Domane mit dem DAD-Fragment (1104-1164) untersucht. Ein
erstes Ergebnis war hier, dass die FH3-Doméane in einem Monomer-Dimer-Gleichgewicht vorliegt,
das sich durch reduzierende Bedingungen der monomere Anteil erhdhen lasst, so dass vermutet
wird, dass die Dimerisierung Uber Disulfidbriickenbildung erfolgt. Ferner vergréRert die Interaktion
mit der DAD das Volumen der FH3-DAD-Doméane nur geringfligig. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
die DAD als unstrukturiertes Peptid auf der FH3-Doméane bindet, bzw. in eine konkave
Bindungsoberflache hineinfaltet.



1 Zusammenfassung

Untersuchungen mit zweidimensionaler, heteronuklearer NMR-Spektroskopie zeigten schlieBlich,
dass die DAD ein zum groRten Teil unstruktiertes Polypeptid ist, mit einem geringen a-helikalen
Anteil. Durch Titration der FH3-Doméane zu der '°N-markierten DAD konnte die Bindungsregion
weiter eingegrenzt werden, da bei Bindung nicht alle Resonanzsignale verschwanden. Diese Studie
zeigte, dass sich die interagierende Region der DAD von Position 1106 bis 1144 erstreckt und damit
das hydrophobe sowie das basische Konsensusmotiv enthalt.

Zur Untersuchung der Aktivierung von FHOD1 durch eine kleine GTPase in vitro wurde die Bindung
von Rac1 in der Triphosphatform mit den FHOD1-Fragmenten (1-377) oder (411-573) zunachst
mittels isothermaler Titrationskalorimetrie untersucht. Dabei konnte fiir keines dieser Fragmente eine
eindeutige Interaktion gemessen werden. Eine weitere Untersuchung durch analytischer Gelfiltration
bei der C-terminal verkirztes Rac1 (1-184) sowohl in der Di- als auch in der Triphosphatform
verwendet wurde, ergab, dass es nicht an das FHOD1-Fragment (411-573) bindet, jedoch mit dem
N-Terminus (1-377) Oligomere bildet, was auf eine potentielle Interaktion hindeutet.

In einem Aktinpolymerisationsexperiment wurde rekombinant aus E.coli gereinigte FH2-Domane
(614-1096) sowie aus dem eukaryotischen Bacoluexpressionssystem gereinigtes natives FHOD1-
Volllangenprotein untersucht. Dabei konnte beobachtet werden, dass die FH2-Domane und das
Volllangenprotein die Aktinpolymerisation nicht nukleieren, sondern vielmehr inhibieren und sich
ahnlich wie capping-Proteine verhalten. Damit wurde gezeigt, dass das FHOD1-Fragment (614-
1096) und autoinhibiertes FHOD1 Aktin binden kdnnen. In letzteren Fall konnte auch bei Zugabe der
drei GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 bzw. eines DAD-Peptids keine Aufhebung der
Polymerisationsinhibierung erreicht werden. Dieser Befund deutet auf die Notwendigkeit eines
weiteren Kofaktors zur Nukleierung der Aktinpolymerisation hin.

Ein zweites Projekt beschaftigte sich mit dem Transkriptionsinhibitor Hexim1, der die
Transkriptionselongation durch den P-TEFb-Komplex (bestehend aus der Kinase Cdk9 und dem
Zyklinprotein CyclinT1) hemmt. Es konnte hier die C-terminale CyclinT1-bindende Domane von
Hexim1 (255-359) rekombiant dargestellt und uniform heteronuklear mit stabilen Isotopen markiert
werden. In Kooperation mit Dr. Sonja Dames vom Biozentrum wurde die Struktur dieser Domane
aufgeklart, die eine dimere zweigeteilte coiled-coil-Struktur besitzt. Dabei ist das C-terminale zweite
coiled-coil-Segment 319-348 ein nahezu ideales, stabiles coiled-coil, wahrend das erste Segment
(284-313) Abweichungen von der idealen Konsensussequenz eines parallelen coiled-coils aufweist
und flexibler ist. Die beiden Segmente sind durch einen sieben Aminosaure-langen Linker
unterbrochen. N-terminal des ersten coiled-coil-Segments befindet sich eine weitere Helix (276-281),
die durch drei Aminosduren mit dem ersten coiled-coil-Segment verbunden ist. Durch NMR-
Titrationexperimente von *N-markiertem Hexim1 mit unmarkiertem CyclinT1 (1-292)-Molekiil konnte
die Bindungsregion fir CyclinT1 bestimmt werden. Diese befindet sich auf dem ersten coiled-
coil-Segment sowie auf der vorausgehenden Helix und stimmt gut mit dem Bereich hochster
Konservierung Uberein. ITC-Bindungsstudien, analytische Gelfiltration und Fluoreszenzexperimente
mit verschiedenen Hexim1-Fragmenten und CyclinT1 (1-272) zeigten, dass ein CyclinT1 (1-272) ein
Hexim1-Dimer bindet.



2 Einleitung

2. Einleitung

Bei der Betrachtung verschiedener tierischer Zellen fallt auf, dass sie sich in Abhangigkeit ihrer
Funktion stark in der Form unterscheiden. Rote Blutkérperchen besitzen beispielsweise eine
kompakte, abgeflachte Form, damit sie durch kleinste Blutkapillaren gelangen. Nervenzellen
hingegen sind untereinander kompliziert verzweigt und weisen zahlreiche Dendriten und ein bis zu
mehrere Meter langes Axon auf. Viele Zellen kdnnen zudem dynamisch auf Veranderungen ihrer
Umgebung reagieren und die Beweglichkeit, Wanderung, Adhasion, Polaritat oder interzellularen
Kontakte modifizieren. Diese Eigenschaften werden durch das Zytoskelett ermdglicht, das aus drei
miteinander verbundenen Netzwerken besteht, den Aktinmikrofilamenten, Mikrotubuli und den
Intermediarfilamenten. Alle drei bilden das Zellgerist und kénnen jederzeit je nach aufleren

Signalen auf- und abgebaut werden.

Der Auf- und Abbau des Aktinmikrofilamentes wird in Zellen durch Arp2/3-Komplexe und der erst
kirzlich entdeckten Familie der Forminproteine katalysiert. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich
mit der biochemischen Charakterisierung des humanen Forminhomologie-2-domane enthaltenen
Proteins 1, FHOD1 (formin homology domain 2 containing protein 1), einem Mitglied der Unterklasse
der Diaphanous-verwandten Formine (Diaphanous related formins, Drfs). Im Folgenden wird
zunachst auf das Aktinzytoskelett, dessen Regulation und die Mechanismen des Aktinfilamentauf-

und abbaus in der Zelle sowie die Familie der Formine eingegangen.

2.1 Das Aktinzytoskelett

Aktin wurde erstmals in einem Kaninchenmuskelgewebeextrakt entdeckt und daraus isoliert (Straub,
1942). Die Komponenten des Aktinzytoskeletts sind evolutionar gesehen friih entstanden und in
jeder eukaryotischen Zelle Hauptbestandteil, im Muskel ist der Anteil an Aktin und Myosin sogar
groRer als 60% des Gesamtproteingehalts. Aktin existiert in zwei Zustanden, in einer globularen und
einer filamentésen Form. Das globuldare Aktinmonomer (G-Aktin) ist ein Polypeptid mit 375
Aminosaureresten, es hat ein Molekulargewicht von 42 kDa und weist eine kompakte Struktur mit
den MaRen 5,5 x 5,5 x 3,5 nm® auf (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Atomare Struktur von Aktin: Das Bandermodell zeigt die Faltung des Polypeptids und die
Bindungsstelle des Mg-ATP. ATP ist in einer Spalte zwischen zwei Lappen des Proteins verborgen, wo ATP
grofl¥flachige Kontakte ausubt. Das stumpfe Ende des Aktinproteins befindet sich in dieser Darstellung unten, die
ATP-Bindungstelle ist vom spitzen Ende her zuganglich. PDB-Datei: 1ATN (Kabsch and Holmes, 1990)

Aktin besitzt zwei Domanen ahnlicher Faltung, die Uber viele Spezies hochkonserviert sind und
durch ein Adeninnukleotid stabilisiert werden, das zwischen ihnen liegt (Kabsch et al., 1990). Dabei
bindet Aktin Adenosindiphosphat (ADP) oder Adenosintriphosphat (ATP) und ein zweiwertiges
Kation (Mejean et al., 1988; Straub and Feuer, 1950).
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Abbildung 2: Aktinfilamentverlangerung, ATP-Hydrolyse und Phosphatdissoziation. Die Ratenkonstanten der
Assoziation haben die Einheit pM'1 s'1, die Dissoziationsratenkonstanten besitzen die Einheit s'. Die
Dissoziationsgleichgewichtskonstante K mit der Einheit uM ergibt sich aus dem Verhaltnis der Ratenkonstante der
Dissoziation zu der der Assoziation. Die Gleichgewichtskonstanten fur ATP-Aktin unterscheiden sich an den beiden
Filamentenden, was zu konstanten Filamentlange fihrt, da die neu angefiigten Aktinmonomere durch das Filament
bis zum spitzen Ende wandern, wo sie sich wieder ablésen. Die Hydrolyse des ATPs ist schnell, wohingegen die

Dissoziation des Phosphats langsam vonstatten geht. (Pollard and Borisy, 2003).



2 Einleitung

Aktin hat eine héhere Affinitat zu ATP als zu ADP, so dass unpolymerisiertes Aktin bei einer héheren
Konzentration an ATP immer mit ATP gesattigt ist (Engel et al., 1977; Gershman et al., 1994; Selden
et al.,, 1986). Unter diesen physiologischen Bedingungen lagern sich die G-Aktinmonomere
zusammen (Laki et al., 1950), so dass polare Aktinfilamente entstehen, lineare unverzweigte
Polymere mit einem Durchmesser von 5-7 nm. Die Enden dieser Polymere werden traditionell als
spitzes und stumpfes Ende unterschieden, da elektronenmikroskopische Aufnahmen eine
pfeilférmige Struktur zeigen, wenn Aktin im Komplex mit dem Motorprotein Myosin vorliegt (Holmes
et al., 1982; Ishikawa et al., 1969). Das spitze Ende wird auch als Minus-Ende, das stumpfe Ende
als Plus-Ende bezeichnet, da sie jeweils langsamer bzw. schneller wachsen (Pollard and Mooseker,
1981). Die Ursache liegt in einer geringeren Affinitat fir Mg-ATP-Aktinmonomere am spitzen Ende
(Kg = 0.6 uM) als am stumpfen Ende (Ky = 0.1 uM), wahrend die kritische Konzentration fir Mg-
ADP-Aktin an beiden Enden gleich ist (0.5 pM) (Pollard, 1986). Nach Aufnahme eines G-
Aktinmonomers in F-Aktin hydrolysiert das gebundene ATP irreversibel zu ADP und Phosphat und
letzteres dissoziiert langsam, was in einem Filament mit einem Kernbereich mit fest gebundenem
ADP resultiert (siehe Abbildung 2).

An den Enden dagegen wird das Nukleotid standig gegen ATP aus dem Medium ausgetauscht. Da
die Phosphat-Konzentration lokal sehr hoch ist, bleibt es an einigen Untereinheiten des F-Aktins
gebunden, so dass diese ADP und anorganisches Phosphat gebunden haben. Dies ist fir die
Affinitat regulatorischer Proteine von F-Aktin wichtig (Pollard et al., 2000).

kurze verschlossene
Filamente

Capplng %\ﬁ: Querverneizung

Monomer- '- \
- @ begleltung ® :.ﬁ E \

. Py Teilung

¢ @ “‘““?‘_“tﬁ mit

b Cappmg
An depoly- Monomere \
merisierende langes «3"

Proteine gebundene Filament

Monomere s
Teilung

Annealing ohne
Capping

™
Fa B 4

kurze freie
Filamente

Netzwerk Biindel

Abbildung 3: Verschiedene Zustande des Aktinfilaments und Familien Aktin-bindender Proteine. Monomer-bindende
Proteine bevorzugen entweder ATP-Aktin (Profilin and B-Thymosin) oder ADP-Aktin (ADF/cofilin). capping-Proteine
binden entweder an das stumpfe (capping-Protein, Gelsolin) oder spitze Ende (Tropomodulin, Arp2/3-Komplex) von
Aktinfilamenten. Einige Filament-teilende Proteine verschlieRen die Enden (Gelsolin, Fragmin), wahrend andere dies
nicht tun (ADF/cofilin). Quervernetzende Proteine kénnen Netzwerke oder Biindel formieren. Nach Pollard und
Earnshaw, Cell Biology, Saunders 2002.
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Obwohl die ATP-G-Aktin-Konzentration in Nichtmuskelzellen weit oberhalb (100 uM) der
Dissoziationskonstanten ist, liegt Aktin in Zellen in globularer Form vor (Bray and Thomas, 1975;
Rosenblatt et al., 1995). Dies deutet darauf hin, dass die freie G-Aktinkonzentration durch G-Aktin-
bindende Proteine verandert wird, um die Polymerisation von F-Aktin zu organisieren. Die Zahl der
Aktin-bindenden Proteine ist gro® und kann grob in Familien unterteilt werden, die Monomere
binden, Filamente teilen, Filamentenden verschlieRen (capping-Proteine), Filamente quervernetzen,
Filamente stabilisieren oder sich an Filamenten bewegen (siehe Abbildung 3). Im Folgenden werden

die verschiedenen Familien der Aktinzytoskelett-regulierenden Proteine vorgestellit.

2.1.1 G-Aktin-bindende Proteine

Aktinmonomer-bindende Proteine arbeiten zusammen, um die Gruppe der freien Aktinmonomere
und den Nukleotidaustausch zu kontrollieren. Zu nennen sind hier vor allem B-Thymosine, die
ADF/cofilin Familie und Profiline. B-Thymosin ist ein 5 kDa Peptid, das vorwiegend ATP-G-Aktin
bindet und sowohl den Nukleotidaustausch als auch Aktinpolymerisation hemmt (Nachmias, 1993;
Safer et al., 1990a). Bei ADF/cofilinen handelt es sich um Aktindepolymerisationsfaktoren, die ADP-
G-Aktine starker binden, den Nukleotidaustausch inhibieren und ADP-F-Aktin destabilisieren (Moon
and Drubin, 1995).

Profiline sind kleine zytosolische Proteine mit einem Molekulargewicht von 15 kDa (Nystrom et al.,
1979). Es wurden drei Profiline identifiziert, Profilin I, Il und Ill, wobei Profilin | und Il zu 65%
identisch sind, wahrend Profilin Il mit 37% und 42% ldentitat zu Profilin | bzw. Il weniger ahnlich ist
(Witke, 2004). Profiline kénnen mit G-Aktinen 1:1-Komplexe bilden und diese so dem
Polymerisationsgleichgewicht entziehen (Carlsson et al., 1977), was zur Depolymerisation fiihrt.
Dieser Effekt ist jedoch gering, da nicht ausreichend Profilin in Zellen vorhanden ist und diese
Aufgabe vermutlich das reichlich vorhandene B-Thymosin hat (Safer et al., 1990b). Vielmehr férdert
Profilin die Bildung von Aktinfilamenten durch zwei Mechanismen: Zum einen unterstiitzt es den
Nukleotidautausch, in dem es die Affintat fir das Nukleotid 1000-fach verringert. Wegen des
Uberschusses an ATP werden die ADP-Aktinmonomere mit ATP beladen (Goldschmidt-Clermont et
al., 1991; Goldschmidt-Clermont et al., 1992). Die Komplexstruktur von Profilin-Aktin zeigt, dass
Profiin an das schneller wachsende stumpfe Ende gebunden ist und damit die
Nukleotidbindungstasche zuganglich ist (Schutt et al., 1993), wahrend der Austausch in Komplexen
mit anderen Aktin-bindenden Proteinen verhindert wird. Der zweite Mechanismus kann ebenfalls mit
der Komplexstruktur erklart werden und beruht auf der Verringerung der kritischen Konzentration an
ATP-Aktin (Pantaloni and Carlier, 1993). Da das spitze Ende frei zuganglich ist, kann sich der
Komplex mit dem stumpfen Ende des Filaments verbinden. Filamente kénnen so auf zwei Wegen
entstehen: Durch direkte Assoziation von ATP-Aktin oder durch ATP-Aktin-Profilin-Anlagerung und
anschlieRender Dissoziation von Profilin. Bei geringer Profilinkonzentration wird F-Aktin abgebaut,

bei hoher Konzentration an Profilin findet Polymerisation am stumpfen Ende statt (Pring et al., 1992;



2 Einleitung

Tilney et al., 1983). Uberdies interagiert Profilin mit Signaltransduktionswegen. Es wurde gezeigt,
dass es das Membranlipid Phosphotidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) bindet, aber Aktin und PIP,
nicht gleichzeitig binden kénnen (Lassing and Lindberg, 1985). Profilin ist dafir bekannt, an Prolin-
reiche Peptidsequenzen zu binden (Tanaka and Shibata, 1985), wie sie z.B. im Vasodilator-
stimulierten Phosphoprotein (VASP) (Kang et al.,, 1997), im Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
(WASP) (Lu and Pollard, 2001) oder in Forminhomologie- (FH1-) Domanen von Forminen (siehe

Kapitel 2.1.7) vorkommen (Frazier and Field, 1997; Wasserman, 1998).

2.1.2 F-Aktin-verschliel3ende Proteine

Diese so genannten capping-Proteine binden entweder an das stumpfe oder an das spitze Ende
bestehender Aktinfilamente und blockieren eine Anlagerung von weiteren Aktinuntereinheiten an
diesen Enden. Am spitzen Ende versperren Proteine wie DNase 1 (Podolski and Steck, 1988),
Tropomodulin (Weber et al., 1994) und der Arp2/3 Komplex (Mullins et al., 1998), auf den spater

naher eingegangen werden soll, eine Filamentverlangerung.

Bei den am stumpfen Ende bindenden capping-Proteine werden zwei Klassen unterschieden:
Klasse I-Proteine verschlielRen Filamentenden und spalten es, wahrend Klasse II-Proteine Filamente

nicht spalten kénnen. In Tabelle | sind Vertreter beider Klassen aufgelistet:

Tabelle I: Liste der capping-Proteine am stumpfen Aktinfilamentende (Weeds and Maciver, 1993)

Protein MW / kDa F|Iamgnt- Hauptvorkommen
fragmentierung

Klasse |
Gelsolin 83 + in den meisten Geweben,
Blutplasma
Villin 92 + Microvilli des Darms
Severin 40 + Dictyostelium discoideum
Fragmin 42 + Physarum polycephalum
Adservin 74 + Nebennierenmark
Scinderin 80 + chromaffine Zellen
Klasse Il
Capz 35 - Dictyostelium discoideum
+ 32 Muskel, Hefe
AginAktin 70 - Dictyostelium discoideum
Radixin 69 - Leber (adherens junction)
Insertin 39 - glatter Muskel
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21.3 Aktinfilament-quervernetzende Proteine

Proteine, die Aktinfilamente vernetzen, besitzen homologe Aktin-bindende Doméanen (ABD). Die
Quervernetzung erfordert mindestens zwei Aktin-bindende Stellen. Diese kdnnen auf einem
Polypeptid liegen, durch Dimerisierung von Untereinheiten mit jeweils einer Domane entstehen oder
von einer zweiten Aktin-bindenden Stelle innerhalb des Proteins herriihren. Dabei werden drei
Klassen von F-Aktin-quervernetzenden Proteinen unterschieden (Drenckhahn et al., 1991): Die
Klasse I-quervernetzende Proteine sind Tandemproteine mit zwei aufeinander folgenden ABDs, wie
dies bei Fimbrin der Fall ist. Zur Klasse Il gehéren Aktinin und Spectrin, die durch eine N-terminale
ABD, eine variable, a-helikale Zwischendoméane, eine C-terminale Calmodulin-ahnliche Calcium-
bindende Doméane sowie antiparallele Dimerisierung gekennzeichnet ist. Klasse Ill-Proteine
kennzeichnen sich durch eine N-terminale ABD, die durch Wiederholungen von B-Faltblattern von
einer C-terminalen Dimerisierungs- bzw. Membranverankerungsdomane getrennt ist (Matsudaira,
1991).

Der Geschwindigkeits-bestimmende Schritt bei der Filamentpolymerisation ist die Nukleierung
(Keimbildung). Derzeit sind drei Aktinnukleatoren bekannt, die sich mechanistisch unterscheiden:
Der Arp2/3-Komplex, Spire und Forminhomologieproteine (Mullins et al., 1997; Pruyne et al., 2002b;
Quinlan et al., 2005; Sagot et al., 2002b; Welch et al., 1997).

214 Der Arp2/3-Komplex und WASP

Erstmals wurde der Arp2/3-Komplex aus Acanthamoebia isoliert. Er besteht aus sieben eng
miteinander verbundenen Untereinheiten, den Aktin-verwandten Proteinen 2 und 3 (Arp2/3), einem
40 kDa Protein, das ein WD-40 B-Propellerprotein ist (ARPC1), und vier weiteren Untereinheiten
(ARPC2, ARPC3, ARPC4, ARPC5) (Machesky et al, 1994). Der Arp2/3-Komplex fihrt
Verzweigungen in das Aktinnetzwerk ein, indem es an das spitze Ende eines neuen Aktinfilamentes
bindet, dieses in einem 70°-Winkel an ein vorhandenes Filament verankert und dabei am
Verzweigungspunkt bleibt (Blanchoin et al., 2000; Kelleher et al., 1995; Mullins et al., 1998). Somit
ist es ein Faktor, der eine Aktin-Nukleierung in Richtung des stumpfen Endes bewirkt. Die kleine
Rho-GTPase Cdc42 (siehe Kapitel 2.1.6) ist in der Lage Arp2/3 zu aktivieren (Ma et al., 1998). Dies
geschieht Uber das Adapterprotein WASP (Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein) und die verwandten
Proteine  WAVE (Wiskott-Aldrich-Verprolin-Homologieprotein) und Scar (Suppressor of cAMP
receptor) oder dem Gehirnhomologen N-WASP (Machesky et al., 1999; Machesky and Insall, 1998).
WASP-Familienproteine sind Multidomanenproteine mit einer Lange von etwa 500 Aminosauren, die

eine gemeinsame Domanenorganisation haben (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schema der molekularen Domanenorganisation bei WASP-Familieproteinen. Schwarz: WH1-Domane:
WASP-Homologiedomane 1, blau: GBD: GTPase-bindene Domane, gelb: Polyprolinregion, grin: V:
Verprolindomane (auch WH2-Domane), C: zentrale Domane, rot: A: saure Doméane, N, C: N- bzw. C-Terminus.

Besonders fir WASP sind vor allem drei Regionen am C-Terminus: die V- (Verprolin) oder WH2-
(WASP-Homologie 2-Domane), die zentrale C- (central) Doméne, sowie die saure A- (acidic)
Domane, die in der VCA-Domane zusammengefasst sind (Higgs et al., 1999). Diese ist notwendig
und hinreichend fir eine Arp2/3-abhangige Aktinnukleierung in vitro. Dabei binden die V-Regionen
Aktinmonomere (Miki and Takenawa, 1998), die A-Region Arp2/3-Komplexe (Machesky and Insall,
1998). Dies trifft auch auf die C-Region zu, die entscheidene Strukturanderungen am Arp2/3-
Komplex induziert und die Aktinnukleierung iniziiert (Panchal et al., 2003). Dabei nimmt die VCA-
Domane erst bei Bindung von Aktinmonomeren oder Arp2/3 Struktur an und liegt sonst unstrukturiert
vor (Marchand et al., 2001; Panchal et al., 2003). Durch intramolekulare Bindung der C-Doméne an
die GTPase-Bindungsdomane ist WASP/N-WASP autoinhibiert. Eine Interaktion mit aktiven, d.h.
GTP-beladenem Cdc42 und PIP, oder Polyprolin-bindenden Proteinen mit SH3-Domanen hebt
diese Autoinhibition auf (Higgs and Pollard, 2000; Kim et al., 2000; Rohatgi et al., 2000). Die
Polyprolindoméne befindet sich N-terminal neben der VCA-Domane. Ein sekundarer Aktivator flir
Aktinnukleierung sind Aktinfilamente (Higgs et al., 1999), so dass die Polymerisation autokatalytisch
ist (Blanchoin et al., 2000).

> pdo

Abbildung 5: Bandermodell der Kristallstruktur des bovinen Arp2/3-Komplexes. In der inaktiven Struktur aus dem
Kristall sind die beiden Aktin-verwandten Proteine, Arp2 und Arp3, zu weit entfernt vonaneinander, um neue
Filamente zu nukleieren. Es ist zu erkennen, dass ARPC2 (p34) und ARPC4 (p20) sich im Zentrum des Komplexes
befinden, und ARPC1 (p40), ARPC3 (p16) und ARPC5 (p21) sich in der Peripherie des Komplexes befinden.
(Robinson et al., 2001).
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Die in Abbildung 5 dargestellte Kristallstruktur des inaktiven Arp2/3-Komplexes zeigt, dass die p34
ARPC2- und p20 ARPC4-Untereinheiten den Kern des Komplexes bilden, an denen die p40-p-
Propeller ARPC1 und die zwei a-helikalen p16 ARPC3 und p21 ARPC5-Untereinheiten und Arp2
und Arp3 verankert sind (Robinson et al., 2001). Der Komplex ist hier in seiner inaktiven Form
kristallisiert worden, in der beide Arps zu weit vom Aktinfilament entfernt sind. Bindet WASP an
Arp2/3, andert sich die Struktur und der Komplex mit dem Aktinfilament wird stabilisiert (Marchand et

al., 2001) und die Nukleierung eines neuen Aktinzweiges kann beginnen.
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(ix) Profilin katalysiert den Austausch von ADP zu ATP

Abbildung 6: Verzweigte Nukleierung des Aktinfilaments durch den Arp2/3-Komplex und Recycling der
Aktinuntereinheiten in den G-Aktinpool. (i) Extrazelluldre Signale aktivieren Rezeptoren. (ii) Der dazugehdrige
Signaltransduktionsweg lasst aktive Rho-GTPasen und PIP, entstehen, die WASP/Scar aktivieren. (iii) WASP/Scar
verankert Arp2/3 und Aktinmonomere an bereits existierende Filamente und bildet eine Verzweigung. (iv) Die neue
Verzweigung wachst schnell und (v) driickt so die Membran nach vorne. (vi) Nach ein bis zwei Sekunden wird
dieses Wachstum durch das Capping-Protein gestoppt. (vii) Reifung des Filaments durch Hydrolyse des an den
Aktinuntereiheiten gebundenen ATPs (weile Untereinheiten werden gelb), gefolgt von der Dissoziation des y-
Phosphats (rote Untereinheiten). (viii) ADF/cofilin fordert die Phosphatdissoziation, teilt ADP-Aktinfilamente und
beglinstigt die Depolymerisation von ADP-Aktin am Filamentende. (ix) Profilin katalysiert den Austausch von ADP
nach ATP (Untereinheiten werden weil}) und fiihrt sie zurlick in den Pool von an Profilin gebundenem ATP-Aktin, um
das stumpfe Ende zu verldngern. (x) Rho-GTPasen aktivieren auch PAK und die LIM-Kinase, die ADF/cofilin
phosphoryliert, was zu einer Verlangsamung des Umsatzes flihrt. (Pollard and Beltzner, 2002)

Mittels des Arp2/3-Nukleierungsmechanismus kann die Membran an der Vorderkante sich
bewegender Zellen vorwarts gedriickt werden. capping-Proteine limitieren das Wachstum auf eine
bestimmte Lange, so dass die Filamente zum einen stabil genug sind, zum anderen unkontrolliertes

Wachstum der Filamente verhindert wird (Cooper and Schafer, 2000). Um ein kontinuierliches
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Wachstum der Filamente zu gewahrleisten, missen anderswo Filamente abgebaut werden, was
durch ADF/cofilin bewerkstelligt wird (Carlier et al., 1997). Damit werden standig Aktinmonomere

nachgeliefert, die an Profilin binden und Filamente am stumpfen Ende verlangern kdnnen.

2.1.5  Aktinnukleierung durch Spire

Eine weitere Klasse der Aktinnukleatoren ist ein Protein namens Spire (engl.: Turm, Spitze), das erst
kirzlich als Aktinpolymerisation-stimulierendes Protein identifiziert wurde (Quinlan et al., 2005). Das
spire-Gen wurde zuerst zusammen mit dem cappuccino-Gen als Gen identifiziert, das die
Oozytenpolaritat beeinflusst (Manseau and Schupbach, 1989). Spire besitzt viele Wiederholungen
des Aktin-bindenden WH2-Motivs (Verprolin-Motivs), wie sie auch bei Arp2/3 oder p-Thymosin
vorkommen (Wellington et al.,, 1999). Wie Arp2/3 verschlieRt Spire das spitze Ende von
Aktinfilamenten. Erste Studien fuhrten zu einem Modell, bei dem zunachst die C-terminale WH2-
Domane ein Aktinmonomer bindet und anschlieRend drei weitere Aktinmonomere an drei weitere
gleichmaBig WH2-Domanen binden, so dass eine einzelstrangige Aktinkette entsteht. Mittels
Elektronenmikroskopie konnten Strukturen mit der Grof3e eines einzelstrangigen Tetramers bestatigt
werden (Quinlan et al., 2005). Diese koénnten als Vorlage flr schnelle Aktinpolymerisation dienen,
wahrend die C-terminal WH2-Domane das Spitze Ende verschlie3t (Baum and Kunda, 2005).

21.6 Rho-GTPasen und die Regulation des Zytoskeletts

Die Familie der Rho-Proteine gehdrt zur Ras- (Ratten-Sarcoma-Onkogen) Superfamilie der GTP-
bindenden Proteine und ist in Eukaryoten hoch konserviert (mehr als 40% Sequenzidentitat). Es
wurden bisher mindestens 20 Mitglieder identifiziert, von denen Rho (Ras-Homologieprotein), Cdc42
(cell devision cycle) und Rac (Ras-verwandtes C3-Botulinumtoxinsubstrat) die prominentesten und
am besten untersuchten sind. Rho wurde als erstes isoliert (Madaule and Axel, 1985) und seine drei
Isoformen, RhoA, -B und -C, sind zu 85% identisch, mit den gréf3ten Unterschieden am C-Terminus.
Die beiden Homologen von Cdc42 sind auf alternatives Splicen zurlickzufiihren und weisen ebenso
verschiedene C-Termini auf (Shinjo et al., 1990). Rac1 und Rac2 sind zu 92% identisch, allerdings
besitzt nur Rac1 am C-Terminus eine polybasische Sequenz (Didsbury et al., 1989; Didsbury et al.,
1990). Die meisten Rho-GTPasen sind durch Prenylierung und Carboxymethylierung eines
konservierten Cysteins vier Aminosaurereste entfernt vom C-Terminus, gefolgt von der Abspaltung
der letzten drei Aminosauren, modifiziert (Adamson et al., 1992a; Marshall, 1993). Rho, Rac und
Cdc42 Proteine sind alle mit einer Geranylgeranylgruppe prenyliert, RhoB kann auch farnesyliert
werden (Adamson et al.,, 1992a). Diese Lipidierungen sind fiir die Interaktion mit Membranen
essentiell: So befindet sich RhoB vorwiegend in endosomalen/lysosomalen Kompartimenten,

(Adamson et al., 1992b) wahrend RhoA/B im Zytoplasma und an der Plasmamembran lokalisiert ist
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(Adamson et al., 1992a). Ferner kann RhoA am Rest 188 phosphoryliert werden, was ebenfalls die
Aktivitat reguliert (Lang et al., 1996).

Rho-Proteine durchlaufen einen Zyklus, in dem sie eine aktive, GTP-gebundene Konformation, und
eine inaktive, GDP-gebundene Konformation einnehmen (Bourne et al., 1991; Hall, 1990). Dabei
interagieren sie mit einer Reihe von Proteinen, die diesen Zyklus kontrollieren. In vitro findet zwar
ein Nukleotidaustausch und eine langsame Hydrolyse des GTP statt, in vivo wird diese Reaktionen
durch Guaninnukleotidaustauschfaktoren (guanine nucleotide exchange factors, GEFs) und
GTPase-aktivierende Proteine (GTPase activating protein, GAPs) katalysiert, sowie durch
Guaninnukleotiddissoziationsinhibitoren (guanine nucleotide dissociation inhibitor, GDI) reguliert
(Fukumoto et al., 1990). Die Kristallstrukturen von RhoA mit GDP (Wei et al., 1997a) und Rac1 mit
einem GTP-Analogon (Hirshberg et al., 1997) zeigen eine kompakte Struktur mit groer Ahnlichkeit
zu Ras. Das Mg-lon ist gegenliber Ras in Rho-GTPasen jedoch anders koordiniert. Aulterdem
besitzen Rho-GTPasen eine zusatzliche 13 Aminosaure-lange insert-Domane mit einem acht
Aminosaure-langen, a-helikalen Bereich zwischen den Aminosaureresten 123 und 135 (nach Rac-
Nummerierung). Die Eigenschaft, zwei verschiedene Konformationen und damit Zustande
einnehmen zu kénnen, macht die GTPase zu einem molekularen Schalter (switch). Im aktiven
Zustand interagieren die Rho-GTPasen mit ihren Effektoren. Charakteristisch flir Ras-Proteine sind
vier Regionen im Protein, die Phosphatbindungsstelle (P-loop) sowie die flexiblen switch 1- und
switch 2-Regionen (Valencia et al., 1991; Vetter and Wittinghofer, 2001). Durch Mutation bestimmter
konservierter Aminosauren kann die intrinsische und GAP-stimuliete GTPase-Aktivitat oder
Nukleotidbindungsfahigkeit verandert werden. Solche Mutationen kénnen im Falle von Ras zu Krebs
fihren, weshalb Ras zu den Proto-Oncogenen zahlt (Barbacid, 1987). Bei konstitutiv aktiven
Proteinen ist entweder die GTPase-Aktivitat verringert oder sie kann nicht mehr von GAPs aktiviert
werden, so dass sie vorwiegend in GTP-gebundener Form vorliegen, oder sie besitzen eine héhere
Nukleotidaustauschrate (Barbacid, 1987; Bourne et al., 1991). Die G12V- und Q61L-Mutanten (nach
Ras-Nummerierung) sind die am haufigsten verwendeten, aktivierten Formen der Rho-Proteine
(Farnsworth et al., 1991), wahrend die S17T-Mutante dominant negativ ist, da sie durch verminderte
Mg-Koordination die Nukleotidaffinitat stark reduziert (Farnsworth and Feig, 1991). Die Interaktion
mit Effektorprotein findet bei Aktivierung lber eine Region statt, die als ,Effektorloop” oder switch |

bezeichnet wird und die sich in Ras Uber Aminosaure 30-41 erstreckt (Wei et al., 1997b).
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Rho-GTPasen sind maRgeblich an der Organisation des Zytoskelettes beteiligt, was durch die

Generierung bestimmter Phanotypen in Fibroblasten nachgewiesen wurde (siehe Abbildung 7).

(i) Eine Aktivierung von Rho durch Wachstumsfaktoren wie Lysophosphatidsaure (LPA) bewirkt die
Bildung von Stressfasern (Allen et al., 1997a; Cross et al., 1996; Hall, 1998a), die aus Blndeln von
Aktinfilamenten bestehen, die mit Myosinfilamenten und anderen Proteinen assoziiert sind und sich
kontraktil verhalten (Chrzanowska-Wodnicka and Burridge, 1996). Rho ist sowohl ein essentielles
Protein in Muskelzellen (Hirata et al., 1992) als auch bei der Wundheilung, die auf der Aktin-
basierten Kontraktion beruht (Brock et al., 1996). Dies geschieht durch das Zusammenwirken zweier
Effektoren, dem Forminprotein mDia (mammalian Diaphanous) und der Rho-Kinase ROCK (Rho-
assoziierte coiled-coil-Kinase) (Maekawa et al., 1999; Nakano et al., 1999). mDia katalysiert dabei
die Aktin-Polymerisation direkt (siehe Kapitel 2.1.9).

(i) Eine durch PDGF (platelet derived growth factor) hervorgerufene Rac-Aktivierung lasst eine
durch Aktinnukleierung basierende bewegliche Kante in Zellen, die Lamellipodien, entstehen (Allen
et al., 1997b; Hall, 1998b). Rac wird durch Tyrosinkinasen und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
aktiviert, die Phosphoinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase) abhangig sind (Bourne et al., 1991; Rickert et
al.,, 2000; Royal et al., 2000). Uber die Interaktion mit IRSp53, das wiederum iber seine SH3-
Doméane mit WAVE wechselwirkt, aktiviert Rac den Arp2/3-Komplex (Miki et al., 2000). Auch Cdc42
bindet IRSp53 und kann so fir die Rac-abhangige Lamellipodienverldngerung verantwortlich sein
(Govind et al., 2001; Hall, 1998b). Rac bewirkt zusatzlich ein Uncapping der Aktinfilamente an der
Plasmamembran. Uber Stimulation der PIPs-Kinase (Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase) und
Bildung von PIP, kann Rac die Freisetzung von capping-Proteinen am stumpfen Ende der
Aktinfilamente bewirken, da PIP, an diese bindet (Carpenter et al., 1999; Tolias and Carpenter,
2000). Rac beeinflusst ferner die Aktindepolymerisation durch Aktivierung der LIM-Kinase Uber den
Rac/Cdc42-Partner PAK (p21-aktivierte Kinase), was zur Inaktivierung von ADF/cofilin fihrt (siehe
Kapitel 2.1.1 und Abbildung 7), das Aktin abbaut (Edwards et al., 1999; Stanyon and Bernard, 1999).
Andererseits tragt ADF/cofilin durch den Abbau alter Aktinfilamente und Freisetzung von
Aktinmonomeren oder Spaltung von Aktinfilamenten und Erhéhung der Anzahl an freien Enden auch
zur Lamellipodienverlangerung und Zellbewegung bei (Aizawa et al., 1996; Chan et al., 2000; Zebda
et al., 2000). Es ist ebenfalls bekannt, dass Myosine bei der Verlangerung von Lamellipodien
beteiligt sind und Rac Uber die Aktivierung von PAK die Phosphorylierung der schweren Kette von
Myosin Il (MHC) (van Leeuwen et al., 1999) und der leichten Kette von Myosin (MLC) beeinflusst
(Daniels and Bokoch, 1999; Kiosses et al., 1999). Darlber hinaus wurde gefunden, dass Rac1 mit
dem in dieser Studie naher charakterisierten Diaphanous-verwandten FHOD1 (siehe Kapitel 2.2)
interagiert (Westendorf, 2001a), so dass auch Formine an der Entstehung von Lamellipodien oder

Zellbewegung beteiligt sein konnten.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Signaltransduktionwege, die Rho-GTPasen mit dem Zytoskelett
verkniipfen. Die Tranduktionskaskaden wurden vorwiegend in Studien zur Fibroblastenbeweglichkeit gefunden. Der
Mechanismus, wie Ena/VASP (siehe Kapitel 2.1.10) die Beweglichkeit negativ regulieren, ist unbekannt. Rho-
GTPase-Signalwege regulieren die Aktindynamik an verschiedenen Stellen, wie Filamentnukleierung (Arp2/3,
Formine), Filamentverlangerung (capping-Protein) und Aktinrecycling (ADF/cofilin). Die roten Pfeile kennzeichnen

Punkte, an denen eine Regulation durch extrazellulare Signale wahrscheinlich ist. (Dickson, 2001)

(iii) Die Bradykinin-vermittelte Cdc42-Aktivierung stimuliert die Bildung von Mikrospikes oder

Filopodien (Allen et al., 1997b). Letztere dienen z.B. als Sensoren flr das extrazellulare Milieu zur

Richtungssuche des Wachstumskegels des Axons bei Nervenzellen (Kater and Rehder, 1995). Die
Rolle von Cdc42 ist, die Aktinpolymerisation Uber WASP/N-WASP und schlieBlich Arp2/3 (siehe

Kapitel 2.1.4) zu stimulieren und so vermutlich zur Filopodienverlangerung beizutragen. Cdc42 ist

vorwiegend im Golgikomplex lokalisiert (Erickson et al., 1996), obwohl es sich auch an der
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Plasmamembran und anderen vesikularen Strukturen befindet (Michaelson et al., 2001), so dass

auch eine Beteiligung bei der Regulation am Vesikeltransport denkbar ist (Wu et al., 2000).

21.7 Formine

Der Begriff ,Formin® riihrt von einer Deformation der Gliedmafien bei Mausen her, die durch eine
transgene Einbringung in den GliedmaRendeformitatslocus hervorgerufen wurde (Mass et al., 1990;
Woychik et al., 1990) (Es hat sich jedoch unlangst herausgestellt, dass fiir diesen Phanotyp
tatsachlich das benachbarte Gremlin-Gen verantwortlich ist (Zuniga et al., 2004).) Formine sind eine
grolRe Familie von ubiquitaren, hochkonservierten Multidomanenproteinen und haben eine Grolie
von 100 bis 200 kDa. Sie besitzen z.T. sehr unterschiedliche Eigenschaften und sind an einer
Vielzahl von Aktin-basierten Prozessen beteiligt, wie der Bildung von Aktinkabeln in Hefe,
Stressfasern in Saugetierzellen, dem Aufbau des kontraktilen Ringes wahrend der Zytokinese und
der Bildung von Filopodien (siehe Ubersichtsartikel von (Faix and Grosse, 2006). Ihnen gemeinsam
ist eine hochkonservierte, zumeist C-terminale FH2-Domane mit einer Lange von 400 Aminosauren,
der sich N-terminal die Prolin-reiche FH1-Domane variabler Lange anschlie3t (Castrillon and
Wasserman, 1994). Die FH2-Doméane bindet mit nanomolarer Affinitat an das stumpfe Ende von
Aktinfilamenten (Pring et al., 2003).

N = Fho-Doménel— rri I TR — C

Abbildung 8: Schema der Domanenorganisation bei Forminen. Grau: Region der schwach definierten FH3-Domane,
gelb: Prolin-reiche FH1-Domane, blau: FH2-Doméane, die Aktinpolymerisation nukleiert, N, C: N- bzw. C-Terminus.

Fur die Nukleierung der Aktinpolymerisation sind die FH2-Kerndoméane sowie die zwischen FH1 und
FH2-Domane liegende Region notwendig und ausreichend (Kovar et al., 2003; Pruyne et al., 20023;
Sagot et al., 2002a). Im Zentrum der FH2-Domane befindet sich das konservierte G-N-X-M-N-Motiv
(Wasserman, 1998), wobei X fir jede Aminosaure steht. Die FH1-Doméane bindet an SH3- und WW-
Domanen sowie mit niedriger mikromolarer Affinitat an Profilin, so dass es méglich ist, dass Profilin
Aktinmonomere in die Nahe der FH2-Domane am wachsenden stumpfen Ende bringt und die
Funktion eines Rekrutierungsproteins hat (Chang et al., 1997). Profilin kann die Elongationsrate von
FH1-FH2-Doméanen in vitro stark erhéhen, aber nicht fiir jedes Formin ist die Aktinnukleierung
Profilin-abhangig (Kovar and Pollard, 2004; Romero et al., 2004).

Die Nukleierung neuer Aktinflamente durch Formine geschieht durch Stabilisierung eines
Aktindimers (Pring et al., 2003). Bei der Elongation des Filaments bleibt das Formin am stumpfen
Ende gebunden. (Moseley et al., 2004; Pruyne et al., 2002c). Da gezeigt wurde, dass FH2-Domanen
von Forminen in der Lage sind, capping-Proteine und Gelsolin zu hemmen oder gar zu verdrangen
(Harris and Higgs, 2004; Schirenbeck et al., 2005b; Zigmond et al., 2003) und im Gegensatz zu
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capping-Proteinen die Addition von Aktinmonomeren beglnstigen - mit Ausnahme von Cdc12
(Kovar et al., 2003) - werden Formine auch als ,leaky cappers” bezeichnet (Zigmond et al., 2003).
Mit Immunoelektronenmikroskopie konnte aufgedeckt werden, dass die FH2-Doméane stabil am
stumpfen Aktinfilamentende gebunden bleibt, wahrend stdndig Aktinmonomere zwischen FH2-
Domane und stumpfen Ende eingefiigt werden (Higashida et al., 2004; Kovar and Pollard, 2004;
Pruyne et al., 2002a). Dieses Modell wird durch die unlangst geldsten Kristallstrukturen der FH2-
Domane und anderer diskreter Doméanen unterstitzt, die neue Einsichten in den Mechanismus des

Formin-vermittelten Aktinaufbaus liefern.

2.1.8 Struktur der FH2-Domane und vermuteter Mechanismus der
Aktinnukleierung durch FH2-Domanen

Die erste dreidimensionale Struktur einer nukleierenden FH2-Domane des Hefeformins Bni1p wurde
2004 geldst und offenbart ein flexibles, miteinander verbundenes Dimer, der aus zwei verlangerten
Aktin-bindenden Motiven besteht.

lasso

linker

J

coiled coil post

Abbildung 9: Gesamtaufbau des Bni1p-FH2-Dimers in der Banderdarstellung. Ein Molekil ist in den sichtbaren
Spektralfarben eingefarbt (blau: N-Terminus, rot: C-Terminus), das andere braunlich. Die finf Subdomanen, lasso,
linker, knob, coiled coil und post sind gekenzeichnet. Das Dimer hat eine kreisformige Struktur mit den Maen 10,5
x 8 nm?, die beiden Monomere haben eine Kopf-zu-Schwanz-Orientierung. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
lasso- die post-Subdoméane umschlieft. (Xu et al., 2004)

Zwei FH2-Monomere sind an zwei Stellen verknlpft, so dass sich von oben betrachtet eine
Doughnut-férmige, kreisformige Struktur ergibt (Otomo et al., 2005a; Xu et al., 2004). Die FH2-

Domane kann in funf Subdomanen unterteilt werden, die — vom N-Terminus zum C-Terminus — als

lasso (Lasso), linker (Verknupfer), knob (Knopf), coiled coil und post (Pfosten) bezeichnet wurden

(Xu et al., 2004). Die beiden Monomere besitzen eine Kopf-zu-Schwanz-Orientierung, d.h. der N-

16



2 Einleitung

Terminus eines Monomers liegt beim C-Terminus des anderen Monomers. Dabei wird die
Dimerisierung durch die auBergewdhnliche lasso-Struktur vermittelt, die eine Vorstilpung der post-
Domane der anderen Untereinheit umschliel3t, die das hoch konservierte zentrale G-N-X-M-N-Motiv
enthalt und so die Bildung eines fexibel miteinader verbundenen Dimers ermdlicht. Der innere
Bereich des FH2-Dimer ist hydrophob, die linker-Region jeder Untereinheit macht die Struktur zu
einem flexiblen, miteinander verbundenen Dimer. Von der Seite betrachtet hat das FH2-Dimer eine
Sessel-formige Struktur, wobei die beiden knob-Subdomanen deutlich aus der Ebene herausragen
(siehe Abbildung 10 A). Zusammen mit Aktinnukleierungsexperimenten (siehe Kapitel 3.5.5), in
denen der Einfluss verschiedener FH2-Konstrukte auf die Aktinpolymerisation untersucht wurde,
wurde ein Modell der Aktinnukleierung abgeleitet, in dem die FH2-Doméane auf dem Ende eines

verlangernden Aktinfilaments prozessiv , Treppen steigen® kénnte (siehe Abbildung 10).

A

spitzes Ende

Abbildung 10: Modell der miteinander verbundenen FH2-Dimerstruktur mit Aktinfilamentstruktur und Schema des
~1reppenstieg“-Mechanismus der Aktinnukleierung. A: Zwei senkrechte Ansichten des FH2-Dimers von der Seite
betrachtet unterhalb eines fuinf-Untereinheiten-langen Aktinfilaments. Dabei ist ein FH2-Monomer blau, das andere
braunlich gefarbt und so orientiert, dass die konservierte Oberseite dem stumpfen Filamentende gegenuberliegt. B:
Schematische Veranschaulichung, wie das FH2-Dimer am Aktinfilament ,Treppen steigen® konnte. Die
Aktinuntereinheiten werden durch die farbigen Ovale reprasentiert und das FH2-Dimer ist wie in A geféarbt.
Abwechselnde Dissoziation, Verlagerung und erneutes Binden einer Halfte des FH2-Dimers koénnte eine
Verlangerung durch Hinzufligen von Aktinmonomeren am stumpfen Filamentende ermdglichen. (Xu et al., 2004)

Nach dem oben beschriebenen Nukleierungsmodell misste das gesamte Forminmolekil um das
helikale Aktinfilament eine betrachtliche Drehbewegung machen. Mittels Einzelmolekilbildgebung
von Substrat-gebundenem oder Arp2/3-Komplex-assoziiertem Filament konnte nachgewiesen
werden, dass sich die Aktinfilamente bei Verlangerung nicht drehen (Kovar and Pollard, 2004).
Vielmehr muss das Forminprotein bei der Filamentelongation immer wieder kurzzeitig vom Filament
dissoziieren und neu assoziieren, so dass es auf dem Ende ,gleitet* (Shemesh et al., 2005). Die
Kristallstruktur einer monomeren FH2-Domane aus dem murinen mDia1 liel3 erkennen, dass die fiir
die Dimerisierung verantwortlichen Motive fir die Aktinnukleierung essentiell sind (Shimada et al.,
2004). Als Monomer findet keine Nukleierung statt, da es eine weitere Assemblierung von

Aktinmonomeren verhindert und sich wie ein capping-Protein verhalt. Als Dimer ist die FH2-Doméane
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hingegen ein Aktinnukleator und die Struktur stimmt nahezu mit der FH2-Struktur von Bni1p Uberein
(Shimada et al., 2004). Dies lasst auf einen Uber viele Speziesgrenzen konservierten molekularen
Mechanismus schlielen. Die Komplexstruktur von Tetramethylrhodamin (TMR)-Aktin, einem
Aktinderivat, das keine Filamente bilden kann (Dominguez and Graceffa, 2003), und der Bni1p-FH2-
Domane lasst erkennen, dass die Aktinuntereinheiten so binden, dass jedes FH2-Monomer zwei
Aktinmolekile bindet und das spitze Ende frei Iasst (Otomo et al., 2005b). Dabei nehmen diese eine
Konformation ein, die der im Aktinfilament entspricht, so dass die FH2-Domane als Filamentkern
dienen kann. Nach neueren Modellen kénnte das FH2-Dimer abwechselnd eine offene und
geschlossene Konformation einnehmen, um das Einfligen eines neuen Aktinmonomers zu erlauben

bzw. zu verhindern (Vavylonis et al., 2006).

2.1.9 Diaphanous-verwandte Formine

Viele Formine sind Effektoren von Rho-GTPasen. Diese werden unter dem Namen Diaphanous-
verwandte Formine (Diaphanous related formins, DRFs) zusammengefasst, da sie zum Drosophila-
Protein DIAPHANOUS homolog sind (Wasserman, 1998). Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie
autoinhibitorische Eigenschaften besitzen und durch eine aktive Rho-GTPase spezifisch aktiviert

werden.

FH1 ~H2-Do D C

N == Gm— FH3-Doméane

G-Aktin- Aktinnukleation und Regu-

RRgLIRNE Rekrutierung ' ' Filamentassemblierung ' | lation

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Domanenorganisation der Diaphonous-verwandten Formine. GBD:
GTPase-bindende Domane, FH1 / FH2 / FH3: Forminhomologie 1-/ 2-/ 3-Domane, D: DAD, Diaphanous-
autoregulatorische Domane. Die schwach definierte FH3-Domane basiert auf Sequenzahnlichkeiten zu anderen
DRFs und hat schwer zu identifizierende Domanengrenzen. Durch Assoziation der DAD mit der FH3-Doméane
werden Formine autoinhibiert. (Faix and Grosse, 2006).

Die Autoinhibierung in DRFs wird durch einen kleinen Bereich am C-Terminus der Proteine, der so
genannten Diaphanous-autoregulierenden Domane (DAD), und der N-terminalen regulatorischen
Domane vermittelt (Wasserman, 1998; Watanabe et al., 1997). Die DAD umfasst einen sehr kleinen
Bereich von Aminosauren, wahrend die regulatorische Domane am N-Terminus sehr viel groRer ist
und eine GTPase-bindene Domane (GBD), eine Diaphanous-inhibierende Doméane (DID) sowie eine
Dimerisierungsdomane (DD) einschlief3t (Alberts, 2001; Li and Higgs, 2005; Rose et al., 2005). Die
DID und DD werden auch als FH3-Doméane bezeichnet, die strukturell schwach definiert und bei

einigen Forminen an der subzellularen Lokalisiation beteiligt ist(Kato et al., 2001; Kitayama and
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Uyedat, 2003; Peterson et al., 1998). Innerhalb der DAD befindet sich ein regulatorisches,
hydrophobes Motiv mit der Sequenz M-D-X-L-L, das Uber verschiedene Speziesgrenzen hinweg
hoch konserviert ist (Alberts, 2001). Es befindet sich am C-Terminus eine ebenfalls konservierte,

basische Region, deren Bedeutung zu Beginn dieser Studie unbekannt war.

Rho-GTP

. — ——
A L teilweise Aktivierung
autoinhibiert / inaktiv

zusatzliche
Signale
-~ — e —> - D - -—
teilweise Aktivierung vollsténdige Aktivierung

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Modells der Autoinhibierung der DRFs, die durch die Interaktion der
DAD mit der FH3 entsteht. Diese wird durch Assoziation einer GTP-gebundenen Rho-GTPase teilweise aufgehoben,
so dass am N-Terminus eine Konformationsumwandlung stattfindet, die zur Freisetzung der DAD und zur Offung
des Molekiils und partiellen Aktivierung fihrt. Noch unbekannte Signale, wie z.B. Phosphorylierung, sind fir eine
vollstandige Aktivierung unerlasslich.

In ruhenden Zellen ist die DAD an den N-Terminus gebunden und nimmt somit eine geschlossene
Konformation ein, was eine Aktinnukleierung verhindert. Bindet eine aktivierte Rho-GTPase an die
GBD, wird die Autoinhibition aufgehoben (Alberts, 2001; Li and Higgs, 2003; Watanabe et al.,
1999a). Der N-terminale Bereich von mDia1 besitzt eine Armadillo-repeat-Struktur, ist vollstandig
helikal und ist ein stabiles Dimer (Rose et al., 2005). Die Rho-GTPasen interagieren tber ihre switch
1 und switch 2-Doméanen mit der GBD und der DID (Otomo et al., 2005a; Rose et al., 2005). Die
DAD wird bei Bindung von Rho an mDia1 nicht verdrangt. Vielmehr fihrt die Bindung der GTPase
zu einer Umstrukturierung der benachbarten DID und zur Freisetzung der DAD (Lammers et al.,
2005). Durch GTP-gebundenes RhoA wird mDia nicht vollstandig aktiviert, so dass weitere Faktoren
fur die Aktivierung unabhangig von RhoA notwendig sein konnten (Li and Higgs, 2005).

2.1.10 Zellulare Funktionen der Formine

Zellbiologische Untersuchungen zeigen, dass Formine am Aufbau des Aktomyosinrings beteiligt
sind, der am Ende der Zytokinese firr die Abschnirung bei teilenden Zellen verantwortlich ist. So
werden die Aktinfilamente am Aktomyosinring vor allem am stumpfen Ende aufgebaut, eine Deletion
des Arp2/3-Komplexes hat keinen Einfluss auf die Bildung des Rings (aul3er in sich teilenden

Hefezellen) und Aktin liegt in der Teilungsfurche vorwiegend als gerade Biindel vor (Castrillon and
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Wasserman, 1994; Evangelista et al., 2002; Maupin and Pollard, 1986; Noguchi and Mabuchi,
2001).

Zusammen mit dem Vasodilator-stimulierten Phosphoprotein (VASP) sind Formine an der Bildung
von Filopodien beteiligt (Schirenbeck et al., 2005a), die vermutlich aus Lamellipodien hervorgehen,
die zusammen mit dem Arp2/3-Komplex gebildet werden. Formine wie mDia1 befinden sich dabei

an der Spitze von Filopodien.

Eine weitere Aufgabe erflllen Formine bei der Regulation der Zell-Zell-Adhasion und der Zell-
Substrat-Adhasion sowie der Zellbewegung. Es konnte nachgewiesen werden, dass mDia und RhoA
fur die Ausbildung fokaler Adhasionen notwendig sind. Zudem formt Formin-1 die Plasmamembran
durch die Bindung von a-Catenin und sind in der Lage es an adharente Kontaktstellen zu bringen
(Kobielak et al., 2004). Bei der Bewegung von Zellen missen standig Aktinfilamente aufgebaut
werden und DRFs wie FHOD1 spielen dabei eine essentielle Rolle (Koka et al., 2003). Allerdings ist
unklar, Uber welchen Weg dies geschieht: Uber direkte Aktinpolymerisation, der Stabilisation von
Mikrotubuli oder tiber die Stimulation des SRF (serum response factor) oder MAL (megakaryoblastic

leukemia) (Goulimari et al., 2005).

Bei der Endozytose ist eine Interaktion von endosomalen Organellen mit dem Zytoskelett
unerlasslich. Eine Beteiligung von Forminen an der Endozytose wurde am Beispiel einer splice-
Variante von hDia2 untersucht, die zuséatzliche Aminosauren besitzt, um es an friihe Endosomen zu

fuhren (Gasman, 2003), ist aber auch fur andere DRFs belegt (Tominaga et al., 2000).

Die Zellpolarisation ist ein bei der Zellteilung straff regulierter Vorgang. Studien in knospender und
teilender Hefe demonstrierten, dass Formine wie das DRF Bnilp zusammen mit Profilin das
Zytoskelett umarrangieren und die Zelle damit polarisieren(Evangelista et al., 1997) und auch
andere Formine sind in der Lage, Aktinpolymerisation in Wachstumszonen zu nukleieren. Die
planare Zellpolaritat (PCP, planar cell polarity) ist ein Prozess, bei der die Integritat und Ausrichtung
von Zellen innerhalb der epithelialen Ebene reguliert wird und ein Signalweg bei der Morphogenese
istt. Das DRF DAAM1 (dishevelled-associated activator of morphogenesis) wurde als
Interaktionspartner dieses Signalwegs identifiziert und kontolliert die Gastrulation bei Xenopus laevis
(Habas et al., 2001).

Wie oben kurz erwahnt, koénnen Formine auch die Transkription beeinflussen, da der
Transkriptionskoaktivator MAL Aktin bindet (Miralles et al., 2003). Nach Bindung an SRF wird die
Transkription von Genen angeschaltet, die mit dem Zytoskelett in Verbindung stehen und es
umbauen (Treisman, 1987). Das an G-Aktin gebundene MAL dissoziiert, sobald durch mDia1 Aktin
polymerisiert wird, worauf es in den Zellkern gelangt und die Transkription am SRE aktiviert. Zu den
SRE-Aktivatoren gehoért auch FHOD1, das Uber Rac1 die Transkription stimuliert (Gasteier et al.,
2003).
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SchlieRlich wurde gefunden, dass DRFs zusatzlich zur Aktinpolymerisation auch die Mikrotubuli des
Zytoskeletts beeinflusst. Sie helfen, stabile Microtubuli zu bilden, d.h. Mikrotubuli mit einer langeren
Lebenszeit (Gasteier et al., 2005; Gundersen et al., 2004). Dabei bindet mDia1 an die Spitzen von
Mikrotubuli und hilft so bei ihrer Orientierung (Wen et al., 2004). Jedoch ist auch die FH2-Domane
an der Bildung von stabilen Mikrotubuli beteiligt, so dass dieser Vorgang auch Aktin-abhangig ist

und Formine die Vernetzung der Aktin- und Mikrotubulizytoskelette vermitteln.

Die zelluldaren Funktionen der verschiedenen Formine — allein 15 sind in Saugetieren bekannt —
unterscheiden sich z.T. stark, so dass sie spezielle Aufgaben Ubernehmen, jedoch auch
Uberlappende Eigenschaften besitzen. Diese hangen vorwiegend von den Interaktionspartnern, die
sie besitzen, bzw. von den Faktoren ab, die sie aktivieren, und weniger vom Mechanismus der

Aktinnukleierung.

2.2 FHOD1

Das humane Forminprotein FHOD1 (Forminhomologiedoméane-2-enthaltenes Protein 1) ist ein
Mitglied der DRFs. Es wurde zuerst in einer Hefe-Zwei-Hybrid-Untersuchung als Interaktionspartner
des Transkriptionsfaktors AML-1B (acute myelogenous leukemia protein — 1B) identifiziert
(Westendorf et al., 1998; Westendorf et al., 1999a). Der offene Leserahmen hat eine Grofte von
3945 Basepaaren und liegt auf dem Chromosom 16922 des Menschen (Westendorf et al., 1999b).
FHOD1 wird ubiquitar, einschlieRlich hamatopoietischer Zellen, exprimiert, jedoch in Milzzellen in
sehr groRen Mengen, weshalb es urspriinglich den Namen FHOS (Formin homolog overexpressed
in spleen) trug. Als sich herausstellte, dass FHOD1 eine echte FH1- und FH2-Domane besitzt,
wurde es nach den Richtlinien der Nomenklatur fur humane Gene in die Formin-Proteinfamilie
aufgenommen und der Name geandert (Koka et al., 2003). Das humane Protein hat eine Gré3e von

1164 Aminosaureresten und ist in Abbildung 13 schematisch dargestellt.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des molekularen Domanenaufbaus von FHOD1. Angenommene
Anordnung der Doméanen: N-terminal befindet sich die FH3-Doméne und die GBD, zentral schlielt sich die Prolin-
reiche FH1- Domane an, der die FH2-Domane direkt folgt. Am C-Terminus besitzt FHOD1 die DAD. N/C: N- bzw. C-
Terminus der Proteinprimarsequenz

FHOD1 besizt einen fir Formine typischen Aufbau mit einer zentralen FH1-Doméane, an die sich C-
terminal die FH2-Domane anschliel3t. Wie auch bei anderen DRFs befindet sich ganz am C-

Terminus die DAD, die eine Region am N-Terminus binden kann und dadurch das Protein eine
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2 Einleitung

autoinhibierte Konformation einnimmt. Die fiir die Aktivierung wichtige GBD ist durch
Sequenzvergleich bei FHOD1 nicht zu identifizieren, wie es fir andere DRFs der Fall ist (Burbelo et
al., 1995; Peng et al.,, 2003). Es wurde jedoch herausgefunden, dass Rac1 unabhangig vom
Nukleotidzustand mit seiner C-terminalen polybasischen Region die Transkription vom SRE aktiviert
(Westendorf, 2001a). Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass die FHOD1-induzierte
Genepression des SRE von der Aktivierung der ERK MAP-Kinase (extracellular signal regulated
kinase mitogen activated protein kinase) erfordert (Boehm et al., 2005). Weitere Untersuchungen
zeigten, dass Src (steroid receptor co-factor) die Induktion der Genexpression durch FHOD1
aufhebt, jedoch die Stressfaserbildung unbeeinflusst bleibt. Zudem wird durch Src die
Genexpression moduliert (Koka et al., 2005). Bei Deletion des C-Terminus von FHOD1 wird die
Autoinhibition aufgehoben. Dadurch ist FHOD1 konstitutiv aktiv und induziert in Zellen Stressfasern
(Gasteier et al., 2003; Westendorf, 2001b). Die Bewegung von Zellen, die durch die Interaktion von
Integrin mit Aktin-Myosin vermittelt wird, kann durch FHOD1 unabhangig von Integrin stimuliert
werden (Koka et al., 2003). FHOD1 kann Mikrotubuli entlang von Stressfasern ausrichten und tragt
so zur Verlangerung von Zellen bei (Gasteier et al., 2005). Dabei hangen beide Prozesse, die
Zellbewegung und die Zellverlangerung, von der Rho-Effektorkinase ROCK1 und von der intakten
FH1/FH2-Doméane ab (Gasteier et al., 2003; Gasteier et al., 2005).

Weiterhin wurde gezeigt, dass FHOD1 Uber die FH1-Domane Profilin lla bindet, so dass es moglich
ist, dass Profilin als Rekrutierungsprotein fur Aktin dient (Tojo et al., 2003). In diesem
Zusammenhang wurde auch gefunden, dass IRAP (insulin responsive aminopeptidase) mit FHOD1
interagiert. IRAP ist an Vesikel gebunden und wandert als Zellantwort auf Insulin an die
Plasmamembran. Somit ist eine Beteiligung von FHOD1 am Vesikeltransport wahrscheinlich (Tojo et
al., 2003). In einer Hefe-Zwei-Hybrid-Untersuchung konnte FHOD1 als Interaktionspartner von PGKI
(cyclic GMP dependent protein kinase 1) identifiziert werden und durch weitere Experimente wurde
herausgefunden, dass es in vascularen glatten Muskelzellen Substrat dieser Kinase ist. Diese
phosphoryliert das Serin an Position 1131 in FHOD1, cGMP (cyclic guanosine monophosphate)
macht diese Interaktion wieder rickgangig (Wang et al., 2004). Im Ubrigen bindet FHOD1 den C-
Terminus des multifunktionalen Rezeptors CD21 und kénnte hier die Organisation des Zytoskeletts
mit der intrazellularen Signallbertragung verknipfen (Gill et al., 2004). Unter den bekannten
Bindungspartnern von FHOD1 ist auch eine Isoform von WISH-1/DIP1 (WASP interacting SH3
domain protein 1/diaphanous interacting protein 1), WISH-B, das an die FH1-Domane sowie den
aullersten N-Terminus bindet und die Stressfaserbildung stért, jedoch nicht die Genexpression vom
SRE (Westendorf and Koka, 2004). Im Herzen, der Niere und im Gehirn wird ein gerade
identifiziertes Homolog, FHOD2, exprimiert, das moglicherweise fir die Vernetzung des Nestin-

Intermediarfilaments mit dem Aktinzytoskelett verantwortlich ist (Kanaya et al., 2005).
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2.3 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollen zwei humane Proteine mit biochemischen und biophysikalischen
Methoden sowohl funktionell als auch strukturell analysiert und charakterisiert werden. Dabei
handelt es sich um das bereits erwahnte Forminprotein FHOD1 sowie den spater beschriebenen

Transkriptionsinhibitor Hexim1 (siehe 5.1).

Ein erstes Ziel dieser Studie fokussiert auf den autoregulatorischen Mechanismus des humanen
Multidoméanenproteins FHOD1. So soll zunachst in vitro die Bindung der C-terminalen Diaphanous-
autoregulatorsichen Domane DAD an die N-terminale Bindungsstelle charakterisiert werden. Dazu
sollen verschiedene Fragmente des FHOD1-Proteins rekombinant hergestellt und die Interaktion der

einzelnen Domanen mit biochemischen und biophysikalischen Methoden analysiert werden.

Durch Mutation der Konsensusmotive der DAD sollen die Konsensusmotive bestimmt werden. Die
Wichtigkeit der mutierten Regionen soll ebenfalls mittels biochemischer und biophysikalischer
Methoden beleuchtet werden. Daneben sollten diese Konstrukte auch in vivo getestet und so der

Einfluss auf den Phanotyp von eukaryotischen Zellen dargestellt werden.

Zur Charakterisierung der Aktivierung des Forminproteins soll die Interaktion mit der Rho-GTPase
Rac1 in vitro gezeigt und analysiert werden. Insbesondere der Einfluss des gebundenen Nukleotids

in der GTPase und die Lokalisation der Bindungsstelle auf FHOD1 sind hier von Interesse.

Die katalytische Einheit von FHOD1, die FH2-Doméane, soll rekombinant in E.coli hergestellt und in
einem Aktinpolymerisationsexperiment untersucht werden. Zur Analyse der Funktion und Regulation
von FHOD1 soll dieses Protein schlieBlich in seiner nativen Form rekombinant als Volllangenprotein
in einem Baculoexpressionssystem hergestellt und desgleichen die Stimulation der
Aktinpolymerisation untersucht werden. In diesem Zusammenhang soll zudem der Einfluss der Rho-

GTPasen und der DAD sowie weiterer Kofaktoren naher beschrieben werden.

In einem zweiten Projekt soll unabhéngig von den oben genannten Arbeiten die Bindung der C-
terminalen CyclinT-bindenden Domane des Inhibitors fir die Transkriptionselongation Hexim1 an
das Zyklinprotein CyclinT1 mit biophysikalischen Methoden untersucht werden. Mittels NMR-
Spektroskopie soll in Zusammenarbeit mit Dr. Sonja Dames, Universitat Basel, die Struktur der TBD

geldst werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

Die in dieser Studie verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen geliefert:
Aldrich (Steinheim)

Boehringer Mannheim (Mannheim)
Fluka (Neu-Ulm)

Baker (Deventer, Niederlande)
Merck (Darmstadt)

GE Healthcare (Freiburg)

Qiagen (Hilden)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Sigma (Mlnchen)

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

PVDF-Membran (GE Healthcare, Freiburg)

HyperfilmTM ECL (GE Healthcare, Freiburg)

Dialyseschlauche (Roth, Karlsruhe)

Zellkulturflaschen (Becton Dickinson, Plymouth, U.K.)
Ultrafiltrationseinheiten (Millipore Amicon, Witten)

NMR Roéhrchen (Wilmad, Buena, USA und Shigemi Co., LTD Tokyo Japan)

3.1.2 Chromatographiesaulen und Chromatographiematerialen

Ni-NTA Superflow (Qiagen, Hilden)

GSH 4 Fast Flow (GE Healthcare, Freiburg)

Hi Load Superdex 75 16/60 prep grade (GE Healthcare, Freiburg)

Hi Load Superdex 200 16/60 prep grade (GE Healthcare, Freiburg)

Superdex 75 10/300 (GE Healthcare, Freiburg)

Superdex 200 10/300 (GE Healthcare, Freiburg)

PD 10 Entsalzungssaulen (GE Healthcare, Freiburg)

Biosep-SEC-S2000 (Phenomenex, Aschaffenburg)

Prontosil 120-5-C18-AQ 5,0 um HPLC-Saule (Bischoff Chromatographie, Leonberg)
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3.1.3 Fluoreszenzfarbstoffe

1,5-IAEDans (Molecular Probes, Eugene, OR)

3.14 Nukleotide

Guanylyl 5'-imidodiphosphat, GppNHp (Jena Biosciences, Jena)

3.1.5 Reagenziensatze

QlAprep Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)

QlAprep Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

QlAprep Plasmid Midiprep Kit (Qiagen, Hilden)
ECL-Western-Blot-Detection-Kit (Ge Healthcare, Freiburg)

Actin Polymerization Biochem Kit (Cytoskeleton, Denver, USA)

3.1.6 DNA-Konstrukte

Marker

DNA LMW-Marker (Invitrogen, Karlsruhe)

40000, 10000, 8144, 6108, 5090, 4072, 3054, 2036, 1636, 1018, 517/506 Bp
Oligonukleotide

Primer (MWG Biotech, Miinchen)

Vektoren

pProEx-HTa/b (Invitrogen, Karlsruhe)

pGEX-4T1 Tev-Site modifiziert (GE Healthcare, Freiburg)
pGEX-2T Tev-Site modifiziert (GE Healthcare, Freiburg)
pEF-HA (Dr. Geyer, MPI Dortmund)

pFastBac HTb (Invitogen, Karlsruhe)

3.1.7 Enzyme, Proteine und Antikorper

Enzyme

Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs, Schwalbach)
DNase | (New England Biolabs, Schwalbach)

Expand high Fidelity PCR System Polymerase (Roche, Mannheim)
T4-DNA-Ligase (New England Biolabs, Schwalbach)
TEV-Protease (MPI-Dortmund)

Thrombin (Sigma, Munchen)
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Peptide

DAD-Peptid mit einer Lange von 30 Aminosauren und der Sequenz (MW: 3357,8 Da):
SDEIMDLLVQSVTKSSPRALAARERKRKRSRG

Synthesiert am MPI-Dortmund von Sascha Gentz

Antikorper

polyklonaler Kaninchen-a-His-Antikérper (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA)
HA-probe (F-7) mouse monoclonal IgG2a (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA)
Marker

Proteinstandard fiir SDS-Page (GE Healthcare, Freiburg)

97000 Da (Phosphorylase b), 66000 Da (Albumin), 45000 Da (Ovalbumin), 30000 Da (Carbonic
Anhydrase), 20100 Da (Trypsin Inhibitor), 14400 Da (Lactalbumin)

Standard fiir die GréRRenausschlusschromatographie
Proteinstandard fir analytische Gelfiltration (Bio-Rad, Miinchen)

670000 Da (Thyroglobulin), 158000 Da (Bovine gamma-Globulin), 44000 Da (Chicken Ovalalbumin),
17000 Da (Equine Myoglobulin), 1350 Da (Vitamin B12)

3.1.8 Gerate

Autoklav: Varioklav (H+P Labortechnik, Oberschleissheim)

Brutschrank: Heraeus CO, Auto zero (Heraeus, Hanau)

ESI-Massenspektrometer Agilent 1100 (Hewlett Packard, Texas, USA)
Fluoreszenzspektrometer: FluoroMax-3 Spectrofluorometer (SPEX Instruments, Edison, U.K.)
FPLC (fast protein liquid chromatography): Akta prime (GE Healthcare, Freiburg)

Gefriergrat: Heraeus Herafreeze (Heraeus, Hanau)

Heizschiittler: eppendorf Thermomixer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)

HPLC (high performance liquid chromatography): Waters 616/626 System mit 2487 Dual A
Absorbance Detector, 717plus Autosampler und Inline Degassser AF (Waters, Milford, USA)

konfokales Mikroskop LSM (Zeiss, Géttingen)

Kuhlzentrifuge: eppendorf 5810 R (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)
Microfluidizer: M-110S (Microfluidics Corp., Newton, U.K.)
Mikrokalorimeter: VP-ITC (Microcal, Northampton, U.K.)

Mikroskop: Axiolab (Carl Zeiss, Jena)

NMR-Spektrometer: Varian Inova 600 Spektrometer (NMR) (Varian Inc., USA)
PAGE-Gelkammer: Bio-Rad Mini-Protean Il (Bio-Rad, Minchen)
PCR-Maschine PCR-Express (Hybaid, Heidelberg)

Photometer: eppendorf Biophotometer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)
Plattenfluoreszenzspektrometer: Tecan Safire (Tecan, Zlrich, Schweiz)
Schuttler (Brunswick, Nirtingen)

Semi-Dry Trans-Blot Apparatur (Biometra, Goéttingen)

Sterilbank: Heraeus (Heraeus, Hanau)
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Ultraschallbad: Sonorex Super RK 103H (Bandelin electronic, Berlin)
Ultraschallgerat: Branson Sonifier W-250 (Branson, Danbury, USA)
Ultrazentrifuge: Beckman TL Ultracentrifuge (Beckman, Fullerton, USA)

Vortexer: Vortex Genie? (Bender & Hobein, Bruchsal)

Voyager-DE pro MALDI Massenspektrometer (Perseptive Biosystems, Weiterstadt)
Waage: Satorius BP110S (Satorius, Goéttingen)

Zentrifuge: Beckman Coulter Avanti J-20 XP (Beckman, Fullerton, USA)
Zentrifuge: eppendorf 5415 D (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)

3.1.9 Materialien fur die eukaryotische und prokaryotische Zellbiologie

Medien und Zusétze fiir das Baculoexpressionssystem:
fotales Rinderserum, FBS South Amarican (CE) (Sigma, Miinchen)

Medium fir Insektenzellen: TC 100 Insect Medium with Glutamine without NaHCO3; (Pan-Biotech,
Aidenbach)

Detergenz: Pluronic F-68, 10% (Pan-Biotech, Aidenbach)

Medien und Zuséatze fur NIH3T3-Zellen:

Fotales Kalberserum, FCS (Sigma, Miinchen)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM (GibcoBRL, Egenstein)

Medien und Zuséatze fir die prokaryotische Zellkultur:

LB-Medium: 10 g Pepton(140)-Hydrolysat, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl ad 1000 ml, pH 7.2
Minimalmedium zur heteronuklearen Markierung von Proteinen:

je Liter 0,5 g NaCl, 1,3 ml Spurenelementeldsung, 1 g Zitronensauremonohydrat, 36 mg Eisencitrat,
4,02 g KH,PO,, 5,96 g K,HPO,,1 ml Zink-EDTA Losung, 2 ml MgSO,4 1 g >NH,Cl, 25 ml 20%
Glukoseldsung oder 2 bis 3 g *C-Glukose

Spurenelementlésung: 2,5 g/l Borsaure, 2,0 g/l CoCl, -6 H,0, 1,1 g/l CuCl»-2 H,0, 9,8 g/l MnCl,-2
H-0, 2.9 g/l Na,MoO,4-2 H,O

Zink-EDTA L6ésung: 5 mg/ml EDTA, 8.4 mg/ml Zn(Ac).

Antibiotika

Ampicillin (Serva, Heidelberg)

Penicilin (GibcoBRL, Egenstein)

Streptomycin (GibcoBRL, Egenstein)

Isotopen-markierte Zusatze vor die Herstellung heteronuklear markierter Proben fiir die NMR
"®N Ammoniumchlorid (Euriso-top, Saarbriicken)

3C-Glukose (Euriso-top, Saarbriicken)
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3.1.10 Mikroorganismen und Zelllinien

Prokaryotische Zelllinien

E.coli-Stamm BL21 (DE3) (Novagen, Darmstadt) (Studier and Moffatt, 1986)

Genotyp: F- ompT hsdSB (rg mg) gal dcm rne 131 (DE3)

E.coli-Stamm TG1 (Zymo Research CA) (Carter et al., 1985)

Genotyp: lac-pro, thi-1, supE, hsdA5, [F’ traA36, proAB+, laclQ, lacZ.M15]
E.coli-Stamm DH10-Bac (Invitrogen, Karlsruhe)

Genotyp: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)_80lacZAM15 AlacX74 racA1 endA1
araD139 D(ara, leu)7697 galU galK rpsl nupG/bMON14272/pMON7124

Eukaryotische Zelllinien

Sf9-Zellen: Zellen aus dem Eierstockgewebe der Puppe der Raupe Spodoptera frugiperda, die mit
Baculoviren infiziert werden kdnnen und so zur Expression auch groRer eukaryotischer Proteine mit
den entsprechenden eukaryotischen posttranslationalen Modifikation geeignet sind (Smith et al.,
1985; Vaughn et al., 1977).

NIH3T3: murine embryonale Fibroblastenzelllinie, adharent.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Gerichtete Mutagenese

Punktmutationen wurden mittels der Megaprimermethode in das Plasmid eingeflihrt. Dazu werden in
zwei getrennten Ansatzen zwei lange Oligonukleotide (Megaprimer) mittels einer
Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) generiert und amplifiziert. Dabei wird
im ersten Ansatz die DNA bis zur Punktmutation hergestellt, im zweiten Ansatz wird der Bereich ab
der Punktmutation bis zum Ende der DNA-Matrix synthetisiert. Die gewilinschte Mutation ist im
reverse-Primer des ersten Ansatzes und im forward-Primer des zweiten Ansatzes enthalten. Es folgt
eine zweite PCR, bei der die DNA der beiden Ansatze zusammen mit dem forward-Primer des
ersten Ansatzes und dem reverse-Primer des zweiten Ansatzes vervielfaltigt wird. Durch
Hybridisierung der beiden Megaprimer Uber den Bereich der Punktmutation wird die DNA

komplementiert und kann amplifiziert werden.

Tabelle II: Pipettierschema fur die PCR zur Darstellung von Punktmutanten mittels der Megaprimermethode

Konzentration Volumen / pl

Matrizen-DNA ~200 ng/pl 1

dNTP 2,5 mM 4
Primer 10 pmol/ul 1
Primer 10 pmol/pl 1

expand high fidelity 5000 U/ml 0.5

Polymerase
Polymerasepuffer 10x 5
ddH,O 38
Tabelle Ill: Zyklusparameter fir die Megaprimer-PCR. Die Hybridiserungstemperatur Tuy, errechnet sich aus

folgender Formel: Thy, = 4°C x (Anzahl G + C) + 2°C (Anzahl A + T) — 5°C.

Temperatur  Zeit/s

Denaturierung 96 120

25x Denaturierung 94 15

25x Hybridisierung Thyb 30
25x Extension 72 45-60

abschlieBende Extension 72 420
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3.2.2 Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse und Praparation werden doppelstrangige DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grolle
durch Agarosegelelektrophorese getrennt. Dabei wandert die negativ geladene DNA im elektrischen

Feld zur Anode. Grof’e DNA-Fragmente bendtigen langer als kleinere Fragmente.

Fir die Gelelektrophorese wurde ein Gel mit 1-2%igem Agaroseanteil hergestellt und nach
Auftragen der DNA und des LMW-Markers (Invitrogen) eine konstante Spannung von 110 V
angelegt. Die Proben wurden mit 6x-Probenpuffer versetzt. Der TBE-Laufpuffer sowie das Gel
enthielten 0.01% Ethidiumbromid, das in die DNA interkaliert und so die DNA im UV-Licht sichtbar

macht.

TBE-Puffer 89 mM Tris pH 8,9
89 mM Borsaure
0,9 MM EDTA

6x-Probenpuffer 10% Ficoll

0,025% Bromphenolblau
0,025% Xylencyanol
in TBE-Puffer

3.2.3 Restriktionsverdau

Zur Ligation von DNA-Fragmenten mit dem Vektor missen beide mit entsprechenden
Restriktionsenzymen behandelt werden, um eine spezifische Insertion zu gewahrleisten. Dabei
erkennen die Enzyme individuelle DNA-Sequenzen doppelstrangiger DNA und spalten diese an der
spezifischen Stelle. Der Restriktionsverdau kann zur Analyse der hergestellten DNA dienen oder bei

der Generierung neuer Plasmide verwendet werden.

Zur Durchfiihrung eines Restriktionsverdaus werden die vom Hersteller der Restriktionsenzyme
(New England Biolabs) angegebenen Pufferbedingungen eingestellt. Der Ansatz wird mindestens
zwei Stunden bei 37°C inkubiert.

3.24 Extraktion der DNA-Fragmente aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung eines Qiagen

Gelextraktionskits nach Angaben des Herstellers.
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3.2.5 Ligation

Nach Verdau und Isolierung der DNA-Fragmente werden diese in einen Vektor Gberfihrt. Dies wird
von dem Enzym Ligase (New England Biolabs) bewerkstelligt, das das freie 3’-Hydroxy- mit dem 5’-

Phosphatende verkn(pft.

Tabelle IV: Pipettierschema fiir einen Ligationsansatz.

Volumen / pl
verdauter Vektor 1
verdautes DNA-Fragment 8
10x-Ligationspuffer 2
T4-DNA-Ligase 1
ddH,0 5

3.2.6 Transformation

Zur Vermehrung von Plasmiden oder zur Expression von Proteinen missen die hergestellten
Plasmide in die E.coil-Bakterien transformiert werden. Dies erfolgte mit der Hitzschockmethode, bei
der kompetente Bakterien eingesetzt werden, deren Membran durch Behandlung mit DMSO
durchlassig ist. Durch einen Hitzeschock bei 42°C wird die DNA nach Inkubation auf Eis

aufgenommen.

Zur Transformation wurde eine Suspension kompetenter Bakterien auf Eis langsam aufgetaut und
mit dem Ligationsansatz bzw. dem hergestelltem Plasmid 30 bis 45 Minuten auf Eis inkubiert. Der
Hitzeschock erfolgte flir 45 Sekunden bei 42°C. Die Bakterien wurden fiir zwei Minuten auf Eis
gestellt, anschlieRend mit LB-Medium versetzt und 30 Minuten bei 37°C geschdittelt. Die Suspension

wurde auf Antibiotika-haltigen Agarplatten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C stehen gelassen.

3.2.7 Isolierung der Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde je nach bendétigter Menge mittels Mini- und Midiprepkits der Firma Qiagen aus
Bakterien gereinigt. Dabei wurden die entsprechenden Herstellerprotokolle verwendet. Die
Reinigung beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse und anschlielRender Fallung der Proteine mit
Kalium-Dodecylsulfat sowie Trenng durch lonenaustauschchromatographie. Die DNA wurde

schlieRlich in H,O oder TE-Puffer aufgenommen und bei -20°C gelagert.

TE-Puffer: 10 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA
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3.2.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA wurde mit der Kettenabbruchmethode durch Zyklussequenzierung in
Gegenwart von Fluoreszenz-markierten Didesoxynukleotiden durchgefiihrt (Sanger et al., 1977). Die
unterschiedlich langen DNA-Fragmente werden kapillargelelektrophoretisch getrennt und die
Fluoreszenz detektiert. Aus dem erhaltenen Chromatogramm lasst sich die Sequenz ablesen, da

jedes Didesoxynukleotid eine andere Fluoreszenzmarkierung besitzt.

Zur Sequenzierungs-PCR wurde ein Big-Dye Terminator-Mix verwendet, der die AmpliTag-DNA-

Polymerase und die vier Fluoreszenz-markierten ddNTPs enthalt:

Tabelle V: Reaktionsansatz fur die DNA-Sequenzierung

Volumen / jl
Terminator-Mix 4
Sequenzierungspuffer 2
Miniprep-DNA 1
Sequenzierungsprimer 1
ddH,O 10

Die PCR hatte folgende Parameter:

Tabelle VI: Parameter fir die Sequenzierungs-PCR

Temperatur  Zeit/s

25x Denaturierung 96°C 10
25x Hybridisierung 55°C 5
25x Extension 60°C 240

Anschlielend wurden die Reaktionsprodukte mit Ethanol geféllt und das Pellet nach einem
Waschschritt mit 70%igem Ethanol getrocknet. Die Kapillargelelektrophorese und Aufnahme des

Chromatogramms erfolgte in der zentralen Einrichtung fiir Biotechnologie am MPI-Dortmund.

3.2.9 Glyzerindauerkulturen

Zur Lagerung transformierter Bakterien wird die Bakterienkultur bis zu einer ODgpp = 0,6 wachsen
gelassen und 800 pl Bakteriensuspension mit 1200 pl 50% Glyzerin vermischt. Nach dem

Schockfrieren in fliissigem Stickstoff kbnnen die Kulturen bei -80°C gelagert werden.
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3.3 Proteinchemische Methoden

3.3.1 Proteinexpression und Zellernte

Zur Proteinexpression wurden typischerweise BL21 (DE3)-Zellen verwendet, die zunachst Uber
Nacht in einer Vorkultur mit Antibiotikum wachsen gelassen wurden. Damit wurde die Hauptkultur
beliebiger Grofle mit einer ODgy = 0,05-0,1 inokuliert und bei 37°C geschittelt. Je nach
gewlnschter Expressionstemperatur wurde die Temperatur bei ODgo = 0,3-0,4 heruntergeregelt
und die Zellen induziert, wenn eine ODgg = 0,6-0,8 erreicht wurde. Die Induktion erfolgte je nach zu
exprimierendem Protein mit IPTG (Isopropyl-1-Thio-D-Galactopyranosid) einer Konzentration von
0,1-0,5 mM. Bei einer Expressionstemperatur von 37°C wurden die Zellen nach vier Stunden durch
Zentrifugieren geerntet, bei niedrigeren Temperaturen lag die Expressionsdauer bei sechs bis 14
Stunden. Nach der ersten Zentrifugation bei 5000 x g fir 20 Minuten bei 4°C wurde das
Bakterienpellet in PBS resupendiert und nochmals bei 5000 x g 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die

Bakterien konnten sofort aufgeschlossen werden oder wurden bei -80°C gelagert.

PBS 130 mM NaCl
10 mM NaP;, pH 7,2

3.3.2 Zellaufschluss

Die Bakterien wurden entweder mittels eines Mikrofluidizers oder durch Ultraschall aufgeschlossen.
Dazu wurden die Bakterien in Lysepuffer resuspendiert, der je nach zu reinigendem Protein eine
individuelle Zusammensetzung hatte. Im Falle der Verwendung eines Mikrofluidizers wurde die
Bakteriensuspension mehrmals in eine enge Kapillare gegeben und durch Hochdruck (800 bar) die
Zellmembranen zerstort. Bei der Anwendung eines Ultraschallgerates wurden die Bakterien im
Aufschlusspuffer mit Unterbrechungen auf Eis insgesamt etwa funf Minuten Ultraschall ausgesetzt,
wodurch ebenfalls die Membran zertrimmert wird. Zur Kontrolle des vollstdndigen Aufschlusses
konnte die Suspension unter dem Mikroskop begutachtet werden. AnschlieRend wurde das Lysat
bei 15000 x g fur 45 Minuten bei 4°C zentrifugiert und die unléslichen Bestandteile von der

zytosolischen Fraktion getrennt.

3.3.3 Nickelaffinitatschromatographie

Die Nickelaffinitdtschromatographie wurde zur Reinigung der Proteine mit Hexahistidinaffinitatsanker
verwendet. Dabei kam das Ni-NTA- (Nickel-Nitrilo-tri-essigsaure) Saulenmaterial der Firma Qiagen
zum Einsatz. An das NTA-Material sind Ni**-lonen so komplexiert, dass noch zwei weitere
Ligandenbindungsstellen frei zuganglich sind. Die Histidine am Hexahistidinfusionsprotein binden

spezifisch an diese Bindungstellen im nanomolaren Bereich, wahrend andere Proteine nicht binden
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und unspezifische Bindungen durch Waschen geldst werden kénnen. Das Protein wird mittels

Imidazol eluiert, das mit dem Hexahistidinanker um die Bindungsstellen am Nickel konkurriert.

Die zytosolische Fraktion nach dem Zellaufschluss wurde auf eine aquilibierte Nickelsdule gegeben
und anschlieBend solange gewaschen, bis die keine Absorption mehr detektiert wurde. Um
unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, enthielt der Laufpuffer 20 mM Imidazol.
Anschlieflend wurde das gewlinschte Protein mit 200-400 mM Imidazol eluiert und fraktioniert. Die
Fraktionen wurden auf Reinheit geprift und Protein-haltige Fraktionen vereint. Das Imidazol wurde

bei der Dialyse oder Gelfiltration entfernt.

3.3.4 Glutathionaffinitatschromatographie

Proteine mit GST- (Glutathion-S-Transferase) Affinitatsanker wurden mit GSH- (Glutathion) Saulen
gereingt. Glutathion ist das natlrliche Substrat der Glutathion-S-Transferase und bindet hochaffin an

GST. Es wurde Saulenmaterial der Firma GE Healthcare verwendet.

Die Iosliche Fraktion nach dem Zellauschluss werden Uber das Saulenmaterial mit gekoppeltem
GSH gegeben, wobei die GST-Affinitdtsankerfusionsproteine an das GSH binden und die Ubrigen
Proteine durch Hochsalzldsung (1 M NaCl) entfernt werden. Durch GSH-haltigen Puffer (20 mM
GSH) wird das GST-Fusionsprotein eluiert.

3.3.5 Praparative Gelfiltration

Anders als bei der Affinitdtschromatographie werden die Proteine bei der Gelfiltration (oder
Grélenausschlusschromatographie) nicht durch Bindung an die Matrix, sondern aufgrund ihrer
Grole und Form getrennt. Die Matrix besteht hier aus porésen Kugeln, deren Poren eine definierte
Grole besitzen. Diese limitieren die Permeation grof3er Molekile in die Kugeln, so dass sie einen
kirzeren Weg durch die Matrix haben als Molekiile, die kleiner als die Poren sind. So eluieren grof3e

Molekiile friher.

Die GréRenausschlusschromatographie diente hier zur weiteren Reinigung von Proteinen, die nach
der Affinitdtschromatographie noch Verunreinigungen aufwiesen, jedoch auch zum Pufferwechsel.
Dabei war die Trennung umso besser, je kleiner das Volumen an Proteinldsung war, das auf die
Saule gegeben wurde (0,5-1,5 ml). Es wurden je nach Grofde der zu trennenden Molekile Superdex
75 16/60 bzw. Superdex 200 16/60 Gelfiltrationssaulen (GE Healthcare) verwendet. Die Flussrate
betrug hier maximal 1,5 ml/min. Die gesammelten Fraktionen wurden gelelektrophoretisch analysiert

und die Fraktionen mit dem gewtlinschten Protein vereint.
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3.3.6 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Die Reinheit und Integritat von Proteinen erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese. Dabei wurden
diskontinuierliche Gele verwendet, die aus einem Trenn- und Sammelgel bestehen. Die Gele setzten
sich aus dem Tris-HCI/Tris-Glyzin-Puffersystem nach Laemmli zusammen (Laemmli, 1970). Die
Trennung der Proteine erfolgte nach ihrer GréRe. Das Molekulargewicht konnte durch Vergleich der
Banden des Molekulargewichtsstandards abgeschatzt werden. Die Gele wurden nach folgender

Anleitung hergestellt (siehe Tabelle VII).

Tabelle VII: Pipettierschema zur Herstellung der SDS-Gele.

Trenngel Trenngel Sammelgel
15% 18% 6%
ddH20 2,4 ml 1,1 ml 1.35 ml
Trenngelpuffer 2,5ml 3,9ml -

Sammelgelpuffer - - 0,625 ml
30% (w/v) Acrylamid 5 mi 9 mi 0,025 ml
10% SDS 0,1 mi 157 pl 0,025 ml
TEMED 5ul 4,7 pl 1,25 pl

APS 50 pl 157 pl 12,5 pl

Nach Polymerisation konnten auf das Gel Proteinproben in Probenpuffer aufgetragen werden und
die Proteine im elektrischen Feld getrennt werden. Die Spannung betrug dabei 200 V. Anschliel3end
wurde das Gel mit Farbelosung gefarbt und wieder entfarbt, wobei der Farbstoff nur an den

Proteinen gebunden bleibt.

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,4% (w/v) SDS

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
0,4% (w/v) SDS

10x Laufpuffer 250 mM Tris-HCI pH 8,3

2 M Glyzin
1% (w/v) SDS
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Probenpuffer 62,5 mM Tris/HCI
25% (v/v) Glyzerin
2% SDS
0,01% (w/v) Bromphenolblau
10% (w/v) B-Mercaptoethanol

Farbelbsung 0,1% (w/v) Coomassie R250
5% (v/v) Essigsaure
10% (v/v) Ethanol

Entfarbeldésung 5% (w/v) Essigsaure
10% Ethanol

3.3.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen wurden mit der Methode nach Bradford (Bradford, 1976a) sowie Uiber die

UV-Absorption Azgp bestimmt.

Die erste Methode beruht darauf, dass der Saurefarbstoff Coomassie-Brilliantblau an die
Seitenketten der Aminosauren Arginin, Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin bindet und
dadurch die anionische Form des Farbstoffs stabilisiert wird. Gegenliber der ungebundenen,
kationischen Form wird das Absorptionsmaximum von 465 nm zu 595 nm verschoben. In dieser
Arbeit wurde das Bradford-Reagenz der Firma BioRad verwendet und die Bestimmung nach den

Angaben des Herstellers durchgeflhrt.

Bei der Bestimmung der Proteinkonzentration Uber die UV-Absorption wird die Eigenschaft
aromatischer Aminosauren ausgenutzt, bei 280 nm zu absorbieren. Dazu mussen die Proteine mit
6 M Guanidiniumhydrochlorid vollstdndig denaturiert werden. Zur Berechnung der Konzentration

dient folgende Formel:

_ Absorption-100
&

C MW

Formel 1: Berechung der Proteinkonzentration tiber Messung der UV-Absorption. C: Konzentration in g I'', &:
Extinktionskoeffizient in mol” cm™, MW: Molekulargewicht in g mol™ I'".

Der Extinktionskoeffizient wurde durch Eingabe der Proteinsequenz in das Onlineprogramm

Protparam (https://us.expasy.org) berechnet.
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3.3.8 Konzentrierung der Proteine

Zur Erhéhung der Proteinkonzentration wurden die Proteinlésungen mit Ultrafiltrationseinheiten der
Firma Amicon konzentriert, deren Membranen Poren mit einer definierten GroRRe besitzen. Durch
Zentrifugation bei maximal 3500 x g wird durch die Fliehkraft die Proteinlésung durch die Membran
gedrickt. Molekile mit geringerer GréRe als die Poren der Membran passieren sie leichter, wahrend
grolRere Molekile an der Membran hangen bleiben. So reichern sich durch Volumenabnahme die
Proteine an. Die Proteinlésung wird so lange zentrifugiert, bis die gewlinschte Konzentration erreicht

ist.

3.3.9 Klonierung und Reinigung der FHOD1-Konstrukte

Die FHOD1-Konstrukte wurden meist sowohl in pGEX-Vektoren zur Proteinexpression als GST-
Fusionsprotein als auch in pProEx-Vektoren zur Proteinexpression als Hexahistidinfusionsprotein
kloniert. Je nach Expressionsverhalten, Stabiltdt, Reinheit und Lé&slichkeit wurde entschieden,
welcher  Affinitdtsanker fiir die Proteinexpression besser geeignet war und die

Expressionsbedingungen optimiert.

0 1?0 ZPD 3?0 4?0 500 600 700 aluo 9?0 1000 1100 Vector Schnittstelle
I FH3? - Cls‘BD IFI-II : : 1164
10321 pGEX-4T1-tev  Ncol/EcoRl
1069 pGEX-2T1-tev  BamHI/EcoRl
10781 pGEX-2T1-tev  BamHI/EcoRlI
1006 pGEX-4T1-tev  Ncol/EcoRI
1104] pGEX-2T1-tev.  BamHI/EcoRlI
Mutante D2A 10961 pGEX-4T1-tev Ncol/EcoRI
Mutante R5A 1104 1] pGEX-2T1-tev BamHI/EcoRlI
Mutante DR9 1096 ] pGEX-4T1-tev Ncol/EcoRI
[ ]573 pProEx-HTb-tev BamHI/EcoRI
[ ] 377 pProEx-HTb-tev BamHI/EcoRI
a7 1573 pProEx-HTb-tev  BamHI/EcoRI
411 1573 pGEX-2T1-tev BamHI/EcoRI
614[ ] 1096 pGEX-2T1-tev  BamHI/EcoRI

Abbildung 14: Schematische Darstellung der in dieser Studie hergestellten FHOD1-Konstrukte. Gezeigt sind die
Konstrukte, bei denen die Expression und Reinigung erfolgreich war. Die Zahlen im Schema geben die Grenzen der
Kontrukte in der Proteinprimarsequenz an, rechts sind die Vektoren mit den benutzten Restriktionsschnittstellen
angegeben.
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In Abbildung 14 sind die fiir die Proteinexpression verwendeten Konstrukte und dargestellt sowie die
ausgewahlten Vektoren. Alle FHOD1-Konstrukte wurden auf Grundlage der DNA-Sequenz von
humanem fhod1 (GenBank-Zulassungscode: AF113615) hergestellt. Die C-terminalen FHOD1-DAD-
Konstrukte (1032-, 1096-, 1078-, 1096-, 1104-1164, sowie die DAD-Mutanten D2A, R5A und DR9)
wurden als GST-Fusionsproteine exprimiert und gereinigt. Dazu wurden die Plasmide in BL21(DE3)-
Zellen transformiert und bei einer Expressionstemperatur von 30°C nach Induktion mit 0,3 mM IPTG
bei ODggo = 0,6-0,8 flinf Stunden exprimiert. Die Bakterien wurden in Lysepuffer (20 mM Tris/HCI),
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen und im Mikrofluidizer aufgeschlossen. Zum
besseren Aufschluss wurde anschliefend 3% CHAPS zugesetzt. Nach Abtrennung der unldslichen
Bestandteile und dem Auftragen auf die mit Lysepuffer aquilibierte GSH-Saule wurden die Proteine
mit Waschpuffer (20 mM Tris/HCI, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) gewaschen und anschlieend mit
10 mM GSH eluiert. Sollte der GST-Affinitatsanker entfernt werden, wurde das Protein mit der TEV-
Protease Uber Nacht bei 4°C verdaut. GSH und der GST-Affinitdtsanker wurden mittels einer
Superdex 75-Saule und einer zweiten GSH-Saule entfernt. Uniform '>N-markierte und/oder '°N-"3C-
markierte DAD wurde in Minimalmedium mit 15NH40I und "*C-Glukose als einzige Stickstoff- bzw.

Kohlenstoffquelle iber Nacht exprimiert und wie oben beschrieben gereinigt (siehe Kapitel 3.1.9).

Das FHOD1-FH2-Konstrukt (614-1096) wurde ebenfalls als GST-Fusionsprotein exprimiert und wie
oben beschrieben exprimiert. Allerdings wurde hier ein anderer Reinigungspuffer verwendet, da das
Protein auch als GST-Fusionsprotein einen isoeletrischen Punkt im alkalischen Bereich hatte. Es
wurde als Lysepuffer 50 mM Bis-Tris, 150 mM NaCl, 1 mM DTE, pH 6,5 verwendet. Der
Waschpuffer enthielt 1 M NaCl und der Elutionspuffer 20 mM GSH. Zur Abtrennung von

Verunreinigungen wurde das Protein iber eine Superdex 200-Saule gereinigt.

Bei den N-terminalen FHOD1-Fragmenten wurden die Proteine FHOD1 (1-573, 1-377 und 377-573)
als Hexahistidinfusionsproteine exprimiert, das Fragment (411-573) als GST-Fusionsprotein, das wie
die FHOD1-DAD-Konstrukte gereinigt wurde. Zur Reinigung der Hexahistidinfusionsproteine wurden
die Bakterien in Lysepuffer (20 mM Tris/HCI, 500 mM NaCl, 5 mM p-Mercaptoethanol)
aufgenommen und mit dem Mikrofluidizer aufgeschlossen. Die unléslichen Bestandteile wurden
abgetrennt und die Lésung auf die mit Lysepuffer aquilibrierte Ni-NTA-S&ule gegeben. Es wurde
solange gewaschen, bis keine Absorption mehr zu detektieren war und anschlieend mit 250 mM
Imidazol eluiert. Das Imidazol wurde durch Dialyse oder Gelfiltration entfernt. Der Hexahistidinanker
wurde bei Bedarf durch Verdau mit der TEV-Protease Uber Nacht in Gegenwart von EDTA

abgespalten.

Bei jeder Reinigung wurden die Fraktionen mittels SDS-PAGE auf Reinheit untersucht und die
Fraktionen vereint, die das gewuschte Protein enthielten. AnschlieBend wurde das Protein

konzentriert, die Konzentration bestimmt und nach dem Schockfrieren bei -80°C gelagert.

Die Plasmide der in dieser Studie verwendeten Rho-GTPasen Rac1(1-184), RhoA (1-181) sowie
Cdc42 (1-178) waren freundliche Uberlassungen von Dr. Reza Ahmadian, MPI Dortmund. Das
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Plasmid mit dem Rac1-Volllangenprotein wurde freundlicherweise von Dr. Oliver Fackler, Universitat
Heidelberg zur Verfliigung gestellt. Anstelle einer TEV-Schnittstelle besitzen die hergestellten Rho-
GTPasen-Fusionsproteine eine Thrombin-Schnittstelle. Die Expression und Reinigung erfolgte wie
oben flr GST-Fusionsproteine beschrieben, jedoch musste in jedem Puffer 1 mM MgCl, zugegen

sein.

3.3.10 Nukleotidaustausch bei GTPasen

Zur Darstellung aktiver Rho-GTPasen wurde das im inaktiven Zustand gebundene GDP gegen das
nicht hydrolisierbare GTP-Analog GppNHp ausgetauscht. Ist dieses an der GTPase gebunden,
nimmt diese die aktive Konformation stabil an. Zum Nukleotidaustausch wurden die Rho-GTPasen
Rac1, RhoA und Cdc42 mit doppeltem molaren Uberschuss an GppNHp in Gegenwart von 200 uM
Ammoniumsulfat, 0,1 yM Zinkchlorid und 1 U alkalischer Phosphatase pro Milligramm GTPase Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Dabei wird GDP zu Guanosin hydrolisiert, das von der GTPase dissoziiert.
Das GppNHp im Puffer hat eine hohe Affinitdt zur GTPase, womit der Nukleotidaustausch vollzogen
ist. Uberschiissige Nukleotide wurden durch Gelfiltration mittels einer PD-10-S&ule (GE Healthcare)
entfernt. Der Austausch des Nukleotids wurde mittels einer Cqs-HPLC-Saule (Bischoff

Chromatographie) kontrolliert.

3.3.11 Baculovirusexpression von nativem FHOD1-Volllangenprotein

Das Baculoexpressionssystem ermoglicht im Gegensatz zum E.coli-Expressionssystem auch die
Expression grof3er eukaryotischer Proteine. Weitere Vorteile sind die eukaryotischer Codonnutzung,
die Moglichkeit posttranslationale Veranderungen am Protein durchzuflihren, wie z.B.
Phosphorylierungen, Gykosylierungen, etc., sowie eine Erhéhung der Léslichkeit des Proteins durch

korrekte Faltung, die durch Faltungshelferenzyme herbeigefiihrt wird.

Es wurden zur Expression Sf9-Zellen verwendet, die aus Ovarienzellen der Raupe Spodoptera
frugiperde isoliert wurden. Die Zellen werden in TC100-Medium mit 10% hitzedeaktiviertem fétalem
Kélberserum und 1% Pluronic F-68 entweder adharent in einer Petrischale oder als
Suspensionskultur in Erlenmeyerkolben oder Fernbachkolben bei einer Temperatur von 27°C
kultiviert. Die FlUssigkulturen wurden bei 60 rpm zur besseren Sauerstoffversorgung der Zellen
geschiittelt. Die Zellen wurden bei einer Zelldichte von 10° Zellen/ml ausgesét und alle zwei Tage
subkultiviert. Dazu wurden die Zellen mit einer Neubauerkammer gezahlt und wieder auf eine

Zelldichte von 108 Zellen/ml verdiinnt.

Fir die Proteinexpression mit Baculovirus ist es zunachst notwendig, das fhodl-Gen zur
Rekomination in ein Bacmid in E.coli DH10Bac-Zellen zu transformieren. Nach Uberpriifung der

Rekombination wird die Bacmid-DNA isoliert. Diese DNA wird in die Insektenzellen transfiziert und
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die Zellen zwei Tage wachsen gelassen, wobei die Viren amplifiziert werden. Die Virusstammldsung

wurde durch Klarung hergestellt und dunkel bei 4°C gelagert.

Die Expression von nativem FHOD1-Volllangenprotein wurde bei einer Zelldichte von 2,0 bzw. 2,5 x
10° Zellen/ml in einem Volumen von 3 | Komplettmedium durchgefihrt. Vor der Expression wurde
das Medium vollstandig gewechselt. Dazu wurden die Zellen mittels Zentrifugation bei 3500 rpm und
20°C zehn Minuten pelletiert und das Pellet in frischem Komplettmedium aufgenommen. Die Zellen
wurden mit einer MOI (engl.: multiplicity of infection) von 5 infiziert und bei 27°C und 60 rpm vier
Tage schitteln gelassen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fur 20 Minuten bei 2000 rpm
geerntet, in kaltem 1x PBS-Puffer resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Das Pellet konnte bei

-20°C gelagert werden.

3.3.12 Reinigung von nativem FHOD1-Volllangenprotein

Das Sf9-Zellpellet wurde durch Ultraschall aufgeschlossen. Dazu wurden die Zellen in
Aufschlusspuffer (50 mM Hepes, 200 mM NaCl, 1 mM B-Mercaptoethanol, 5% Glyzerin, 1 mM
PMSF, pH 8,5) resuspendiert und unter Verwendung der Arbeitsspitze im Eiswasserbad mit
Ultraschall behandelt. Die Vollstandigkeit des Aufschlusses wurde unter dem Mikroskop Uberprift.
Anschliellend wurden die unléslichen Bestandteile bei 8000 rpm fiir 20 Minuten pelletiert und der
Uberstand sterilfiltriert. Diese Lésung wurde auf eine mit Laufpuffer (200 mM Tris/HCI, 500 mM
NaCl, 1 mM p-Mercaptoethanol, 5% Glyzerin, 20 mM Imidazol, pH 8,5) aquilibrierte Ni-NTA-Saule
gegeben und mit 80 Saulenvolumen des Laufpuffers gewaschen. Das Protein wurde durch 250 mM
Imidazol eluiert und fraktioniert. Nach Kontrolle der Reinheit wurden die Fraktionen mit FHOD1-
Volllangenprotein vereint und konzentriert. Anschliefend wurde die Proteinldsung auf eine Superdex
200-Gelfiltrationssaule (GE Healthcare) injiziert, die zuvor mit 50 mM Hepes, 200 mM KCI, 2%
Glyzerin, 1 mM DTE, pH 8,0 aquilibriert wurde. Die gesammelten Fraktionen wurden mittels SDS-
Gelektrophorese auf Anwesenheit und Reinheit des FHOD1-Volllangenproteins untersucht und die
saubersten Fraktionen vereint. Zusatzlich waren noch andere Banden zugegen, die ebenfalls vereint

wurden (siehe Kapitel 4.2)

3.3.13 GST-Pull-down-Experimente

GST-Pull-down-Experimente sind Bindungsuntersuchungen, bei denen ein Bindungspartner als
GST-Fusionsprotein an GST-Beads immobilisiert ist und durch Inkubation mit Proteinlésungen

Bindungspartner gefunden werden kénnen.

Zur Immobilisierung des GST-Fusionsproteins wurde dies in 500 ml LB-Medium exprimiert und die
Zellen nach Ernte und Resuspendierung in PBS mit 1 mM PMSF mittels Ultaschall aufgeschlossen.

Es wurde 0,5% Tween zugegeben und die unléslichen Bestandteile bei 10000 x g zehn Minuten bei
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4°C pelletiert. Zur Idslichen Fraktion wurden zuvor aquilibrierte GST-Beads gegeben und zwei
Stunden bei 4°C geschuttelt. Anschlielend wurden die Beads durch zweimalige Zentrifugation und
Resuspendierung mit PBS mit 0,5% Tween gewaschen. Die so hergestellten GST-Protein-Beads

wurden gelelektrophoretisch untersucht.

Zur Durchfihrung eines GST-Pull-down-Experiments wurden typischerweise 2 ug GST-Protein-
Beads eingesetzt und in einem Volumen von 500 pl 0,5-1 nmol des zweiten Proteins zugegeben und
30 Minuten inkubiert. Danach wurden die Beads drei- bis flinfmal gewaschen, in 30 uyl SDS-

Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE und/oder Western Blot analysiert.

3.3.14 Westernblot

Das Western Blot-Verfahren ist eine sensitive Methode zum spezifischen Nachweis von Proteinen.
Dazu werden die Proteine nach der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese auf eine Protein-bindende
Membran Ubertragen und mit Protein-spezifischen Antikdrpern und einem sekundaren Antikérper
behandelt, der mit einer Peroxidase gekoppelt ist. Letztere ist in der Lage, einen Farbstoff

umzusetzten, dessen Chemilumineszenz auf Fotofilm detektiert werden kann.

Zunachst wurden das SDS-Gel, Whatmanpapier sowie eine PVDF- (Polyvinyliden-difluorid)
Membran 15 Minuten in Transferpuffer aquilibriert. Zwischen zwei Whatman-Papierblattern wurden
die Proteine 30 Minuten im elektrischen Feld auf die PVDF-Membran transferiert. Dabei betrug die
Spannung 144 V. Die Membran wird dann dreimal fir 20 Minuten in PBST gewaschen und Uber
Nacht bei 4°C mit 5% Magermilchpulver in PBST geblockt, um die Membran mit unspezifisch
bindenden Proteinen abzusattigen. Nach drei weiteren Waschschritten wird die Membran mit dem
ersten Antikdrper eine Stunde inkubiert, der spezifisch gegen das zu identifizierende Protein
gerichtet ist. In dieser Studie wurde ein polyklonaler Kaninchen-a-His-Antikorper (Santa Cruz
Biotechnology) in einer Verdinnung von 1:2000 in PBST mit 5% Magermilchpulver verwendet.
Uberschissiger Antikérper wurde in drei Waschschritten in PBST mit 5% Magermilchpulver wieder
entfernt und der Blot eine Stunde mit dem zweiten Antikorper inkubiert. Dazu wurde der Peroxidase-
gekoppelte o-Kaninchen-Antikérper in einer Verdinnung von 1:4000 in 10 ml 5%iger
Magermilchlésung eingesetzt. Wieder wird Uberschiissiger Antikérper durch Waschen entfernt. Die
Proteinbanden wurden unter Verwendung des ECL-Western-Blot-Detection-Kit (GE Healthcare) und

eines Rontgenfilms (Hyperfilm ECL, GE Heathcare) sichtbar gemacht.

PBST 130 mM NaCl
7 mM Na,HPO4
3 mM NaH,PO4
0,05% Tween
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3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Kultivierung von NIH3T3-Zellen

Adharente NIH3T3-Zellen wurden in DMEM mit fétalem Kalberserum, Glutamin und Antibiotika
wachsen gelassen. Die Zellen wurden bei 37°C mit 5% CO, gehalten. Zum Passagieren wurden die
Zellen in PBS gewaschen, mit Trypsin behandelt und in frischem Medium weiter kultiviert. Die Zellen

sollen nicht ofter als 20-mal passagiert werden.

3.4.2 Transfektion und Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Immunfluoreszenz wurden die Zellen auf Deckglasern ausplattiert, iber Nacht inkubiert und
anschlieRend unter Verwendung von Metafectene (Biotex) mit 1 pg Plasmid-DNA transfiziert.
24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit 3% Paraformaldehyd 15 Minuten bei RT fixiert
und mit PBS mit 0,1% Triton X-100 permeabilisiert. Dann wurden die Zellen durch PBS mit 1% BSA
(bovine serum albumin) geblockt. Die FHOD1-Proteine besitzen einen HA- (Hamaglutinin) Anker,
der durch Markierung mit dem monoklonalen Maus-Antikérper F-7 (Santa Cruz) und angemessenen
Mengen des zweiten mit Alexa 488 Fluoreszenz-konjugierten Antikdrpers sichtbar gemacht wurde.
F-Aktin wurde mit TMR- (Tetramethylrhodamin) konjugiertem Phalloidin (Sigma) gefarbt. Die Zellen
wurden mit Histogel (Linaris) befestigt und indirekt Fluoreszenzbilder mit einem Olympus IX70-

Mikroskop aufgenommen, die mit Bildbearbeitungssoftware weiterverarbeitet wurden.

3.4.3 Untersuchung der Transkriptionsaktivierung vom SRE

Zur Quantifizierung der Transkriptionsaktivierung des SREs durch FHOD1 wurden 2 x 10* NIH3T3-
Zellen mit 1,3 yg FHOD1-Expressionsplasmid, zur Normalisierung der Transkriptionseffizienz 0,2 ug
pTK-Renilla mit dem Gen fir die Renilla-Luziferase sowie 0,5 ug des 5xSRE-Luziferase-
Reporterplasmids transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion des FHOD1-Expressionsvektors wurde
das Medium gewechselt, um die Zellen bei 0,1% FCS aushungern zu lassen. Die Zellen wurden 48
Stunden nach Transfektion geerntet. Die Luziferase-Aktivitat wurde mittels eines dualen Luziferase-
Reporter-Ansatz (Promega) mit einem Luminoscan Ascent Luminometer (Thermo Labsystems)
untersucht. Die Luziferaseeinheiten wurden nach den Werten der Renilla-Luziferase-Kontrolle
normalisiert. Die FHOD1-wt-Werte wurden willkiirlich auf 1 gesetzt und die Ubrigen Werte als x-

fache Aktivierung der Transaktivierung berechnet.
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3.5 Biophysikalische Methoden

3.51 Isothermale Titrationskalorimetrie

Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC, isothermal titration calorimetry) ist eine sehr sensitive
Methode, um die thermodynamische Parameter einer Interaktion zweier Moleklle zu messen
(Wiseman et al., 1989). Binden zwei Molekiile aneinander, so wird Energie umgesetzt, was sich in
den meisten Fallen in einer Warmeabgabe bzw. —aufnahme aufert, die gemessen werden kann.
Das Messprinzip besteht darin, dass eine Messzelle und eine Referenzzelle durch einen
elektrischen Regelkreis thermisch gleich bleibend gehalten werden und bei einer Warmetonung fiir
die Messzelle entsprechend weniger oder mehr Strom nétig ist, die Temperatur relativ zur
Referenzzelle konstant zu halten. Die beiden Zellen sind dabei von einem isolierenden Mantel

umgeben, um den Austausch von Warme mit der Umgebung zu verhindern.

Bei einem kalorimetrischen Experiment dieser Studie wurde ein Ligand mit einer Injektionsspritze
schrittweise in die Messzelle titriert, das mit einer Loésung des Bindungspartners befillt war. Die
Warmeanderungen, die bei einer Wechselwirkung zwischen Ligand und Protein entstehen, werden
detektiert und das Integral der Warmetdnung gegen das molare Verhaltnis Ligand (Injektant) /
Protein (Messzelle) aufgetragen. Eine Titration folgt dabei einem sigmoidalen Kurvenverlauf, aus
dem die thermodynamischen Parameter fir eine Bindung AG, AH, AS sowie die Stéchiometrie und

die Dissoziationskonstante K4 bestimmt werden konnen.
Die freie Enthalpie AG lasst sich durch die Gibbs-Funktion beschrieben:

AG = AH —TAS

Formel 2: Gibbs-Funktion. AG: freie Enthalpie, AH: Enthalpie, AS: Entropie, T: Temperatur

Dabei kénnen die Enthalpie AH und die Entropie AS einen unterschiedlich starken Einfluss auf die
freie Enthapie AG haben. Die Warmeanderungen werden durch die nicht-kovalenten
Wechselwirkungen zwischen Protein, Ligand und L&ésungsmittel verursacht. Dazu zahlen
Wasserstoffbriicken, hydrophobe Wechselwirkungen, ionische Wechselwirkungen, Van-der-Waals-
Krafte zwischen Ligand und Protein, aber auch durch strukturelle Anderungen der Solvathiille von
Protein oder Ligand (Fisher and Singh, 1995).

Die Faktoren, die die Groflie von AS bestimmen, sind dagegen vielfaltigerer Art: Durch das Auflésen
der Hydrathille um die Bindungsstelle herum erhéht sich beispielsweise die Entropie. Durch
Komplexbildung werden dem System freie Partikel entzogen und deren Freiheitsgrade verringert. So
werden Aminosaureseitenketten und/oder ganze Domanen in ihrer Beweglichkeit eingeschrankt,
was sich in einer negativen Entropiednderung auflern kann (Jelesarov and Bosshard, 1999). Diese

Effekte werden deshalb auch als Solvatisierungsentropie bzw. Konformationsentropie bezeichnet.
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Die Messungen von ITC-Experimenten dieser Studie fanden an einem VP-ITC-Gerat (Microcal)
statt. Das Volumen der Messzelle betrug 1,485 ml, das der Spritze 250 ul. Die Lésung in der Spritze
wurde in Schritten von 8 pl in die Zelle injiziert, daraus ergaben sich etwa 32 Injektionen. Die Zeit
zwischen den Injektionen betrug vier Minuten. Diese Zeit ist in den meisten Fallen ausreichend flr
eine Rickkehr des Signals zur Basislinie. Als Messtemperatur wurden 15°C bzw. 25°C gewahlt. Vor
jeder Messung mussen die Proteinldsungen sterilfiltriert und entgast werden. Beide Bindungspartner
mussen in demselben Puffer gelést sein, um eine von verschiedenen Puffern verursachte
Warmetdnung zu verhindern. Dies kann durch Dialyse oder Gelfiltration erfolgen.
Kontrollmessungen sind zudem notwendig, um Verdinnungseffekte des injizierten Liganden
nachzuprifen und gegebenenfalls zu korrigieren. Zur Auswertung der Messungen wurde das

Programm VP-ITC Origin 7.0 verwendet.
Die Herleitung der verwendeten Gleichung fiir die Kurvenanpassung ist im Folgenden dargestellt:

Die Assoziationsgleichgewichtskonstante K fiir die Bindung des Liganden L an das Protein P

kann beschrieben werden als
1%

K=— ~
(1-v)-[L]

Formel 3: K: Assoziationsgleichgewichtskonstante in M™, v: Bindungsgrad (Anteil der mit Liganden besetzten
Bindungsstellen), [L]: Konzentration des freien Liganden in M

Die Massenbilanz flir den Liganden lautet

[L], =[L]+n-v-[P],

Formel 4: [L]o: Gesamtkonzentration des Ligenaden in M, [L]: freie Ligandenkonzentration in M, [Plo:
Gesamtkonzentration des Proteins in M, n: Anzahl der Bindungsstellen, v: Bindungsgrad (Anzahl der mit dem
Liganden besetzten Bindungsstellen)

Kombination der beiden Gleichungen liefert:

PN SR (" S SR O %
n'[P]o n'K'[E]o n'[E]o

Formel 5

Die gemessene Warme Q bei einem bestimmten Bindungsgrad v ergibt sich zu
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Q=n-v-[P],-AH -V,

Formel 6: Q: Warmemenge in J, AH: Bindungsenthalpie in J mol™, Vo: Messvolumen der Zelle

Durch Auflésen von Formel 5 nach dem Bindungsgrad v und Einsetzen in Formel 6 wird erhalten:

Qo MIPL-AH® VY | L, 1 (1+ [ , 1 j_4-[L]O

2 n-[Pl, n-Pl, \U n-[Pl, n-K-[Pl,) n-[P],

Formel 7: Warmemenge in J, Po:Gesamtkonzentration des Proteins in M, Lo: Gesamtkonzentration des Liganden
in M, V% Messvolumen in der Zelle in I, AH: molare Enthalpie der Ligandenbindung in J mol™, n: Anzahl der
Bindungsstellen des Proteins, K: Assoziationsgleichgewichtskonstante in M™

3.5.2 NMR-Spektroskopie

Bei der Magnetresonanzspektroskopie oder NMR- (nuclear magnetic resonance) Spektroskopie
handelt es sich um eine Methode, die die Ermittlung von strukturellen Informationen von Molekdlen
erm@glicht. In dieser Studie wurde die NMR-Spektroskopie verwendet, um die Faltung und Struktur
von Proteinen sowie Anderungen der Konformationen von Proteinen durch Wechselwirkungen mit
anderen Proteinen zu ermitteln. Dazu mussten die Proteine uniform mit den heteronuklearen
Atomen "N und "®C markiert werden, da die 'H Signale bei Proteinen zu stark Uberlappen. Diese
Isotope besitzen einen Kernspin oder Eigendrehimpuls, der einen magnetischen Dipol oder
magnetisches Moment verursacht. Im klassischen Modell wird dieser Spin als Rotation eines
Atomkerns um seine Achse beschrieben. Die Frequenz dieser Bewegung wird als Lamorfrequenz

oder Resonanzfrequenz bezeichnet.

Jeder Kern hat dabei seine eigene charakteristische Resonanzfrequenz, die vom gyromagnetischen
Verhaltnis und der Starke des angelegten magnetischen Feldes abhangt. Das gyromagnetische

Verhaltnis ist der Proportionalitatsfaktor des Spin/Drehmoment-Verhaltnisses:

=y-J=y -1 +1

- -
Formel 8: x4 : Drehmoment, J : Drehimpuls, y : gyromagnetisches Verhaltnis, 7 : Plancksches Wirkungsquantum,
| : Quantenzahl des Kernspins

Das magnetische Moment koppelt dabei an ein aulleres Magnetfeld und richtet sich parallel
(energetisch niedrig) oder antiparallel (energetisch hoch) dazu aus. Zwischen diesen Zustanden
kénnen durch einen Radiowellenpuls Ubergéange (Ausrichtung in xy-Richtung, Quermagnetisierung)
angeregt werden. Die Relaxation zuriick in den Grundzustand wird schlieBlich gemessen. Auller

vom Kern hangen die Resonanzfrequenzen auch von der chemischen Umgebung ab. So haben die
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raumliche Verteilung der Elektronen und die Art der chemischen Bindung in der unmittelbaren Nahe
zum Kern Einfluss auf die Resonanzfrequenz, was als chemische Verschiebung bezeichnet wird
(Proctor and Yu, 1950). Um die Spektren verschiedener NMR-Spektrometer mit verschiedenen
Feldstarken vergleichen zu koénnen, wird diese chemische Verschiebung relativ zu einem

Referenzsignal (z. B. Tetramethylsilan) in ppm (parts per million) angegeben.

Mittels der heteronuklearen NMR-Spektroskopie lassen sich die Resonanzsignale eines Proteins
den einzelnen Aminosauren zuordnen (engl.: assignment, Zuordnung). Dazu werden verschiedene
NMR-Experimente mit speziellen Pulsfolgen mit '°N- und/oder 'C-markierten Proteinen
durchgefilhrt. In der FHOD1-Studie wurden 'H/"N-HSQC- (heteronuclear single quantum
coherence) Spektren fiir die Bestimmung der Faltung und der Identifizierung der Bindungsregion der
DAD zur FH3-Domane gemessen (siehe Kapitel 4.3.5). Dabei wird nicht der '°N-Atomkern, sondern
das 'H-Proton angeregt, da es ein erheblich groReres gyromagnetisches Verhaltnis besitzt und
seine Magnetisierung (ber die kovalente Bindung auf den '°N-Kern (ibertragen kann. Im
entstandenen zweidimensionalen Spektrum ist also die Protonenfrequenz mit der Stickstofffrequenz
verknipft. Die Signale dieses Spektrums setzen sich zum grof3ten Teil aus den Signalen der
Protonen des Amidriickgrats und zusatzlich aus den Resonanzen der Seitenketten von Asparagin,

Glutamin, Histidin und Tryptophan zusammen.

Die NMR-Experimente wurden mit homonuklearer FHOD1-DAD oder heteronuklearer *N-markierter
FHOD1-DAD (siehe Kapitel 4.3.5) an einem Varian Inova 600-Spektrometer durchgefihrt. Die
Proteine waren in Phosphatpuffer (20 mM KP;, pH 7,0, 100 mM NaCl, 1 mM TCEP) mit einer
Proteinkonzentration von 0,6 mM gel6st und wurden in SHIGEMI-R&hrchen bei 25°C gemessen. Die
homonuklearen zweidimensionalen Experimente und 'N/*®°N-HSQC-Experimente wurden nach der
Varian-NMR-Pulsfolge mit typischerweise 2048 x 512 Datenpunkten aufgenommen. Nach
Uberfiihrung der Spektren ins Brukerformat wurden die Spektren mit dem Programm XWINNMR
prozessiert und mit dem Programm Aurelia ausgewertet. Die assignment-Strategie basierte auf der
Identifizierung der individuellen Spinsysteme von homonuklearen TOCSY-Experimenten durch
Verfolgung des sequentiellen Pfades mit homonuklearer zweidimensionaler und '°N-separierter

dreidimensionalen NOESY-Spektren wie beschrieben (Geyer et al., 1999).

3.5.3 Massenspektrometrie

Mittels Matrix-unterstitzter Laserdesorptions/lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS) oder
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) kann die Masse eines Proteins bestimmt
werden. Die beiden Methoden unterscheiden sich in ihrem lonisationsprinzip. Beim ESI-Verfahren

werden die Proben weitaus schonender als beim MALDI-MS ionisiert.

MALDI-TOF-MS: Die lonisation der Probe erfolgte hier Uber eine Matrix, in die das Protein

eingebettet wurde. Dazu wurden die Proteinldsung und die Matrixlésung auf einer Metallplatte 1:1
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gemischt und durch Verdunsten des Losungsmittels kokristallisiert. Ein Laserimpuls (1-10 ms,
337 nm Nj-Laser oder 255 nm Nd:YAG-Laser), der von der Matrix absorbiert wird, fihrt zur
Desorption und lonisation des Gemisches. Die Proteinionen werden nun im elektrischen Feld unter
Hochvakuum beschleunigt und nach Flugzeit-Analyse (TOF = time of flight) das m/z-Verhaltnis
kalkuliert. Als Matrix wurde hier Sinapinische Saure (3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure) in
Acetonitril/Wasser und 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) verwendet. Die MALDI-Spektren wurden mit

der Voyager Software ausgewertet.

ESI-MS: Das ESI-MS-Verfahren ist gegeniber der MALDI-MS sensitiver aber empfindlicher
gegenulber Proteinldsungen mit Salzen. Die Probe wurden daher vor der Messung Uber eine im
Gerat eingebaute C4-Saule entsalzt und dann direkt Gber das Einspriihen der Probe in eine Kammer
mit hohem elektrischen Potenzial ionisiert. Die dabei entstandene Dispersion wird aufgeladen, so
dass viele kleine geladen Tropfchen gebildet werden. Nach Verdunsten des Ldsungsmittels
enstehen in der Gasphase protonierte Proteine. In einer lonenfalle werden die Proteinfragmente

analysiert. Zur Auswertung diente das Programm MagTran.

3.5.4  Analytische GroRenausschlusschromatographie

Bei der analytischen Groélenausschlusschromatographie werden genau wie in Kapitel 3.3.5
beschrieben die Proteine nach ihren Stokeschen Radien getrennt. Der Unterschied liegt in dem
kleineren Mal3stab der Saule, so dass wesentlich weniger Probenmenge bendtigt wird. Die Saulen
hatten ein Volumen von etwa 30 ml im Gegensatz zu praparativen Saulen, die weit Gber 120 ml
Saulenvolumen besitzen. Zur Injektion der Proben sowie zur Detektion und Analyse wurde ein
Computer-gesteuertes HPLC-System verwendet, dass (ber zwei-Kanal-Absorptionsdetektoren
verflgte. Durch Injektion eines Gelfiltrationsstandards (BioRad) konnte das Elutionsvolumen des zu
analysierenden Proteins mit den Werten des Standards korreliert und die Masse eines globular
gefalteten Proteins berechnet werden. Dazu wurden die Elutionsvolumen der Proteine des
Standards sowie Ausschlussvolumen und Totalvolumen gemessen und diese der Kay-Wert fiir die

Saule ermittelt:

Formel 9: Berechnung des Kay-Wertes, Ve: Elutionsvolumen, Vo: Auschlussvolumen, V1: Totalvolumen

Bei Auftragung der Kay-Werte gegen den Logarithmus der Molekularmasse ergibt sich ein linearer
Zusammenhang. Durch Anpassung einer Ausgleichsgeraden und Berechnung der
Geradengleichung lasst sich nun die Masse eines unbekannten, globuldren Proteins aus seinem

Laufverhalten kalkulieren.
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3.5.5 Aktinpolymerisation

Der Aktinpolymerisationsansatz basiert auf der Fluoreszenzverstarkung von Pyren-konjugiertem
G-Aktin, die bei der Polymerisation zu F-Aktin auftritt. Die Verstarkung der Fluoreszenz kann benutzt
werden, um die Polymerisation Uber die Zeit zu beobachten. Es kdnnen Zell- oder Gewebeextrakte
sowie gereinigte Proteine zum Reaktionsansatz zugegeben und der Effekt auf die

Aktinpolymerisation beobachtet werden.

In dieser Arbeit wurde der Aktinpolymerisationsansatz der Firma Cytoskeleton verwendet und die
Losungen nach Vorschrift des Herstellers hergestellt. 5% der Aktinmolekile sind hier Pyren-
markiert, dessen Fluoreszenzemission bei 405 nm detektiert werden kann, wenn es bei 365 nm
angeregt wird. Um eine mdgliche F-Aktin-Nukleierungsaktivitdt zu untersuchen, wurden endogene
Nukleierungszentren, die beim Einfrieren und Auftauen der Komponenten des Reaktionsansatzes
entstehen, durch Ultrazentrifugation bei 100000 x g fiir eine Stunde bei 4°C pelletiert. Der Uberstand
bestand so ausschliellich aus G-Aktin-Losung. Zur Untersuchung der FHOD1-FH2-Doméane sowie
nativem FHOD1-Volllangenprotein wurden immer zwei Reaktionen zur gleichen Zeit in einem
Plattenfluoreszenzspektrometer (Tecan) beoachtet. In Tabelle VIII ist dargestellt, wie sich der

Reaktionsansatz zusammensetzte.

Tabelle VIII: Pipettierschema des Aktinpolymerisationsansatzes. Das Gesamtvolumen betrug immer 100 pl, das
Volumen der Proteinlésung wurde bei jedem Experiment auf exakt 30 pl eingestellt.

Stammldsung Volumen / yl Endkonzentration

Pyren-Aktin-Lésung 10 uM 40 4 uM
FHOD1-Protein xx uM X yy UM
Proteinpuffer - 30 -x -
G-Aktinpuffer - 10 -
10x Polymerisationspuffer - 20 -
Endvolumen 100
G-Aktinpuffer 0,2 mM CaCl,
5 mM Tris/HCI, pH 8,0
0,2 mM ATP

Pyren-Aktin-Losung 10 uM 5% Pyren-Aktin in G-Aktinpuffer
10x Polymerisations- 500 mM KCI

puffer 20 mM MgCl,
10 mM ATP
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4, Ergebnisse

4.1 Darstellung der FHOD1-Proteinkonstrukte und der Rho-
GTPasen

Fir die ersten Studien zur Analyse der autoinhibitorischen Funktion der C-terminalen DAD mit ihrer
vermuteten Erkennungsdomane am N-terminus von FHOD1 wurden die im Folgenden
beschriebenen Fragmente hergestellt. Die Klonierung, Expression und Reinigung der FHOD1-
Konstrukte mit Standardmethoden wurde im Methodenteil beschrieben. Es soll hier kurz auf den
Reinheitsgrad der fir die verschiedenen Experimente verwendeten Proteine bzw. Peptide
eingegangen werden. In Abbildung 15 sind die fiir diese Studie hergestellten FHOD1-Fragmente
schematisch dargestellt. Die FHOD1-DAD Konstrukte konnten als GST-Fusionsproteine exprimiert
und gereinigt werden, wahrend die N-terminalen FHOD1 einen N-terminalen Hexahistidinanker

besallen.

0 190 200 390 490 500 690 700 aqo 990 10901190 Proteinmasse isoelektrischer

——  enkr . e
1032 1 14,4 10,2
1069 1 10,7 10,4
1078 [ 9,6 9,8
1006 [ 7.6 10,5
1104 [ 7.1 10,9
Mutante D2A 1096 ] 7,6 10,9
Mutante R5A 1104 [0 6,7 8,4
Mutante DR9 1096 [0 7,2 8,4
| 1573 61,9 47
| 1377 41,6 49
377 1573 20,5 45
411 573 17.4 4.5
614 [ 11096 54 1 92

Abbildung 15: Schema der fiir diese Studie hergestellten FHOD1-Konstrukte. Rechts sind die ProteingrofRen ohne
Affinitdtsanker mit Linker-Sequenz zur TEV-Proteaseschnittstelle in kDa angegeben. Daneben ist der theoretische
isolelektrische Punkt dieser Fragmente angegeben. Zahlen geben die Fragmentgrenzen in der
Proteinprimarsequenz an.
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Fir die Pull-down-Experimente, die in Kapitel 4.3.1 beschrieben sind, wurde der GST-Affinitatsanker
der DAD-Fragmente sowie der Hexahistidinanker des N-terminalen Fragments nicht abgespalten.
Abbildung 16 A und B zeigen den Reinheitsgrad dieser Proteine. Der Reinheitsgrad der N-
terminalen FHOD1-Konstrukte (1-573, 1-377 und 377-573) wurde im SDS-Gel abgeschéatzt
undbetragt etwa 95%. Hingegen waren die GST-DAD-Fusionsproteine (1032-, 1069-, 1078-, 1096-
und 1104-1164) mit GST und Abbaufragmenten verunreinigt. Fir die Pull-down-Experimente war die
Reinheit jedoch ausreichend, da als Negativkontrolle reines GST eingesetzt wurde. Von den GST-
DAD-Fusionsproteinen konnten pro Liter Bakterienkultur 10 mg, von His-FHOD1 (1-573, 1-377 und
377-573) 1 mg, 10 mg bzw. 7 mg hergestellt werden.
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Abbildung 16: Darstellung des Reinheitsgrads der FHOD1-Konstrukte zur Charakterisierung der Interaktion
zwischen der DAD und der N-terminalen DAD-Erkennungsdomane. Es wurden zwischen 2 und 5 ug Protein je Spur
aufgetragen. A und B: 15%ige SDS-Polyacrylamidgele nach Coomassie-Farbung mit Proteinen, die fir GST-Pull-
down-Experimente verwendet wurden. A: Bis auf GST und GST-DAD (1032-1164) besalen alle Konstrukte einen N-
terminalen Hexahistidinanker. Die Reinheit lag bei 90-95%, bei dem GST-DAD-Konstrukt (1032-1164) lag zuséatzlich
ein Grofiteil reines GST vor. B: Die Reinheit der finf N-terminal verkirzten GST-DAD-Fragmente lag nur bei
hoéchstens 50%, da immer ein Grofteil reines GST zugegen war, die Banden zu den Proteinen korrekter Masse sind
durch rote Kastchen markiert. C: 18%iges SDS-Polyacrylamidgel mit Proteinen, die fur die Analyse durch
isothermale Titrationskalorimetrie verwendet wurden. Bei allen Proteinen wurde der Hexahistidinanker (1-377) oder
der GST-Affinitdtsanker enzymatisch gespalten und abgetrennt. Die Reinheit der Proteine lag bei bis zu 95%.

Fir die kalorimetrischen Untersuchungen und analytische Gelfiltration ist es notwendig, Proteine mit
einem sehr hohen Reinheitsgrad einzusetzen, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten und die
Messung von Artefakten auszuschlieRen. Es wurden die wildtyp DAD und drei Mutanten der DAD
hergestellt, sowie ein N-terminales FHOD1-Konstrukt (1-377). Bei der ersten Mutante D2A wurde
das zweite hydrophobe autoregulatorische Motiv an Position 1108 M-D-L-L-V zu A-A-L-A-A mutiert
(siehe Abbildung 23). Der basische Bereich R-E-R-K-R-S-R an Position 1126 wurde zu A-E-A-A-A-
S-A geandert. Diese Mutante tragt den Namen R5A. Schliel3lich wurde die Mutation der beiden

Mutanten kombiniert und so die Doppelmutante DR9 generiert. Nach Expression und Reinigung
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wurde bei dem DAD-Konstrukt (1104-1164) und den Mutanten (R5A, D2A und DR9) der GST-
Affinitdtsanker enzymatisch gespalten und davon getrennt (siehe Kapitel 3.3.9). Ebenso wurde der
Hexahistidinanker des FHOD1-N-Terminus abgetrennt. Die Qualitat dieser Proteine ist in Abbildung
16C zu sehen. Die Reinheit lag bei bis zu 95%. Vom FHOD1 N-Terminus konnten etwa 10 mg, von
der DAD und den DAD-Mutanten 2 mg pro Liter Bakterienkultur gewonnen werden. Interessant ist
das Laufverhalten der verschiedenen DAD-Mutanten. Verglichen mit dem Wildtyp (1104-1064) 1auft
die Mutante R5A deutlich niedriger, da es nicht mehr so viele positive Ladungen besitzt, wahrend die
langere Mutante D2A, die auf dem Konstrukt (1096-1164) basiert, hdher im Gel lauft, da diese einen
hoheren isoelektrischen Punkt besitzt (siehe Abbildung 15). Die Doppelmutante DR9 hat ein

ahnliches Laufverhalten wie die Mutante R5A.

Fir die Untersuchung der Interaktion mit der GTPase Rac1 (siehe Kapitel 4.4) wurden die FHOD1-
Fragmente FHOD1 (1-377) und (411-573) rekombinant hergestellt und die Affinitatsanker durch
Proteolyse mit der TEV-Protease entfernt. Rac1 wurde flr kalorimetrische Untersuchungen als
Volllangenprotein gereinigt. Der GST-Affinitdtsanker wurde hier nicht entfernt, da das Protein mit C-
Terminus prazipitiert, GST stabilisiert das Protein in Losung. Da Rac1 nach der Reinigung nur GDP
gebunden hat, wurde dieses gegen nicht hydrolisierbares GppNHp ausgetauscht (siehe Kapitel
3.3.10), um sowohl inaktives als auch aktives Rac1 flr die Messungen einzusetzen und
Unterschiede in der Affinitdt zu detektieren. Fir Untersuchungen mittels analytischer Gelfiltration
wurde auch Rac1 (1-184) ohne C-Terminus verwendet und der GST-Affinitatsanker durch Verdau
mit Thrombin entfernt. Auch hier wurde ein Teil von Rac1 mit GppNHp beladen. Abbildung 17 zeigt
die hohe Reinheit der Proteine, die bei 98% lag. Die Ausbeuten lagen fur Rac1 (1-184) bei 20 mg,
fur GST-Rac1 volle Lange bei 40 mg und fir FHOD1 (411-573) bei 5 mg pro Liter Bakterienkultur.
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Abbildung 17: lllustration der Reinheit der fir die Analyse FHOD1 und seinem mdglichen Interaktionspartner Rac1
eingesetzten Proteine. Es wurden 5 pg Protein auf 15%ige SDS-Gele aufgetragen. Rac1 mit C-Teminus (Mitte)
wurde mit GST-Affinitatsanker bei den Experimenten verwendet, da es ohne ihn instabil war. FHOD1 lief fir seine
GroRe (17,4 kDa) bei hohem Molekulargewicht (23 kDa).
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SchlieRlich wurde im Rahmen dieser Studie die FH2-Domane von FHOD1 untersucht. Dazu wurden
sechs Konstrukte als Hexahistidin und GST-Fusionsprotein kloniert und exprimiert. Lediglich das
Konstrukt 614-1196 war als GST-Fusionsprotein I6slich und konnte in geringen Ausbeuten von 20
Mg pro Liter Bakterienkultur gewonnen werden, was fir enzymatische Untersuchungen jedoch
ausreichend ist. Der GST-Affinitdtsanker wurde nicht gespalten, da bekannt ist, dass es die FH2-

Domane stabilisiert (Moseley et al., 2006). Die Reinheit lag dabei etwa bei 80%.
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Abbildung 18: Darstellung der Reinheit von GST-FHOD1-R5. Es wurden 2 pg Protein auf ein 12%iges SDS-Gel
geladen. Das Gel zeigt Abbaubanden im Bereich von 50 kDa sowie Verunreinigungen mit GST.

4.2 Expression und Reinigung von nativem FHOD1-
Volllangenprotein

Im Rahmen dieser Studie sollte zur Charakterisierung der Aktinnukleation und der Identifizierung
weiterer Bindungspartner von FHOD1 natives Volllangenprotein FHOD1 hergestellt werden. Die
rekombinant mit E.coli hergestellten Fragmente ermdglichen zwar eine biochemische
Charakterisierung des Proteins, jedoch kénnen diese Fragmente im Kontext des Volllangenprotein
ein anderes Verhalten zeigen, da sie dann eine andere Konformation aufweisen. Die Expression des
nativen Volllangenproteins FHOD1 wurde rekombinant mit dem Baculovirusexpressionssystem
durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.3.11). Dies ermdglicht eine bessere Expression grof3er eukaryotischer
Proteine, da es viele Faktoren fir die Prozessierung und posttranslationalen Veranderungen enthalt
und beziglich der Proteingréf3e nicht limitiert ist. Zudem besitzt es tRNAs fir seltene Codons im
eukaryotischen Genom, so dass die Proteinsynthese nicht abgebrochen wird, sowie

Faltungshelferenzyme, die fiir die korrekte Faltung des Proteins sorgen.

Natives FHOD1 wurde in dieser Studie aus drei Litern Insektenzellenkultur hergestellt, die nach

Infektion mit dem Virus vier Tage inkubiert wurde. Das exprimierte Protein besitzt N-terminal einen

52



4 Ergebnisse

Hexahistidinaffinitdtsanker und konnte Uber eine Ni-NTA-S&ule gereinigt werden (siehe Kapitel
3.3.12). Allerdings waren danach noch Verunreinigungen bzw. Abbaubanden zu sehen. Eine
anschlieRende praparative GrofRRenausschlusschromatographie mit einer Superdex S200 (16/60)-
Gelfiltrationssaule lieferte ein Elutionsprofil mit drei peaks, deren Fraktionen jeweils vereinigt wurden
und deren Reinheitsgrad mittels SDS-PAGE untersucht wurde.
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Abbildung 19: Reinheitsgrad der drei gesammelten peaks der GréRenausschlusschromatographie. 1, 2, 3: peak 1, 2
und 3. In Spur 1ist bei 130 kDa die Bande des Volllangenproteins zu sehen, die Probe weist Verunreinigungen oder
Abbaubanden auf. In Spur 2 und 3 sind Banden bei 66 bzw. 50 kDa zu sehen, die zu stabilen Abbauprodukten von
FHOD1 gehéren kénnten.

Abbildung 19 zeigt den Reinheitsgrad der drei gesammelten und vereinigten peaks. In Spur 1
(peak 1) sind Banden bei einer Groflie von etwa 130 kDa zu erkennen, die dem Volllangenprotein
FHOD1 zuzuordnen sind, jedoch enthalt die Probe weiterhin Verunreinigungen bzw. Abbaubanden.
In den Spuren 2 und 3 sind starke Banden bei 66 bzw. 50 kDa zu sehen, die beide relativ geringen
Abbau aufwiesen. Dabei konnte es sich um stabile Abbaufragmente von FHOD1 handeln. Die
Ausbeuten betrugen bei peak 1 etwa 3 mg, bei peak 2 1,5 mg und bei peak 3 ca. 5 mg. Die
dargestellten Proteine wurden mit einem Aktinpolymerisationsexperiment untersucht (siehe
Kapitel 4.5).
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4.3 Untersuchungen der Interaktion zwischen der autoregu-
latorischen DAD und ihrer FH3-Erkennungdomane in
FHOD1

FHOD1 gehort zu den Diaphanous-verwandten Forminen, die durch autoinhibitorische
Eigenschaften gekennzeichnet sind. Vermittelt wird diese autoinhibitorische Interaktion von der
C-terminalen DAD und der N-terminalen Region, die mit der DAD interagiert. Es gibt jedoch
Hinweise, dass sich der Mechanismus der Autoinhibition bzw. Aktivierung von dem anderer
Mitglieder der DRF-Proteine unterscheidet. Zunachst ist die Identitat der N-Termini von mDia1 und
FHOD1 mit 16.7% zwischen den ersten 570 Aminosdureresten zu gering, um eine &ahnliche
Domanenstruktur ableiten zu kénnen, zum anderen ist beschrieben worden, dass die GTPase
bindende Doméne bei FHOD1 zwischen FH1- und FH3-Domane innerhalb der Aminosaurereste 422
und 717 (Westendorf, 2001a), wahrend sie sich bei mDia1 N-terminal von der FH3-Doméane (75-
260) befindet (Li and Higgs, 2003; Li and Higgs, 2005; Watanabe et al., 1999b).

Dia-Formine werden durch GTP-gebundenes Rho aktiviert, von FHOD1 jedoch wurde berichtet,
dass es mit dem C-Terminus von Rac1 und somit unabhangig vom Nukleotidzustand interagiert
(Westendorf et al., 1999b). GTP-gebundenes Rac1 erzeugt ferner in mit FHOD1 transfizierten Zellen
nicht den Phanotypen, den man mit dominant aktiven FHOD1 sieht (Gasteier et al., 2003). Am
C-Terminus befinden sich bei den Dia-Proteinen zwei konservierte Bereiche: Das hydrophobe DAD-
Konsensusmotiv M-D-X-L-L und die positiv geladene Region mit mindestens sieben basischen
Aminosauren (siehe Kapitel 2.2 und Abbildung 20B). Auch hier gibt es bei FHOD-Proteinen
Abweichungen beziiglich der Lange der DAD und der Anzahl der mdglichen Konsensusmotive. Wie
in Abbildung 20D zu sehen ist, ergeben sich zwei Mdglichkeiten, die DADs der Dia-Familie und
FHOD-Familie auszurichten, da FHOD1 zwei mdgliche DAD-Konsensusmotive an den Positionen
1053 bzw. 1108 und einen basischen Bereich an Position 1126 besitzt (siehe Abbildung 20C).
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Abbildung 20: Schema der molekularen Doménenorganisation von FHOD1 und der Vergleich der DAD von Dia-
Forminen und FHOD-Proteinen. A: vermutete Domanenanordnung des humanen FHOD1-Proteins mit der
N-terminalen FH3-Doméne, der GTPase bindenden Doméane (GBD), der Prolin-reichen FH1-Doméane und der
zentralen FH2-Domane, die Aktinnukleation vermittelt, und der C-terminalen DAD. B und C: Vergleich der C-
terminalen DAD-Sequenzen der Diaphanous-verwandten Formine. Wahrend die Dia-Formine eine DAD-
Konsensussequenz (M-D-X-L-L) sowie einen basischen Bereich besitzen, hat die FHOD-Familie zwei mdgliche
Konsensusmotive an den Positionen 1053 (M-K-X-L-L) und 1108 (M-D-L-L-V) sowie einen basischen Bereich mit
zehn positiv geladenen Aminosaureresten. Die C-terminale Helix der FH2-Domane aus den bekannten
Kristallstrukturen von mDia1 und Bni1 (Otomo et al., 2005¢; Shimada et al., 2004; Xu et al., 2004) ist oberhalb der
Sequenzen eingezeichnet. D: Mdgliche Anpassungen der DAD-Sequenzen der mDia- und FHOD-Familie. Die
Sequenzvergleiche ermdglichen es, den Dia-DAD-Konsensusbereich am ersten (links) oder zweiten (rechts)
FHOD1-DAD-Motiv auszurichten. Im zweiten Fall 1age im Bereich zwischen der potentiellen C-terminalen Helix der
FH2-Doméne und der DAD eine 70 Aminosduren umfassende Subdoméne unbekannter Funktion.
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4.3.1 |dentifizierung der FH3-Domane und der minimalen Diaphanous-
autoregulatorischen Domane von FHOD1

Die Identifizierung der Diaphanous-verwandten autoregulatorischen Domane (DAD) und seiner
interagierenden Domane wurden in dieser Studie mit biochemischen Methoden in vitro durchgefihrt.
Dazu wurde die mit der DAD interagierende Domane anfangs mit GST-Pull-down-Experimenten
bestimmt. Aus Sekundarstrukturvorhersagen und der Sequenzhomologie zu mDia1 und Bni1 geht
hervor, dass die FH2-Doméane in FHOD1 ungefahr bis Position 1010 reicht. Als erstes DAD-
Konstrukt wurde ein Fragment, beginnend bei Position 1032 bis zum C-Terminus, als GST-

Fusionsprotein in E. coli exprimiert.

Zur Identifizierung der DAD-Erkennungsregion in FHOD1 wurden basierend auf
Sekundarstrukturvorhersagen drei Hexahistidinfusionsproteine vom N-Terminus hergestellt. Die
Fragmente (1-573, 1-377 und 377-573) wurden in E. coli exprimiert und Uber
Affinitatschromatographie gereingt. Das GST-DAD-Fragment (1032-1164) wurde an GST-Beads
gebunden und die Bindung mit einem der drei Konstrukte mittels Westernblot und o-His-Antikérper
untersucht. Dabei wurden mit GST-DAD (1032-1164) die Fragmente (1-573) und (1-377) prazipitiert,
jedoch nicht das Fragment (377-573) (siehe Abbildung 21). Dieses Ergebnis zeigt, dass die DAD-
Erkennungsdomane sich innerhalb der Region von 1-377 befindet und nicht in der Region der
vermuteten GBD (377-573) liegt. Als Negativkontrolle wurde GST-Protein allein eingesetzt, das

keines der drei Konstrukte bindet.
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Abbildung 21: Die N-terminalen 377 Aminosauren interagieren mit der C-terminalen DAD. Westernblot des GST-
Pull-down-Experiments mit GST-DAD (1032-1164) und drei N-terminalen Fragmenten (1-573, 1-377 und 377-573).
Das staining erfolgte gegen einen N-terminalen Hexahistidinanker, der vom a-His-Antikérper erkannt wurde. Die
DAD band die Fragmente (1-573) und (1-377), nicht aber die angenommene GBD (377-573). GST als Kontrolle
prazipitierte keines der drei Fragmente.
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In einem weiteren Experiment sollte der funktionale Bereich der DAD weiter eingegrenzt werden.
Dazu wurden finf verschiedene DAD-Fragmente mit unterschiedlichen N-Termini als GST-
Fusionsproteine hergestellt und die Bindung an das FH3-Konstrukt 1-377 untersucht, da dieses im
GST-Pull-down-Experiment eine deutlichere Bande zeigte als die anderen Fragmente (Abbildung
21). Die N-terminalen Grenzen waren hier die Positionen 1032, 1069, 1078, 1096 und 1104
(Abbildung 15). Abbildung 22 zeigt, dass jedes dieser Fragmente in gleichem Mal3e in der Lage war,
den N-Terminus von FHOD1 zu binden. Daraus lasst sich schlieRen, dass ein DAD-Fragment fur die
Interaktion mit dem FHOD1-N-terminus ausreichend ist, das maximal die C-terminalen 60

Aminosauren umfasst.
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Abbildung 22: Die C-terminalen 60 Aminosauren in FHOD1 sind fir die Interaktion mit der DAD-Erkennungsdomane
ausreichend. Westernblot des GST-Pull-down-Experiments mit finf N-terminalen Verkirzungen der DAD und der
N-terminalen FHOD1-Domane. Das kleinste DAD-Fragment (1104-1164) war ausreichend fir die Prazipitation des
N-Terminus (1-377) von FHOD1. GST interagierte hingegen nicht mit dem N-Terminus.

Durch diese beiden Kartierungsexperimente konnte gezeigt werden, dass die N-terminalen 377
Aminosduren mit den C-terminalen 60 Aminosauren von FHOD1 interagieren. Dies kann sowohl
intramolekular (cis) als auch intermolekular (trans) erfolgen, so dass FHOD1 als Monomer bzw.
Dimer vorliegt. Dabei kénnen die beiden hydrophoben DAD-Konsensusmotive sich gegenseitig

unterstitzen. Letzteres wurde mit den folgenden Experimenten in vivo untersucht.

4.3.2 Bestimmung der autoregulatorischen Motive in der DAD von
FHOD1 in Saugetierzellen

Die hier gezeigten in vivo-Studien wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Oliver Fackler,
Abteilung Virologie am Hygiene-Institut der Universitdt Heidelberg, von Michael Alexander
durchgefiihrt. C-Terminal verkirzte FHOD1-Konstrukte sind konstitutiv aktiv und induzieren
Stressfasern sowie die Expression vom SRE (Gasteier et al., 2003; Westendorf, 2001b). In diesem

Experiment wurde dieser Effekt ausgenutzt und NIH3T3-Zellen mit FHOD1-Konstrukten transfiziert,

57



4 Ergebnisse

bei denen die DAD-Konsensusmotive mutiert wurden. Der Vergleich mit wildtyp FHOD1 und
C-terminal verkirztem FHOD1 lasst Aussagen Uber die Bedeutung der drei Motive zu. Zunachst
wurden Mutanten der zwei moglichen hydrophoben autoregulatorischen Motive hergestellt:
M-K-S-L-L an Position 1053 wurde zu A-A-S-A-A und M-D-L-L-V an Position 1108 zu A-A-L-A-A
mutiert, diese Mutanten werden D1A bzw. D2A genannt (siehe Abbildung 23). Der basische Bereich
R-E-R-K-R-S-R an Position 1126 wurde zu A-E-A-A-A-S-A geandert und hei3t R5A. Schlieflich
wurde die Mutation des zweiten DAD-Konsensusmotivs mit der Mutation des basischen Bereichs
kombiniert und so die Doppelmutante DR9 generiert.

wt-DAD MKSLL MDLLVY RERKRSR
AC 1010
D1A AASAA
D2A AALAA
R5A AEAAASA
DR9 AALAA  AEAAASA

Abbildung 23: Schema der fiir die in vivo-Studien durchgefiihrten FHOD1-Mutationen. Neben wildtyp FHOD1 und
der FHOD1-AC-Mutante, in der die letzten 154 Aminosduren deletiert sind, wurden die beiden hydrophoben DAD-
Konsensusmotive (D1A und D2A) sowie der basische Bereich (R5A) mutiert. Die D2A und R5A-Mutante wurden
kombiniert (DR9).

Die Transfektion dieser Konstrukte in NIH3T3-Zellen mittels eines Expressionsplasmids fir
Saugetierzellen ergab fir alle Mutanten ein mit dem wildtyp Protein vergleichbares
Expressionsniveau und Proteine mit der erwarteten GroRRe, jedoch neigten die Mutanten starker zum

Abbau oder waren starker verunreinigt (siehe Abbildung 24).

wt D1A D2A DR9 R5A AC
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Abbildung 24: Westernblotanalyse zur Expression der FHOD1-Varianten in NIH3T3-Zellen. Nach SDS-PAGE und
Blotting wurden die Proteine mit einem a-HA-Antikdrper detektiert. Es ist zu sehen, dass alle Konstrukte ahnlich
stark exprimierten und die erwarteten GréRen haben. Mutanten zeigten eine starkere Degradation als der Wildtyp.

Wildtyp FHOD1-Protein diente hier als Negativkontrolle, da es autoinhibiert vorliegt und keinen
Phanotyp mit Stressfasern induziert. Als Positivkontrolle wurde das FHOD1-Konstrukt 1-1010
(FHOD1-AC) verwendet, das konstitutiv aktiv ist und Stressfasern sowie Expression vom SRE
induziert (Gasteier et al., 2003; Westendorf, 2001b)
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F-Aktin

a-HA

Abbildung 25: Konfokalmikroskopische Aufnahmen der Phanotypen der untersuchten FHOD1-Mutanten zur Analyse
der Lokalisation und Effekte auf die Aktinstressfaserbildung von FHOD1-Varianten. NIH3T3-Zellen wurden mit den
angegebenen FHOD1-Konstrukten transfiziert. Nach Fixierung wurden die Zellen spezifisch auf Aktin und HA-
FHOD1 gefarbt und mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Zahlen (mit Standardabweichung) geben
den Anteil der Zellen an, die in drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten dicke Stressfasern
besalen. Dabei wurden immer mindestens 100 Zellen analysiert. Da D2A keine dicken Stressfasern zeigte, wurden
hier Zellen mit dinnen Stressfasern berlcksichtigt. Die Mutante D1A hatte wie die wildtyp DAD keinen Einfluss auf
Stressfaserformation, DR2, R5A und vor allem DR9 waren hingegen in der Lage Stressfasern zu induzieren. Die AC-
Deletionsmutante zeigte als Positivkontrolle den typischen FHOD-Phanotyp mit dicken Stressfasern.

Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, zeigten sich nach Transfektion von wildtyp FHOD1 keine
charakteristischen Veranderungen bei der Organisation des Aktin-Zytoskeletts. Das FHOD1-AC-
Konstrukt hingegen induziert eine starke Stressfaserbildung, wahrend es mit diesen kolokalisiert.
Der Phanotyp der eingesetzten Mutanten lasst folgendes erkennen: D1A hat wie das wildtyp Protein
keinen Einfluss auf Stressfaserbildung. Die Mutanten D2A, R5A und DR9 dagegen zeigen
unterschiedliche Auspragungen von Aktinstressfasern. Am starksten ist dieser Effekt bei der
Doppelmutante DR9 ausgebildet, die in 57 + 8% der Zellen dicke Stressfaserbiindel erzeugt, was
gegenuber der Deletionsmutante FHOD1-AC (92 1 2%) jedoch immer noch ein deutlich geringerer
Wert ist. Bei den Mutanten D2A und R5A war die Formation von Stressfasern noch weniger auffallig
(27 £ 10% bzw. 35 £ 12%) und die Stressfaserbiindel erschienen zudem dinner. Eine weitere

Beobachtung war, dass DR9 nicht wie die AC-Mutante an den Aktinblindeln lokalisiert ist.

Ein ahnliches Bild ergab sich bei der Untersuchung der verschiedenen FHOD1-Konstrukte auf die
Fahigkeit, die Transkription vom SRE zu aktivieren (siehe Abbildung 26). Wahrend sich die
Mutanten D1A und R5A nahezu wie wildtyp FHOD1 verhielten und keine Aktivitat zeigten, konnten
FHOD1-AC die Aktivierung verfuinffachen und DR9 erreichte nahezu diesen Wert. Die Mutante D2A

dagegen aktivierte die Transkription deutlich weniger.
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Die bestimmenden Motive fir die Autoregulation von FHOD1 sind damit das zweite hydrophobe M-

-fache Transaktivierung des
SRE-Luciferase-Reportergens

5
4 4
3 4
2
14
wit AC D1A D2A R5A DRSY

Abbildung 26: Ergebnisse der SRE-Luciferase-Reportergen-Untersuchung. Dargestellt ist jeweils der Faktor der
Aktivierung des Luciferase-Reportergens in NIH3T3-Zellen, die die angegebenen FHOD1-Konstukte exprimierten.
Dabei wurde die Luciferase-Aktivitat bei FHOD1-wt willkirlich auf den Wert 1 gesetzt. Gezeigt sind die
Durchschnittszahlen von mindestens drei unabhangigen Experimenten mit den angezeigten Standardabweichungen.
Die Mutanten D1A und R5A waren wie wt-FHOD1 inaktiv, D2A zeigte eine nur schwache Aktivierung, wahrend DR9
fast die gleiche Transaktivierung wie FHOD1-AC erreichte.

D-L-L-V-Motiv und der positiv geladene, basische Bereich.
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4.3.3 Untersuchung der DAD-Konsensusmotive von FHOD1 in vitro

Wie oben dargestellt, enthalten die C-terminalen 60 Aminosduren von FHOD1 zum einen das
hydrophobe Konsensusmotiv M-D-X-L-V sowie auch einen konservierten basischen Bereich. Um
herauszufinden, wie gro3 die Beitrdge dieser Motive fiir die Interaktion mit der FH3-Domane sind,
wurde die Interaktion mit isothermaler Titrationskalorimetrie quantitativ untersucht (siehe
Kapite 3.5.1). Zu diesem Zweck wurden die DAD-Peptide rekombinant hergestellt und der
Affinitdtsanker entfernt. Es wurden dieselben Mutanten wie in der in vivo-Studie verwendet, jedoch
nicht die D1A-Variante, da diese keinen Einfluss auf die Stressfaserbildung und SRE-Aktivierung
hatte (siehe Kapitel 4.3.2). Die verwendeten Proteine wurden auf ihre Reinheit Gberprift (siehe
Abbildung 16 B). Die DAD-Konstrukte (1104-1164) wurden bei einer Konzentration von 35 pM in die
Probenzelle gegeben und bei 25°C thermostatisiert (aulRer bei der Mutante R5A, dessen
Konzentration 25 uM in der Messzelle betrug). Die Titration der zehnfach hoher konzentrierten FH3-
Domane (1-377) zeigte eine exotherme Interaktion mit einer Dissoziationskonstante von K4 = 1,4 uM
(Abbildung 27 oben rechts). Dieser Wert ergab sich aus der Anderung der freien Enthalpie von 8,0
kcal moI'1, der sich aus der Enthalpieanderung AH von -4,9 Kkcal mol’ und der
temperaturabhangigen Anderung der Entropie (TAS) von 3,1 kcal mol” zusammensetzt (Abbildung
27 Tabelle unten). Das gleiche Experiment mit der in der basischen Region mutierten DAD (R5A)
zeigte zunachst einen exothermen Verlauf und im weiteren Verlauf einen endothermen Charakter.
Der endotherme Beitrag kdnnte durch die hydrophoben Interaktionen herrihren, da hier nur noch
das hydrophobe Konsensusmotiv vorhanden ist. Es ergab sich hier eine leicht reduzierte Affinitat (Kq
= 3,7 uM) (Abbildung 27 Mitte oben). Die Daten der Messung entsprechen nahezu den Werten, die
auch fir die wildtyp DAD-Bindung gemessen wurden (Abbildung 27 Tabelle rechts oben), was
darauf hindeutet, dass der basische Bereich nicht fir die Bindung essentiell ist. Die Mutation des
hydrophoben Bereichs (D2A) lieferte allerdings eine Titrationskurve, die keine Anpassung einer
Auswertungskurve nach demselben Modell mit nur einer Bindungsstelle zulie3 (Abbildung 27 links
unten). Jedoch zeigten die Injektionen einen Verlauf einer Bindung, der fiir eine Bindung im mittleren
mikromolaren Bereich charakteristisch ist. So scheinen auch die polaren, basischen Aminosauren
Kontakte mit der DAD-Erkennungsdomane einzugehen. Die Titrationskurve des Experiments mit
DR9 zeigte schlieBlich keine Bindung an die FH3-Domane, da die Affinitat zu gering war fur ITC-
Messungen (Abbildung 27 Mitte unten). Die hier beobachteten endothermen Signale kénnten durch
Wechselwirkungen noch vorhandener hydrophober Aminosaurereste verursacht sein. In dem
Kontrollexperiment, bei dem die FH3-Domane aus der Spritze in den ITC-Puffer (50 mM Hepes, pH
7,2, 100 NaCl, 1 mM TCEP) injiziert wurde, war eine nur sehr geringe Enthalpiednderung
festzustellen (Abbildung 27 rechts unten).
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Abbildung 27: ITC-Messungen und Bindungsaffinitaten der Interaktion der DAD und Mutanten der DAD mit der FH3-
Domane. Es sind die ITC-Spektren fur jede Messung der DAD-Peptide (1104-1164) mit der FH3-Domane (1-377)
sowie die Pufferkontrollmessung und die Integration der Injektionen gezeigt. Unten sind die ermittelten Daten und
daraus berechneten Dissoziationskonstanten Ky aufgelistet. Die wildtyp DAD wechselwirkte exotherm mit seiner
Erkennungsdomane mit einer niedrigen mikromolaren Kq von 1,4 uM (oben links). Die R5A-Variante ohne basischen
Bereich hatte eine leicht niedrigere Affinitat (3,7 uM). Das Spektrum der D2A-Mutante ohne hydrophobe DAD-
Konsensussequenz zeigte eine Bindung in der gleichen GrofRenordnung, jedoch war eine Kurvenanpassung nicht
mit den gleichen Auswerteparametern méglich. Die Doppelmutante DR9 zeigte keine Interaktion mit der FH3-
Domane. Die Kontrollmessung, bei der die FH3-Domane in reinen Puffer injiziert wurde, zeigte eine
vernachlassigbare Warmetdnung.
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Isothermale Titrationskalorimetrie eignet sich neben der Bestimmung der Dissoziationskonstanten
und thermodynamischen Parameter AH und AG auch zur Determination der Stéchiometrie der
Interaktion. Die in diesem Experiment ermittelten Stéchiometrien N fiir die DAD und die Mutante
R5A zur FH3-Doméne (siehe Abbildung 27 unten) sind jedoch aus zwei Grinden wenig
aussagekraftig: Zum einen war die Konzentrationsbestimmung der DAD-Peptide mit der Methode
nach Bradford problematisch (Bradford, 1976b). Da diese Methode auf eine Farbereaktion der
basischen Aminosauren beruht und genau diese bei den verschiedenen Peptiden mutiert wurden,
war sie nur bedingt geeignet fir die Konzentrationsbestimmung. Gleiches galt auch fiir die
Abschatzung der Konzentration im Coomassie-gefarbten SDS-Gel, da das Prinzip der Farbung
ahnlich dem des Bradford-Reagenzes ist (siehe auch Abbildung 16C). Eine Bestimmung der
Konzentration durch Messung der Absorption bei 280 nm war nicht mdglich, da die Peptide keine
Aromaten unter den Aminosaureresten besallen. Andererseits waren die kurzen Peptide nicht sehr
stabil (siehe auch Kapitel 4.3.5) und neigten bei hohen Konzentrationen zur Aggregation, so dass
nicht alle der in Lésung befindlichen Molekile aktiv waren. Dies wirde selbst bei korrekter
Konzentrationsbestimmung zu einem scheinbar geringeren Wert fir die Anzahl der Bindungsplatze
fihren. Dagegen lassen diese Beobachtungen die Kurvenverlaufe und ermittelten Stéchiometrien
besser verstehen. Im Ubrigen hat jedoch eine fehlerhafte Konzentrationsbestimmung einen nur

geringen Einfluss auf die GréRRenordnung der Dissoziationskonstanten.

Die Resultate der ITC-Messungen wurden bestatigt durch ein GST-Pull-down-Experiment, bei dem
GST-DAD (1104-1164) sowie GST-R5A, GST-D2A und GST-DR9 auf die Fahigkeit getestet wurden,
die FH3-Domane zu binden.

'
45 L -
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Abbildung 28: Vergleich der Affinitdten durch in vitro-Prazipitation der FH3-Domane durch DAD-Proteine und seiner
Mutationen. Das Bild zeigt einen Westernblot GST-Pull-down-Experiment und nach Detektion mit a-His-Antikdrper
mit GST-DAD und GST-R5A, -D2A und DR9 und His-FHOD1 (1-377). Die R5A-Mutante zeigte eine ahnlich starke
Bande wie der Wildtyp, wahrend D2A und DR9 schwachere Banden erkennen lassen.

In Abbildung 28 ist zu sehen, dass die wildtyp DAD und die Mutante R5A in gleichem Male die FH3-
Domaéne banden, wahrend eine Mutation des hydrophoben Bereichs (D2A) und die Doppelmutation
(DR9) zu einer schwacheren Bande fiihrten. GST interagierte als Negativkontrolle nicht mit dem N-
Terminus von FHODA1.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das M-D-L-L-V-Motiv in der Diaphanous-
autoregulierenden Domane fir die Interaktion mit der FH3-Domane bestimmend ist und der

basische Bereich diese Bindung unterstitzt.

4.3.4 Molekulare Dispersion des FH3:DAD-Komplexes

Zur weiteren Charakterisierung der Interaktion zwischen der DAD und der FH3-Doméane in FHOD1
wurden die Molekile mittels GroRenausschlusschromatographie untersucht. Dazu wurden
verschiedene analytische Gelfiltrationsexperimente mit verschiedenen Saulen durchgefiihrt, die
unterschiedliche Eigenschaften beziglich des Elutionsprofils zeigten. Es stellte sich heraus, dass die
Biosep-SEC-S2000-Saule (Phenomenex) mit einem Ausschlussvolumen von 300 kDa sich am
besten zur Analyse der beiden Moleklle eignete. Bei jedem Experiment wurde die Absorption bei
Azsp beobachtet. In Abbildung 29 sind finf typische Chromatogramme dargestellt. Um zu
Uberprifen, welche Molekile sich hinter den Elutionsprofilen verbergen, wurden wahrend der
Gelfiltration 1 ml- oder 0,5 ml-Fraktionen gesammelt und diese anschlieRend mittels SDS-PAGE

analysiert.

Bei Verwendung des Standardpuffers (50 mM Hepes, pH 7,2, 100 mM NaCl und 1 mM DTE)
eluieren etwa 60% der FH3-Doméane (1-377) als Dimer oder Trimer (Elutions bei 12.97 ml), wahrend
Monomere nahezu bei der berechneten Masse von 41,5 kDa als definierter Peak eluieren (siehe
Abbildung 29). Unspezifische Aggregation, die zu einem Laufverhalten im Ausschlussvolumen
fihren wiirde, konnte nicht beobachtet werden. Die DAD (1104-1164) zeigte bei der Elution nur eine
geringe Absorption, da diese Domane keine aromatischen Aminosaurereste besitzt und nur in der
Linker-Sequenz zur TEV-Protease-Schnittstelle ein Histidin besitzt. Die Analyse des SDS-Gels nach
Silberfarbung zeigt trotzdem, dass die DAD bei etwa 20 ml eluiert. Bei Zugabe der DAD zur FH3-
Domane eluieren die Monomere ein wenig friiher, bei 14,47 ml, was auf eine leichte Vergroferung
des Molekils hindeutet. Ein weiterer Effekt ist, dass der Anteil der oligomeren Fraktion (Elutionsprofil
bei 12,92 ml) des Proteins in Gegenwart der DAD geringer ist. Die Komplexformierung konnte
ebenfalls durch die Analyse in der SDS-PAGE bestatigt werden, da sich das DAD-Peptid zusammen
mit der FH3-Erkennungsdomane in den 14 ml-Fraktionen befand, wie die schwache Bande

unterhalb der 14 kDa-Markerbande erkennen lasst.
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Abbildung 29: Molekulare Dispersion des FH3:DAD-Komplexes. Die Proteine wurden in einem Puffer mit 50 mM
Hepes, pH 7,2, 100 mM NaCl und 1 mM Dithioerythritol eluiert. Der Durchfluss wurde in 1 oder 0,5 ml-Fraktionen
gesammelt und durch 17%ige SDS-PAGE analysiert (siehe rechts). Oberste Reihe: Die
GroRenausschlusschromatographie der FH3-Domane (1-377) alleine zeigte eine Monomer-Oligomer-Verteilung.
Zweite Reihe: Das DAD-Peptid (1104-1164) eluierte spat von der Saule und zeigte aufgrund fehlender aromatischer
Aminosauren kaum Absorption. Die Elution wurde im SDS-Gel mittels Silberfarbung sichtbar gemacht. Dritte Reihe:
Die Zugabe der DAD zur FH3-Domane resultierte in verringerter Oligomerisierung und einer kleinen Verschiebung
des Peaks, was auf die Komplexformierung hindeutet. Vierte und fiinfte Reihe: Zugabe von 10 mM Dithioerythritol
vor Injektion auf die Saule flihrte zur Monomerisierung der FH3-Domane. Die kleine Verschiebung zu friheren
Elutionszeiten bei den FH3:DAD-Proben (siehe gestrichelte Linie) wies auf eine geringe
MolekulargewichtsvergroRerung und damit eine Komplexbildung hin. Die SDS-PAGE-Analyse der eluierten
Fraktionen rechts stellt die Unversehrtheit der Proteine sicher und die Komplexformierung an.

Zwei weitere Experimente zeigten, dass die Oligomerisierung der FH3-Domane durch
Reduktionsmittel aufgehoben werden kann. Zugabe von 10 mM DTE 30 min vor Injektion auf die
Saule fiihrte zu Elutionsprofilen mit nur einem Peak, der dem FH3-Monomer bzw. FH3:DAD-
Komplex mit einem FH3-Monomer zugeordnet werden kann. Dies lasst darauf schlieen, dass die
Oligomerisierung allein von der Bildung von Cystein-Disulfid-Bindungen auf der Molekiloberflache
herruhrt.

Die nur geringe Verschiebung des Elutionsprofils von 14,56 ml zu 14,42 ml bei dem FH3:DAD-
Komplex deutet darauf hin, dass sich die Ausmafe des FH3-DAD-Komplexes gegentiber der FH3
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allein kaum geéandert haben. Der Komplex ist nur unwesentlich grofler geworden, was zu der
Annahme fiihrt, dass die DAD bei Bindung eine Konformation einnimmt, bei der sie ausgestreckt auf

der globular gefalteten FH3-Domane liegt.

4.3.5 Kartierung der FH3-bindenden Region innerhalb der DAD mittels
NMR-Spektroskopie

Die Bindungsflache der DAD zur FH3-Domane wurde schliel3lich mittels NMR-Spektroskopie weiter
eingrenzt (siehe Kapitel 3.5.2). Durch ein 'H-NMR-Experiment wurde zunéchst die Léslichkeit und
Stabilitdt der FH3-Domane untersucht. Das Protein war bei einer Konzentration von 0,7 mM gut
I6slich und zeigte keine Neigung zur unspezifischen Aggregation. Aus den chemischen
Verschiebungen der NH- und C,H-Resonanzen konnte abgeleitet werden, dass das Protein
Uberwiegend aus helikalen Sekundarstrukturelementen aufgebaut ist (Abbildung 52 im Anhang).
Das DAD-Peptid (1104-1164) aus rekombinanter Herstellung konnte bis 0,6 mM konzentriert
werden, war jedoch weniger stabil und wurde innerhalb von zwei Tagen bei 25°C teilweise

abgebaut.

Nach der uniformen Markierung des 61 Aminosaure-langen Peptids mit stabilen >N-Isotopen (siehe
Kapitel 3.3.9) wurden "H/"N-HSQC-Experimente durchgefiihrt. In dem Spektrum ist zu erkennen,
dass das Protein intrinsisch unstrukturiert ist, da die "H/'°N-Resonanzsignale nur wenig verteilt sind
und sich an Positionen befinden, wie sie auch bei unstrukturierten Fragmenten (random coil)
vorkommen (siehe Abbildung 30 A, blaues Spektrum). So befinden sich im Bereich von 8,0-8,5 ppm
der Protonenresonanzfrequenz viele Signallberlappungen, dh. das Spektrum weist eine geringe
Dispersion auf. Andererseits deuten einige Hochfeld-verschobene Signale der 'H-Resonanzen (7,7-
8,0 ppm) auf einen mdoglichen o-helikalen Anteil hin, wie z. B. an den verschiedenen
Resonanzsignale der Valine V1112, V1115 und V1151 zu sehen ist. Auch die Resonanzen der
Serine S1114, S1118, S1119, S1131, S1144 besitzen alle unterschiedliche Positionen. Die
Zuordnung der Signale wurde mittels Korrelationsspinsystemen (TOCSY) und sequentiellem NOE-
Pfad in Zusammenarbeit mit Fanny Cuesta, MPI Dortmund, erreicht (siehe Abbildung 30 B). Dabei
stellte sich heraus, dass die Resonanzen der Reste innerhalb des hydrophoben DAD-
Konsensusmotivs Hochfeld-verschoben waren und zudem stirker sequentielle H-HY NOE-
Korrelationen zeigten. Diese Beobachtungen weisen auf eine a-helikale Konformation dieser Region
hin.
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Abbildung 30: NMR-Untersuchungen der DAD-FH3-Doménen-Interaktion. A: Uberlagerung von 'H/"°N-HSQC-
Spektren von "®N-markierter FHOD1-DAD (1104-1164) allein (blau) und im Komplex mit der FH3-Domane (rot). Das
Spektrum der DAD zeigte zunachst ein groBtenteils unstrukturiertes Protein, bei Komplexierung mit der FH3-
Erkennungsdomane verschwand die Halfte der Signale. Dies koénnte auf eine Induktion einer gefalteten
BerUhrungsflache der interagierenden Aminosaurereste hindeuten, wohingegen die nicht bindenden Reste weiterhin
flexibel und unstrukturiert vorlagen. Die Reste, die bei der Bindung verschwinden oder verschieben, sind durch
Nummerierung gekennzeichnet. Die Spektren wurden in 20 mM KP;, pH 7,2, 50 mM NaCl und 1 mM TCEP bei 25°C
aufgenommen. B: H“-H“-Region eines zweidimensionalen NOESY-Spektrums der DAD. Die chemischen
Verschiebungen und die verstarkten NOE-Korrelationen deuten auf eine helikale Konformation des hydrophoben

DAD-Konsensusmotivs hin, wie dies fir V1112 ausgearbeitet ist.
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In einem weiteren Experiment wurde die FH3-Domane in drei Schritten mit molaren Verhaltnissen
von 0,3, 0,6 und 1,1 (FH3 zu DAD) aus der 0,7 mM Stammlésung zu der > N-markierten DAD
gegeben. Um eine Verdiinnung der DAD zu umgehen, wurde die Probe wieder auf dasselbe
Volumen gebracht und HSQC-Spektren aufgenommen (siehe Abbildung 30 A, rotes Spektrum). Im
Verlauf dieser Titration wurde die DAD vollstandig gesattigt und es verschwanden mehr als die
Halfte der 67 DAD-Resonanzsignale durch die Bindung an die 42 kDa grof3e FH3-Domane. Etwa 30
1H/15N-RUckgratsignaIe blieben zuriick, was zu der Annahme flihrt, dass die direkt mit der FH3-
Domaéne interagierenden Aminosaurereste der DAD die Diffusions- und Rotationseigenschaften der
FH3-Domane annahmen, wahrend die Ubrigen, nicht fir die Bindung verantwortlichen Reste zum
GroRteil beweglich blieben, da sich ihre Resonanzsignale nicht veranderten. Uberdies fiel auf, dass
alle aul3er einem der Glycin-Signale bei der Komplexbildung unverandert blieben und die meisten
Resonanzsignale von Serinen und Threoninen verschwanden. Da sich nur ein Glycin und fast alle
Serine und Theronine im Zentrum des Peptids befinden, war die Kartierung der Bindungsdomane
auf einen Bereich von D1105 bis S1144 mdoglich. Dieser Bereich enthalt sowohl das hydrophobe als

auch positiv geladene, basische DAD-Konsensusmotiv.

1104 1110 1120 1130 1140 1150 1160
GAHMGGSDE[IMDLLVQSVIKSSPRALAARERKRSRGNRKS LRRILKSGLEDDLVQALEBLSKEPELEV
i angenommene Bindungsregion

Abbildung 31: Hervorhebung der Glycin-, Serin- und Threoninreste in der Proteinsequenz der DAD. Das
Verschwinden der Serin- bzw. Threoninresonanzsignale oder das gleichzeitige Verbleiben der
Glycinresonanzsignale im HSQC-Spektrum ergibt eine grobe Kartierung der Bindungsregion der DAD zur FH3-
Doméne auf eine zentrale Region mit einer Lange von etwa 40 Aminoséaureresten.

Zusammen mit den Daten aus den GST-Pull-down-Experimenten, der Untersuchungen in vivo sowie
den Ergebnissen der isothemalen Titrationskalorimetrie lasst sich sagen, dass der fir die
Autoregulation verantwortliche Bereich der FHOD1-DAD ungefahr 40 Aminosduren von etwa
Aminosaure 11107 bis S1144 umfasst und das hydrophobe zweite DAD-Konsensusmotiv bei

Position 1108 und dem basischen Bereich bei Position 1126 enthalt.
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4.4 Untersuchungen zur Interaktion von FHOD1 mit der
GTPase Rac1

FHOD1 ist in der Literatur als Effektor der GTPase Rac1 beschrieben worden (Gasteier et al., 2003;
Westendorf, 2001a). Rac1 spielt eine wichtige Rolle beim Umbau des Aktinzytoskeletts (siehe
Kapitel 2.1.6). Ein Vergleich mit mDia1 zeigt — ahnlich wie bei der Autoregulation — bemerkenswerte
Unterschiede bei dem Mechanismus der Interaktion mit der kleinen GTPase. Im Falle von mDia1
hebt RhoA den autoinhibierten Zustand nur auf, wenn es GTP gebunden hat und bindet seinerseits
an eine Region am N-Terminus von mbDia1 (75-260), die zwar nicht mit der DAD-
Erkennungsdomane Uberlappt, sich jedoch in unmittelbarer Nahe dazu befindet (Lammers et al.,
2005; Otomo et al., 2005a; Rose et al., 2005). FHOD1 wird von Rac1 auch aktiviert, wenn dieses
nicht in seiner Triphosphatform vorliegt und ist somit Nukleotid-unabhangig. Es konnte gezeigt
werden, dass die Interaktion tiber den C-Terminus von Rac1 stattfindet (Westendorf, 2001a). Ferner
liegt die Rac1-bindende Region nicht innerhalb der N-terminalen FH3-Doméne, an die die DAD
bindet (siehe 4.3.1). Rac1 soll C-terminal davon im zentralen Bereich von FHOD1 (469-717) binden
(Westendorf, 2001b). Ein FHOD1-Fragment (616-1164) bindet nicht an Rac1 (Madrid et al., 2005).
Diese Daten wurden grofltenteils aus in vivo-Experimenten ermittelt. In dem hier beschriebenen
Experiment sollte die Interaktion mit rekombinant hergestellten Proteinen Uberprift werden. Dazu

wurden kalorimetrische Experimente sowie analytische Gelfitration fir die Analyse genutzt.

Zur Untersuchung der Interaktion der Rac1-bindenden Doméne und Bestimmung der
Dissoziationskonstanten in vitro wurde GST-Rac1:GppNHp (volle Lange) in der Messzelle bei einer
Konzentration von 0.05 mM auf 25°C thermostatisiert und FHOD1 (1-377) mit einer Konzentration
von 0,4 mM schrittweise in die Zelle injiziert. Der Reinheitsgrad der verwendeten Proteine ist in den
Abbildungen 2 und 3 dargestellt. In Abbildung 32 oben links ist die Messung und das Integral der
Injektionen dargestellt. Ein Vergleich mit der Kontrollmessung von Injektionen von FHOD1 (1-377) in
den ITC-Puffer (50 mM Hepes, pH 7,2, 100 NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM TCEP) zeigt einen nahezu
identischen Verlauf, somit kann keine Bindung von GST-Rac1:GppNHp mit FHOD1 (1-377)
detektiert werden. Die ITC-Spektren des gleichen Experiments mit der in vivo bestimmten Rac1-
bindenden Doméne (411-573) zeigten einen stark endothermen Verlauf, jedoch blieben die
Injektionspeaks wahrend der gesamten Messung auf etwa gleichem Niveau, so dass sich kein fir
eine Bindung typischer sigmoidaler Kurvenverlauf ergab (Abbildung 32, unten Mitte) und eine
Integration nicht méglich war. Eine mogliche Fehlerquelle kénnte darin liegen, dass die
Konzentration von GST-Rac1:GppNHp moglicherweise zu hoch war und somit nicht alle zur
Verfigung stehenden Bindungsplatze gesattigt wurden. Diese Annahme wurde jedoch nicht
bestatigt, da ein Experiment mit halber Rac1-Konzentration eine ahnliche Messung lieferte (Daten

nicht gezeigt). Auch das Spektrum mit Rac1:GDP weist den gleichen Verlauf auf. Die
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Kontrollmessung, bei der FHOD1 (411-573) in den ITC-Puffer injiziert wurde, erklart z.T. die
erhaltenen Messkurven, da diese einen noch starkeren endothermen Charakter hatte als die
Messungen mit Rac1 und FHOD1 (411-573). Es ist moglich, dass dieser Effekt eine Bindungskurve
Uberlagert. Eine Subtraktion der Puffermessung von den Messkurven mit Rac1 lieferte jedoch

keinen typischen Kurvenverlauf einer Interaktion.
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Abbildung 32: ITC-Spektren der Messungen von Rac1 mit der FHOD1-FH3-Doméane (oben) und der
angenommenen GBD (unten). Es sind die ITC-Spekiren fir jede Messung der FHOD1-Fragmente mit GST-
Rac1:GDP bzw. GppNHp sowie die Pufferkontrollmessungen und die Integration der Injektionen gezeigt. Die FH3-
Domane zeigte hier keine Wechselwirkung mit aktiviertem Volllangen-Rac1, die Spektren mit der angenommenen
GBD wiesen einen insbesondere im Falle der Pufferkontrollmessung stark endothermen Verlauf ohne einen
sigmoidaler Kurvenform auf, die Messungen mit Rac1 waren daher nicht aussagekraftig.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mittels isothermaler Titrationskalorimetrie eine Interaktion

der in vivo-bestimmten, vermuteten GBD von Position (411-573) nicht bestéatigt werden konnte. Auch

bindet Rac1 in diesem Experiment nicht an die FH3-Domane.
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Abbildung 33: Molekulare Dispersion der FH3-Doméane und der angenommenen GBD von FHOD1 und Rac1 auf
einer Gelfiltrationssaule Superdex S75 10/300. Die Proteine wurden alle im gleichen molaren Verhéltnis auf die
Saule injiziert. In der obersten Reihe ist das Chromatogramm der FH3-Doméne (links) und der GBD (rechts) zu
sehen, die zweite und vierte Reihe zeigt das Laufverhalten von Rac1(1-184):GDP bzw. Rac1(1-184):GppNHp. Die
dritte und unterste Reihe zeigen die Chromatogramme nach Zugabe von Rac1 im angegebenen Zustand zu den
FHOD1-Fragmenten. Es ist eine deutliche Verschiebung des FH3-Peaks ins Ausschlussvolumen zu erkennen, die

Elutionszeit der GBD hingegen anderte sich nicht.
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Neben der kalorimetrischen Analyse wurde auch Grdflenausschlusschromatographie genutzt, um
die hergestellten FHOD1-Fragmente und Rac1 zu beschreiben. Dabei konnte in einem Fall eine
bemerkenswerte Beobachtung gemacht werden. Es wurden oben genannte FHOD1-Fragmente auf
eine mit 20 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM DTE &quilibrierte Gelfiltrationssaule
Superdex S75 10/300 injiziert. Dabei zeigte sich zunachst, dass die FH3-Domane bei dem
erwarteten Molekulargewicht von 45 kDa eluiert (9,1 ml) und ein Teil als Dimer/Trimer vorliegt
(Abbildung 33, oberste Reihe links). Das FHOD1-Fragment (411-53) mit einer berechneten Masse
von 17,4 kDa eluiert wie ein Protein mit einer Masse von 44 kDa (9,0 ml), was zum einen ein Indiz
fur ein Dimer, zum anderen flr eine weniger kompakte, sondern eher stabférmige Form des Proteins
sein konnte (Abbildung 33, oberste Reihe rechts). Aus Sekundarstrukturvorhersagen geht hervor,
dass in diesem Bereich eine coiled-coil-Struktur vorliegen kénnen, was zu den gemessenen Daten
passen wirde (Lupas, 1996; Wallar and Alberts, 2003). Fir dieses Experiment wurde Rac1 (1-184)
in seiner aktivierten GppNHp- bzw inaktivierten GDP-Form eingesetzt, das jeweils bei seiner

erwarten Masse von 21 kDa eluiert (Abbildung 33, zweite und vierte Reihe).

AnschlieBend wurde zu den FHOD1-Fragmenten ein molares Aquivalent Rac1 mit dem jeweiligen
Aktivierungszustand gegeben und auf die Saule injiziert. Wahrend bei dem FHOD1-Fragment (411-
573) keine Anderung der Elutionszeiten zu beobachten ist (Abbildung 33 rechte Spalte, gestrichelte
Linie), verschwand der Peak der FH3-Doméane (9,1 ml) und ein neuer Peak im Ausschlussvolumen
erschien (7,6 ml) (Abbildung 33 linke Spalte, gestrichelte und graue Linie). Bei Zugabe von Rac1

findet eine Oligomerisierung statt.

Dieses Ergebnis ist aus verschiedenen Grinden ungewdhnlich. Erstens scheint die FH3-Domane
und nicht die bisher bestimmte GBD mit Rac1 zu interagieren. Zweitens findet diese Interaktion
unabhangig vom Nukleotidzustand statt, da dieser Effekt sowohl bei Rac1:GDP als auch
Rac1:GppNHp auftritt. Schlie3lich ist auch der C-Terminus von Rac1 fir die Interaktion nicht
notwendig, da hier verklrztes Rac1 (1-184) eingesetzt wurde. Diese Beobachtungen fiihren zu der
Annahme, dass diese hier gemessene Interaktion nicht spezifisch ist, sondern eher einer
Aggregation zuzuschreiben ist. Ahnliche Experimente mit GST-Rac1 (volle Lange) lieferten keine
einheitlichen Ergebnisse mittels Gefiltration. Die Tatsache, dass FHOD1 (411-573) Rac1 nicht
bindet, kann auf die Tatsache zurlickgeflihrt werden, dass der C-Terminus von Rac1 fehlte.
Andererseits ist es mdglich, dass sich am N-Terminus eine weitere GBD befinden kdnnte, mit der

Rac1 unspezifisch wechselwirkt.
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4.5 Einfluss von FHOD1 auf die Aktinpolymerisation

Die oben gezeigten Untersuchungen und Ergebnisse bezogen sich auf den Mechanismus der
Regulation von FHOD1. Ein weiteres, funktionales Element der Formine ist dariiberhinaus die FH2-
Domane, die fir die Stimulierung der Aktinpolymerisation verantwortlich ist (Kovar et al., 2003;
Pruyne et al., 2002a; Sagot et al., 2002a). So konnte fir die FH2-Doméanen von mDia1 und der
Hefeformine Bni1p und Cdc12 gezeigt werden, dass sie in der Lage sind, die Aktinpolymerisation
anzuregen. Im Rahmen dieser Studie wurde die FH2-Domane von FHOD1 sowie das aus der
Expression mittels Baculovirus hergestellte, native FHOD1-Vollldangenprotein hinsichtlich der
Fahigkeit, Aktinpolymerisation zu nukleieren, untersucht. Dabei wurde zunachst die GST-FHOD1-

FH2-Domane (614-1096) im Aktinpolymerisationsexperiment eingesetzt (siehe Kapitel 3.5.5).
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Abbildung 34: Inhibition der Aktinpolymerisation durch die FHOD1-FH2-Domane (614-1096). Die Aktinpolymerisation
wird durch den sauren Puffer (blaue Kurve) induziert. Verschiedene Konzentrationen der GST-FHOD1-FH2-Domane
hemmten die Nukleierung der Polymerisation (rote und griine Kurve).

In Abbildung 34 ist zunachst zu erkennen, dass Aktin bei einer Konzentration von 4 pM durch den
Puffer (20 mM Bis-Tris, 100 mM KCI, 1 mM DTE, pH 6,5) polymerisiert wird (blaue Kurve). Diese
Beobachtung riihrt von dem niedrigen pH-Wert her, der zu einer erhohten Polymerisationsrate von
Aktin fuhrt. Die Aktinpolymerisation wird in Anwesenheit von GST-FHOD1-FH2 (614-1096)
signifikant verlangsamt (rote Kurve). Moglicherweise bindet die FH2-Domane an Aktinfilamente,
ohne diese zu nukleieren. Die Konzentrationsabhangigkeit dieses Effektes (vgl. rote und grine
Kurve) deutet auf eine aktive GST-FHOD1-FH2-Doméane (614-1096) hin. Diese wirkt jedoch nicht

stimulierend auf die Aktinpolymerisation, sondern verhalt sich eher wie ein capping-Protein.
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Als nachstes wurde das aus dem Baculoexpressionssystem hergestellte, native FHOD1-
Volllangenprotein in dieser Aktinpolymerisationsuntersuchung eingesetzt. Abbildung 35 zeigt die
Ergebnisse dieses Experiments. Die Negativkontrolle war hier wieder 4 yM Aktin und der Puffer, in
dem sich FHOD1 befindet (50 mM Hepes, 100 mM KCI, 1 mM DTE, pH 8), als Positivkontrolle
wurde 4 pM Aktin in Gegenwart von 100 nM Diaphanous-FH2-Doméane (Dia-FH2) verwendet
(freundliche Uberlassung von Sebastian Hannemann, Arbeitsgruppe Oliver Fackler, Abteilung
Virologie, Universitdt Heidelberg). Dia-FH2 zeigte eine deutliche Nukleierung der
Aktinpolymerisation (margentafarbene Kurve), wahrend Aktin allein nur langsam polymerisiert
(schwarze Kurve). Bei Zugabe von 1 yM FHOD1-Volllangenprotein wurde diese Polymerisationsrate
drastisch verringert. Diese Beobachtung war (berraschend, da erwartet wurde, dass FHOD1 als
Mitglied der Diaphanous-verwandten Formine autoreguliert ist und in Abwesenheit seiner
aktivierenden GTPase inaktiv ist. In diesem Zustand sollte FHOD1 keine Auswirkung auf die
Aktinpolymerisation haben, eine Verringerung der Aktinpolymerisationsrate eines nativen Formins

wurde bislang nicht gezeigt.
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Abbildung 35: Inhibition der Aktinpolymerisation durch natives FHOD1-Volllangenprotein. FHOD1 inhibiert die
Aktinpolymerisation konzentrationabhangig (rote und griine Kurve). Die Dia-FH2-Domane (margentafarbene Kurve)
nukleiert die Aktinpolymerisation gegeniber der intrinsischen Aktinpolymerisation (schwarze Kurve). Die beiden bei
der Reinigung isolierten mutmaRlichen Abbauprodukte von FHOD1 hatten keinen Einfluss auf die
Polymerisationsgeschwindigkeit blaue und hellblaue Kurven).

FHOD1-Volllangenprotein zeigte wie GST-FHOD1 (614-1096) eine Konzentrationsabhangigkeit bei
der Reduktion der Polymerisationsrate (vgl. griine und rote Kurve), so dass es ebenfalls
Eigenschaften eines capping-Proteins besitzt. In diesem Experiment wurden auch die mutmalRlichen
Abbaubanden, die bei der Reinigung isoliert wurden, auf Nukleierung der Aktinpolymerisation
getestet (siehe Kapitel 4.2). Wie anhand der beiden Kurven zu erkennen ist (blaue und hellblaue

Kurve), haben die Proteine jedoch keinen Einfluss auf die Polymerisationsrate. Bei den Proteinen
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handelt es sich demnach wahrscheinlich um Verunreinigungen und weniger um Fragmente von
FHOD1.
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Abbildung 36: Rho-GTPasen und die DAD sind fir eine Aktivierung der Nukleierung der Aktinpolymerisation durch
FHOD1 nicht hinreichend. Die Aktinpolymerisation wird durch den Mg-lonen-haltigen Puffer der GTPasen
beschleunigt (rote, blaue und griine Kurven). Dieser Effekt wird durch die Gegenwart von FHOD1 verringert, das die
Aktinpolymerisation hemmt (rote, blaue und grine gepunktete Kurven). Ein DAD-Peptid mit den DAD-
Konsensusmotiven induziert die Aktinpolymerisation ebenfalls nicht (olivfarbene Kurven).

Anschliefiend wurde untersucht, ob die Rho-GTPasen Rac1, RhoA oder Cdc42 in der Lage sind,
FHOD1-Vollangenprotein zu aktivieren und die Aktinpolymerisation zu induzieren. Dazu wurden die
GTPasen als GST-Fusionsproteine verwendet und das gebundene Nukleotid gegen das GTP-
Analogon GppNHp ausgetauscht (siehe Kapitel 3.3.10). Rac1 lag als Volllangenprotein vor, RhoA
und Cdc42 waren C-terminal verkirzt (RhoA: 1-181; Cdc42: 1-178). Eingesetzt wurden die Rho-
GTPasen in 100-fachen bzw. 200-fachen Uberschuss zu FHOD1. Da die GTPasen nur stabil sind,
wenn Mg-lonen zugegen sind, befanden sie sich in 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM
DTE, pH 7,4. Mg-lonen fiihren jedoch zu einer schnelleren Polymerisation von Aktin. Daher ist die
Polmerisationsrate bei allen Kontrollen der GTPasen am Hochsten (siehe Abbildung 36).
Interessanterweise wurde auch hier bei Anwesenheit von FHOD1 die Polymerisation inhibiert (vgl.
rote, blaue bzw. griine Kurve mit den gepunkteten Kurven gleicher Farbe), keine der Rho-GTPasen
war hier in der Lage, eine Nukleation durch FHOD1 zu induzieren. SchlieRlich wurde versucht, die
Nukleation der Aktinpolymerisation durch Zugabe der autoregulatorischen Doméane DAD zu
induzieren. Dazu wurde ein synthetisch hergestelltes Peptid, das das hydrophobe DAD-
Konsensusmotiv und den basischen Bereich umfasst (siehe Abbildung 20 und Kapitel 3.1.7), in 20-
fachen Uberschuss zu FHOD1 gegeben. Dies sollte die autoinhibierte, geschlossene Konformation
offnen und so die Nukleation erméglichen. Wie die olivfarbenen Kurven in Abbildung 37 zeigen, wird
auch hier die Aktinpolymerisation gehemmt, das Peptid allein hat keinen Einfluss auf die

Geschwindigkeit der Polymerisation
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. Biophysikalische und strukturelle
Charakterisierung der CyclinT1-bindenden
Domane von Hexim1

Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine zweite Studie durchgefihrt, die sich thematisch vom
Hauptthema dieser Arbeit abgrenzt, sich jedoch methodisch erganzt. Dabei wurde die Interaktion
des humanen Transkriptionsregulators Hexim1 mit dem Zyklinprotein CyclinT1 strukturell und
biophysikalisch untersucht. Die Arbeiten erfolgten z.T. in Zusammenarbeit mit Dr. Sonja Dames und
Prof. Dr. Stefan Grzesieck am Biozentrum der Universitat Basel. Im Folgenden soll zunachst kurz in

das Thema eingefiihrt werden, sowie die Ergebnisse dargestellt und diskutiert werden.

5.1 Regulation der Transkription durch P-TEFb und Hexim1

Die Verlangerung von RNA-Transkripten durch die RNA-Polymerase Il (Pol Il) ist ein hoch regulierter
Prozess, bei dem sowohl die vollstdndigen RNA-Transkripte entstehen als auch die Prozessierung
der pre-mRNA kontrolliert wird (Sims, lll et al., 2004). In den letzten Jahren wurden zahlreiche
Faktoren identifiziert, die auf den Elongationszustand einwirken. Ein Schllsselement flr den
Wechsel von abgebrochener zu produktiver Verlangerung reifer mRNA-Molekile ist der positive
Transkriptionsverlangerungsfaktor b (P-TEFb, positive transcription elongation factor b) (Price,
2000). Nach Initierung der Transkription ist diese zunachst durch den DRB-Sensitivitats-
induzierenden Faktor (DSIF, DRB sensitivity inducing factor) sowie den negativen Elongationsfaktor
(NELF, negative elongation factor) blockiert und eine Freisetzung erfordert die Phosphorylierung der
C-terminalen Domane (CTD) von RNA Pol Il sowie einer Untereinheit von DSIF durch P-TEFb
(Yamaguchi et al., 1999). Den Kern des P-TEFb-Komplexes bildet dabei ein Heterodimer aus der
Zyklin-abhangigen Kinase 9 (Cdk9, cyclin dependent kinase 9) und einem Zyklinprotein CyclinT1, T2
oder K. Dabei wird die Phosphorylierung der CTD der RNA Pol Il von der Aktivitat der Kinase Cdk9
in P-TEFb bestimmt. Im Gegensatz zu anderen Zyklinen unterliegt die Genexpression von CyclinT1

keiner starken Regulation.

Neuere Untersuchungen ergaben, dass die Aktivitat von P-TEFb stark reguliert wird, da etwa die
Halfte der Molekllkomplexe im Kern inaktiv ist. Der inaktive Komplex enthalt Cdk9, CyclinT1 oder
T2, die kleine nukleare (sn, small nuclear) RNA 7SK und das regulatorische Protein Hexim1
(Michels et al., 2003; Michels et al., 2004a; Nguyen et al., 2001; Yang et al., 2001; Yik et al., 2003b;
Yik et al., 2004). Die 7SK-snRNA hat vermutlich die Rolle eines molekularen Gertsts, das die
Wechselwirkung von Hexim1 mit P-TEFb vermittelt. Hexim1 interagiert direkt mit der konservierten

Zyclin-Box-Doméane von CyclinT1 und hemmt dadurch die Kinaseaktivitat von Cdk9. Bei Bindung
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des Bromodomanen-Protein Brd4 an P-TEFb nimmt dieser einen aktiven Zustand an und die
Verlangerung der Transkription wird induziert (Jang 2005, Yang 2005). Dabei koppelt Brd4
wahrscheinlich aktives P-TEFb und RNA Pol Il an acetylierte Reste der Histone H3 und H4 und an

den Mediatorkomplex.
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Abbildung 37: Schematische Darstellung der Domanenorganisation in humanem Hexim1. Am N-Terminus befindet
sich eine vermutete selbstinhibierende Region, zentral liegen ein Kernlokalisationssignal und eine homolge Region,
die einen von zwei negativ geladenen Bereichen enthéalt. Am C-Terminus liegt die CyclinT-bindende Doméne. NLS:
Kernlokalisationssignal (nuclear localisation signal), TBD: CyclinT-bindende Doméane.

Entdeckt wurde Hexim1 zunachst in glatten Muskelzellen, da seine Expression nach Exposition mit
Hexamethylen-Bisacetamid (HMBA) induziert wurde (Kusuhara et al., 1999; Ouchida et al., 2003).
Die Primarsequenz von humanem Hexim1 hat eine Lange von 359 Aminosauren, die funktionell
grob in vier Regionen unterteilt werden kann. Am N-Terminus (1-149) wird eine selbst-inhibitierende
Doméne vermutet, im zentralen Bereich (150-177) befindet sich ein Kernlokalisationssignal (NLS,
nuclear localization signal), das auch an die 7SK snRNA bindet. C-terminal davon ist ein Region
sehr hoher Homologie (185-220) mit einem negativ geladenen Bereich, der bei der Inhibition von P-
TEFb beteiligt sein kdnnte, am C-Terminus befindet sich die CyclinT-bindende Doméne (TBD, T1/T2
binding domain), die zudem die Dimerisierung von Hexim1-Molekilen vermittelt (Barboric et al.,
2005; Dulac et al., 2005; Li et al., 2005; Michels et al., 2003; Michels et al., 2004b; Schulte et al.,
2005; Yik et al., 2003a). Aus Sekundarstrukturvorhersagen geht hervor, dass die ersten drei Bereich
wahrscheinlich flexibler Natur sind, die TBD jedoch eine stabile Domane mit vermuteter coiled-coil-
Struktur ist. Das kdrzlich identifizierte Homolog Hexim2 ist in der Lage, Heterodimere mit Hexim1 zu
bilden und P-TEFb in Abhangigkeit der 7SK snRNA zu hemmen (Byers et al., 2005; Dulac et al.,
2005; Yik et al., 2005).

Hexim1 besitzt in seiner Eigenschaft als Regulator der Transkriptionselongation noch andere
Phanotypen: So wurde es als Inhibitor von Brustzellwachstum identifiziert (Wittmann 2003, 2005).
Das Expressionsniveau von Hexim1 liegt in normalem Brustzellgewebe deutlich GUber dem in
Gewebe von Brusttumoren. Zudem geht aus serologischen Untersuchungen hervor, dass viele
Tumorantigene auf Chromosom 17q codiert sind, darunter auch Hexim1 und Hexim2 sowie in
direkter Nachbarschaft das Gen flr das Brustkrebsantigen Brca1 (breast cancer-associated gene 1)
(Stone 2003). Eine Fehlregulation von P-TEFb fiihrt zu Herzmuskelzellhypertrophie (Sano et al.,
2002), die mit einem erhdéhten RNA- und Proteingehalt in den betroffenen Zellen somit einer
Vergrofterung der Zelle verbunden ist. Ferner ist der Hexim1-Proteingehalt wahrend der

Differenzierung von Neuroblastomazellen erhéht und eine ektopische Expression von Hexim1 fuhrt
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zu verringertem Zellwachstum und treibt neuronale Differenzierung voran (Turano 2005). Die
Wichtigkeit der Regulation der Transkriptionselongation und die Bedeutung von Hexim1 in diesem

Prozess werden angesichts dieser Befunde nachdrticklich deutlich.

5.2 Ergebnisse

5.2.1 Darstellung der CyclinT1 und Hexim1-Fragmente

Die Strukturaufklarung erfolgte an dem Hexim1-TBD-Fragment (255-359) mittels NMR-
Spektroskopie, das zu diesem Zweck als uniform > N-markiertes Protein, SN-13C-markiertes Protein
sowie 10% '*C-markiertes Protein hergestellt wurde (Neri et al., 1989). Bei allen Proteinen wurde
der N-terminale Hexahistidinanker proteolytisch durch die TEV-Protease gespalten und getrennt.
Exemplarisch ist in Abbildung 38 der Reinheitsgrad von ®N-markiertem Hexim1 (255-359)
dargestellt. Fir die weitere Charakterisierung mittels NMR-Spektroskopie wurden drei Fragmente
der Hexim1-TBD als uniform *N-markierte Fragmente der Hexim1-TBD mit den Grenzen (242-359),
(255-359) und (255-316) gereinigt. Fir die NMR-Titrationsexperimente (siehe 5.2.3) zur
Untersuchung der Interaktionsstelle auf der Hexim1-TBD wurde das CyclinT1-Fragment (1-292)
eingesetzt, das als GST-Fusionsprotein gereinigt und der GST-Affinitdtsanker mittels Thrombin
gespalten und getrennt wurde. Der Reinheitsgrad dieser Proteine ist in Abbildung 38

veranschaulicht.
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Abbildung 38: Dokumentation des Reinheitsgrads der fir die NMR-spektroskopische Analyse und die
Bidnungsexperimente gereinigten Hexim1 und CyclinT1-Fragmente. Es wurden jeweils 3 bis 5 pug Protein auf 17
bzw. 15%ige SDS-Gele aufgetragen. Der Reinheitsgrad betrug etwa 95%. '®N-Hexim1 (255-316) und '°N-Hexim1
(255-359) waren mit ungeschnittenem Protein mit Hexahistidinanker leicht verunreinigt.

Fir die biophysikalische Charakterisierung der Interaktion von CyclinT1 und Hexim1 wurden vier

Proteine in E. coli exprimiert und gereinigt. Dabei wurde von CyclinT1 nur ein N-terminales
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Fragment verwendet, die so genannte Cyclin-Box (1-272), die stabil und gut I6slich war. Dieses
wurde zunachst als GST-Fusionsprotein exprimiert und der GST-Affinitdtsanker enzymatisch mit
Thrombin gespalten und getrennt, so dass es eine Reinheit von 99% besal (Abbildung 39 rechts).
Aus einem Liter Bakterienkultur konnten so 3 mg CyclinT1 gereinigt werden. Gleiches gilt auch fir
das Hexim1-Volllangenprotein, dessen Reinheit bei Uber 95% lag. Die C-terminalen Fragmente von
Hexim1 (255-316) und (255-359) konnten in E. coli als Hexahistidinfusionsprotein in grof3en
Ausbeuten von 30 mg bzw. 60 mg pro Liter Bakterienkultur mit hoher Ldslichkeit exprimiert und
gereinigt werden. Nach Verdau des Hexahistidinankers waren die Proteine jedoch zu einem

geringen Teil mit nicht-geschnittenem Protein verunreinigt (Abbildung 39 links).
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Abbildung 39: Darstellung des Reinheitsgrads der fiir die Untersuchung der Interaktion von Hexim1 und CyclinT1
verwendeten Proteine. Es wurden jeweils 5 pg Protein auf ein 17%iges (links) bzw. 15%iges SDS-Gel (rechts)
aufgetragen. Die Hexim1-Fragmente (255-316) und (255-359) waren verunreinigt mit ungeschnittenem Protein, so
dass sich 3 kDa liber dem geschnittenen Protein jeweils eine schwache Bande vom Protein mit Hexahistidinanker
befindet. Das Hexim1-Volllangenprotein lief deutlich héher als erwartet bei etwa 64 kDa und wies wenig Abbau oder
Verunreinigungen auf. Das CyclinT1 (1-272)-Fragment hatte eine Reinheit von 99%.

5.2.2 Die CyclinT1-bindende Domane von Hexim1 besitzt eine parallele
zweigeteilte coiled-coil-Struktur mit einer vorausgehenden Helix

Die dreidimensionale Struktur der CyclinT1-bindenden Domane von humanem Hexim1 in Lésung
wurde mittels heteronuklearer NMR-Spektroskopie von Dr. Sonja A. Dames am Biozentrum Basel,
Universitat Basel, Abteilung Struturelle Biologie, bestimmt. Nach Uberpriifung der Ausbeuten und
Stabilitat dreier Hexim1-Fragmente, die bei den Positionen 242, 255 und 266 begannen und bis zur
C-terminalen Position 359 reichten, wurde fiir die Strukturbestimmung das Fragment Hexim1 (255-
359) verwendet, das sich am besten exprimieren und reinigen lie. Dieses Fragment wird im
Folgenden TBD genannt. Zur Messung der NMR-Sprektren wurde das Protein uniform mit stabilen
®N- bzw. "*C-Isotopen markiert. Mit multidimensionalen NMR-Experimenten konnten die 'H-, "*C-

und '®N-Resonanzen der  Aminosaurereste 255-359  zugeordnet  werden. Die
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Aminosaurezusammensetzung der TBD ist sehr ungewdhnlich: Die TBD enthalt 18 Leuzine, jedoch
nur ein Isoleuzin und Valin sowie 40% geladene Reste, davon sind 18 Glutaminsauren, sieben
Asparagine, zwolf Arginine und fiinf Lysine. In Abbildung 40 ist das 'H/"°N-HSQC-Spektrum der
Hexim1-TBD zu sehen. Die Signale sind (ber einen groRen Bereich der 'H-Frequenz von 6,7 bis 9,2
ppm verteilt und weisen trotz vieler gleicher Aminosauren nur geringe Signaliiberlappung auf im
Vergleich z.B. zum Spektrum der Diaphanous autoregulatorsichen Domane DAD (Abbildung 30).
Die Signale im Bereich von 7,2 bis 8,5 ppm zeigen, dass ein gefaltetes Protein mit a-helikaler
Struktur vorliegt. Die Struktur wurde auf Basis von nahezu 3000 Einschrankungen (engl.: restrains)
bestimmt und in einer watershell verfeinert. Dabei waren die r.m.s-Abweichungen fir die 20

Strukturen mit den niedrigsten Energien kleiner als 0,5 A fur gefaltete Segmente (Tabelle 1X im

Anhang).
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Abbildung 40: "H/"®°N-HSQC-Spektrum der CyclinT-bindenden Domane von Hexim1 (255-359) bei 308 K. Die
zugeordneten Signale sind mit dem Einbuchstabencode flir Aminosauren und der Position in der Primarsequenz von
Hexim1 benannt (Dames et al., 2006).

Die Struktur der Hexim1-TBD ist ein paralleles, zweigeteiltes, homodimeres coiled-coil, das einen
gewundenen Zylinder mit einer Lange von etwa 95 A und einem Durchmesser von etwa 20 A der
linksdrehenden Superhelix bildet (siehe Abbildung 42 A). N-terminal von der coiled-coil-Region
befindet sich eine kurze a-Helix (a1), die von Position T276 bis N281 reicht. Diese koppelt an das

erste coiled-coil-Segment der jeweils gegeniberliegenden Helix a2’. Die kanonische a-helikale
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Faltung der coiled-coil-Region ist in zwei Bereiche geteilt. Helix a2/a2’ erstreckt sich von
Aminosaurerest K284 bis K313, die dritte Helix a3/a3’ von D319 bis Q348. Beide Segmente haben
eine Lange von etwa 40 A. Die N-terminalen 20 sowie die C-terminalen zehn Aminos&urereste
konnten nicht durch Mittel- oder Weitbereichs-NOEs festgelegt werden und scheinen flexibel zu
sein. Nichtsdestoweniger fihrt die Verkirzung oder Verlangerung des N-Terminus zu geringeren

Ausbeuten und schlechterer Loslichkeit dieser Domane.

Linksdrehende coiled-coil-Strukturen enthalten charakteristische Wiederholungen von sieben
Aminosaureresten, so genannten Heptad-Wiederholungen, die mit (abcdefg), bezeichnet werden
(Abbildung 41). Dabei besitzen die Aminosauren an bestimmten Positionen einer Abfolge definierte
Eigenschaften zur Ausbildung einer stabilen Faltung: So sind die Reste an den a- und d-Positionen
typischerweise unpolar und liegen im Inneren der coiled-coil-Strukur, wo sie die Oligomerisation der
Helices vermitteln. Reste an den Positionen e und g sind hingegen L&sungsmittel-exponiert und
tragen Uber elektrostatische Wechselwirkungen spezifisch zur Oligomerisation bei (siehe
Sequenzvergleich in  Abbildung 41) (Lupas and Gruber, 2005). Die Seitenketten der
Aminosaurereste an den Positionen a und d jeder Heptad-Wiederholung bilden durch ein ,knops-
into-holes" packing aufeinanderfolgende Ebenen (siehe Abbildung 42 B). Dabei ragt jede Seitenkette
in ein Loch, das von vier Resten der gegeniberliegenden Helix des anderen Stranges geformt wird,
was der Packungsart von so genannten leucin-zippern entspricht, wie sie fur GCN4 oder Jun-Fos
gefunden wurden (O’Shea 1991, Glover + Harrison 1995).

(Lot (H o2 B—

250 260 270 280 290 300 310
| | | | |
Hxml (human) GGSDGMGGDGS---EFLQRDFSETYERYHTESLONMSKQELIKEYLELEKCLSRMEDENNRLR - -LESKRLGG

Hxml (mouse) GGSDEMGGDGES---EFLQRDFSETYERYHAESLONMSEQELIKEYLELERCLSRKEDENNRLE - ~-LESKRLGG
Hxml (rat) GGSDGMGGDGS - - -EFLQRDFSETYERYHAESLONMSKQELIKEYLELEKCLSRKEDENNRLR - - LESKRLGG
Hxml (cow) GGSDGMGGDGS - - -EFLQRDFSETYERYHAESLONMSKQELIKEYLELEKCLSRMEDENNRLR - - LESQRLDG
Hxml (fish) GGSDGIGRPGNAGGEFLORDFSETYEMYHVESLONMTKQELVOEYLELEKCMSRLEEENNRLRRAAEPGALTE
Hxml (frog) AGSDEMGGYDGE--DFLOKDFSETYERYHAESLODMSKQDLIKEYLELEKCLSRMEEENNHLRVQSLASAPAR
Hxm2 (human) GDSDGRGRAHG---EFQRKDFSETYERFHTESLQGRSKQELVRDYLELEKRLSQAEEETRRLQ - - —~QLQACTG
Hxm2 (dog) GEGDGQGRAHG---EFQQRDFSEAYERYHTESLOGRSKQELVRDYLDLERRLSQAEEETRRLK--~QLRGYTS
Hxm2 (rat) GDSDGLGRAHG---EFQQRDFSEAYERYHTESLQGRSKQELVRDYLDLERRLSQAEQETRRLY -~ -QLQGRPS

Hxm2 (mouse) GDSDGQGRAHG---EFQQORDFSEAYERYHTESLQGRSKQELVRDYLDLERRLSQAEQETRRLR---QLQGCSS
abcdefgabcdefgabedefgabede—-fg

o a3 b

320 330 340 350 35¢
| | | |
Hxml (human) DDARVR--ELELELDRLRAENLOLLTENELHRQQERAPLSKFGD-—=~-==—==============

[¥=]

Hxml (mouse) VDARVR--ELELELDRLRAENLOLLTENELHRQQERAPLSKFGD-—————————==—=———————
Hxml (rat) VDARVR--ELELELDRLRAENRQLLTENELHRQQERAPPSKFGD -~~~ ~==========omacaan
Hxml (cow) DDARVR--ELELELDRLRAENLQLLTENELHRQQERAPLSNFGD----———————==—————===
Hxml (fish) ESCLLRLGELEKELERLRAQNSELLLQKQE — = — == === ——— o m oo
Hxml (frog) DHRDTRIQELQVELEKLKEENQRLLOEGKQVAADSP == === === === ———m—m oo
Hxm2 (human) QQSCRQVEELAAEVQORLRTENQRLROENOMWNREGCRCDEEPGT = = = == = === === s e e e e e
Hxm2 (dog) QQPCCQVEELAREVERLRTENLRLRQENAMWNREGSRGKGEPDT----———————=——==————==
Hxm2 (rat) RQPCQQVEELAAEVERLRTENQRLRQENEMWNREGSYCDREKTAREGTPRPKDEAPLOTRSGQLGHRE (83)

Hxm2 (mouse) ROPCQOVEELAAEVERLRTENQRLRQENEMWNREGGY CDQEKPASEGTPWPEKVEAPFQTHTGQLGHREAGDR
efgab--cdefgabcdefgabcdefgabedef

Abbildung 41: Vergleich eukaryotischer Hexim1 und Hexim2-Sequenzen und der in dieser Arbeit bestimmten
Sekundarstrukurelemente der TBD von humanem Hexim1. Die Sequenzen besitzen von Bereich D266 bis L308 die
héchste Konservierung, einschlieBlich eines flexiblen linkers, der vorausgehenden Helix a1 und dem ersten coiled-
coil-Segment a2 der TBD. Die Sequenznummerierung bezieht sich auf humanes Hexim1. Die Positionen abcdefg
der Heptad-Wiederholungen der coiled-coil-Segmente sind unter den Sequenzen angegeben.
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Die Struktur von Position 284-348 ist typisch flr coiled-coil-Domanen, jedoch gibt es in diesem
Bereich Abweichungen von der kennzeichnenden Konsensussequenz, wie in der Darstellung eines
helikalen Rades zu sehen ist (siehe Abbildung 42 D). Im ersten coiled-coil-Segment (a2/a.2’) ist eine
a-Position mit Leuzin und eine mit Asparagin besetzt, was haufig in dimeren coiled-coils beobachtet
wurde (Woolfson, 2005). Jedoch ist keine der vier Seitenketten der a-Position B-verzweigt (lle, Val,
Thr), wie dies fiir eine feste Packung eines parallelen coiled-coil-Dimers gewdhnlich der Fall ist
(siehe Abbildung 42 C)(Lupas and Gruber, 2005). Dagegen stimmen die meisten Reste mit denen
der Konsensussequenz (a3/a.3’) in der zweiten coiled-coil-Helix Uberein. Die Positionen a und d sind
in den ersten drei Wiederholungen mit Valin und Leuzin bzw. Asparagin besetzt. Die letzte Heptad-
Wiederholung enthalt allerdings an der d-Position einen Histidinrest, was normalerweise nicht

vorkommt und den Endpunkt des dimeren coiled-coil angibt.

An e- und g-Positionen sind typischerweise geladene Reste zu finden, insbesondere
Glutaminsauren und Lysine, die die Spezifitdt der Paarung durch elektrostatische Wechselwirkungen
bewirken. Entgegengesetzte Ladungen zwischen der Position g eines Heptads und Position e’ des
folgenden Heptads des jeweils gegeniberliegenden Stranges (bezeichnet als i—i’+5) festigen die
Interaktion des Homodimers, gleiche Ladungen schwéachen sie. Im ersten coiled-coil-Segment sind
drei der vier Reste an den Positionen e bzw. g geladen, jedoch haben die Aminosaurereste E290
und E295 einen destabilisierenden Einfluss, nur die Paarung E304 und R309 verstarkt die Bindung
(siehe Abbildung 42 D). Ahnlich wie bei den Positionen a und d zeigen die Aminos&urereste der
Positionen e und g’ des zweiten coiled-coil-Segments elektrostatische Wechselwirkungen. Hier
werden drei ionischen Wechselwirkungen zwischen R321 und E326, E328 und R333 sowie E342
und R347 vermittelt. Dadurch entsteht eine abwechselnde Polaritat, die die strikte Regelmafigkeit in

der Faltung der homodimeren Struktur unterstiitzen konnte.

Die Heptad-Wiederholungen der zwei coiled-coil-Segmente a2/a2’ und a3/a3’ sind von einer zehn
Aminosauren-langen Sequenz unterbrochen. Dabei lassen sich die ersten vier Reste SKRL (312-
315) an den abcd-Konsensus anpassen und der Beginn des zweiten Segments DAR (319-321) an
edf-Konsensus, so dass durch den dazwischen liegenden Bereich GGD (316-318) drei Aminosauren
zusatzlich vorhanden sind. Diese Einfligung wird als stammer (engl.: Stammler) bezeichnet und
bewirkt eine Uberdrillung des supercoils (Brown 1996). Die kleinen Glyzinreste erhdhen zusatzlich
die Flexibilitat zwischen den coiled-coil-Segmenten, was auch mit den aufgenommenen '°N-
Relaxationsdaten beobachtet werden konnte. Die Drehung zwischen den beiden Superhelices wird
auch deutlich durch die relativ hohen Rulckgrat-r.m.s.(d)-Werte von etwa 3,3 A innerhalb der
strukturierten Region gegentber einem Wert von etwa 0,4 A fur jedes einzelne coiled-coil-Segment
(siehe Abbildung 42 B und Tabelle IX im Anhang).
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Abbildung 42: NMR-Struktur der CyclinT1-bindenden Doméne in humanem Hexim1. A: Bander-Darstellung der
dimeren TBD (275-349). Sekundarstrukturelemente beider Ketten sind rot bzw. blau gefarbt. Der stammer zwischen
den beiden coiled-coil-Segmenten a2 und a3 bewirkt eine Uberdrillung im supercoil. Die kurze, davor liegende Helix
a1l hat Kontakt mit der nachfolgenden coiled-coil-Helix a2. B: Ensemble der 20 Strukturen mit den niedrigsten
Energien. Links wurden die Riickgratatome des ersten coiled-coil-Segments (276-313) Ubereinander gelegt, rechts
wurden die Rickgratatome des zweiten coiled-coil-Segments (319-348) Uberlagert und durch Drehung um 90°C
gegenuber der linken Abbildung veranschaulicht. Gezeigt sind die Seitenketten der a- (hellgriin) und d-Positionen
(dunkelgriin) der Heptad-Wiederholungen. Die Seitenketten, die hydrophobe Kontakte zwischen den Helices a1 und
a2 vermitteln, sind gelb dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurden die flexiblen Aminoséurereste am N- und C-
Terminus nicht abgebildet. C: Elektrostatische Eigenschaften der Oberflache der gesamten Hexim1-TBD (255-359).
Positive Ladungen sind rot, negative blau dargestellt. Im ersten coiled-coil-Segment befindet sich ein groRer Bereich
negativer Ladung, der von positiven Ladungen umgeben ist. D: Darstellung des helikalen Rades der zwei Hexim1-
TBD-coiled-coil-Segmente. Links ist die Sequenz des ersten Segments (a2/a2’) von 284-311 gezeigt, rechts die des
zweiten Segments (a3/a3’) von 319-348. Die Heptad-Positionen a-g sind dargestellt. Wechselwirkungen zwischen
den g- und e’-Positionen der beiden Ketten sind durch gestrichelte Linien angedeutet. Positive Reste sind auch hier
blau, negative rot gefarbt.
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Die Analyse der Heptad-Wiederholungen lasst sich auch auf den Bereich zwischen den Helices a1
und a2 anwenden. Die Anzahl der eingefligten Aminosauren betragt hier vier, was einem so
genannten stutter (engl.: Stotterer) entspricht. Die Sequenz TESL (276-279) passt zum abcd-
Konsensus, jedoch erlauben die Reste QNMS (280-283) keine kanonische Heptad-Wiederholung.
Dieser stutter hat ein Unterwinden des supercoils zur Folge und unterbricht die Parallelitat der
beiden Helices am N-Terminus. Vielmehr werden durch die Seitenketten T276 und L279 und in
geringerem Ausmalf Q280 der Helix a1 feste hydrophobe Interaktionen mit 1288, Y291 und L292 der
entgegenkommenden Helix a2’ und L287 in Helix a2 auf derselben Kette gebildet (siehe Abbildung
43). Somit scheint der Anfang der coiled-coil-Struktur in der TBD von einem genau definierten Helix-
Schleifen-Bereich begrenzt und von den vorausgehenden ungefahr 20 flexiblen N-terminalen Resten

getrennt zu werden.

L287 (d) 1288

Abbildung 43: Wechselwirkung zwischen der Helix a1 und dem ersten coiled-coil-Segment o2. VergroRRerte
Darstellung der Struktur der vorausgehenden Helix a1 und dem folgenden coiled-coil-Segment 2. Die
Aminosaurereste T276, L279 und Q280 auf Helix a1 interagieren mit den hydrophoben Resten 1288 und L292 der e-
bzw. b-Positionen der Heptad-Wiederholung. Die Reste 1288 sowie Y291 im coiled-coil-Segment sind
gekennzeichnet.

Die Stabilitat der dimeren TBD-Bindungsflache und der dazwischen liegenden Sequenzen wird
durch Anlayse der Rickgratdynamik der TBD deutlicher. Fir die N-terminalen 15 Reste sowie die C-
terminalen zehn Reste konnen groRe Amplituden in der Riickgratbewegung aufgrund hoher Werte
fiir die T,- und T4-Relaxationzeiten und verringerter 'H/"®N-heteronuklearer NOE-Werte beobachtet
werden (Abbildung 44). Hingegen erscheinen die beiden coiled-coil-Segmente starr, insbesondere
im Bereich der a- und d-Positionen. Der dazwischen liegende stammer (316-318) zeigt eine eher

erhéhte Dynamik des Amidriickgrats.
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Abbildung 44: Riickgratdynamik der Hexim-TBD. Die T:- (oben) und T.-Relaxationszeiten (Mitte) sowie die "H/'°N-
heteronuklearen NOE-Werte (unten) sind fir jeden Aminosaurerest gezeigt. Sekundarstrukturelemente sind Gber
den Diagrammen eingezeichnet. Die N-terminalen 15 und C-terminalen 10 Reste, wie die linker-Region (bei
Aminosaure G316) zwischen den zwei coiled-coil-Segmenten sind Regionen mit erhdhter Flexibilitat. Am solidesten
in Bezug auf die T-Relaxationszeiten in der Hexim1-TBD-Struktur sehen die hydrophoben Reste L298, L308, L329
und N336 der kanonischen Heptad-Wiederholung aus. Insgesamt besitzt das zweite coiled-coil-Segment gegenutiber
dem ersten coiled-coil-Segment starrere Eigenschaften.

Die Darstellung der Oberflache des Hexim1-TBD-Dimers mit ihren elektrostatischen Eigenschaften
zeigt die Polaritédt der hoch geladenen Domane mit 50 negativ und 34 positiv geladenen Resten
(Abbildung 42 C). Am N-Terminus des ersten coiled-coil-Segments befindet sich eine grolte negativ
geladene Flache, da dort die Aminosaurereste E286°, E290’, E293’, E295 und E302 an den
Positionen c¢’, g’ und e beider Ketten bzw. auf der Rickseite zusammentreffen. Umschlossen wird
dieser Bereich von den positiv geladenen Resten R273, K289, K296’, R300’, R307, R309, K313 und
R314 an den f-, c- und e-Positionen der Helices a1, a2’ und a2. Der flexible N-Terminus der TBD ist
Uberwiegend negativ geladen, die zweite coiled-coil-superhelix hingegen zeigt kein bestimmtes
Ladungsmuster. Diese Ladungsverteilung deutet auf eine elektrostatische Interaktion bei der

Erkennung von Bindungspartnern hin.
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5.2.3 Bestimmung der CyclinT1-Bindungsoberflache in der Hexim1-
TBD durch NMR-Titrationsexperimente

Als Nachstes wurde mittels heteronuklearen NMR-Titrationsexperimenten untersucht, welche
Aminosaurereste der Hexim1-TBD an der Bindung von CyclinT1 beteiligt sind. Dazu wurde zu einer
Lésung uniform "®N-markierter Hexim1-TBD ansteigende Mengen unmarkierten CyclinT1-Proteins
(1-292) gegeben und zweidimensionale 'H/"®N HSQC-Spektren aufgenommen. Bei Bindung des
CyclinT1 (1-292)-Molekils wurden die Signale von ungebundener Hexim1-TBD immer schwacher,
was darauf hinweist, dass das freie Protein sich auf der NMR-Zeitskala im Austausch mit CyclinT1
befindet. Es erschienen jedoch keine neuen Signale, die zu der TBD im Komplex mit CyclinT1
gehdren koénnten, was wahrscheinlich aufgrund unspezifischer Aggregation des 60 kDa
Proteinkomplexes verhindert wurde. Zur quantitativen Abschatzung des Titrationsexperiments
wurden die TBD-Resonanzsignale integriert und das Verhaltnis der Intensitaten von freier zu
gebundener TBD (TBDyei/TBDgepungen) flr zwei Datensétze mit den molaren Verhéltnissen von

CyclinT1 zu TBD von 0,2 bzw. 0,5 gebildet (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Kartierung der Bindungsflache der Hexim1-TBD zur CyclinT1 mit NMR-Titrationsexperimenten.
Dargestellt ist die Anderung der "H/"®N-HSQC-Signalintensitat bei Titration von unmarkiertem CyclinT1 (1-292) zu
uniform °N-markierter Hexim1-TBD (255-359). CyclinT1 wurde in zwei Schritten mit molaren Verhaltnissen von 0,2
(grau) und 0,5 (schwarz) zur TBD gegeben. Dabei ist das dargestellte Intensitatsverhaltnis umso starker, je groRer
der Verlust der Signalintensitat ist.

Einige Signalintensitdten konnten wegen Uberlappung von Resonanzsignalen nicht eindeutig
integriert werden und sind daher im Diagramm nicht gezeigt. Die groBRten Anderungen hinsichtlich
der Intensitat wurden innerhalb des Bereichs des ersten coiled-coil-Segments fir die Reste vom
Beginn der ersten bis zur zweiten Heptad-Wiederholung (KEYL, 289-292) beobachtet. Auflerdem
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anderten sich die Intensitaten fir das Amidriickgrat der Reste E295, K296, S299, E302, N306 und
E311, die sich alle im ersten coiled-coil-Segment der TBD (284-313) befinden. Die CyclinT1-
Erkennungsdomane wird demnach von dieser coiled-coil-Struktur gebildet. Zwei weitere Signale mit
grélerer Intensitatsdnderung gehéren zu den Resten E277 sowie S283, die in der dem coiled-coil

vorausgehenden Helix o1 und der Verbindungsschleife zur coiled-coil-Region lokalisiert sind.

Die Ergebnisse dieser Titration wurden anschlieBend auf der Oberflache der Hexim1-TBD
veranschaulicht (Abbildung 46). Von den zwolf am meisten betroffenen Aminosaureresten befinden
sich drei an der Position b der Heptad-Wiederholung (L292, S299, N306), vier weitere Reste E295,
E302, K289 und K296 an den benachbarten Positionen e und f. Zudem é&anderte sich die
Konformation einer Aminosaure (Y291) aus der intermolekularen Bindungsflache des Dimers, was
zu der Hypothese passt, dass grof3e hydrophile Aminosauren an dieser Position die Bindungsflache
schwachen. Um diese Kartierung mittels NMR-Titrationsexperimenten mit maoglichen wichtigen
Bindungsstellen auf der TBD in Verbindung zu bringen, wurde eine Abschatzung der
Sequenzkonservierung auf Grundlage von 18 Hexim-Proteinen aus verschiedenen Organismen
durchgefiihrt. Bei Darstellung dieser Sequenzkonservierung auf der Oberflache der Hexim1-TBD-
Struktur fallt auf, dass die Reste auf dem ersten coiled-coil-Segment starker konserviert sind als die
des zweiten coiled-coil-Segments. Aminosaurereste an a- und d-Positionen sind jedoch
ausnahmeslos gut konserviert (siehe Abbildung 41 und Abbildung 46 B). Von den Aminosaureresten
der vorausgehenden a1’-Helix sowie den Resten L292 bis E302 auf der Helix a2 wird ein
durchgehender Bereich hoher Sequenzkonservierung gebildet. Diese Region stimmt gut mit den

Resten Uberein, die mittels der NMR-Titrationsexperimente bestimmt wurden.
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Abbildung 46: Darstellung der mittels NMR bestimmten fiir die Interaktion mit CyclinT1 entscheidenen
Aminosaurereste und Sequenzkonservierung auf der Oberfliche der Hexim1-TBD. A: Benennung der CyclinT1-
bindenden Region auf der Oberflache der Hexim1-Struktur, die mittels NMR-Spektroskopie identifiziert wurden. Die
Farbcodierung entspricht einem Intensitatsverhaltnis von geringen Anderungen (Intensitatsverhéltnis 5 bis 10, gelb),
Uber mittlere Anderungen (>10 bis 15, orange) bis groRen Anderungen (>15, rot). B:Oberflaichen- und
Bénderdarstellung der Sequenzkonservierung der Hexim1-TBDs. Die Sequenzidentitdten auf Grundlage des
Vergleichs von 18 hexim-Genen sind gefarbt nach dem Grad der Konservierung von blau (variabel) zu grau
(durchschnittlich) zu rot (konserviert).

5.2.4 Charakterisierung der Interaktion von Hexim1 und CyclinT1 mit
isothermaler Titrationskalorimetrie

Zur Quantifizierung der Bindung von Hexim1 und CyclinT1 wurde diese kalorimetrisch untersucht.
Dazu wurden das Hexim1-Volllangenprotein, die Hexim1-TBD (255-359) und ein kurzes Fragment
(255-316) zur Eingrenzung und Charakterisierung der bindenden Region eingesetzt. Letzteres
Fragment wurde ausgehend von den NMR-Titrationsexperimenten gewahlt, um zu untersuchen, ob
das erste coiled-coil-Segment fiir die Interaktion mit CyclinT1 ausreichend ist. Die erhaltenen ITC-

Messungen und deren Integrale sowie den bestimmten Daten sind in Abbildung 47 dargestellt.
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Abbildung 47: Die Stéchiometrie der Interaktion zwischen Hexim1 und CyclinT1 hangt von der Lange des Hexim1-
Fragments ab. Es sind die Injektionen fiir jede Messung und dessen Integrationen sowie die daraus ermittelten
thermodynamischen Daten gezeigt. Wahrend das Vollldangenprotein Hexim1 und die Hexim1-TBD (255-359)
ahnliche Kurvenverlaufe zeigten und in einem molaren Verhaltnis von 2:1 zu CyclinT1 (1-272) interagierten, wies
das kurze Hexim1 (255-316) ein anderes Verhalten auf und reagierte mit CyclinT1 (1-272) in einer 1:1-
Stéchiometrie. Die gemessenen Werte fiir die freie Enthalpie AG unterschieden sich zwischen den Konstrukten nur
geringfligig und die Dissoziationskonstanten lagen im unteren mikromolaren Bereich.

Bei jeder Messung befand sich CyclinT1 in der Messzelle und hatte im Falle der Messungen der
Hexim1-TBD und Hexim1 (255-316) eine Konzentration von 0,043 mM, bei Hexim1 (volle Lange)
eine Konzentration von 0,02 mM. Die Hexim1-Konstrukte in der Injektionsspritze hatten jeweils eine
zehnfach hoéhere Konzentration und wurde nach Themostatisierung auf 15°C schrittweise in die
Messzelle titriert. Die Integration der Spektren von Hexim1 (volle Lange) und (255-359) wiesen
einen ahnlichen Verlauf auf. Die Interaktionen flihrten zu ahnlichen Warmeabgaben von AH = -13,1
kcal mol™" bzw. AH = -15,2 kcal mol™. Die Anderung der Entropie TAS war in beiden Fallen stark
negativ, d.h. das System wurde geordneter. Dies ist z.B. dann der Fall, wenn zwei Teilchen zu
einem reagieren. Die Stochiometrie der Reaktion hatte einen Wert von N = 0.5, was angesichts der
Dimereigenschaften von Hexim1 ein Gberraschender Wert war. Das molare Verhaltnis N ist streng
definiert und gibt an, in welchem Verhaltnis die Molekile aus der Spritze mit Molekilen in der Zelle
interagieren. In diesem Fall reagieren demnach 0,5 Hexim1-Molekule mit je einem Molekll CyclinT1,
anders ausgedrickt ein Hexim1-Dimer interagiert mit einem CyclinT1-Molekul. Die Messung mit
einem C-terminal verkirzten Hexim1-Fragment, Hexim1 (255-316), zeigte deutlich die Form einer
Bindungskurve, jedoch einen voéllig veranderten Verlauf als bei den zuvor beschriebenen Konstrukte
und lieferte andere Daten. Insbesondere betrug die Enthalpie nunmehr etwa die Halfte der oben
(AH =

angegebenen Werte -6,4 kcal mol'1). Der groRte Unterschied war, dass der
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Stochiometriefaktor den Wert N = 1 angenommen hatte. Zum anderen wechselte gegentber den
ersten beiden Messungen das Vorzeichen des Entropiebeitrags TAS, der bei dieser Messung positiv
war und einen relativ geringen Betrag von TAS = 1,0 kcal mol ™ hatte. Eine Erklarung dafir kénnte
sein, dass die Teilchenzahl bei der Reaktion nahezu konstant blieb. Wahrscheinlich liegt Hexim1
(255-316) in der Spritze des ITCs als Dimer vor und kénnte bei Injektion in die Zelle dissoziieren und
als Monomer an CyclinT1 (1-272) binden oder bei Bindung an CyclinT1 dissoziieren. Eine Erklarung
dafir konnte die Abwesenheit des C-terminalen coiled-coil-Segments sein, die die dimeren
Eigenschaften von Hexim1 vermittelt. Zudem ist moglich, dass Hexim1 (255-316) weniger sterische

Hinderungen aufweist und einen 2:2-Komplex mit CyclinT1 (1-272) eingeht.

5.2.5 Molekulare Dispersion des Hexim1:CyclinT1-Komplexes

Zur weiteren Analyse der Stochiometrie wurde der Hexim1-TBD:CyclinT1-Komplex mittels
Grélenausschlusschromatographie untersucht. Dazu wurden aquimolare Mengen von CyclinT1 (1-
272) und Hexim1-TBD (255-359) bzw. Hexim1 (255-316) auf eine mit 20 mM Hepes, 100 mM KCI,
1 mM TCEP aquilibrierte Biosep S2000-Gelfiltrationssdule mit einem Ausschlussvolumen von 300
kDa injiziert (Abbildung 48). CyclinT1 (1-272) mit einem Molekulargewicht von 31,5 kDa eluierte bei
16,52 ml, wohingegen die dimere Hexim1-TBD (255-359) mit 25 kDa als scheinbar grofReres
Molekil bei 14,48 ml eluierte. Dieses Verhalten wurde schon in frilheren Experimenten beobachtet
(Schulte et al., 2005) und spiegelt die elliptische Form der hier bestimmten coiled-coil-Struktur der
Hexim1-TBD wieder. Bei Auftragen des vorgeformten Komplexes von CyclinT1 und Hexim1-TBD
verschob sich das Elutionsprofil der TBD hin zu kleineren Volumina, was eine VergroRerung der
Ausmalle der TBD durch gebundenes CyclinT1 (1-272) anzeigt. Ferner verblieb im Elutionsprofil ein
verbreiterter peak von CyclinT1 (1-272). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass bei der Bindung von
Hexim1-TBD und CyclinT1 (1-272) letzteres aufgrund der 1:2-Stéchiometrie im Uberschuss vorlag

und somit nicht gebunden werden konnte.

Das gleiche Experiment wurde mit dem kurzen Hexim1 (255-316) wiederholt (Abbildung 48 B). Auch
hier konnte ein fir das Molekulargewicht von 7,7 kDa geringes Elutionsvolumen von 16,35 ml
beobachtet werden, was bei eliptischen coiled-coil-Strukturen erwartet wird. Bei Injektion des
Hexim1 (255-316):CyclinT1 (1-272)-Komplexes ist wieder eine eher geringe Verschiebung zu einer
apparenten Masse von 32 kDa zu beobachten. Hier zeigt sich deutlich, dass kein 2:2-Komplex,

sondern ein 1:1-Heterodimer zwischen Hexim1 (255-316) und CyclinT1 (1-272) gebildet wurde.

90



4 Ergebnisse

670 158 44 (kDa) 17 Molekular-
! . ! ! gewichts-

Ausschluss- standard
volumen
CyclinT1 7

Hexim1-
TBD (255-359)

|

CyclinT1:TBD-
Komplex

s N N —
10 12 14 16 18 20
Elutionsvolumen (ml)

CyclinT1

Hexim1
(255-316)

CyclinT1:Hexim1 (255-316)-
Komplex

rr

frrryrrryrrrprrT T TT T T T T TIT T AT T T D]
10 12 14 16 18 20
Elutionsvolumen (ml)

Abbildung 48: Analytische GréRenausschlusschromatographie der Komplexbildung zwischen CyclinT1 (1-272) und
Hexim1-TBD (obere Reihen) bzw. Hexim1 (255-316) (untere Reihen). Die stabformige Struktur der TBD-Molekile
bedingte eine frihe Retentionszeit (jeweils mittelere Reihen). A: Komplexbildung bei aquimolaren Verhaltnissen
fuhrte im Falle von Hexim1-TBD zu uberschissigem CyclinT1 im Elutionsprofil, was einer 1:2 Stdchiometrie
entspricht. B: Beim Elutionsprofil des kurzen Hexim1 (255-316) kam es nicht zu einer starken Verschiebung zu
grofkeren Molekulargewichten, so dass hier ein 1:1-Komplex vorlag.

5.2.6 Untersuchung der Stochiometrie des Hexim1:CyclinT1-Komplexes
mittels Fluoreszenzspektroskopie

Als zusatzliche Methode zur Bestimmung der Bindungsstochiometrie der Interaktion zwischen
Hexim1-TBD und CyclinT1 wurde ein weiteres, auf Fluoreszenz basierendes Experiment
durchgefiihrt. Dabei wurde eine Hexim1-TBD-Mutante (G257C, C297S) verwendet, die am
Lésungsmittel-exponierten C257 mit IAEDANS (lod-acetylaminoethylaminnaphtalen-1-sulfonsaure)
fluoreszenzmarkiert wurde (Schulte et al., 2005) und derart in der Nahe der CyclinT1-bindenden
Region ein Dansyl enthalt, dessen Fluoreszenzverhalten sich bei Bindung an CyclinT1 andert.
Dieses Molekiil wurde in einer Fluoreszenzkiivette in einer Konzentration von 7,2 uM vorgelegt und
anschlieRend CyclinT1 sukzessiv zugegeben, bis dieses im Uberschuss vorlag. CyclinT1 (1-272)
hatte eine Konzentration von 0,1 mM. Dansyl wurde bei 350 nm zur Fluoreszenzemission bei 494

nm angeregt. Sind alle Bindungsplatze belegt, andert sich die Fluoreszenz nicht mehr und man kann
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bei einer Auftragung der Fluoreszenzintensitdt gegen die Konzentration von CyclinT1 an der
Abszisse ablesen, bei welcher CyclinT1-Konzentration die Sattigung eintritt. In Abbildung 49 ist zu
erkennen, dass bei einer CyclinT1-Konzentration von etwa 3,5 yM ein Plateau erreicht wurde. Dies
entsprach etwa der Halfte der vorgelegten (monomeren) Hexim1-TBD-Konzentration. Auch dieses

Experiment bestéatigte somit die 2:1-Stéchiometrie des Hexim1-TBD-CyclinT1 (1-272)-Komplexes.
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Abbildung 49: Hexim1-TBD bindet CyclinT1 in einer 2:1-Stéchiometrie. Dansyl-markierte Hexim1-TBD (G257S,
C297S) wurde bei einer Konzentration von 7,2 yM zur Fluoreszenz angeregt und die Bindung von CyclinT1 (1-272)
durch sukzessive Zugabe beobachtet. Es ist zu erkennen, dass bei einer CyclinT1-Konzentration von etwa 3,5 yM
die Fluoreszenzintensitat nicht mehr steigt und ein Plateau erreicht wird. Dies zeigt eine 2:1-Stdchiometrie des
Hexim1-TBD-CyclinT1 (1-272)-Komplexes an.

Aus den Daten der ITC-Experimente, der Grélienauschlusschromatographie und der Untersuchung
mit Fluoreszenz-markiertem Protein ist zu schlieRen, dass ein Hexim1-Dimer ein CyclinT1-Molekiil
bindet.

5.2.7 Untersuchung der Hexim1-Interaktionsstelle auf CyclinT1

Zur ldentifizierung der Bindungsstelle von Hexim1 auf dem CylinT1-Molekul wurde versucht, das
Protein mit stabilen "°N-Isotopen heteronuklear zu markieren. Dabei stellte sich heraus, dass die
Ausbeuten in Minimalmedium gering waren und das Protein zudem zur Aggreagtion neigte, so dass
es fur NMR-Untersuchungen nicht verwendet werden konnte. Deshalb war ein anderer Ansatz zur
Untersuchung dieser Interaktion, von CyclinT1 ein Fragment herzustellen (235-272), das laut
Sekundarstrukturvorhersagen helikal ist und mutmaRlich die C-terminale Helix der Cyclin-Box bildet.
Um die Bindung an Hexim1 zu untersuchen und eventuell mit den oben beschriebenen Daten zu

vergleichen, wurde ein ITC-Experiment durchgeflihrt. Dabei wurde es mit GST-Affinitatsanker in der
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Messzelle bei 15°C thermostatisiert und Hexim1-TBD bzw. Hexim1-Volllangenprotein schrittweise
injiziert. Die Konzentrationen betrugen bei Hexim1-TBD in der Spritze 0,5 mM, im Falle vom
Volllangenprotein 0,1 mM, in der Messzelle waren die Konzentrationen entsprechend zehnfach
niedriger. In Abbildung 50 sind die Ergebnisse dieser Messungen zu sehen. Dabei wird deutlich,

dass das Fragment CyclinT1 (235-272) nicht mit den beiden Hexim1-Proteinen interagiert.
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Abbildung 50: Die mutmalliche C-terminale Helix der Cyclin-Box ist fir die Bindung an Hexim1-TBD und Hexim1-
Volllangenprotein nicht ausreichend. Gezeigt sind die Injektionen von Hexim1-TBD und dem Volllangenprotein zu
GST-CyclinT1 (235-272). Aus den Injektionen und den Integralen wird deutlich, dass hier keine Bindung
stattgefunden hat, da keine Warme abgegeben oder angenommen wurde.

Ein Grund fir dieses Resultat kdnnte sein, dass die Helix bei dem hier verwendeten GST-
Fusionsprotein nicht zuganglich ist, da es an GST-Protein bindet und nicht frei in der Lésung rotiert.
Ferner ist es moglich, dass das Peptid aufgrund fehlender stabilisierender Wechselwirkungen, die es
im Gesamtprotein hatte, hier keine helikale Struktur annimmt. Dadurch konnten fir die CyclinT1-
Hexim1-Interaktionen wichtige Oberflachenformen verloren gehen und die Bindung verhindert
werden. Eine weitere Ursache fiir ein nicht gefaltetes Protein kann auch eine fiir die Eingrenzung
der Interaktionsstelle ungeeignete Fragmentlange sein. So kénnen zu viele Aminosauren z.B. zur

Unl6slicheit fihren, zu wenige Reste die Ausbildung der Sekundarstruktur verhindern.

SchlieBlich aber ist nicht auszuschlielen, dass keine Bindung zwischen diesen beiden Fragmenten
besteht, weil das Fragment nur ein Bestandteil der Bindungsflache im nativen CyclinT1-Molekiil ist

und auch andere Bereiche von CyclinT1 fir die Interaktion notwendig sind.
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0. Diskussion

6.1 Biochemische Charakterisierung von FHOD1

6.1.1 Einfluss der DAD-Konsensusmotive auf den Mechanismus der
Regulation in FHOD1

In dieser Studie wurde zunachst der autoregulatorische Mechanismus von FHOD1 untersucht.
FHOD1 besitzt am C-Terminus eine Diaphanous-autoregulatorische Doméane (DAD), die mit dem
N-Terminus interagiert. Das Protein nimmt dabei eine autoinhibierte Konformation ein (siehe Kapitel
2.1.9). Ein erstes Ergebnis dieser Arbeit zeigt, dass die 60 C-terminalen Aminosauren von FHOD1
die DAD bilden, die intrinsisch ungefaltet ist und die N-terminalen 377 Reste bindet, die die FH3-
Domane bilden. Diese Ergebnisse Uberraschen in zweierlei Hinsicht: Zunachst unterscheiden sich
die DAD-Erkennungsdomane und die angenommene GTPase-bindenden Domane (GBD) von
FHOD1 in ihrer Doméanenarchitektur von anderen Diaphanous-verwandten Forminen (Westendorf,
2001a). Erst kiarzlich wurde gezeigt, dass die Aktivierung anderer Diaphanous-verwandter Formine
(DRFs) Uber die Bindung der aktivierenden GTPase an eine Bindungsstelle in der Nahe der DAD-
Erkennungsdoméne erfolgt. Dadurch werden konformationelle Anderungen induziert, die die DAD-
FH3-Interaktion destabilisieren. Die DAD und GTPase binden nicht gleichzeitig, sondern kompetitiv.
Die Verdrangung der DAD durch Rho-GTPase macht die FH1-FH2-Domane fir die Nukleierung der
Aktinpolymerisation zugéanglich (Lammers et al., 2005; Nezami et al., 2006; Otomo et al., 2005a;
Rose et al., 2005). Uberraschend in zweiter Hinsicht war, dass die FHOD1-DAD Kkleiner ist als
aufgrund der Sequenzvergleiche erwartet wurde. So ist das erste mutmalliche, hydrophobe DAD-
Konsensusmotiv fir die Autoregulation nicht erforderlich (siehe Kapitel 4.3.2 und 4.3.3). Dies
bedeutet entweder, dass die FH2-Domane in FHOD1 langer ist als in anderen DRFs ist oder dass
sich in FHOD1 zwischen der FH2-Domane und der DAD (Aminosaurereste 1011-1096) noch eine

Subdomane mit bisher unbekannter Funktion befindet.

Wahrend die Sequenzhomologie zwischen den FH1- bzw. FH2-Doméanen verschiedener
Forminproteine unterschiedlicher Spezies grof3 ist, beschrankt sich die Sequenzhomologie der
DADs auf ein hydrophobes M-D-X-L-L-Motiv und einen basischen Bereich mit einer Lange von
mindestens funf Aminosaureresten. FHOD1 besitzt zwei hydrophobe Konsensusmotive und einen
basischen Bereich. In dieser Studie wurde zunachst die Bedeutung dieser Motive durch in vitro-
Bindungsexperimente und in vivo-Transfektionen untersucht. Eine Beteiligung des ersten
hydrophoben Motivs fiir die Autoregulation des Proteins ist eindeutig ausgeschlossen, da es keinen
Einfluss auf die Bindung an die N-terminale Erkennungsdomane hatte und die Mutation dieses

Motivs zu Alaninen im Volllangenprotein nicht zur Aktivierung von FHOD1 in Zellen fihrte (siehe
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Kapitel 4.3.2). Dagegen erhdhte sich die Stressfaserbildung und Aktivierung der Transkription von
SRE stark, wenn das zweite hydrophobe Motiv M-D-X-L-V an Position 1108 zu Alaninen mutiert
wurde. Zu diesem Phanotyp tragt zu einem geringeren Anteil auch der basische Bereich in FHOD1
bei. Die Bestimmung der Bindungskonstanten zwischen dem DAD-Fragment sowie dessen
Mutanten und der N-terminalen Erkennungsdoméane mittels isothermaler Titrationskalorimetrie ergab
Werte, die zu den in den biologischen Experimenten gemachten Beobachtungen passen (siehe
Kapitel 4.3.3). Die gemessene Dissoziationskonstante der wt-DAD/FH3-Bindung in FHOD1 liegt im
unteren mikromolaren Bereich und hat damit die gleiche GréRenordnung wie die
Dissoziationskonstante einer 45 Aminosaurereste-langen DAD zur FH3-Domane in mDia1 (Rose et
al.,, 2005). Dagegen scheint die Interaktion bei mDia1 gegenliber FHOD1 anderer Natur zu sein.
Eine Mutation der hydrophoben Aminosauren der DAD-Konsensussequenz hat keinen Einfluss auf
die Bindungsaffinitaten zwischen mDia1-DAD und ihrer N-terminalen Erkennungsdoméne, wahrend
die Mutation polarer Reste diese stark andern (Lammers et al., 2005). Im Falle von FHOD1 konnte
jedoch gezeigt werden, dass sowohl das hydrophobe Konsensusmotif als auch ionische
Wechselwirkungen fiir die Autoinhibition notwendig sind (Schonichen et al., 2006). Dieser Befund

wurde jlungst durch ahnliche Mutationsexperimente in Falle von mDia bestatigt (Wallar et al., 2006).

Eine nachste Untersuchung sollte mehr Aufschluss Uber die Sekundarstruktur der DAD geben. Die
NMR-Experimente an der heteronuklear markierten DAD zeigten, dass ein 61 Aminosaurereste-
langes C-terminales FHOD1-Fragment intrinsisch unstrukturiert ist und nicht als gefaltete Doméne
vorliegt, sondern nur geringe helikale Anteile besitzt (siehe Kapitel 4.3.5). Die Kartierung der
bindenden Region mittels NMR-Titrationsexperimenten, bei denen die unmarkierte FH3-Doméane
sukzessiv zu °N-markierter DAD gegeben wurde und HSQC-Spekiren gemessen wurden, deutet
darauf hin, dass sich der an der Bindung beteiligte Bereich zwischen den Aminosauren 1106 und
1144 befindet. Diese Region enthalt sowohl das hydrophobe als auch das basische DAD-Motiv.
Aminosaurereste, die sich sehr weit am C-Terminus befinden, blieben bei Bindung der N-terminalen
DAD-Erkennungsdomane flexibel und unbeeinflusst. Diese Beobachtungen lassen darauf schlielen,
dass es sich bei den DAD-Erkennungsmotiven eher um Signalsequenzen als um ein strukturelles
Gerust der Autoregulation handelt. Auch die Ergebnisse aus der GréRRenausschlusschromatographie
stitzen diese Hypothese. So zeigte der FH3:DAD-Komplex ein nur leicht vergroRertes
Molekulvolumen gegenlber der FH3-Domane allein (siehe Kapitel 4.3.4). Die FH3:DAD-Bindung
kénnte dabei der Interaktion zwischen B-Catenin und dem Bindemotiv von E-Cadherin ahneln, bei
der ein langes unstrukturiertes Fragment von E-Cadherin sich Uber die ausgedehnten Armadillo-
Wiederholungen von B-Catenin ausgestreckt liegt (Huber and Weis, 2001). Erst kirzlich wurde die
Komplexstruktur des FH3:DAD-Komplexes von mDia1 geldst. Hier interagiert die DAD als kleine
Helix mit Aminosdureresten der Armadillo-Wiederholungen der N-terminalen  DAD-
Erkennungsdomane von mDia1 (Lammers et al., 2005). Daneben kdnnte auch denkbar sein, dass
die DAD von FHOD1 erst bei Bindung an seine Erkennungsdomane Struktur annimmt und eine

entsprechende Wechselwirkung zeigt.

95



6 Diskussion

Die Untersuchungen der FHOD1-Varianten in vivo lieferten verschiedene neue Erkenntnisse
hinsichtlich der Bildung der Stressfasern durch aktives DRF. So konnte gezeigt werden, dass die
Stressfaserbildung und die Stimulation der Transkription von SRE von den gleichen Motiven der
DAD beeinflusst werden. Diese Beobachtungen stimmen mit Ergebnissen friherer Studien Uberein
(Copeland et al., 2004; Copeland and Treisman, 2002; Sotiropoulos et al., 1999; Tominaga et al.,
2000). Dabei konnte die FHOD1-R5A-Mutante mit dem mutierten basischen Bereich zwar
Stressfasern induzieren, war aber bei der Stimulation der Transkription vom SRE inaktiv. Ein Grund
fir dieses Ergebnis kdnnte sein, dass erst eine gewisse Menge Aktin polymerisiert werden muss,
um die Aktivitdt des SRE sicher zu induzieren. Fir mDia1 wurde ein Zusammenhang zwischen der
Stressfaserformierung und der SRE-Aktivierung durch Steuerung der G-Aktin-Konzentration und
damit der Freisetzung des SRF-Koaktivators MAL gezeigt (siehe 2.1.10). Ob die FHOD1-induzierte
Aktivierung der SRE-Transkription dem gleichen Mechanismus unterliegt, missen weitere

Untersuchungen zeigen.

Ein bedeutendes Ergebnis dieser Studie ist, dass nicht nur verkiirztes FHOD1 Stressfasern
induzieren kann (Gasteier et al., 2003; Kanaya et al.,, 2005; Koka et al., 2003; Takeya and
Sumimoto, 2003), sondern auch Varianten des Volllangenproteins FHOD1/2 (Schonichen et al.,
2006). Dies unterlegt die physiologische Bedeutung der Stressfaserbildung durch FHOD1. Dabei
unterschied sich die Morphologie der Stressfasern zwischen den FHOD1-Varianten (siehe 4.3.2).
Die alleinige Mutation der hydrophoben Konsensussequenz D2A in FHOD1 fihrte zu dinnen
Stressfasern. Im Gegensatz dazu zeigte die Doppelmutante DR9, in der zudem der basische
Bereich mutiert ist, einen Phanotypen mit dicken Stressfasern. Moéglicherweise wird durch diese
Mutanten die Autoinhibition schrittweise aufgehoben, was zu FHOD1-Varianten mit
unterschiedlichen Eigenschaften fihrt. Es fiel zudem auf, dass die DR9-Variante dicke Stressfasern
induziert, ohne jedoch mit ihnen assoziiert zu sein. Dieser Befund steht im Widerspruch mit friiheren
Annahmen, dass die dicken Stressfasern durch FHOD1-AC entstehen, weil es die Filamente stabil
bindet (Madrid et al., 2005). Vielmehr konnte die Fahigkeit zur Formierung dicker Aktinbiindel durch
FHOD1-DR9 ein Hinweis auf einen unbekannten Mechanismus der Aktinpolymerisation und/oder

eine unterschiedliche Regulation von FHOD1 gegenlber anderen DRFs sein (siehe Abbildung 51).
Ausblick

Die Studien zum autoregulatorischen Mechanismus in FHOD1 fuhrten zur Identifizierung der C-
terminalen DAD-Konsensusmotive in FHOD1. Dabei ist jedoch noch unklar, wo die DAD-
Erkennungsregion auf dem N-terminalen FHOD1-Fragment (1-377) ist. Sequenzvergleiche mit
mDia1, dessen N-terminale Struktur und DAD-Bindungsstelle bereits bekannt ist (Lammers et al.,
2005; Nezami et al., 2006), zeigten keine hohe Homologie, so dass sich daraus nicht unmittelbar die
an der Bindung beteiligten Aminosauren ableiten lassen. Diese koénnen jedoch durch
Punktmutationen auf der FH3-Domane in vivo und/oder in vitro gefunden werden. Besonders

hilfreich ware in diesem Zusammenhang die Aufklarung der Struktur der N-terminalen Doméane von
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FHOD1, da dann die Aminosauren bekannt waren, die Oberflachen-exponiert sind und so gezielter
Aminosauren fir Mutationsstudien ausgewahlt werden konnten. Ein nachster Schritt ware, die
Struktur des FH3:DAD-Komplexes zu kristallisieren und dessen Struktur zu aufzuklaren. So wiirden
denn auch konformationelle Unterschiede zwischen der freien FH3-Doméne bzw. der DAD und der
gebundenen Form deutlich, die zur Klarung des autoregulatorischen Mechanismus beitragen

kénnen.

6.1.2 Analyse der Bindung von Rac1 an FHOD1

Die nachste Untersuchung dieser Studie fokussierte auf die Interaktion der Rho-GTPase Rac1 mit
FHOD1. In friheren Studien wurde gezeigt, dass sich die Rac1-bindende Region zwischen
Aminosaurerest 470 bis 570 in FHOD1 befindet (Madrid et al., 2005; Westendorf, 2001a). Dabei
wurde gefunden, dass der C-Terminus von Rac1 fir die Wechselwirkung verantwortlich ist und nicht
der Effektorloop. Damit ist diese Interaktion unabhangig von dem an Rac1 gebundenen Nukleotid
(siehe Kapitel 2.2). Diese Beobachtung weicht jedoch vom Mechanismus der Regulation in anderen
DRFs, wie z.B. mDia1, deutlich ab, bei dem die Autoinhibition von RhoA nur im Triphosphat-
gebundenen Zustand der GTPase aufgehoben wird (Alberts, 2001; Li and Higgs, 2003; Watanabe et
al.,, 1999a). Da Rho-GTPasen als molekulare Schalter fungieren, erscheint ein solcher

Aktivierungsmechanismus biologisch einleuchtender.

Die hier gemachten Ergebnisse kénnen die oben beschriebenen Befunde nicht bestatigen. Die
Daten aus den ITC-Messungen zeigten weder eine Bindung des GppNHp-gebundenen GST-
Volllangenproteins Rac1 an die FHOD1-FH3-Domane (1-377) noch an die vermutete GBD
(411-573). Im Gegensatz dazu war mit analytischer Gelfiltration eine Oligomerisierung von
Rac1 (1-181):GppNHp und der FH3-Domane von FHOD1 zu sehen, nicht jedoch mit dem Fragment
(411-573) (siehe Kapitel 4.4). Diese Ergebnisse sind ungewohnlich: Zum einen misste diese
Interaktion mit beiden Methoden zu sehen sein, zum anderen war nur ein Effekt zwischen Rac1
ohne den oben beschriebenen C-Terminus und der FH3-Doméane, die nicht die GBD enthalten

sollte, zu beobachten.

Wie die Ergebnisse aus der analytischen Gelfiltration mit der FH3-Doméane und der DAD und bei der
Analyse der GTPase-Interaktion zeigten (siehe Kapitel 4.3.4 und 4.4), wird das Monomer-Dimer-
Gleichgewicht der FH3-Doméne vor allem durch Zugabe von DTE beeinflusst, und wird somit
vermutlich durch Oberflachen-exponierte Cysteine vermittelt. Bei der ITC-Messung befanden sich
die Proteine in einem Puffer, der TCEP und nicht reaktivieres DTE als Reduktionsmittel enthielt, um
eine Uberlagerung der Messung durch eine DTE-verursachte Warmeténung zu verhindern.
Méglicherweise konnte mittels ITC keine Bindung gemessen werden, da FHOD1 (1-377) Uber
Cysteine dimerisiert und eine potentielle Bindungstelle fir Rac1 nicht zuganglich war. Bei der
analytischen Gelfiltration war hingegen genligend DTE zugegen und FHOD1 lag eindeutig als

Monomer vor. Anderseits konnte hier gezeigt werden, dass im Falle einer Bindung von Rac1 an das
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FHOD1-Fragment (411-573) diese nur Uber den C-Terminus stattfinden kann, da verkirztes Rac1
hier nicht bindet. Entsprechende Experimente mit GST-Volllangenprotein Rac1 zeigten allerdings

nicht eindeutige Ergebnisse.

Es ist zudem denkbar, dass fir die Bindung von Rac1 an FHOD1 weitere Kofaktoren notwendig
sind. So ist gezeigt worden, dass fiir die von FHOD1 induzierte Stressfaserbildung die Kinase ROCK
erforderlich ist (Gasteier et al., 2003). Eine ahnliche Rolle kdnnte auch der C-Terminus von FHOD1
spielen. Eine FHOD1AC-Deletionsmutante (1-1010) ist nicht in der Lage, Rac1 (oder eine andere
Rho-GTPase) zu binden (Evangelista et al., 1997; Gasteier et al., 2003; Tominaga et al., 2000;
Watanabe et al.,, 1999c). Es ist moglich, dass eine aktive Rho-GTPase nur den autoinhibierten
Zustand eines DRFs erkennt, d.h. nur mit der GBD interagiert, wenn die DAD an der FH3-Doméane
gebunden ist. Bei den hier durchgeflhrten Experimenten wurde jedoch nur die FH3-Doméane bzw.
das FHOD1-Fragment (411-573) eingesetzt. Im Kontext eines Volllangenproteins im autoinhibierten
Zustand koénnten diese Fragmente eine andere Konformation einnehmen, die eine spezifische
Erkennung durch eine GTPase erst ermdglicht. Dem entspricht, dass die FH3-Doméane von mDia1
eine andere Konformation besitzt, wenn sie mit der mDia1-DAD im Komplex vorliegt. Durch Zugabe
von RhoA:GppNHp konnte die DAD verdrangt werden und diese Verdrangung mittels ITC und
Fluoreszenzpolarisation gemessen werden (Lammers et al., 2005; Rose et al., 2005). Auch der
Bereich zwischen der FHOD1-FH2-Domane und der hier identifizierten autoregulatorischen Motive
kénnte fur die Erkennung der GTPase wichtig sein (siehe Abbildung 51 A). Eine Klarung der
FHOD1/Rac1-Interaktion ist demnach unter Verwendung unterschiedlicher Methoden und FHOD1-

Fragmente bzw. FHOD1-Volllangenprotein moglich.
Ausblick

Weiterhin ist unklar, durch welches molekulare Signal die Autoinhibition aufgehoben wird. Diese
Studie konnte mit verschiedenen Methoden den Mechanismus der Aktivierung von FHOD1 nicht
aufklaren. In diesem Zusammenhang kénnte die zwischen der FH2-Doméane und der DAD liegende
Subdomane eine grol’e Rolle spielen (Aminosaurereste 1011-1096). Zudem gibt es Hinweise
darauf, dass die Rho-GTPasen das DRF nur im auotinhibierten Zustand erkennen (Evangelista et
al., 1997; Gasteier et al., 2003; Tominaga et al., 2000; Watanabe et al., 1999d). Die in dieser Studie
durchgefiihrten in vitro-Experimente (ITC) der FH3-Domane und der Rho-GTPasen sollten demnach
in Gegenwart eines DAD-Peptids oder gar der DAD mit der Subdomane unbekannter Funktion
wiederholt werden. Eine weitere Moglichkeit ware die Durchfihrung eines GST-Pull-down-
Experiments mit den drei GST-Rho-GTPasen und dem nativen FHOD1-Volllangenprotein, da dies
autoinhibiert vorliegen sollte und eine Konformation besitzen sollte, die von den Stimulatoren
erkannt werden kann. Nach Identifizierung der GTPase wiurde die Aufklarung der Struktur des
FH3:Rho-GTPase-Komplexes mehr Einblicke in den Regulationsmechanismus liefern und

gegebenenfalls Unterschiede zu anderen DRFs deutlich machen.
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6.1.3 Einfluss von FHOD1 auf die Aktinpolymerisation

Frahere Arbeiten zur Untersuchung des Mechanismus der Nukleierung der Aktinpolymerisation von
FHOD1 wurden in vivo durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Studie wurde erstmals die FHOD1-FH2-
Domane (614-1096) sowie natives Volllangenprotein FHOD1 in vitro auf Aktinnukleierung hin
getestet. Dabei zeigte die FH2-Domane von FHOD1 zunachst einen inhibitorischen Effekt auf die
Aktinpolymerisation (siehe Kapitel 4.5). Diese Beobachtung kann zwei Ursachen haben. Zum einen
ist es moglich, dass das hier verwendete Fragment von FHOD1 (614-1096) nicht die vollstandige
FH2-Domane beinhaltet. So besal® auch ein mDia-FH2-Konstrukt (701-1038) die Eigenschaften
eines capping-Proteins, da diesem Fragment die fir die Dimerisierung notwendige N-terminale
lasso-Subdoméane fehlte (Shimada et al., 2004) und so nur als Monomer an Aktin band. Die
Aktinpolymerisation wird jedoch nur beschleunigt, wenn die FH2-Domane die Form eines flexibel
verbundenen Dimers hat (siehe Kapitel 2.1.8) (Xu et al.,, 2004). Das hier verwendete Fragment
FHOD1 (614-1096) enthalt nach Sekundarstrukturvorhersagen und Sequenzvergleichen mit
anderen DRFs jedoch die vollstandige FH2-Domane (siehe Abbildung 20), so dass diese in der
Lage sein sollte, eine Aktinpolymeristaion zu stimulieren. Daher hat die Inhibition wahrscheinlich
eine andere Ursache: Die Aktinnukleierung der FH2-Domane von FHOD1 kann sich mechanistisch
von der der mDia1-FH2-Domanen unterscheiden. Es ist bekannt, dass die FH1-FH2-Doméne des
Hefeproteins Cdc12p zur Stimulation der Aktinnukleierung Profilin bendtigt (Kovar et al., 2003; Kovar
et al., 2005; Kovar and Pollard, 2004). Ein Hinweis auf einen solchen Mechanismus ist, dass FHOD1
direkt mit Profilin lla wechselwirkt (Tojo et al., 2003). Ferner wurde gezeigt, dass zur Ausbildung von
Stressfasern die Anwesenheit der Prolin-reichen FH1-Doméane notwendig ist, an die Profilin bindet
(Gasteier et al., 2003; Gasteier et al., 2005; Takeya and Sumimoto, 2003). Das FHOD1-Fragment
(533-1053) war in der Lage, Stressfasern zu induzieren, das Fragment (613-1053) konnte dies nicht,

was ein deutlicher Hinweis auf eine Profilin-abhangige Stimulation der Aktinpolymerisation ist.

Die Messungen mit dem Volllangenprotein FHOD1 aus der Baculoexpression zeigten ebenso wie
die rekombinant aus E.coli gereinigte FHOD1-FH2-Doméne (614-1096) ein capping-Protein-
ahnliches Verhalten. Da dieses Protein ohne Aktivierung einer Rho-GTPase vermutlich im
autoinhibierten Zustand vorlag, war dieser Befund Uberraschend. Erwartet wurde weder eine
Stimulation noch eine Inhibition der Aktinnukleierung, also ein vollstandig inaktives Protein. Hier
wurde erstmals in vitro gezeigt, dass ein DRF-Volllangenprotein an Aktin bindet und die Nukleation
inhibiert. Alle bisher gemachten in vitro-Aktinpolymerisationsstudien wurden mit isolierten FH2-
Domanen bzw. FH1-FH2-Domanen und nicht im Vollldangenkontext durchgefihrt (Higgs, 2005;
Kovar et al., 2003; Kovar et al., 2005; Kovar, 2006; Kovar and Pollard, 2004; Li and Higgs, 2003;
Otomo et al., 2005a; Schirenbeck et al., 2005b; Seth et al., 2006; Shimada et al., 2004; Xu et al.,
2004).

Die Ergebnisse zur Aktivierung des autoinhibierten FHOD1-Volllangenproteins durch die Rho-
GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 bzw. des DAD-Peptids zeigten schliellich keine Stimulation der
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Aktinpolymerisation. Vielmehr inhibiert FHOD1 auch hier die Polymerisation in gleichem Male wie
das FHOD1-Fragment (614-1096) oder autoinhibiertes FHOD1. So kann auch hier in vitro nicht
bestatigt werden, ob FHOD1 ein Effektor von Rac1 oder einer anderen Rho-GTPase ist. Dass
FHOD1 auch durch die eigene DAD nicht aktiviert wird, weist weiterhin darauf hin, dass ein weiterer
Kofaktor zur Stimulation notwendig ist. So kénnte eine Phosphorylierung von FHOD1 nétigt sein, um
das Protein zu aktivieren (Wang et al., 2004). Da hier FHOD1 aus eukaryotischen Zellen gereinigt
wurde, kann allerdings davon ausgegangen werden, dass das FHOD1 phosphoryliert war. Es
reichen demnach sowohl die Phosphorylierung als auch eine Rho-GTPase im Triphosphat-Zustand
nicht zur Stimulation der Aktinpolymerisation aus. Wie oben schon diskutiert, ist Profilin lla
wahrscheinlich fur die Aktinnukleation essentiell (siehe Abbildung 51 C), das wie im Falle von
Cdc12p die Aktinpolymerisation zusatzlich steuern kénnte (Kovar et al., 2003; Kovar et al., 2005;
Kovar and Pollard, 2004). Ferner ist zudem méglich, dass die hier untersuchten GTPasen fir die
Aufhebung der Autoinhibition nicht regulieren, sondern eine andere GTPase. Wie in Kapitel 6.1.2
erwahnt, spricht der Befund, dass Rac1 unabhangig vom Nukleotidzustand an FHOD1 bindet, aus

biologischer Sicht nicht dafiir, dass es eine Aktivierung von FHOD1 steuert.
Ausblick

Diese Studie zeigte, dass die FH2-Domane von FHOD1 (614-1096) an Aktin bindet und eine
Nukleation verhindert. Ein gleiches Verhalten ist auch fir das aus eukaryotischer Expression
gereinigte native FHOD1-Volllangenprotein zu sehen, das mit keiner der hier eingesetzten Rho-
GTPasen allein aktiviert werden konnte. Da bekannt ist, dass FHOD1 mit Profilin lla wechselwirkt
und die FH1-FH2-Domane von FHOD1 (533-1053) in vivo Aktinstressfasern induziert, die FH2-
Doméane von FHOD1 (613-1053) jedoch nicht (Gasteier et al., 2003; Gasteier et al., 2005; Takeya
and Sumimoto, 2003), ist das nachste Experiment, die Aktinnukleierung in Gegenwart von Profilin lla
zu untersuchen. Méglicherweise flhrt dies auch zur Identifizierung der GTPase von FHOD1, da zur
Aktivierung weiterhin eine GTPase nétig sein wird. Es ware schlief3lich von Interesse, wie sich eine
Profilin-abhangige Aktinnukleierung von einer Profilin-unabhangigen mechanistisch unterscheidet.
Die Aufklarung der Struktur der FHOD1-FH1-FH2-Domane wiirde hier die meisten Informationen
liefern und Unterschiede deutlich machen. Aufgrund des hohen Prolinanteils am N-Terminus der
FH1-FH2-Domane von FHOD1 ware durch rekombinante Expression dieser Domane im

Baculoexpressionssystem zweckmaRig.
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A inaktiver Zustand

FH3/GBD ?

FH1

FH3/GBD ?

C aktiver Zustand

N
FH3/GBD ?

verbundenes Dimer

Abbildung 51: Modell des Mechanismus der Autoregulation von FHOD1. A: Im autoinhibierten Zustand ist die DAD
an die N-terminale FH3-Doméne intramolekular gebunden. Eine GTPase der Rho/Rac-Familie in der
Triphosphatform erkennt diese Konformation, bindet in der Nahe der DAD-Bindungsstelle und verdrangt tber einen
bisher unbekannten Mechanismus die DAD. B: Dadurch 6ffnet sich das Molekul und kann dimerisieren. Es ist jedoch
auch denkbar, dass FHOD1 bereits als Dimer vorliegt und die DAD intermolekular an die FH3-Domane des jeweils
anderen Moekdls bindet. Zur Aktivierung ist jedoch die Freisetzung der DAD notwendig. Ferner ist denkbar, dass
FHOD1 im inaktiven Zustand am Aktinfilament gebunden ist und durch eine Konformationsumwandlung nach
Bindung einer Rho-GTPase aktiviert wird. C: Aktiviertes FHOD1 nukleiert die Aktinpolymerisation. Dabei bleibt die
FH2-Doméne von FHOD1 am stumpfen Ende eines Aktinfilaments gebunden und dissoziiert kurz bei Bindung eines
neuen Aktinmonomers. Zur Nukleierung ist vermutlich Profilin lla notwendig, das an die Prolin-reiche FH1-Doméane
bindet und so Aktinmonomere in die Nahe der FH2-Domane bringt. Weitere Kofaktoren kdnnten zudem die
Aktinnukleierung beeinflussen, wie z.B. Phosphorylierung, die Kinase ROCK oder andere GTPasen. Ein bisher
unbekannter Kofaktor fiir die noch nicht charakterisierte Domane 400-573 (hier mit ? markiert) kdnnte dabei weitere
Spezifitdt zur Aktivierung und Aktinpolymerisation beisteuern.
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6.2 Diskussion zur strukturellen Untersuchung der Hexim1-
TBD und der Interaktion von Hexim1-TBD und CyclinT1

In dieser Studie wurde gezeigt, dass die C-terminale Region von Hexim1 (255-359) eine
zweigeteilte, dimere coiled-coil-Struktur bildet, deren erstes Segment mit der CyclinT1-Untereinheit
des P-TEFb-Komplexes interagiert. Dabei weicht die Aminosdurezusammensetzung dieses ersten
coiled-coil-Segments deutlich von der eines idealen coiled-coils ab (siehe Kapitel 5.2.2). Statt der
typischen Valin- oder Leuzinreste befinden sich an den a-Positionen der Heptad-Wiederholungen
geladene, sperrige Aminosaurereste (K284, Y291) sowie hydrophobe Reste an den Positionen e
und b (1288, L292). Zudem tragen gleichgeladene Reste an den Positionen g und e eher zu einem
negativ geladenen Bereich bei (E290, E295), als eine gegenseitige Anziehung zwischen den
Dimerketten zu bewirken. Dagegen stimmt die Zusammensetzung nahezu uneingeschrankt mit dem
bevorzugten kanonischen Konsensus Uberein, so dass die beiden Ketten hier stabil assoziiert sind.
Diese verschiedenen Merkmale der beiden coiled-coil-Segmente bilden Ausgangspunkte fir ihre

funktionellen Unterschiede.

NMR-Titrationsexperimente und Sequenzanalysen offenbarten eine konservierte, grof3e, saure
CyclinT1-Bindungsregion auf dem ersten coiled-coil-Segment der TBD (siehe Kapitel 5.2.3). Dazu
passt, dass sich an der C-terminalen Region der Cyclin-Box-Wiederholungen von CyclinT1 positiv
geladene Reste befinden. Mutationsexperimente zeigten, dass diese die Wechselwirkung mit
Hexim1 starken (Daten nicht gezeigt). Das vollstandig symmetrische Hexim1-TBD-coiled-coil-Dimer
bindet interessanterweise ein CyclinT1-Molekil, abweichend von friiheren Ergebnissen aus
Elektromobilitatsuntersuchungen, wo es zwei CyclinT1-Molekile binden sollte (Li et al., 2005). Die
hier bestimmte 2:1-Stéchiometrie des Hexim1:CyclinT1-Komplexes (siehe Kapitel 5.2.4) kann ein
Ergebnis einer sterischen Hinderung der mdglichen zweiten Bindungsstelle sein, die aufgrund der
groRen Cyclin-Box-Domane entstehen konnte. Es ist jedoch weiter denkbar, dass diese
Stochiometrie ein Resultat der Einfiihrung einer molekularen Unsymmetrie ist, bei der eine dritte
heterologe Helix mit dem coiled-coil-Dimer interagiert. Es ist moglich, dass die C-terminale Helix der
Cyclin-Box das nicht ideale erste coiled-coil-Segment der Hexim1-TBD vervollstdndigt und ein
dreistrangiges Helixblindel bildet. Unterstlitzt wird diese Hypothese von der Beobachtung aus ITC-
Experimenten, bei denen das Fragment Hexim1 (255-316), das nur das erste coiled-coil-Segment
enthalt, bei Bindung von CyclinT1 seine dimeren Eigenschaften verliert, jedoch eine &hnliche
Affinitat behalt. Ferner zeigt die "°N-Riickgratdynamik, dass die Region um die a1-Helix sowie der
Anfang der a2-Helix etwas flexibler als das folgende coiled-coil-Segment ist. Eine Bindung des
kurzen CyclinT1-Fragments (235-281), das die C-terminale Helix der Cyclin-Box reprasentieren
sollte, konnte hier allerdings nicht fir die Hexim1-TBD bzw. das Hexim1-Volllangenprotein
nachgewiesen werden. Weitere Experimente mit einem Ilangeren CyclinT1-Fragment koénnen

mdglicherweise mehr Aufschluss tUber die Interaktion und damit den Mechanismus geben.
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Frihere Bindungsexperimente zeigten, dass C-terminal verkiirztes Hexim1 ohne das zweite coiled-
coil-Segment noch CyclinT1 bindet und die Transkriptionaktivitdt des P-TEFb-Komplexes hemmt
(Michels et al., 2003; Schulte et al., 2005), was die hier gefundenen Ergebnisse untermauern.
Dagegen ist die Inhibition der P-TEFb-Aktivitat in Gegenwart der 7SK-RNA deutlich reduziert, wenn
bei dem Volllangenprotein Hexim1 die d-Positionen der Heptad-Wiederholung, L287R und L294R,
mutiert sind (Li et al., 2005). Die Aminosaurereste sind nicht Lésungsmittel-exponiert, diese
Mutationen beeinflussen vielmehr die Dimerisierungswechselwirkungen des coiled-coils. Dies |asst
erkennen, dass die Vollstandigkeit des ersten coiled-coil-Segmentes fir die P-TEFb-Erkennung
notwendig ist. Eine erst kirzlich aufgestellte Vermutung besagt ferner, dass die Interaktion zwischen
Hexim1 und CyclinT1 kooperativ an zwei individuellen Bindungsstellen an den 5° und 3’
Haarnadelschleifen der 7SK-RNA erfolgt (Egloff et al., 2006). Da angenommen wird, dass nur eine
7SK-RNA im inaktiven P-TEFb:Hexim1:7SK-Komplex existiert, unterstiitzt dies die hier gemachten

Beobachtungen.
Ausblick

Damit der P-TEFb-Komplex inihibiert wird, muss die Phosphorylierungsaktivitdt von Cdk9 blockiert
werden. Es wurde gezeigt, dass zur P-TEFb in Zellen nur bei Anwesenheit der TBD in Hexim1
gehemmt wird (Schulte et al., 2005). Eine N-terminale Verkirzung von Hexim1 flhrt hingegen zur
Inaktivierung des P-TEFb-Komplexes unabhangig von der 7SK-RNA (Li et al., 2005; Michels et al.,
2004b). Ein Vergleich mit der Inhibierung von Cdk2:CyclinA durch p27CP? (Pavletich, 1999) Iasst
vermuten, dass Tyrosine an Positionen 203 oder 271 in Hexim1 die ATP-Bindungstelle von Cdk9
besetzen koénnten (Li et al., 2005; Michels et al., 2004b). Es gibt zudem Hinweise, dass Hexim1
nahe der TRM-Region der C-terminalden Helices der Cyclin-Box von CyclinT1 bindet. Dann musste
der Abstand von der CyclinT1-Bindungsstelle zu einem mdglichen katalytisch-repressiven Motiv sehr
grol} sein, da die Nukleotid-Bindungsstelle raumlich weit von der C-terminalen Helix der Cyclin-Box
entfernt ist. p27°P? inhibiert Cdk2 durch Bindung und anschlieBende Entfaltung einer verlangerten
Region von etwa 70 Aminosaurereste, die die Cdk2:CyclinA-Oberflache bedecken (Lacy et al., 2004;
Russo et al., 1996). Dies wirde im Falle der P-TEFb-Inaktivierung durch Hexim1 etwa mehr als 20
zusatzliche Aminosaurereste erfordern, die zwischen der CyclinT1-Bindungsstelle und der Tyrosine
zur Hemmung der Kinase liegen missten. Dieses Modell wiirde mit Ergebnissen aus dieser Studie
Ubereinstimmen, dass der Bereich von 242 bis 276 N-terminal zur ersten Helix flexibel ist (siehe
Kapitel 5.2.2). Andererseits konnte Hexim1 den P-TEFb-Komplex auch allosterisch hemmen, indem
es das CyclinT1:Cdk9-Heterodimer bindet und sich dadurch die Form der katalytischen Spalte
andert. Ferner ist denkbar, dass Hexim1 die fir Funktion und Spezifitdt bestimmende C-terminale
Helix der Cyclin-Box verdrangen kénnte. Zur Klarung des Mechanismus der Inhibition des P-TEFb-
Komplexes sind jedoch weitere Experimente sowie die Aufklarung der Struktur des terndren
Komplexes von Cdk9, CyclinT1 und Hexim1 notwendig.
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7. Anhang

Tabelle IX: Tabelle der refinement-Statistiken fur die in dieser Studie geldste Hexim1-TBD-Struktur

experimentelle Einschrankungen pro Monomer

Abstandseinschrankungen

Gesamt

Intramonomer

Intermonomer

Intra/intermonomer
Wasserstoffbriickeneinschrankungen
Torsionswinkeleinschrankung

Ubrige dipolare Kopplungseinschrankungen

Alle (zugeordnete + mehrdeutige)

2592 (2366 + 226)
2061 (1879 + 182)
387 (360 + 27)
144 (127 + 17)
102

67 (9), 64 (v), 32 (x1)

40 ('Dn+), 40 ("'Deaa)

Strukturelle Statistik

R.m. s. Abweichungen von experimentellen Einschrankungen
Abstandseinschrankungen (A)
Dihedraler Winkel (°)

tbrige Dipolare Kopplungen (Hz)

0,0162 + 0,0005
0,0328 + 0,053

0,668 + 0,044

R.m.s. Abweichungen von der idealisierten Geometrie

Bindungen 0,0098 £ 0,0002
Winkel 1,723 £ 0,016
unpassend 0,191 £ 0,050
Gesamtenergie (kcal mol™”) -8182 + 200
Uberpriifungsstatistik fiir die Reste 276-348 (%)

Reste in bevorzugten Regionen 96,3
Reste in zusatzlich erlaubten Regionen 3,3
Reste in freigegebenen erlaubten Regionen 0,4
Reste in nicht erlaubten Regionen 0
Durchschnitts-r.m.s.-Abweichungen zur mittleren Struktur (A)

a-Helices 1 & 2 = 276-281 (Ruckgrat/schwer) 0,382/0,939
a-Helix 2 = 284-313 (Ruckgrat/schwer) 0,319/0,952
a-Helix 3 = 319-348 (Ruckgrat/schwer) 0,445/1,104
Reste 276-348 (Riickgrat/schwer) 3,293/ 3,883
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B-Faltblatt ‘
= ] L | f
/Wl
\r ; ﬂ" (WWR\
o

Abbildung 52: Protonenspektrum der N-terminalen FHOD1-FH3 Domane (1-377). Das Spektrum weist eine hohe
Dispersion der Resonanzsignale auf. So weisen vor allem die Signale im NH-Bereich auf eine a-helikale Faltung mit
Anteilen eines B-Faltblatts hin. Trotz seiner GroRe von 41 kDa weisen die Hochfeld-verschobenen Signale im

Bereich unterhalb von 0 ppm auf ein globulareres, monomeres Protein hin. Diese Signale (siehe Pfeile) rihren
vermutlich von Methylgruppen innerhalb des Molekulkerns hin
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Tabelle X: Kalkulierte Molekularmassen der verwendeten Proteine. Alle Molekularmassen wuden mit Hilfe des
Onlineprogramms Protparam (http://us.expasy.org/) berechnet.
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berechnete gemessene

Konstrukt Masse / Da Masse / Da Methode
FHOD1-Studie

FHOD1 (1032-1164) 14405,1 13611,4 MALDI-MS
FHOD1 (1069-1164) 10569, 1 10752,3 MALDI-MS
FHOD1 (1078-1164) 9649,9 9675,8 MALDI-MS
FHOD1 (1096-1164) 7679,1 7630,3 MALDI-MS
FHOD1 (1104-1164) 7129,1 7118,1 MALDI-MS
N-FHOD1 (1104-1164) 7230,1 7240,7 MALDI-MS
FHOD1 (1096-1164) D2A  7555,5 7440,7 MALDI-MS
FHOD1 (1104-1164) R5A  7362,3 7327,2 MALDI-MS
FHOD1 (1104-1164) DR9  7188,0 7043,1 MALDI-MS
His-(1-573) 64881,1 64795,5 MALDI-MS
FHOD1 (1-377) 41580,2 41667,5 MALDI-MS
His FHOD1 -(1-377) 445494 44540,7 MALDI-MS
FHOD1 (411-573) 17658,6 17656,7 MALDI-MS
His-FHOD1 (377-573) 23242,7 23117,7 MALDI-MS
GST-FHOD1 (614-1096) 82912,2 82777 1 ESI-MS
His-FHOD1 (1-1164) 129587,7 kein Ergebnis ESI-MS
Hexim1-Studie

Hexim1 (255-259) 12791,1 12827.,4 MALDI-MS
®N-Hexim1 (255-259) 12956,1 12828,9 MALDI-MS
N/"®C-Hexim1 (255-259)  13498,1 13351,8 MALDI-MS
Hexim1 (255-316) 7647.,4 7650,4 MALDI-MS
®N-Hexim1 (255-316) 7742,4 7668,4 MALDI-MS
CyclinT1 (1-272) 31789,4 31670,7 MALDI-MS
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