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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Auf der Suche nach neuen PPI-Stabilisatoren miissen PPIs von Interesse zunichst um-
fassend charakterisiert werden. Es gilt auferdem zu {iberpriifen, ob eine Stabilisierung

der untersuchten PPI pharmakologisch sinnvoll ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wechselwirkungen von 14-3-3-Proteinen mit
MLF1 und C-RAF mit biochemischen und strukturbiologischen Methoden charakteri-
siert. Um zu {iberpriifen, ob eine Stabilisierung dieser Wechselwirkungen pharmakolo-
gisch sinnvoll ist, wurde {iberdies mit zellbiologischen Methoden der physiologische Effekt

dieser Wechselwirkungen untersucht.

Basierend auf der im Vorfeld dieser Arbeit geldsten Rontgenkristallstruktur des Kom-
plexes aus 14-3-3¢ und MLF1 (29_42)pS34 wurde die MLF1/14-3-3-Wechselwirkung mittels
ITC untersucht. Der erhaltene Kp-Wert fiir das WT-MLF1-Peptid lag erwartungsgeméis
im niedrigen mikromolaren Bereich. Die Untersuchung verschiedener MLEF1-Mutanten
zeigte, dass neben dem pS34 nur das F33 einen signifikanten Beitrag zur Bindung an
14-3-3-Proteine leistet. Weiterhin wurde durch den Einsatz von GFP-MLF1-Fusionspro-
teinen die subzelluldre Lokalisation des humanen MLF1-Proteins in HEK293T-Zellen
auf eine direkte 14-3-3-Abhéngigkeit untersucht, wie sie von Winteringham et al.| (2006))
fiir murines MLF1 in Cos-7-Zellen beobachtet wurde. Es zeigte sich jedoch, dass die
subzelluldre Lokalisation von humanem MLF1 in HEK293T-Zellen nicht direkt 14-3-3-
abhéngig ist und der von Winteringham et al| (2006) vorgeschlagene Mechanismus zur
Regulation von murinem MLF1 durch 14-3-3-Proteine nicht direkt auf das humane Ho-

molog iibertragbar ist.

Die S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung wurde im Vorfeld dieser Arbeit
bereits intensiv mit strukturbiologischen, biochemischen und zellbiologischen Metho-
den charakterisiert. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der physiologische Effekt
von Mutationen der 14-3-3-Bindestelle um S259, wie sie in Noonan- und LEOPARD-
Syndromen gefunden wurden, untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass diese
Mutationen aktivierend auf den RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg wirken. Diese Aus-
wirkung konnte bereits fiir die anderen, in Noonan-und LEOPARD mutierten Gene,
PTPNI11, SOS1 und KRAS, gezeigt werden (Tartaglia et al., 2001; |Carta et al.. 2006
Schubbert et al.l [2006; Roberts et all |2007; Tartaglia et al., 2007)). Es zeigte sich weiter-
hin, dass die eingesetzten, C-terminal verkiirzten C-RAF-Mutanten keinen Einfluss auf
die subzellulire Lokalisation der endogenen C-RAF-Proteine hatten. Dieses Ergebnis be-
kraftigt die These, dass C-RAF-Proteine iiber ihren C-terminalen Bereich dimerisieren
(Weber et al.. |2001; [Rushworth et al., |2006).
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Die biochemische Untersuchung der S233-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung
zeigte, dass 14-3-3-Proteine sowohl iiber S233 als auch gleichzeitig iiber 5233 und S259
an C-RAF binden konnen. Die S233-vermittelte Bindung ist dabei deutlich schwécher
als die 5259-vermittelte Bindung. Eine gleichzeitige Bindung iiber S233 und S259 wirkt
synergistisch und erhéht die Affinitdt deutlich. Die Messung der Bindungsstéchiometrie
(N) von 14-3-3C an das C-RAF (229_264)PS233,pS259-Diphosphopeptid iiber ITC und FP
ergab einen Wert von N~ 1 bezogen auf ein 14-3-3-Dimer. Die strukturbiologische Un-
tersuchung legte eine Bindung des C-RAF (229-264)pS233,pS5259-Diphosphopeptids an ein
14-3-3¢-Dimer in einer cis-Konformation nahe, wobei eine Bindung an zwei Dimere in
trans nicht ausgeschlossen werden kann. Zellbiologische Untersuchungen zeigten, dass
GFP-C-RAF390AC sowohl iiber die S259- als auch die S233-vermittelte 14-3-3-Wechsel-
wirkung in unstimulierten Zellen im CP gehalten wird. Eine Storung dieser Wechsel-
wirkung hat eine Translokation des GFP-C-RAF 300 AC-Proteins zur Folge und fiihrt zu
einer Co-Lokalisation mit H-RAS an der PM.

Aufgrund der durch die Charakterisierung der C-RAF/14-3-3-Wechselwirkung ge-
wonnenen Erkenntnisse erscheint eine Stabilisierung der gleichzeitig iiber S233- und
S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung pharmakologisch sinnvoll. Es wurde
daher nach einem moglichen Stabilisator gesucht. Der bisher einzige bekannte Stabi-
lisator von 14-3-3-Protein-Wechselwirkungen, FCA (Ottmann ef al.l 2007a)), hatte je-
doch keinen stabilisierenden Effekt auf die S233- und S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung. Da das strukturell verwandte Molekiill CNA an einen Komplex aus
einem C-RAF (255-265)p5259,M265A-Peptid und dem pflanzlichen 14-3-3c¢ binden kann
(Ottmann et al., 2009), wurde es auf seine stabilisierende Wirkung hin untersucht. CNA
stabilisiert demnach sowohl die S233- und die S259-vermittelte als auch die iiber beide
14-3-3-Bindestellen gleichzeitig vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung. Auf die ak-
tivierende S621-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung hat es keinen Einfluss, was
durch FP und strukturbiologische Methoden belegt werden konnte.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Sta-
bilisierung der MLF1/14-3-3-Wechselwirkung pharmakologisch nicht sinnvoll ist. Die
Stabilisierung der S233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung dagegen
kann als pharmakologisch sinnvoll eingestuft eingestuft werden und ein erster Stabi-
lisator, CNA, wurde identifiziert und sowohl biochemisch als auch strukturbiologisch
charakterisiert. Die Untersuchungen zeigten, dass CNA die S233- und S259-vermittelten
C-RAF /14-3-3-Wechselwirkungen sowohl einzeln als auch gleichzeitig stabilisieren kann,
aber auf die aktivierende, S621-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung keinen Ein-
fluss hat.
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1. Einleitung

Das Proteom ist das Produkt der Genomexpression und besteht aus allen Proteinen, die
zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Zelle vorhanden sind. Eine ,typische* Séugerzel-
le, zum Beispiel eine Leber-Hepatozyte, enthélt ~10.000-20.000 verschiedene Proteine.
Insgesamt entspricht dies etwa 8 x 10% einzelnen Molekiilen, die 18-20% (etwa 0,5 ng)
des Gesamtgewichts einer Zelle ausmachen (Alberts et al., (1994; Lodish et al., 2000).
Die Anzahl einzelner Proteine ist unterschiedlich und reicht von seltenen Proteinen mit
weniger als 20.000 Molekiilen pro Zelle bis zu 100 Millionen Molekiilen pro Zelle fiir
héufige Proteine (Brown, 2002).

Das Proteom stellt die Verbindung vom Genom zu den biochemischen Prozessen
dar, die in einer Zelle stattfinden. Zu diesen biochemischen Prozessen zihlen neben
Stoffwechselvorgéngen zum Beispiel Zellteilung, Apoptose oder regulatorische Aktivita-
ten wie Signalweiterleitung. Bei all diesen Vorgédngen interagieren die unterschiedlichen
Proteine miteinander. Die Gesamtheit der in der Zelle stattfindenden Protein-Protein-

Wechselwirkungen wird als Protein-Interaktom bezeichnet (Cusick et al., 2005).

1.1. Protein-Protein-Wechselwirkungen

Als Protein-Protein-Wechselwirkung (englisch:protein-protein interaction, PPI) wird ein
direkter, physikalischer, nicht kovalenter Kontakt zwischen zwei oder mehreren Proteinen
bezeichnet, der sich durch seine Spezifitit von einem Zufallsereignis abgrenzt. Allerdings
zahlen die Kontakte, die ein Protein natiirlicherweise wahrend seiner Biosynthese oder
seines Abbaus macht, zum Beispiel mit Chaperonen oder dem Proteasom, nicht zu den
PPIs (De Las Rivas und Fontanillo, 2010). Die meisten exprimierten Proteine sind Teil
eines Komplexes, wobei ein Protein an mehreren unterschiedlichen Komplexen beteiligt

sein kann.

1.1.1. Klassifizierung und Charakterisierung

Zunachst konnen PPIs aufgrund der Komplexzusammensetzung unterschieden werden.
Komplexe, die aus nur einer Art von Untereinheit (auch Protomer genannt) bestehen,
werden als Homooligomere bezeichnet. Komplexe, die aus mehr als einer Art von Pro-
tomeren bestehen, werden Heterooligomere genannt. Eine weitere Unterscheidung, die
aber meist mit der zuvor genannten zusammenhéngt, ist die Unterscheidung nach der
Verbindlichkeit des Komplexes. Homooligomere sind meist obligatorisch. Das heifst, dass

die einzelnen Protomere nur im Komplex stabil sind. Heterooligomere dagegen sind nicht
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4 1.1 Protein-Protein-Wechselwirkungen

obligatorisch; ihre Protomere sind auch einzeln stabil. Aus dieser Unterscheidung leitet
sich eine weitere Klassifizierungsmoglichkeit von PPIs ab, ndmlich ihre Lebensdauer
(sieche Abbildung . Homooligomere, obligatorische Komplexe sind meist permanent.

Ein Beispiel hierfiir sind Homodimer-Wechselwirkungen. Hingegen liegen heterooligome-

re, nicht obligatorische Komplexe meist nur transient vor (Jones und Thornton, 1996;
Nooren und Thornton|, 2003a; Perkins et al., 2010).

Protein-Prote_in-WechseIwirkungen |

Transient L Permanent
*

| |
Schwach Transient Stark Transient

pM nM
Abbildung 1.1: Klassifizierung von PPIs nach ihrer Lebensdauer. Abbildung mo-
difiziert nach Perkins et al. (2010).

Die Charakterisierung von PPIs anhand von strukturellen Daten zeigte, dass die durch-
schnittliche Groke der Kontaktfliichen von ~800 bis zu iiber 10.000 A2 variiert und mit
dem Molekulargewicht der Protomere korreliert (Jones und Thornton, 1996; Bahadur,
und Zacharias, [2008). Die Form der Kontakflichen ist eher planar und zirkuldr (Jo-
mnes und Thornton, 1996) und sie bestehen zu etwa 65% aus hydrophoben und 35 %
aus polaren Aminosiauren (AS) (Miller et al.l [1987; |Jones und Thornton) [1995; Bahadur,
, . Im Schnitt gibt es ein Wassermolekiil pro 100 A? und eine Wasserstoffbriicke
zwischen den Protomeren pro 200 A2 Kontaktfliche (IBahadur und ZachariasL |2008b. Das

Ausmal von Konformationsdnderungen variiert fiir unterschiedliche PPIs und reicht von

minimalen Anderungen bis hin zu der Umlagerung ganzer Domiinen. Insgesamt zeigten
Untersuchungen, dass transient interagierende Proteine kleinere Kontaktflichen aufwei-
sen als permanente PPIs. Zudem sind diese Kontaktflichen weniger hydrophob als die

permanenter PPIs und unterscheiden sich daher kaum vom Rest des Proteins. Aufserdem

weisen sie héufig viele Wassermolekiile auf (Jones und Thornton, 1996; Lo Conte et al.|
1999; |[Chakrabarti und Janin|, [2002; [Nooren und Thornton 2003a]b; [Mintseris und Weng]
2003} [Ansari und Helms|, [2005). Durch ein sogenanntes Alanin-Scanning
konnte gezeigt werden, dass nur etwa 9,5% aller AS der Kontaktflichen
sogenannte Hot Spots darstellen (Thorn und Boganl [2001; [Moreira et al., 2007)). Die-

Manuela Molzan



1 FEinleitung D

se Hot Spots leisten einen signifikanten Beitrag zur Affinitat der PPI. Sie bestehen oft
aus den AS Tryptophan (21 %), Arginin (13,3%) und Tyrosin (12,3 %). Die Mutation
einer dieser AS zu einem Alanin erhéht AG um mindestens 2,0 kcal x mol~! (Thorn und
Bogan), 2001; [Moreira et al., 2007).

1.1.2. Transiente Protein-Protein-Wechselwirkungen

Wie in Abbildung [I.I] ersichtlich, kénnen PPIs weiterhin in stark und schwach transient
unterteilt werden. Schwach transiente PPIs weisen eine Dissoziationskonstante (Kp)
im mikromolaren Bereich auf und haben eine Lebensdauer in der Gréfsenordnung von
Sekunden. Starke transiente PPIs hingegen grenzen sich durch eine lingere Lebenszeit
und einen Kp-Wert im nanomolaren Bereich von den schwach transienten ab (Perkins
et al., 2010).

Lokale Konzentration

Co-Expression, subzellulare Lokalisation,
Genexpressionslevel, Abbau

i

O
Kompetition (' Stabilisation
] R 5 O —— &3
PPI Inhibitor D @ PPl Stabilisator
=)

i

Bindungsenergie AG

kovalente Modifikationen,
lokale physikochemische Umgebung

Abbildung 1.2: Regulationsmechanismen von transienten PPIs. Abbildung mo-
difiziert nach [Thiel et al.| (2012).

Transiente PPIs werden entweder durch Verdnderung der lokalen Konzentration oder
durch Verdnderung der physikochemischen und geometrischen Eigenschaften der Kon-
takfldchen reguliert (siche Abbildung [1.2]und [Nooren und Thornton| (20032)). Die lokale
Konzentration von zwei Proteinen hingt zum Beispiel von einer Co-Expression bezie-
hungsweise von dem Genexpressionslevel ab. Zudem ist die subzelluldre Lokalisation der
Proteine fiir die lokale Konzentration von Bedeutung. Auch Diffusion und Transport-

mechanismen in der Zelle spielen hierfiir eine wichtige Rolle. Auferdem héngt die lokale
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6 1.2 Modulation von transienten Protein-Protein-Wechselwirkungen

Proteinkonzentration von der Lebensdauer eines Proteins, von der Synthese bis zum
Abbau, ab. Weiterhin kann die Anwesenheit von Effektormolekiilen die Affinitat zwei-
er Proteine zueinander beeinflussen. Zu den weiteren physikochemischen Faktoren, die
transiente PPIs beeinflussen, zéhlen neben den Konzentrationen von Tonen, Chemikalien
oder Proteinen auch Anderungen des pH-Werts und der Temperatur sowie posttrans-
lationale, kovalente Modifikationen wie zum Beispiel Phosphorylierungen (Nooren und
Thornton, 2003a)).

Generell zeichnen sich PPIs, die durch lokale Konzentration reguliert werden, wie zum
Beispiel Rezeptor-Ligand- oder Antikorper-Antigen-Komplexe durch eine hohe Affinitat
aus. Physikochemisch regulierte PPIs hingegen, wie zum Beispiel die Anordnung der Ga-
G/~ Untereinheiten zu einem heterotrimeren G-Protein in Abhangigkeit des GTP/GDP-
Austauschs, weisen je nach Zustand bis zu 1000-fach unterschiedliche Protomer-Affini-

taten zueinander auf.

1.2. Modulation von transienten Protein-Protein-Wechselwirkungen

Wie Abbildung zeigt, lasst sich das Gleichgewicht zwischen Assoziation und Dis-
soziation von PPIs auch durch Kompetition oder Stabilisation beeinflussen. Auf dieser

Tatsache beruht die Idee, PPIs mit Kleinmolekiilen pharmakologisch zu modulieren.

1.2.1. Inhibition

Inhibitoren von transienten PPIs nutzen meist das Prinzip der kompetitiven Verdran-
gung, wobei in Einzelfdllen auch allosterische Inhibitoren identifiziert wurden (Arkin
und Wells, 2004)). Diese beeinflussen die Konformation eines Protomers und stéren
dadurch bekannte PPIs. Die meisten in der Literatur beschriebenen Inhibitoren wur-
den durch systematische Ansétze wie zum Beispiel fragmentbasierte Wirkstoffsuche
(englisch: fragment based drug discovery, FBDD), hochdurchsatzbasierte Wirkstoffsu-
che (englisch: high-throughput screening, HTS) oder virtuelle Wirkstoffsuche (englisch:
virtual screening, VS) gefunden. Sie weisen meist einen Kp oder eine effektive inhibito-
rische Konzentration (ICs;) im niedrigen nanomolaren bis submikromolaren Bereich auf
(Arkin und Wells|, |2004; [Wells und McClendon|, [2007)). Viele dieser Inhibitoren binden
an Hot Spots, die durch Alanin-Scanning identifiziert wurden (siehe und Thanos
et al.| (2003)). Die pharmakologische Wirkung dieser Inhibitoren ist divers und reicht
von Immunosuppressiva und Entziindungshemmern iiber Krebsmedikamente bis hin zu
antiviralen und antibakteriellen Wirkstoffen (Braisted et al., 2003; [White et al., [2003;
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Vassilev et al.l [2004; Grasberger et al., 2005; |He et al.l 2005} Oltersdorf et al.l 2005} Tsao
et al., 2006} Christ et al., 2010)).

1.2.2. Stabilisation

Im Gegensatz zu den Inhibitoren transienter PPIs sind die wenigen identifizierten Sta-
bilisatoren hauptsichlich Naturstoffe. Ein systematischer Ansatz der Wirkstoffsuche wie
fiir die Inhibitoren konnte erst in einem Fall erfolgreich durchgefiihrt werden (Rose et al.,
2010). Zu den bekanntesten Stabilisatoren zihlen Forskolin und Brefeldin A, die sich als
biologische Tool Compounds (englisch: tool = Werkzeug, compound = Substanz) be-
wihrt haben (Seamon et al.l (1981 |Peyroche et al., 1999). Einige PPI-Stabilisatoren
werden als Immunsuppresiva oder Krebsmedikamente in der Medizin eingesetzt: Rapa-
mycin, Cyclosporin, FK-506 und Paclitaxelderivate (Vézina et al., 1975; |Dreyfuss et al.,
1976; [Kino et al., [1987; Wani et all, 1971)). Vor kurzem wurde zudem ein Gibberellin-
abhéngiges System zur chemisch induzierten Dimerisierung vorgestellt (Miyamoto et al.l
2012). Die beiden Phytohormone Auxin und Jasmonséure wirken als Stabilisatoren tran-
sienter PPIs in der pflanzlichen Signaltransduktion (Tan et al.l 2007; Sheard et al.,2010).
Kiirzlich konnte D-myo-Inositol-1,3,4,5-tetrakis-Phosphat eine PPI-stabilisierende Wir-
kung in der Chromatinregulation in humanen Zellen nachgewiesen werden (Watson et al.,
2012)). Zusammen mit Auxin und Jasmonsaure stellt es das einzige Beispiel fiir ein Stoff-
wechselprodukt dar, das in demselben Organismus als Stabilisator wirkt, in dem es auch
produziert wird. Auferdem konnte anhand von zwei Beispielen die Stabilisation von
Proteinhomooligomeren durch Kleinmolekiile gezeigt werden (Miroy et al.l 1996; Ray
et al., 2005)).

Die 14-3-3-PPI-Stabilisatoren Fusicoccin A, Epibestatin und Pyrrolidon 1 haben her-
bizide Wirkungen (Ballio et al.l 1964; Rose et al., 2010). Bei dem Pflanzentoxin Fusi-
coccin A (FCA) handelt es sich um ein Diterpenglykosid, das ein Stoffwechselprodukt
aus P.amygdali ist (sieche Abbildung und Ballio et al.| (1964)). Die physiologische
Wirkung wird durch die Stabilisierung des Komplexes aus einem 14-3-3-Protein und
dem phosphorylierten C-Terminus der Plasmamembran-H*-ATPase2 (PMA2) vermit-
telt. Die Stabilisierung des Komplexes fithrt zu einer dauerhaften Aktivierung der PMA2,
was ein Offnen der Stomata und somit das Austrocknen der Pflanze bewirkt (Oecking
et al.,[1994; Wiirtele et all[2003). FCA ist in der Lage, in vitro die Affinitét eines kurzen
Phosphopeptids, das die C-terminale Sequenz der PMA2 darstellt, an das 14-3-3-Protein
um das 90-fache von 2,5 uM auf 27nM zu erhohen. Die Affinitit von FCA an den Kom-
plex betragt 700 nM, an das 14-3-3-Protein selbst hingegen nur 66 4M und in Bezug auf
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8 1.2 Modulation von transienten Protein-Protein-Wechselwirkungen

das Peptid ist sie nicht messbar. FCA ist aullerdem in der Lage in vitro einen Komplex
aus 14-3-3-Protein und PMA2 zu stabilisieren, der nicht phosphoryliert ist, sondern ei-
ne Phosphomimikry-Mutation (in diesem Fall Aspartat) tréigt. Abbildung [I.3A-C zeigt
den terndren Komplex aus 14-3-3-Protein, dem C-Terminus der PMA2 und FCA. Das
FCA-Molekiil besetzt in diesem Komplex eine Bindegrube, die durch die PMA2 und das
14-3-3-Protein gebildet wird. Es kontaktiert mit seinem 5-8-5-Ringsystem (in Abbildung
mit ,A, B, C* bezeichnet) sowohl das 14-3-3-Protein als auch die PMA2, wihrend

die Zuckergruppe losungsmittelexponiert ist.

Abbildung 1.3: Strukturmodell des terndren Komplexes aus 14-3-3-Protein, dem
C-Terminus der PMA2 und FCA (PDB ID: 2098). (A) Das 14-3-3-Protein ist als
Bandermodell mit einem Monomer in hellgrau und einem in dunkelgrau gezeigt.
Der C-Terminus der PMA2 ist mit einem Spektrum von blau (N-Terminus) nach
rot (C-Terminus) als Bandermodell eingeférbt. FCA ist als Stdbchenmodell in blau
dargestellt. (B) Der Komplex aus (A) ist um 90 ° gedreht und mit der gleichen
Farbgebung wie in (A) dargestellt. Das 14-3-3-Protein ist als Oberflaichendarstel-
lung gezeigt. (C) Detaillierter Blick auf die Bindegrube zeigt FCA in der gleichen
Darstellung wie in (B); die PMAZ2 ist hier gelb gefdarbt. (D) Die chemische Struk-
turformel von FCA zeigt das 5-8-5-Ringsystem, das mit , A, B, C* bezeichnet ist,
mit seinen Substituenten.

Die Motivation systematisch nach chemisch einfach zugénglichen Substanzen zu su-
chen, die eine dhnliche Wirkung wie FCA aufweisen, lag in der Tatsache begriindet, dass

FCA als komplexer Naturstoff in gréfseren Mengen nur schwer verfiigbar ist und eine
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industrielle Anwendung als Herbizid somit zu kostenintensiv wére. Mittels HTS konnten
aus einer Substanzbibliothek mit etwa 37.000 Molekiilen zwei Substanzen identifiziert
werden (Epibestatin und Pyrrolidon 1), die wie FCA den 14-3-3/PMA2-Komplex stabi-

lisieren, strukturell aber nicht mit diesem verwandt sind (Rose et al., 2010).

1.3. 14-3-3-Proteine
1.3.1. Entdeckung und Namensgebung

Urspriinglich wurden 14-3-3-Proteine in einer systematischen Untersuchung von sauren,
l6slichen Rinderhirn-Proteinen identifiziert und benannt (Moore und Perez, 1967). Thr
Name setzt sich aus der Fraktionsnummer (14) nach der Diethylaminoethyl-(DEAE)-
Cellulose-Affinitdtschromatopgraphie und den Koordinaten ihrer Migration in einer 2D-

Stérke-Gelelektrophorese (3-3) zusammen.

1.3.2. Vorkommen und Sequenzhomologie

14-3-3-Proteine werden in eukaryotischen Organismen ubiquitér exprimiert (Aitken et al.|
1992). Jedoch kommen in verschiedenen Organismen unterschiedlich viele Isoformen vor.
So konnten zum Beispiel in A.thaliana 12, in S.cerevisiae 2 und in X.laevis ebenfalls 2
unterschiedliche Isoformen identifiziert werden (Rosenquist et al., 2001). In H.sapiens
wurden 7 unterschiedliche Isoformen identifziert, die mit griechischen Buchstaben be-
zeichnet werden: beta (/) beziehungsweise alpha (a), epsilon (¢), gamma (), eta (),
sigma (), tau (7) beziehungsweise theta (#) und zeta (() beziehungsweise delta (¢). Da-
bei ist # eine alternative Bezeichnung fiir 7. Dagegen stellen o und ¢ die phosphorylierten
Varianten von  und (¢ dar. Die 14-3-3-Isoformen weisen eine hohe Sequenzhomologie
sowohl untereinander als auch artiibergreifend auf (siehe Abbildung [L.4).

Die humanen 14-3-3-Isoformen werden in allen Geweben und Zelltypen exprimiert,
wobei fiir einzelne Isoformen unterschiedliche Expressionsmuster gefunden wurden. So
werden die Isoformen (3, €, 7, n und ( hauptsichlich im Gehirn exprimiert, wiahrend
die Isoformen 7 und o jeweils auch in T-Zellen und Epithelzellen exprimiert werden.
Die 7-Isoform wurde zudem auch in vielen anderen Geweben, unter anderem im Gehirn,
gefunden (Aitken, 2006). Die Bedeutung der 14-3-3-Proteine konnte in verschiedenen
Studien gezeigt werden, in denen einzelne oder alle 14-3-3-Isoformen deletiert wurden
(Dhar et al.l 2000; Gelperin et al.,[2002). So fiihrt zum Beispiel die Deletion der humanen

14-3-3-Isoform ¢ zu einem Verlust der Telomerfunktion in der kolorektalen Krebszelllinie
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A 14-3-3beta
14-3-3epsilon
14-3-3eta
14-3-3gamma
14-3-3sigma
14-3-3tau
14-3-3zeta

14-3-3beta
14-3-3epsilon
14-3-3eta
14-3-3gamma
14-3-3sigma
14-3-3tau
14-3-3zeta

14-3-3beta
14-3-3epsilon
14-3-3eta
14-3-3gamma
14-3-3sigma
14-3-3tau
14-3-3zeta

14-3-3beta
14-3-3epsilon
14-3-3eta
14-3-3gamma
14-3-3sigma
14-3-3tau
14-3-3zeta

14-3-3beta
14-3-3epsilon
14-3-3eta
14-3-3gamma
14-3-3sigma
14-3-3tau
14-3-3zeta

B Homo sapiens
Bos taurus
Mus musculus
Rattus norvegicus

Homo sapiens
Bos taurus

Mus musculus
Rattus norvegicus

Homo sapiens
Bos taurus

Mus musculus
Rattus norvegicus

Homo sapiens
Bos taurus

Mus musculus
Rattus norvegicus

Homo sapiens
Bos taurus

Mus musculus
Rattus norvegicus

Homo sapiens
Bos taurus

Mus musculus
Rattus norvegicus

Abbildung 1.4: Sequenzvergleich von 14-3-3-Proteinen. (A) Sequenzvergleich der
humanen Isoformen 3, €, v, 0, o, 7 und ¢. Die Homologie betriagt 70,4 %. (B) Se-
quenzvergleich von Sduger-14-3-3-Proteinen. Verglichen wurde die 14-3-3 S-Isoform
aus dem Menschen (H.sapiens), dem Rind (B.taurus), der Maus (M.musculus) und
der Ratte (R.norvegicus). Die Sequenzhomolgie betrigt 98,2 %. Schwarz = 100 %
Homologie; dunkelgrau = 80-100 % Homologie; hellgrau = 60-80 % Homologie; weifs
= weniger als 60 % Homologie. Der Sequenzvergleich wurde mit der Software Genei-
ous Pro 4.8.3 (Biomatters, Neuseeland) unter Verwendung der Matrix Blosum62
erstellt.
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HCT116 (Dhar et all [2000), wihrend die Deletion aller 14-3-3-Isoformen in S.cerevisiae
lethal ist (Gelperin et al., [1995; van Heusden et al.l |1995; Roberts et al., [1997).

1.3.3. Struktur und Funktion

Als erstes konnten die dreidimensionalen (3D) Strukturen der 14-3-3-Isoformen ¢ (aus
B.taurus) und 7 (aus H.sapiens) von zwei verschiedenen Gruppen mittels Rontgenkri-
stallographie bestimmt werden (Liu et al. 1995; Xiao et al., |[1995). Inzwischen sind die

Strukturen aller humanen 14-3-3-Isoformen bekannt. Bis heute wurden zudem die 3D-

Strukturen verschiedener 14-3-3-Isoformen aus anderen eukaryotischen Organismen wie
zum Beispiel B.taurus, N.tabacum oder N.plumbaginifolia bestimmt. Sie alle weisen ei-
ne dhnliche Struktur auf, wie sie in Abbildung am Beispiel der humanen Isoform (
gezeigt ist.

A B -

Abbildung 1.5: Strukturmodell der humanen 14-3-3-Isoform ¢ (PDB ID: 1QJB). (A) Das 14-3-3-
Protein ist als Béndermodell dargestellt. Die neun antiparallelen a-Helices (H1-H9) eines Monomers
sind mit einem Spektrum von blau (N-Terminus) nach rot (C-Terminus) gefarbt. (B) Dreht man das

Modell um 90 ° nach vorne, so sieht man, dass die beiden Monomere iiber die N-terminalen a-Helices
H1 bis H4 dimerisieren.

Die etwa 30kDa grofen 14-3-3-Proteine liegen physiologisch als Dimer vor
1995). Das Dimer weist eine W-formige Struktur auf und jedes Monomer besteht
aus 9 antiparallelen a-Helices. Die Dimerisierung wird durch Phosphorylierung negativ
beeinflusst (Woodcock et al.L|2003; Gu et al.,2006). Des Weiteren kénnen 14-3-3-Proteine
Homo- und Heterodimere bilden (Jones et all, 1995; |Chaudhri et al., 2003; |Yang et al.,
2006). Dabei gibt es jedoch Unterschiede zwischen den einzelnen Isoformen. Wihrend
14-3-30 keine Heterodimere bildet (Jones et al 1995; |Chaudhri et al.l 2003; Wilker et al.l
2005)), kénnen die Isoformen f3, €, 7, n und 7 Heterodimere bilden, wobei € hauptséchlich
Hetero- und kaum Homodimere bildet (Chaudhri et al., [2003; [Yang et al., [2006)).
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12 1.3 14-3-3-Proteine

Abbildung 1.6:  Strukturelle  Homologie
von 14-3-3-Proteinen. Verschiedene 14-3-3-
Isoformen wurden {iber einen Sequenzvergleich
auf ihre Homologie hin untersucht und die
Ergebnisse auf die 3D-Struktur der humanen
14-3-3¢-Isoform iibertragen (PDB ID: 1QJB).
Das 14-3-3-Dimer ist in einer Kugeldarstellung
fiir die einzelnen AS abgebildet. Die Pfeile
zeigen auf die amphipathische Grube, die den
am hochsten konservierten Bereich darstellt.

Abbildung modifiziert nach _—
|Moorhead| (12005[) konserviert

-2|3|4|5|6|?|3-k0nsewien

Ein Sequenzvergleich der 14-3-3-Proteine aus H.sapiens (7 Isoformen), A.thaliana (12

Isoformen), S.cerevisiae (2 Isoformen), D.melanogaster (2 Isoformen) und C.elegans (2

Tsoformen) mit der Software ClustalX (Jeanmougin et al., [1998) und eine Ubertragung

der erhaltenen Homologie-Werte auf die 3D-Struktur des humanen 14-3-3(-Proteins
(PDB ID: 1QJB) mit der Software ConSurf (Glaser et al.l 2003)) konnte zeigen, dass die
konservierten AS nicht zufilllig auf der Oberfléche des Proteins verteilt sind (siehe Abbil-
dung|L.6| und Bridges und Moorhead| (2005))). Stattdessen weist die Struktur sowohl sehr

hoch konservierte Bereiche als auch fast gar nicht konservierte Bereiche auf. Die nicht

konservierten Bereiche befinden sich hauptséichlich auf der Aufsenseite der W-férmigen
Proteinstruktur. Im Gegensatz dazu ist der Bereich auf der Innenseite hoch konserviert.
Dieser Bereich ist fiir die Bindung von Interaktionspartnern verantwortlich und wird pro
Monomer aus den a-Helices 3, 5, 7 und 9 zusammengesetzt (siehe Abbildung. Diese
Helices bilden eine amphipathische Bindegrube.

Die Bindung eines Interaktionspartners erfolgt in der Regel {iber ein phosphorylier-

tes Serin oder Threonin, das sich in einem ungeordneten Bereich des interagierenden

Proteins befindet (Muslin et al. [1996). Sekundarstrukturelemente wie a-Helices oder

[B-Faltblatter konnen aufgrund ihrer Gréfse nicht in der amphipathischen Bindegrube
koordiniert werden. Die zu K49, R56, R127 und Y128 des humanen 14-3-3(-Proteins
dquivalenten AS koordinieren die Phosphatgruppe des phosphorylierten Interaktions-
partners. Sie sind in allen 14-3-3-Proteinen zu 100 % konserviert. Die Koordination des
Phosphatrests erfolgt durch elektrostatische Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken-
bindungen. Kontakte im Peptidriickgrat vermitteln die weitere Orientierung der Amino-
saurekette des Interaktionspartners.

Bisher konnten drei verschiedene phosphorylierungsabhingige 14-3-3-Bindemotive in

14-3-3-Interaktionspartnern identifiziert werden. Diese werden als mode I-111 bezeichnet
(Muslin et all 1996; [Yaffe et al), [1997; (Ganguly et al. 2005) und sind in Tabelle
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Bezeichnung Sequenz

mode R-S-[+/Ar] -pS/pT-|L/E/A/M]-P
mode 11 R-X-[Ar] - [+] - pS/pT - |[L/E/A/M] - P
mode 111 - pS/pT - X5 - COH

Tabelle 1: Ubersicht der phosphorylierungsabhingigen 14-3-3-Bindemo-
tive mode I-III. Die AS sind im Einbuchstabencode dargestellt, wobei X
jede AS sein kann und pS/pT ein phosphoryliertes Serin beziehungsweise
Threonin bezeichnet. Basische AS sind mit [+] und Aromatische mit [Ar]
abgekiirzt. Im Fall der mode I1I-Sequenz darf X kein Prolin sein und COsH
bezeichnet den C-Terminus.

zusammengefasst. Zudem konnten die aus einer Peptidbibliothek gefundenen ,optimalen®
mode I- und I1-Bindesequenzen (Yaffe et al.,[1997) strukturell auf ihre Bindung an 14-3-3-
Proteine untersucht werden (Rittinger et al., 1999). Auch zur Bindung von mode I1I-

Bindesequenzen sind strukturelle Untersuchung verdffentlicht (Wiirtele et al. [2003)).
Abbildung zeigt den strukturellen Vergleich der Bindung der drei Bindemotive

an 14-3-3-Proteine. Bei den model- und II-Bindesequenzen sorgt ein Prolin an der
+2-Position bezogen auf die phosphorylierte AS fiir ein Abknicken des Peptidriick-
grats. Dadurch werden die folgenden C-terminalen AS so orientiert, dass sie die 14-3-3-
Bindegrube wieder verlassen. Bei dem mode I-Bindemotiv liegt das Prolin dabei in einer
cis-Konformation vor (siehe Abbildung [I.7]A). Das fiihrt dazu, dass die C-terminalen
AS in Richtung der phosphorylierten AS orientiert sind. Bei dem mode II-Bindemotiv
ist das Prolin hingegen in ¢rans orientiert (siche Abbildung [L.7B). Dabei sorgt der da-
durch entstehende Knick im Peptidriickgrat fiir eine Orientierung der C-terminalen AS
zum Dimerisierungsbereich des 14-3-3-Dimers hin. Bei dem mode ITI-Bindemotiv endet
die Aminosiurekette 1-2 AS nach der phosphorlylierten AS (siehe Abbildung [L.7[C).
Dadurch entsteht eine Bindegrube, die zum Beispiel wie im Fall des pflanzlichen 14-3-3-
Proteins und der PMA2 von einem stabilisierenden Molekiil wie FCA eingenommen
werden kann (siche Abbildung [1.3)).

Wie die weiteren C-terminalen AS verlaufen, konnte bis heute nicht geklirt werden.
Strukturelle Daten iiber Komplexe aus 14-3-3-Proteinen und Doménen oder nahezu Voll-
langenproteinen sind lediglich iiber die bereits erwdhnte Wechselwirkung von 14-3-3 mit
der PMA2 (siehe Abbildung und die Wechselwirkung von 14-3-3 mit der Serotonin-
N-Acetyltransferase (AANAT) (Ottmann et al., [2007a; |Obsil et al., 2001) verfiigbar.
Des Weiteren konnte in vielen Proteinen mehr als ein 14-3-3-Bindemotiv identifiziert

werden. Diese Bindestellen wirken oft synergistisch und erhéhen die Affinitdt der In-
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14 1.3 14-3-3-Proteine

Abbildung 1.7: Vergleich der 14-3-3-Bindemotive mode I-III. (A) Das Konsensus-mode I-Bindemotiv
an humanes 14-3-3¢ gebunden. Das 14-3-3-Protein ist als Bandermodell in hellgrau und das mode I-
Peptid als Stdbchenmodell in magenta gezeigt. Die fiir die Koordination des Phosphatrests (orange)
wichtigen AS sind im Einbuchstabencode hervorgehoben und die Wasserstoffbriickenbindungen als
schwarz gestrichelte Linie angedeutet (PDB ID: 1QJB). (B) Das Konsensus-mode II-Bindemotiv an
humanes 14-3-3¢ gebunden. Die Darstellung entspricht der in (A), nur das mode II-Peptid ist tiirkis
gefarbt. (PDB ID: 1QJA). (C) modeIlI-Bindemotiv der PMA2 an 14-3-3C aus N.tabacum gebunden.
Die Darstellung ist wie in (A), aber das mode III-Peptid ist griin gefirbt. (PDB ID: 109D). (D) Uber-
lagerung der mode I-I11 14-3-3-Bindemotive aus (A)-(C) auf die humane 14-3-3¢-Isoform (Oberflichen-
darstellung). Die Phosphopeptide sind als Linie dargestellt, der Phosphatrest ist hervorgehoben und die
N- und C-Termini sind markiert.

teraktionspartner zum 14-3-3-Protein im Vergleich zu den einzelnen Bindestellen (Yaffel
et al., |1997; Obsil et al., 2003; Kostelecky et al.l2009). Die Kristallstruktur des zweifach

phosphorylierten Peptids aus der Proteinkinase C Isoform e (PKCe), das mit seinen zwei

unterschiedlichen Bindestellen an das 14-3-3-Protein bindet, konnte zudem gelost werden
(Kostelecky et all 2009). Jedoch sind die AS, die die beiden Bindestellen miteinander

verbinden und Aufschluss iber den C-terminalen Verlauf der AS nach der N-terminalen

Bindestelle geben kénnten, vermutlich aufgrund von hoher Flexibilitit in diesem Bereich
der Struktur nicht sichtbar.

Die Tatsache, dass ein Interaktionspartner iiber zwei 14-3-3-Bindestellen an ein 14-3-3-

Dimer binden kann, fiihrte zu der Hypothese der gatekeeper (englisch: Schrankenwérter)-
Phosphorylierung (Yaffel [2002). Diese Hypothese besagt, dass zwei unterschiedlich star-
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ke 14-3-3-Bindestellen eines Interaktionspartners die Wechselwirkung mit dem 14-3-3-
Dimer regulieren. Durch die Phosphorylierung der starken Bindestelle (gatekeeper-Phos-
phorylierung) findet eine Wechselwirkung statt, die durch eine schwache Bindestelle ver-
starkt wird. Ist die starke Bindestelle jedoch nicht phosphoryliert, reicht die schwache

Bindestelle nicht aus, um eine Wechselwirkung mit dem 14-3-3-Protein zu vermitteln.

Auf der Suche nach phosphorylierungsabhéngigen 14-3-3-Bindemotiven in den Ami-
nosauresequenzen von Interaktionspartnern ist weiterhin zu beachten, dass in einer Zelle
auch eine entsprechende Kinase vorhanden sein muss, die das Protein an dem 14-3-3-
Bindemotiv phosphoryliert. Es ist nicht fiir jeden einzelnen Interaktionspartner bekannt,
welche Kinase fiir die Phosphorylierung sorgt, aber es konnten die folgenden allgemeinen
Regeln aufgestellt werden (Johnson et all 2010)): (i) Prolinabhéngige Kinasen kénnen
14-3-3-Bindemotive nicht phosphorylieren, wohl aber die 14-3-3-Proteine an sich (Han
et all [2008). (ii) Eine Phosphorylierung der 14-3-3-Bindemotive durch Proteinkinasen
der Casein Kinase II-Familie kann ausgeschlossen werden (Salvi et al., 2009). (iii) Am
wahrscheinlichsten erscheint es, dass fiir die Phosphorylierung von 14-3-3-Bindemotiven
basophile Kinasen der AGC (Proteinkinase A, G oder C)-Familie und Kinasen der CaMK
(Ca?* /-calmodulinabhéngige Proteinkinase)-Familie zustéindig sind (Linding et al., 2008;
Manning et al., [2002; Martin et al., [2009; |Johnson et al., 2010).

Zwar ist die Mehrzahl der beschriebenen 14-3-3-Wechselwirkungen phosphorylierungs-
abhéngig (Pozuelo Rubio et al.l 2004)), dennoch sind auch einige phosphorylierungsun-
abhéngige 14-3-3-Wechselwirkungen bekannt. Dazu zdhlt zum Beispiel das durch phage
display identifizierte R18-Peptid, das an der gleichen Stelle an 14-3-3-Proteine bin-
det wie phosphorylierte Bindemotive und mit diesen konkurrieren kann (Petosa et al.,
1998; (Wang et al., [1999)). Auch die Wechselwirkung von humanem 14-3-3y mit der in-
trazellularen Doméne (AICD) des amyloid precursor protein (APP) ist phosphorylie-
rungsunabhéngig (Sumioka et al., 2005). In Pflanzen interagiert das rolB-Protein aus
A.rhizogenes vermutlich phosphorylierungsunabhéngig mit 14-3-3-Proteinen (Moriuchi
et al., 2004). Am umfassendsten ist die phosphorylierungsunabhéngige Wechselwirkung
des Exoenzyme S (ExoS) aus P.aeruginosa (Fu et al.l|1993; Masters et al.,[1999; Ottmann
et al., |2007b) mit humanem 14-3-3¢ charakterisiert. Die strukturbiologische Untersu-
chung konnte die Vermutung bestétigen, dass die 14-3-3/ExoS-Wechselwirkung ebenfalls
tiber die amphipathische Bindegrube vermittelt wird (siehe Abbildung und [Masters
et al.| (1999); Ottmann et al. (2007b)).

Obwohl die Bindung iiber die amphipathische Bindegrube stattfindet, die aus den He-
lices 3, 5, 7 und 9 des 14-3-3-Proteins gebildet wird, sind doch génzlich andere AS an der
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RN o f Abbildung 1.8: Komplex aus 14-3-3¢ und

\ {118 42 \/ ] ExoS-Peptid. Blick auf die amphipathische

> — AJ‘ e ﬁ Bindegrube des 14-3-3¢ (graues Béndermodell,

3 ’ g2 ) | Helices 7 (H7) und 9 (H9) markiert). Das ExoS-

. Y Peptid ist in magenta als Stdbchenmodell ab-

A y gebildet (N- und C-Terminus markiert). Die an

_, o der Wechselwirkung beteiligten hydrophoben

= - R127 © AS des 14-3-3¢ (H7,H9) sind als tiirkise Stéb-

. J :jp ¢ chenmodelle dargestellt. Die konservierten Re-

QL 2 t’ B ) ‘ ste sind als graues Stdbchenmodell mit schwar-
sal r .‘ﬂfé\f‘h‘-q_ = zer Schrift gezeigt (PDB ID: 2002).

Wechselwirkung beteiligt als bei den phosphorylierungsabhéangigen 14-3-3-Bindemotiven.
Statt der konservierten Reste K49, R56, R127 und Y128 der Helices 3 und 5 (siche
Abbildung sind hier hauptséichlich hydrophobe AS der Helices 7 und 9 des 14-3-3-
Proteins beteiligt. Zudem verliduft das ExoS-Peptid in der Bindegrube entgegengesetzt
zu den phosphorylierungsabhédngigen 14-3-3-Bindemotiven.

1.3.4. Physiologische Bedeutung

Da den 14-3-3-Proteinen keine endogene enzymatische Aktivitdt nachgewiesen werden
konnte, geht man davon aus, dass sie ihre physiologische Funktion {iber die Bindung
der Interaktionspartner ausiiben (siehe Abbildung und Fu et al| (2000); Bridges
und Moorhead| (2005); [Mrowiec und Schwappach| (2006); Shikano et al.| (2006)). Die
Bindung eines Interaktionspartners an ein 14-3-3-Protein kann zum Beispiel eine Kon-
formationséinderung in diesem bewirken (siehe Abbildung [I.9A). So fiihrt beispielsweise
die Bindung von AANAT an 14-3-3-Proteine zu einer Konformationséinderung und ei-
ner um 60 % erhohten Enzymaktivitiat (Obsil et al. 2001). Diese Tatsache fiihrte zu
der molecular anvil (englisch: molekularer Amboss)-Hypothese (Yaffe, 2002). Sie be-
sagt, dass das 14-3-3-Protein sich wie ein Amboss verhélt und seine Interaktionspart-
ner bei einer Wechselwirkung in eine andere Konformation zwingt, wihrend es selbst
fast unverdndert bleibt. Aufserdem kann die Bindung eines Interaktionspartners an ein
14-3-3-Protein weitere Bindungspartner oder bestimmte Sequenzen abschirmen (sie-
he Abbildung [1.9B). Dabei kann es sich zum Beispiel um das aktive Zentrum oder
die Ligandenbindestelle eines Enzyms oder Lokalisationssequenzen wie zum Beispiel
eine nukleare Export- oder Importsequenz (NES, NLS) handeln. Diese Abschirmung
hat Einfluss auf die Regulation oder Lokalisation des Interaktionspartners. Auch das

14-3-3-Protein besitzt am C-Terminus eine NES. Die Bindung von Interaktionspart-
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nern iiber die amphipathische Grube hat daher auch Einfluss auf die subzelluldre Lo-

kalisation des 14-3-3-Proteins beziehungsweise des Komplexes (Rittinger et al. [1999).

Auferdem ist es moglich, dass aufgrund
der dimeren Struktur des 14-3-3-Proteins
zwei unterschiedliche Proteine an das
14-3-3-Protein binden und so eine Wech-
selwirkung der gebundenen Proteine mit-
einander induziert wird (siche Abbildung
)-

14-3-3-Proteine sind an fast allen ent-
scheidenden physiologischen Prozessen in
der Zelle direkt oder indirekt beteiligt.
So haben sie zum Beispiel Einfluss auf
die Transkription, die Proteinbiosynthe-
se, den Primérstoffwechsel, den Zellzy-
klus, die Signaltransduktion, die Organi-

sation des Cytoskeletts und den gerichte-

ten Transport in der Zelle (Dougherty und|

Morrison), [2004; [Jin et al., [2004; Kjarland
et al., 2006; Shikano et al., [2006).

Bisher konnten iiber 200 Interaktions-

partner von 14-3-3-Proteinen nachgewie-

sen werden (Sun et all 2009). Dazu ge-

horen zusétzlich zu den bereits genann-

A

Abbildung
Wechselwirkung

der 14-3-3-
Interaktionspartner.

Einfluss
auf den
Das 14-3-3-Protein ist als Dimer in blau dargestellt
und die Interaktionspartner in hellgriin, griin,
rot und lila. Die Phosphorylierung der Interak-

1.9:

tionspartner ist durch ein ,P“ gekennzeichnet.
Abbildung aus Bridges und Moorhead| (2005).

ten Proteinen beispielsweise die Proteinkinasen C-RAF und PKC, die Zellzyklus-

Phosphatase Cdc25C, das Apoptose-regulierende Protein BAD, die Histonacetylasen
H4, 5 und 7 sowie das Tumorsuppressorprotein p53 (Einzelnachweise in
et al| (2001)); |Aitken et al.| (2002)). Die Wechselwirkungen von 14-3-3-Proteinen mit
MLF1 und C-RAF werden im Folgenden ndher beschrieben.

1.4. Die 14-3-3/MLF1-Wechselwirkung

1.4.1. Der myeloide Leukdmiefaktor 1 (MLF1)

Der myeloide Leukéimiefaktor 1 (MLF1) ist ein etwa 30 kDa grofes, basisches Protein (pl

~9,5), das urspriinglich in leukdmischen Erkrankungen wie Akuter Myeloischer Leukdmie
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(AML) und dem Myelodysplastischen Syndrom (MDS) als Translokation des MLF1-Gens
auf Chromosom 3 und des Nucleophosmin-Gens (NPM) auf Chromosom 5 identifiziert
wurde. Diese Translokation fiihrt zur Synthese des Onkogens NPM-MLF1 (Yoneda-Kato
et all 1996), welches aus den 175 N-terminalen AS von insgesamt 294 AS des NPM-
Proteins und dem fast vollstandigen MLF1-Protein (AS 17-268) besteht.

Bereits diese erste Untersuchung zeigte, dass das NPM-MLF1 Onkogen eine ande-
re subzelluldire Lokalisation aufweist als das Wildtyp (WT) MLF1-Protein. W&hrend
das heterolog exprimierte WT-MLF1 in Cos-7-Zellen iiberwiegend im Cytoplasma (CP)
lokalisiert ist, weist das NPM-MLF1-Fusionsprotein in dem gleichen Experiment eine
tiberwiegende Lokalisation im Zellkern (ZK) auf. Das WT-NPM-Protein wiederum ist
ein nucleolares Phosphoprotein, das natiirlicherweise im ZK und den Nucleoli lokalisiert
ist (Olson et al 1986). Das legt die Vermutung nahe, dass das NPM-MLF1-Protein die
natiirliche Lokalisation des NPM-Proteins einnimmt und die onkogene Wirkung durch
den ,falsch“ lokalisierten MLF1-Anteil im ZK zustande kommt (Falini et al., 2006).

Das MLF1-Protein selbst wurde mit verschiedenen Krebsarten in Verbindung ge-
bracht. Eine Uberexpression des nicht fusionierten MLF1-Proteins fithrt beispielsweise
zu einer verstirkt bosartigen Ausprigung von AML und MDS, was mit einer schlech-
teren Prognose der erkrankten Patienten einhergeht (Matsumoto et al.,2000). Aukerdem
zeigten andere Studien, dass die MLF1-Expression auch eine Rolle bei Plattenepithelkar-
zinomen der Lunge und Speiser6hrenkrebs spielt (Sun et al.l [2004; (Chen et al.l 2008).
Dies ldsst sich zum Teil durch zellbiologische Studien erkldren. So konnte zum Beispiel
gezeigt werden, dass MLF1 die Erythropoetin-induzierte Differenzierung, die p27Xirl-
Akkumulation und den damit verbundenen Abbruch des Zellzyklus inhibiert (Winte-
ringham et al., 2004)). Eine weitere zellbiologische Untersuchung belegte, dass MLF1
oberhalb des Tumorsuppressorproteins p53 wirkt (Yoneda-Kato el al.l 2005; Yoneda-
Kato und Katol [2008). In normalen Zellen wirkt MLF1 {iber den CSN3-COP1-p53-
Signalweg stabilisierend auf das p53-Protein. Dies fiihrt zur Akkumulation dieses Tu-
morsuppressors und damit einhergehend zum Abbruch des Zellzyklus. Eine Stérung der
natiirlichen MLF1-Bewegung zwischen dem ZK und dem CP, wie zum Beispiel durch
die NPM-MLF1-Fusion, fiihrt hingegen zu einer Destabilisierung des p53-Proteins und
damit zur Aktivierung des Zellzyklus. So konnen Zellen unkontrolliert proliferieren, wie

es fir transformierte Zellen kennzeichnend ist.

Abgesehen von diesen Studien ist die biologische Aktivitit des MLF1-Proteins un-
bekannt. Hinweise auf seine physiologische Wirkung stammen weitestgehend aus dem

Proteinsequenzvergleich mit bekannten Sequenzmotiven (siehe unten) und der Identi-
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fizierung moglicher Interaktionspartner. Zu diesen gehéren neben der oben genannten
C-terminalen Untereinheit des COP9-Signalosoms (CSN3) (Yoneda-Kato et al., |2005)
das MLF1-Adaptermolekiil (MADM) (Lim et al) 2002) und das MLF1-interagierende
Protein (MLF1IP) (Hanissian et al., 2004, [2005). In weiteren Untersuchungen konn-
ten das MLF1-assoziierte nukleare Protein (Manp) und 14-3-3¢ als Interaktionspartner
identifiziert werden (Lim et al., 2002; Winteringham et al., [2006)).

1.4.2. Aminosduresequenz von MLF1

Die Sequenz des MLF1-Proteins weist keine signifikante Homologie zu bereits charakteri-

sierten Proteinen auf (Yoneda-Kato et al., 2005)). Dennoch konnten durch den Vergleich

der bekannten MLF1-Proteinsequenzen untereinander und mit anderen Proteinen kon-
servierte Bereiche und bekannte Motive identifiziert werden. Abbildung [I.10] zeigt einen
Sequenzvergleich von MLF1-Proteinen aus verschiedenen eukaryotischen Organismen.
Dafiir wurden folgende Sequenzen verwendet: MLF1 Isoform 1 aus H.sapiens (NP _071-
888.1), MLF1 aus P.abelii (NP _001127516.1), MLF1 aus B.taurus (NP _001033247.1),
MLF1 aus R.norvegicus (NP _001101150.1), HLS7 aus M.musculus (AAC17946.1) und
MLF1 Isoform A aus D.melanogaster (NP _523753.1). HLS7 (hemopoietic lineage switch
gene 7) ist die urspriingliche Bezeichnung nach der Funktion des in M.musculus identi-
fizierten MLF1-Proteins (Williams et al., [1999; [Hitzler et al., [1999)).

Homo saplens

Pongo abelii

Bos taurus

Rattus norvegicus

Mus musculus
Drosophila melanogaster
Homo sapiens

Pongo abelii

Bos taurus

Rattus norvegicus

Mus musculus
Drosophila melanogaster
Homo sapiens

Pongo abelii

Bos taurus

Rattus norvegicus

Mus musculus
Drosophila melanogaster
Homo saplens

Pongo abelii

Bos taurus

Ratlus norvegicus

Mus musculus
Drosophila melanogaster

Abbildung 1.10: Sequenzvergleich der bisher gefundenen MLF1-Proteine. Bekannte Sequenzmotive
sind in farbiger Umrandung hervorgehoben; rot: 14-3-3-Bindestelle, blau: NES, gelb und orange: NLS.
Schwarz = 100 % Homologie; dunkelgrau = 80-100 % Homologie; hellgrau = 60-80 % Homologie; weifs
= weniger als 60 % Homologie. Der Sequenzvergleich wurde mit der Software Geneious Pro 4.8.3 (Bio-
matters, Neuseeland) unter Verwendung der Matrix Blosum62 erstellt.

In einigen Organismen wurden mehrere Isoformen des MLF1-Proteins identifiziert. Al-
lerdings handelt es sich dabei in den meisten Fallen um C-terminal verkiirzte Proteine

der MLF1-Tsoform 1. Daher wird an dieser Stelle nicht ndher darauf eingegangen. Zudem
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20 1.4 Die 14-3-3/MLF'1-Wechselwirkung

wurde auch ein MLF2-Protein beschrieben (Kuefer et al.,[1996)). In diesem Protein fehlen
simtliche konservierte oder bekannte und unten ndher beschriebene Sequenzmotive, so-
dass auch auf dieses Protein nicht weiter eingegangen wird. Insgesamt zeigt der Sequenz-
vergleich, dass die MLF1-Proteinsequenz aus D.melanogaster allgemein und bezogen auf
die unten beschriebenen Sequenzmotive am wenigsten konserviert ist und daher dieses
Protein wahrscheinlich anders reguliert wird. Bezogen auf das humane MLF1-Protein
weist das MLF1-Protein aus R.norvegicus einen 15 AS umfassenden Einschub nach AS

65 auf, der in keinem der anderen bekannten MLF1-Proteine vorhanden ist.

Zu den konservierten Sequenzmotiven gehoren zwei Kernimportsequenzen (nuclear lo-
calization sequence, NLS) in den Bereichen der AS 168-174 (gelbe Umrandung) und AS
232-236 (orange Umrandung) bezogen auf das humane MLF1-Protein. Auferdem konnte
in dem murinen MLF1-Protein eine Kernexportsequenz (nuclear export sequence, NES)
identifiziert werden (Winteringham et al., 2006)). Die Funktionalitidt dieser NES konn-
te auch in dem humanen Protein (AS 89-98, blaue Umrandung) nachgewiesen werden
(Yoneda-Kato und Kato, [2008). Diese NES (LERNFQGLSV) ist charakteristisch fiir
NES-Motive mit der Consensus-Sequenz ®Xs5 30X, 3®X P, wobei X jede AS sein kann
und ® eine hydrophobe AS sein muss (Engelsma et al., [2004; Kutay und Giittinger,
2005; Yoneda-Kato und Kato, [2008]).

In eukaryotischen Zellen wird der Kernimport und -export iiber die Erkennungssequen-
zen NLS und NES durch die Ran-GTPase reguliert (Gorlich und Kutay) (1999). Kurze
basische Kernimportsequenzen werden durch Importin o erkannt und iiber dessen Bin-
dung an Importin £ in den ZK transportiert (Dingwall und Laskey| [1991). Dort sorgt die
Bindung von Ran-GTP an Importin § fiir die Freisetzung des transportierten Proteins
(Gorlich et al., 1996). Der Kernexport wird ebenfalls durch die Ran-GTPase reguliert.
Ein Komplex aus Ran-GTP und CRM1/Exportin 1 bindet iiber ein hydrophobe Tasche
die NES eines zu transportierenden Proteins (Fornerod et al., [1997; |Fukuda et al., (1997}
Stade et al.,1997). Im CP wird das transportierte Protein durch Umwandlung von Ran-
GTP in Ran-GDP freigesetzt. Die Umwandlung von Ran-GTP in Ran-GDP wird durch
ein ausschliefllich im CP lokalisiertes Ran-spezifisches G-Protein aktivierendes Protein,
ein sogenanntes Ran-GAP, katalysiert (Stewart, [2007)).

Das Vorhandensein der NLS und NES deutet also darauthin, dass sich das MLF1-
Protein in der Zelle zwischen dem ZK und CP hin- und herbewegt. Diese Erkenntnis
passt gut zu den zuvor beschriebenen zellbiologischen Untersuchungen. Zudem konnte
ein mode I 14-3-3-Bindemotiv identifiziert werden (Hitzler et al.l [1999; Williams et al.,
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1999). Bezogen auf das humane MLF1-Protein lautet es R-S-F-pS-E-P und umfasst die
AS 31-36.

1.4.3. Wechselwirkung von MLF1 mit 14-3-3-Proteinen

Da 14-3-3-Proteine die subzelluldre Lokalisation ihrer Interaktionspartner beeinflussen
konnen (siehe Abschnitt 1.3./ und Abbildung und die subzelluldre Lokalisation des
MLF1-Proteins von grofer Relevanz zu sein scheint (sieche Abschnitt 1.4.1), ist die Un-
tersuchung der MLF1/-14-3-3-Wechselwirkung von besonderer Bedeutung. Die ersten
Hinweise auf eine MLF1/14-3-3-Wechselwirkung konnten iiber ein Hefe-Zwei-Hybrid-
System gewonnen und mittels Co-Immunoprézipitation verifiziert werden (Lim et al.l
2002). Diese Untersuchungen belegten ebenfalls, dass die MLF1/14-3-3-Wechselwirkung
phosphorylierungsabhéngig ist und das S34 des MLF1-Proteins phosphoryliert sein muss,
wobei die verantwortliche Kinase nicht identifiziert werden konnte. Die naheliegenden
Kinasen wie Proteinkinase A (PKA), PKC, Akt und CaMK konnten hingegen ausge-
schlossen werden (Lim et al., 2002).

Eine weiterfithrende zellbiologische Studie zeigte, dass die Lokalisation von murinem
MLF1 in Cos-7-Zellen 14-3-3-abhéngig ist (siehe Abbildung . Dafiir wurde murines
MLF1 als WT oder 14-3-3-Bindemutante (S34A) heterolog in Cos-7-Zellen exprimiert.
Anschlieffend wurde das MLF1-Protein
iiber Immunfirbung mit MLF1-Antiserum
und einem sekundiren, fluoreszenzmar-
kierten anti-IgG-AlexaFluor488/546 Anti-
korper sichtbar gemacht. Mittels konfoka-

ler Fluoreszenzmikroskopie wurde die sub-

zellulire Lokalisation des MLF1-Proteins Abbildung 1.11: 14-3-3-abhingige Lokalisation
von murinem MLF1 in Cos-7-Zellen. Abbildung aus

untersucht. Erwartungsgemaf war dabei [Winteringham et al] (2006)
das WT-MLF1 im CP lokalisiert. Die

14-3-3-Bindemutante MLF1-S34A hingegen war etwa zu gleichen Teilen sowohl im CP
als auch im ZK der Cos-7-Zellen sichtbar.

Obwohl dieser Versuch zusammen mit den Hefe-Zwei-Hybrid- und den Co-Immuno-

prézipitationsversuchen keinen Beweis fiir eine direkte MLF1/14-3-3-Wechselwirkung
lieferte, wurde ein Regulationsmechanismus fiir das MLF1-Protein wie in Abbildung
vorgeschlagen. Demnach bewegt sich das MLF1-Protein zwischen CP und ZK hin
und her. Im CP ist das MADM-Protein dafiir zustindig, eine noch nicht identifizierte

Proteinkinase X zu rekrutieren und die Phosphorylierung des MLF1-Proteins zu initi-
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ieren. Das phosphorylierte MLF1 bindet im CP an 14-3-3-Proteine und wird dadurch

im CP gehalten (Winteringham et all 2006). Wird MLF1 jedoch dephosphoryliert, so

kann es wieder in den ZK translozieren und dort mit Manp interagieren. Moglicherweise
nimmt es dort entweder direkt oder indirekt Einfluss auf die Transkription. MLF1 ist in

der Lage DNS zu binden und hat Einfluss auf Gene, die fiir die Transkriptionsregulati-

on verantwortlich sind (Winteringham et al., [2006). Eine bestimmte Erkennungssequenz

oder Promotorregion konnte bisher jedoch nicht identifiziert werden.

Cytoplasma Zellkern

Serin-
kinase X

Den ersten Beweis fiir eine direkte Wechselwirkung zwischen MLF1 und einem 14-3-3-
Protein konnte die, im Vorfeld dieser Arbeit durch Michael Weyand geloste, Kristall-
struktur des 14-3-3¢/MLF1-Komplexes liefern (siehe Molzan et al| (2012) und Abbil-
dung . Dafiir wurde ein synthetisches MLF1(29_42)pS34-Phosphopeptid mit 14-3-3¢

Abbildung 1.12: Vorgeschlagene Regu-
lation der subzelluldren Lokalisation von
MLF1. Dabei liegt ein Gleichgewicht
zwischen der Bindung von MLF1 an
14-3-3-Proteine im CP und Manp im ZK
vor. Die Proteinkinase, die fiir die Phospho-
rylierung von MLF1 zustindig ist, konnte
bisher nicht identifiziert werden und wird
daher mit ,X* bezeichnet. Abbildung mo-
difiziert nach |Winteringham et al.| (2006).

Abbildung 1.13: Strukturmodell des Komplexes aus 14-3-3¢ und MLF1(29_42ypS34. (A)
Graue Oberflichendarstellung eines 14-3-3e-Monomers mit gebundenem MLF1 (29_40)pS34-
Peptid in magenta als Stabchenmodell gezeigt. (B) Detaillierte Sicht auf die 14-3-3¢-
Bindegrube, die als graues Bandermodell gezeigt ist. Die konservierten 14-3-3-AS, die das
pS34 koordinieren, sind beschriftet und die Wasserstoffbriickenbindungen als schwarz gestri-
chelte Linie angedeutet. Das MLF1-Peptid ist wie in (A) dargestellt und die AS in magenta

beschriftet. PDB ID: 3UAL.

co-kristallisiert und mittels Rontgenstrukturanalyse die 3D-Struktur bestimmt. Die Auf-

16sung betrug 1,8%1 und von dem MLF199_49)pS34-Peptid waren 8 von 14 AS so in der
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Struktur koordiniert, dass diese in der Elektronendichte sichtbar waren. Das 14-3-3¢
weist auch in diesem Komplex seine typische W-férmige Struktur auf und pro Monomer
ist ein MLF1-Peptid gebunden. Dieses liegt in einer elongierten Form vor und wird {iber

die Koordination des pS34 in der Bindegrube orientiert.

1.5. Die 14-3-3/C-RAF-Wechselwirkung
1.5.1. Vorkommen und Isoformen der Serin-/Threoninproteinkinase RAF

C-RAF wurde urspriinglich als V-RAF-Onkogen (rapidly growing fibrosarcomas, RAF)
des murinen Retrovirus 3611-MSV identifiziert und kloniert (Rapp et al., [1983)). Ho-
mologe von C-RAF konnten in D.melanogaster (D-RAF) und C.elegans (lin-45) iden-
tifiziert werden (Marais und Marshall, [1996)). In Vertebraten konnten auferdem die A-
und B-RAF-Isoformen identifiziert werden (Marais und Marshall, [1996)). A-RAF ist mit
68 kDa die kleinste Isoform. B-RAF kann alternativ gespleift werden und liegt daher als
75-100 kDa grokes Protein vor (Barnier ef al.,|1995; Storm et al., [1990), wiahrend C-RAF
eine Grofe von 72-74 kDa aufweist. Die drei Isoformen werden ubiquitdr in allen Gewe-
ben exprimiert, wobei A-RAF vermehrt in urogenitalen Geweben auftritt und B-RAF
in neuronalem Gewerbe stirker exprimiert wird als in anderen Geweben. Deletionsstu-
dien in M&usen konnten zeigen, dass die RAF-Isoformen nicht-redundante Funktionen
in der Entwicklung iibernehmen. Wihrend a-raf~/--Méuse 7-21 Tage nach der Geburt an
neurologischen und gastrointestinalen Defekten sterben (Pritchard et al., [1996), sterben
b-raf~/~- oder c-raf~/~-Embryos bereits in utero (Wojnowski et al. (1997, 1998; [Hiiser
et al., 2001; Mikula et al|, 2001). Dabei zeigen die b-raf~/--Méiuse ein verlangsamtes
Wachstum sowie vaskulire und neuronale Defekte, withrend die c-raf~/--Embryos eine
starke Leberapoptose aufweisen.

Der Proteinsequenzvergleich zeigt, dass die A-, B- und C-RAF-Isoformen konservierte
Regionen aufweisen (siehe Abbildung . Zwei der konservierten Regionen befinden
sich im N-terminalen Bereich des Proteins (conserved region, CR1 und CR2). CR1 ko-
diert fiir die RAS-bindende Domine (RBD, AS 51-131 bezogen auf C-RAF) und eine
cysteinreiche Doméne (CRD, AS 138-184 bezogen auf C-RAF), die beide fiir die Plas-
mamembranrekrutierung der RAF-Kinase notwendig sind. Die CR2 (AS 251-266 bezo-
gen auf C-RAF) beinhaltet eine von drei 14-3-3-Bindestellen. Der dritte konservierte
Bereich befindet sich in der C-terminalen Hélfte des Proteins und kodiert die Kinasedo-
méine (CR3, AS 349-605 bezogen auf C-RAF). Zusétzlich konnten zahlreiche Phospho-

rylierungstellen identifiziert werden, die teilweise konserviert sind. Diese konservierten
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24 1.5 Die 14-3-3/C-RAF-Wechselwirkung

Phosphorylierungstellen sprechen fiir eine &hnliche Regulation der Isoformen, wihrend

nicht konservierte auf isoformspezifische Regulation hindeuten (Wellbrock et al., 2004).

1 606
A-RAF
B-RAF
1 Aktivierungs-
RBD CRD N-Rigion segment
C-RAF

Abbildung 1.14: Strukturvergleich der drei RAF-Isoformen. Die konservierten Regionen
sind farblich hervorgehoben (CR1 gelb, CR2 orange und CR3 rot). CR1 enthélt die RBD und
die CRD. Vor der CR3 liegt die negative-charge regulatory (N)-Region. In der CR3 befindet
sich das Aktivierungssegment. Bekannte Phosphorylierungsstellen sind unter den einzelnen
Isoformen hervorgehoben. D448 in B-RAF stellt eine Phosphomimikry-Mutation des Y341
in C-RAF und Y302 in A-RAF dar. S445 in B-RAF ist im Gegensatz zu S338 in C-RAF
und S299 in A-RAF konstitutiv phosphoryliert. Abbildung modifiziert nach

(2009).

1.5.2. Struktur von RAF-Kinasen

Die 3D-Struktur der RAF-Kinasen konnte bisher nur in Teilen bestimmt werden. Fiir
die C-RAF-Kinase sind mit strukturellen Informationen iiber die RBD (Nassar et al.
1995} [Filchtinski et all [2010), die CRD (Mott et all [1996) und die Kinasedoméne

ivassiliou et al., 2010) die meisten Informationen verfiighar. Uber die B-RAF-Tsoform

gibt es hauptséiichlich Informationen iiber die Kinasedoméne mit verschiedenen gebunde-
nen Inhibitoren (Wan et al., 2004) und iiber die RBD (PDB IDs: 2L05 und 3NY5). Am
wenigsten ist iber die Struktur der A-RAF-Kinase bekannt, von der eine NMR-Struktur
der RBD in der PDB hinterlegt ist (PDB ID: 1WXM).

1.5.3. Physiologische Bedeutung von RAF und die MAPK-Signalkaskaden

Die MAPK-Signalkaskaden (englisch: mitogen-activated protein kinase) regulieren zellu-

lare Prozesse wie Proliferation, Apoptose, Differenzierung, Entwicklung, Zellanhaftung,

Manuela Molzan



1 FEinleitung 25

Stoffwechsel und Genexpression. Eine klassiche MAPK-Signalkaskade besteht aus drei
aufeinander folgenden Phosphorylierungsreaktionen durch eine MAPK-Kinase-Kinase
(MAPKKK), eine MAPK-Kinase (MAPKK) und eine MAPK (siche Abbildung[I.15]A).
MAPK phosphoryliert dann entweder ein nicht-Proteinkinase Substrat oder eine an-
dere MAPK-aktivierte Proteinkinase (MAPKAPK). Die drei bedeutendsten MAPK-
Signalkaskaden in Sdugerzellen sind die JNK-, p38- und RAS-RAF-MEK-ERK-Signal-
wege (Cuevas et al., 2007; |[Johnson und Lapadat, 2002; [Roux und Blenis, 2004; Imajo
et al.l [2006; Cuenda und Rousseaul|, |2007; [Raman et al., |2007; [Weston und Davisl, 2007;
Zhang und Dong, 2007). Im allgemeinen sind MAPK-Signalkaskaden nicht direkt an
einen Rezeptor gekoppelt. Stattdessen werden sogenannte Effektormolekiile benétigt,
die das Signal eines aktivierten Rezeptors auf den jeweiligen Signalweg iibertragen. Die-
se Effektoren vermitteln auch den sogenannten cross-talk, also den Wechsel von einem

Signalweg zu einem anderen (Goldsmith und Dhanasekaran, 2007)).

Im Fall der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalkaskade (siche Abbildung [I.15B) handelt es
sich bei dem auslésenden Stimulus um Cytokine oder Wachstumsfaktoren wie zum Bei-
spiel den epidermal growth factor (EGF). Dieser bindet an eine in der Plasmamembran
lokalisierte Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK) wie zum Beispiel den EGF-Rezeptor (EGFR),
wodurch eine Dimerisierung des Rezeptors und damit einhergehend eine Autophospho-
rylierung auf der cytoplasmatischen Seite ausgelost wird. An den phosphorylierten Re-
zeptor kann nun growth-factor-receptor bound-2 (GRB2) iiber seine phosphatbinden-
de Src-homology 2 (SH2)-Doméne binden. GRB2 wiederum rekrutiert Son-of-sevenless
(SOS), das iiber eine Src-homology 3 (SH3)-Domine an Prolin-reiche Sequenzen des
GRB2-Proteins bindet. SOS ist ein Guaninnukleotidaustauschfaktor (englisch: guanine-
nucleotide exchange factor, GEF) der kleinen GTPase Rat sarcoma (RAS). Durch den
Austausch von GTP fiir GDP wird RAS aktiviert, &ndert seine Konformation und kann
sein Effektormolekiil, die RAF-Kinase, an die Plasmamembran rekrutieren und binden.
Die RAF-Kinase wiederum phosphoryliert die MAPK/ERK Kinase (MEK) und diese
dann die extracellular signal-requlated kinase (ERK). Phosphoryliertes ERK kann in den
ZK translozieren, wo es Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel Elk-1 phosphoryliert.
Dadurch wird die Transkription bestimmter Gene initiiert und so die finale zellulére

Antwort hervorgerufen.

Die Komplexitit des MAPK-Signalwegs wird durch den zuvor erwidhnten cross-talk
erhoht. So kann beispielsweise C-RAF Signale nicht nur iiber den RAS-RAF-MEK-ERK-
Signalweg weiterleiten, sondern hat zum Beispiel iiber die Wechselwirkung mit BCL-2
auch eine anti-apoptotische Wirkung (siehe Abbildung und Wang et al. (1996)).
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MAPKKK

MAPKK

Substrat
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Transkription
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Abbildung 1.15: MAPK-Signalkaskade. (A) Schematischer Aufbau einer MAPK-
Signalkaskade. (B) Schematischer Aufbau der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalkaskade
in der Zelle. Abbildung modifiziert nach |Wellbrock et al.| (2004) und |Gerits et al.|

(2008).

Auch Wechselwirkungen mit dem Transkriptionsfaktor NF-xB (Li und Sedivy, 1993;
mosch et all [1996; Baumann et al), [2000) und den Proteinkinasen ASK1
und MST2 (O’Neill et all, 2004) sind bekannt. Zudem liegen die beteiligten Pro-
teine in mehreren Isoformen vor (Raabe und Rapp), [2002; Wellbrock et al.l |2004). So
gibt es neben den zuvor beschriebenen drei RAF-Isoformen, auch drei RAS-Isoformen
(H-RAS, K-RAS und N-RAS), je zwei Isoformen von MEK (MEK1 und MEK2) und
ERK (ERK1 und ERK2) sowie alternative Spleifprodukte (Gerits et al., 2008)). Diese
Isoformen und ihre Interaktionen sind nicht redundant. So weisen zum Beispiel unter-
schiedliche RAS-Proteine unterschiedliche Affinitdten zu den RBDs der einzelnen RAF-
Proteine auf (Weber el all [2000; Fischer et al., 2007). Genetische Studien an Mausen

konnten auferdem zeigen, dass die Deletion der unterschiedlichen beteiligten Proteine

zu unterschiedlichen Phanotypen fiihrt, wie es bei den RAF-Isoformen beobachtet wurde
(Aouadi et al.l [2006; |Gerits et al., 2007).
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Die Aktivierung der RAF-Kinase ist nicht vollstédndig aufgeklirt (Hekman et al., 2004)).
Als wichtiger Schritt in der RAF-Aktivierung wird die Assoziation der RAF-Kinase mit
Lipiden der Plasmamembran betrachtet (Stokoe et al.,[1994; Hekman et al., 2002), wo die
Wechselwirkung mit aktiviertem RAS
stattfindet. Auch die Dimerisierung der
RAF-Kinasen (siehe Abbildung[1.16), ver-
schiedene Phosphorylierungen und die
Wechselwirkung mit 14-3-3-Proteinen (sie-
he unten) spielen eine Rolle (Hekman
et al., |2004). Die Tatsache, dass die Di-
merisierung in normalen Zellen RAS-ab-
héngig ist und es zur Ausbildung von
Homo- und Hetrodimeren kommen kann,

erhoht die Komplexitdt des RAS-RAF- Abbildung 1.16: Schematische Darstellung des

MEK-ERK-Signalwegs zusitzlich (Luo| Zusammenhangs zwischen B-RAF und C-RAF-He-
terodimerisierung und dem cross talk zwischen dem

et_al, 1996; [Weber et al, 20017 [Wan| gag pAP-MEK-ERK-Signalweg und anderen C-
et all, 2004; |[Garnett et all 2005; [Rus-| RAF-abhingigen Signalwegen. Abbildung aus Gar-

hworth et al., 2006 [Rajakulendran et al. nett ef at] (2005).

2009; Heidorn et al., 20105 |Poulikakos et al.,|2010; Hatzivassiliou et al., 2010). Durch die
Heterodimerisierung von B-RAF und C-RAF kann es zu einem B-RAF-induzierten cross
talk zwischen dem RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg und anderen C-RAF-abhéngigen Si-
gnalwegen kommen (siche Abbildung [1.16).

Die Effizienz des Aktivierungsprozesses und Aufrechterhaltung der Signalisierungs-
genauigkeit wird durch scaffold (englisch: Geriist) Proteine wie kinase suppressor of
RAS (KSR), connector-enhancer of KSR (CNK) und suppressor of RAS mutations-8
(SURS) gewidhrleistet (Morrison, [2001; Morrison und Davis, 2003; [Pouysségur et al.,
2002; Denouel-Galy et al.l 1998; Lanigan et al., [2003; L1 et al., 2000; |Anselmo et al.,
2002; Chong et al., 2003; Dhillon und Kolch, 2002; Raabe und Rappl 2002, 2003)). Die-
se Proteine stabilisieren und koordinieren den Signalkomplex (Wellbrock et al., 2004).
Die Regulation der RAF-Kinase erfolgt zu einem Grofsteil durch Phosphorylierung mit-
tels Kinasen wie PKA oder Akt (Zimmermann und Moelling, |1999; Dhillon und Kolch,
2002; Ory et al., 2003; Raabe und Rapp, 2003) und durch Dephosphorylierung mit-
tels Phosphatasen wie Proteinphosphatase 1 (PP1) und Proteinphosphatase 2A (PP2A)
(Kubicek et al.l 2002; Dhillon et al., 2007) und damit einhergehend iiber die Bindung

an 14-3-3-Proteine, was im néchsten Abschnitt ndher beschrieben wird.
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1.5.4. Wechselwirkung von C-RAF mit 14-3-3-Proteinen

Wie zuvor erwéihnt, konnen 14-3-3-Proteine mit RAF interagieren und diese Kinase
regulieren (Shimizu et al., [1994; [Luo et al., [1995; |Clark et al.l 1997; Tzivion et al.,
1998). Welchen Einfluss die 14-3-3-Bindung hat, ist abhingig von der Bindestelle der
RAF-Kinase. In der C-RAF-Isoform wurden bisher drei 14-3-3-Bindestellen identifiziert.

S233-Bindestelle. Die 14-3-3-Bindestelle um 5233 der C-RAF-Kinase umfasst die AS
231-235 und stellt mit der Sequenz R-Y-pS-T-P ein nicht-Konsensus mode I-Bindemotiv
dar (siehe Tabelle [1] und Abschnitt 1.3.3). Diese Bindestelle konnte bisher nur fiir die
C-RAF-Isoform verifiziert werden (siehe Abbildung[l.14)). Die Phosphorylierung des $233
wird durch cAMP induziert. Die durch cAMP aktivierte PKA erkennt die AS 230-233
als Substrat und phosphoryliert sie spezifisch am S233 (Dumaz et al., 2002). Durch
die Phosphorylierung an S233 kann C-RAF an 14-3-3-Proteine binden. Diese Bindung
ist vermutlich zusammen mit der S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung fiir
die Inaktivierung der C-RAF-Kinase verantwortlich (Dumaz et al. 2002; [Dumaz und
Marais, 2003).

S259-Bindestelle. Die 14-3-3-Bindestelle um 5259 der C-RAF-Kinase umfasst die AS
256-261 und stellt mit der Sequenz R-S-T-pS-T-P ein mode I-Bindemotiv dar (siehe
Tabelle 1| und Abschnitt 1.3.3). Diese Bindestelle ist in allen drei RAF-Isoformen kon-
serviert (siehe Abbildung[l.14)). Dabei entpricht das $259 dem S214 in A-RAF und S364
in B-RAF (Brummer et al., 2006).

Obwohl Ubereinstimmung dariiber herrscht, dass die Bindung von 14-3-3 iiber die
S259-Bindestelle inaktivierend auf die C-RAF-Kinase wirkt (Dhillon und Kolch| 2002;
Dumaz und Marais, 2003), ist noch nicht gekldrt, wie die Wechselwirkung reguliert
wird. Die Proteinkinasen PKA und Akt konnen C-RAF an dieser Stelle phosphorylieren
(Zimmermann und Moelling, [1999; Dumaz et al., 2002 Dhillon et al., 2002; Dumaz und
Marais, [2003). Fiir die Dephosphorylierung sind die Phosphatasen PP1 und PP2A ver-
antwortlich (Dhillon und Kolch, |2002; Kubicek et al.l 2002; Ory et al., |2003; Raabe und
Rapp, 2003} Dhillon et al., 2007)). Dumaz und Marais (2003)) vermuten, dass die 14-3-3-
Wechselwirkung iiber die 5233- und S259-Bindestellen zusammen inaktivierend auf die
C-RAF-Kinase wirkt. Sie schlagen vor, dass es sich bei der S259-vermittelten 14-3-3-
Wechselwirkung um die gatekeeper-AS handelt und S233 in diesem Fall die schwichere
14-3-3-Wechselwirkung vermittelt (siche Abschnitt 1.3.3 und Yaffe (2002)). Dhillon et al.
(2007) hingegen vermuten, dass die S259-vermittelte 14-3-3-Wechselwirkung von C-RAF
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zusammen mit der S621-vermittelten Wechselwirkung auftritt. Da die Wechselwirkung
von S621 eine stiarkere Affinitdt aufweist als die S259-vermittelte, halten sie S621 fiir die
gatekeeper-AS.

S621-Bindestelle. Die C-terminale 14-3-3-Bindestelle um S621 der C-RAF-Kinase um-
fasst die AS 618-622 und stellt mit der Sequenz R-S-A-pS-E-P ein mode I-Bindemotiv dar
(siche Tabelle [Lund Abschnitt 1.3.3). Diese Bindestelle ist in allen drei RAF-Isoformen
hoch konserviert (siche Abbildung [1.14). Dabei entpricht das S621 dem S582 in A-RAF
und S728 in B-RAF.

Welche Kinasen an der Phosphorylierung des S621 beteiligt sind, ist nicht aufgeklart.
Allerdings ist S621 auch das Ziel einer Autophosphorylierung (Mischak et al. [1996;
Thorson et al., |1998; Hekman et al., 2004; Noble et al., [2008). C-RAF liegt in unsti-
mulierten Zellen an S621 phosphoryliert vor (Morrison et all, [1993). Es wurde jedoch
auch gezeigt, dass die Phosphorylierung an S621 durch Aktivierung der Zellen mit EGF
oder NGF' induziert wird (Kubicek et all [2002; [Hekman et al., 2004). Dariiber hin-
aus konnte allerdings auch gezeigt werden, dass eine Inaktivierung der C-RAF-Kinase
durch cAMP-Signalwege die S621-Phosphorylierung induziert, (Mischak et al.l [1996). In
einer weiteren Studie konnte durch Austausch der phosphorylierungsabhidngigen S621-
Bindestelle in eine phosphorylierungsunabhéngige 14-3-3-Bindesequenz gezeigt werden,
dass die 14-3-3-Bindung eine wichtige Rolle spielt und nicht nur die Phosphorylierung
an sich (Light et al.l 2002).

Es ist noch nicht umfassend geklért, ob die S621-vermittelte 14-3-3-Bindung an C-RAF
auf dieses inaktivierend oder aktivierend wirkt (Mischak et al., 1996; [Tzivion et al.,|1998;
Kubicek et al.; 2002; Dhillon und Kolch} [2002; |Chong et al., 2003). Dennoch weisen
aktuelle Untersuchungen eher auf einen aktivierenden Mechanismus hin (Dumaz et al.|
2002; [Hekman et al., 2004; Noble et al., 2008; Dhillon et al., 2009). Noble et al.| (2008))
vermuten, dass die aktivierende Wirkung der S621-vermittelten 14-3-3-Bindung auf die
C-RAF-Kinase durch einen stabilisierenden Effekt hervorgerufen wird und die Kinase so
vor proteosomalem Abbau schiitzt. Zudem wird auch vermutet, dass die S621-vermittelte
14-3-3-Bindung zu einer Heterodimerisierung der B- und C-RAF-Kinasen fiihrt (Weber
et al., |2001; Rushworth et al 2006). Wie zuvor beschrieben wirkt die Dimerisierung der
RAF-Kinasen aktivierend bezogen auf ihre Kinaseaktivitét (siche Abschnitt und
Hekman et al.| (2004]))).
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Regulation der C-RAF-Kinase durch 14-3-3-Proteine. Anhand der bisherigen Un-
tersuchungen zu 14-3-3/C-RAF-Wechselwirkungen haben Matallanas et al.| (2011) die in
Abbildung[I.17]dargestellte Hypothese zur Regulation von C-RAF durch 14-3-3-Proteine
aufgestellt. Demnach liegt C-RAF in unstimulierten Zellen an 5259 und S621 phosphory-
liert vor. Durch die Bindung eines 14-3-3-Dimers an beide Bindestellen gleichzeitig wird
die C-RAF-Kinase in einer ,,geschlossenen” inaktiven Konformation im CP gehalten. Eine
Stimulation etwa durch EGF fiihrt zur Plasmamembranrekrutierung der C-RAF-Kinase
durch RAS. Dort wird S259 durch PP1 oder PP2A dephosphoryliert. Anschliefend kann
die C-RAF-Kinase fiir die Aktivierung an weiteren Stellen phosporyliert werden und
Homo- und Heterodimere ausbilden, die durch 14-3-3-Dimere stabilisiert werden. Aller-
dings lasst diese Hypothese die S233-Bindestelle der C-RAF-Kinase in Bezug auf eine

mogliche Regulation durch 14-3-3-Proteine vollkommen aufer Acht.

unbekannte Kinasen
PAK, CK2, Raf, Src, Jak

inaktiv
ERK
4.
o 33 @ PP5
i ‘:, “dimerisiert” hoch aktiv
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unbekannte Kinasen

Abbildung 1.17: Regulation von C-RAF durch 14-3-3-Proteine. Ak-
tivierende Prozesse sind rot markiert, inaktiverende schwarz und Akti-
vierungszusténde in blau. Proteinphosphatase 5 (PP5) dephosphoryliert
C-RAF an S338. Abbildung modifiziert nach [Matallanas et al.| (2011)).

Noonan- und LEOPARD-Syndrome. Die Bedeutung des RAS-RAF-MEK-ERK-Sig-
nalwegs lasst sich an der Tatsache messen, dass er in ~30% aller humanen Tumore
aktiviert ist (Downward, 2003). Zudem sind auch die Entwicklungstérungen Noonan-

und LEOPARD-Syndrom auf eine gestorte Regulation dieses Signalwegs zuriickzufiih-
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ren. Neben Mutationen in PTPN11 (Tartaglia et al. [2001), SOSI (Roberts et al., 2007}
Tartaglia et al), 2007) und KRAS (Carta et al), [2006; Schubbert et all 2006), kon-
nen auch Mutationen in RAF1, das fiir die C-RAF-Kinase kodiert, zu Noonan- oder
LEOPARD-Syndromen fiihren (Pandit et al.l |2007; Razzaque et al., 2007). Neun von
elf identifizierten Mutationen umgeben die S259-Bindestelle der C-RAF-Kinase (siche

Abbildung [1.18]).

V263A
P260S/P261A/P261L
T260R/T260I

S259F

S257L

R256S

RBD CRD Kinasedoméne

$233 S259 S621

Abbildung 1.18: C-RAF-Mutationen in Noonan- und LEOPARD-Syndromen. Die konservierten Re-
gionen CR1-3 sind in rosa und lila hervorgehoben und die RBD, CRD und Kinasedoméne beschriftet.
Die drei bekannten 14-3-3-Bindestellen sind in lila unter dem Protein beschriftet und Mutationen, die

in Noonan- und LEOPARD-Syndromen vorkommmen, in rot {iber dem Protein. Abbildung modifiziert
nach |Molzan et al.| (2010).

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte die Struktur des Komplexes aus 14-3-3¢ und einem
C-RAF (955-264)PS259-Phosphopeptid durch Micheal Weyand und Benjamin Schumacher
mit einer Aufldsung von 2,4 A gelost werden (siehe Abbildung und B). Das er-

C CRAF-Peptid  Kp | uM
wT TH£12
R2565 30,0 = 12.3
S257L 111,
S259F [TNTTS
T260R 111,
T2601 42,0 £ 14.6
P2618 .
P261L 1.1,
P261LA a6.7 £ 14.3
V263A 6.0 £ 0.3

Abbildung 1.19: Strukturmodell des Komplexes aus 14-3-3¢ und C-RAF (255_264)PS259.(A) Das
14-3-3¢-Dimer ist in braun als Bidndermodell abgebildet und das C-RAF-Peptid in griin als Stabchenmo-
dell. (B) Detaillierte Ansicht der Bindegrube. Das 14-3-3-Protein ist in brauner Oberflichendarstellung
gezeigt und das C-RAF-Peptid wie in (A). Die AS des C-RAF-Peptids sind beschriftet. (C) Ergebnisse
der ITC-Messungen von 14-3-3¢ mit verschiedenen C-RAF-Phosphopeptiden. Abbildung aus

e al] 2010).

haltene Strukturmodell zeigt, dass die AS 256-264 des C-RAF-Proteins an der Wech-
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selwirkung beteiligt sind. Daraus konnte geschlossen werden, dass alle Aminoséduren um
5259, die in Noonan- und LEOPARD-Syndromen mutiert sein konnen (AS 256-263), fiir
die Bindung an 14-3-3-Proteine wichtig sind. Weiterhin konnte Benjamin Schumacher
mittels ITC zeigen, dass die Bindung zwischen 14-3-3 und C-RAF-Phosphopeptiden in
vitro durch diese Mutationen gestort oder sogar verhindert wird (siche Abbildung[L.19C
und Molzan et al.| (2010)).

Zusitzlich konnte Corinna Ottmann ebenfalls im Vorfeld dieser Arbeit zeigen, dass die-
se Mutationen Einfluss auf die Lokalisation eines C-terminal verkiirzten C-RAF-Proteins
in HEK293-Zellen haben. Dafiir wurde C-terminal verkiirztes GFP-C-RAF(1-330) mit
H-RAS heterolog exprimiert (siche Abbildung[I.20]und Molzan et al|(2010)). Wihrend

T260R

Abbildung 1.20: Lokalisation von C-RAF in HEK293-Zellen. (A) Lokalisation von heterolog exprimier-
tem C-terminal verkiirztem C-RAF in HEK293-Zellen im CP. (B) Heterolog exprimiertes C-terminal
verkiirztes C-RAF P261L dagegen ist an der PM und am Golgi lokalisiert. (C) Auch die anderen Mu-
tationen, die in Noonan- und LEOPARD-Syndromen gefunden wurden, verdndern die Lokalisation von
C-RAF. Abbildung aus Molzan et al.| (2010).
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das C-terminal verkiirzte WT-C-RAF im CP lokalisiert ist, sind die Proteine, die die
Noonan- und LEOPARD-Syndrom-Mutationen tragen, an der Plasmamembran (PM)
und am Golgi lokalisiert. Durch diese Mutationen wird also auch in Zellen die Bindung
von C-RAF an 14-3-3-Proteine gestort. Das mutierte C-RAF co-lokalisiert mit H-RAS in
der Zelle, von dem man weifs, dass es an der PM und am Golgi lokalisiert ist (Chiu et al.,
2002; Rocks et al., 2005). H-RAS konkurriert also in Zellen mit 14-3-3-Proteinen um die
Bindung an C-RAF und eine gestorte S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung
sorgt fiir eine verdnderte Lokalisation der C-RAF-Kinase und damit einhergehend fiir
eine Co-Lokalisation mit H-RAS.
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2. Zielsetzung

PPIs lassen sich mit Kleinmolekiilen pharmakologisch modulieren. Im Gegensatz zu den
PPI-Inhibitoren ist die Anzahl der bekannten PPI-Stabilisatoren jedoch vergleichsweise
gering. Wihrend einige PPI-Stabilisatoren als biologische Tool Compounds eingesetzt
werden (Seamon et all [1981; Peyroche et al., [1999), werden nur wenige in der Human-
medizin als Immunsuppressiva oder Krebsmedikamente angewendet (Vézina et al.l, (1975;
Dreyfuss et al., [1976; Kino et al., [1987; Wani et al.l 1971).

Um neue PPI-Stabilisatoren zu identifizieren, muss eine pharmakologisch interessan-
te PPI zunéchst umfassend charakterisiert werden. Es muss gepriift werden, ob eine
Stabilisierung physiologisch sinnvoll und moglich ist, und schlieflich die Suche nach Sta-
bilisatoren durchgefiihrt werden.

In dieser Arbeit sollten die fiir Krebs relevanten 14-3-3-Protein-Wechselwirkungen mit
MLF1 und C-RAF mit biochemischen und strukturbiologischen Methoden charakteri-
siert werden. Es sollte weiterhin zellbiologisch iiberpriift werden, ob eine Stabilisierung
dieser Wechselwirkungen aus physiologischer Sicht sinnvoll ist.

Im Fall der MLF1/14-3-3-Wechselwirkung sollte basierend auf der im Vorfeld die-
ser Arbeit gelosten Rontgenkristallstruktur des Komplexes aus dem MLF1 (99_42)pS34-
Peptid und 14-3-3¢ die Dissoziationskonstante dieser Wechselwirkung und ausgewéhlten
Mutanten der MLF1-Sequenz mittels I'TC untersucht werden. Um der Frage nachzuge-
hen, ob eine Stabilisierung dieser Wechselwirkung sinnvoll ist, sollte in Zellen untersucht
werden, ob die subzelluldre Lokalisation von humanem MLF1 direkt 14-3-3-abhéngig ist,
wie es von Winteringham et al.| (2006]) vorgeschlagen wurde.

Zudem sollte die S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung weiter charakteri-
siert werden. Dalfiir sollte, basierend auf den im Vorfeld dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen, die physiologische Auswirkung von Mutationen um S259, wie sie in
Noonan- und LEOPARD-Syndromen gefunden wurden, untersucht werden. Aufserdem
sollte die S233-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung sowohl biochemisch als auch
zellbiologisch untersucht werden. Es sollte iiberpriift werden, ob C-RAF auch gleichzeitig
iiber S233 und S259 an 14-3-3-Proteine binden kann, und mit welcher Stochiometrie eine
derartige Wechselwirkung gegebenenfalls stattfindet. Weiterhin sollte iiberpriift werden,
ob der bekannte 14-3-3-PPI-Stabilisator FCA die C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung sta-
bilisieren kann und gegebenenfalls nach einem &hnlichen Stabilisator gesucht werden.
Dieser sollte biochemisch und strukturell charakterisiert werden und der Einfluss auf die
aktivierende S621-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerite
Agarosegelkammer MPT fiir molekulare Physiologie (Dortmund)
Analysenwaage CP224S Sartorius (Gottingen)
Analysenwaage ME235P Sartorius (Gottingen)
BioPhotometer Eppendorf (Hamburg)
FPLC-Anlage, Akta-Purifier, GE Healthcare (Freiburg)
Akta-Explorer
Gefrierbehélter, Nalgene (Rochester, USA)
Mr. Frosty Cryo 1°C
Heizblock, Dri-Block DB-2A Techne (Stone, Grossbritannien)
Inkubator, WTC BINDER (Tuttlingen)
ITC-Messgerit, VP-ITC MicroCal (Northampton, MA)
Magnetriithrer, MR 3001 K Heidolph (Schwabach)
MicroFluidizer 1105 Microfluidics Corporation (Newton, USA)
Mikrotiterplatten-Lesegerét, Tecan (Ménnedorf, Schweiz)
Infinite®500
Neubauer-Zahlkammer Marienfeld (Lauda-Kénigshofen)
ND-1000 Spectrophotometer NanoDrop (Wilmington, USA)
PAP-Pen, MazTag" Histo Rockland (Gilbertsville, USA)
pH-Elektrode, Sentix 81 WTW (Weilheim)
pH-Meter, inoLab WTW (Weilheim)
Pipetten Eppendorf (Hamburg)
Pipettierroboter, Phoenix Art Robins Instruments (Sunnyvale, USA)
Rotator, Sb3 Stuart (Stone, Grofsbritannien)
Schiittelinkubator, Innova 4430 ~ New Brunswick (Enfield, USA)
Schiittler, Min-Gyro-Rocker Stuart (Stone, Grofbritannien)
SDS-PAGE Gelkammer Bio-Rad (Miinchen)
SemidryBlot, TTTPWR Amersham (Uppsala, Schweden)

Spannungsgeber, Power Pac 300 Bio-Rad (Miinchen)
Spannungsgeber, Bio-Rad (Miinchen)

Power Pac Basic
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SPR-Gerét, Biacore T100 GE Healthcare (Freiburg)
Thermocycler, T3000 Biometra (Géttingen)
Thermoschiittler, 5436 Eppendorf (Hamburg)
Thermomixer, comfort Eppendorf (Hamburg)
Vortex-Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)
Waage, 44 0-47N KERN (Balingen)
Zentrifuge, Avanti J-25, Beckman Coulter (Krefeld)
Rotor: JA25.50, JA10

Zentrifuge, Avanti J26XP, Beckman Coulter (Krefeld)
Rotor: JIA-8.1000

Zentrifuge, 5415R Eppendorf (Hamburg)
Zentrifuge, 5804R Eppendorf (Hamburg)
Zentrifuge, Mikro 220R Hettich (Tuttlingen)
Zentrifuge, Minispin Eppendorf (Hamburg)

3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Bottletop-Filter Nalgene (Neerijse, Belgium)
Deckgléser, ¥12 mm VWR (Langenfeld)
Dialysekassetten, Thermo Fisher (Bonn)

Slide-A-Lyzer,
MWCO 30.000Da

8-Kammer-Deckglas, Nunc (Langenselbold)
ChamberSlide, 1,0 Borosilikat
Folie, HD Clear", ShurTech Brands (Avon, USA)

Packaging Tape

Mikrotiterplatte, schwarz, Greiner (Kremsmiinster, Osterreich)
384-well, small volume,

medium binding

Mikrotiterplatte, durchsichtig, Corning (New York, USA)

96-well, 3550, sitting drop

Nitrocellulose Transfer Membran, Whatman (Springfield Mill,

PROTRAN Grossbritannien)
Objekttrager, 76/26, geschliffen ~ Diagonal (Miinster)
Pipettenspitzen, 0,1-20 ul BRAND (Wertheim)
Pipettenspitzen, Nerbe Plus (Winsen/Luhe)
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10 g1, 200 ] und 1250 pl

Plastikkiivetten, 1 ml Sarstedt (Niimbrecht)

Platten, 6-well, 24-well BD Biosciences (Heidelberg)

Platten, 24-well, Linbro Jena Bioscience (Jena)
Reaktionsgefiife, Eppendorf (Hamburg)

0,5ml, 1,5ml und 2 ml

Reaktionsgefife, Sartstedt (Niimbrecht)

15ml und 50 ml

Ultrafiltrationsrohrchen, Millipore Corporation (Billerica, USA)

Amicon, MWCO 30.000 Da
Gel-blotting Papier, Whatman”  GE Healthcare (Freiburg)

Zellkulturflaschen, T75 BD Biosciences (Heidelberg)
Zellschaber, 16 cm Sarstedt (Niimbrecht)
Zellkulturschalen, 10 cm BD Biosciences (Heidelberg)

3.1.3. Chemikalien

Die Chemikalien wurden soweit nicht anders aufgefiihrt von einem der folgenden Her-
steller bezogen: Aldrich (Steinheim), Baker (Deventer, Niederlande), Fluka (Neu-Ulm),
Gerbu Biotechnik (Gaiberg), Life Technologies (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen). Eine ausfiihrliche Chemikali-
enliste ist dem Anhang zu entnehmen (siehe [A.2)).

3.1.4. Proteine, Enzyme und Proteasen

Alkalische Phosphatase New England Biolabs (Beverly, USA)
DNase I Roche (Penzberg)

illustra Hot Start Master Mix GE Healthcare (Freiburg)

Pfu DNA Polymerase Agilent (Boblingen)

Pfu HotStart DNA Polymerase  Agilent (Boblingen)

Restriktionsenzyme New England Biolabs (Beverly, USA)
Shrimp Alkalische Phosphatase ~ Fermentas (St. Leon-Rot)

T4 Quick Ligase New England Biolabs (Beverly, USA)
Thrombin Serva (Heidelberg)

TEV Protease MPI fiir molekulare Physiologie (Dortmund)
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3.1

Material

3.1.5. Antibiotika
Ampicillin
Chloramphenicol

Kanamycinsulfat

Tetracyclin

3.1.6. GroRBenstandards

100 bp-DNA-Leiter
1 kbp-DNA-Leiter

PageRuler” Prestained Protein

Ladder
Roti®-Mark 10-150

Gerbu
Gerbu
Gerbu
Gerbu

Gaiberg)
Gaiberg)
Gaiberg)
Gaiberg)

N TN N N

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Roth (Karlsruhe)

3.1.7. FPLC-S3ulen und Sdulenmaterial

Hi-Load “Superdex 75,
16,/60 und 26/60
Ni-Sepharose™6 fast flow

3.1.8. Molekularbiologische Kits

GeneJET"Plasmid Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAGEN Plasmid Midi Kit

3.1.9. Transfektions Kits

Effectene® Transfection Kit
FuGENE® Transfection Reagent

GeneJammer Transfection
Reagent
jetPET

Mammalian Transfection Kit

GE Healthcare (Freiburg)

GE Healthcare (Freiburg)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)
Roche (Penzberg)
Stratagene (La Jolla, USA)

Polyplus-Transfection SA
(Ilkirch, Frankreich)
Stratagene (La Jolla, USA)
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3.1.10. Antikorper

Antikorper Beschreibung Hersteller

anti-p44/42 MAPK Kaninchen monoklonal (4695) Cell Signaling (Boston, USA)

(Erk1/2)(137F5)

anti-Phospho-p44/42  Kaninchen polyklonal (9101) Cell Signaling (Boston, USA)

MAPK  (Erkl/2)

(Thr202/ Tyr204)

anti-GFP (E385) Kaninchen monoklonal (ab32146) Abcam (Cambridge, USA)

anti-Raf-1 (C-12) Kaninchen polyklonal, Alexa647- Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
konjugiert, (sc-133)

anti-rabbit Ziege, AP-konjugiert, (ab67221) Abcam (Cambridge, USA)

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Antikorper.

3.1.11. Peptide

Bezeichnung Sequenz

MLF1(99_49)pS34 WT MIRSF-pS-EPFGRDLL

MLF1 (29_42)pS34 F33A MIRSA-pS-EPFGRDLL

MLF1 (29_42)pS34 E35A MIRSF-pS-APFGRDLL

MLF1 (99_42)pS34 F3TA MIRSF-pS-EPAGRDLL
C-Raf(954-264)PS5259 RQRST-pS-TPNVH
C-Raf(954-264)PS233,pS259 QHRY-pS-TPHAFTFNTSSPSSEGSLS-

QRQRST-pS-TPNVH
FAM-C-Raf(229_64)pS233,p5259 FAM-QHRY-pS-TPHAFTFNTSSPSSE-
GSLSQRQRST-pS-TPNVH

FAM-C-Raf(554_264)pS259 FAM-RQRST-pS-TPNVH
FAM-C-Raf(559 23505233 FAM-QHRY-pS-TPHAF
FAM-C-Raf(55_264)pS259 FAM-SQRQRST-pS-TPNVH
FAM-C-Raf(y57_64)pS259,T260E  FAM-SQRQRST-pS-EPNVH
FAM-C-Raf(g14_g26)pS621 PKINRSA-pS-EPSLH

C-Raf 515 _g25)PS621 RSA-pS-EPSL

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Peptide.

Die Peptide wurden von Biosyntan (Berlin) oder GenScript (Piscataway, USA) syn-
thetisiert, iber HPLC aufgereinigt und iiber Massenspektrometrie analysiert. Sie lagen

als lyophilisiertes TFA-Salz mit einer Reinheit von >95 % vor.
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3.1.12. Medien fiir die Kultivierung von E.coli

Die Medien wurden mit ddH,O hergestellt und bei 121°C und 2,1 bar autoklaviert. Da-
nach wurden die entsprechenden Antibiotika in der angegebenen Konzentration dazu
gegeben (siehe Tabelle . Die Lagerung der Medien erfolgte bei 4°C.

LB-Fliissigmedium

LB-Agarplatten

TB-Fliissigmedium

SOB-Fliissigmedium

SOC-Fliissigmedium

10 g x 1! Bacto-Trypton
10gx1-! NaCl

5gx1-! Hefeextrakt

pH 7,2 mit NaOH

10 g x 1=1 Bacto-Trypton
10gx1-! NaCl

5gx1-! Hefeextrakt

16 g x 1! Bacto-Agar
pH 7,2 mit NaOH

12 g x 171 Bacto Trypton
24 g x 1= Hefeextrakt
0,4% (v/v) Glycerin
2,31 g x ! KH,PO,
12,54 g x 171 KoHPO,
pH 7,2 mit NaOH

5 g x1-! Hefeextrakt
20 g x 17! Trypton
10mM NaCl
2,5mM KCl

10mM MgCl,
10mM MgSOy4

pH 6,8 -7,0

SOB-Medium
20mM Glucose
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Antibiotikum

Konzentration (mg x 17! Medium)

Ampicillin

Chloramphenicol

Kanamycin
Tetracyclin

100
34
30

12,5

Tabelle 4: Antibiotikakonzentrationen.

3.1.13. Puffer und Lésungen

Alle Puffer wurden mit ddH,O hergestellt.

Anodenpuffer

Biacore-Puffer

Blocking-Puffer

Dialysepuffer

DNS-Probenpuffer (5x)

E.coli-Lysepuffer

200 mM Tris

10mM HEPES
150 mM NaCl
2mM MgCl,
0,05 % Tween20
pH7.,5

5% (w/v) Milchpulver in TBS-T

25 mM HEPES
100 mM NaCl

2 mM MgCl,
4mM 2-ME

pH 7,5 mit NaOH

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol FF
30% (v/v) Glycerin

50 mM Tris pH 8,0
300 mM NaCl

5% (v/v) Glycerin
10 mM Imidazol
2mM 2-ME

1 mM PMSF
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Elutionspuffer

Gel-Entfarbelosung

Gel-Farbelosung

Gelpuffer

HBS-T-Puffer

ITC-Puffer 6,5

ITC-Puffer 7,5

Kathodenpuffer

50mM Tris pHS8,0
300 mM NaCl

5% (v/v) Glycerin
250 mM Imidazol
2mM 2-ME

20% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigsaure

40 % (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigsiure

1gx17! Coomassie Brillant Blau R250
1gx17! Coomassie Brillant Blau G250

3M Tris
3gx17!t SDS
pH 8,45 mit HCI

10 mM HEPES

150 mM NaCl

pH7,4

0,1% (v/v) Tween-20 (frisch dazu)
0,1% (w/v) BSA (frisch dazu)

20 mM MES
2 mM MgCls
pH 6,5 mit NaOH

20 mM MES
2 mM MgCls
pH 7,5 mit NaOH

100 mM Tris HCI (pH 8,25)
100 mM Tricin
0,1% (w/v) SDS
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Komplexierungspuffer

Lysepuffer

PBS

Proteinprobenpuffer (5x)

Quench-Puffer

TAE (50x)

20 mM HEPES
2mM MgCl,
2mM 2-ME
pH7.,5

25 mM Tris pH 8,0
2mM EDTA

10% (v/v) Glycerin
1% (v/v) TritonX-100
0,1% (v/v) SDS
0,5mM TCEP
Lagerung bei 4°C

137mM NaCl
2,7mM KCI1
10mM NasHPOy4
2mM KHsPOy
pH 7,4

0,25 M Tris-HCI pH 8,0

25% (v/v) Glycerin

7,5% (w/v) SDS

0,25 mg x ml~! Bromphenolblau
7.5% (v/v) 2-ME

50 mM Tris pH 8,0
100 mM NaCl

2M Tris

1M Essigsdure
50mM EDTA
pH 8.3
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TB-Puffer

TBS

TBS-T

Towbinpuffer

Waschpuffer

10mM Pipes oder HEPES
15 mM CaCl,

250 mM KCl

pH 6,7 mit KOH

55 mM MnCl,
sterilfiltrieren

Lagerung bei 4°C

65 mM Tris
150 mM NaCl
1mM MgCl,
pH 7.4

TBS
0,2% (v/v) Tween20

25 mM Tris
192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

50 mM Tris pH 8,0
500 mM NaCl

5% (v/v) Glycerin
25 mM Imidazol
2mM 2-ME

Manuela Molzan



3 Material und Methoden 45
3.1.14. Bakterienstimme

Bezeichnung Genotyp Hersteller

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL B F~ ompT, hsdS (rgmp), dem®™ Stratagene
Tet” gal A(DE3), endA Hte [argU ileY (LaJolla, USA)
leuW Cam’|

DH5« F~, endA, hsdR17 (r,m}), supE44, Invitrogen
thi-1, recAl, gyrA96, relAl, s80dlacZ (Karlsruhe)

M15

Rosetta(DE3)pLysS F1- ompT hsdS (rzmp) gal dem Novagen (Madi-
(DE3) pLysSRARE® (Cam") son, USA)

SCS110 rpsL, (Str"), thr, leu, endA, thi-1, Stratagene
lacY, galK, galT, ara, tonA, tsx, (LaJolla, USA)
dam, dem, supE44, A(lac-proAB) [F~
traD36 proAB lacl?ZAM15|.

XL10 Gold Tet” A(mcrA)183 A(mcrCB-hsd-  Stratagene
SMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 (LaJolla, USA)
recAl gyrA96 relAl lac Hte [F~
proAB lacl9ZAM15 Tnl0 (Tet”)

Amy Cam”|
Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstdmme.
3.1.15. Sdugerzelllinien

Bezeichnung Organismus Gewebe/Morphologie Bezugsquelle

HEK293 H.sapiens Nierenepithelzellen, transformiert MPI fiir molekulare

mit Adenovirus 5-DNS Physiologie

HEK293T H.sapiens Nierenepithelzellen, transformiert MPI fiir molekulare

mit  Adenovirus 5-DNS,  stabil Physiologie
transfiziert mit dem SV40 Large
T-Antigen (TAg)

Cos-7 C.aethiops  Nierenfibroblasten,  transformiert MPI fiir molekulare

mit SV40 Physiologie

K-562 H.sapiens Knochenmark, Lymphoblasten Cell Lines Service

(Eppelheim)
Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Saugerzelllinien.
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3.1.16. Plasmide

Fiir die heterologe Expression der humanen 14-3-3-Proteine in F.coli wurde der Vektor
pProEXHTD eingesetzt (siehe Abbildungim Anhang). Fiir die heterologe Expression
humaner Proteine in Siugerzellen wurden verschiedene Vektoren verwendet (siehe Ta-
belle [7lund Abbildung im Anhang). Die in dieser Arbeit mit molekularbiologischen
Methoden erstellten Konstrukte sind der Tabelle [17]im Anhang zu entnehmen.

Bezeichnung Expression in  Bezugsquelle

pProEXHTb E.coli Invitrogen (Karlsruhe)
pEGFP-C1 Sdaugerzellen  Clontech (Mountain View, USA)
pEGFP-N1 Sdugerzellen  Clontech (Mountain View, USA)
pmCherry-C1 Sdaugerzellen  Clontech (Mountain View, USA)
pOPINE(c)Cherry Siugerzellen  DPF (Dortmund)

pCMV-HA Saugerzellen  Corinna Ottmann

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Leervektoren.

3.1.17. Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von FEurofins MWG Operon synthetisiert und mittels der
HPSF()-Methode aufgereinigt. Eine ausfiihrliche Liste der verwendeten Oligonukleotide
ist dem Anhang zu entnehmen (Tabelle [1§)).

3.2. Molekularbiologische Methoden
3.2.1. PCR

Um ein Gen oder einen Teil eines Gens zu vervielfiltigen wurde eine Polymeraseketten-
reaktion (polymerase chain reaction, PCR) durchgefiithrt (Mullis und Faloona, [1987)).
Vor der Kettenreaktion findet eine Denaturierung der doppelstrangigen Matrizen-DNS
statt, sodass sie anschliefsend einzelstringig vorliegt. Hierfiir wird die Temperatur auf
95°C erhoht.

Jeder Zyklus der PCR besteht aus drei Schritten mit unterschiedlichen Funktionen.
Zuerst findet eine kurze Denaturierung bei 95°Cstatt (meist 30s). Als néchstes findet,
bei abgesenkter Temperatur (50-60°C) die Anlagerung der Oligonukleotide an die einzel-
strangige DNS statt. Wéahrend der Elongation kann eine hitzestabile DNS-Polymerase
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bei der fiir sie optimalen Temperatur (65-72°C) die DNS in 5°-3’ Richtung vom Oligo-
nukleotid aus synthetisieren. Die oben beschriebenen Schritte werden mehrmals hinter-
einander durchgefiihrt (25-40 mal). So kann eine exponentielle Vervielfiltigung der DNS
erreicht werden. Der in dieser Arbeit verwendete ,jillustra Hot Start Master Mix“ beinhal-
tet neben dem notwendigen Puffer und Desoxyribonukleotidtriphosphaten (ANTPs) eine
Taq DNS-Polymerase, die aus dem thermophilen Mikroorganismus Thermus aquaticus
stammt. Diese Polymerase hat ein Temperatur-Optimum von 72°C.

Der in dieser Arbeit verwendete Reaktionsansatz, wurde wie folgt hergestellt:

Oligonukleotid 5’ (100 uM) 1l
Oligonukleotid 3’ (100 uM) 1l
Matrizen-DNS (100-300ng x pl=t) 1l
ddH,O 22 pl
illustra Hot Start Master Mix 25 pl

Die PCR wurde in einem Thermocycler mit folgendem Programm durchgefiihrt:

94°C  2:00 min

94°C  1:00 min

55°C  1:00 min 30 Zyklen
72°C  2:30 min

72°C  10:00 min

4°C  Pause

3.2.2. Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung und Analyse von biologischen Makromo-
lekiilen nach ihrer Grofe. In einem Agarose-Gel, das an eine Stromquelle angeschlossen
ist, wandern die negativ geladenen DNS-Molekiile zur Anode. Die Porengrofe des Gels
ist abhiingig von der Agarose-Konzentration. Groke Molekiile wandern bei gleicher Span-
nung langsamer durch das Gel als kleine, da sie auf einen groferen Widerstand treffen.
Auf diese Weise kénnen gleich geladene Molekiile anhand ihrer Grofe aufgetrennt wer-
den.

In dieser Arbeit wurden 1 %ige (w/v) Agarosegele verwendet. Dafiir wurde die Agarose
in TAE-Puffer aufgekocht, 1:10000 mit SYBR®Safe DNA Gel Stain versetzt und
anschliefsend in die enstprechende Gelkammer gegossen. Die ausgehérteten Gele waren

ungefdhr 0,5 cm hoch und 5 cm lang.
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Die zu untersuchenden PCR-Produkte wurden 1:5 mit DNS-Probenpuffer (3.1.13)
gemischt und der komplette Ansatz auf das Gel aufgetragen. Als Grofenstandard dienten
10 pl einer 100 bp- oder 1 kbp-DNA-Leiter. Die Auftrennung wurde bei einer Spannung
von 100V durchgefiihrt. Anschlieffend wurde das Gel unter UV-Licht analysiert und die

gewiinschte Bande ausgeschnitten.

3.2.3. Aufreinigung von DNS aus einem Agarosegel

Zur Aufreinigung der DNS-Molekiile aus dem Agarosegel wurde das ,,QIAquick Gel Ex-
traction Kit“ modifiziert verwendet. Die ausgeschnittene DNS-Bande wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefifs gegeben und dieses mit Puffer QG aufgefiillt. Zur Auflésung des Gels
wurde diese Mischung in einem Thermoschiittler bei 50°C fiir 5 min unter Schiitteln in-
kubiert. 750 ul dieser Losung wurden auf eine QIAquick spin-Saule aufgetragen, die in
ein 2 ml Reaktionsgefafs gestellt wurde. Die Sdule wurde mit 12000 g 1 min zentrifugiert
und der Durchfluss verworfen. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt, bis die komplette
Losung auf die Sdule aufgetragen war. Anschlieftend wurde die Sdule zweimal mit 500 pl
Puffer PE gewaschen und jeweils 45 Sekunden (s) bei 12000 g zentrifugiert. Nach dem
Trocknen der Sdule mit 12000 g fiir 2 min wurde die DNS mit 30 ul Puffer EB eluiert.

3.2.4. Restriktionsverdau

Jeweils ein pg der aufgereinigten DNS beziehungsweise Plasmid-DNS wurden mit 20 U
Restriktionsenzym in einem Reaktionsvolumen von 50 ul 12-16 Stunden bei 37°C ver-
daut. Hierbei wurden die vom Hersteller empfohlenen Puffer und Puffermengen ein-
gesetzt. Wann immer moglich wurde ein Doppelverdau durchgefiihrt. War dies nicht
moglich, so wurde die DNS nach dem ersten Verdau aufgereinigt und dann der
zweite Verdau durchgefiihrt. Plasmid-DNS wurde zusétzlich nach dem Restriktionsver-
dau mit Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP) oder Alkalischer Phosphatase (AP) am
5’-Ende dephosphoryliert. Dazu wurden zu dem Reaktionsansatz nach dem Restriktions-
verdau 2 ul AP oder SAP hinzu gegeben und 30 min bei 37°C im PCR-Block inkubiert.
Anschliefsend wurde die SAP 15 min bei 65°C inaktiviert.

Die restringierten Proben wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese und Gelex-

traktion (3.2.3)) aufgereinigt.
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3.2.5. Ligation

Die restringierten und aufgereinigten DNS-Molekiile wurden mittels Quick T4 DNA
Ligase in ebenfalls restringierte und aufgereinigte Plasmid-DNS ligiert. Hierfiir wurde
das ,Quick Ligation™ Kit“ verwendet. Die Ligation erfolgte nach Herstellerempfehlung
mit 50 ng Plasmid-DNS in einem molaren Verhiltnis von 1:3 oder 1:6 zu aufgereinigtem
DNS-Molekiil.

3.2.6. Transformation chemisch kompetenter E.coli

Kompetente E.coli DH5« oder XL10 Gold wurden jeweils mit 3 ul des Ligations-
ansatzes transformiert.

Die DNS wurde zu 50 ul chemisch kompetenten FE.coli Zellen gegeben und die Sus-
pension 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte 1 min bei 42°C. Anschliefsend
wurden die Zellen nochmals 2min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von
1ml SOC-Medium und eine Inkubation von einer Stunde bei 37°C und 450 upm in ei-
nem Thermoschiittler. Die Suspension wurde anschliefsend 1 min bei 12000 g zentrifugiert
und das erhaltene Zellsediment auf LB-Agar-Platten, die mit dem entsprechenden An-

tibiotikum versetzt waren, ausgestrichen. Die LB-Agar-Platten wurden 12-16 Stunden
bei 37°C inkubiert.

3.2.7. Isolierung von Plasmid-DNS

Die Isolierung von Plasmid-DNS erfolgte aus Einzelkolonien. Dazu wurden 4ml LB-
Medium mit entsprechendem Antibiotikum mit einer Einzelkolonie von einer LB-Agar-
platte angeimpft. Die Zellsuspension wurde mindestens sechs Stunden bei 37°C und 140-
170 upm in einem Schiittelinkubator kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen durch
Zentrifugation fiir 1 min bei 12000 g geerntet. Die Plasmid-DNS wurde mittels des ,Gene-
JET"Plasmid Miniprep Kits“ isoliert, welches auf dem Prinzip der alkalischen Lyse be-
ruht (Birnboim und Doly}, [1979). Dabei wurde nach Herstellerempfehlung vorgegangen.
Die DNS wurde mit 40 ul EB-Puffer eluiert.

Fiir hohere DNS-Ausbeuten und -Konzentrationen wurde das ,QIAGEN Plasmid Midi
Kit* verwendet. Hierfiir wurden 100 ml LB-Medium mit Antibiotikum mit einer Einzel-
kolonie angeimpft und 12-16 Stunden bei 37°C und 140-170 upm in einem Schiittelinku-
bator kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fiir 10 min bei 3800 g geerntet.

Auch hier wurde nach Herstellerempfehlung vorgegangen.
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3.2.8. Konzentrationsbestimmung doppelstrangiger DNS

Die aromatischen Ringsysteme der Nukleotidbasen absorbieren UV-Licht bei einer Wel-
lenlédnge von 260 nm. Unter Anwendung des Lambert-Beer’schen Gesetzes lésst sich somit

spektroskopisch die DNS-Konzentration einer Lésung bestimmen.
Asgonm = E'x 1 xc (1)

(Asgonm = Absorption bei 260 nm, E = molarer Extinktionskoeffizient (M~! x cm™1), 1 =
Weglidnge (cm),c = DNS-Konzentration (M)).

Der durchschnittliche Extinktionskoeffizient fiir doppelstrangige DNS hat den Wert E
= 0,020 (ug x ml~')~! x cm~!. Damit kann man die Konzentration mit der Faustregel
abschétzen, dass eine Losung mit einer DNS-Konzentration von 50ug x ml~! einen Wert
von Asgonm = 1 hat.

Zur Uberpriifung der Reinheit der Probe lassen sich durch Messung der Absorption
bei 230 und 280 nm die Quotienten 260/230 und 260,280 bilden. Der Quotient 260,230
gibt an, ob die Probe mit Salzen oder organischen Substanzen verunreinigt ist, und sollte
nicht groker als 2 sein. Der Quotient 260/280 dagegen dient als Hinweis fiir eine mégliche
Verunreinigung mit Proteinen. Er sollte zwischen 1,7 und 1,9 liegen.

Zur Bestimmung der DNS-Konzentration wurde das NanoDrop-UV-Spektroskop be-
nutzt. Die Absorption von 1yl DNS-Losung wurde gegen 1 ul ddH,0 gemessen. Aufer-
dem wurden die Quotienten 260/230 und 260/280 bestimmt.

3.2.9. Sequenzierung von Plasmid-DNS

Zur Uberpriifung der Sequenz der isolierten DNS wurden Einzelklone mittels Sequen-
zierung analysiert (Sanger et al., [1977). Dabei handelt es sich um eine PCR, bei der
Desoxy- und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide zuféllig in den neuen DNS-Strang
eingebaut werden. Der Einbau eines Didesoxynukleotids fiihrt zu einem Kettenabbruch,
da das fiir die weitere Synthese benotigte 3’-OH nicht vorhanden ist. Dies erzeugt DNS-
Strange unterschiedlicher Liange, die an ihrem 3’-OH-Ende je nach eingebautem Nukleo-
tid unterschiedlich fluoreszenzmarkiert sind. Die Auftrennung dieser Kettenabbruchpro-
dukte erfolgt mittels Kapillarelektrophorese. Ein Laser regt die fluoreszenzmarkierten
DNS-Fragmente an und die unterschiedlichen Signale werden von einem Detektor auf-
genommen. Die Abfolge der detektierten Signale gibt die DNS-Sequenz wieder.

Hierfiir wurde die isolierte DNS mittels des ,ABI PRISM®Big Dye" Terminator Cy-
cle Sequencing Ready Reaction Kits“ analysiert (Perkin Elmer, Uberlingen). Dieses Kit
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beinhaltet eine AmpliTaq® Polymerase FS, eine Variante der Thermus aquaticus Po-
lymerase, die zusétzlich eine Punktmutation aufweist, die die Fahigkeit der Polymerase
verringert zwischen Desoxynukleotiden und Didesoxynukleotiden zu unterscheiden. Eine
weitere Punktmutation hebt die intrinsische 5’— 3’-Nukleaseaktivitiat der Polymerase
auf. Des weiteren beinhaltet das Kit die Desoxynukleotide dATP, dCTP, dITP und
dUTP sowie die entsprechenden fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide.

Es wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

Oligonukleotid (5’ oder 3’, (5 uM)) 1l
isolierte DNS 250-350 ng
Terminator-Mix 3l
ddH,0O ad 20 pl

Mit dem Reaktionsansatz wurde folgendes PCR-Programm durchgefiihrt:

96°C 30 s
96°C 30 s
50°C 15 25 Zyklen
60°C 4 min
4°C  Pause

Um die erhaltenen PCR-Produkte ethanolisch zu fillen (Eickbush und Moudrianakis,
1978)) wurden 2 ul 125 mM EDTA (pH=8), 2 ul 3 M Na-Acetat und 55 pl 100 %iges Etha-
nol zum Reaktionsansatz gegeben. Die Probe wurde gut gemischt und 10 min bei Raum-
temperatur (RT) inkubiert. Anschliefend wurde 20 min bei 12000 g zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Zum Waschen des Sediments wurden 75 ul 75 %iges Ethanol
hinzugegeben und nochmals 10 min bei 12000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde er-
neut verworfen und die DNS an der Luft getrocknet. Die Sequenzanalyse erfolgte, wie
oben beschrieben, am MPT fiir molekulare Physiologie in Dortmund mittels eines 3130x1
Genetic Analyzers (Applied Biosystems Foster City, USA).

Die erhaltenen DNS-Sequenzen wurden mit Hilfe der Software ClustalW Software
ausgewertet (Larkin et al., 2007; Goujon et al., [2010)

3.2.10. Zielgerichtete Mutagenese

In dieser Arbeit wurde die QuickChange®-Methode angewendet, um eine spezifische
Mutation in ein Plasmid einzubringen.
Bei dieser PCR wurden in dieser Arbeit Oligonukleotide verwendet, die den Austausch

von 1-3 Basen beinhalten, was bei der Proteinbiosynthese zum Austausch einer einzelnen
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AS fiihrt. In diesem Fall wird sowohl ein 5’- als auch ein 3’-Oligonukleotid bend&tigt.
Wiéhrend der PCR lagern sich beide an die Zielsequenz des Plasmids an und die DNS
wird von beiden Oligonukleotiden ausgehend synthetisiert. Auf diese Weise wird das
vollstandige Plasmid wahrend der PCR amplifiziert.

Im Gegensatz zu der eingesetzten Plasmid-DNS, die aus E.coli isoliert wurde und
daher methyliert vorliegt, ist die wahrend der PCR synthetisierte DNS nicht methy-
liert. Diese Tatsache kann man sich zu Nutze machen, um die eingesetzte Plasmid-DNS-
Matrize aus dem Reaktionsansatz zu entfernen. Das Restriktionsenzym Dpnl verdaut
spezifisch methylierte DNS an der Erkennungssequenz 5’-GAmTC-3’, wobei das Adeno-
sin (A) methyliert (Am) ist.

Es wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

Oligonukleotid 5’ 125ng
Oligonukleotid 3’ 125ng
Plasmid-DNS 50-100 ng

dNTPs 1pl
Pfu-Puffer (10x) 5 pl
Pfu-Polymerase 2,5U
ddH,0O ad 50 ul

Mit dem Reaktionsansatz wurde folgendes PCR-~-Programm durchgefiihrt:

95°C 2:00 min

95°C 1:00 min

55°C 1:00 min 30 Zyklen

72°C 2:00 min/kb

72°C 20 min

4°C Pause
Anschliefiend wurden 1.5 pl (30 U) Dpnl zum Ansatz gegeben und zwei Stunden bei 37°C
inkubiert. Mit 3 pul dieser Losung wurden 50 pul kompetenter E.coli transformiert ([3.2.6).

Sowohl die Isolierung als auch die Sequenzierung der Plasmid-DNS erfolgten wie jeweils
unter B.2.7 und B.2.9] beschrieben.

3.3. Mikrobiologische Methoden

3.3.1. Kultivierung von E.coli

E.coli wurden auf LB-Agar, in LB- oder in TB-Fliissigmedium bei 37°C 6-16 Stunden
kultiviert. Fliissigkulturen wurden zudem bei 140-160 upm geschiittelt.
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3.3.2. Bestimmung der Zelldichte von E.coli

Die Zelldichte von E.coli wird {iber die optische Dichte (OD) bei 600 nm bestimmt. Dabei
gilt als Naherung, dass 1x10° E.coli-Zellen eine ODgoq = 1 aufweisen.

1ml einer FE.coli-Kultur wurden in einer Plastikkiivette mit 1 cm Durchmesser in einem
BioPhotometer (Eppendorf) gegen 1 ml Medium gemessen. War der gemessene ODggo-

Wert grofer als 1,0, wurde die Probe so weit verdiinnt, dass der ODggo-Wert zwischen
0,1 und 0,9 lag.

3.3.3. Herstellung chemisch kompetenter E.coli

Damit F.coli Zellen mit Plasmid-DNS durch einen Hitzeschock transformiert werden
konnen ([3.2.6)), miissen die Zellen zunéchst chemisch kompetent gemacht werden. Zur
Herrstellung chemisch kompetenter E.coli wurde ein Protokoll von [Inoue et al.| (1990)
angewendet. Jeweils 100 ul chemisch kompetenter Zellsuspension wurden in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

3.3.4. Lagerung transformierter E.coli

Um transformierte E.coli iiber einen ldngeren Zeitraum zu lagern, wurden 0,5 ml einer
LB- oder TB-Fliissigkultur mit 0,5ml Glycerin gemischt und bei -80°C gelagert.

3.4. Zellbiologische Methoden

3.4.1. Kultivierung von Sdugerzellen

HEK293-, HEK293T- und Cos-7-Zelllinien. Die humanen Zelllinien HEK293 und
HEK293T unterscheiden sich dadurch, dass die HEK293T-Zelllinie zusédtzlich mit dem
SV40 Large T Antigen stabil transfiziert ist. Dies ermdoglicht die episomale (also nicht
chromosomale) Replikation von transfizierten Plasmiden und eine verléngerte Expression
der entsprechenden Genprodukte. Da die beiden Zelllinien abgesehen davon identisch
sind, konnen sie unter den gleichen Bedingungen kultiviert werden. Auch die Cos-7-
Zelllinie wurde unter den gleichen Bedingungen kultiviert.

Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen bei 37°C und 5 % COs in 10 cm-Schalen
in DMEM kultiviert, das mit 4,5 g x 17! Glucose, 584 mg x 1! L-Glutamin und 110 mg x 1!
Na-Pyruvat angereichert war und jeweils frisch mit 10% (v/v) fotalem Kélberserum
(englisch: fetal calf serum, FCS), 2mM L-Glutamin, 100 U Penicillin und 0,1 mg x m1-!

Streptomycin versetzt wurde.

Dissertation



54 3.4 Zellbiologische Methoden

Zur Passagierung wurden die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und anschliefsend mit
1ml 0,05% (v/v) Trypsin-EDTA von der Oberfldche gelost. Die gelosten Zellen wurden
zusammen mit 4ml DMEM 3 min bei 110g zentrifugiert, anschliefend in 5-6 ml PBS
resuspendiert und die Zellzahl bestimmt ([3.4.2). Fiir die Kultivierung wurden 5x10°
oder 1x106 Zellen in 10ml frischem Medium ausgesidt und bis zur nichsten Passage

3-4 Tage kultiviert. Die Zellen wurden bis Passagenzahl 30 verwendet.

K-562-Zellen. K-562-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO4 in T75-Flaschen unter ste-
rilen Bedingungen in RPMI 1640-Medium kultiviert, das mit 2mM L-Glutamin ange-
reichert war und jeweils frisch mit 10% (v/v) FCS, 2mM L-Glutamin, 10 U Penicillin
und 0,1 mg x ml~! Streptomycin versetzt wurde.

Zur Subkultivierung wurden die Zellen zunichst gezéhlt ([3.4.2). Da es sich um Sus-
pensionszellen handelt, war keine Ablésung notwendig. Lag die Zellzahl héher als 1x106
Zellen pro ml (Z xml™!), wurde die gesamte Kultur 3min bei 110 g zentrifugiert. Die
Zellen wurden in 5 ml PBS resuspendiert und 1x10°% Z x ml~! als neue Kultur in Medium
wie oben beschrieben ausgesidt und bis zur nidchsten Passage 3-4 Tage kultiviert. Die

Zellen wurden bis Passagenzahl 30 verwendet.

3.4.2. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Kammer verwendet (sieche Abbildung
3.1). Die Tiefe der Neubauer-Kammer betrdgt 0,1 mm und besteht aus neun grofsen
Quadraten mit einer Seitenldnge von 0,2 mm. Daraus ergibt sich pro Quadrat ein Fliche
von 0,04 mm?, was bei der angegebenen Tiefe einem Volumen von 0,004 pl entspricht. Es
wurden jeweils die vier Eckquadrate, die aus 16 Einzelquadraten bestehen, ausgezihlt
und der Mittelwert berechnet. Um die Zellzahl pro ul zu berechnen, wurde die erhaltene
Zahl mit 104 multipliziert.

3.4.3. Lagerung von Sdugerzellen

Um Saugerzellen langfristig zu lagern, wurden die Zellen wie unter beschrieben von
der Kulturschale gelost. Nach der Zentrifugation wurden die Zellen jedoch nicht in PBS
sondern in 5 ml frischem Medium resuspendiert, das wie unter beschrieben angerei-
chert und zusétzlich mit 10 % DMSO versetzt war. Jeweils 1 ml wurde in Kryoréhrchen
iiberfiihrt und dieses zunéchst drei Tage bei -80°C in einem mit Isopropanol gefiillten
Gefrierbehilter inkubiert. Nach drei Tagen erfolgte die Uberfiihrung in einen Behélter
mit fliisssigem Stickstoff.
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| Abbildung 3.1: Schematische Dar-
i | stellung einer Neubauer-Z&hlkam-
|

mer. Das Zahlnetz einer Neubauer-
:|_ L | | | Zahlkammer ist in neun grofe Qua-
fgae————- drate mit einer Seitenlinge von
0,2 mm aufgeteilt (rote Umrandung).
Daraus ergibt sich eine Fliche von
i i 0,04 mm?. Die grofen Quadrate sind
i zur besseren Ubersicht in 16 kleine
(LT Quadrate aufgeteilt (griine Umran-
(1] dung). Abbildung modifiziert nach
(I LO-Laboroptik| (2012).

H

i [ EE: 1

Aus dem fliissigen Stickstoff wurden die Zellen wieder in Kultur genommen, indem
sie zunédchst im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und direkt nach dem Auftauen in 9ml
frischem Medium resuspendiert wurden. Anschlieftend wurden sie 3 min bei 110 g zentri-
fugiert, in 10 ml frischem Medium resuspendiert und in in einer 10 cm-Schale wie unter
B.4.1] beschrieben kultiviert.

3.4.4. Transfektion von Sdugerzellen

Aufgrund ihrer negativen Ladung und ihrer Grofe ist der spontane Eintritt von DNS in
eukaryotische Zellen ineffizient. Daher bedarf es der Moglichkeit diesen Vorgang effizien-
ter zu gestalten. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Technologien entwickelt, wie zum
Beispiel die Transfekion mittels Polykationen, Calciumphosphat, Liposomen, Retroviren
oder die Einfiihrung der DNS in die Zelle mittels Mikroinjektion, Elektroporation oder
Protoblastenfusion (Kawai und Nishizawa, (1984; [Loyter et al., 1982 Cepko et al., 1984;
Neumann et al., 1982 Schaffner, 1980)). Da jede Zelllinie unterschiedliche Eigenschaf-
ten aufweist, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien zur Transfektion mit

unterschiedlichen Reagenzien behandelt.

Transfektion von HEK293-Zellen mit kationischen Lipiden. Fiir die Transfektion
von HEK293-Zellen wurde das Effectene®-Transfektionskit verwendet. Dieses beruht
auf kationischen Lipiden, die Mizellen bilden, welche sich wiederum an die negativ gela-
dene DNS anlagern und sie somit umschliefsen. Dadurch wird die negative Ladung der
DNS abgeschirmt. Die so entstandenen DNS-Mizellkomplexe haben eine schwach posi-
tive Ladung und koénnen sich an die Zellmembran anlagern. Die Aufnahme der DNS
erfolgt endocytotisch (Friend et al., [1996; Zuhorn et al., 2002).
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Fiir die Weiterverwendung von HEK293-Zellen fiir die konfokale Mikroskopie (3.4.8))
wurden in einer 24-well-Platte 1x10° Zellen pro well auf 12 mm-Deckglaser ausgesit und
nach ungefihr 24 Stunden mit folgendem Protokoll transfiziert. 250 ng DNS wurden in
50 pul EC-Puffer verdiinnt. Zu dieser Losung wurde 1 ul Enhancer pipettiert. Die Losung
wurde 1s mittels eines Vortexers gut gemischt und anschliefend 5min bei RT inku-
biert. Daraufhin wurden 5 ul Effectene®-Reagenz dazugegeben, 10s lang mittels eines
Vortexers griindlich gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Das Medium der am Vortag
ausgesiten Zellen wurde gegen 1 ml frisches Medium ausgewechselt und auferdem 350 pul
frisches Medium zu der DNS-Effectene®-Losung gegeben und gemischt. Diese Losung
wurde tropfenweise auf die Zellen gegeben und diese sechs Stunden wie oben beschrieben
kultiviert. Danach wurde das Medium gegen 1ml frisches Medium ausgetauscht
und die Zellen weitere 16-48 Stunden kultiviert, bevor sie konfokalmikroskopisch unter-
sucht wurden (3.4.8]).

Transfektion von HEK293T mit Ca3(PO,),. Das,Mammalian-Transfection-Kit* ba-
siert auf der Cag(PO,),-Prézipitations-Methode. Bei dieser Transfektionsmethode wird
DNS mit Caz(POy)s, das aus CaCly und NazPO, gebildet wird, co-préizipitiert. Dieses
Prazipitat sinkt auf die Oberfliche von adhérenten Zellen herab und wird von diesen
durch Endocytose aufgenommen (Loyter et al., 1982; Batard et al., 2001).

Zur Weiterverwendung von transfizierten HEK293T-Zellen fiir Zelllysate und
Immunoblots wurden in einer 6-well-Platte 5x10° Zellen pro well ausgesit und
nach 24 Stunden mit folgendem Protokoll transfiziert. Pro well wurden 300 ng DNS (3 ul
einer 100 ng x ul~!-Losung) eingesetzt. Diese wurde mit je 270 ul ddH2O verdiinnt und
30 pl Losung 1 aus dem ,Mammalian-Transfection-Kit“ hinzugeben. Die Lésung wurde
gut gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurden 300 pl Losung 2 aus dem
,Mammalian-Transfection-Kit“ dazu gegeben, gut gemischt und 20-30 min bei RT inku-
biert. Diese Losung wurde auf die am Vortag ausgesiaten Zellen getropft. Acht Stunden
nach der Tansfektion wurden das Medium gegen serumfreies Medium ausgetauscht und
die Zellen weitere 16 Stunden kultiviert, bevor sie wie unter beschrieben geerntet
und lysiert wurden.

Zur Weiterverwendung von transfizierten HEK293T-Zellen fiir die konfokale Mikro-
skopie ([3.4.8)) wurden in einer 24-well-Platte 6x10* Zellen pro well auf 12 mm-Deckgléser
ausgesit und nach 24 Stunden wie oben beschrieben transfiziert. Allerdings wurden pro
well nur 100ng DNS (1 pl einer 100 ng x ul~'-Losung) eingesetzt. Diese wurde mit je
45 pl ddH5O verdiinnt und 5 pl der Losung 1 hinzugeben. Anschliefend wurde wie oben

Manuela Molzan



3 Material und Methoden 57

beschrieben gemischt und inkubiert und danach 50 ul Lésung 2 hinzu gegeben. Diese
gut gemischte und wie oben inkubierte Losung wurde auf die am Vortag ausgeséiten Zel-
len getropft. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen jeweils mit 1 ml PBS
gewaschen und weitere 16 Stunden in frischem Medium kultiviert , bevor diese

konfokalmikroskopisch untersucht wurden ((3.4.8]).

Transfektion von HEK293T-Zellen mit kationische Lipiden. Zur Transfektion von
HEK293T-Zellen mit kationischen Lipiden wurde das FuGENE®-Transfektionsreagenz

verwendet.

Zur Weiterverwendung von transfizierten HEK293T-Zellen fiir Zelllysate und
Immunoblots wurden in einer 6-well-Platte 5x10° Zellen pro well ausgesit und
nach 24 Stunden Kultivierung mit folgendem Protokoll transfiziert. Pro well wurden
85 pl serumfreies Medium mit 5 ul FuGENE®-Transfektionsreagenz gemischt und 5 min
bei RT inkubiert. Danach wurde jeweils 1pug DNS (10 pl einer 100 ng x pl-'-Losung)
dazugegeben, nochmals gut gemischt und 20 min bei RT inkubiert, bevor die Losung
tropfenweise auf die Zellen gegeben wurde. Ungefahr 24 Stunden nach der Tansfektion
wurde das Medium gegen serumfreies Medium ausgetauscht und die Zellen weitere 16-24
Stunden kultiviert, bevor sie wie unter beschrieben geerntet und lysiert wurden.

Zur Weiterverwendung von transfizierten HEK293T-Zellen fiir konfokale Mikroskopie
(3.4.8) wurden in einem 8-Kammer-Deckglas 1,5x10% Zellen pro Kammer ausgesit und
nach 24 Stunden wie oben beschrieben transfiziert. Allerdings wurden pro well nur 80 ng
DNS (4 ul einer 20 ng x ul~'-Losung) eingesetzt. Dazu wurden 5,6 ul serumfreies Medi-
um mit 0,4 ul FuGENE®-Transfektionsreagenz gemischt und anschlieRend wie oben be-
schrieben vorgegangen. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen jeweils mit
200 1 PBS gewaschen und weitere 16-24 Stunden in frischem Medium kultiviert ([3.4.1)),

bevor sie konfokalmikroskopisch untersucht wurden (3.4.8)).

Transfektion von Cos-7-Zellen mit Polykationen. Cos-7-Zellen wurden in dieser Ar-
beit mit dem ,GeneJammer Transfektionsreagenz® transfiziert. Dieses besteht aus Po-
lyaminen, die zu den Polykationen gehoren. Die zellulire Aufnahme von DNS mittels
Polykationen beruht auf der Komplexierung von negativ geladener DNS mit den Po-
lykationen. Daraufhin liegt dies als positiv geladener Komplex vor, der an die negativ
geladenen Proteoglykane der Zellmembran adsorbieren kann. Die DNS-Kation-Komplexe

werden endocytotisch von den Zellen aufgenommen und die DNS durch Lyse der Endoso-
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men ins CP freigesetzt (Ogris und Wagner, |2002; [Thomas und Klibanov, 2003; Sonawane
et al., 2003]).

Zur Weiterverwendung von transfizierten Cos-7-Zellen fiir konfokale Mikroskopie
wurden in einer 24-well-Platte 6x10% Zellen pro well auf 12 mm-Deckgldser ausgesit und
nach 24 Stunden transfiziert. Je well wurden 27 ul serumfreies Medium mit 1,2 ul Gene-
Jammer Transfektionsreagenz gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Anschliefend wur-
den 200ng DNS dazu gegeben, gemischt und nochmals 30 min bei RT inkubiert, bevor
die Losung auf die Zellen getropft wurde.

Transfektion von K-562-Zellen mit Polykationen. K-562-Zellen wurden mit dem
.jetPEI"-Transfektionsreagenz“ transfiziert. Dabei handelt es sich um Polyethylenimin
(PEI), das in wissriger Losung als Polykation vorliegt. Somit basiert das Prinzip der
DNS-Aufnahme auf den gleichen Vorgidngen wie zuvor fiir das ;GeneJammer Transfek-

tionsreagenz beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1x105 Zellen in 0,5ml Medium (siehe in ein
well einer 24-well-Platte ausgesit. 2 ug DNS wurden in einer 150 mM NaCl-Lésung auf
50 il verdiinnt. 4 ul des jetPEI"-Transfektionsreagenz wurden ebenfalls in einer 150 mM
NaCl-Losung auf 50 pl verdiinnt. AnschlieRend wurde die verdiinnte jetPEI"-Ldsung zu
der verdiinnten DNS-Losung gegeben und 20 min bei RT inkubiert. Die Lésung wurde

auf die zuvor ausgesiten Zellen getropft und diese weitere 48 Stunden wie beschrieben
(3.4.1) kultiviert.

Da es sich um Suspensionszellen handelt, ist eine konfokalmikroskopische Untersu-
chung der Zellen nicht ohne Weiteres mdoglich. Zu diesem Zweck miissen die Zellen mog-
lichst vorsichtig auf einen Objekttrager aufgebracht, fixiert und mit einem Deckglas ver-
schlossen werden. Die transfizierten Zellen wurden dafiir 3 min bei 1000 g zentrifugiert
und in 2ml Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) aufgenommen. 1 ml dieser Zellsuspen-
sion wurde mittels einer Cytospinapparatur 3 min bei 1700 upm auf einen Objekttriger
zentrifugiert. Uberschiissiger Puffer wurde entfernt und die Zellen mit einem PAP-Pen
eingekreist bevor sie mit 200 ul 4% (v/v) Paraformaldehyd in PBS, das frisch angesetzt
wurde, fiir 15 min bei RT fixiert wurden. Darauthin wurden die Zellen mit 200 1 PBS
fiir 15 min bei RT gewaschen und die Probe anschlieRend mit einem Tropfen FluorSave”
und einem 12mm Deckglas verschlossen. Die Probe wurde mindestens 24 Stunden im

Dunkeln getrocknet, bevor sie am konfokalen Mikroskop untersucht wurde.
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3.4.5. Herstellung von Zelllysat

Um Zelllysat aus transfizierten oder nicht transfizierten Zellen herzustellen, wurden die
Zellen in der 6-well-Platte zunichst auf Eis gestellt. Anschliefend wurden die Zellen
zweimal mit jeweils 2 ml eiskaltem TBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit jeweils
150 pl eiskaltem Lysepuffer lysiert, zu dem ,Phosphatase Inhibitor Cocktail T und IT“
im Verhiltnis 1:100 dazu gegeben wurden. Darauthin wurden die Zellreste mit einem
Zellschaber von der Oberfliche gelost, in ein 1,5 ml Reaktionsgefafs iiberfithrt und weitere
10 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde das Lysat 20 min bei 31000g und 4°C
zentrifugiert.

Um die Gesamtproteinkonzentration ndherungsweise bestimmen zu konnen, wurde ein
Bradford- Assay durchgefiihrt (siehe unten). Zu den Lysatproben wurden jeweils 35 ul 5x-
Proteinprobenpuffer gegeben, gemischt und mindestens 10 min bei 95°C im Heizblock
inkubiert. Diese Proben konnten entweder direkt verwendet oder bei -20°C fiir einen

langeren Zeitraum gelagert werden.

Bradford Assay. Der Bradford-Proteinassay macht sich die Eigenschaften von Coo-
massie-Brillant-Blau G-250 zu Nutze (Bradford) 1976). Dieser Farbstoff adsobiert an
positiv geladene und hydrophobe Seitenketten von AS. Bei niedrigem pH-Wert resul-
tiert dies in einer Absorptionsverschiebung von 470 nm (rote Losung) zu 595 nm (blaue
Losung). Da diese Verschiebung direkt mit der Proteinkonzentration korreliert, kann
diese dariiber bestimmt werden.

Um eine Kalibrierungskurve zu erhalten wird eine Verdiinnungsreihe mit einem Refe-
renzprotein, zum Beispiel Rinderserumalbumin (englisch: bovine serum albumin, BSA),
gemessen und die erhaltenen Absorptionswerte bei 595 nm anschliefsend gegen die ein-
gesetzte Proteinkonzentration aufgetragen. Die Funktion, die sich aus dem linearen Teil
dieser Kurve ergibt, kann verwendet werden, um die Proteinkonzentration einer Probe
zu bestimmen. Die Absorption der Probe sollte ebenfalls einen Wert im linearen Bereich

der Kalibrierungskurve aufweisen, also in etwa zwischen 0,1 und 1,0 liegen.

3.4.6. Immunblot

Die Zelllysatproben wurden zur weiteren Analyse iiber ein Tris-Tricin-Gel gel-
elektrophoretisch aufgetrennt und danach auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert
(Towbin et al., |1979).

Hierfiir wurden das Tris-Tricin-Gel und die Nitrocellulose-Membran nach der Elek-

trophorese 20 min bei RT unter Schiitteln in Towbin-Puffer dquilibriert. Insgesamt vier
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Lagen Gel-blotting Papier wurden in Towbin-Puffer getrankt und anschliefend eine ver-
tikale Versuchsanordnung in einem SemidryBlot-Gerit aufgebaut (siehe Abbildung.
Der Transfer fand bei 280 mA fiir 20 min statt.

Um den Proteintransfer zu iiberpriifen wurde die Nitrocellulose-Membran mit Ponceau
S-Losung angefdrbt. Darauthin wurde die Membran mit Wasser entfiarbt und freie un-
spezifische Bindestellen auf der Membran mit Blocking-Puffer eine Stunde bei RT unter
leichtem Schiitteln gesdttigt. Danach wurde die Membran in ein 50 ml Reaktionsgefafs

iiberfiihrt und 12-16 Stunden bei 4°C in
einem Rotator bei 15 upm mit dem ersten
Antikorper behandelt. Die jeweilige An-
tikdrperkonzentration ist im Ergebnisteil
angegeben.

Nach der Behandlung mit dem ersten

Antikorper wurde die Membran dreimal
Abbildung 3.2: Vertikale Versuchsanordnung fiir

einen Immunblot im SemidryBlot-Gerét.

je 10min mit 10ml TBS-T gewaschen
und anschlieffend mit dem zweiten, an
alkalische-Phosphatase (AP) gekoppelten Antikorper, fiir zwei Stunden bei RT inku-
biert. Dieser wurde anschliefend durch dreimaliges, zehnminiitiges Waschen mit 10 ml
TBS-T und zweimaliges, zehnminiitiges Waschen mit 10 ml TBS griindlich entfernt und
die durch die Antikorper markierten Banden mit BCIP/NBT, dem Substrat der AP,
angefirbt (De Jong et al| (1985) und Abbildung im Anhang).

3.4.7. Immunfdrbung

Im Gegensatz zur Transfektion, bei der ein Gen heterolog exprimiert wird, kann man
mittels der Immunfirbung die Lokalisation endogener Proteine sichtbar machen. Dabei
werden Zellen zunéchst fixiert und anschliefsend permeabilisiert, damit ein Antikorper
auch an Proteine im CP binden kann. Anschliefend werden unspezifische Bindestellen
dhnlich wie beim Immunblot mit einer Proteinlésung geséttigt. Daraufhin findet
die Bindung des Antikorpers statt, der entweder direkt markiert ist, oder durch einen
zweiten markierten Antikérper detektiert wird. Da viele Waschschritte stattfinden ist
es sinnvoll, das Deckglas, auf dem die Zellen wachsen sollen, mit einem Polymer zu
beschichten, sodass eine bessere Anhaftung der Zellen an das Trégermaterial erreicht
wird.

Dafiir wurden 12mm Deckglédser zunéchst zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und da-

rauthin mit 1 ml einer 1:10 in PBS verdiinnten Poly-L-Lysin-Lésung 10 min bei RT be-
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handelt. Danach wurde das Deckglas zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und bei RT
vollstindig getrocknet.

Auf die so beschichteten Deckglaser wurden in 24-well-Platten 1x10° Zellen HEK293-
Zellen ausgesit und wie oben beschrieben mit Effectene® transfiziert .

Zur Immunfirbung wurden die Zellen jeweils mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen und
anschliefend 10 min mit 150 ul 4% (v/v) Paraformaldehyd in PBS, das frisch ange-
setzt wurde, fixiert. Das Paraformaldehyd wurde durch zweimaliges Waschen mit je 1 ml
Quench-Puffer entfernt und freie Aldehydgruppen durch Inkubation fiir 5min mit 1 ml
Quench-Puffer reduziert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 1 ml 0,1 % (v/v) Triton®X-
100 in PBS 15 min bei RT permeabilisiert. Dann wurden sie dreimal jeweils mit 1 ml PBS
gewaschen und nach dem letzten Waschschritt in PBS 5min bei RT inkubiert. Unspe-
zifische Bindestellen wurden mit jeweils 1 ml 5% (w/v) BSA in PBS fiir 30 min bei RT
geséttigt. Danach wurden die Zellen mit dem entsprechenden Antikorper (anti-Raf-1
(C-12), siehe Tabelle [2), 1:50 in 1% (w/v) BSA in PBS fiir eine Stunde bei RT und
vor Licht geschiitzt behandelt. Danach wurde fiinfmal mit 1 ml PBS gewaschen, bevor
das Deckglas mit Fluorsave™ auf einem Objekttriiger befestigt wurde. Derartige Proben
wurden lichtgeschiitzt gelagert und frithestens nach 24 Stunden im Konfokalmikroskop

untersucht.

3.4.8. Konfokale Lasermikroskopie

Bei der Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie werden die Fluorophore einer gesamten Probe
angeregt (sieche Abbildung ) Das detektierte Licht stammt zudem aus der Emission
aller ober- und unterhalb der Fokusebene liegenden Fluorophore und ergibt damit eine
Abbildung mehrerer Schichten, was zu einer insgesamt reduzierten Auflésung entlang
der optischen Achse z fiihrt.

Um die z-Auflosung zu erhéhen, kann man das Anregungslicht in der Fokusebene zu
einem Punkt biindeln, wie es bei der Punkt-Raster-Mikroskopie der Fall ist (sieche Ab-
bildung [.3B). Somit werden nur die Fluorophore in der Fokusebene angeregt, die sich
im Fokuspunkt des Lichts befinden. Trotzdem wird bei dieser Methode auch die Fluores-
zenz der Molekiile detektiert, die sich im Lichtstrahl befinden, also ober- und unterhalb
der Fokusebene. Durch die zusitzliche Verwendung einer Lochblende vor dem Detek-
tor, die nur das aus der Fokusebene emittierte Licht durchldsst, kann die Fluoreszenz,
die ober- und unterhalb der Fokusebene entsteht, abgeschirmt werden (sieche Abbildung
). Dadurch wird die Auflésung weiter erhoht. Da in diesem Fall Anregungs- und

Detektionsfokus iibereinander liegen, spricht man von konfokaler Mikroskopie.
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Die in dieser Arbeit erzeugten mikroskopischen Bilder wurden mittels eines konfoka-
len Laser-Raster-Mikroskops (engl. confocal laser scanning microscope CLSM) erstellt.
Es wurde ein Leica TCS SP2 Mikroskop verwendet, das mit einem Argon-Laser, ei-
nem GreNe-Laser und einem HeNe-Laser ausgestattet ist, und ein Ol-Objektiv mit 63x-
Vergrokerung verwendet. Fiir die Untersuchung lebender Zellen, wurden die ()12 mm-
Deckgliser auf denen die Zellen ausgesit und transfiziert wurden in eine Leica-
Kammer eingespannt und mit HBSS oder DMEM ohne Phenolrot (mit 4,5gx 171 Glu-
cose, 25 mM HEPES und 3,7 g x 17! NaHCO3) iiberschichtet. Die Untersuchung fand fiir
kurze Zeitrdume bei RT, fiir langere Messungen bei 37°C und 5% CO, statt. Zellen in
8-Kammer-Deckglidsern wurden ebenfalls mit HBSS oder DMEM ohne Phenolrot iiber-
schichtet und direkt untersucht.

Abbildung  3.3:  Verschiedene Formen der  Fluoreszenzmikroskopie. (A)  Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskopie. Die gesamte Probe wird in der Fokusebene angeregt. Somit wird auch
die Emission vieler Fluororphore detektiert. (B) Punkt-Raster-Mikroskopie. Durch Biindelung des
Lichtstrahls wird nur ein Punkt der Probe in der Fokusebene angeregt. Allerdings werden auch
Fluorophore ober- und unterhalb der Fokusebene angeregt und deren Emission detektiert. (C)
Schematischer Aufbau eines konfokalen Mikroskops. Durch die zwei Lochblenden wird nur fokussiertes
Licht detektiert. Abbildung modifiziert nach |Shotton und White, (1989).
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3.5. Proteinaufreinigung
3.5.1. Proteinexpression in E.coli

Fiir die Expression humaner 14-3-3-Proteine wurden E.coli Rosetta(DE3)pLysS entwe-
der frisch mit dem Expressionsplasmid transformiert oder LB-Medium mit An-
tibiotikum direkt mit einer Glycerinkultur angeimpft . Wobei die Glycerinkultur
aus bereits transformierten E.coli bestand.

Das Expressionsplasmid enthélt vor der Sequenz des zu exprimierenden Gens einen in-
duzierbaren Promotor. Dadurch kann die Expression des Gens durch Zugabe von IPTG
zur Expressionskultur induziert werden. Die Kultivierung der FE.coli erfolgte wie un-
ter 2.5.1 beschrieben in 5l-Erlenmeyerkolben, die jeweils 2,51 TB-Medium und das
entsprechende Selektionsantibiotikum enthielten. Die Proteinexpression wurde bei ei-
ner ODggg = 0,6-0,8 mit 0,4 mM IPTG induziert und erfolgte 12-16 Stunden bei 20°C
und 140 upm. Die Zellen wurden durch 15min Zentrifugation bei 2900 g und 10°C ge-
erntet und in 50 ml E.coli-Lysepuffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde entweder

direkt weiterverarbeitet oder bei -20°C gelagert.

3.5.2. Zellaufschluss

Die resuspendierten Zellen wurden nach Zugabe von 100 ul DNase I (10 mg x ml~!-
Losung) pro 51-Expressionskultur 3-4 mal durch einen Fluidizer gegeben. Dort werden
die Zellen durch den hohen Druck in Verbindung mit dem schmalen Kapillardurchmesser,
was grofse Scherkréfte auf die Zellen ausiibt, zum Platzen gebracht und somit lysiert.
Das Rohlysat wurde anschliefsend mit 64000g bei 4°C fiir 30 min zentrifugiert. Der
Zellextrakt, also der Uberstand nach der Zentrifugation, der die 16slichen Zellbestandteile

enthielt, wurde wie unter [3.5.3] erlautert weiterverwendet.

3.5.3. Affinitdtschromatographie

Durch die Klonierung in den pProEXHTb-Vektor waren die humanen 14-3-3-Gene auf
DNS-Ebene an einen sogenannten His-Tag fusioniert und [A.2.2)). Nach der Ex-
pression in F.coli lagen sie daher als His6-14-3-3-Fusionsproteine vor. Der His-Tag kann
iiber die Imidazolgruppen der Histidinreste Ni2*-Ionen komplexieren. Uber Ni2*-Ionen,
die an Nitrotriessigsdure (NTA)-Agarose-Kiigelchen komplexiert sind, kann aus einem
Zellextrakt das fusionierte Protein spezifisch angereichert werden. Durch kompetitive
Verdrangung mit Imidazol, kann das Protein darauthin von dem Ni-NTA-Material eluiert

werden.
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Fiir die Aufreinigung wurde eine Akta-Purifier-FPLC-Anlage verwendet, die mit ei-
nem Druck von maximal 5bar betrieben wurden. Weiterhin wurde eine 30 ml Ni-NTA-
Séule eingesetzt, die mit dem dreifachen Séulenvolumen (SV) E.coli-Lysepuffer (3.1.13))
und einer Flussrate von 4 ml x min~! Aquilibriert wurde. Anschliefend wurde der Zell-
extrakt mit 2-4mlxmin~! Flussgeschwindigkeit auf die Siule auftragen. Der
Durchfluss wurde aufgefangen und spiter mittels SDS-PAGE auf Riickstéinde
des rekombinanten Proteins untersucht. Danach wurde die Sdule mit 20 SV Waschpuffer
bei 4-5ml x min~! gewaschen, um eventuell unspezifisch gebundene Proteine zu
entfernen. Im Anschluss daran wurde das Protein mit drei SV Elutionspuffer eluiert.
Wihrend der gesamten Aufreinigung wurde die UV-Absorption nach der Ni-NTA-Siule

bei 280 nm, detektiert, um Aufschluss iiber den Proteingehalt der Lésungen zu geben.

3.5.4. Ultrafiltration

Bei der Ultrafiltration handelt es sich um ein Filtrationsverfahren, mit dem sich makro-
molekulare Substanzen und kleine Partikel aus einem Medium abtrennen und konzentrie-
ren lassen. In dieser Arbeit wurde eine Methode angewendet, bei der eine Proteinlosung
auf eine Filtermembran gegeben und anschliefsend zentrifugiert wird. Das Protein bleibt
bei der Zentrifugation oberhalb des Filters, wihrend der Puffer durch die Filtermembran
gedriickt wird.

Um das Volumen der eluierten Proteinprobe zu reduzieren, wurden Amicon Ultrafil-
trationsrohrchen mit einem Grofenausschluss (MWCO) von 30.000 Da verwendet. Die
mit Proteinlosung beladenen Rohrchen wurden mit 3800 g bei 4°C zentrifugiert, bis das

Volumen auf 3-4 ml reduziert war.

3.5.5. Dialyse

Der Dialyse liegt das Prinzip der Osmose zugrunde. Hierbei sind zwei Fliissigkeiten mit
unterschiedlich hoch konzentrierten Molekiilen durch eine semi-permeable Membran ge-
trennt. Molekiile, die klein genug sind die Poren der Membran zu passieren, gleichen den
Konzentrationsunterschied aus. So kann die Dialyse verwendet werden, um die Pufferbe-
dingungen einer Proteinlésung zu dndern beziehungsweise unerwiinschte Molekiile wie
zum Beispiel Imidazol aus der Lésung zu entfernen.

In dieser Arbeit wurden Dialysekassetten mit einem Grofenausschluss (MWCO) von
30.000 Da und einem Volumen von 3 ml verwendet. Die konzentrierte Proteinldsung wur-

de in die Dialysekassette gegeben und in 21 Dialysepuffer bei 4°C unter leichtem Riihren
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der Losung auf einem Magnetriithrer 12-16 Stunden dialysiert. Danach wurde der Dia-
lysepuffer gegen 21 frischen Dialysepuffer ausgetauscht und es wurde nochmals bei 4°C

unter leichtem Riihren der Losung auf einem Magnetriihrer fiir zwei Stunden dialysiert.

3.5.6. Abspaltung des His- Tags

Wie bereits erwahnt, wurden die humanen 14-3-3-Proteine als Fusionsproteine in E.coli
exprimiert. Fiir die Kristallisation der 14-3-3AC-Proteine ist der His-Tag hinderlich,
da er keine Sekundarstruktur ausbildet und daher am N-Terminus flexibel bleibt. Diese
Beweglichkeit stort die Ausbildung von Proteinkristallen. Daher war es notwendig den N-
terminalen His- Tag abzuspalten. Zwischen dem His- Tag und dem 14-3-3-Protein befindet
sich ein Linker, der die Erkennungssequenz der TEV-Protease beinhaltet.

TEV-Protease ist die allgemeine Bezeichnung fiir die 27 kDa grofe Doméne des Nuclear
Inclusion a (NIa)-Proteins, das vom Tobacco Etch Virus (TEV) exprimiert wird. Die
TEV-Protease erkennt ein lineares Epitop mit der allgemeinen Sequenz E-X-X-Y-X-Q-
(G/S), wobei X jede AS sein kann und zwischen Q und G beziehungsweise Q und S
geschnitten wird. Die optimale Erkennungssequenz lautet ENLYFQG und die optimale
Reaktionstemperatur der TEV-Protease liegt bei 34°C . Allerdings ist das Enzym auch
bei 4°C und 20°C aktiv. Dabei ist zu beachten, dass das Enzym bei 4°C dreimal weniger
aktiv ist als bei 20°C und die Reaktionszeiten daher angepasst werden miissen.

Zu der konzentrierten Proteinlosung wurden 2mg TEV-Protease gegeben, gemischt
und 12-16 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Vollstindigkeit der Abspaltung wurde mittels
SDS-PAGE iiberpriift und die TEV-Protease und der His-Tag iiber priparative
Gelfitration aus der Proteinlésung entfernt.

3.5.7. Préparative Gelfiltration

Die Grofkenausschlusschromatographie ist eine Form der Fliissigchromatographie, bei
der Makromolekiile entsprechend ihrer Grofe, speziell ihres hydrodynamischen Radiuses
aufgetrennt werden. Wird als fliissige Phase eine wéssrige Losung verwendet, spricht
man von Gelfiltration.

Die Auftrennung der Makromolekiile hangt hierbei von ihrer Fahigkeit ab, durch kleine
porose Kiigelchen der Matrix zu diffundieren. Je kleiner das Molekiil ist, desto grofer ist
seine Verweildauer in der Matrix und umso spéter wird es eluiert. Molekiile, die grofer
sind als die Poren der Matrixkiigelchen, diffundieren nicht in diese hinein und werden

mit dem Ausschlussvolumen eluiert. Der gesamte Auftrennungsprozess findet in einem
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SV Puffer statt, der unter konstantem Druck und konstanter Geschwindigkeit iiber die
Saule gegeben wird.

Das zur Auftrennung verwendete Matrix-Material muss bestimmte Eigenschaften auf-
weisen. s sollte aus Kiigelchen bestehen, die chemisch inert und zudem chemisch und
physikalisch stabil sind. In dieser Arbeit wurde Sepharose™ als Gelfiltrations-Matrix
verwendet. Dabei handelt es sich um eine hoch verzweigte Agarose-Matrix mit kovalent
gebundenen Dextranketten. Die Grofe einer Gelfiltrationssaule wird in Durchmesser und
Léange in ¢m in dem Format (/1 angegeben. Weiterhin wird zwischen unterschiedlichen
Auftrennungsgraden unterschieden. Zum Beispiel wird Superdex 75 (S75) fiir Proteine
im Grofkenbereich von 3-70kDa verwendet (bezogen auf globuldre Proteine). Wohin-
gegen Superdex 200 (S200) fiir Proteine im Grofenbereich von 10-600 kDa eingesetzt
wird.

Fiir die Aufreinigung der humanen 14-3-3-Proteine, die unter physiologischen Bedin-
gungen als Dimer mit eine Gréfe von etwa 60 kDa vorliegen, wurden S75-Saulen ver-
wendet. Abhéingig von der Proteinmenge wurde bis ungefihr 40 mg Protein eine 16/60-
und bei mehr als 40 mg Protein eine 26/60-Séule verwendet. Die Sdule wurde mit ei-
nem SV Dialysepuffer und einer Flussrate von 1ml (16/60) beziehungsweise
2ml (26/60) pro min dquilibriert. Anschlieflend wurde die konzentrierte Proteinlosung
10 min mit 31.000g bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand auf die Gelfiltra-
tionssiule aufgetragen. Die Auftrennung fand bei 0,5 ml (16/60) oder 1 ml (26/60) pro
min statt. Die Absorption bei 280 nm wurde detektiert und 1 ml oder 2ml Fraktionen
gesammelt. Fiir die Gelfiltration wurde eine Akta-Ezplorer-FPLC-Anlage verwendet und
mit einem Druck von maximal 5bar betrieben. Die UV-Absorption bei 280 nm wurde
nach der Sdule detektiert. Proben des Eluats wurden mittels SDS-PAGE auf ihre
Reinheit iiberpriift. Reine Proben wurden vereinigt und mittels Ultrafiltration (3.5.4])

auf das gewiinschte Volumen und die gewiinschte Konzentration eingeengt.

3.5.8. Lagerung von Protein

Um die 14-3-3-Proteine iiber einen lingeren Zeitraum zu lagern, wurden 10 ul-, 30 pl-

und 50 pl-Portionen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
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3.6. Proteinanalytische Methoden
3.6.1. SDS-Gel Elektrophorese

Ebenso wie die Agarose-Gelelektrophorese (3.2.2) wird die SDS-Gelelektrophorese ver-
wendet, um Molekiile wie zum Beispiel Proteine nach ihrer Grofe aufzutrennen. Da
das Gel aus polymerisiertem Acrylamid besteht, spricht man in diesem Fall auch von
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Da Proteine unter physiologischen
Bedingungen zumeist gefaltet oder partiell gefaltet vorliegen, ist es notwendig sie zu
denaturieren. Die Denaturierung durch Natriumdodecylsulfat (englisch: sodium dode-
cyl sulfate, SDS) und Hitze iiberfiihrt die Proteine in eine lineare Form und erleichtert
einen Grofenvergleich. Die Denaturierung mittels SDS sorgt zudem dafiir, dass das ge-
samte Protein eine netto negative Ladung erhilt. Somit konnen verschiedene Proteine
bei gleicher (negativer) Ladung nach ihrer Gréke aufgetrennt werden, indem sie in ei-
nem Spannungsfeld zum positiven Pol wandern. Auch hier wandern kleine Molekiile in
einer bestimmten Zeit weiter als grofsere. Um Proteine zwischen 10kDa und 100 kDa

aufzutrennen, wurde ein 12 %iges Acrylamid-Gel verwendet.

Es wurde ein Puffersystem nach [Schagger und von Jagow| (1987) modifiziert verwen-
det: Nach jedem Schritt der Proteinaufreinigung und wurde eine Probe
genommen und mittels SDS-PAGE analysiert. Nach dem Zellaufschluss (3.5.2), der Zen-
trifugation und der Auftragung auf die Affinitétschromatographiesiule (3.5.3)
wurden jeweils 10 ul Probe mit 10 ul 5x-Proteinprobenpuffer (3.1.13]) gemischt und mit
Dialysepuffer ein Volumen von 50 ul eingestellt. Von dem Eluat nach der Affinitéts-
chromatographie (3.5.3) wurden jeweils 20 ul Probe mit 8 ul 5x-Proteinprobenpuffer ge-
mischt und wie vorher ein Volumen von 40 ul eingestellt. Jeweils 10 ul dieser Proben
wurden {iber ein 12 %iges Tricin-Gel (siehe Tabelle |8) aufgetrennt. Nach der Gelfiltrati-

12 % Tricin-Gel
Sammelgel (5%) Trenngel (12%)

Acrylamid 0.5ml 3.9ml
Gelpuffer 0.38 ml 2.5ml
ddH,O 2.1ml 3.2ml
10% APS in ddH,O 50 pl 100 pl
TEMED 5 ul 10 ul

Tabelle 8: Tris-Tricin-Gel.
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on (3.5.7) wurden jeweils 40 ul Probe mit 10 ul 5x-Proteinprobenpuffer gemischt. Jeweils
10 ul dieser Proben wurden iiber ein 12 %iges Tricin-Gel aufgetrennt. Um die Reinheit
eines konzentrierten Proteins zu bestimmen, wurde die Probe mit Dialysepuffer und 5x-
Proteinprobenpuffer auf 1 pugx pl=! verdiinnt und anschliekend 2,5 ug, 5pug und 10 ug
mittels SDS-PAGE analysiert. Als Grofenstandard wurden zusétzlich 10 ul des Roti®-
Mark 10-150-Standards auf jedes Gel aufgetragen, der fiir Proteine mit einer Grofe von
10-150 kDa geeignet ist.

Die Gelelektrophorese wurde bei 60 mA durchgefiihrt. Anschliefend wurde das Gel
in Gel-Farbelosung mit Coomassie Brillant Blau R250 fiir 30 min bei RT unter
leichtem Schiitteln gefirbt. Danach wurde mittels Gel-Entfirbelésung fiir eine
Stunde bei RT unter leichtem Schiitteln entfirbt.

3.6.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Konzentration eines aufgereinigten Proteins bietet sich die UV-
Spektroskopie an. Die Absorption des Proteins wird bei 280 nm gemessen und anschlie-
fsend die Proteinkonzentration unter Anwendung des Lambert-Beer’schen Gesetzes be-

stimmt:
A280nm =Exlxc (2)

(Aasonm = Absorption bei 280 nm, E = molarer Extinktionskoeffizient (M~! x cm™!), | =
Wegliange (cm), ¢ = Proteinkonzentration (M))
Der Extinktionskoeffizient ist fiir jedes Protein unterschiedlich und héngt von der ver-
wendeten Wellenlédnge ab. Im Falle von Proteinen bezieht er sich auf eine Wellenldnge
von 280 nm und kann aus der Aminosduresequenz berechnet werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde er mittels der Software ProtParam berechnet (Gasteiger et al., 2005).
Diese Software verwendet folgenden Algorithmus (Edelhoch, |1967; |Gill und von Hip-
pell |1989; |Pace et al.l [1995):

E(Protein) = Anzahl(Y') x E(Y') + Anzahl(W) x E(W) + Anzahl(C) x (C)  (3)

(fiir Proteine in Wasser bei 280 nm gemessen gilt: E(Y) = 1490, E(W) = 5500, E(C) =
125)

Da reduzierte und oxidierte Cysteine bei 280 nm unterschiedlich absorbieren, errechnet
der oben genannte Algorithmus zwei Werte (siehe Gleichung. Der eine Wert geht davon
aus, dass alle Cysteine (C) im Protein oxidiert vorliegen. Der andere Wert basiert auf der

Annahme, dass alle Cysteine im Protein reduziert sind. Da das Protein im Dialysepuffer
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in Gegenwart des Reduktionsmittels 2-ME vorlag, wurde davon ausgegangen, dass alle
Cysteine im Protein reduziert vorlagen. Daher wurde der zweite angezeigte Wert fiir
den molaren Extinktionskoeffizienten verwendet. Obwohl die Berechnung des molaren
Extinktionskoeffizienten fiir Proteine zuverléssig ist, die Tryptophan-Reste beinhalten,
kann es dennoch bei der Berechnung fiir Proteine ohne Tryptophan-Rest zu einem Fehler

von mehr als 10 % kommen (Gasteiger et al., [2005)).

Die zu messende Proteinlésung wurde mindestens 10 min mit 31.000 g bei 4°C zentri-
fugiert und der Uberstand in ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefif iiberfiihrt. Das fiir die
Messung verwendete NanoDrop-UV-Spektroskop wurde mit 2 ul ddH50 initialisiert und
die Absorption der Proteinlésung gegen 2 ul Dialysepuffer gemessen. Falls die
gemessene Konzentration grofer als 90 mg/ml war, wurde die Messung mit im Verhéltnis

1:2 in Dialysepuffer verdiinntem Protein wiederholt.

3.7. Biochemische und biophysikalische Methoden
3.7.1. Isothermale Titrationskalorimetrie

Unter Kalorimetrie versteht man die Messung von Wiarmemengen, die durch biologi-
sche, chemische oder physikalische Prozesse entstehen. Diese Prozesse kénnen exotherm
oder endotherm sein, also Warme abgeben oder aufnehmen. Bei der isothermalen Ti-
trationskaloriemetrie (englisch: isothermal titration calorimetry, ITC) wird die Energie
gemessen, die notwendig ist um den Unterschied zwischen einer Messzelle, in der die
Reaktion stattfindet, und einer Referenzzelle auszugleichen (Wiseman et al., 1989). Da
dieser Vorgang in einem adiabatischen Mantel stattfindet, spricht man von isothermen
Bedingungen.

In Abbildung ist der schematische Aufbau eines ITC-Instruments dargestellt.
Durch ein komplexes Riickkopplungssystem wird der Temperaturunterschied zwischen
der Mess- und der Referenzzelle fortwiahrend gemessen und moglichst klein gehalten.
Wird nun ein Reaktant A mittels einer Spritze, die gleichzeitig als Riihrer dient, auf einen
Reaktant B titriert, muss der durch die Reaktion entstehende Temperaturunterschied
durch das System ausgeglichen werden. Die hierfiir bendtigte Energie ist gleichzeitig das
Messsignal. Bei einer endothermen Reaktion wird Warme aufgenommen. Es muss also
Energie zugefiihrt werden, um die Messzelle auf die gleiche Temperatur zu bringen wie
die Referenzzelle, und das gemessene Signal ist daher positiv. Bei exothermen Prozessen

verhélt es sich genau umgekehrt. Da Warme frei wird, wird weniger Energie benotigt,

Dissertation



70 3.7 Biochemische und biophysikalische Methoden

um die Messzelle bei einer bestimmten Temperatur zu halten als die Referenzzelle. Somit
ist der gemessene Wert negativ.

In Abbildung ist das Ergebnis einer typischen ITC-Messung eines exothermen
Prozesses dargestellt. Der obere Graph zeigt als direktes Messsignal die aufgebrachte
Energie, um den verursachten Temperaturunterschied zur Referenzzelle auszugleichen.
Dieser Energieaufwand ist in Mikrokalorien pro Sekunde (ucal/sec) gegen die Zeit in Mi-
nuten (min) aufgetragen. Nach jeder Injektion wird das thermische Gleichgewicht wieder
hergestellt. Somit ist die durch Integration berechnete Fliche eines jeden Ausschlags die
aufgewendete Energie pro Injektion. Im unteren Graphen ist die auf die molare Men-
ge des injizierten Reaktanten A normalisierte Energie gegen das molare Verhéltnis der

Reaktanten A und B in der Messzelle aufgetragen.
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Abbildung 3.4: Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC). Schematischer Aufbau
eines ITC-Geriits (A). Uber eine Spritze, die auch als Riihrer dient, wird ein Reak-
tant A in eine Messzelle mit Reaktant B injiziert. Da dies in einem adiabatischen
Mantel geschieht, kann die exakte Warmedifferenz zur Referenzzelle detektiert und
ausgeglichen werden. Die zum Wéirmeausgleich aufgewendete Energie wird gegen
die Zeit in Minuten (min) aufgetragen (B). Die Flachen der Injektionsausschla-
ge werden integriert und gegen das molare Verhiltnis der Reaktanten A und B
aufgetragen. Abbildung modifiziert nach [Velazquez-Campoy et al.| (2004).

Durch nichtlineare Regression lassen sich drei Parameter bestimmen. Der Y-Achsenab-
schnitt gibt die Enthalpieinderung (A H) der Reaktion an. Am Wendepunkt der Kurve
lisst sich die Stochiometrie (N) ablesen. Des weiteren lisst sich aus der Steigung der
Kurve die Gleichgewichtskonstante der Reaktion (K) bestimmen. Mit diesem Wert kann
man die Anderung der freien Enthalpie (A G), auch Gibbs-Energie genannt, unter An-
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wendung folgender Gleichung bestimmen:
AG =-RT x InK (4)

Anhand der freien Enthalpieinderung (A G) und der Enthalpieinderung (A H) kann man
nun anhand der Gibbs-Helmholtz-Gleichung die Entropieinderung (AS) der Reaktion
bestimmen:

AG=AH-TxAS (5)

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten ITC-Messungen wurden mit dem VP-ITC
Gerét von MicroCal durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurde ein 14-3-3-Protein mit dem
jeweiligen Phosphopeptid titriert. Hierfiir wurde das ITC-Gerét auf einen Referenzwert
von 30°C eingestellt. Das 14-3-3-Protein wurde gegen I'TC-Puffer 6,5 oder 7,5 dialysiert
und bei einer Konzentration von 50 uM in dem entsprechenden ITC-Puffer auf 29°C
erwarmt und entgast. Die synthetischen Phosphopeptide wurde kiuflich erworben und
lagen lyophilisiert vor. Sie wurden mit einer Konzentration von 10mM in ddH,O ge-
16st und diese Losung mit erwdrmtem und entgastem I'TC-Puffer auf 500 uM verdiinnt.
Anschliefsend wurde das 14-3-3 Protein bei 30°C mit 8 ul grofen Aliquots des Phospho-
peptids titriert. Die 300 ul des Phosphopeptids in der Spritze reichten dabei fiir etwa 35
Injektionen aus. Zwischen jeder Injektion lagen 120s, um dem System Zeit zu geben das
thermische Gleichgewicht wieder herzustellen. Um unspezifische Effekte wie zum Beispiel
die Losungswirme des Phosphopeptids identifizieren zu kénnen, wurden die Messungen
jeweils als Pufferkontrolle wiederholt. Dabei wurde die Messung wie oben beschrieben
wiederholt, aber jeweils nur ITC-Puffer auf 14-3-3 Protein oder Phosphopeptid auf ITC-
Puffer titriert. Erst nach Abzug der erhaltenen Warmeédnderungen, wurden die Daten
augewertet.

Die mathematische Auswertung der Daten erfolgte mittels der Software Origin7 (Ori-
ginLab, Northampton, USA). Um die Assoziationskonstante (KK 4), die molare Bindungs-
stochiometrie (N) und die molare Bindungsenthalpie (A H) zu bestimmen, wurde von
einem einfachen Bindungsmodell mit einer Bindungsstelle ausgegangen. Der Kp wurde
mit 1/K 4 aus dem K4-Wert berechnet.

3.7.2. Fluoreszenzpolarisation

Regt man einen Fluorophor mit polarisiertem Licht an, so emittiert er auch polarisiertes
Licht. Dieses Phanomen wird Fluoreszenzpolarisation (FP) genannt. Bewegt sich der

Fluorophor jedoch in der Zeit seiner Fluoreszenzlebensdauer, also zwischen Anregung
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und Emission, so ist das emittierte Licht nicht mehr vollstindig polarisiert. Damit er-
gibt sich eine proportionale Abhingigkeit zwischen der Fluoreszenzpolarisation und der
Rotationsrelaxationszeit eines Molekiils. Die wird wiederum durch die Viskositit des
Mediums (n), die Temperatur (T), das Molekiilvolumen (V) und die Gaskonstante (R)
bestimmt und ist bei konstanter Temperatur und Viskositit direkt proportional zum

Molekiilvolumen.
3Vn

BT (6)

Diese Tatsache kann man sich bei der Untersuchung von Bindungsvorgingen zu Nutze

Rotationsrelaxationszeit =

machen. Markiert man ein kleines Molekiil A mit einem Fluorophor und beobachtet die
Bindung an ein grofes Molekiil B, so wird bei Bindung von A an B in der Regel eine
Zunahme der Polarisation zu beobachten sein (siehe Abbildung [3.5).

kleines Molekil

z.B. FAM-markiertes schnelle Rotation
Phosphopeptid
Polarisiertes —rqu emittiertes Licht
Licht \ﬁ"Pr— ist depolarisiert

Polarisiertes \[\L—’_ emittiertes Licht
Licht " £ " 2 ™ bleibt polarisiert

grofler Komplex
z.B. FAM-markiertes
Phosphopeptid
und 14-3-3-Protein

langsame Rotation

Abbildung 3.5: Schematische Abbildung eines Fluoreszenzpolarisationsversuchs. Wird ein
kleines fluoreszierendes Molekiil mit polarisiertem Licht angeregt, kann es sich in der Zeit
zwischen Anregung und Emission schnell bewegen und das emittierte Licht ist depolarisiert.
Bindet ein kleines fluoreszierendes Molekiil an ein grofes nicht fluoreszierendes Molekiil, so
bildet sich ein grofer fluoreszierender Komplex. Dieser bewegt sich in der Zeit zwischen An-
regung und Emission des Fluorophors nur wenig und das emittierte Licht bleibt polarisiert.
Somit erlaubt die Polarisation des emittierten Lichts einen Riickschluss auf eine mogliche
Komplexbildung. Abbildung modifiziert nach [Lakowicz (2006).

Im Versuchsaufbau wird eine fluoreszente Probe mit polarisiertem Licht angeregt und
das emittierte Licht nach einem zweiten Polarisator detektiert. Dieser wird einmal pa-
rallel und einmal senkrecht zum ersten Polarisator ausgerichtet und die jeweiligen Fluo-
reszenzintensititen gemessen. Das Verhéltnis der mit paralleler (Ij) und mit senkrechter
Ausrichtung (I,) gemessenen Intensitéiten gibt Aufschluss dariiber, wie sich die fluores-

zente Probe verhilt.
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Mathematisch betrachtet ist die Polarisation (P) die Differenz von (I}) und (I,) nor-

malisiert auf die Summe von (I;) und (I,).

Iy -1
i 7
[||+IJ_ ()

Aus den Intensitatswerten ldsst sich auerdem die Anisotropie (r) berechnen. Diese ist
mathematisch betrachtet die Differenz der Intensitdten des parallel und des senkrecht
polarisierten emittierten Lichts normalisiert auf die Gesamtintensitét (I7) des senkrecht

und parallel polarisierten Lichts.

IT:[||+2[l (8)
IH_]L

=t -1 9

" IH-FQIL ()

Durch die Normalisierung auf die Gesamtintensitét ist die Verwendung des Anisotropie-
werts iiber der des Polarisationswerts zu bevorzugen. Insbesondere in komplexen Syste-
men, in denen es mehr als eine emittierende Spezies gibt, ist die Anisotropie mathema-

tisch leichter zu handhaben als die Polarisation.

Theoretisch kénnen in zwei Extremféllen Anisotropie- und Polarisationswert gleich
sein. Wenn die Emission vollstindig polarisiert ist, also I, = 0 ist, gilt P = r =1. Ist
die Emission dagegen vollstandig depolarisiert, also I} = I, so ist P = r = 0. Fiir alle
zwischen diesen beiden Extremen liegenden Werte sind P und r nie gleich, lassen sich

aber mit folgenden Formeln in einander umrechnen.

3r

P = 10
2471 (10)
2P

=— 11

r=3_p (11)

Bei der Messung ist zu beachten, dass sich die Sensitivititen (S) des Detektionssystems
oft fiir vertikal und senkrecht polarisiertes Licht unterscheiden. Daher sollte zusitzlich

auch immer der G-Faktor bestimmt werden.

Sy
G-V 12
S, (12)
Iy -Glyy (13

"e ]VV + 2GI\/H
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(Iyy = gemessener Wert fiir Iy, Iyy = gemessener Wert fiir I,)
Unter Verwendung von Gleichung [13| kann sich das tatsdchliche Verhéltnis von Ij zu I,
bestimmen lassen (Lakowicz, 2006} [nvitrogen, 2006]).

In dieser Arbeit wurde 6-Carboxyfluorescein (FAM) als Fluorophor fiir FP-Messungen
eingesetzt. Das zu untersuchende FAM-markierte Phosphopeptid wurde in HBS-T-Puffer
auf 20 nM verdiinnt. Von dieser Losung wurden je 10 ul pro well in einer 384-well-Platte
vorgelegt. HBS-T-Puffer ohne FAM-markiertes Phosphopeptid wurde als Negativkon-
trolle verwendet. In das erste well wurden zusétzlich je 8 ul 20nM Peptid und 2 pl un-
verdiinntes 14-3-3-Protein gegeben und gemischt. Anschlieftend wurde die Platte 1 min
bei 230 g zentrifugiert, um eventuell durch das Mischen entstandene Luftblasen zu entfer-
nen. Nachfolgend wurde von dem ersten well an eine 1:1 Verdiinnungsreihe iiber 22 wells
pipettiert und die in der Pipette verbleibenden 10 ul verworfen. Ein well, das nur FAM-
markiertes Phosphopeptid enthielt, aber kein 14-3-3-Protein, diente als Referenz fiir die
Fluoreszenzpolarisation des ungebundenen Peptids und zur Bestimmung des G-Faktors.
Daraufhin wurde nochmals wie oben beschrieben zentrifugiert und die Messung in ei-
nem Mikrotiterplatten-Lesegeriit Infinite®500 durchgefiihrt. Dabei wurde mit weikem
Licht unter Verwendung eines Filters mit 485+ 10nm angeregt und die Emission bei
535 +12,5nm gemessen. Es wurde ein dichroitischer Spiegel verwendet, der bei 510 nm
durchlissig war. Der G-Faktor wurde aus den FP-Werten der Referenzproben bestimmt
und die Referenzpolarisation auf 35 mP festgelegt. Die Integrationszeit betrug 50 us. Die
Messergebnisse wurden mit der Software Prism (GraphPad) ausgewertet. Zur nichtli-
nearen Regression wurde folgende Gleichung verwendet, deren Herleitung unter im

Anhang ausfiihrlich dargestellt ist:

X
KpeX) (14)

(Y = gemessener Anisotropiewert, X = 14-3-3-Proteinkonzentration, ry = Anisotropie-

Y =rp (=) <

wert des freien Phosphopeptids (kleinster gemessener Y-Wert), r, = Anisotropiewert des
gebundenen Phosphopeptids (grofiter gemessener Y-Wert), Kp = Dissoziationskonstan-
te des untersuchten Gleichgewichts, welche dem X-Wert beim halbmaximalen Y-Wert
entspricht.)

Um den stabilisierenden Effekt eine Molekiils zu quantifizieren, wird die halbmaximale
effektive Konzentration (ECs) bestimmt. Um den ECsy von Cotylenin A (CNA) an den
C-RAF /14-3-3-Komplex zu bestimmen, wurde dieses in Anwesenheit von 14-3-3-Protein
auf FAM-markiertes Phosphopeptid titriert. Die Messergebnisse wurden normalisiert

und gegen die CNA-Konzentration auf einer logarithmischen Skala aufgetragen. Mit der
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Software Prism (GraphPad) wurden die Daten mit nichtlinearer Regression iiber folgen-

de Gleichung ausgewertet:

Bottom —Top
1+ 107(logEC5ofX)><HillSlope

Y =Top+ (15)
(X = log(CNA-Konzentration), Y gemessene Anisotropie, Top = grofter Y-Wert, Bot-
tom = kleinster Y-Wert, logEC5;y = X-Wert bei halbmaximalem Y-Wert, HillSlope =
Steigung der Kurve zwischen Y-Wert der groften Konzentration von X und Y-Wert der

kleinsten Konzentration von X)

3.7.3. Oberflachenplasmonenresonanz

Oberflachenplasmonenresonanz (englisch: surface plasmon resonance = SPR) bezeichnet
eine optische Methode, mit der der refraktorische Index sehr diinner Schichten, die an
Metall adsorbiert sind, gemessen werden kann (Pattniak| 2005). Diese Methode beruht
auf der Tatsache, dass Oberflachenplasmonen (delokalisierte Elektronen im Metall) un-
ter bestimmten Bedingungen durch Photonen angeregt werden konnen. Ein Plasmon
absorbiert dabei ein Photon, das daraufhin in dem reflektierten Licht fehlt. Der Winkel,
bei dem dies geschieht hangt hauptsichlich vom refraktorischen Index des Mediums in
direkter Ndhe der Metallschicht ab.

Abbildung zeigt den schematischen Aufbau einer Flusszelle eines SPR-Gerits.
Polarisiertes Licht wird durch ein Prisma geleitet und anschliefend an einer sehr diin-
nen Metallschicht, meist aus Gold bestehend, in einem bestimmten Winkel reflektiert.
Die Intensitit des reflektierten Lichts wird detektiert. Einige Photonen des Lichtstrahls
werden von Plasmonen des Metalls absorbiert. Ob ein Plasmon angeregt wird, hingt
hauptséchlich von der Beschaffenheit des Mediums auf der gegeniiberliegenden Seite der
Metallschicht ab. Dort konnen Molekiile immobilisiert und unter konstanten Flussraten
Bindungspartner (,Probe*) dazu gegeben werden. Die Immobilisierung von Biomolekiilen
wie zum Beispiel globuldren Proteinen findet hiufig iiber Carboxymethyliertes Dextran
(CM5) statt.

Injiziert man nun unter konstanter Flussrate einen Bindungspartner, so kann eine
Bindung an das immobilisierte Molekiil stattfinden. Dies fiihrt zu einer Massenzunah-
me. Sobald dies geschieht, dndert sich an dieser Stelle der refraktorische Index und damit
auch der Winkel des emittierten Lichts. Diese Winkeldnderung wird in Echtzeit gemessen
und als Sensogramm dargestellt ) Nachdem ein Bindungspartner injiziert wurde,

wird anschlieftend nur der Puffer ohne Bindungspartner injiziert. Dadurch kann bei glei-
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cher Flussrate auch die Dissoziation der Bindung gemessen werden. Durch Messung der
Assoziations- und Dissoziationsrate (k, und k;) kann die Gleichgewichtskonstante Kp

bestimmt werden:

ka
"k
Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle SPR-Messungen an einem Biacore T100 SPR-
Gerédt von Malgorzata Skwarczynska durchgefiihrt. Es wurden CM5-beschichtete Gold-
chips verwendet und alle Messungen in Biacore-Puffer bei 25°Cdurchgefiihrt.

1736 Resonanzeinheiten (englisch: response units, RU) 14-3-3 Protein wurden mit einer

Kp (16)

Flussrate von 10 ul x min~! immobilisiert. Die Flussrate bei der eigentlichen Messung

1. Der Bindungspartner (Phosphopeptid) wurde 1:1 titriert

betrug jeweils 30 pul x min~
und die Assoziation {iber einen Zeitraum von 180 s gemessen. Anschlieftend wurde mit
Biacore-Puffer gewaschen und die Dissoziation iiber einen Zeitraum von 240 s gemessen.
Die Oberfliche wurde nach jeder Titration mit 2M MgCl, regeneriert. Unspezifische
Effekte wurden als die auf der Referenzzelle detektierten Signale von den Messsignalen
abgezogen. Die detektierten Signale (RU) wurden gegen die eingesetzte Peptidkonzentra-
tion aufgetragen. Uber nichtlineare Regression und der Annahme von Gleichgewichtsbe-

dingungen konnte die apparente Affinitit Kp bestimmt werden (siehe im Anhang).
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Abbildung 3.6: Oberflichenplasmonenresonanz. (A) Schematische Darstellung einer Flus-
szelle eines SPR-Geréts mit Detektionseinheit. (B) Typisches Sensogramm einer SPR-
Messung. Abbildung modifiziert nach Pattniak| (2005).

Zur Bestimmung des ECx5o-Werts von CNA wurde dieses in Anwesenheit von C-RAF-
Phosphopeptid auf das immobilisierte 14-3-3-Protein titriert und die SPR-Messung wie
oben beschrieben durchgefiihrt. Anschliefend wurden die detektierten Signale gegen die
eingesetzte CNA-Konzentration auf einer logarithmischen Skala aufgetragen, normali-
siert und iiber nichtlineare Regression unter Verwendung von Gleichung der ECsq

bestimmt.
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3.8. Strukturbiologische Methoden
3.8.1. Proteinkristallisation

Um die 3D-Struktur eines Proteins oder Proteinkomplexes zu bestimmen, kann man
sich der Methode der Rontenkristallographie bedienen. Hierbei macht man sich die Ei-
genschaft von Kristallen zu Nutze, Réngtenstrahlen zu beugen. Bei der Rontenkristal-
lographie wird gemessen, in welche Richtung und wie stark ein Proteinkristall Rontgen-
strahlen beugt. Aus den gewonnenen Daten kann man {iber mathematische Verfahren
Riickschliisse auf den Inhalt des Kristalls also die 3D-Proteinstruktur ziehen.

Unter einem Kristall versteht man die regelméafige Anordnung von Molekiilen in einem
Kristallgitter, das durch nicht-kovalente Wechselwirkungen zusammengehalten wird. Um
einen Proteinkristall herzustellen verwendet man aufgereinigtes Protein. Dieses wird mit
Puffer verdiinnt, um eine bestimmte Proteinkonzentration und einen bestimmten pH-
Wert einzustellen. Zudem wird ein sogenanntes Prézipitans bendtigt. Dabei kann es
sich zum Beispiel um Salze wie Ammoniumsulfat oder Polymere wie Polyethylenglykol
(PEG) handeln. Dieses wird in einer etwas niedrigeren Konzentration eingesetzt, als es
zum vollstindigen Prézipitieren des Proteins aus der Losung heraus notig wire. Anschlie-
fsend wird durch kontrollierte Verdunstung der Proteinprobe Wasser entzogen, sodass ein
Zustand erreicht wird, bei der ein Proteinkristall entstehen kann (siehe Abbildung [3.7).

Abbildung 3.7: Phasendiagramm eines Pro-
teins. Mit zunehmender Prézipitanskonzentra-
tion tritt ein Protein bei gleich bleibender Kon-
zentration aus einer Losung heraus in den iiber-
sittigten Bereich {iber und fallt als amorphes
Prazipitat aus. Je hoher die Proteinkonzen-
tration ist, desto weniger Prézipitans ist not-
wendig, um diesen Phaseniibergang zu errei-
chen. Da die Nukleation von Proteinkristallen
im ibersattigten Bereich stattfindet, muss die
Prézipitanskonzentration schonend erhoht wer-
den (siehe Abbildung . Das Kristallwachs-
tum geschieht in der metastabilen Region. Pro-
teinkristalle im Gleichgewichtszustand mit dem
Losungsmittel, auch Mutterlauge genannt, be-
finden sich auf der Loslichkeitskurve. Abbil-
dung modifiziert nach (Chayen| (1998).

Um diesen Vorgang zu bewerkstelligen sind zwei Methoden weit verbreitet; die Me-
thode des hiingenden und des sitzenden Tropfens (siche Abbildung [3.8). Bei beiden Me-
thoden wird die Protein-Prézipitanslosung in einem luftdicht verschlossen Gefifs (meist

ein well in einer 24- oder 96-well-Platte) mit einem groferen Volumen an Reservoirls-
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sung aquilibriert, die nur das Prazipitans aber kein Protein enthilt. Durch Gasdiffusion
kommt es zum Austausch von Wasser zwischen der Protein-Prézipitanslésung und der
Reservoirlosung, bis die Prazipitanskonzentration in beiden Losungen anndhernd gleich

ist. Sobald ein Gleichgewichtszustand erreicht ist, kann das Kristallwachstum beginnen.

5% \\_Oy T

», i a

2

Abbildung 3.8: Die Methode des hingenden (A) und sitzenden (B) Tropfens. Bei beiden
Methoden ist die Gasdiffusion die treibende Kraft zur Erhohung der Protein- und Prézipitans-
konzentration im Kristallisationstropfen. (A) Die Methode des hingenden Tropfens kommt
oft bei der Reproduktion und Optimierung von Proteinkristallen zum Einsatz. (B) Die
Methode des sitzenden Tropfens dagegen wird iiblicherweise zur initialen Suche einer Kristal-
lisationsbedingung verwendet (rechte Abbildung), kann aber auch bei der Reproduktion und
Optimierung zum Einsatz kommen (linke Abbildung und .

Da unterschiedlichste Faktoren wie pH-Wert, Temperatur aber auch Proteinkonzen-
tration Einfluss auf das Kristallwachstum haben, ist es notwendig in einem initialen
Test moglichst viele unterschiedliche Bedingungen auszuprobieren. Dafiir werden im
Allgemeinen kommerzielle Reservoirlésungen verwendet, die sich in Bezug auf pH-Wert,
Prézipitans- und/oder Salzkonzentration in ihrer chemischen Zusammensetzung unter-
scheiden. Nachdem man eine Bedingung gefunden hat, bei der das Protein Kristalle
bildet, kann man diese Bedingung in einem Variationsansatz (3.8.2)) reproduzieren und
in Bezug auf Kristallgréfse, gute Rontgenbeugung oder auch Kristallisationsgeschwindig-
keit optimieren.

In dieser Arbeit wurde aufgereinigtes 14-3-3 Protein bei einer Konzentration von 10-
20 mg/ml im Verhéltnis 1:0,5 oder 1:1,5 mit Peptid in Komplexierungspuffer komplexiert
und fiir mindestens eine Stunde bei 4°C inkubiert. Mittels eines Phoenix-Pipettierrobo-
ters wurden 100 nl Tropfen auf eine 96-well-Platte (3550, Corning) abgesetzt. In dieser
Platte kommt das Prinzip des sitzenden Tropfens (siche Abbildung [3.8B, rechts) zum
Tragen. Daraufhin wurde mit 100nl der ,JCSG Core Suites I-IV* (Qiagen, Hilden) als

Reservoirlosung gemischt, die Platte mit Folie verschlossen und der Tropfen iiber 75 ul
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der entsprechenden Reservoirlosung dquilibriert. Nachfolgend wurde die Platte in einem
Formulatrix-Imager (Formulatrix, Waltham, USA) bei 4°C inkubiert und regelméfig Bil-

der der Kristallisationstropfen aufgenommen, um das Kristallwachstum zu iiberpriifen.

3.8.2. Reproduktion und Optimierung von Proteinkristallen

Zur Reproduktion von Kristallisationsbedingungen wurde zunéchst die Methode des
hangenden Tropfens verwendet. Dazu wurden jeweils 1 ml der Préizipitanslosung als Re-
servoir in jeweils ein well einer 24-well-Platte (Linbro, Jena Bioscience) gegeben. 1 ul
der entsprechenden Proteinldsung wurde auf ein 20 mm-Deckglas pipettiert und mit 1 ul
der Reservoirlosung luftblasenfrei gemischt. Anschliefend wurde das Deckglas mit Si-
likonpaste auf dem well iiber der Reservoirlosung luftdicht befestigt (siehe Abbildung
3.8]A). Danach wurde die Platte bei 4°C inkubiert und regelméfig mittels eines Durch-
lichtmikroskops auf Kristallwachstum tiberpriift.

Da die Kristallisation im hingenden Tropfen eine andere Kinetik aufweist als die Kri-
stallisation im sitzenden Tropfen, kann es notwendig sein, die Reproduktion der Kristal-
le im sitzenden Tropfen durchzufiihren. Dies entspricht eher den Versuchsbedingungen
in der initial gefundenen Kristallisationsbedingung. Zu diesem Zweck wurde eine 24-
well-SittingDrop-Platte verwendet. In ein well dieser Platte wurden jeweils 0,5ml der
Prézipitanslosung als Reservoir gegeben. 1 ul der entsprechenden Proteinlésung wurde
auf die Erhohung fiir den sitzenden Tropfen pipettiert und mit 1 ul der Reservoirlosung
luftblasenfrei gemischt. Anschliefend wurde die Platte mit Folie verschlossen (siehe Ab-
bildung ) Danach wurde die Platte bei 4°C inkubiert und regelméfig mittels eines
Durchlichtmikroskops auf Kristallwachstum tiberpriift.

Zur Reproduktion und Optimierung von 14-3-3-Proteinkristallen wurden standard-
méakig der pH-Wert des Puffers in 0,2-Schritten beziehungsweise die Konzentration des
Prézipitans in moglichst kleinen Abstufungen variiert. Zudem wurden verschiedene Pro-

teinkonzentrationen getestet.

3.8.3. Kryokonservierung von Proteinkristallen

Um Strahlenschiden an den Kristallen zu verhindern, werden die Rontgenbeugungs-
messungen bei 100K (-173°C) in einem Strahl gasférmigen Stickstoffs durchgefiihrt.
Dafiir miissen die Proteinkristalle zuvor in fliissigem Stickstoff schockgefroren werden.
In wissrigen Losungen konnten sich dabei Eiskristalle bilden, die die Datensammlung
storen oder das Proteinkristallgitter schidigen. Daher ist es notwendig, zu der Kristal-

lisationsbedingung Chemikalien dazu zugeben, die die Bildung von Eiskristallen verhin-
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dern. Diesen Vorgang nennt man Kryokonservierung. Dabei wird ein Frostschutz wie
zum Beispiel PEG oder Zucker zur Reservoirlosung oder zur Mutterlauge des Protein-
kristalls gegeben. Der Kristall wird darin einige Sekunden inkubiert und anschliefsend in
fliissigem Stickstoff gefroren, wo er auch {iber lingere Zeitriume gelagert werden kann.

Die in dieser Arbeit verwendeten Kristalle wurden durch Zugabe von Saccharose zur

Mutterlauge kryokonserviert.

3.8.4. Rontgenbeugungsmessung von Proteinkristallen

Wie bereits erwdhnt, sind Proteinkristalle in der Lage, Rontgenstrahlen zu beugen. Dies
geschieht durch die Wechselwirkung der Elektronen des Proteins mit den Réntgenstrah-
len. Dabei kann jedes Elektron mit dem Rontgenstrahl, also einer elektromagnetischen
Welle, interagieren. Die reflektierten (gebeugten) Wellen konnen sich durch destruktive
Interferenz gegenseitig ausloschen oder sich durch konstruktive Interferenz verstarken.
Dies fiihrt zu voneinander getrennten Beugungspunkten (Reflexen), deren Intensitit ge-
messen werden kann. Die Abhéngigkeit positiver Interferenz von dem Kristallgitter und
der Wellenlédnge ist in der Bragg’schen Gleichung zusammengefasst (Bragg und Bragg,
1913):

2 X dpp X SINO =1 x A\ (17)

Dabei ist dpi; der Netzebenenabstand eines Kristallgitters in A mit den Indizes hkl, ©
ist der Winkel zwischen Rontgenstrahl und Gitterebene (auch Glanzwinkel), A ist die
Wellenldnge der Rontgenstrahlung und n ein ganzzahliger Wert. Dies ist in Abbildung
.9 veranschaulicht.

Abbildung 3.9: Geometrische Bedingungen,
die notwendig sind, um einen starken gebeug-
ten Strahl zu erhalten. Die Punkte stellen zwei
parallele Ebenen von Gitterpunkten dar. Zwei
Strahlen S; und Sy werden an diesen Ebenen
mit dem Winkel © reflektiert. Abbildung mo-
difiziert nach [Rhodes| (2000).

Die Linie AC fiihrt vom Reflektionspunkt A des Strahls S; im rechten Winkel zum
Punkt C auf dem Strahl S,. Wenn Strahl S5 am Punkt B reflektiert wird, dann ist die
Weglinge des Strahls Sy um 2BC ldnger als die des Strahls S;. Da AB rechtwinklig zur
Gitterebene und AC rechtwinklig zum einfallenden Strahl ist, ist der Winkel CAB gleich
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dem Einfallswinkel ©. Da weiterhin ABC ein rechtwinkliges Dreieck bildet, ist der Sinus
O gleich BC/AB beziehungsweise BC/dy;. Daraus folgt, dass BC = dj;8in© und die
zusatzliche Wegliange des Strahls Sy gleich 2dj,,sin®© entspricht. Wenn diese Weglinge
ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenldnge ist, also Gleichung [17] zutrifft, dann sind
Strahlen, die an parallelen Ebenen reflektiert werden, in Phase miteinander und durch
positive Interferenz kommt es zu einem starken reflektierten Strahl. Jeder dieser Strahlen
erzeugt auf dem in einem bestimmten Abstand vorhandenen Detektor einen Reflex. Die

Summe dieser Reflexe wird Diffraktionsbild genannt.

Zur Beugungsmessung wurden die Kristalle so auf einem Goniometerkopf montiert,
dass sie im Schnittpunkt der Rotationsachse mit dem Rontgenstrahl lagen. Durch Ro-
tieren des Kristalls um 1°C wurden abhéngig vom Kristallgitter eine bestimmte Anzahl
kontinuierlicher Beugungsbilder aufgenommen. Als Rontgenquelle diente eine rotieren-
de Cu-K,-Anode (Micro-MAX-007 HF, Rigaku, Berlin). Diese wurde mit 40kV und
30mA betrieben und erzeugte Rontgenstrahlung mit einer Wellenlinge von 1,5418 A.
Zur Detektion wurde ein ,MARdtb image plate detector Detektorsystem verwendet
(Marresearch, Norderstedt).

Hochauflésende Datensétze wurden am Swiss Light Source (SLS) in Villigen (Schweiz)
unter Synchrotron-Strahlung aufgenommen. Die Indizierung, Integration und Datenre-
duktion der Diffraktionsbilder erfolgte mit der Software XDS (Kabsch, [2010).

3.8.5. Computergestiitzte Strukturbestimmung

Der Strukturfaktor F beschreibt einen gebeugten Rontgenstrahl, der einen Reflex produ-
ziert, welcher an einem Detektor aufgenommen werden kann. Mathematisch betrachtet
ist Fpi, der eine Reflektion hkl beschreibt, eine Fourier-Reihe, bei der jeder einzelne
Term dem Beitrag eines Atoms zum Reflex hkl entspricht. Das Atom wird dabei als

einfache Sphire von Elektronendichte behandelt.

Wie jede Wellengleichung besteht auch der Strukturfaktor Fjj, aus einer Frequenz,
einer Amplitude und einer Phase. Somit kann Fjy; in eine Strukturfaktoramplitude |Fj|

und den Phasenwinkel oy, zerlegt werden.

Fhp = \Fhkl\ X €$p(iahkl) (18)
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Die gemessenen Intensitdten I der einzelnen Reflexe hkl sind proportional zum Quadrat

der Strukturfaktoramplituden |[Fjy-.
Thiy o< |Fhkl|2 (19)

Die Elektronendichte p an Position x, y, z im kartesichen Koordinatensystem der Ein-

heitszelle kann iiber folgende Gleichung berechnet werden.

1
— > |Fhu| x exp(=2mi(ha + ky +12) + icp) (20)

p(ryz) =
V hkl

(p(xyz) = Elektronendichte im kartesischen Koordinatensystem an der Position x,y,z,
V = Volumen der Einheitszelle, |Fjx| = Strukturfaktoramplitude, i = imaginére Zahl,
h.k,1 = Frequenzen der Welle in Richtung x,y,z und Indizes eines spezifischen Reflexes
im reziproken Gitter, oy, = Phasenwinkel)

Die Strukturfaktoramplitude kann wie in Gleichungen [19| beschrieben aus den gemesse-
nen Intensitidten berechnet werden. Die Information iiber den Phasenwinkel ay,;;, der die
Phasenverschiebung zwischen dem einfallenden und gebeugten Strahl enthélt, hingegen
kann nicht direkt gemessen werden und muss auf anderem Wege erzeugt werden. Dies

ist auch als ,Phasenproblem* bekannt.

Zur Losung des Phasenproblems werden verschiedene Methoden verwendet. In die-
ser Arbeit wurde ausschlieklich die Methode des molekularen Ersatzes (englisch: mo-
lecular replacement, MR) verwendet. Bei dieser Methode ,leiht“ man sich die Phasen
eines Strukturmodells, von dem man annimmt, dass es eine dhnliche Struktur wie das
kristallisierte Protein aufweist. Daher verwendet man als Suchmodell oft die bekannte
Struktur eines Proteins, das eine hohe Sequenzhomologie zum kristallisierten Protein
aufweist. In den meisten Féllen ist jedoch das als Suchmodell dienende Protein in einer
anderen Raumgruppe mit einer anderen Orientierung kristallisiert worden. Daher ist es
notwendig das Modell in der neuen Einheitszelle zu positionieren. Dies geschieht durch
Rotation und Translation des Suchmodells. Da dieser Vorgang sehr viele Freiheitsgra-
de beinhaltet, wird er in zwei Teilschritte aufgespalten. Zunéchst wir durch Vergleich
der Pattersonkarten beider Modelle eine Rotationssuche durchgefiihrt, welche das Such-
modell im Kristallgitter moglichst gut ausrichtet. Anschliefend wird das so orientierte
Suchmodell durch Translation in der Einheitszelle verschoben. Dabei wird fiir jede Positi-
on der Strukturfaktor des Suchmodells berechnet (F,q.). Uber den sogenannten R-Wert

werden die Strukturfaktoramplituden |Fips| und |Fiq | verglichen.
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_ Z ||F0bs| - |Fcalc||
Z’Fobs’

Je kleiner der R-Wert ist, umso dhnlicher sind sich die gefundenen und berechneten

R (21)

Strukturfaktoramplituden. Daher wird in dem Prozess der Translation der kleinstmogli-
che R-Wert gesucht. Aus diesem wird der entsprechende Wert fiir |F.,.| verwendet, die
Phasen oy des Suchmodells in dieser Orientierung zu berechnen. Als Anndherung wer-
den diese Phasen zur Berechnung der Elektronendichte in dem neuen Modell eingesetzt.
Zur Phasierung iiber molekularen Ersatz wurde die Software Phaser des Programmpa-
kets CCPj4 eingesetzt (McCoy et al., [2007).

Nachdem die Elektronendichte berechnet wurde, muss das erhaltene Strukturmodell
verfeinert werden. Diese Verfeinerung dient dazu, die Geometrie des Modells (Winkel und
Absténde zwischen Atomen) zu korrigieren und weiter an die initial berechneten Phasen
anzundhern. Nach jeder Verfeinerung werden mit dem neuen Modell Strukturfaktoram-
plituden und Phasen berechnet. Anschlieflend werden die berechneten und beobachteten
Strukturfaktoramplituden iiber den R-Wert miteinander verglichen (siehe Gleichung.
Je niedriger der R-Wert ist, umso besser passt das berechnete und verfeinerte Modell zu
den gemessenen Daten. Die Berechnung der neuen Phasen basiert immer auf dem ver-
feinerten Modell, sodass fehlerhaft verfeinerte Bereiche auch die Berechnung der Phasen
beeinflussen. Aus diesem Grund werden 5% der gemessenen Reflexe aus dem Verfeine-
rungsprozess ausgeschlossen. Damit wird analog zu dem R-Wert (auch Ry,.;s) der freie
R-Wert (Rfyec) berechnet. Die Differenz zwischen Ry, und Ry, sollte nicht grofer als
5% sein (Briinger, (1992} 1997).

Die Interpretation der Dichtekarte und der Bau des Modells wurde mit der Software
Coot durchgefiihrt (Emsley und Cowtanl [2004). Zur Verfeinerung des Modells wurde die
Software REFMAC eingesetzt (Murshudov et all (1997). Abbildungen wurden mit der
Software PyMOL erstellt (DeLanol [1998).
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4. Ergebnisse

4.1. Biochemische Charakterisierung der Wechselwirkung von
MLF1 und 14-3-3

Zur biochemischen Untersuchung der 14-3-3/MLF1-Wechselwirkung wurde das 14-3-3e-
Protein aufgereinigt und gegen ITC-Puffer mit pH 7,5 dialysiert (3.1.13|und [3.5.5]).
Diese 14-3-3-Isoform wurde gewahlt, da auch die Kristallisation mit dieser Isoform er-
folgt war (siche Abschnitt[1.4.3). Das 14-3-3e-Protein wurde als Vollingen-Protein (VL)
aufgereinigt und der zur affinitdtschromatographischen Aufreinigung benotigte His6- Tag
nicht abgespalten. Daher wird das Protein im Folgenden als His6-14-3-3¢(VL) bezeichnet.
Mittels UV-Spektroskopie und einem be-

Mg His6-14-3-3¢ rechneten Molekulargewicht von M =

M 25 5 10 32414 g x mol~! sowie einem molaren Ex-
tinktionskoeffizienten von E = 34965

M-t xem™! wurde die Konzentration des

60 Proteins bestimmt. Die Reinheit des His6-
40 14-3-3¢(VL)-Proteins konnte anhand des

— — Tris-Tricin-Gels nach der Gelelektropho-
30 rese (sieche Abbildung auf iber 95 %
20 geschitzt werden.

Zunichst sollte der Beitrag einzelner AS
an der 14-3-3/MLF1-Wechselwirkung ab-
10 geschitzt werden. Dafiir wurden Peptide
verwendet, die in der 14-3-3-Bindestelle

Abbildung 4.1: Tris-Tricin-Gel des aufgereinigten . . .
His6-14-3-3¢(VL). Unterschiedliche Mengen Hisg- ¢S MLI'1-Proteins, um S34, eine Alanin-

14-3-3¢(VL) wurden iiber ein 12 %iges TrisTricin- (A)-Mutation in einer der benachbar-
Gel gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Coo-
massie Brillant Blau R250 angefarbt (3.6.1). Als e AS trugen. Neben dem synthe-

Grofenstandard diente der Roti®-Mark 10-150 (M, tischen 14mer MLF1-WT-Peptid, das
Zlglli]e) S:Cﬁzlfl,f: Shen fir 10, 20, 30, 40 und an S34 phosphoryliert (pS34) und fiir

die Kristallisation eingesetzt worden war
(MLF1(29-42)pS34 WT, Biosynthan, siehe Abschnitt [I.4.3), wurden die entsprechenden
A-Mutanten synthetisiert (MLF1(29_40ypS34, F33A, E35A und F37A, Biosynthan). Mit
diesen Peptiden wurden I'TC-Messungen in I'TC-Puffer pH 7,5 wie unter beschrie-
ben durchgefiihrt. In Abbildung[4.2]A ist das Ergebnis einer Titration von 14-3-3¢-Protein
mit dem MLF1(59_40)pS34-Peptid dargestellt. Der obere Graph zeigt jeweils den bend-
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Abbildung 4.2: Ergebnis einer ITC-Messung von 14-3-3¢ mit MLF1-Phosphopeptid. (A)
Titration von MLF1(99_42ypS34 WT auf 14-3-3e. (B) Titration von ITC-Puffer pH7,5 auf
14-3-3¢-Protein als Kontrollmessung.

tigten Energieaufwand zum Ausgleich der durch die einzelnen Injektionen entstandenen
Wiarmednderungen aufgetragen gegeniiber der Zeit. Der untere Graph stellt jeweils die
integrierte Fliache der Warmeédnderungen der einzelnen Injektionen normalisiert auf das
molare Verhéltnis von 14-3-3e-Protein zu MLE1 29_42)pS34-Peptid dar. Da der Energie-
aufwand zum Temperaturausgleich zur Referenzzelle negativ ist, kann man davon aus-
gehen, dass es sich um eine exotherme Reaktion handelt. Die Entropiednderung (AS)
ist verglichen zur Enthalpieinderung (AH) vergleichsweise gering. Abbildung zeigt
das Ergebnis einer Kontrollmessung. Hierbei wurde ITC-Puffer auf 14-3-3-Proteinlésung
in der Messzelle titriert. Die (geringen) Warmeénderungen der Kontrollmessung wurden
vor Auswertung der Messdaten von diesen abgezogen.

Fiir jedes MLF1-Phosphopeptid wurde diese Messung mindestens fiinfmal durchge-
fiihrt und die erhaltenen Kp-Werte gemittelt. Die gemittelten Kp-Werte sind in Tabelle
|§| aufgefithrt. Wie anhand der strukturbiologischen Daten erwartet (siehe , zeigten
alle gemessenen Peptide eine Stochiometrie von ~ 1 bezogen auf ein 14-3-3e-Monomer.
Dagegen war es unerwartet, dass die Mutation E35A und F37A keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Bindungskonstante hatte verglichen zum W'T-Peptid. Dies bedeutet, dass
die Reste dieser beiden AS nur wenig zur Bindung des WT-MLF1-Phosphopeptids an
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86 4.1 Biochemische Charakterisierung der Wechselwirkung von MLF1 und 14-3-3

Peptid Sequenz Kp / uM N

MLF1(99_4pS34 WT ~ MIRSF -pS- EPFGRDLL 1,55 + 0,06 0,90 + 0,08
MLF1 (59 _42)pS34 F33A  MIRSA-pS- EPFGRDLL 4,99 = 0,59 0,93 + 0,07
MLF1 (59 _42)pS34 E35A  MIRSF -pS-APFGRDLL 1,53 + 0,05 0,99 + 0,03
MLF1(59_42)pS34 F37TA  MIRSF -pS-EPAGRDLL 1,55 0,29 1,03 + 0,03

Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der ITC-Messungen von 14-3-3¢ mit verschie-
denen MLF1-Phosphopeptiden. N = Bindungsstochiometrie.

das 14-3-3e-Protein beitragen. Der Austausch von F33 zu A hingegen hatte einen signi-
fikanten Einfluss auf die Bindung. Das kann mit Hilfe der Rontgenkristallstruktur des
14-3-3/MLF-Komplexes erklirt werden (siehe Abbildung . Waihrend die Reste der
AS E35 und F37 nur die Oberfliche des 14-3-3¢-Proteins kontaktieren, ist der Phenylring
des F33 in einer hydrophoben Tasche gebunden. Diese hydrophobe Tasche wird durch
die AS L223 und L230 sowie durch die Hauptkette der Helix 9 des 14-3-3e-Proteins ge-
bildet. Insgesamt entsteht dadurch eine grofe hydrophobe Interaktionsfliche. Dariiber
kann das F33 einen signifikanten Beitrag zur Bindung des WT-MLF1-Phophopeptids an
das 14-3-3e-Protein leisten.

L2 A )/;; = o

’ ,,-"""\-..,‘___'_ .-\\h » _’p834

¢ | &

Abbildung 4.3: Ausschnitt des Strukturmodells des 14-3-3¢/-
MLF1(29_42)pS34-Komplexes (siehe [1.4.3). Der Ausschnitt zeigt das
MLF1-Phosphopeptid in der 14-3-3-Bindegrube. Das phosphorylierte
MLF1-Peptid ist als griines Stibchenmodell mit der entsprechenden
Oberfléche in halb transparentem griin dargestellt. Zur besseren Ori-
entierung ist das pS34 markiert. Das 14-3-3e-Protein ist in grau als
Béndermodell gezeigt und Helix 9 beschriftet (H9). Die hydrophoben
AS L223 und L230 sind zudem als Stdbchenmodelle mit entsprechender
halbtransparenter Oberflichendarstellung hervorgehoben.
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4.2. Zellbiologische Untersuchungen zur 14-3-3-abhangigen
MLF1-Lokalisation

4.2.1. Lokalisation des humanen MLF1-Proteins in HEK293T-Zellen

Zur Untersuchung der Lokalisation des humanen MLF1-Proteins wurde das MLF1-Gen
iiber Restriktion und Ligation in den pEGFP-C1 und den pEGFP-N1 Vektor kloniert
(siehe[3.2.4]und [3.2.5). Anschliekend wurden HEK293T-Zellen mittels der Calciumphos-
phat-Methode mit der DNS transfiziert ([3.4.4). Die Lokalisation der N- und C-terminal
mit GFP fusionierten MLF1-Proteine, die im Folgenden als GFP-MLF1 und MLF1-GFP

bezeichnet werden, wurde an einem konfokalen Mikroskop untersucht.

B GFP-MLF1 MLF1-GFP

Abbildung 4.4: Lokalisation von GFP-Fusionen des humanen MLF1-Proteins in HEK293T-Zellen.
(A) Lokalisation von N-terminal mit GFP fusioniertem MLF1. (B) Vergleich von N- und C-terminal
mit GFP fusioniertem MLF1 WT und S34A. Mafistabsleiste = 10 ym.

Die konfokalmikroskopische Untersuchung zeigte, dass das GFP-MLF1-Fusionsprotein
ausschlieflich im CP der HEK293T-Zellen lokalisiert ist (siehe Abbildung [4.4A). Das C-
terminal mit GFP fusionierte humane MLF1-Protein, MLF1-GFP, liegt ebenfalls iiber-
wiegend im CP vor (siche Abbildung[£.4B oben). Allerdings kann man im Vergleich zum
GFP-MLF1 eine schwache, gleichmafbige Lokalisation im ZK erkennen.

Des Weiteren wurde iiber zielgerichtete Mutagenese die 14-3-3-Bindestelle des MLF'1-
Proteins S34 zu A mutiert (3.2.10). Die so entstandenen mutierten Proteine (S34A)
wurden ebenfalls auf ihre Lokalisation in HEK293T-Zellen untersucht (sieche Abbildung
, unten). Auch hier ldsst sich eine iiberwiegende Lokalisation im CP erkennen. Zu-
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88 4.2 Zellbiologische Untersuchungen zur 14-3-3-abhédngigen MLF1-Lokalisation

satzlich ist kein Unterschied zu den jeweiligen WT-Proteinen GFP-MLF1 und MLF1-
GFP sichtbar.

Die Fusion des MLF1-Proteins mit GFP zur Sichtbarmachung der Lokalisation in
der Zelle birgt die Gefahr, dass das Protein sich aufgrund der GFP-Fusion anders ver-
hélt als ohne Fusionspartner. Es kann zum Beispiel sein, dass es aufgrund der durch
die Fusion erhohten Grofse nicht mehr in den ZK translokieren kann, obwohl es dies
ohne Fusionsprotein tun wiirde. In Abbildung ist die schematische Primastruktur
des humanen MLF1-Proteins dargestellt. Neben dem 14-3-3-Bindemotiv um S34, sind
aukerdem noch zwei Kernimportsequenzen (NLS, AS 168-174 und 232-236) sowie eine
Kernexportsequenz (NES, AS 89-98) bekannt (siehe [1.4.2)).

ES NLS NLS

.. 1

534 89-98 168-174 232236

Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der Aminosiuresequenz des humanen MLF1-Proteins.

Eine Mutation der NES sorgt dafiir, dass ein ansonsten intaktes Protein, das sich
normalerweise zwischen ZK und CP hin- und herbewegt, im ZK gehalten wird, da es
nicht mehr an den Exportkomplex bestehend aus CRM1 und Ran-GTP binden kann.
Dass die Mutation des L89 in der MLF1-NES (89-LERNFGQLSV-98) ausreicht, um die
Bindung an CRM1 und den damit einhergehenden Kernexport zu verhindern, konnte
bereits gezeigt werden (Yoneda-Kato und Katol [2008). Das bedeutet, dass man durch
diese Mutation der NES iiberpriifen kann, ob das GFP-fusionierte MLEF1-Protein in den
ZK translozieren kann. Das an der NES mutierte GFP-fusionierte MLF1-Protein sollte,
sofern es voll funktionell ist, vorwiegend im ZK lokalisiert sein.

Um diese Hypothese zu bestétigen, wurden die NES-Mutanten L89E und L89A des
GFP-MLF1-Proteins hergestellt und HEK293T-Zellen wiederum mittels der
Calciumphosphat-Methode mit der DNS transfiziert . Wie in Abbildung zZu
erkennen ist, verhalten sich beide NES-Mutanten des GFP-MLF1-Proteins, L8IE und
L89A, wie erwartet. In beiden Fillen ist eine {iberwiegende Lokalisation im ZK zu er-
kennen. Dariiber hinaus ist eine Lokalisation des Proteins ebenfalls in den Nucleoli (N)
zu erkennen. Diese Ergebnisse zeigen, dass das GFP-MLF1-Protein trotz der erh6hten
Grofse in den ZK translozieren kann.

Daraufhin wurde eine weitere NES-Mutation getestet. Diese sollte schwécher sein als
der Austausch von L zu E oder A. Da sich die AS L und V in ihren chemischen Eigen-
schaften sehr dhnlich sind, wurde eine L89V-Mutante hergestellt. Die L89V-Mutation
sollte die Lokalisation des GFP-MLF1-Proteins im CP verringern und das Protein somit
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Abbildung 4.6: Lokalisation der angegebenen NES-Mutanten des GFP-MLF1-Proteins in HEK293T-
Zellen. Mafsstabsleiste = 10 ym.

zu etwa gleichen Anteilen im CP und ZK vorliegen. Wie in Abbildung zu erken-
nen ist, trifft diese Erwartung nicht zu. Das GFP-MLF1 L89V ist iiberwiegend im CP
lokalisiert. Dennoch kann man im Vergleich zum WT GFP-MLF1 eine etwas erhohte
Lokalisation im ZK erkennen (siche Abbildung [4.4). Daher wurde in dieses Protein zu-
sitzlich die 14-3-3-Bindemutation S34A eingebracht. Das daraus resultierende doppelt
mutierte GFP-MLF1 S34A,L.89V wies jedoch beziiglich der subzelluldren Lokalisation
keinen Unterschied zum einfach mutierten GFP-MLF1 L89V auf (sieche Abbildung [4.6).

4.2.2. Lokalisation des verkiirzten humanen MLF1-Proteins in HEK293T-Zellen

Um auszuschliefsen, dass ein unbekannter Interaktionspartner, der ebenfalls an das hu-
mane MLF1-Protein bindet, die subzelluldre Lokalisation des MLEF1-Proteins beeinflusst
oder dem Effekt der aufgehobenen 14-3-3 Bindung entgegenwirkt, wurden sechs verschie-
dene verkiirzte MLF1-Proteine getestet. In Abbildung sind die verkiirzten Proteine

schematisch aufgezeichnet.

MLF‘I‘?QC — 1-47
MLF1,,,AC 1-176
NES NLS NLS

534 89-98 |! Q;J 7! 232-236

MLF1_AN  50-268
MLF1,AN  40-268
MLF1,AN  37-268

Abbildung 4.7: Schematische Darstellung der verkiirzten MLF1-Proteine. Die Konstruktgrenzen sind
bezogen auf die Aminosiuresequenz angegeben.

Zunichst wurden drei verschieden lange, C-terminal verkiirzte MLE1-Proteine her-
gestellt. Ein Konstrukt enthielt sowohl die NES als auch eine NLS (MLF1,76AC). Das

sollte bewirken, dass nicht der Einfluss einer Lokalisationssequenz iiberwog, sondern der
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Effekt der 14-3-3-Bindung detektiert werden konnte. Zwei weitere MLF1-Proteine wur-
den so hergestellt, dass sie weder die NES noch eine NLS enthielten. Eines der beiden
Konstrukte endete C-terminal direkt hinter der 14-3-3 Bindestelle (MLF153AC), das
andere Konstrukt etwas weiter davon entfernt (MLF1,,AC).

Zunichst wurde die subzelluldre Lokalisation dieser verkiirzten Konstrukte als C-
terminal mit GEF'P fusionierte Proteine untersucht. Wie in Abbildung ersichtlich,
sind die verkiirzten MLF133AC-GFP- und MLF1,;AC-GFP-Proteine, die weder eine
NES noch NLS beinhalten, in etwa zu gleichen Anteilen im ZK und im CP lokalisiert.
Das etwas langere MLF1,76 AC-GFP hingegen, das sowohl die NES als auch eine NLS

S34A

Abbildung 4.8: Lokalisation von C-terminal verkiirztem MLF1-GFP in HEK293T-Zellen. (A) C-
terminal verkiirztes WT-MLF133AC- und WT-MLF14;AC-GFP ist in etwa in gleichen Anteilen im ZK
und im CP sichtbar. Das lingere WT-MLF 1,74 AC-GFP, das sowohl die NES als auch eine NLS enthilt,
ist iiberwiegend im CP lokalisiert. (B) Die 14-3-3-Bindemutation S34A scheint keinen Einfluss auf die
Lokalisation des C-terminal verkiirzten MLF1-GFP zu haben. Mafistabsleiste = 10 pum.

beinhaltet, ist iiberwiegend im CP lokalisiert. Fiir die entsprechenden verkiirzten GFP-
MLF1-Fusionsproteine zeigten sich die gleichen subzelluldren Lokalisationen wie fiir die
oben beschriebenen MFL1-GFP-Proteine (Daten nicht abgebildet). Zudem wurde in die
verkiirzten MLF1-GFP-Proteine die 14-3-3-Bindemutation S34A eingebracht (sieche Ab-
bildung ) Auch hier konnte kein Unterschied beziiglich der subzelluldren Lokalisa-
tion zu den entsprechenden WT-Proteinen festgestellt werden. Dies zeigte sich auch fiir

die entsprechend mutierten GFP-MLF1-Verkiirzungskonstrukte (Daten nicht gezeigt).
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Obwohl 14-3-3-Proteine in eukaryotischen Zellen ubiquitér exprimiert werden (Aitken
1992)), konnte es sein, dass der endogene Gehalt an 14-3-3-Proteinen nicht aus-
reicht, um einen Einfluss auf die Lokalisation des unter dem starken CMV-Promotor
exprimierten MLF1-Proteins zu zeigen. Daher wurden HEK293T-Zellen zusitzlich zu
den C-terminal verkiirzten MLF1-Proteinen mit 14-3-3¢ co-transfiziert, das C-terminal
mit mCherry fusioniert war (14-3-3e-mCherry). Das 14-3-3e-mCherry ist in allen unter-
suchten Zellen erwartungsgemaéf iiberwiegend im CP und nur zu einem geringen Anteil
im ZK lokalisiert (siche Abbildung [4.9A). Die C-terminal verkiirzten MLF1-Proteine

A

MLF1-GFP 14-3-3-mCherry Uberlagerung

M Einzeltransfektion von HEK293T-Zellen
38AC

160 ® Co-Transfekiion von HEK293T-Zellen
mit 14 -3-3-mCherry

| 140 I
1,20 "
1,00 4

g

o

o
0,80 -

| 080 4
0,40 -

0,20 A
0,00 -

WT S34A wT S34A
MLF1_AC-GFP MLF1,,AC-GFP

3saC

47AC

47AC

Abbildung 4.9: Co-Transfektion von HEK293T-Zellen mit C-terminal verkiirztem MLF1-GFP und
14-3-3¢-mCherry. (A) Untersucht wurde der Einfluss der Co-Expression von 14-3-3¢-mCherry auf
die subzelluldre Lokalisation der C-terminal verkiirzten MLF133AC-GFP- und MLF14,7;AC-GFP-
Konstrukte als WT und S34A-Mutante. (B) Verhéltnis von CP zu ZK (CP/ZK) in der subzelluldren
Lokalisation von C-terminal verkiirztem MLF1-GFP. Dargestellt ist der Median von jeweils mindestens
14 untersuchten Zellen und die entsprechenden Abweichungen (MAD) als Fehlerbalken. Mafstabsleiste
= 10 pm.

hingegen weisen eine etwas unterschiedliche subzelluldre Lokalisation in Abhédngigkeit
der 14-3-3 Bindestelle auf. Die WT-Proteine MLF133AC-GFP und MLF1,;AC-GFP
weisen eine etwas stdrkere Lokalisation im CP verglichen mit der Lokalisation im ZK

auf, wenn sie mit 14-3-3e-mCherry co-exprimiert werden. Hingegen zeigt sich bei den
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14-3-3-Bindemutanten S34A-MLF1353AC-GFP und S34A-MLF1,;AC-GFP weiterhin ei-
ne gleichmifige Verteilung zwischen ZK und CP (Vergleich Abbildung und [£.9).

Mittels der Software ImageJ (Rasband, 2004) wurde iiberpriift, ob dieser Unterschied
statistisch signifikant ist. Dazu wurden konfokalmikroskopisch aufgenommene Bilder von
mindestens 14 verschiedenen Zellen aus insgesamt drei voneinander unabhangigen Expe-
rimenten untersucht. Mit der Software ImageJ wurde die durchschnittliche Pixelintensi-
tit des Hintergrunds, des CPs und des ZKs bestimmt. Die erhaltenen Werte fiir den Hin-
tergrund wurden von denen des CPs und ZKs abgezogen und der Quotient der so erhalte-
nen Intensititen aus CP und ZK gebildet. Der Median und dessen absolute Abweichung
(MAD) wurden ermittelt und fiir die jeweiligen transfizierten Zellen aufgetragen (siehe
Abbildung ) Zusatzlich zu den mit 14-3-3e-mCherry co-transfizierten HEK293T-
Zellen wurden auch die oben beschriebenen mit C-terminal verkiirztem MLF1-GFP ein-

fach transfizierten Zellen auf diese Weise analysiert.

Zunichst verdeutlicht der in Abbildung gezeigte Graph, dass der qualitative
Eindruck aus Abbildung auch quantitativ belegt werden kann. In HEK293T-Zellen
ist der Unterschied der subzelluldren Lokalisation in Bezug auf das Verhéltnis von CP
zu ZK (CP/ZK) zwischen den C-terminal verkiirzten MLF1-GFP Fusionsproteinen als
WT oder als S34A-Mutante statistisch nicht signifikant.

In den HEK293T-Zellen, in denen C-terminal verkiirztes MLF1-GFP mit 14-3-3¢-
mCherry co-exprimiert wurde, zeigen sich jedoch Unterschiede. Zum Beispiel ist in Zel-
len, in denen 14-3-3¢-mCherry co-exprimiert wurde, das Verhéltnis von CP/ZK hoher
als in Zellen, in denen WT-MLF133AC-GFP allein exprimiert wurde. Das spricht dafiir,
dass das zusétzlich exprimierte und hauptséchlich im CP lokalisierte 14-3-3e-mCherry an
das WT-MLF133AC-GFP bindet und dieses im CP hélt. Des Weiteren ist ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen dem WT-MLF133AC-GFP und der entsprechenden
S34A-Mutante zu erkennen, wenn diese beiden Proteine heterolog mit 14-3-3e-mCherry
co-exprimiert werden. Das Verhéltnis von CP/ZK ist fiir S34A-MLF133AC-GFP jedoch
das gleiche wie fiir das mit 14-3-3e-mCherry exprimierte Protein. Das unterstreicht die
Hypothese, dass das co-exprimierte 14-3-3e-mCherry das WT-MLF133AC-GFP bindet
und im CP hélt. Eine Bindung von 14-3-3e-mCherry an das mutierte S34A-MLF 135 AC-
GFP ist nicht mdglich und daher auch kein Unterschied zwischen einfach exprimiertem

und mit 14-3-3e-mCherry co-exprimiertem Protein sichtbar.

Die gleichen Effekte wurden fiir das etwas lingere C-terminal verkiirzte MLF147AC-
GFP beobachtet. Auch hier zeigt sich bei den einfach exprimierten MLF1,;AC-GFP

Fusionsproteinen kein Unterschied zwischen WT und S34A-Mutante bezogen auf ihre

Manuela Molzan



4  Ergebnisse 93

subzellulidre Lokalisation und das entsprechende Verhéltnis CP/ZK. Hingegen zeigt sich
in HEK293T-Zellen, die mit 14-3-3e-mCherry und WT-MLF1,;AC-GFP co-transfiziert
wurden, eine erhohte Lokalisation des WT-MLF14,,AC-GFP Fusionsproteins im CP,
was zu einem erhohten Verhéltnis von CP/ZK fiithrt. Zudem hat die Co-Expression
von 14-3-3e-mCherry mit S34A-MLF1,;AC-GFP keinen Einfluss auf dessen Lokalisa-
tion verglichen mit dem einfach exprimierten Protein. Das Verhéltnis von CP/ZK ist
in beiden Féllen gleich hoch und deutlich niedriger als bei dem mit 14-3-3e-mCherry
co-exprimiertem WT-MLF14,,AC-GFP.

Um zu iiberpriifen, welchen Einfluss die gesamte 14-3-3-Bindestelle auf die subzellulire
Lokalisation des MLF'1-Proteins hat, wurden MLEF'1-Proteine hergestellt, denen der voll-
standige N-terminale Bereich fehlt (sieche Abbildung . Dafiir wurden drei verschieden
lange Proteine MLF150AN, MLF14,AN und MLF13;AN als GFP-MLF1 Fusionsprote-
ine hergestellt und deren Lokalisation in HEK293T-Zellen iiberpriift. Abbildung
zeigt, dass fiir alle drei Proteine eine ausschliekliche Lokalisation im CP festgestellt wer-
den konnte. Das bedeutet, dass die 14-3-3-Bindestelle des humanen MLF1-Proteins in
HEK293T-Zellen keinen direkten Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation des Proteins
hat.

Abbildung 4.10: Lokalisation von N-terminal verkiirztem MLF1 in HEK293T-Zellen. Mafstabsleiste
= 10 pm.

4.2.3. Lokalisation des humanen MLF1-Proteins in anderen Saugerzellen

Lokalisation des humanen MLF1-Proteins in der Primatenzelllinie Cos-7. Da die
Originalstudie zur 14-3-3-abhéngigen Lokalisation des murinen MLF1-Proteins in Cos-7-
Zellen durchgefiihrt worden war (siehe Abschnitt und Winteringham et al.| (20006)),

wurde die subzellulare Lokalisation des humanen MLF1-Proteins auch in Cos-7-Zellen
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untersucht. Der Wechsel von den menschlichen HEK293T-Zellen zu den Primatenzel-
len Cos-7 stellt einen Wechsel in einen anderen Organismus dar. Dies kann von Vorteil
sein, da in anderen Organismen Regulationsebenen fehlen kénnen, die zum Beispiel im
humanen Organismus vorhanden sind. So kénnen komplexe Ablidufe und Vorginge oft
durch die Verwendung anderer Systeme analysiert oder aufgeklirt werden. Hierfiir wur-
den die gleichen Plasmide, wie unter geschildert, verwendet. Cos-7-Zellen wurden
mittels Polykationen transfiziert und am konfokalen Mikroskop die subzellulére
Lokalisation der GFP-fusionierten MLF1-Proteine untersucht.

Wie bereits in HEK293T-Zellen zu beobachtet war, ist das GFP-MLF1-Fusionsprotein
auch in Cos-7-Zellen ausschlieflich im CP lokalisiert (siche Abbildung [£.11]A). Das C-
terminal mit GFP fusionierte humane MLF1-Protein, MLF1-GFP, dagegen liegt in etwa
zu gleichen Anteilen im CP und im ZK der Cos-7-Zellen vor (siehe Abbildung [4.11B). In
Cos-7-Zellen scheint die Richtung der GFP-Fusion, also N- oder C-terminal, die Lokalisa-
tion des MLF1-Fusionsproteins zu beeinflussen. Dieser Effekt war in HEK293T-deutlich
schwiicher ausgepriigt (Vergleich Abbildung [4.4B).

A B GFP-MLF1 MLF1-GFP

. . B

Abbildung 4.11: Lokalisation von GFP-Fusionen des humanen MLF1-Proteins in Cos-7-Zellen.
Lokalisation von N-terminal mit GFP fusioniertem MLF1. (B) Vergleich von N- und C-terminal mlt
GFP fusioniertem MLF1 WT und S34A. Mafsstabsleiste = 10 pm.

Auch in den Cos-7-Zellen wurde wie in HEK293T-Zellen die subzelluldre Lokalisation
der an der 14-3-3-Bindestelle mutierten S34A-MLF1-Proteine untersucht. Es ist jedoch

kein Unterschied in Bezug auf die subzelluldre Lokalisation des MLF1-Proteins zwischen
den S34A-Mutanten und dem WT-Protein zu erkennen (siehe Abbildung [4.11B).
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Durch die Mutation der NES (L89E, siche Abbildungen und wurde auch in
Cos-T-Zellen iiberpriift, ob das an GFP-fusionierte MLF1-Protein in den ZK translozie-
ren kann. Da die L89E-Mutante des GFP-MLF1-Proteins, wie erwartet und wie bei den
HEK293T-Zellen bereits beobachtet, auch in Cos-7-Zellen {iberwiegend im ZK lokalisiert
war, kann man davon ausgehen, dass auch in diesen Zellen der Transfer zwischen CP
und ZK fiir die fusionierten MLF1-Protein prinzipiell moglich war (Daten nicht gezeigt).
Das wiederum deutet daraufhin, dass die subzelluldre Lokalisation des humanen MLF'1-
Proteins in Cos-7-Zellen eher von der Orientierung der GFP-Fusion abhingt als von der

Bindung an 14-3-3-Proteine.

Lokalisation des humanen MLF1-Proteins in humanen Lymphoblastenzellen. Bei
der K-562-Zelllinie handelt es sich um eine humane AML-Zelllinie. Da bekannt ist, dass
MLF1 mit AML assoziiert wird (siche und Yoneda-Kato et al. (1996); Williams
et al| (1999)), kann es sein, dass MLF1 in diesen Zellen anders reguliert wird als in
HEK293T-Zellen. Dadurch kénnte die Mutation der 14-3-3-Bindestelle von MLF1 in
diesen Zellen einen deutlicheren Effekt auf dessen subzelluldre Lokalisation haben.

Um dies zu iiberpriifen, wurden K-562-Zellen, wie unter beschrieben, mit den
gleichen Plasmiden transfiziert wie die HEK293T-Zellen (siche [1.2.1)). Die Zellen wurden
wie unter geschildert auf Objekttrager aufgebracht und fixiert, bevor sie konfokal-
mikroskopisch untersucht wurden. Die Untersuchung am Mikroskop zeigte, dass auch in
K-562-Zellen kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der subzellularen Lokalisation
von GEFP-fusioniertem WT-MLF1 und der entsprechenden 14-3-3-Bindemutante (S34A)
besteht; beide Proteine (WT und S34A) sind im CP der K-562-Zellen lokalisiert (Daten
nicht gezeigt).
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4.3. Untersuchung der $S259-vermittelten Bindung von C-RAF an
14-3-3-Proteine

Wie in Abschnitt geschildert, wurde der Einfluss der 14-3-3-Bindestelle um 5259
des C-RAF-Proteins biochemisch und strukturbiologisch bereits intensiv charakterisiert.
Daher wird im Folgenden der physiologische Einfluss der 14-3-3-Bindung auf das C-RAF-

Protein untersucht.

4.3.1. Lokalisation von endogenem C-RAF in Gegenwart von C-terminal
verkiirzten 14-3-3-Bindemutanten des C-RAF

Zunichst sollte analysiert werden, welchen Einfluss die fiir die Lokalisationsexperimente
in HEK293-Zellen verwendeten (siehe [L.5.4), C-terminal verkiirzten C-RAF-Proteine
C-RAF33,AC als WT oder mutiert auf das endogene C-RAF in diesen Zellen haben.
Reprisentativ fiir die neun Mutationen, die in Noonan- und LEOPARD-Syndromen um
S259 gefunden wurden, wurden die Mutationen S259F, T260R und V263A untersucht.
Dafiir wurden HEK293-Zellen, wie in [3.4.7] erldutert, mit den C-RAF330AC-pEGFP-C1
Konstrukten und H-RAS-WT DNS co-transfiziert (3.4.4). Die Immunfirbung erfolgte
mit einem an das Fluorophor Alexa647 gekoppelten Antikdrper gegen den C-
Terminus des C-RAF-Proteins. Dadurch wurde das endogene C-RAF, nicht aber das
heterolog exprimierte C-terminal verkiirzte C-RAF detektiert.

Abbildung [.12] zeigt die subzelluldre Lokalisation des endogenen C-RAF-Proteins und
der heterolog exprimierten C-terminal verkiirzten GFP-C-RAF 330 AC-Proteine. Das en-
dogene C-RAF wurde, wie oben beschrieben, am C-Terminus mit Alexa647-gekoppeltem
Antikorper detektiert und ist in rot dargestellt. In allen Zellen ist es iiberwiegend im
CP und zu einem sehr geringen Anteil im ZK zu erkennen. Die heterolog exprimierten
C-terminal verkiirzten GFP-C-RAF 330 AC-Proteine wurden iiber die GFP-Fluoreszenz
detektiert. Das co-exprimierte H-RAS-Protein ist nicht markiert und daher in der Ab-
bildung nicht sichtbar. Das GFP-C-RAF330AC-WT-Protein ist erwartungsgemift im
CP der HEK?293-Zellen lokalisiert, wihrend die entsprechenden 14-3-3-Bindemutanten
S259F, T260R und V263A an der Plasmamembran (PM) und am Golgi (G) vorliegen.
H-RAS ist hauptsdchlich an der PM und am G lokalisiert (Chiu et al., 2002; Rocks
et al., 2005). Daher kann man annehmen, dass die 14-3-3-Bindemutanten von C-RAF
an H-RAS gebunden vorliegen (siehe [L.5.3).
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endogenes
C-RAF (Alexab47) Uberlagerung

GFP-C-RAF, AC

WT

S259F

T260R

V263A

Abbildung 4.12: Immunfirbung von endogenem C-RAF in transfizierten HEK293-Zellen.
In HEK293-Zellen wurde GFP-C-RAF330AC WT, S259F, T260R oder V263A zusammen mit
unmarkiertem H-RAS WT heterolog co-exprimiert. Anschliefend wurde mit einem Alexa647-
gekoppelten Antikérper der C-Terminus des endogenen C-RAF-Proteins detektiert und so
dessen Lokalisation sichtbar gemacht. Mafstabsleiste = 10 pm.
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Auf die subzelluldre Lokalisation des endogenen C-RAF-Proteins hat hie heterologe
Co-Expression von GFP-fusionierten, C-terminal verkiirzten C-RAF 330 AC-Proteinen als
WT oder Mutante mit unmarkiertem H-RAS demnach keinen Einfluss.

4.3.2. Physiologischer Effekt der mutierten 14-3-3-Bindestelle um S259 in C-RAF

Wie in der Einleitung bereits erldutert, wird der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg durch
ein externes Signal aktiviert (siche [L.5.3). Die RAF-Kinase kann nach ihrer Aktivierung
MEK phosphorylieren. MEK wiederum phosphoryliert ERK, welches daraufthin die Tran-
skriptionsfaktoren der ETS-Familie phosphoryliert und somit die Transkription von den
iiber diese Trankriptionsfaktoren regulierten Genen aktiviert (Downward, 2003)). Ohne
extrazelluldren Stimulus ist die C-RAF-Kinase an S259 phosphoryliert und wird dariiber
gebunden im CP gehalten (siche Abbildung [1.17). Dadurch ist dieser MAPK-Signalweg
in unstimulierten Zellen inaktiv (Dumaz und Marais, 2003). Daher kann man die phos-
phorylierten ERK 1- und 2-Isoformen (ERK1/2) als einen indirekten Indikator fiir einen
aktiven RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg verwenden.

Um zu iiberpriifen, welchen physiologischen Effekt Mutationen der 14-3-3-Bindestelle
um 5259 des C-RAF-Proteins in HEK293T-Zellen haben, wurden diese mit der DNS fiir
GFP fusioniertes C-RAF als Volllingen (VL)-Protein entweder als WT oder als 14-3-3-
Bindemutanten (S259F, T260R, V263A) mit der Calciumphosphat-Methode transfiziert
und in serumfreiem Medium kultiviert (3.4.4). Anschliefend wurde aus den transfizier-
ten Zellen Lysat hergestellt und die Gesamtproteinkonzentration mit dem Bradford-
Assay bestimmt (3.4.5)). Jeweils 45 ug Gesamtprotein wurden iiber SDS-PAGE auf einem
12 %igen Tris-Tricin-Gel aufgetrennt und daraufhin auf eine Nitrocellulosemem-
bran transferiert (3.4.6). Die Detektion der entsprechenden Proteinbanden erfolgte, wie
unter beschrieben, mit primiren Antikérpern aus Kaninchen. Dafiir wurde die Ni-
trocellulosemembran wie unter geschildert mit Antikorpern gegen GFP(1:10000),
ERK1/2 (1:1000) und Phospho-ERK1/2 (pERK1/2, 1:1000) in Blocking-Puffer inku-
biert (3.1.10[und [3.1.13). Anschliefend wurden die priméaren Antikorper iiber einen AP-
gekoppelten sekundiren Antikorper (Antikérper gegen Kaninchen, 1:1000 in Blocking-
Puffer) markiert und iiber die Reaktion von AP mit dem Substrat BCIP/NBT detektiert
(3-4.6) und Abbildung[A.3).

Um zu iiberpriifen, ob gleiche Mengen Protein auf die Nitrocellulosemembran transfe-
riert wurden, wurde das ERK1/2-Protein detektiert. Dieses wird von HEK293T-Zellen

endogen exprimiert und sollte unabhéngig von der heterologen Expression in allen Ly-

satproben in gleichen Mengen vorkommen. Sofern gleich viel Zelllysat iiber das Tris-
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Tricin-Gel aufgetrennt wurde und die Proteine gleichmifig auf die Nitrocellulosemem-
bran iibertragen wurden, sollte die Intensitit der detektierten ERK1/2-Banden fiir die
verschiedenen Proben gleich hoch sein. Wie in Abbildung zu erkennen ist, sind die
ERK1/2-Banden der verschiedenen Pro- W — — -l

ben vergleichbar intensiv gefarbt. Das be- anti-GFP
deutet, dass man den Anteil an pERK1/2

der Proben miteinander vergleichen kann.

Der Anteil an pERK1/2 stellt eine Re-  ant-pERK1/2

aktion auf die heterologe Expression der
. . Abbildung 4.13: Immunblot von Zelllysat aus
verschiedenen GFP-C-RAF(VL)-Proteine (o ¢ o HEK203T-Zellen. In HEK203T-Zellen

dar. Nur wenn die HEK293T-Zellen die wurde GFP-C-RAF(VL) als WT oder 14-3-3-Binde-

. . mutante S259F, T260R, oder V263 A heterolog expri-
verschiedenen GFP—C—RAF(VL)—Proteme miert. Uber einen Immunblot wurde mit den ent-
gleich stark exprimieren, ist es sinnvoll sprechenden Antikérpern der Anteil der Proteine
GFP-C-RAF(VL), ERK1/2 und pERK1/2 in den

Zelllysatproben verglichen.

-— - - ¢ e g

anti-ERK1/2

den physiologischen Effekt der heterolo-
gen Expression dieser Proteine zu verglei-
chen. Daher ist ein Uberpriifung der Hohe der heterologen Expression der verschiedenen
GFP-C-RAF(VL)-Proteine in den HEK293T-Zellen notwendig. Dazu wurde der GFP-
Antikorper verwendet. Da alle mit GFP-Antikorper markierten Proteinbanden ungefahr

gleich intensiv angefirbt sind, kann man davon ausgehen, dass die heterologe Expression
der verschiedenen GFP-C-RAF(VL)-Proteine gleich hoch war (siehe Abbildung [4.13).

Uber einen pERK1/2-Antikérper wurde der Anteil an pERK1/2 in den unterschied-
lich transfizierten Proben verglichen. Fiir das GFP-C-RAF(VL)WT-Protein ist keine
ERK1/2-Phosphorylierung detektierbar. Die transfizierten HEK293T-Zellen wurden in
serumfreiem Medium, also ohne externe Stimuli wie EGF, kultiviert. Daher kann man
davon ausgehen, dass der MAPK-Signalweg inaktiv ist. C-RAF liegt daher an der S259-
Bindestelle phosphoryliert vor und ist dariiber an 14-3-3-Proteine gebunden. Durch die
14-3-3-Bindung ist eine Plasmamembranrekrutierung und eine damit einhergehende Ak-
tivierung der C-RAF-Kinase durch RAS nicht méglich. Es kann daher keine Phospho-
rylierung von MEK und somit auch keine Phosphorylierung von ERK1/2 stattfinden.

Bei den heterolog exprimierten GFP-C-RAF(VL)-Proteinen, die an der 14-3-3-Binde-
stelle um S259 mutiert sind, verhélt es sich umgekehrt. Da keine Bindung der C-RAF-
Kinase an 14-3-3-Proteine mehr stattfinden kann, ist eine Bindung an RAS auch ohne
externen Stimulus moglich. Dadurch wird die C-RAF-Kinase aktiviert und phosphory-
liert MEK, welches wiederum ERK1/2 phosphoryliert. Der Effekt der Mutationen des
C-RAF-Proteins ist unterschiedlich stark. Wahrend die Mutationen S259F und T260R,
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zu einer starken ERK1/2-Phosphorylierung fiihren, ist die fiir die V263A-Mutante de-
tektierte Phosphorylierung eher schwach. Dies in Ubereinstimmung mit den strukturbio-
logischen und biochemischen Daten der S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Proteinwech-
selwirkung (siehe [1.5.4)).

4.4. Untersuchung der S233-vermittelten 14-3-3-Bindung von
C-RAF

4.4.1. Biochemische Charakterisierung der S233-vermittelten Wechselwirkung
von C-RAF und 14-3-3

Zunichst wurde 14-3-3-Protein fiir die biochemische Charakterisierung der S233-ver-
mittelten Wechselwirkung von C-RAF und 14-3-3 mittels FP und ITC aufgereinigt.
Da bekannt ist, dass 14-3-3¢ mit C-RAF interagiert (Clark et al. |1997), wurde diese
14-3-3-Tsoform verwendet. Die Expression und Aufreinigung des 14-3-3¢(VL)-Proteins
erfolgte wie unter - erlautert und das aufgereinigte Protein wurde wie unter
beschrieben gelagert. Das 14-3-3¢ Protein wurde als VL-Protein verwendet und der

fiir die affinitdtschromatographische Auf-

ug His6-14-3-3( reinigung bendtigte His-Tag nicht abge-

M 25 5 10 spalten. Daher wird das Protein im Fol-
e : genden als His6-14-3-3((VL) bezeichnet.
: Die Konzentration des aufgereinigten
60 b His6-14-3-3¢(VL) wurde iiber UV-Spek-

40 - H troskopie und unter Annahme des be-

rechneten Extinktionskoeffizienten von

20 = E = 31860 M-!'xcm™' und des be-
rechneten Molekulargewichts von M =
1) w— 30985,5 g x mol~! bestimmt. Um die Rein-

heit des aufgereinigten Proteins abschit-
Abbildung 4.14: Tris-Tricin-Gel des aufgerei-
nigten His6-14-3-3¢(VL)-Proteins. Unterschiedliche . . .
Mengen His6-14-3-3¢(VL) wurden iiber ein 12 %iges Mengen mittels SDS-PAGE iiber ein

TrisTricin-Gel gelelektrophoretisch aufgetrennt und 19 %iges Tris-Tricin-Gel aufgetrennt und
mit Coomassie Brillant Blau R250 angefirbt

(2.6.1). Als GroRenstandard diente der Roti®- mit Coomassie Brillant Blau R250 an-

Mark 10-150 (M, siehe 2.1.5). Die Laufhohen fiir gofsirbt (B.6.1). Abbildune [H.14] zeiot
10, 20, 30, 40 und 60 kDa sind beschriftet. & & &

zen zu konnen wurden unterschiedliche

dass die Reinheit des aufgereinigten
His6-14-3-3¢(VL) auf iiber 95 % geschiitzt werden kann.
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Im ersten Schritt der biochemischen Charakterisierung der S233-vermittelten Wechsel-

wirkung von C-RAF und 14-3-3 sollten die Bin-
dungskonstanten der S233-Bindestelle und der
S5259-Bindestelle des C-RAF-Proteins an das His6-
14-3-3¢(VL)-Protein bestimmt und miteinander
verglichen werden. Ebenso wurde die gleichzei-
tig von S233- und S259- vermittelte Bindung von
C-RAF an das His6-14-3-3((VL)-Protein unter-
sucht. Fiir diese Untersuchungen wurden Peptide
kduflich erworben, die jeweils N-terminal mit einem
FAM-Fluorophor markiert waren und zusétzlich an
5233, an 5259 oder an diesen beiden Serinen phos-
phoryliert waren (GenScript). Diese Peptide wur-
den mit dem His6-14-3-3((VL)-Protein titriert und
die Anisotropie gemessen (siehe [3.7.2)).

Abbildung zeigt jeweils eine von drei unab-
hingig voneinander durchgefiihrten Messungen. Es
ist zu erkennen ist, dass fiir jedes der drei verwen-
deten Phosphopeptide, das mit His6-14-3-3((VL)-
Protein titriert wurde, eine Sidttigung erreicht wer-
den kann. Das bedeutet, das fiir jedes eingesetz-
te C-RAF-Posphopeptid auch ein Kp-Wert fiir die
Bindung an das His6-14-3-3((VL)-Protein berech-
net werden kann. Allerdings zeigen die verschie-
denen Dimension der X-Achse, dass die Affinité-
ten sich deutlich voneinander unterscheiden. Je ho-
her die His6-14-3-3¢(VL)-Konzentration ist, bei der
die Sattigung erreicht wird, desto niedriger ist die
Affinitdt. Die erhaltenen Messpunkte wurden mit
nichtlinearer Regression ausgewertet und der Kp-
Wert bestimmt (siehe [3.7.2). Die erhaltenen Kp-
Werte von je drei voneinander unabhéngigen Tri-
plikatmessungen sind in Tabelle zusammenge-

fasst.
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Abbildung 4.15: Affinitdtsmessung

von unterschiedlichen ~FAM-markier-
ten C-RAF-Phosphopeptiden und
His6-14-3-3¢(VL)-Protein  mittels FP.

Die detektierte Anisotropie r ist in
mAU gegen die His6-14-3-3¢(VL)-Pro-
tein-Konzentration in pM aufgetragen.
Jeder Messpunkt ist der Durchschnitt
einer Triplikatsmessung inklusive Stan-
dardabweichung  (Fehlerbalken). Die
durchgingige Linie entspricht der
nichtlinearen Regression.
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102 4.4 Untersuchung der S233-vermittelten 14-3-3-Bindung von C-RAF

FAM-Peptid Kp / uM
C—RAF(ggg_ggg)p8233 170,87 + 24,29
C—RAF(254_264)[)8259 16,67 + 1,95

C—RAF(229,264PS233,[)S259 0,35 + 0,04

Tabelle 10: Ergebnisse der FP-Messung von verschiedenen
C-RAF-Phosphopeptiden mit His6-14-3-3¢(VL)-Protein

Diese Tabelle zeigt, dass die berechneten Kp-Werte fiir die einzelnen gemessenen
Peptide jeweils eine Grokenordnung auseinander liegen. Das FAM-C-RAF (254-264)pS259
bindet His6-14-3-3¢(VL) mit einem Kp von 16,67 uM, was fiir die Bindung von kurz-
en einfach phosphorylierten Phosphopeptiden an 14-3-3-Proteine erwartet werde kann
(Rajagopalan et al., 2010). Das FAM-C-RAF (223_238)pS233 Peptid hingegen bindet mit
einem deutlich hoheren Kp von 170,87 uM. Die hiochste Affinitdt an His6-14-3-3¢(VL)
weist das zweifach phosphorylierte FAM-C-RAF (229-264)pS233,p5259 mit einem Kp von
0,35 uM auf. Auch dieser Wert ist vergleichbar mit bereits untersuchten Diphosphopep-
tiden (Kostelecky et al., 2009; Rajagopalan et al., 2010). Die beiden 14-3-3-Bindestellen,
S233 und S259, des C-RAF-Proteins wirken synergistisch und erhéhen die Affinitdt an

das 14-3-3-Protein im Vergleich zu den einzelnen Bindestellen.

Fiir kurze, einfach phosphorylierte Phosphopeptide ist bekannt, dass sie mit einer
Stochiometrie von 1:1 an ein 14-3-3-Monomer, also mit zwei Peptiden pro Dimer, binden
(siche[1.3.3|und [Yaffe et al| (1997); Rittinger et ol (1999)). Bisher wurde erst ein zweifach
phosphoryliertes Peptid im Detail auf seine Bindung an 14-3-3-Proteine hin untersucht.
Dabei handelt es sich um das 14-3-3-Bindemotiv der epsilon-Isoform der Proteinkinase
C (PKCe) (Kostelecky et al., 2009). Die proteinkristallographischen Untersuchungen
und I'TC-Studien ergaben, dass dieses Diphosphopeptid mit einer 1:1-Stochiometrie an
ein 14-3-3¢-Dimer bindet. Es liegt also nahe, dass auch das zweifach phosphorylierte
C-RAF (229-264)PS233,pS5259-Peptid mit einer 1:1 Stochiometrie bezogen auf ein 14-3-3¢-
Dimer bindet.

Dennoch ist es notwendig, alle Md&glichkeiten experimentell zu iiberpriifen, wie das
zweifach phosphorylierte C-RAF (229_264)pS233,pS259-Peptid an das His6-14-3-3((VL)-
Protein binden kann. Zunéchst ist es moglich, dass das C-RAF (229-264)pS233,p5259-Di-
phosphopeptid sich so verhilt wie das zweifach phosphorylierte Bindemotiv der PKCe
und mit einer Stochiometrie von einem Peptid zu einem 14-3-3-Dimer bindet (siehe
Abbildung [£.16]A). Es kéunte aber auch sein, dass die unterschiedlichen Affinitéten, der
S233-und S259-Bindestelle zur Folge haben, dass in einem 14-3-3-Dimer jeweils zwei
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A 1 Dimer : 1 Peptid B 1 Dimer : 2 Peptide C 2 Dimere : 2 Peptide
Affinitat P1 < Affinitat P2 Affinitat P1 = Affinitat P2 Affinitat P1 < Affinitat P2

P1

Abbildung 4.16: Verschiedene Moglichkeiten wie das C-RAF (229_264)p5233,p5259-Diphosphopeptid
an ein 14-3-3-Dimer binden kénnte. Das 14-3-3-Protein ist als W-férmiges Dimer in grau dargestellt,
wobei ein Monomer hellgrau, das andere dunkelgrau ist. Das C-RAF (239_264)pS233,pS259-Diphospho-
peptid ist als rote Linie dargestellt. Die beiden phosphorylierten Serine S233 und S259 sind als P1 und
P2 in gelb hervorgehoben. Fiir jedes der drei Modelle A-C gilt, dass die S233(P1)-vermittelte Bindung
von C-RAF an 14-3-3 schwiicher ist als die S259(P2)-vermittelte Bindung.

C-RAF (929-264)P5233,pS259-Peptide binden, da das phosphorylierte S259 durch seine
hohere Affinitdt das phosphorylierte 5233 aus der 14-3-3-Bindegrube verdriangt (siehe
Abbildung 4.16B). In diesem Fall wére die Stochimometrie von Peptid zu 14-3-3-Dimer
2:1. Des Weiteren ist es moglich, dass zwei 14-3-3-Dimere zwei Phosphopeptide in trans
binden (siche Abbildung [4.16[C). In diesem Fall wire die Stochiometrie von Peptid zu
Dimer wiederum 1:1.

Wie in beschrieben, bietet ITC die Md6glichkeit, neben der Assoziationskonstate
(K4) und der molaren Bindungsenthalpie (AH) auch die molare Bindungsstochiometrie
(N) zu bestimmen. Da diese Methode materialaufwendig ist, wird sie nur bedingt zur aus-
schlieklichen Bestimmung der Bindungskonstanten eingesetzt. Bei der Untersuchung der
Wechselwirkung zwischen dem zweifach phosphorylierten C-RAF (929-264)pS233,pS259-
Peptid und dem His6-14-3-3¢(VL)-Protein wurde diese Methode eingesetzt, um den
iiber FP ermittelten Kp-Wert zu iiberpriifen und Information iiber N zu erhalten.

Dazu wurde His6-14-3-3((VL)-Protein in ITC-Puffer mit pH6,5 bei 30°C mit 8 ul-
Aliquots des zweifach phosphorylierten C-RAF (929_264)pS233,pS259-Peptids titriert und
die Warmednderung gemessen. Zudem wurde unter den gleichen Bedingungen einmal
His6-14-3-3¢(VL)-Protein mit ITC-Puffer mit pH 6,5 und einmal ITC-Puffer mit pH 6,5
mit C-RAF (229-264)pS233,pS259-Peptid titriert. Die so erhaltenen Warmeadnderungen,
die unspezifischen Prozessen zugeordnet werden kénnen, wurden von den Messwerten
abgezogen und aus diesen die gewiinschten Parameter bestimmt. Die Messung wurde

unabhéngig voneinander dreimal durchgefiihrt und eine dieser Messungen ist reprisen-
tativ in Abbildung gezeigt.
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4.4 Untersuchung der S233-vermittelten 14-3-3-Bindung von C-RAF

Die in Tabelle zusammengefassten
mung des Kp-Werts durch FP und ITC

Werte zeigen zum Einen, dass die Bestim-
miteinander vergleichbar sind. Der mit ITC

gemessene Kp-Wert liegt mit 78,08 nM

Time (min)
10 0 10 20 30 40 50 €0 70 80 90 100  etwa eine Grofenordnung unter dem
i LR R L LR mittels FP bestimmten Kp-Wert von
0.0 b AT TNV TaT AT T TaTaTTa'e & AR A 1 .
0s ] [l ig|||!i|!|||‘|'5|[Tr 350nM. Zum Anderen konnte in allen
_0'4: | |‘ ‘ 1  drei Messungen eine molare Bindungssto-
8 o6 1 chiometrie von N ~ 1 bezogen auf ein
?5; 05 1 His6-14-3-3¢(VL)-Dimer erhalten werden.
=l y Um diese Messwerte durch eine zweite
. 1 Methode zu verifizieren wurde mittels FP
7 P s e eine Active Site Titration durchgefiihrt
0 -| Data A111207cRaf2 NDH EEEREEE -
e o] Sese-tem ..".." (Bechet et al., |1986; |[Roglin) 2008]). Dabei
C 7| N o2 0009 C 7
8 all & e | 1 wird das zweifach phosphorylierte FAM-
[1}] 4 AS =143 L
= r 1 C-RAF (229 964)pS233,pS259-Peptid mit ei-
§ Y 71 ner Konzentration von 3uM eingesetzt.
T -10 [ ] i
£ 5] 1 Im Gegensatz zu den oben durchge-
iy ] [ ]
- RS ———— 1 fiihrten Kp-Messungen ist das Verhilt-
AB i nis von c(Peptid):Kp nun nicht mehr
00 05 10 15 2,0 i )
—— c(Peptid):Kp < 0,1,“sondern das Peptid
liegt im 10-fachen Uberschuss vom Kp
Abbildung 4.17: ITC-Messung von
C-RAF (299.261)pS233,pS259-Peptid mit vor- Das hat zur Folge, dass das zugege-

His6-14-3-3¢(VL)-Protein. Diese Messung diente
zur Verifizierung des gemessenen Kp-Werts aus der

FP-Messung und zur Bestimmung von N.

bene 14-3-3-Protein sofort quantitativ an
das vorgelegte Peptid bindet. Ein Anstieg

der Anisotropie ist damit zunfchst direkt

proportional zur Menge an zugegebenen 14-3-3-Protein. Sobald eine Séttigung eintritt,

sollte die Anisotropie konstant bleiben. Sowohl der Anstieg der Anisotropie bis zur Sét-

Kp /nM  Stochiometrie N
1.Messung 90,90 1,07
2.Messung 61,35 0,98
3.Messung 81,97 0,88
Durchschnitt 78,07 + 15,16 0,98 + 0,10
Tabelle 11: Ergebnisse der ITC-Messungen des

C—RAF(229_264)p5233,p8259—Pept1ds mit H1S6—14—3—3<(VL)
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tigung als auch der Bereich der Sattigung verhalten sich ndherungsweise linear. Mit li-
nearer Regression lassen sich fiir diese beiden Bereiche Geraden bestimmen. Der Schnitt-
punkt dieser Geraden gibt die Menge an 14-3-3-Protein im Gleichgewicht an. Fiir eine
1:1-Stochiometrie bezogen auf ein 14-3-3-Dimer wéren es in diesem Fall 3 uM und fiir
eine 1:2-Stochiometrie bezogen auf ein 14-3-3-Dimer, wéren es in diesem Fall 1,5 M.
In einer Triplikatsmessung wurde das His6-14-3-3¢(VL)-Dimer von zwei unterschiedli-
chen Anfangskonzentrationen ausgehend in einer 1:1-Verdiinnungsreihe auf das zwei-
fach phosphorylierte FAM-C-RAF (529_264)p5233,pS5259-Peptid (3 uM) titriert und die
Anisotropie-Messung, wie in Kapitel beschrieben, durchgefiihrt.

1009

:

Abbildung 4.18: Bestimmung  der
Bindungsstochiometrie mittels FP.
3uM  zweifach phosphoryliertes FAM-
C-RAF (229-264)PS233,pS259 wurden mit
His6-14-3-3 ((VL) von zwei verschiedenen
Konzentrationen ausgehend als Triplikat
titriert. Durch lineare Regression wur-
den aus den beiden linearen Teilen der
: ’ : ] Kurven jeweils eine Gerade berechnet.
cosscim ‘ i Der Schnittpunkt der Geraden gibt die

P i Konzentration des 14-3-3-Dimers im
: ---="""7 - 76uM 14-3-3-Di i i C i
B e - e Q1e1chgew1cht an. Zur besseren Ubersicht
T s = > 2 1s't eine Vergroferung des Schnittpunkts
¢ (14-3-3¢ [ uM) eingefiigt.

rimAU

Abbildung zeigt die Ergebnisse der Messung. Wie zu erkennen ist, unterscheidet
sich der Kurvenverlauf fiir die beiden unterschiedlichen Titrationen kaum voneinander.
Die Schnittpunkte der jeweiligen Geraden der linearen Regression liegen bei 3,5 und
3,8 uM, was im Durchschnitt 3,65 uM ergibt. Damit liegt der Wert ndher an 3 uM als an
1,5 uM. Somit zeigt auch diese Messung, dass der 14-3-3/C-RAF (229_264)pS233,pS259-
Bindung vermutlich eine 1:1-Stochiometrie bezogen auf ein 14-3-3-Dimer zu Grunde
liegt, wie es in Abbildungd.16]A und C postuliert wird.

Fasst man die Ergebnisse der I'TC- und FP-Messungen zur Bestimmung der Bindungs-
stochiometrie zusammen, kann man praktisch ausschliefsen, dass das zweifach phospho-
rylierte C-RAF (229-264)pS233,pS259-Peptid mit einer 1:2 Stochiometrie bezogen auf ein
His6-14-3-3¢(VL)-Dimer bindet (siehe Abbildung [4.16B). Ob die Bindung aber wie in
oder C dargestellt stattfindet, kann mit diesen Methoden nicht ausreichend ge-
klart werden. Dazu ist es notwendig, den Komplex mit strukturbiologischen Methoden

zu untersuchen.
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106 4.4 Untersuchung der S233-vermittelten 14-3-3-Bindung von C-RAF

4.4.2. Strukturbiologische Untersuchung der C-RAF/14-3-3-Wechselwirkung

Fiir die Kristallisation des C-RAF (929-264)p5233,pS259-Peptids im Komplex mit 14-3-3
wurde 14-3-3CAC  exprimiert und aufgereinigt wie in beschrieben.
Nach der Ultrafiltration wurde der His-
13 14-3-3CAC Tag durch Zugabe von TEV-Protease ab-

M 25 5 10

gespalten und das Protein iiber preparati-

ve Gelfiltration in Dialyse-Puffer aufgerei-

nigt (3.1.13} [3.5.6/ und [3.5.7)). Die Konzen-

60— tration des aufgereinigten 14-3-3¢ AC wur-

40 s u de UV-spektroskopisch bestimmt (3.6.2)).
— —

30 Dafiir wurden die berechneten Parame-

20 - ter M = 26688,2 gxmol! und E =
27515 M1 xcm! eingesetzt. Uber SDS-
1088 PAGE und anschliefende Férbung mit

Abbildung 4.19: Tris-Tricin-Gel des aufgereinig- Coomassie Brillant Blau R250 wurde die
ten 14-3-3CAC-Proteins. Unterschiedliche Mengen Reinheit auf iiber 95% geschétzt
L&At o 12 TN G i Abbidung 10,
Brillant Blgu R250 ange'f(‘%r_?\;[ 1 51?)15( h(jrijs{lés}r; Fiir die Kristallisation des Komple-
:.M;()iied f;lltjhiiref Ef; 10, 285, 30, 40 und 60kDa  X¢S wurden  C-RAF (999-964)pS233,p5259-
sind beschriftet. Peptid und 14-3-3CAC in einem molaren
Verhiltnis von 0,5:1,0 bezogen auf ein 14-3-3-Monomer in Komplexierungspuffer ge-
mischt und 16 Stunden bei 4°C inkubiert. Die 14-3-3(AC-Konzentration betrug dabei
10mg x ml™' und das C-RAF (329_264)pS233,pS5259-Peptid hatte eine Konzentration von
0,2mM im Komplexierungsansatz. Wie unter geschildert, wurden 100nl der Pro-
teinlosung 1:1 mit Reservoirlosung (,JCSG Core Suites I-1V*) gemischt, bei 4°C mit der
Methode der sitzenden Tropfens inkubiert und in regelméfigen Abstdnden auf Kristall-
wachstum tiiberpriift. In Abbildung sind zwei Bedingungen gezeigt, bei denen sich
nach etwa 14 Tagen initial Kristalle gebildet hatten. Obwohl die chemische Zusammen-
setzung der Bedingungen unterschiedlich ist, haben die Kristalle die gleiche Morphologie.
Der Versuch, die Kristalle mit der Methode des hidngenden Tropfens zu reproduzie-
ren, war nicht erfolgreich. Daher wurden die Kristalle im sitzenden Tropfen reprodu-
ziert und Abbildung [3.8). Hierfiir wurde die Proteinkonzentration von 16-
20 mg x ml~! variiert, wobei das Verhéltnis von 14-3-3CAC zu C-RAF (229-264)PS233,pS259-
Peptid unverédndert blieb. Die optimierten Bedingungen, bei denen Kristalle erhalten

wurden sind in Tabelle [12| zusammengefasst.
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Bezeichnung chemische Zusammensetzung
initial optimiert
JCSG CorelV A2 0,1 M Glycin pH 10,5 0,1 M Glycin pH 11,5-12,5
0,2 MM LiSO4 0,2 MM LiSO4
]_,2 M NaHgPO4 ]_,2 M NaHgPO4
0,8M K;HPO, 0,8M KyHPO4

10 mg x ml~! 14-3-3CAC 20 mg x ml~ 14-3-3CAC
JCSG CorelV H6 0,1 M Na-Acetat pH4,5 0,1 M Na-Acetat pH 5,5-7,5

0,8 M NaHgPO4 078 M NaHQPO4

1,2M KyHPO, 1,2M KyHPO,

10 mg x ml~! 14-3-3CAC 16 mg x ml~! 14-3-3CAC

Tabelle 12: Initiale und optimierte Kristallisationsbedingungen des Komplexes aus
C—RAF(229_264)pS233,pSQ59—Peptid und 14—3—3CAC

Die reproduzierten Kristalle wiesen die gleiche Morphologie wie die initialen Kristal-
le auf (nicht gezeigt). Kristalle, die ausgehend von der JCSG CorelV H6-Bedingung
(siche Abbildung [4.20B) mit 16 mg x ml-*
Protein und 0,1 M Na-Acetat pH 7,0 ent-
standen, wurden durch Zugabe von Sac-
charose kryokonserviert und in fliissi-
gem Stickstoff eingefroren (3.8.3). Mit

Synchrotron-Strahlung wurde ein Daten-

satz bis 1,95 A aufgenommen und mit der Abbildung 4.20: Initiale Kristalle des Komplexes

Software XDS ausgewertet ((3.8.5)). aus 14-3-3¢AC und C-RAF (929-964)pS233,pS259.

.. . Die Kristalle entstanden bei zwei chemisch unter-
Uber molekularen Ersatz mit dem gchiedlichen Bedingungen, wiesen aber die gleiche

bekannten Strukturmodell des 14-3-3(- 1(\3/[00:5}\1/01}01%1.6 auf. (A) JCSG CorelV A2. (B) JCSG
Proteins in Komplex mit einem C-RAF-

Phosphopeptid (PDB ID: 3NKX) und der Software Phaser konnten Phaseninforma-
tionen fiir das neue Modell berechnet werden (13.8.5)). Die Verfeinerung des erhaltenen
Modells erfolgte wie unter 2.8.5 beschrieben mit der Software REFMAC und der Soft-
ware Coot. Die Verteilung der Diederwinkel ® und W des finalen Strukturmodells ist in
Abbildung im Anhang in einem Ramachandran-Diagramm zusammengefasst
machandran et al., |1963). Tabelle [L9im Anhang fasst die Statistik des Datensatzes und

der Verfeinerung zusammen.

Abbildung [4.21] zeigt das finale Strukturmodell. Das 14-3-3(-Dimer zeigt die typi-

sche W-formige Struktur, die sich aus zwei a-helikalen Monomeren zusammensetzt. Ein
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108 4.4 Untersuchung der S233-vermittelten 14-3-3-Bindung von C-RAF

Monomer beinhaltet in seiner Bindegrube die S233-vermittelte Bindestelle des C-RAF-
Peptids und das andere die S259-vermittelte in einer elongierten Konformation (Abbil-
dung |4.21A und B). Die AS, die die beiden S233- und S259-Bindestellen verbinden (AS

Abbildung 4.21: Strukturmodell des Komplexes von C-RAF (329_964)pS233,pS259 mit 14-3-3¢. (A)
Das 14-3-3¢-Dimer ist als Bindermodell mit einem Monomer in hellgrau und einem in dunkelgrau ge-
zeigt. Die Bindegrube des dunkelgrauen Monomers beinhaltet die pS233-Bindestelle des C-RAF-Peptids
(magenta), die des hellgrauen Monomers die pS259-Bindestelle (blau). Das C-RAF-Peptid ist als Stéb-
chenmodell gezeigt. (B) Blick von oben auf das um 90° gedrehte Strukturmodell. Die Helices 9 (H9, siehe
Pfeil) sind geloscht, um bessere Sicht zu erhalten. 14-3-3¢ ist in einer Oberflichendarstellung gezeigt
und die einzelnen Monomere wie in (A) gefarbt. Das C-RAF-Peptid ist in elongierter Konformation in
den Bindengruben gebunden (magenta und blau). Die in dem Modell nicht sichtbare Verbindung der
5233- und S259-Bindestellen ist in der Abbildung als gestrichelte Linie angedeutet, die vom C-Terminus
der pS233-Bindestelle (magenta) zum N-Terminus der pS259-Bindestelle (blau) verlauft. Die polaren
Kontakte der einzelnen AS der pS233- (magenta) und pS259 (blau)-Bindestelle des C-RAF-Peptids zum
14-3-3¢-Protein sind jeweils in (C) und (D) im Detail abgebildet.

236 bis 255), sind in dem Strukturmodell nicht sichtbar und sind schematisch als gestri-
chelte Linie dargestellt, die den C-Terminus der S233-Bindestelle mit dem N-Terminus
der S259-Bindestelle verbindet. Abbildungen und D zeigen die S233- und S259-
vermittelten Bindestellen in dem 14-3-3(-Protein jeweils im Detail. Jede Bindestelle wird

jeweils iiber das pS koordiniert und in der 14-3-3-Bindegrube orientiert. Dies geschieht
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tiber die Seitenketten der konservierten AS R56, R127 und Y128 des 14-3-3C (siche
Abschnitt [1.3.3). Im Fall der S259-vermittelten Bindung ist zusétzlich K49 an der Bin-
dung des pS beteiligt. Dieses wurde jedoch in einer doppelten Konformation gefunden,
was darauf hinweist, das diese Seitenkette recht flexibel ist und nur wenig zur Bindung
des pS259 beitragt. Je nach Aminosiuresequenz vermitteln weitere Seitenketten polare
Kontakte zum 14-3-3-Protein.

Um das pS233 konnten N-terminal drei und C-terminal zwei AS in die Elektronen-
dichte eingebaut werden. Fiir die pS259-Bindestelle war Elektronendichte ebenfalls fiir
drei AS N-terminal und fiir vier AS C-terminal vom S259 aus gesehen sichtbar. Je weni-
ger definiert die Elektronendichte an einem bestimmten Ort im Proteinkristall ist, desto
flexibler sind die dort lokalisierten Atome. Das deutet darauthin, dass die C-terminalen
AS der 5233-Bindestellen flexibel sind. Diese Tatsache steht im Einklang mit den bio-
chemisch erhaltenen Bindungsdaten, die zeigten, dass die S233-vermittelte Bindung von
C-RAF an das 14-3-3(-Protein etwa eine Grofenordnung schwicher ist als die S259-
vermittelte Bindung (siehe Abschnitt und Tabelle [10).

Wie bereits erwdahnt, sind die AS, die zwischen den beiden pS233- und pS259-Bin-
destellen liegen, in dem Strukturmodell nicht sichtbar, da sie keine definierte Elektro-
nendichte liefern. Das deutet darauf hin, dass sie flexibel sind. Diese Flexibilitit liegt
vermutlich darin begriindet, dass sie nicht an das 14-3-3(-Protein binden. Die Frage,
in welcher Form das zweifach phosphorylierte C-RAF (229-264)pS233,pS259-Peptid an das
14-3-3¢-Dimer bindet (siehe Abschnitt und Abbildung , kann daher nicht di-

rekt beantwortet werden.

Es ist notwendig, die symmetrieverwandten Molekiile im Kristall zu betrachten. Abbil-
dungen und B zeigen die relative Lage der 14-3-3¢-Dimere im Kristall zueinander
in zwei unterschiedlichen Perspektiven. In den Abbildungen und D ist zur Verdeut-
lichung schematisch die Lage der 14-3-3(-Dimere zueinander dargestellt, wie sie jeweils in
den Abbildungen und B gezeigt sind. Auferdem sind jeweils die Absténde von der
letzten in der Kristallstruktur sichtbaren AS der S233-Bindestelle (P235) bis zur ersten
sichtbaren AS der S259-Bindestelle (R256) in den drei moglichen trans-Orientierungen
eingezeichnet. Auch der Abstand der cis-Orientierung ist markiert. Fiir alle drei denkba-
ren {rans-Orientierungen verlauft die direkte Messung dabei durch die 14-3-3-Proteine.
Das bedeutet, dass diese Abstandsmessung nur eine Niherung sein kann, weil die Peptid-
kette der 19 nicht sichtbaren AS nicht in der elongierten Konformation verlaufen kénnte
um das P235 mit dem R256 zu verbinden.
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110 4.4 Untersuchung der S233-vermittelten 14-3-3-Bindung von C-RAF

Wenn man von den durchschnittlichen Atomabstinden von C,-C » 1,5 fol, C-N~14 A
und N-C, ~» 1,4 A in einer Peptidbindung ausgeht, kénnte ein 19mer Peptid in elongierter

Konformation eine Distanz von etwa 49 A iiberbriicken. Somit kann eine trans-Bindung
des Peptids wie in in Abbildung IB und D, bei der der Abstand 53,1121 betragt,

ausgeschlossen werden.

‘:;

34 A

Abbildung 4.22: Symmetrieverwandte C-RAF (309_264)pS233,pS5255/14-3-3¢-Komplexe im Proteinkri-
stall. Gezeigt sind zwei unterschiedliche Perspektiven (A) und (B) der Komplexe als Oberflichendarstel-
lung. 14-3-3¢-Monomere, die die S233-Bindestelle beinhalten, sind jeweils beige und 14-3-3¢(-Monomere,
die die S259-Bindestelle beinhalten, jeweils hellblau gefarbt. Die C-RAF-Peptide sind jeweils mit einem
Spektrum gefirbt, das vom N-Terminus (blau) zum C-Terminus (rot) verlduft. In (C) und (D) ist die
Lage der C-RAF (229_264)PS233,pS255/14-3-3¢-Komplexe im Proteinkristall wie in (A) und (B) schema-
tisch dargestellt. Die 14-3-3¢-Monomere sind wie in (A) und (B) gefdrbt und P1 und P2 entsprechen
jeweils den phosphorylierten Serinen 5233 und S259. Die Orientierung der gebundenen Peptide ist durch
Markierung des N- und C-Terminus hervorgehoben. Absténde der drei moglichen ¢rans-Orientierungen
des Peptids sind in schwarz und die cis-Orientierung in griin markiert.

Ob die Bindung wie in Abbildung und C mit 33,8/1 und 43,1 A moglicherweise
in trans verlaufen konnten, bleibt dagegen Spekulation. Jedoch ist zu beachten, dass
die Bindung in cis keine sterischen Konflikte aufweist. Zudem ist der direkt gemessene
Abstand mit 31,4%1 so kurz, dass die 19 AS in nicht elongierter Konformation flexibel
bleiben kénnten. Das wiirde die fehlende Elektronendichte der Kristallstruktur an dieser
Stelle erklaren.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass das C-RAF (229-264)pS233,p5259-Diphosphopeptid
so an das 14-3-3¢-Dimer bindet, wie es in Abbildung gezeigt wird, obwohl die 19
AS, die das P235 und R256 miteinander verbinden, in dem Strukturmodell nicht sichtbar
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sind. Eine mogliche Bindung in t{rans wie in Abbildung kann aber nicht vollends

ausgeschlossen werden.

4.4.3. Zellbiologische Untersuchung

Nachdem im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, dass das C-RAF-Protein sowohl iiber
die S233- als auch iiber die S259-Bindestelle an das 14-3-3(-Protein binden kann, sollte
im Folgenden untersucht werden, welche Bedeutung die S233-vermittelte C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung im zelluldren Kontext hat.

Dazu wurde zunéchst der Einfluss der S233-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwir-
kung auf die Lokalisation des C-RAF-Proteins in HEK293T-Zellen analog zu den Ver-
suchen fiir die S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung untersucht (sieche Ab-
schnitt [1.5.4)). Dafiir wurden HEK293T-Zellen auf 8-Kammer-Deckgliiser ausgesit und
mit kationischen Lipiden mittels dem FuGENE®-Transfektionsreagenz mit WT oder
mutiertem GFP-C-RAF33,AC transfiziert (3.4.4). AnschlieRend wurde die Lokalisati-
on des GFP-C-RAF330AC-Fusionsproteins als WT oder Mutante konfokalmikroskopisch
untersucht ([3.4.8).

Abbildung zeigt, dass die Mutation S233A, einen bedeutenden Einfluss auf die
Lokalisation des GFP-C-RAF 330 AC-Proteins hat. Im Gegensatz zum GFP-C-RAF330AC-
WTT-Protein, das hauptséchlich im CP lokalisiert ist, da es an 14-3-3 gebunden vorliegt,
ist die 14-3-3-Bindemutante GFP-C-RAF330AC-S233A {iberwiegend im ZK lokalisiert.
Ebenso verhélt sich die S259A-Mutante. Das bedeutet, dass in serumfrei kultivierten
HEK?293T-Zellen C-RAF offensichtlich sowohl am S233 als auch am S259 phosphory-
liert vorliegt und somit wahrscheinlich {iber beide 14-3-3-Bindestellen an 14-3-3-Dimere
binden kann, wie in den Abbildungen und gezeigt ist.

Bei genauerer Betrachtung féllt weiterhin auf, dass die S233A-Mutante eine etwas
andere subzelluldre Verteilung aufweist als die S259A-Mutante. Um diesen qualitativen
Eindruck zu {iberpriifen, wurden die GFP-Intensitiaten in den konfokalmikroskopisch auf-
genommenen Bildern die Software ImageJ quantifiziert. Die Intensitét des Hintergrunds
wurde von den Intensititen im CP und ZK abgezogen und aus diesen der Quotient
ZK/CP gebildet. Dafiir wurden mindestens 28 Zellen aus drei voneinander unabhingi-
gen Experimenten analysiert. Aus den erhaltenen Quotienten wurde der Median gebildet
und dessen Abweichung (MAD) bestimmt. Das Ergebnis ist in Abbildung[£.23B gezeigt.

Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass der Unterschied zwischen den 14-3-3 Binde-
mutanten zu dem GFP-C-RAF330AC-W'T, das ein Verhéltnis von CP/ZK von 0,34 + 0,07

aufweist, erwartungsgemaéf signifikant ist. Weiterhin zeigt sich jedoch, dass auch ein si-
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gnifikanter Unterschied zwischen der S233A 14-3-3-Bindemutante des und der S259A
14-3-3-Bindemutante besteht. Das Verhéltnis ZK/CP ist fiir das an S259 mutierte Pro-

A 232 S259A

B

WT

S233A

S259A i

0,00 0,50 1,00 1,50 2.00 250 3,00 3,50 4,00

Abbildung 4.23: Lokalisation von GFP-C-RAF330AC in HEK293T-Zellen. (A) Das N-
terminal mit GFP fusionierte und C-terminal verkiirzte C-RAF330AC ist als WT {iberwiegend
im CP lokalisiert. Die 14-3-3-Bindemutanten GFP-C-RAF330AC S233A und S259A dagegen
zeigen eine iiberwiegende Lokalisation im ZK. (B) Die Quantifizierung der GFP-Intensitéten
erfolgte durch die Software ImageJ. Das Verhéltnis der Intensitéten von ZK zu CP ist signifi-
kant unterschiedlich sowohl fiir das GFP-C-RAF330 AC-WT und die 14-3-3-Bindemutanten als
auch fiir die GFP-C-RAF330AC Mutanten untereinander. Es wurde der Median der ZK/CP-
Quotienten ermittelt und aufgetragen. Die Fehlerbalken stellen die absolute Abweichung vom
Median (MAD) dar. Mafstabsleiste = 10 pm.

tein mit 3,37 + 0,45 deutlicher hoher als fiir das an S233 mutierte Protein, das einen
ZK/CP-Quotienten von 2,38 + 0,34 aufweist. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Muta-
tion der S233-Bindestelle des C-RAF-Proteins zwar einen deutlichen Einfluss auf die
Lokalisation des GFP-C-RAF330AC-Proteins hat, der aber nicht so grof ist wie die Mu-
tation der S259-Bindestelle, da weniger Protein in den ZK transloziert. Das bedeutet im
Umkehrschluss, dass, auch wenn die S233-Bindestelle mutiert ist, noch C-RAF-Protein
im CP vorliegt. Dieses ist vermutlich iiber die S259-Bindestelle an 14-3-3-Proteine ge-
bunden. Zusammenfassend scheint die S259-Bindestelle des C-RAF Proteins fiir dessen
Lokalisation im CP wichtiger zu sein. Diese Daten stehen im Einklang mit den erhaltenen
biochemischen und strukturbiologischen Daten, die belegen, dass die Bindung iiber die

S233-Bindestelle an das 14-3-3-Protein eine Grofenordnung schwicher ist als die iiber
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die S259-vermittelte Bindung. Die S233-Bindestelle stellt somit eine zuséitzliche aber

weniger bedeutsame 14-3-3-Bindestelle dar.

Da die Mutation der S233A-Bindestelle aber zu einer signifikant unterschiedlichen
Lokalisation des GFP-C-RAF330AC-Proteins in HEK293T-Zellen verglichen mit dem
WT-Protein fiihrt, wurde als néchstes iiberpriift, ob fiir dieses Protein ebenso wie fiir
das am S259-mutierte eine Co-Lokalisation mit dem H-RAS Protein beobachtet werden
kann. Dies wiirde darauf hindeuten, dass auch das am S233-mutierte C-RAF330AC-
Protein in der Lage ist, ohne externen Stimulus mit RAS zu interagieren, wie es fiir das
am S259-mutierte Protein bereits gezeigt werden konnte (siehe Abschnitt [1.5.4]
und Abbildung . Dafiir wurden HEK293T-Zellen auf 8-Kammer-Deckgliser aus-
gesit und mit dem FuGENE®-Transfektionsreagenz mit GFP-C-RAF330AC als WT
oder 14-3-3-Bindemutante (S233A oder S259A) und mCherry-H-RAS co-transfiziert.
Die Zellen wurden anschlieffend konfokalmikroskopisch auf die Lokalisation des GFP-
C-RAF330AC- und des mCherry-H-RAS-Proteins hin untersucht.

Abbildung zeigt, dass im Gegensatz zum WT-Protein GFP-C-RAF33,AC, das
tiberwiegend im CP lokalisiert ist, die 14-3-3-Bindemutanten (S233A und S259A) eine
Co-Lokalisation mit mCherry-H-RAS-W'T aufweisen, wenn sie zusammen mit diesem
heterolog exprimiert werden. Das verdeutlicht, dass auch die Mutation am S233A aus-
reicht, das GFP-C-RAF330AC-Protein aus dem CP heraus an die Plasmamembran zu
bringen, wo es mit H-RAS interagieren kann. Die S233-vermittelte Wechselwirkung von
C-RAF an 14-3-3-Proteine ist zwar schwicher als die S259-vermittelte (siehe Abschnitt
, Abbildung und Tabelle und eine Mutation der S233-Bindestelle hat signi-
fikant schwichere Auswirkungen auf die Lokalisation des GFP-C-RAF330AC-Protein in
HEK293T-Zellen als eine Mutation der S259-Bindestelle (siehe Abbildung [£.23)). Den-
noch reicht diese Mutation aus, um das GFP-C-RAF330AC-Protein ohne externen Sti-
mulus an die Plasmamembran translozieren zu lassen, wo es mit RAS interagieren kann.
Das ladsst vermuten, dass eine Mutation der S233-Bindestelle in dem Volllinge-C-RAF-
Protein eine Aktivierung des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs zur Folge haben konnte.
Dieser wird, wie zuvor erwihnt, durch die Rekrutierung von RAF an die Plasmamem-
bran initiiert und eine derartige Aktivierung konnte fiir C-RAF-Proteine, die an der
S259-Bindestelle mutiert sind, bereits gezeigt werden (siehe und Abbildung .

Daher wurde als nichstes der physiologische Effekt der S233A-Mutation des GFP-
C-RAF-Proteins in HEK293T-Zellen untersucht und mit dem Effekt der S259A-Mutation
verglichen. Dafiir wurde wie in Kapitel der Einfluss von 14-3-3-Bindemutanten des
GFP-C-RAF-Proteins auf den RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg betrachtet. Dies wur-
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114 4.4 Untersuchung der S233-vermittelten 14-3-3-Bindung von C-RAF

de, wie in Kapitel beschrieben, iiber den Vergleich der ERK1/2-Phosphorylierung
durchgefiihrt (siehe Abbildung [4.13)).

mCherry-H-RAS Uberlagerung

GFP-C-RAF, AC

WT

S233A

S259A

Abbildung 4.24: Co-Expression von GFP-C-RAF330AC und mCherry-H-RAS in HEK293T-Zellen.
In HEK293T-Zellen wurde GFP-C-RAF330AC als WT oder 14-3-3-Bindemutante (S233A oder S259A)
zusammen mit mCherry-H-RAS-WT heterolog co-exprimiert. PM = Plasmamembran. Mafistabsleiste
= 10 pm.

Dafiir wurden HEK293T-Zellen mit dem FuGENE®-Transfektionsreagenz mit GFP-
C-RAF (VL) als WT oder 14-3-3-Bindemutante (S233A oder S259A) transfiziert. Nach

einem Mediumwechsel in serumfireies Medium wurden die Zellen weitere 24 Stunden

kultiviert, bevor Zelllysat aus den einzelnen Proben hergestellt wurde (3.4.4]und [3.4.5).
Je Probe wurden 20 ul des Zelllysats iiber SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt
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und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (3.6.1) und [3.4.6)). Anschliefend wurden
die Nitrocellulosemembranen mit Antikorpern gegen GFP, ERK1/2 und pERK1/2 mit
den gleichen Konzentration und unter den gleichen Bedingungen, wie unter und

beschrieben, behandelt. Der so entstandene Immunblot ist in Abbildung [4.25]A
gezeigt.

n
w

A WT S233A S259A B

ra
o
-

anti-GFP

-
w

anti-ERK1/2

o

auf anti-ERK1/2 und -GFP
=

m

WT S233A S259A

o

anti-pERK1/2

Intensitat anti-pERK1/2 normalisiert

Abbildung 4.25: Immunblot von Zelllysat aus transfzierten HEK293T-Zellen. (A)
HEK293T-Zellen wurden mit DNS, die entweder fiir GFP-C-RAF(VL) als WT oder 14-3-3-
Bindemutante S233A oder S259A codierte, transfiziert und anschliefend lysiert. Mit den
entsprechenden Antikorpern kann der Anteil der Proteine GFP-C-RAF(VL), ERK1/2 und
pERK1/2 in den Zelllysatproben verglichen werden. (B) Die Intensitédt der mit BCIP/NBT
angefiarbten Banden wurde mit der Software ImageJ ermittelt und der Anteil an pERK1/2
so auf den Gesamt-ERK1/2-Anteil und die transfizierten Zellen (GFP) normalisiert.

Wie auf dem Immunblot zu erkennen ist, sind die mit dem GFP-Antikérper detektier-
ten Proteinbanden nicht gleich intensiv gefirbt. Um trotzdem den Anteil an phosphory-
liertem ERK1/2 in den einzelnen Proben miteinander vergleichen zu konnen, wurde in
einem néchsten Schritt die Intensitit der angefarbten Banden mit der Software ImageJ
quantifiziert. Die Intensitit der pERK1/2-Banden wurde auf die Intensitét der ERK1/2-
und GFP-Banden normalisiert und zur besseren Veranschaulichung mit 104 multipliziert.
Das Ergebnis dieser quantitativen Auswertung ist in Abbildung gezeigt.

Die quantitative Auswertung des Immunblots ergab, dass die S233A-Mutation des
C-RAF(VL)-Proteins nicht zu einer Phosphorylierung von ERK1/2 fiihrt, sich also so
verhilt wie das GFP-C-RAF (VL) WT-Protein. Im Gegensatz zu der S259A-Mutation
scheint die S233A-Mutation des GFP-C-RAF(VL)-Proteins also nicht zu einer Aktivie-
rung des MAPK-Signalwegs zu fithren. Das bedeutet im Umkehrschluss, dass die S233-
vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung im zelluldren Kontext offensichtlich weniger
bedeutsam ist als die S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung,.
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4.5. Stabilisierung der C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung durch
Cotylenin A

4.5.1. Mogliche Stabilisierung der $259-vermittelten
C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung

In den vorherigen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass die C-RAF /14-3-3-Wechselwir-
kung iiber die phosphorylierten Serine S233 und 5259 vermittelt wird und eine Stérung
dieser Wechselwirkung eine Aktivierung des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs zur Fol-
ge hat. Eine Aktivierung dieses MAPK-Signalwegs wird héufig in Krebs beobachtet
(Downward, 2003). Daher konnte die Stabilisierung der C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung

ein sinnvoller therapeutischer Ansatz sein.

Zunéchst muss jedoch untersucht werden, ob die C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung fiir
einen Stabilisator potenziell adressierbar ist. Ein bekannter Stabilisator einer 14-3-3-
Wechselwirkung ist das Pflanzentoxin Fusicoccin A (FCA, siehe Abschnitt und
Ottmann et al.|(2007a)). Dieses stabilisiert in Pflanzen einen Komplex aus einem 14-3-3-
Protein und dem C-Terminus der Plasmamembran-H*-ATPase2 (PMA2). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde FCA eingesetzt, um zu iiberpriifen, ob es an Komplexe aus 14-3-3
und unterschiedlich langen C-RAF-Peptiden binden kann. Dafiir wurden zwei C-RAF-
Phosphopeptide verwendet: C-RAF (955-964)pS259 und C-RATF (955-960)pS259. Letzteres
reprasentiert ein mode III-Bindemotiv, wie es die PMA2 aufweist, da es nach der +1-
AS endet (siehe Abschnitt [1.2.2| und [1.3.3). Zunéchst wurde durch ITC-Messungen
die Affinitét dieser beiden Phosphopetide an 14-3-3¢ bestimmt und miteinander ver-

glichen. Dazu wurde das gleiche aufgereinigte His6-14-3-3((VL)-Protein verwendet wie

fir die Versuche in Kapitel (siche Abbildung [4.14). Dieses wurde gegen ITC-
Puffer mit pH 6,5 dialysiert und anschliefsend in diesem Puffer bei 30 °C mit 8 ul-Aliquots

Titration Kp / uM
HIS6—14—3—3C(VL) mit C—RAF(255_260)p8259 17,11 + 1,66
HIS6—14—3—3§(VL) mit C—RAF(255_264)p8259 11,68 + 2,57
His6-14-3-3¢(VL)/C-RAF (25526005259 mit FCA 2,60 = 0,36
HiS6—14—3—3C(VL)/C—RAF(255_264)pS259 mit FCA 1n.1m.

Tabelle 13: Ergebnisse der ITC-Messungen von His6-14-3-3¢(VL) mit
C-RAF-Phosphopeptid beziehungsweise des His6-14-3-3¢(VL)/C-RAF-
Komplexes mit FCA.
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der jeweiligen C-RAF-Peptide titriert. Die Warmeadnderung wurde gemessen, wie unter

erlautert. Zudem wurde unter den gleichen Bedingungen einmal ITC-Puffer mit

pH6,5 auf das His6-14-3-3¢(VL)-Protein
titriert und die so erhaltenen Warmean-
derungen von den eigentlichen Messwer-
ten abgezogen. Aus diesen wurden mit-
tels der Software Origin7 die gewiinschten
Parameter bestimmt. Die Messungen wur-
den unabhingig voneinander jeweils drei-

mal durchgefiihrt.

Abbildungen und B zeigen die
Ergebnisse der Messungen. Fiir beide Ti-
trationen wurden Warmeanderungen ge-
messen, die fiir eine exotherme Reakti-
on sprechen. Aus den Messdaten wur-
den die Bindungskonstanten fiir die je-
weilige Reaktion bestimmt. Die erhalte-
nen Werte sind in Tabelle 13 zusam-
mengefasst. Fiir die beiden unterschied-
lich langen C-RAF-Phosphopeptide wur-
den dhnliche Bindungskonstanten im nied-
rigen mikromolaren Bereich bestimmt.
Dies ist in guter Ubereinstimmung zu
durch FP-Messungen be-
stimmten Kp-Wert fiir die
des FAM-C-RAF (254-264)PS259-Peptids an
His6-14-3-3¢(VL) von 16,67 + 1,95uM
(siche Abschnitt und Tabelle [10)).
Der gemessene K p-Wert fiir das langere C-
RAF (955-264)pS259-Peptid liegt mit 11,68

+ 2,57 uM etwas unter dem fiir das kiirze-

dem zuvor
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Abbildung 4.26: ITC-Messung von

His6-14-3-3¢(VL) mit C-RAF-Peptiden ohne und
mit FCA. Zunichst wurde His6-14-3-3¢(VL) mit C-
RAF(255_260)pS259 (A) oder C—RAF(255_264)pS259
(B) titriert und aus der gemessenen Wéirme-
dnderung die Bindungskonstante bestimmt.
Anschlieftend wurde FCA auf einen Komplex aus
H1S6-14—3-3C(VL) und C-R,AF(255_260)I)8259 (C)
oder C-RAF (255-264)pS259 (D) titriert und aus
der gemessenen Wirmednderung die Bindungs-
konstante fiir FCA an den Komplex bestimmt.
Fiir den Komplex aus His6-14-3-3¢(VL) und
C-RAF (255-264)PS259 (D) war fiir die Titration mit
FCA keine Warme#nderung zu beobachten.

re C-RAF (955-260)p5259-Peptid gemessenen Wert von 17,11 + 1,66 uM. Dieses Ergebnis
wiederum passt gut zu den strukturbiologischen Daten, die zeigen, dass auch die AS C-
terminal vom pS259 des C-RAF-Peptids polare Kontakte zum 14-3-3(-Protein ausbilden
und somit zur Bindung beitragen (siehe Abbildung [4.21D).
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Als nichstes wurden 8 pl-Aliquots einer 50 yuM-FCA-Losung auf einen Komplex aus
500 uM C-RAF (955-260)pS259- beziehungsweise C-RAF (955-264)pS259-Peptid und 50 uM
His6-14-3-3¢(VL) titriert und die Wérmeéinderung gemessen (siehe[3.7.1]). Die Ergebnisse

der Titrationen sind in Abbildungen [4.26(C

A und D dargestellt. Wahrend bei der Titra-
tion von FCA auf den Komplex aus His6-
14-3-3¢(VL) und C-RAF (255-260)pS259 (Ab-
bildung [4.26C) eine deutliche Wirmeén-
derung stattfindet, die fiir eine exother-
me Reaktion spricht, ist bei der Titrati-
on von FCA auf den Komplex aus His6-
14-3-3¢(VL) und C-RAF (255_264)pS259 kei-
ne Wirmeénderung zu beobachten (Abbil-
dung[4.26D). Dies spricht dafiir, dass FCA
an den Komplex aus His6-14-3-3¢(VL)
und dem (verkiirzten) C-RAF (255-260)pS259-
mode I11-Peptid mit einem Kp-Wert von
2,60+ 0,36 uM binden kann (siehe Tabel-
le [13). Eine Bindung an den Komplex
aus dem His6-14-3-3¢(VL) und dem lin-
geren mode I-Peptid C-RATF (255-264)PS259
ist anscheinend nicht moglich. Es scheint
also in dem 14-3-3/C-RAF (955_260)PS259-

Komplex eine fiir FCA adressierbare Bin-

degrube zu geben, die in dem Komplex aus
Abbildung 4.27: Vergleich der Bindegruben fiir 14-3-3 und C—RAF(255_264)p8259 SO ver-

einen moglichen Stabilisator. (A) Ternérer Komplex . . . .
aus 14-3-3c (graue Oberflache), einem mode III- dndert ist, dass FCA nicht mehr binden

Phosphopeptid der PMA2 (blau, Stdbchenmodell, kann.
pT beschriftet) und FCA (gelb, Stdbchenmodell)
(PDB ID: 109F). (B) Bindrer Komplex aus 14-3-3¢
(graue Oberfliche) und dem mode I-Phosphopeptid

der S259-Bindestelle aus C-RAF (magenta, Stib- strukturbiologische Daten erkldren (sie-
chenmodell, pS beschriftet) (siehe Abschnitt [4.4.2). .

(C) Uberlagerung der Strukturmodelle aus (A) und he Abbildung [4.27). In dem Komplex
(B). aus PMA2 und 14-3-3¢ (siehe Abschnitt

und Abbildung [4.27A) ist ausrei-
chend Platz fiir den Stabilisator FCA, da das mode III-PMA2-Peptid nach der +1-AS

endet. Betrachtet man aber den Komplex aus 14-3-3¢C und der mode 1-S259-Bindestelle

Diese Beobachtung ldsst sich durch

Manuela Molzan



4  Ergebnisse 119

aus C-RAF, ist diese Bindegrube zum Teil bereits von den C-terminal auf die +1-AS
folgenden AS des C-RAF-Peptids eingenommen und daher deutlich kleiner (siehe Abbil-
dung ) Dies wird insbesondere durch die Uberlagerung der beiden Strukturmodelle
deutlich (siehe Abbildung [4.27[C).

Vermutlich kann FCA die natiirlich vorkommende S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung deswegen auch nicht stabilisieren. Um dies zu iiberpriifen, wurde ein
weiterer Versuch durchgefiihrt. Dafiir wurden 100 nM FAM-C-RAF (299-264)PS5233,p5259
und 0,25 uM His6-14-3-3¢(VL) mit FCA von 1mM aus in einer 1:1-Verdiinnungsreihe
titriert. Die Losung wurde 16 Stunden bei 4 °C inkubiert und anschliefsend die Anisotropie
gemessen. Dabei war kein Anstieg der Anisotropie zu beobachten und es konnte kein
EC; fiir eine mogliche Stabilisierung der C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung durch FCA
bestimmt werden (Daten nicht gezeigt). FCA kommt daher als moglicher Stabilisator
fiir die C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung nicht in Frage.

4.5.2. Stabilisierung des C-RAF /14-3-3-Komplexes durch Cotylenin A

Im vorherigen Abschnitt konnte ge-
zeigt werden, dass die S259-vermittelte
C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung prinzipi-
ell fiir einen Stabilisator adressierbar zu
sein scheint. Jedoch kommt der einzige
bisher bekannte Stabilisator von 14-3-3-

Protein-Protein-Wechselwirkungen, FCA Samensnformal 64,0, Summentonmab €, H,,0,,
’ ’ Molekulargewicht: 680,82 g/mol Molekulargewicht: 622,74 g/mol

dafiir aus sterischen Griinden nicht in Fra- Phomopsis (Fusicoccum) amygdali Cladosporium sp. 501-7W

ge. Daher wurde zunédchst {iber einen ra-  yp 109,00 4.98: Die Naturstoffe Fusicoccin A

tionalen Ansatz ein moglicher Stabilisator (FCA) und Cotylenin A (CNA). Die Stoffwechsel-
produkte aus verschiedenen Pilzen sind als Struk-
turformel dargestellt und die wichtigsten Unter-
dass das dem FCA sehr dhnliche Molekiil schiede der Substituenten am 5-8-5-Ring-System
von FCA durch rote Kreise hervorgehoben.

gesucht. Zusétzlich wurde veroffentlicht,

Cotylenin A (CNA) an einen Komplex aus
pflanzlichem 14-3-3¢ (aus N.tabacum) und
C-RAF (955-265)PS259,M265A-Peptid binden kann (Ottmann et al., [2009).

In Abbildung sind die Strukturformeln der beiden Molekiile dargestellt. Diese
bestehen jeweils aus einem 5-8-5-Ringsystem, das am 8-Ring ein Zuckermolekiil tragt.
Beide Naturstoffe stellen Stoffwechselprodukte zweier verschiedener Pilze dar. Sie unter-
scheiden sich sowohl in der Art des Zuckermolekiils als auch in den Substituenten des
5-8-5-Ringsystems. Wahrend FCA am C3 des 5-Rings A lediglich einfach substituiert ist,
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120 4.5 Stabilisierung der C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung durch Cotylenin A

weist das CNA an dieser Stelle eine zweifache Substitution auf. Zuséatzlich zu der Ethyl-
methoxygruppe trigt das CNA dort noch eine Hydroxygruppe. Weiterhin ist das FCA
am C12 des 5-Rings C durch eine Hydroxygruppe substituiert, die an gleicher Position
im CNA-Molekiil fehlt. An der C14-Position des 5-Rings C sind beide Molekiile einfach
substituiert, wobei der Substituent im FCA-Molekiil grofser ist als im CNA-Molekiil.

Vermutlich ist die Hydroxygruppe am C12 des 5-Rings C im FCA nicht kompatibel mit
einer gleichzeitigen Bindung eines nicht-mode 111-14-3-3-Bindemotivs, das also iiber die
+1-AS vom pS oder pT aus betrachtet C-terminal hinausgeht. Diese im CNA-Molekiil
fehlende Hydroxygruppe ermoglicht vermutlich die Bindung des CNA-Molekiils an den
C-RAF/14-3-3-Komplex (Ottmann et al., 2009).

Strukturbiologische Untersuchung. Um zu iiberpriifen, ob CNA an beide in dieser Ar-
beit untersuchten 14-3-3-Bindestellen des C-RAF-Proteins (5233 und S259) in Komplex
mit 14-3-3-Protein binden kann, wurden Proteinkristalle des Komplexes aus 14-3-3CAC
und C-RAF (929-264yP5233,pS5259, die, wie unter beschrieben, hergestellt wurden,
mit einer CNA-haltigen Losung getrénkt. Dafiir wurden 2ul 10mM CNA-Ethanol-
Lésung getrocknet und die Proteinkristalle samt Mutterlauge darauf pipettiert. Die Kri-
stalle wurden 24 Stunden in der CNA-haltigen Lésung inkubiert und anschliefend durch
Zugabe von Saccharose kryokonserviert und in fliissigem Stickstoff eingefroren (3.8.3]).
Mit Synchrotron-Strahlung wurde ein Datensatz bis 2,2%1 aufgenommen und mit der
Software XDS ausgewertet (3.8.5).

Uber molekularen Ersatz mit dem Strukturmodell des 14-3-3¢-Proteins in Komplex
mit dem zweifach phosphorylierten C-RAF (229_264)pS233,pS259-Peptid (siehe und
Abbildung und der Software Phaser konnte initiale Phaseninformation fiir das
neue Modell berechnet werden (3.8.5)). Die Verfeinerung des erhaltenen Modells erfolg-
ten, wie unter [3.8.5] beschrieben, mit der Software REFMAC und der Software Coot. Die
Verteilung der Diederwinkel ® und ¥ des finalen Strukturmodells ist in Abbildung
im Anhang in einem Ramachandran-Diagramm zusammengefasst (Ramachandran et al.,
1963). Tabelle [20[ im Anhang fasst die Statistik des Datensatzes und der Verfeinerung
zusammen. Abbildung [4.29| zeigt das erhaltene Strukturmodell. Wie erwartet, entspricht
dieses Strukturmodell dem des binéren 14-3-3C/ C-RAF (929-264)P5233,pS259-Komplexes
(siehe Abbildung . Das 14-3-3-Protein weist die typische W-férmige Struktur auf
und die Bindegruben der einzelnen Monomere beinhalten jeweils die S233- oder die
S259-Bindestelle des C-RAF-Proteins. Die AS, die diese beiden Bindestellen miteinander

verbinden, sind auch in dieser Struktur nicht sichtbar. Zudem ist jedoch in jeder Binde-
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grube ein CNA-Molekiil gebunden. In beiden Monomeren nimmt das CNA-Molekiil eine
Tasche am C-Terminus der jeweiligen C-RAF-Bindestelle ein und bildet Kontakte zum
14-3-3-Protein und zum C-RAF-Peptid aus. Das CNA-Molekiil ist so orientiert, dass
das 5-8-5-Ringsystem tief in der durch das 14-3-3-Protein und Peptid gebildeten Tasche
liegt, wihrend der Zucker dem Losungsmittel exponiert ist und aus der Tasche heraus-
ragt. Weiterhin sind in diesem Modell die AS H236 und A237 C-terminal vom pS233

Abbildung 4.29: Strukturmodell des ternéren Komplexes aus 14-3-3¢, C-RAF (239_264)PS233,pS259
und CNA. (A) Das 14-3-3¢-Dimer ist als Bindermodell mit einem Monomer in hellgrau und dem ande-
ren in dunkelgrau gezeigt. Beide Bindegruben beinhalten neben dem C-RAF-Peptid (Stdbchenmodell,
S233 magenta und S259 blau) jeweils ein CNA-Molekiil, das in griin als Oberflichendarstellung gezeigt
ist. (B) Um bessere Sicht zu erhalten, wurde das Modell um 90 ° nach vorne gedreht, die Helices H9
(siehe Pfeil) geloscht und das 14-3-3¢-Dimer in einer Oberflachendarstellung gefarbt, wie in (A) gezeigt.
CNA-Molekiile sind griin und das C-RAF-Peptid in magenta (5233) und blau (S259) als Stdbchenmo-
dell dargestellt. Die Verbindung der S233- und S259-Bindestellen ist als gestrichelte Linie angedeutet.
In (C) und (D) ist das 14-3-3-Protein als graue Oberflichendarstellung sichtbar. Die beiden C-RAF-
Bindestellen S233 (C) und S259 (D) sind jeweils in magenta und blau und die CNA-Molekiile jeweils in
griin als Stdbchenmodelle mit halb transparenter Oberfliche dargestellt. Das 5-8-5-Ringsystem ist wie
in Abbildung [f:28 mit A, B, und C beschriftet, die C12-Position mit einem kleinen und der Zucker mit
einem grofen Pfeil markiert.

sichtbar. Das deutet daraufhin, dass sie in diesem terndren Komplex fester gebunden
sind als in dem bindren Komplex und dadurch eine interpretierbare Elektronendichte
liefern. Das wiederum konnte bedeuten, dass CNA einen stabilisierenden Einfluss auf
die C-RAF/14-3-3-Wechselwirkung hat.
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Abbildung 4.30: Untersuchung des Einflusses von
CNA auf die C-RAF/14-3-3-Wechselwirkung mit-
tels SPR. (A) C—RAF(229_264)pS233,pS259—Peptid
wurde in einer 1:1-Verdiinnungsreihe auf immobili-
siertes His6-14-3-3¢(VL) titriert. (B) Die RU-Werte
einer Peptidkonzentration im Gleichgewicht wurden
gegen diese aufgetragen. Mit nichtlinearer Regressi-
on wurde der Kp-Wert ermittelt. (C) CNA wur-
de in einer 1:1-Verdiinnungsreihe in Anwesenheit
von 250 nM C-RAF (299_264)PS233,pS259-Peptid ti-
triert. Der Gleichgewichts-RU-Wert einer bestimm-
ten CNA-Konzentration wurde gegen diese auf einer
logarithmischen Skala aufgetragen. Uber nichtlinea-
re Regression wurde der ECj5q bestimmt.

Untersuchung mit SPR. Um dieser Fra-
gestellung nachzugehen, wurden SPR-Ex-
perimente mit den drei Komponenten
des Komplexes durchgefiihrt. Die Durch-
fiihrung des SPR-Experiments erfolgte
durch Malgorzata Skwarczynska. His6-
14-3-3¢(VL) (siehe und Abbildung
4.14) wurde auf einem CM5-Chip immo-
bilisiert und das zweifach phosphorylierte
C-RAF (229-264)PS233,pS5259-Peptid in ei-
ner 1:1-Verdiinnungsreihe von 3 uM ausge-
hend titriert, wie unter |3.7.3| geschildert.
Aus den erhaltenen Sensogrammen (sie-
he Abbildung [£.30A) wurde der jeweili-
ge RU-Wert fiir eine bestimmte Peptid-
konzentration im Gleichgewicht ermittelt
und anschlieflend die Peptidkonzentrati-
on gegen den RU-Wert aufgetragen (sie-
he Abbildung [4.30B). Aus diesen Werten
wurde durch nichtlineare Regression der
Kp-Wert fiir das zweifach phosphorylier-
te C-RAF (929-264)P5233,pS5259-Peptid an
das immobilisierte His6-14-3-3¢(VL) be-
stimmt. Diese Messung wurde dreimal
durchgefiihrt und ein Kp von 170 £ 16 nM
ermittelt. Dieser Wert ist in guter Uber-
einstimmung zu den durch FP- und ITC-
Messung ermittelten Werten, die sich

ebenfalls im nanomolaren Bereich befin-

den (siehe [4.4.1, Abbildungen und
[4.17] sowie Tabellen [L0] und [L1).

Anschliefsend wurde Cotylenin A in ei-
ner 1:1-Verdiinnungsreihe von 1 mM aus-
gehend in Anwesenheit von jeweils 250 nM
C-RAF (229-264)PS233,pS5259-Peptid titriert.
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Dabei wurden, wie oben beschrieben, Sensogramme aufgenommen und den jeweiligen
CNA-Konzentrationen die RU-Werte fiir das Gleichgewicht zugeordnet. Die RU-Werte
wurden gegen die CNA-Konzentration auf einer logarithmischen Skala aufgetragen und
mittels nichtlinearer Regression der ECsq bestimmt (siche Abbildung[4.30/C). Diese Mes-
sung wurde dreimal durchgefiihrt und ein durchschnittlicher EC5q von 156 M erhalten.

Untersuchung mit FP. Nach diesem ersten Hinweis darauf, dass CNA tatséchlich
die C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung stabilisieren kann, wurde in einem néchsten Expe-
riment der Einfluss von CNA auf die einzelnen C-RAF-Bindestellen untersucht. Da-
fiir wurden die FAM-markierten C-RAF-Phosphopeptide wie unter verwendet.
Bei verschiedenen His6-14-3-3¢(VL)-Konzentrationen wurde CNA auf die FAM-C-RAF-
Phosphopeptide titriert, 16 Stunden bei 4°C inkubiert und anschlieftend die Anisotropie
gemessen (siehe . Die erhaltenen Werte wurden auf den jeweils niedrigsten Wert der
Messung und auf den héchsten Wert der Affinitdtsmessung (siehe Abbildung nor-
malisiert und gegen die CNA-Konzentration auf einer logarithmischen Skala aufgetragen
(siche Abbildung [4.31]). Mit nichtlinearer Regression unter Anwendung der Gleichung

80 100 100y
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e & oo g 60
w 401 w w
& = 40 = 401
201
201 20]
o o N P
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-

] 2 0 2 0 2
loge (Cotylenin A/ pM) loge (Cotylenin A / pM) logc (Cotylenin A / pM)

Abbildung 4.31: EC;p-Bestimmung von CNA mittels FP. CNA wurde jeweils als Triplikat in An-
wesenheit verschiedener His6-14-3-3((VL)-Konzentrationen auf die unterschiedlichen FAM-markierten
C-RAF-Phosphopetide titriert. Die Anisotropie wurde gemessen, die erhaltenen Werte normali-
siert und gegen die CNA-Konzentration auf einer logarithmischen Skala aufgetragen. (A) FAM-
C-RAF (229-235)PS233 und 76 uM His6-14-3-3C(VL). (B) FAM-C-RAF (254-264)pS259 und 8 uM His6-
14-3-3¢(VL). (C) FAM-C-RAF (229-264)PS233,pS5259 und 0,25 M His6-14-3-3¢(VL).

wurde der EC5y von CNA fiir die einzelnen Messungen ermittelt. Der Versuch wurde
jeweils dreimal durchgefiihrt und die erhaltenen ECs5o-Werte gemittelt. Die gemittelten
Werte sind in Tabelle [14] zusammengefasst.

Diese Werte verdeutlichen, dass CNA sowohl die Wechselwirkung der einzelnen C-RAF-
Bindestellen (5233 und S259) mit 14-3-3 als auch die Wechselwirkung beider Binde-
stellen gleichzeitig mit 14-3-3 stabilisieren kann. Die ermittelten relativen ECs5q-Werte

unterscheiden sich jeweils um eine Grofenordnung, wie es auch schon fiir die ermittel-

Dissertation



124 4.5 Stabilisierung der C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung durch Cotylenin A

FAM-Peptid His6-14-3-3¢(VL)  ECso / uM

C-RAF (2295355233 76,00 M 1760,33 + 98,46
C—RAF(254_264)[)8259 8,00 /LM 256,77 + 9,13
C—RAF(229,264)p3233,p3259 0,25 MM 65,44 + 7786

Tabelle 14: Ergebnisse der EC59-Messungen von CNA mit FAM-C-RAF-Peptiden
und His6-14-3-3¢(VL)-Protein mittels FP.

ten Affinititen der einzelnen Peptide an das 14-3-3-Protein der Fall war (siehe Tabelle
. Wenn man jedoch davon ausgeht, dass in Zellen das C-RAF-Protein an beiden
14-3-3-Bindestellen phosphoryliert ist, wie es in Kapitel gezeigt werden konnte,
so ist nur die Betrachtung des EC5q von CNA an das zweifach phosphorylierte FAM-
C-RAF (229-264)PS233,pS259-Peptid und His6-14-3-3( (VL) von physiologischer Relevanz.
Daher wurden in einem néichsten Experi-
P—— TSN ment der Kp-Wert von His6-14-3-3¢(VL)
an FAM-C-RAF (229-264)PS233,pS259-Pep-
tid in Anwesenheit von CNA bestimmt.
Dafiir wurde His6-14-3-3¢(VL) mit 20nM

FAM-C-RAF (229-264)PS233,p5259-Peptid in
-e- ohne CNA Anwesenheit von 500 pM CNA titriert und
§e— = mitS00uMCNA 46 Anisotropie gemessen (siche[3.7.2). Die

00 05 1.0 15 20 8 10 12 14 16 Messung wurde als Triplikat durchgefiihrt
c (14-3-3¢ | pM)

100

!.’l

r / mAU
3

und die erhaltenen Anisotropiewerte ge-
Abbildung 4.32: Bestimmung des Kp der His6- gen die His6-14-3-3¢(VL)-Konzentration
beptd Wechseirkams n owesenhet von 300, AUetragen (siehe Abbildung [L3D). Mie
CNA mittels FP. nichtlinearer Regression wurde ein Ky von

20,11 nM ermittelt. Im Vergleich zum Kp
von 346 + 37nM, der mit der gleichen Methode fiir die Wechselwirkung in Abwesenheit
von CNA bestimmt wurde (siehe [£.4.1] Abbildung[4.15/und Tabelle[L0)), ist der K dieser

Wechselwirkung in Anwesenheit von CNA etwa 17-fach verringert.

4.5.3. Einfluss von Cotylenin A auf die S621-vermittelte
C-RAF/14-3-3-Wechselwirkung

Die S621-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung wird als aktivierend bezogen auf
die Raf-Kinaseaktivitdt beschrieben (siehe Abschnitt und Hekman et al| (2004))).
Sie wirkt also dem Effekt der S233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwir-
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kung entgegen. Therapeutisch betrachtet wire eine gleichzeitige Stabilisierung der S233-,
S259- und S621-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung daher nicht sinnvoll, da
sie netto keinen Effekt haben kdnnte. Daher wird im Folgenden die S621-vermittelte
C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung untersucht und insbesondere der Einfluss von CNA auf

diese Wechselwirkung genauer betrachtet.

Die S621-Bindestelle des C-RAF-Proteins unterscheidet sich besonders in der AS an
Position +1 C-terminal vom pS von der
S259-Bindestelle. Wahrend in der S259- 120y

Bindestelle ein T auf das pS folgt, das kei- 1001

ne Ladung aufweist und eine vergleichs- o 80

weise kleine Seitenkette besitzt, befindet E 60

sich an der -+1-Position in der $621- = i o FAM-C-RAF ., pS250
Bindestelle ein E. Dieses ist bei physiolo- ' © FAM-C-RAF ,,, ., 95259, T260E
gischem pH positiv geladen und im Ver- 2 i
gleich zu T weist diese AS eine grofse Sei- % 50 100 150
tenkette auf. c (14-3-37/ pM)

Zunichst wurden die Affinititen der Abbildung 4.33: Vergleich der Affinitéten der C-
RAF-5259- und C-RAF-S621-Bindestellen an His6-

5259- und S621-Bindestellen an  das 14.3.3¢(VL) mittels FP. FAM-markierte C-RAF-
Hi56—14—3—3C(VL)—Protein miteinander ver- Phosphopeptide wurden mit His6-14-3-3((VL) ti-
. . triert und die gemessenen Anisotropiewerte gegen
glichen. Dazu wurden verschiedene FAM- gie His6-14-3-3¢ (VL)-Konzentration aufgetragen.
markierte C-RAF-Phosphopeptide (siehe
Tabelle mit His6-14-3-3¢(VL) titriert und die Anisotropie gemessen (siche [3.7.2)).
Zusétzlich zu den beiden FAM-markierten C-RAF-Phosphopeptiden, die die S259- und
S621-Bindestelle beinhalteten, wurde ein FAM-markiertes C-RAF-Phosphopeptid ver-
wendet, das die S259-Bindestelle, aber an der +1-Position ein E statt des Ts ent-
hielt (FAM-C-RAF (250-264)p5259,T260E). Die gemessenen Werte wurden gegen die

His6-14-3-3¢(VL)-Konzentration aufgetragen (siehe Abbildung |4.33)).

FAM-Peptid Sequenz Kp / uM

C—RAF(252_264)p8259 SQRQRST—pS—TPNVH 15,56 + 2,32
C—RAF(252_264)p8259,T260E SQRQRST-pS—EPNVH 15,70 + 1,15
C—RAF(614_626)pS621 PKINRSA—pS—EPSLH 7,54 + 0,91

Tabelle 15: Ergebnisse der Kp-Messungen verschiedener FAM-C-RAF-Peptide
und His6-14-3-3¢(VL)-Protein mittels FP.
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Uber nichtlineare Regression wurde der K p-Wert fiir die jeweilige Wechselwirkung be-
stimmt. Die Messung wurde dreimal als Triplikat durchgefiihrt. Die daraus gemittelten
Kp-Werte sind in Tabelle [15| zusammgefasst. Aus diesen Messungen wird deutlich, dass
sich die Affinitdten der einzelnen Bindestellen zum His6-14-3-3¢((VL) kaum unterschei-
den. Alle gemessenen Kp-Werte liegen im niedrigen mikromolaren Bereich. Auch der
Austausch T260E hat keinen Einfluss auf die Affinitdt des C-RAF-Phosphopeptids zum
His6-14-3-3¢(VL)-Protein.

Daher wurde in einem n#chsten Experiment der Einfluss von CNA auf die
C-RAF-Phosphopeptid /14-3-3-Wechselwir-

b I FAM-C-RAF ,,, .., pS259 kung untersucht. Dazu wurden die FAM-
go| @ FAM-C-RAF;4,pS259,T260E markierten C-RAF-Phosphopeptide, die

% 6o FAM-C-RAF g140 S621 auch fiir die Bestimmung der Affinitdt an
= His6-14-3-3C(VL) verwendet wurden (sie-
* 401 he Tabelle [15), in Anwesenheit von His6-
201 14-3-3¢(VL) mit CNA titriert und die

| 08883030003, Tad Anisotropie gemessen (siehe [3.7.2). Fiir

-2 0 2 4 die FAM—C—RAF(252,264)I)S259— und FAM-
tog¢ (Cotylenin A1) C-RAF (252261 p$259, T260E-Peptide wur-
Abbildung 4.34: Vergleich des Einflusses den 8 M HIS6-14—3—3€(VL) und fiir das
von CNA auf die S259- und S621-vermittelte
C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung mittels FP. Zur FAM'C'RAF(GM—G%)pSGQl‘Peptid 4 uM
Bestimmung des EC5g wurde CNA in Anwesenheit His6-14-3-3C(VL) eingesetzt. Die erhalte-
von 4 uM beziehungsweise 8 uM His6-14-3-3¢(VL)
auf die FAM-markierten C-RAF-Phosphopeptide nen Anisotropiewerte wurden auf den je-
titriert. Die gemessenen Anisotropiewerte wurden

normalisiert und gegen die CNA-Konzentration auf o )
einer logarithmischen Skala aufgetragen. Messung normalisiert und gegen die CNA-

weils niedrigsten und hochsten Wert der

Konzentration auf einer logarithmischen
Skala aufgetragen (siehe Abbildung . Uber nichtlineare Regression wurde der ECs
von CNA fiir die einzelnen Messungen ermittelt. Die Messungen wurden dreimal als
Triplikat durchgefiihrt.

Abbildung[4.34)zeigt, dass CNA keinen Einfluss auf die S621-vermittelte C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung hat. Im Gegensatz zu der S259-Bindestelle ist kein Anstieg der Anisotro-
pie bei Zugabe von CNA zu beobachten. Das bedeutet, dass CNA diese Wechselwirkung
nicht stabilisiert. Weiterhin zeigt sich, dass bereits der Austausch der +1-AS (T260E)
bewirkt, dass CNA die S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung nicht mehr sta-
bilisieren kann. Die Ursache hierfiir liegt vermutlich in der 3D-Struktur der +1-AS.
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Um die Tatsache, dass CNA C-RAF /14-3-3-Komplexe, die an der +1-Position ein E
aufweisen, nicht mehr stabilisieren kann, weiter zu untersuchen, wurde die S621-ver-
mittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung strukturbiologisch untersucht. Da in der Ar-
beitsgruppe bereits eine Kristallisationsbedingung fiir gut streuende Proteinkristalle von
14-3-3 o /Phosphopeptid-Komplexen gefunden wurde, wurde fiir diese strukturbiologi-
sche Untersuchung die o-Isoform der 14-3-3-Proteine verwendet. Dafiir wurde 14-3-30 AC
exprimiert und aufgereinigt, wie in - beschrieben. Nach der Ultrafiltrati-
on wurde der His-Tag durch TEV-Protease abgespalten und das Protein iiber pripa-
rative Gelfiltration in Dialyse-Puffer aufgereinigt (3.1.13] und [3.5.7). Die Kon-
zentration des aufgereinigten 14-3-30 AC wurde UV-spektroskopisch bestimmt (3.6.2).
Dafiir wurden die berechneten Parame-
ter M = 26509,9gxmol™! und E = ug 14-3-30AC
26025 M-1 x cm~1 eingesetzt. Uber SDS- M 25 5 10
PAGE und anschliekende Farbung mit
Coomassie Brillant Blau R250 wurde die

Reinheit auf iiber 95% geschitzt (3.6.1] 60
und siehe Abbildung [4.35]). 40—

30 bd
Die Kristallisation wurde von Benjamin -_— H

Schumacher durchgefiihrt. 14-3-30 AC und -
C-RAF (618-626)PS621-Peptid wurden in ei-
nem molaren Verhéltnis von 1:1,5 bezo- 10/

gen auf ein 14-3-3-Monomer in Kristalli- Abbildung 4.35: Tris-Tricin-Gel des aufgerei-
sationspuffer gemischt und 30 min bei 4°C nigten His6-14-3-30 AC-Proteins. Unterschiedliche
nkubirt. Die 1330 AC-Kouzentration ergon HE0- 3020 et o 12
betrug dabei 10mgxml~' und die des mit Coomassie Brillant Blau R250 angefirbt (3.6.1).
C-RAF (618-626)PS621-Peptids 0,6 mM  im ?1\148 (:iztilﬁeeéa]r)?edfgiih?jiief (f)1t11r®1(1)v[ a2r0k 2%128
Komplexierungsansatz. Da die Kristallisa- und 60kDa sind beschriftet.

tionsbedingung bekannt war, wurde nicht

mehr nach initialen Kristallisationsbedingungen gesucht. Stattdessen wurde 1 ul der Pro-
teinlosung mit 1 ul Reservoirlosung gemischt und die Methode des hdngenden Tropfens
zur Kristallisation bei 4 °C angewendet (siehe und Abbildung 3.8)). Die Reservoirlo-
sung enthielt 95 mM Na-HEPES pH 7,4 sowie 25,6 % PEG 400, 190 mM CaCl, and 5%
Glycerin. Das Kristallwachstum dauerte etwa eine Woche und die Kristalle waren etwa
400 x 100 x 100 nm grof (nicht gezeigt). Da die Kristallisationsbedingung bereits kryo-

gen war, war eine zusatzliche Kryokonservierung der Kristalle nicht notwendig. Diese
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wurden direkt in fliilssigem Stickstoff eingefroren . Als Rontgenquelle diente ei-
ne rotierende Cu-K,-Anode mit einer Wellenldnge von 1,5418/01 . Es wurde ein
Datensatz bis 1,70/1 aufgenommen und mit der Software XDS ausgewertet .

Uber molekularen Ersatz mit dem bekannten Strukturmodell des 14-3-30-Proteins
(PDB ID: 1YWT) und der Software Phaser konnte initiale Phaseninformation fiir das
neue Modell berechnet werden ((3.8.5)). Die Verfeinerung des erhaltenen Modells erfolgte,
wie unter beschrieben, mit der Software REFMAC und der Software Coot.

Die Verteilung der Diederwinkel ® und ¥ des finalen Strukturmodells ist in Abbildung
im Anhang in einem Ramachandran-Diagramm zusammengefasst (Ramachandran|
1963)). Tabelle 21] im Anhang fasst die Statistik des Datensatzes und der Verfei-
nerung zusammen. Abbildung [£.36] zeigt das erhaltene Strukturmodell. Der Komplex ist

Abbildung 4.36: Strukturmodell der S621-vermittelten C-RAF/14-3-3-Wechselwirkung. (A) Ein
14-3-3 o-Monomer ist als graue Oberflache und das C-RAF-Peptid in magenta als Stdbchenmodell dar-
gestellt. (B) Detaillierte Ansicht der polaren Wechselwirkungen zwischen dem C-RAF (15_626)pS621-
Peptid (magenta, Stibchenmodell) und dem 14-3-3 o (grau, Bandermodell, einzelne AS als Stébchen-
modell). Die beteiligten AS sind beschriftet (C-RAF magenta und 14-3-3 schwarz) und polare Kontakte
als schwarz gestrichelte Linie hervorgehoben.

mit einer anderen Symmetrie kristallisiert als der zuvor gezeigte Komplex aus 14-3-3¢
und C-RAF229_264)pS233,pS259. Pro Einheitszelle ist nur ein 14-3-3 o-Monomer mit ge-
bundenem C-RAF 613-626)pS621-Peptid vorhanden. Dieses ist iiber das pS621 in einer
elongierten Konformation in der Bindegrube orientiert. Neben dem pS621, das durch
die Seitenketten der AS R56, R129 und Y130 des 14-3-3-Proteins koordiniert wird, bil-
den auch die Seitenketten der AS S619, E622 und S624 polare Kontakte zum 14-3-3-
Protein aus. Auferdem bilden die Seitenketten der AS E182, N226, N175, K122 und
K49 des 14-3-3-Proteins polare Kontakte zum Peptidriickgrat des C-RAF (15-626)pS621-
Peptids. Auffillig ist weiterhin, dass die +1-AS E622 in den Raum hereinragt, der
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losungsmittelexponiert ist und der in der S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechsel-
wirkung von CNA eingenommen werden kann. Zur Verdeutlichung wurden die bei-
den Strukturmodelle des ternidren C-RAF (229_964ypS233,p5259/14-3-3¢ /CNA und des bi-
nidren C-RAF (515_626)pS621/14-3-3 o-Komplexes {iberlagert (siehe Abbildung 4.37)). Die

Abbildung 4.37: Uberlagerung der Strukturmodelle des biniren C-RAF (618-626)pS621/14-3-3 0-
Komplexes und des terndren C-RAF (529_964)pS233,p5259/14-3-3¢/CNA-Komplexes. (A) Die 14-3-3-
Bindegrube ist als graue Oberfliche gezeigt. Das C-RAF (513_626)pS621-Peptid ist in magenta (E622
und L625 beschriftet) und die S259-Bindestelle des C-RAF (229_264)PS233,pS259-Peptids in tiirkis als
Stédbchenmodell dargestellt. Das pS ist markiert. (B) Zusétzlich zu der Darstellung in (A) ist CNA
als griines Stdbchenmodell mit halb transparenter Oberfliche gezeigt. Pfeile markieren die sterischen
Konflikte der AS des C-RAF (415-626)pS621-Peptids mit dem CNA-Molekiil. (C) Stereoansicht der Dar-
stellung aus (B) ohne 14-3-3-Protein.

Uberlagerung zeigt zunéchst, dass die beiden C-RAF-Phosphopeptide, obwohl sie un-
terschiedliche Aminosduresequenzen aufweisen, in einer sehr dhnlichen Konformation
an das 14-3-3-Protein gebunden sind. Beide werden iiber das pS in einer elongierten
Konformation in der 14-3-3-Bindegrube orientiert (siche Abbildung [4.37A). Weiter-
hin zeigt sich aber auch, dass die pS259-Bindestelle des C-RAF (929_264)pS233,pS259-
Peptids sterisch kompatibel zu dem CNA-Molekiil ist (sieche Abbildung und C).
Das C-RAF (615-626)PS621-Peptid hingegen weist zwei sterische Konflikte mit dem CNA-
Molekiil auf. Zum Einen ist die Seitenkette des L625 sterisch inkompatibel mit dem
CNA-Molekiil (siehe Abbildung [4.37A) und zum Anderen ist die +1-AS E622 sterisch
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130 4.5 Stabilisierung der C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung durch Cotylenin A

nicht kompatibel mit einer gleichzeitigen Bindung von CNA (siehe Abbildung 4.37/A und
B). Das erklart, warum CNA die S621-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung nicht

stabilisieren kann.
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5. Diskussion und Ausblick

5.1. Untersuchung der Wechselwirkung von MLF1 mit
14-3-3-Proteinen

5.1.1. MLF1 kann iiber pS34 direkt mit 14-3-3-Proteinen interagieren

Fiir die Untersuchung der Wechselwirkung von MLF1 mit 14-3-3-Proteinen mittels ITC
wurde aufgereinigtes 14-3-3-Protein verwendet. Die 14-3-3-Isoform e wurde hierfiir he-
terolog in E.coli exprimiert und iiber einen His6-7Tag affinitdtschromatographisch auf-
gereinigt. Die Reinheit des Proteins konnte mittels SDS-PAGE auf iiber 95 % geschitzt
werden. Je reiner die Proteinprobe ist, umso geringer ist der experimentelle Fehler. Da-
mit erhoht sich die Zuverldssigkeit der durchgefiihrten Messungen und der ermittelten

Dissoziationskonstanten.

Die heterologe Expression und anschliefende Aufreinigung des Volllaingen-MLF1-Pro-
teins sowie von verkiirzten Varianten aus FE.coli war nicht erfolgreich (Daten nicht ge-
zeigt). Zudem handelt es sich bei der Phosphorylierung am S34 des MLF1-Proteins um
eine posttranslationale Modifikation, die in F.coli nicht durchgefiihrt wird. Da die Kina-
se fiir die Phosphorylierung des MLF1-Proteins an S34 bisher nicht identifiziert werden
konnte (siehe Abschnitt und |Lim et ol (2002)), kommt eine in vitro Phospho-
rylierung des aufgereinigten Proteins zudem nicht in Frage. Es besteht die Moglichkeit,
Proteine heterolog in einem eukaryotischen Insektenzellsystem zu exprimieren. Diese Me-
thode bietet den Vorteil, dass zur Faltung benotigte eukaryotische Chaperone vorhanden
sind und posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierungen durchgefiihrt wer-
den (Hoss et all 1990; Kuroda et al. 1991; Maruniak, |1996). Hohe Expressionsraten
fithren jedoch hdufig dazu, dass nicht alle Proteine beziehungsweise alle Phosphorylie-
rungsstellen eines Proteins gleichméfig phosphoryliert werden (Hoss et al.l [1990; |Gray
und Subramanian, 2001). Anschliefende, von posttranslationalen Modifikationen ab-
hangige biophysikalische und biochemische Untersuchungen sind dann nicht zuverldssig.
Zudem koénnen Sdugerproteine auch rekombinant in Sdugerzellen exprimiert werden. In
diesem Expressionssystem ist die Prozessierung und posttranslationale Modifikation des
rekombinanten Proteins dem des nativen Proteins am &hnlichsten. Allerdings ist die theo-
retische maximale Ausbeute an rekombinantem Protein von 0,3 - 30 ug pro 107 Zellen
verglichen mit der theoretischen maximalen Ausbeute in Insektenzellen von 10 ug - 10 mg
pro 107 Zellen so niedrig, dass dieses Expressionssystem fiir quantitative Messungen, die

grofe Proteinmengen bendétigen, nicht geeignet ist (Qiagen, |2009). Da synthetisch her-
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gestellte Phosphopeptide eine gute und einfache Alternative darstellen, wurden diese fiir
die hier durchgefiihrten Untersuchungen verwendet. Derartige Peptide weisen meistens
keine Sekundérstruktur auf und liegen daher ungeordnet vor. Auch die Bereiche von
Interaktionspartnern, die mit 14-3-3-Proteinen interagieren, sind ungeordnet (siehe Ab-
schnitt [1.3.3)). Da zudem fiir die im Vorfeld dieser Arbeit geldste Rontgenkristallstruktur
des MLF1/14-3-3-Komplexes ein kurzes MLF1-Phosphopeptid verwendet wurde (siehe
Abschnitt , wurden auch in dieser Arbeit zur Bestimmung der Dissoziationskon-
stanten kurze (14mer), einfach phosphorylierte MLF1-Peptide verwendet.

Mit I'TC konnten die Kp-Werte fiir die Wechselwirkung zwischen dem 14-3-3e-Protein
und dem WT-MLF1(29_49)pS34 sowie den eingesetzten Mutanten bestimmt werden.
Die Kp-Werte liegen erwartungsgemafs im niedrigen mikromolaren Bereich, wie sie be-
reits fiir andere 14-3-3/Phosphopeptid-Wechselwirkungen gemessen wurden (Rajagopa-
lan et al., [2010). Obwohl die Rontgenkristallstruktur zeigt, dass die AS 31-38 des MLF1-
Phosphopeptids an der Wechselwirkung mit 14-3-3¢ beteiligt sind (siehe Abschnitt
und Abbildung[1.13)), hatte nur der Austausch des F33 zu A einen signifikanten Einfluss
auf den Kp-Wert. Dieser Austausch erhohte den gemessenen Kp-Wert fiir die Wechsel-
wirkung von 14-3-3¢ mit MLF1 99_49)pS34 von 1,55 uM fiir das WT-Peptid auf 4,99 uM.
Die besondere Rolle des F33 kann durch die strukturbiologischen Daten erklart wer-
den. Der Phenylring des F33 ist in einer hydrophoben Tasche gelagert, die aus den AS
1.223 und 1230 sowie der Hauptkette der Helix 9 des 14-3-3-Proteins gebildet wird (sie-
he Abbildung . Durch die dadurch entstehende grofse hydrophobe Interaktionsfliche
kann F33 einen signifikanten Beitrag zur Affinitdt des MLEF1(99_40)pS34-Peptids an das
14-3-3e-Protein leisten.

Zusammen mit der Rontgenkristallstruktur belegen diese Daten, dass das phosphory-
lierte MLF1-Protein direkt mit 14-3-3-Proteinen interagieren kann. Wie zuvor erwéahnt,
ist die Kinase, die das MLF1-Protein in Zellen phosphoryliert, unbekannt, sodass Aus-
sagen iiber die physiologische Bedeutung der Wechselwirkung von MLF1 mit 14-3-3-

Proteinen weiterhin spekulativ sind.

5.1.2. Die subzelluldre Lokalisation von humanem MLF1 ist in Zellen humanen
Ursprungs nicht direkt 14-3-3-abhangig

In dieser Arbeit wurde die subzellulidre Lokalisation von humanem MLF1 in HEK293T-
Zellen auf ihre Abhéngigkeit von 14-3-3-Proteinen hin untersucht. Dafiir wurde das
MLF1-Protein als GFP-Fusion in HEK293T-Zellen heterolog exprimiert. Die Fusion mit
GFP bietet die Moglichkeit, die subzellulare Lokalisation des fusionierten Proteins di-
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rekt und in lebenden Zellen mittels konfokaler Mikroskopie zu untersuchen. Allerdings
kénnen durch die GFP-Fusion Lokalisationssequenzen und andere Interaktionsflichen
des fusionierten Proteins verdeckt werden und das Fusionsprotein ist zudem grofer
als das native, nicht fusionierte Protein. Die Untersuchung der GFP-MLF1-Proteine
als N- und C-terminale Fusionen diente der Uberpriifung, ob eine Lokalisationssequenz
oder die 14-3-3-Bindestelle durch die GFP-Fusion verdeckt wiirde. Tatsdchlich konnte
eine minimal abweichende Lokalisation fiir die unterschiedliche Orientierung der GFP-
Fusion beobachtet werden. Sowohl das C-terminal als auch das N-terminal mit GFP-
fusionierte MLF1-Protein war erwartungsgeméf hauptséichlich im CP lokalisiert (siehe
Abschnitt Yoneda-Kato ef al| (1996) und Abbildung [4.4). Das C-terminal mit
GFP-fusionierte MLF1-Protein wies im Gegensatz zum N-terminal mit GFP-fusionierten
Protein eine leicht erhohte Lokalisation im ZK auf (siche Abbildung [4.4)). Diese Beob-
achtung deutet darauf hin, dass die C-terminale GFP-Fusion einen fiir die subzellulire
Lokalisation des Proteins wichtigen Bereich zumindest teilweise verdeckt. Ungeachtet
dessen war fiir das Volllingen-MLF1-Protein keine 14-3-3-abhéngige Lokalisation zu be-
obachten (siehe Abbildung [4.4).

GFP selbst weist in HEK293T-Zellen eine gleichméifige Verteilung zwischen CP und
ZK auf, wenn es ohne Fusionspartner exprimiert wird (Daten nicht gezeigt). Das spricht
dafiir, dass sich dieses Protein zwischen ZK und CP hin- und herbewegen kann. Durch
die Fusion des 27kDa groflen GFP an das 30kDa grofse MLF1 wird ein 57 kDa grofes
Fusionsprotein erzeugt. Proteine, die grofer sind als 40 kDa, kénnen nur iiber aktiven
Transport in den ZK translozieren (Gorlich und Kutayl [1999). Es kann also sein, dass
das GFP-MLF1-Fusionsprotein aufgrund seiner Gréfe moglicherweise nicht mehr in den
Zellkern translozieren kann oder, wie zuvor erwihnt, die NLS des MLF1-Proteins durch
das fusionierte GFP unzuginglich wird, wodurch das die GFP-fusionierte Protein im CP
gehalten werden wiirde. Um diese Moglichkeit zu {iberpriifen, wurde die NES des MLF1-
Proteins mutiert. Eine Mutation der NES verhindert eine Bindung an den Zellkern-
Exportkomplex bestehend aus CRM1 und Ran-GTP. Dadurch wird ein Protein, das
sich normalerweise mit intakter NES zwischen ZK und CP hin- und herbewegt, im ZK
gehalten. Man wiirde erwarten, dass eine derartige Mutation keinen Einfluss beziiglich
der subzelluldren Lokalisation auf ein Protein hat, das ausschlieflich im CP lokalisiert ist.
Die NES-Mutanten GFP-MLF1 L89E und L89A sind in HEK293T-Zellen iiberwiegend
im ZK lokalisiert (siehe Abbildung. Daraus kann geschlossen werden, dass die GFP-
Fusion an sich keinen relevanten Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation des MLF1-

Proteins hat beziehungsweise dieses nicht an der Translokation in den ZK hindert.
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Die 14-3-3-Bindestelle befindet sich im N-terminalen Bereich des MLF1-Proteins und
umfasst wie zuvor beschrieben die AS 31-36. Da fiir die GFP-Fusionsproteine des Voll-
langen-MLF1-Proteins keine 14-3-3-abhéngige subzelluldre Lokalisation beobachtet wer-
den konnte, wurden zusétzlich die C-terminal verkiirzten MLF133AC, MLF1,,AC und
MLF1,76 AC sowohl als N-terminale als auch als C-terminale GFP-Fusionsproteine in
HEK?293T-Zellen heterolog exprimiert. Dieser Versuch diente der Uberpriifung, ob wei-
tere Proteine, die mit dem C-terminalen Bereich des MLF1-Proteins interagieren, des-
sen subzelluldre Lokalisation beeinflussen beziehungsweise dem Einfluss der 14-3-3-Bin-
dung entgegenwirken. Die beiden MLF133AC- und MLF14;AC-GFP-Fusionsproteine
waren zu etwa gleichen Teilen im CP und im ZK lokalisiert (siche Abbildung [4.8).
Das MLF1,74 AC-GFP-Fusionsprotein dagegen war iiberwiegend im CP lokalisiert. Die-
se Lokalisation ldsst sich eher auf die Tatsache, dass es sowohl eine NLS als auch ei-
ne NES enthilt, als auf eine Bindung an 14-3-3-Proteine zuriickfiihren. Eine 14-3-3-
abhéngige Lokalisation konnte fiir keines der C-terminal verkiirzten MLF1-Proteine be-
obachtet werden, weder als N- noch als C-terminale GFP-Fusion (siche Abbildung [4.8).
Eine Co-Transfektion mit 14-3-3e-mCherry zeigte eine schwache, jedoch statistisch si-
gnifikante 14-3-3-abhéngige subzelluldre Lokalisation der MLF133AC- und MLF14;AC-
GFP-Fusionsproteine (siehe Abbildung [4.9). Wihrend die Co-Transfektion von 14-3-3¢-
mCherry keinen Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation der 14-3-3-Bindemutanten
S34A-MLF133AC und -MLF14;AC verglichen mit der einfachen Transfektion hatte,
wiesen die entsprechenden WT-Proteine in Anwesenheit von 14-3-3e-mCherry eine ver-
anderte subzelluldare Lokalisation auf. Bei den WT-MLF133AC- und MLF1,,AC-GFP-
Fusionsproteinen war das Verhiltnis ihrer subzelluliren Lokalisation von CP zu ZK
(CP/ZK) in Anwesenheit von 14-3-3e-mCherry deutlich erh6ht im Vergleich zu den ent-
sprechenden S34A-Mutanten und den ohne 14-3-3e-mCherry exprimierten WT-Proteinen.
Das deutet darauf hin, dass die subzelluldre Lokalisation des humanen MLF1 in den hu-
manen HEK293T-Zellen durch 14-3-3-Proteine beeinflusst werden kann. 14-3-3-Proteine
spielen jedoch bei der Regulation des Volllingen-MLF1-Proteins wohl eher eine unterge-
ordnete Rolle. Diese Schlussfolgerung konnte durch den Einsatz von N-terminal verkiirz-
ten MLF1-Proteinen bestitigt werden. Die MLF15iAN-, MLF14AN- und MLF15;AN-
GFP-Fusionsproteine, denen der N-terminale Bereich und damit die vollstandige 14-3-3-
Bindestelle fehlte, waren in HEK293T-Zellen ausschlieflich im CP lokalisiert. Dieses
Ergebnis dhnelt den Daten von Yoneda-Kato und Kato| (2008)), die ein GFP-MLF15,AN-
Fusionsprotein in HEK293T-Zellen ebenfalls ausschlieflich im CP detektierten. In hu-

manen Zellen ist die subzellulare Lokalisation von humanem MLFEF1 also nicht direkt
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14-3-3-abhéngig, wie es fiir das murine MLF1 in Cos-7-Zellen gezeigt werden konnte
(Winteringham et al., |2006)). Auch in Cos-7- und K-562-Zellen konnte in dieser Arbeit
keine 14-3-3-abhingige subzelluldre Lokalisation des humanen MLF1-Proteins beobach-
tet werden.

Der von Winteringham et al.| (2006) vorgeschlagene Regulationsmechanismus von mu-
rinem MLF1 durch 14-3-3-Proteine (siche Abschnitt und Abbildung scheint
also nur bedingt auf das humane Protein {ibertragbar zu sein. Das murine und das hu-
mane MLF1 sind zwar zu 80 % homolog, unterscheiden sich aber insbesondere durch
ihren C-terminalen Bereich (siehe Abschnitt und Abbildung [I.10). Wahrend die
AS 1-208 (bezogen auf das humane MLF1) der beiden Spezies zu 84 % konserviert sind,
sind die AS 208-268 nur zu 65 % konserviert. Diese niedrige Homologie des C-Terminus
ist vermutlich der Grund dafiir, dass das humane MLF1-Protein anders reguliert wird
als das murine Homolog und seine subzelluldre Lokalisation daher im Gegensatz zu dem

murinen Homolog nicht direkt 14-3-3-abhéngig ist.

5.2. Stabilisierung der Wechselwirkung von MLF1 und
14-3-3-Proteinen

Angesichts der Tatsache, dass im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die
subzellulare Lokalisation von humanem MLF1 nicht direkt 14-3-3-abhéngig ist, stellt
sich die Frage, ob eine Stabilisierung der 14-3-3/MLF1-Wechselwirkung sinnvoll wére.
Bezogen auf die Auswirkung eines moglichen Stabilisators auf die subzelluldre Lokali-
sation des MLF1-Proteins wire eine Stabilisierung dementsprechend nicht sinnvoll. Die
Regulation des MLF1-Proteins ist jedoch nicht ausreichend erforscht, um eine Aussage
tiber die Sinnhaftigkeit einer Stabilisierung der 14-3-3/MLF1-Wechselwirkung zu tref-
fen. Auch die physiologische Bedeutung der MLF1/14-3-3-Wechselwirkung ist noch nicht
ausreichend bekannt, um eine umfassende Antwort auf diese Frage zu finden. Man konnte
einen Stabilisator allerdings als biologische Tool Compound einsetzen, um die physiologi-
sche Bedeutung der MLF1/14-3-3-Wechselwirkung néher zu untersuchen. Zum Beispiel
konnte man mit Microarrays untersuchen, ob und welche Gene in Abhéngigkeit eines
derartigen Stabilisators in ihrer Expression reguliert werden und so Hinweise auf die
durch MLF1 beeinflussten biologischen Prozesse in der Zelle erhalten.

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte iiber einen Fragment-basierten Ansatz mittels soa-
king von 14-3-3¢/MLF159_4opS34-Kristallen durch Michael Weyand und Rolf Rose ein
Fragment identifiziert werden, das an den 14-3-3¢/MLF159_4pS34-Komplex bindet (sie-
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he Abbildung und [Molzan et al.| (2012)). Dieses Fragment, 3-Pyrrolidinol, bindet
in einer Grube, die aus dem C-terminalen Bereich des MLF1-Peptids und dem 14-3-3-
Protein gebildet wird. Es bildet sowohl polare Kontakte zum MLF1-Peptid als auch
Wasser-vermittelte Kontakte zum 14-3-3-Protein aus. Ein FP-Experiment konnte zei-
gen, dass das Fragment an sich nicht in der Lage ist, die MLF1/14-3-3-Wechselwirkung
zu stabilisieren (Daten nicht gezeigt und Molzan et al. (2012)). Das war aufgrund der
wenigen Kontakte, die es ausbildet, und der geringen Molekiilgrofse auch nicht unerwar-
tet. Man kann jedoch versuchen, iiber chemische Modifikationen aus diesem Fragment

ein Molekiil mit stabilisierenden Eigenschaften abzuleiten.

Abbildung 5.1: Fragment im 14-3-3¢/MLF159_42pS34-Komplex. Das 14-3-3-Protein ist in grau als
Oberflachendarstellung beziehungsweise im Detailausschnitt als Béndermodell dargestellt. Die fiir die
Wechselwirkung mit 3-Pyrrolidinol (tiirkis) wichtigen AS sind als Stabchenmodell gezeigt und beschrif-
tet. Das MLF1-Peptid ist in gelb als Stdbchenmodell gezeigt und die wichtigen AS beschriftet (PDB
ID: 3UBW). Abbildung modifiziert nach Molzan et al.| (2012).

5.3. Untersuchung der Wechselwirkung von C-RAF mit
14-3-3-Proteinen

5.3.1. Physiologischer Effekt von $S259

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden die in Noonan- und LEOPARD-Syndromen gefundenen
RAF1-Mutationen, die das S259 der C-RAF-Kinase umgeben (Pandit et al., [2007; Raz-
zaque et al., 2007), intensiv biochemisch und zellbiologisch untersucht (siehe Abschnitt
1.5.4]). Dabei konnte mit strukturbiologischen Methoden gezeigt werden, dass die gefun-
denen Mutationen alle AS betreffen, die an der S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wech-
selwirkung direkt beteiligt sind (siche Abbildung[I.19A und B). Mittels ITC konnte be-
legt werden, dass diese Mutationen die C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung storen oder sogar
verhindern (sieche Abbildung[L.19(C). In HEK293-Zellen hatten diese Mutationen Einfluss
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auf die subzelluldre Lokalisation eines C-terminal verkiirzten C-RAF330AC-Proteins.
Die durch 14-3-3-Proteine bedingte Lokalisation im CP wurde durch die Mutationen
aufgehoben und eine Co-Expression mit H-RAS fithrte zu einer Co-Lokalisation des
C-RAF330AC-Proteins mit H-RAS an der PM und am Golgi (siehe Abbildung .

In der vorliegenden Arbeit wurde der physiologische Effekt dieser Mutationen auf die
S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung untersucht. Dafiir wurde in HEK293-
Zellen, die mit H-RAS und GFP-C-RAF330AC co-transfiziert wurden, das endogene
C-RAF iiber eine Immunfarbung sichtbar gemacht. Wahrend das WT-C-RAF330AC
eine deutliche Co-Lokalisation mit dem endogenen C-RAF aufwies, zeigten die ein-
gesetzten Mutanten eine ausschliekliche Lokalisation an der PM und am Golgi (siehe
Abbildung . In den Zellen, die mit den mutierten C-RAF330AC-Konstrukten trans-
fiziert worden waren, war das endogene C-RAF ebenso wie in den Zellen, die mit WT-
C-RAF330AC transfiziert worden waren, iiberwiegend im CP lokalisiert. Es zeigte sich
keine Co-Lokalisation mit dem mutierten C-RAF330AC an der PM oder am Golgi. Ei-
ne derartige Co-Lokalisation wire ein Hinweis auf eine Dimerisierung des transfizierten
C-RAF330AC mit dem endogenen C-RAF gewesen. Diese Dimerisierung findet offenbar
nicht statt, was verschiedene Griinde haben kann. Zum einen liegt das endogene C-RAF
in unstimulierten Zellen an S259 phosphoryliert und dariiber an 14-3-3-Proteine gebun-
den im CP vor (Dhillon und Kolch| 2002). Daher ist eine Translokation an die PM nicht
moglich. Es wurde jedoch auch beobachtet, dass nur etwa 30% der C-RAF-Proteine
einer Zelle an S259 phosphoryliert vorliegen (Dumaz et al., 2002; Dumaz und Marais,
2003)). Diesen unphosphorylierten Proteinen kénnte es méglich sein, an die PM zu trans-
lozieren und dort mit dem C-RAF330AC zu dimerisieren. Zum anderen wird vermutet,
dass die Dimerisierung der C-RAF-Kinase hauptséchlich iiber das pS621 und damit ein-
hergehend iiber die Bindung von 14-3-3-Proteinen an den C-Terminus vermittelt wird
(sieche Abbildung und Weber et al| (2001); Rushworth et al.| (2006)). Da fiir die
heterologe Expression ein C-terminal verkiirztes C-RAF-Protein verwendet wurde, kann
die Dimerisierung iiber den C-Terminus nicht mehr stattfinden. Somit stimmt dieses Re-
sultat mit den publizierten Ergebnissen iiberein, dass C-RAF hauptséachlich iiber seinen

C-terminalen Bereich dimerisiert.

Da das GFP-C-RAF330AC, das die in Noonan- und LEOPARD-Syndromen gefunde-
nen C-RAF-Mutationen trigt, in unstimulierten HEK293-Zellen mit H-RAS an der PM
und am Golgi co-lokalisieren kann (siehe Abbildungen[I.20[und [4.12)), liisst sich vermuten,
dass diese Mutationen in der Volllingen C-RAF-Kinase eine Aktivierung der RAS-RAF-
MEK-ERK-Signalkaskade bewirken konnen. Diese Signalkaskade wird in gesunden Zel-
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len durch einen externen Stimulus initiiert. Uber eine RTK wird RAS aktiviert, welches
RAF an die PM rekrutiert (siehe Abschnitt und Abbildung [I.15). Um den Ein-
fluss der Mutationen auf den RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg zu untersuchen, wurden
HEK293T-Zellen mit GFP-C-RAF(VL) als WT oder mutiert transfiziert und das Zellly-
sat anschliefend iiber einen Immunoblot auf ERK1/2-Phosphorylierung untersucht. Die
Ergebnisse dieses Versuchs zeigten, dass die in Noonan- und LEOPARD-Syndromen ge-
fundenen Mutationen um 5259 des C-RAF-Proteins in unstimulierten HEK293T-Zellen
zu einer ERK1/2-Phosphorylierung fithren. Diese Mutationen bewirken also eine Akti-
vierung der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalkaskade unabhéngig von externen Stimuli. Zu
den ebenfalls in Noonan- und LEOPARD-Syndromen als mutiert gefundenen Genen
gehoren neben RAF1 auch noch PTPN11, SOS1 und KRAS (Tartaglia et al., 2001}
Roberts et al.l [2007; Tartaglia et al., 2007; Carta et al. [2006; Schubbert et al., 2006]).
Mutationen in diesen Genen fiihren ebenfalls zu einer Aktivierung der RAS-RAF-MEK-
ERK-Signalkaskade. Somit passt die fiir die Mutationen in C-RAF gefundene Aktivie-
rung der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalkaskade gut zu den Auswirkungen der Mutationen
anderer Gene in Noonan- und LEOPARD-Syndrom.

5.3.2. S233- und S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung

Uber die S233-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung ist im Gegensatz zu den S259-
und S621-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkungen vergleichsweise wenig bekannt
(siehe Abschnitt [I.5.4). Die Untersuchung dieser Wechselwirkung war daher im Rahmen
der vorliegenden Arbeit von Interesse.

Fiir die biochemische Untersuchung der S233-vermittelten Wechselwirkung wurde
14-3-3(C heterolog in F.coli exprimiert und affinitdtschromatographisch iiber einen His6-
Tag aufgereinigt. Die Reinheit des Proteins konnte anhand einer SDS-PAGE-Analyse auf
iber 95 % geschétzt werden und war damit ausreichend fiir die nachfolgenden Untersu-
chungen. Wie unter [5.1.1] bereits erldutert, stellt die Verwendung von synthetischen Phos-
phopeptiden eine sinnvolle Alternative zu heterolog exprimierten Proteinen bei der Un-
tersuchung der phosphorylierungsabhiangigen 14-3-3-Wechselwirkungen dar. Fiir die Be-
stimmung der Kp-Werte mittels FP wurden daher N-terminal mit FAM-markierte, kurze
C-RAF-Phosphopeptide verwendet. Fiir das FAM-C-RAF (229_233)pS233-Peptid konnte
ein Kp-Wert von 170,87 uM an das 14-3-3(-Protein bestimmt werden. Verglichen zu
dem Kp-Wert des im gleichen Versuchsaufbau gemessenen FAM-C-RAF (954-264)pS259-
Peptids von 16,67 uM ist der fiir das FAM-C-RAF (229_238)p5233-Peptid bestimmte Kp-
Wert etwa eine Grokenordnung hoher. Die S233-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwir-
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kung ist damit deutlich schwacher als die 5S259-vermittelte. Weiterhin war es interessant
zu iiberpriifen, ob eine gleichzeitig tiber die $S233 und S259 vermittelte C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung moglich ist. Es ist bekannt, dass zwei 14-3-3-Bindestellen synergistisch
wirken und die Affinitdt zum 14-3-3-Protein erhéhen kénnen (siehe Abschnitt und
Yaffe et al|(1997)); Obsil et al.| (2003); Kostelecky et al.| (2009)). Zudem wurde die Vermu-
tung aufgestellt, dass die S233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung-
en gleichzeitig stattfinden und S259 dabei die gatekeeper-AS darstellt (siehe Abschnitte
[1.3.3[und [1.5.4] und Yaffe et al. (1997); Dumaz und Marais| (2003)). Dafiir wurde FAM-
C-RAF (929-264)P5233,pS259-Diphosphopeptid mit 14-3-3( titriert und ein Kp-Wert von
0,35 uM bestimmt. Dieser ist deutlich niedriger als die fiir die einzelnen Bindestellen
bestimmten Kp-Werte. Das bedeutet, dass auch im Fall der C-RAF /14-3-3-Wechselwir-
kung zwei 14-3-3-Bindestellen (S233 und S259) synergistisch wirken.

Da die beiden Bindestellen wie oben beschrieben eine unterschiedliche Affinitdt zum
14-3-3-Protein aufwiesen, wurde als néchstes iiberpriift, mit welcher Stéchiometrie die
C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung stattfindet. Dafiir waren mehrere Méglichkeiten vorstell-
bar (siehe Abbildung , die sowohl die Bindung des Diphosphopetids an ein 14-3-
3-Dimer in cis als auch in trans miteinbezogen. Zur Bestimmung der molaren Bin-
dungsstéchiometrie (N) erfolgten ITC-Messungen mit 14-3-3¢ und einem unmarkierten
C-RAF (929-264)PS233,pS259-Diphosphopeptid, die eine Bindungsstéchiometrie von N ~ 1
bezogen auf ein 14-3-3-Dimer ergaben. Eine Active Site Titration des FAM-markier-
ten C-RAF (229-264)PS233,p5259-Diphosphopeptids mit 14-3-3¢ und anschliefender Mes-
sung iiber FP bestétigte dieses Ergebnis. Dadurch liefs sich die Moglichkeit ausschliefen,
dass das C-RAF (929-264)PS233,pS259-Diphosphopeptid mit einer 2:1 Stéchiometrie an
ein 14-3-3-Dimer bindet.

Zur weiteren Untersuchung der gleichzeitig {iber S233 und S259 vermittelten Wech-
selwirkung von C-RAF mit 14-3-3-Proteinen wurde ein Komplex aus 14-3-3CAC und
C-RAF (929-264)PS233,pS259-Diphosphopeptid kristallisiert und mittels Réntgenkristal-
lographie strukturbiologisch untersucht. Dafiir wurde 14-3-3(AC heterolog in FE.coli
exprimiert und affinitdtschromatographisch iiber einen His6-Tag aufgereinigt. Der fiir
die Kristallisation hinderliche His6-7ag wurde durch TEV-Protease abgespalten und
iiber préiparative Gelfiltration entfernt. Anschliefend lag das Protein in ausreichen-
der Menge und Qualitat fiir die Proteinkristallisation vor. Von den erhaltenen Kri-
stallen des 14-3-3¢AC/C-RAF (229_264)pS233,pS259-Komplexes konnte mit Synchrotron-
Strahlung ein Datensatz bis 1,95 A aufgenommen werden. Uber molekularen Ersatz mit

dem bekannten Strukturmodell eines 14-3-3(-Proteins im Komplex mit einem C-RAF-
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Konformation  Maoglichkeit — direkter Abstand in A

trans 1 33,8
trans 2 43,1
trans 3 53,1
cis - 31,4
elongiert 19mer-Peptid 49,0

Tabelle 16: Direkte Abstinde von P235 zu R256 des
C-RAF (229-264)PS5233,pS259-Diphosphopeptids in verschiedenen
denkbaren Konformationen (cis und trans) fiir symmetrieverwand-
te Komplexe im Proteinkristall gemessen. Als Vergleich ist die Lén-
ge eines 19mer-Peptids in elongierter Konformation angegeben.

Phosphopetid (PDB ID: 3NKX) wurde die Struktur des Komplexes aus 14-3-3CAC
und C-RAF (229-264)PS233,pS259-Diphosphopeptid gelost. Das erhaltene Strukturmodell
zeigt, dass die beiden amphipathischen Gruben des 14-3-3(-Dimers mit den unterschied-
lichen Bindestellen des C-RAF (909_264ypS233,pS259-Diphosphopeptids besetzt sind (sie-
he Abbildung [£.21). In diesem Strukturmodell sind die 19 AS nicht sichtbar, welche
die beiden 14-3-3-Bindestellen des C-RAF (929-264)pS233,pS259-Diphosphopeptids mit-
einander verbinden. Fiir sie war keine interpretierbare Elektronendichte vorhanden, was
auf eine hohe Flexibilitdt dieser AS schliefsen ldsst. Zur Beantwortung der Frage, in
welcher Form das C-RAF (229-264)pS233,pS259-Diphosphopeptid an das 14-3-3¢-Dimer
bindet, wurden die symmetrieverwandten Komplexe im Proteinkristall betrachtet (sie-
he Abbildung . Dies fiihrte zu der Uberlegung, dass zusitzlich zu einer Bindung
in cis drei mogliche Bindungen in trans denkbar wiren. Um zu {iberpriifen, welche
dieser Moglichkeiten in Betracht kommen kénnte, wurden die direkten Abstédnde von
P235 in einem Komplex bis zum R256 in einem benachbarten Komplex gemessen. Auch
der direkte Abstand von P235 zu R256 in demselben Komplex, also der moglichen cis-
Konformation, wurde gemessen. Die gemessenen Abstinde sind in Tabelle zusam-
mengefasst. Die Messung des direkten Abstands verlauft fiir die drei moglichen trans-
Konformationen jeweils durch das 14-3-3-Protein. Daher konnen diese Messungen nur
als Naherung betrachtet werden. Unter Annahme der durchschnittlichen Bindungsldngen
einer Peptidbindung kann ein 19mer-Peptid in elongierter Konformation maximal 49,0 A
iiberbriicken. Der direkte Abstand von P235 zu R256 in einem benachbarten Komplex
betrigt bei der 3. méglichen trans-Konformation hingegen 53,1 /L was durch 19 AS nicht
zu iiberbriicken ist. Daher kann diese trans-Konformation (siehe Tabelle ausgeschlos-

sen werden. Die anderen beiden trans-Konformationen kénnen aufgrund der hier durch-
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gefiihrten Abstandsmessung nicht ausgeschlossen werden. Jedoch erscheint eine Bindung
des C-RAF (229-264)PS233,pS259-Diphosphopeptids an das 14-3-3¢-Dimer in cis am wahi-
scheinlichsten. Die direkte Abstandsmessung fiihrte fiir diese Konformation nicht durch
ein 14-3-3-Protein. Damit sind sterische Konflikte der 19 AS mit dem 14-3-3-Protein in
einer cis-Konformation nahezu ausgeschlossen. Der gemessene direkte Abstand von P235
zu R256 ist mit 31,4 A geringer als die fiir die iibrigen trans-Konformationen gemessenen
Abstidnde. Angesichts der Tatsache, dass die 19 AS keine interpretierbare Elektronen-
dichte lieferten, ist zu beachten, dass sie in einer flexiblen Konformation vorzuliegen
scheinen. Auch diese Flexibilitit wire bei einem zu iiberbriickenden direkten Abstand
von 31,41401 und keinem sterischen Konflikt mit dem 14-3-3-Protein am ehesten fiir die

cis-Konformation gewéhrleistet.

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Mutation der S259-Binde-
stelle in HEK293-Zellen zu einer veranderten subzelluliaren Lokalisation eines C-terminal
verkiirzten GFP-C-RAF 330 AC-Fusionsproteins verglichen mit dem entsprechenden WT-
Protein fiihrt (siehe Abschnitt und Abbildung[1.20). Diese veréinderte Lokalisation
ist auf eine gestorte Bindung des C-RAF-Proteins an 14-3-3-Proteine zuriickzufiihren,
welche die WT-C-RAF-Kinase in unstimulierten Zellen im CP halten. Die Mutation
der S259-Bindestelle fiihrt ebenfalls dazu, dass das C-RAF330AC-Protein, wenn es mit
H-RAS heterolog co-exprimiert wird, mit diesem an der PM und am Golgi co-lokalisiert.
Das unterstiitzt die These, dass RAS und 14-3-3-Proteine um die Bindung an C-RAF

konkurrieren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass C-RAF in vitro iiber die S233-
Bindestelle an 14-3-3-Proteine binden kann. Aufserdem wird vermutet, dass die S233-
und S259-Bindestellen des C-RAF-Proteins in Zellen zusammen fiir die Rekrutierung
von 14-3-3-Proteinen an den N-Terminus der C-RAF-Kinase verantwortlich sind (Du-
maz und Marais| [2003). Daher wurde als néchstes untersucht, welchen Einfluss die S233-
vermittelte Wechselwirkung von C-RAF mit 14-3-3-Proteinen auf die subzellulire Loka-
lisation des C-RAF330AC-Proteins in HEK293T-Zellen hat. Abbildung zeigt, dass
die Mutation S233A, die eine Bindung von 14-3-3-Proteinen an die S233-Bindestelle
verhindert, einen mit der S259A-Mutation vergleichbaren Effekt auf die subzellulére Lo-
kalisation C-RAF330AC-Proteins hat. Das C-RAF 330 AC-Protein kann durch die S233A-
Mutation nicht mehr {iber die Bindung an 14-3-3-Proteine im CP der HEK293T-Zellen
gehalten werden, sondern transloziert in den ZK. Es ist bekannt, dass ein GFP-C-RAF-
RBD-Fusionsprotein iiberwiegend im ZK lokalisiert ist (Chiu et al., [2002). WT-C-RAF

wird in unstimulierten Zellen demnach sowohl iiber sie S233- als auch iiber sie S259-

Dissertation



142 5.3 Untersuchung der Wechselwirkung von C-RAF mit 14-3-3-Proteinen

vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung im CP gehalten. Die quantitative Auswer-
tung der Fluoreszenzintensitidten des CP und ZK verdeutlichte zudem, dass ein schwa-
cher, aber statistisch signifikanter Unterschied in der subzelluldren Lokalisation zwischen
der S233A- und der S259A-Mutante besteht. Das Verhéltnis ZK/CP ist fiir die S259A-
Mutante hoher als fiir die S233A-Mutante. Das bedeutet, dass der Einfluss der S233A-
Mutation auf die subzelluldre Lokalisation des C-RAF330AC-Proteins nicht so grofs ist
wie der Einfluss der S259A-Mutation. Vermutlich liegt ein Teil der S233A-C-RAF330AC-
Proteine weiterhin iiber das S259-vermittelt an 14-3-3-gebunden im CP vor. Zusammen-
gefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die S259-Bindestelle fiir die subzelluldre Lokalisation
des C-RAF330AC-Proteins wichtiger zu sein scheint als die S233-Bindestelle. Diese Be-
obachtung ist in guter Ubereinstimmung mit den zuvor erhaltenen biochemischen und
strukturbiologischen Daten, welche belegen, dass die S233-vermittelte C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung deutlich schwiicher ist als die S259-vermittelte.

Zusétzlich wurde iiberpriift, welchen Einfluss eine Co-Expression mit H-RAS auf die
subzelluldre Lokalisation der S233A-Mutante des C-RAF330AC-Proteins verglichen mit
dem WT und der S259A-Mutante hat. Abbildung zeigt, dass die S233A-Mutante
des C-RAF330AC-Protein ebenso wie die S259A-Mutante mit H-RAS an der PM co-
lokalisieren kann. Die S233A-Mutation selbst hat zwar eine schwéchere Auswirkung auf
die subzelluldre Lokalisation des C-RAF330AC-Proteins als die S259A-Mutation. Den-
noch reicht der Effekt der S233A-Mutation aus, um das C-RAF330AC-Protein ohne ex-
ternen Stimulus von H-RAS an die PM rekrutieren zu lassen, wie es auch fiir die S259A-
Mutation beobachtet wurde. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass auch eine
gestorte S233-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung einen aktivierenden Effekt auf
den RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg hat, wie es fiir die S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung beobachtet wurde (siche Abschnitt [4.3.2| und [5.3.1)).

Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurden HEK293T-Zellen mit GFP-C-RAF(VL)
als WT oder S233A- beziehungsweise S259A-Mutante transfiziert und das Zelllysat an-
schliefend {iber einen Immunoblot auf ERK1/2-Phosphorylierung untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die S233A-Mutation im Gegensatz zu der S259A-Mutation nicht zu
einer Phosphorylierung von ERK1/2 fiihrt (siche Abbildung [£.25)). Fiir diese Beobach-
tung sind zwei verschiedene Erkldrungen denkbar. Zum einen kann es sein, dass der
geringere Einfluss der 5233-Bindestelle, wie er zuvor in vitro und fiir das C-terminal ver-
kiirzte C-RAF330AC gezeigt werden konnte, dafiir sorgt, dass sich das S233A-Vollldngen-
C-RAF-Protein eher wie das WT-Protein verhélt. Das wiirde bedeuten, dass sich in die-
sem Fall, im Gegensatz zu den Untersuchungen fiir die S259-vermittelte C-RAF /14-3-3-
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Wechselwirkung, die mit dem S233A-C-RAF330AC gefundenen Ergebnisse zur subzellu-
laren Lokalisation nicht direkt auf das Volllingen-Protein iibertragen lassen. Zum an-
deren konnte es sein, dass die durch die S233A-Mutation hervorgerufene Aktivierung
des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs und damit einhergehend die ERK1/2-Phospho-
rylierung so schwach ist, dass sie mit dem durchgefiihrten Experiment nicht detektiert
werden kann. Fiir die durchgefiihrte Detektion der ERK1/2-Phosphorylierung wurde das
Zelllysat von transfizierten Zellen verwendet. Die Transfektionsrate liegt iiblicherweise
zwischen 10 % und 30 %. Dadurch kann es vorkommen, dass schwache, tranfektionsab-
hangige Signale mit dieser Methode nicht detektiert werden kénnen. Fiir diese Vermu-
tung spricht die beobachtete, leicht unterschiedliche subzellulire Lokalisation der S233A-
und S259A-Mutanten des C-RAF330AC-Proteins und die daraus gefolgerte Vermutung,
dass ein Teil des S233A-C-RAF 330 AC-Proteins iiber S259-vermittelt an 14-3-3-Proteine
im CP gebunden bleibt. Wenn diese Vermutung fiir das Volllingen-Protein ebenfalls
zutrifft, wire eine Aktivierung des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs und eine daraus
resultierende Phosphorylierung von ERK1/2 deutlich schwécher. Daher ist es notwendig

diese Ergebnisse mit weiteren Experimenten zu iiberpriifen.

Zusammengenommen weisen die Untersuchungen zur S233-vermittelten und zu der
gleichzeitig iber S233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung darauf
hin, dass C-RAF iiber S233 und S259 gleichzeitig an 14-3-3-Proteine binden kann. Beide
Bindestellen vermitteln in unstimulierten Zellen eine Bindung von C-RAF an 14-3-3-
Proteine im CP. Zudem wirkt die gleichzeitige Bindung von C-RAF iiber S233 und S259
an 14-3-3-Proteine synergistisch und erhéht in vitro die Affinitdt zum 14-3-3-Protein
deutlich verglichen zu den einzelnen Bindestellen. Die Tatsache, dass die S233-Bindestelle
in Zellen vermutlich ebenso so wie die S259-Bindestelle inaktivierend auf die C-RAF-
Kinase wirkt (Dumaz et al., 2002; Dumaz und Marais, 2003), spricht dafiir, dass es sich
bei der 5259 Bindestelle um die gatekeeper-AS handelt. S233 stellt in diesem Fall die
Bindestelle mit der niedrigen Affinitdt dar. Diese Schlussfolgerung stimmt mit der von
Dumaz und Marais| (2003)) angestellten Vermutung iiberein. Sie widerspricht aber der
Vermutung, dass S621 die gatekeeper-AS darstellt und S259 die niedrig affine Bindung
vermittelt (Hekman et al.l [2004).

Um abschliefsend zu klédren, welche AS die gatekeeper-AS darstellt, wire die strukturel-
le Aufklarung der Volllingen-C-RAF-Kinase wichtig. Diese Struktur kénnte Aufschluss
dariiber geben, ob eine gleichzeitige Bindung der C-RAF-Kinase iiber S259 und S621
an 14-3-3-Proteine sterisch iiberhaupt moglich ist. Bisher ist jedoch keine strukturel-

le Information dariiber verfiigbar, wie die drei 14-3-3-Bindestellen der C-RAF-Kinase
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5.4 Stabilisierung der Wechselwirkung von C-RAF mit 14-3-3-Proteinen durch
144 Cotylenin A

im Volllingenprotein zueinander orientiert sind. Um die Regulation der C-RAF-Kinase
durch 14-3-3-Proteine weiter aufzukléren sind zuséatzliche zellbiologische Untersuchun-
gen notwendig. Insbesondere Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)-basierte Einzel-
molekiilmessungen konnten Aufschluss iiber die Bindungsstochiometrie von C-RAF- und
14-3-3-Proteinen in der Zelle geben. Da es sich sowohl bei dem 14-3-3-Protein als auch
bei der C-RAF-Kinase um ein dimeres Protein handelt, sind Einzelmolekiilmessungen
jedoch nicht ohne Weiteres moglich. Zudem konnen typische Mutations- und Deletions-
studien irrefithrend sein. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Mutation der
S621-Bindestelle zu einer Inaktivierung der C-RAF-Kinase fiihrt (Thorson et al., |[1998).
Das bedeutet aber nicht zwangslaufig, dass diese Inaktivierung 14-3-3-abhéngig ist.
Eine gute Alternative scheint der Ersatz einzelner phosphorylierungsabhéngiger 14-3-3-
Bindemotive durch die phoysphorylierungsunabhéngige Sequenz des R18-Peptids zu sein
(siche Abschnitt [1.3.3). Damit konnte bereits der Einfluss der 14-3-3-Bindung an die
C-terminale S621-Bindestelle des C-RAF-Proteins erfolgreich untersucht werden (Light
et al., 2002).

5.4. Stabilisierung der Wechselwirkung von C-RAF mit
14-3-3-Proteinen durch Cotylenin A

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass C-RAF in wvitro sowohl {iber die S233-
als auch gleichzeitig iiber die S233- und S259-Bindestellen an 14-3-3-Proteine binden
kann. Die gleichzeitige Bindung iiber S233 und S259 erhoht in wvitro die Affinitédt des
C-RAF-Proteins an das 14-3-3-Protein im Vergleich zu den einzeln iiber S233- oder S259-
vermittelten Bindungen. Weiterhin wurde gezeigt, dass in unstimulierten HEK293T-
Zellen C-RAF sowohl iiber die S233- als auch iiber die S259-vermittelte Wechselwirkung
mit 14-3-3-Proteinen im CP gehalten wird. Ebenso wie die Storung der S259-vermittelten
C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung fiihrt die Storung der S233-vermittelten C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung zu einer verinderten subzelluldren Lokalisation eines C-terminal ver-
kiirzten GFP-C-RAF330AC-Proteins. Zusammen mit publizierten Erkenntnissen, dass
sowohl die S233- als auch die S259-vermittelten Wechselwirkungen von C-RAF mit
14-3-3-Proteinen einen inaktivierenden Effekt auf die C-RAF-Kinase haben (Tzivion
et al., 1998} Dhillon und Kolch, 2002 Dumaz et al., 2002; Kubicek et al.l 2002; |Light
et al., 2002; Dumaz und Marais, [2003), scheint es ein moglicher therapeutischer Ansatz
zu sein, die S233- und S259-vermittelte C-RAF /14-3-3Wechselwirkung zu stabilisieren.
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Bisher war FCA zusammen mit Epibestatin und Pyrrolidon 1 als einziger Stabilisator
von 14-3-3-PPIs bekannt (siehe Abschnitt . In der vorliegenden Arbeit konnte ge-
zeigt werden, dass FCA als Stabilisator der $233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung nicht funktioniert (siche Abschnitt [£.5.1). Allerdings wurde veroffent-
licht, dass das mit FCA verwandte Molekiil CNA (siehe Abbildung an einen
Komplex aus dem pflanzlichen 14-3-3c-Protein und einem C-RAF (955_265)pS259,M265A-
Peptid binden kann (Ottmann et al., 2009). Im Rahmen dieser Arbeit konnte belegt
werden, dass CNA auch an den Komplex aus dem C-RAF (229_264)pS233,pS259-Peptid
und dem humanen 14-3-3CAC binden kann. Die strukturbiologische Untersuchung zeig-
te, dass das CNA-Molekiil jeweils eine Bindegrube im C-terminalen Bereich der C-RAF-
Bindesequenzen einnimmt (siche Abbildung [4.29)). Die von CNA besetzten Bindegruben
werden sowohl durch das 14-3-3-Protein als auch durch das C-RAF-Peptid gebildet.
Daher schien CNA als Stabilisator der S233- und S259-vermittelten C-RAF/14-3-3-

Wechselwirkung in Frage zu kommen.

Die Untersuchung mittels SPR konnte belegen, dass CNA die Wechselwirkung von
14-3-3¢ und C-RAF (929-264)pS233,pS259 mit einem ECs, von 156 uM stabilisieren kann
(siehe Abbildung . In einem weiterfithrenden FP-Experiment wurde daraufhin ge-
zeigt, dass CNA nicht nur die gleichzeitig iiber S233- und S259- vermittelte C-RAF /14-3-3-
Wechselwirkung stabilisieren kann, sondern auch die Wechselwirkungen der einzelnen
Bindestellen mit 14-3-3(. Die gemessenen ECs5o-Werte unterscheiden sich jedoch signi-
fikant fiir die einzelnen Bindestellen. Der Differenz ist vergleichbar mit den Unterschie-
den in den gemessenen Kp-Werten fiir die einzelnen Bindestellen (siche Tabellen
und . Der mittels FP fiir die Stabilisierung der Wechselwirkung von 14-3-3¢ und
C-RAF (929-264)P5233,pS259 durch CNA gemessene EC5o-Wert von 65,44 uM ist in guter
Ubereinstimmung mit dem mittels SPR fiir diese Stabilisierung bestimmten Wert. In
Anwesenheit von 500 uM CNA verringert sich der Kp-Wert der Wechselwirkung von
14-3-3¢ mit FAM-C-RAF (929-264)P5233,pS259 von 350 nM auf 20nM. Damit erhoht sich
die Affinitdt dieser Wechselwirkung in Anwesenheit von CNA etwa 17-fach.

Da die S621-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung vermutlich dem Effekt der
S233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung entgegen wirkt (sieche Ab-
schnitt und Hekman et al.| (2004)), wére eine gleichzeitige Stabilisierung aller drei
C-RAF-Bindestellen an 14-3-3-Proteine nicht sinnvoll. Ein Stabilisator hétte dann wo-
moglich n vivo keinen Effekt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit iiberpriift, wel-
chen Einfluss CNA auf die S621-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung hat. Durch
FP-Messungen konnte belegt werden, dass CNA die S621-vermittelte C-RAF/14-3-3-
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Wechselwirkung nicht stabilisiert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bereits der
Austausch der +1-AS von T, wie es in der S233- und der S259-Bindestelle vorkommt,
zu E, wie es in der S621-Bindestelle vorkommt, ausreicht, um eine Stabilisierung des
Komplexes durch CNA zu verhindern (siehe Abbildung . Dieser experimentelle
Befund konnte durch strukturbiologische Daten unterstiitzt werden. Dafiir wurde ein
Komplex aus 14-3-3c AC und C-RAF (g15-626)pS621-Peptid kristallisiert und réntgen-
kristallographisch ein Datensatz bis 1,701401 aufgenommen. Uber molekularen Ersatz
mit dem bekannten Strukturmodell des 14-3-30-Proteins konnte die Struktur geldst
werden (sieche Abbildung . Die Uberlagerung des erhaltenen Strukturmodells des
C-RAF (618-626)P5621 /14-3-30-Komplexes mit dem Strukturmodell des Komplexes aus
14-3-3¢ und C-RATF (229-264)PS233,pS5259 verdeutlicht, dass ein E an der +1-Position ste-
risch inkompatibel mit einer gleichzeitigen Bindung von CNA ist (siehe Abbildung.
Das erklért, warum CNA die S621-vermittelte C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung nicht sta-

bilisieren kann.

Im néchsten Schritt wére es wichtig zu iiberpriifen, ob die in vitro gefundene Stabi-
lisierung der S233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung durch CNA
auch in Zellen stattfindet, und ob eine derartige Stabilisierung den erwarteten physiolo-
gischen Effekt, eine Unterbrechung des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs, hat. Fiir eine
derartige Untersuchung miissen jedoch die im Folgenden aufgefiihrten Probleme gel6st
oder umgangen werden. Zunéchst ist der in wvitro gemessene ECso-Wert von CNA fiir
die Stabilisierung mit etwa 65 uM fiir die gleichzeitig iiber S233- und 259-vermittelte
C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung vermutlich zu hoch, um in Zellen einen Effekt zu zeigen.
Man muss davon ausgehen, dass in einem Zellversuch der eingesetzte Wirkstoff nicht
vollstindig aufgenommen wird. Weiterhin kann es zu einem Abbau des Wirkstoffs durch
die Zelle kommen und es kénnen Nebenwirkungen auftreten, wenn zum Beispiel CNA
auch noch an weitere in der Zelle vorhandene Komplexe mit einer sterisch kompatiblen
+1- AS bindet. Somit ist es schwierig, die effektive CNA-Konzentration fiir die Stabi-
lisierung der S233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung in Zellen im
Uberschuss zu dosieren, was notig wire, um einen zelluliren Effekt zu beobachten. Zu-
dem ist CNA in hohen Konzentrationen (etwa iiber 1 mM) nicht wasserloslich. Dadurch
entstehende Losungsmitteleffekte konnen zellbiologische Untersuchungen zusédtzlich be-
einflussen. Der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg wird durch einen externen Stimulus wie
EGF aktiviert. Zur Untersuchung der physiologischen Wirkung miisste also der Effekt
von CNA entgegen dem RAS-RAF-MEK-ERK untersucht werden. Durch die Aktivie-
rung der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalkasade wird die Dephosphorylierung des S259 am
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A unstimulierte Zelle B stimulierte Zelle Cc stimulierte Zelle mit RTK-Inhibitor

Inhibitor ™,

keine / starke /— moderate
MAPK-Aktivierung - -

- MAPHK-Aktivierung - MAPK-Aktivierung
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o
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14-3-3 14-3-3 14-3-3

Abbildung 5.2: Unterschiedliche MAPK-Aktivierungszusténde. (A) In unstimulierten Zellen ist der
RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg nicht aktiv. (B) Eine Stimulierung mit beispielsweise EGF bewirkt
eine Aktivierung des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs. (C) Eine gleichzeitige Stimulierung mit EGF
und Inhibition der RTK sollte eine moderate Aktivierung des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs bewir-
ken. In diesem Zustand konnte der Einfluss von CNA in Zellen besser messbar sein.

C-RAF induziert und gleichzeitig erhdht der Austausch von GTP fiir GDP die Affinitét
von RAS und RAF etwa 1000-fach auf 0,1 - 0,3 uM (Block et al., 1996; Filchtinski et al.,
2010). RAS und 14-3-3-Proteine konkurrieren in Zellen um eine Bindung an C-RAF.
Durch die Aktivierung des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs kénnte sich das Gleichge-
wicht zwischen 14-3-3-gebundenem C-RAF und RAS-gebundenem C-RAF soweit zur
RAS-gebundenen Seite verschieben, dass CNA aufgrund des hohen EC;,-Werts keinen
Effekt zeigen kann. Um diesen physiologischen Effekt zu umgehen, kénnte man entweder
den RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg an anderer Stelle, zum Beispiel durch gleichzeitige,
teilweise Inhibition der RTK, abschwéchen (siehe Abbildung oder sich sogenannter
FRET-basierter zelluldrer Sensoren bedienen (Adams et al., 1991). Diese bestehen aus
einem Fusionsprotein aus den beiden zu untersuchenden Proteinen sowie jeweils einem
N-terminal und C-terminal fusioniertem Fluorophor (siehe Abbildung. Durch die Fu-
sion der beiden zu untersuchenden Proteine wird die lokale Konzentration erhoht. Das
hat den Vorteil, dass man gegebenenfalls mit einer niedrigeren effektiven Wirkstoffkon-
zentration in den Zellen mehr sehen kénnte als durch Betrachten des nativen Signalwegs.
Jedoch ist es wichtig, den Sensor auf seine Funktionalitét hin zu iiberpriifen. Haufig wer-
den nur die Bereiche eines Proteins in dem Sensor verwendet, die fiir die Untersuchung
der Wechselwirkung von Interesse sind, also beispielsweise nur eine 14-3-3-Bindestelle
der C-RAF-Kinase, nicht aber das Volllingenprotein mit der gesamten Kinasedoméne.
Daher muss iiberpriift werden, ob die entsprechenden fiir die Regulation der Phospho-
rylierung verantwortlichen Kinasen und Phosphatasen diese Sequenz noch als Substrat
erkennen. Auch miissen die beiden Fluorophore durch die Wechselwirkung so zusam-
menkommen konnen, dass ein FRET-Signal erzeugt werden kann.

Um die Wirkung von CNA als Stabilisator der S233- und S259-vermittelten Wechsel-

wirkung von C-RAF mit 14-3-3-Proteinen zu verbessern, konnte es chemisch derivatisiert

Dissertation



5.4 Stabilisierung der Wechselwirkung von C-RAF mit 14-3-3-Proteinen durch
148 Cotylenin A

rrer 4
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- FRET vl,

Abbildung 5.3: FRET-basierter zellulérer Sensor. Ein Sensor zur Untersuchung der Stabi-
lisierung der C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung durch CNA konnte ein 14-3-3-Protein und die
S259-Bindestelle de CRAF-Proteins beinhalten. N-terminal konnte als Fluorophor Citrine und
C-Terminal das cyan fluorescent protein (CFP) fusioniert werden. In humanen Zellen sollte
eine EGF-Stimulierung eine Dephosphorylierung der S259-Bindestelle bewirken und damit
einhergehend die Bindung an das 14-3-3-Protein aufheben. Dadurch wiirden die beiden Fluo-
rophore ihre rdumliche Nihe verlieren und das FRET-Signal sollte deutlich verringert sein. In
Anwesenheit von CNA sollte die EGF-induzierte FRET-Signaldnderung deutlich verringert
oder zeitlich verzogert sein.

[ Citrine

[- Citrine

und die Effekte der erhaltenen Derivate untersucht werden. Sowohl die chemische Synthe-
se als auch die chemische Modifizierung dieses komplexen Naturstoffs konnte bis jetzt
jedoch nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Daher scheint es sinnvoller, iiber HTS-
oder FBDD-basierte Methoden neue Stabilisatoren zu identifizieren, die einen dhnlichen
Wirkungsmechanismus wie CNA aufweisen, aber gleichzeitig chemisch leichter zugéing-
lich sind als CNA. Ein derartiges Vorgehen war im Fall der Stabilisierung der PMA?2 an
14-3-3-Proteine durch FCA bereits erfolgreich. Auf diese Weise konnten die Stabilisa-
toren Epibestatin und Pyrrolidon 1 identifiziert werden (Rose et al, [2010). Gleichwohl
konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine Stabilisierung der
C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung durch CNA prinzipiell moglich ist. Dies ist das erste

Mal, dass eine Stabilisierung fiir eine 14-3-3-Wechselwirkung mit einem nicht-mode I1I-

Bindemotiv nachgewiesen werden konnte.

Der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg ist in 30% aller humanen Tumore aktiviert
(Downward, 2003). Dabei machen Mutationen der kleinen GTPase RAS mit 20 % den

Hauptanteil der gefundenen Mutationen aus. Mutationen in B-RAF machen etwa 66 %

aller in Melanomen gefundenen Mutationen aus (Davies et al. 2002). Mutationen in

C-RAF spielen hingegen in Tumoren mit nur etwa 1 % aller gefundenen Mutationen eine

untergeordnete Rolle, wobei C-RAF-Amplifikationen und -Deletionen vor allem in Bla-

senkrebs haufiger vorkommen (Maurer et al. 2011). Allerdings zeigte sich sowohl bei der

Untersuchung der Homo- und Heterodimerisierung von B- und C-RAF als auch bei der
Untersuchung der B-RAF-Kinase-Inhibitoren, dass katalytisch inaktives B-RAF iiber
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C-RAF den RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg anschalten kann (siehe Abschnitt
Abbildungen und Wan et al. (2004); Garnett et al| (2005); Dumaz et al| (2006);
Rushworth et al| (2006); Rajakulendran et al| (2009)); Hatzivassiliou et al| (2010); [Hei-|
dorn et al.| (2010); Poulikakos et al| (2010)). Abbildung zeigt, dass insbesondere
die PM-Rekrutierung der C-RAF-Kinase durch RAS dafiir von Bedeutung ist. Eine
Stabilisierung der S233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung wiirde

dieser Membranrekrutierung entgegen wirken und somit in Kombination mit B-RAF-

Inhibitoren eine sinnvolle Alternative beziehungsweise Erginzung zur klassischen Kina-
seinhibition als Krebstherapie darstellen (siche Abbildung [5.4B). Zudem ist es denkbar,

Abbildung 5.4: C-RAF-Aktivierung {iber
B-RAF. (A) In der Gegenwart von onkogenem
RAS ist B-RAF cytosolisch und hélt sich selbst
in einer inaktiven Konformation, abhingig
von der eigenen Kinaseaktivitdt. C-RAF wird
durch RAS an die PM rekrutiert, wodurch der
RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg eingeschaltet
wird. (B) Wenn B-RAF durch Kinaseinhi-
bitoren inhibiert wird, wird die Autoinihi-
bition aufgehoben. RAS rekrutiert B-RAF

an die PM, wo es mit C-RAF interagieren _
kann. Dadurch wird C-RAF und damit der r;;ﬁ:;:.mzﬁggﬁsni'z. Pan-RAF-Inhibitoren
RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg aktiviert. (C) RARZ9) U gateeaper-Mutationan

Pan-RAF-Inhibitoren hyperaktivieren C-RAF
durch die Inhibition von B-RAF. Allerdings in-
hibieren sie auch die C-RAF-Kinaseaktivitit,
wodurch der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg
inaktiv bleibt. (D) Die C-RAF T42IN (ga-
tekeeper)-Mutation macht diese Kinase re-
sistent gegen Pan-RAF-Inhibitoren, sodass
der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg iiber die
B-RAF-Wechselwirkung mit C-RAF einge-
schaltet wird. Abbildung modifiziert nach
dorn et al.| (2010).

B-RAF-Inhibitoren
(PLX4720,885-A)
genetische Inhibition
(D584a/V,K483M)

D

dass ein Stabilisator der S233- und S259-vermittelten C-RAF /14-3-3-Wechselwirkung
auch die A-RAF- und B-RAF-Wechselwirkung stabilisiert und somit dhnlich wie ein
Pan-RAF-Inhibitor wirken konnte (siche Abbildung ). Die S259-vermittelte 14-3-3-
Bindestelle ist in allen drei RAF-Isoformen konserviert (5214 in A-RAF und S364 in
B-RAF, siehe Abschnitt und Abbildung [1.14). Uber die Stabilisierung der zu $259
in C-RAF é&quivalenten RAF /14-3-3-Wechselwirkung konnte CNA inaktivierend auf alle
drei humanen RAF-Isoformen wirken. Zudem ist die S621-vermittelte 14-3-3-Bindestelle
aus C-RAF auch in A- und B-RAF hoch konserviert (S582 in A-RAF und S728 in
B-RAF). In allen drei Isoformen ist die +1 AS dieser 14-3-3-Bindestelle ein E, was
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mit einer Stabilisierung durch CNA sterisch nicht kompatibel ist, wie es fiir C-RAF im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Somit wiirde eine Stabilisierung der RAF-
Kinasen an 14-3-3-Proteine durch CNA nicht zu einer gleichzeitigen Aktivierung dieser
RAF-Kinasen fiihren.
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A. Anhang

A.1. Abkiirzungsverzeichnis

A 1010 m

A.rhizogenes Agrobacterium rhizogenes
A.thaliana Arabidopsis thaliana

A.victoria Aequorea victoria

AANAT Serotonin-N-Acetyltransferase
AICD APP intrazellulire Doméne

AML akute myeloische Leukamie

AMP Adenosinmonophosphat

cAMP englisch: cyclic AMP, zyklisches AMP
AP alkalische Phosphatase

APP englisch: amyloid precursor protein
APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosdure

ATP Adenosintriphosphat

dATP Desoxyadenosintriphosphat

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
bp Basenpaar

kbp Kilobasenpaar

B.taurus Bos taurus

BSA Rinderserumalbumin

C.aethiops Cercopithecus aethiops

C.elegans Caenorhabditis elegans

°C Temperatur in Grad Celsius
CaMK Ca?* /-calmodulinabhéngige Proteinkinase
CMV Zytomegalie-Virus

CNA Cotylenin A

CP Cytoplasma

C-Terminus Carboxyterminus

dCTP Desoxycytosintriphosphat
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CR

CRD
CRM1
CSN3

2D

3D
D.melanogaster
Da

kDa
DEAE-Cellulose
DMEM

DMSO
DNA
DNase
DNS
DPF
Dpnl
DTE
dNTP
DTT

ECso
E.coly
EDTA
EGF

EGFP
EGFR
Elk-1
ERK

et al.

englisch: conserved region,

konservierte Region

cysteinreiche Doméne

englisch: Chromosome region maintenance 1
englisch: subunit 3 of the COPY signalosome,
Untereinheit 3 des COP9-Signalosoms

zweidimensional
dreidimensional

Drosophila melanogaster
Dalton

Kilodalton
Diethylaminoethylcellulose
englisch: Dulbecco’s Modified Fagle Medium,
Zellkulturmedium
Dimethylsulfoxid

englisch: deozyribonucleic acid
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleinsdure
Dortmund Protein Facility
Diplococcus pneumoniae G411
1,4-Dithioerythritol
Desoxyribonukleotidtriphosphat
1,4-Dithiothreitol

mittlere effektive Konzentration

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

englisch: epidermal growth factor,
epidermaler Wachstumsfaktor

englisch: enhanced GFP, modifiziertes GFP
EGF-Rezeptor

englisch: ETS-like transcription factor 1
englisch: extracellular signal-regulated kinase

lateinisch: et alii, und andere
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ETS
ExoS

FAM
FBDD

FCA
FCS

FP
FPLC

FRET

GAP
GDP
GED
GEF
GFP
GRB2
GSH
GST
GTP
dGTP

H.sapiens
HBS

HBS-T
HBSS

HEK-Zellen

englisch: E-twenty siz

Exoenzyme S

6-Carboxyfluorescein

englisch: fragment based drug design,
Fragment-basierte Wirkstoffsuche
Fusicoccin A

englisch: fetal calf serum,

fotales Kélberserum

englisch: fast flow

Fluoreszenzpolarisation

englisch: fast performance liquid chroma-
tography, Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie

Forster-Resonanzenergietransfer

G-Protein aktivierendes Protein
Guanosindiphosphat

GTPase Effektor Doméne
Guaninnukleotid Austauschfaktor

griin fluoreszierendes Protein

englisch: growth-factor-receptor bound-2
reduziertes Glutathion
Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat

Desoxyguanosintriphosphat

Homo sapiens

englisch: HEPES buffered Saline,
HEPES-Puffer

HEPES-Puffer mit Tween20

englisch: Hank’s Buffered Salt Solution,
ein Puffer

englisch: human embryonic kidney,

humane embryonale Nierenzellen
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HEPES

HLS7
HPLC

HTS

ddH,O

IPTG
ITC

dITP
[S.I.R

LB

MAD

MADM
Manp
MAPK

MAPKK
MAPKKK

mcs

MDS
2-ME
MEK
MES

min

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethan-
sulfonsiure

englisch: hemopoietic lineage switch gene 7
englisch: high pressure liquid chromatography
Hochdruckfliissigchromatographie

englisch: high-throughput screening,
Hochdurchsatz-basierte Wirkstoffsuche

zweifach destilliertes Wasser

mittlere inhibitorische Konzentration
Isopropyl-5-D-thiogalactopyranosid
englisch: isothermal titration calorimetry,
Isothermale Titrationskalorimetrie
Desoxyinositoltriphosphat

Institute of Scientific and Industrial Research
Dissoziationskonstante
TLuria-Bertani

englisch: median absolut deviation, Abwei-
chung des Medians

MLF1-Adaptermolekiil

MLF1-assoziiertes nukleares Protein
englisch: mitogen-activated protein kinase,
Mitogenaktivierte Proteinkinase
MAPK-Kinase

MAPK-Kinase-Kinase

englisch: multiple cloning site,

multiple Klonierungsstelle
Myelodysplastisches Syndrom
beta-Mercaptoethanol

MAPK/ERK Kinase
2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure

Minute
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MLF1
MLF1IP
MPI

M. musculus
MWCO

N.plumbaginifolia
N.tabacum

N

NBT

NES

NLS

NPM
N-Terminus
NTA

OD
ODGOOnm

P.abelis
P.aeruginosa

P.amygdali

P
mP
PBS

PCR
PDB

PEG
Pfu

myeloider Leukdmiefaktor 1
MLF1-interagierendes Protein
Max-Planck-Institut

Mus musculus

englisch: molecular weight cut-off,

Grolenausschluss

Nicotiana plumbaginifolia

Nicotiana tabacum

Nucleolus
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
englisch: nuclear export sequence,
Kernexportsequenz

englisch: nuclear localization sequence,
Kernimportsequenz

Nucleophosmin

Aminoterminus

Nitrotriessigsaure

optische Dichte
optische Dichte bei 600 nm

Pongo abelii

Pseudomonas aeruginosa
Phomopsis amygdals,

frither Fusicoccum amygdali
Polarisation

milliP

englisch: phosphate buffered saline,
phosphatgepufferte Salzlosung
englisch: polymerase chain reaction,
Polymerasekettenreaktion
englisch: protein data bank
Polyethylenglycol

Pyrococcus furiosus




A ANHANG

Pipes
PKA
PKC
PM
PMA2
PMSF
PPI

R.norvegicus
RAF

Ran

RAS
Raumtemperatur
RBD

RBS

RNS

mRNS
RPMI

RTK

RU

S.cerevisiae
SAP

SDS

SDS-PAGE
SH2
SH3
SOB
SOC

SOS

Piperazin-N,N’-bis(2-ethansuolfonséure)
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Plasmamembran
Plasmamembran-H*-ATPase 2
Phenylmethylsulphonylfluorid

englisch: protein-protein interaction,

Protein-Protein-Wechselwirkung

Rattus norvegicus

englisch: rapidly growing fibrosarcoma
englisch: RAS-related nuclear protein
Rat sarcoma, eine kleine GTPase

RT

RAS-bindende Doméne

ribosomale Bindestelle
Ribonukleinsdure

englisch: messenger RNS, Boten-RNS
Roswell Park Memorial Institute
Rezeptor-Tyrosinkinase

englisch: response unit, Resonanzeinheit

Saccharomyces cerevisiae

englisch: Shrimp alkaline phosphatase,
alkalische Phophatase der Krabbe

englisch: sodium dodecyl sulfate,
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
englisch: Src-homology 2

englisch: Src-homology 3

englisch: Super Optimal Broth, ein Medium
englisch: Super Optimal Broth with Catabolic
repressor, ein Medium

englisch: Son-of-sevenless
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SPR

SV
SV40

T4

TAE
Taq

TB

TBS
TBS-T
TCEP
TEMED
TEV
TFA

Tricin

Tris
dTTP

X.laevis

ZK

englisch: surface plasmon resonance,
Oberflichenplasmonenresonanz
Saulenvolumen

Simian-Virus 40, ,Affenvirus 40“

aus dem Bakteriophagen T4
Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

englisch: Terrific Broth, ein Medium
englisch: Tris buffered saline, Tris-Puffer
Tris-Puffer mit Tween20
Tris(2-chlorethyl)phosphat

N, N, N’ N’-Tetramethylethylenediamin
englisch: Tobacco Etch Virus, Tabakitzvirus
englisch: Trifluoro acetic acid,
Trifluoressigsidure
N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Desoxythymidintriphosphat

Einheit fiir Enzymaktivitit

Umdrehungen pro Minute

Volt

Volumenprozent

englisch: virtual screening,
virtuelle Wirkstoffsuche

Wildtyp

Gewichtsprozent
Xenopus laevis

Zellkern




A ANHANG

Die 21 natiirlich vorkommenden Aminosauren werden entweder durch den Einbuchstaben-

oder durch den Dreibuchstabencode abgekiirzt.

Aminosaure  Einbuchstabencode Dreibuchstabencode

Alanin A Ala
Arginin R Arg
Asparagin N Asn
Aspartat D Asp
Cystein C Cys
Glutamat E Glu
Glutamin Q Gln
Histidin H His
Isoleucin I Ile

Leucin L Leu
Lysin K Lys
Methionin M Met
Phenylalanin F Phe
Prolin P Pro
Serin S Ser
Threonin T Thr
Tryptophan A% Trp
Tyrosin Y Tyr
Valin \Y Val
beliebig X -

Die Nukleobasen wurden mit dem geldufigen Einbuchstabencode abgekiirzt.

Nukleotid Abkiirzung

Adenin A
Cytosin C
Guanin G
Thymin T
Uracil U
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Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden durch die entsprechenden Sum-

menformeln abgekiirzt.

Chemikalie Summenformel
Calciumchlorid CaCl,
Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPOy4
Kaliumchlorid KCl
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO,
Kaliumhydroxid KOH
Magnesiumchlorid MgCl,
Magnesiumsulfat MgSOy
Natriumchlorid NaCl
Natriumhydroxid NaOH
Salzsdure HCl

A.2. Zusatzliches Matenial

A.2.1. Chemikalienliste

Acrylamid-4-Loésung, (30%)
Mix 37,5:1

Agarose

APS

BCIP/NBT

2-ME

BioRAD, Protein Assay
Bromphenolblau Na-Salz
BSA

BSA, diagnostic grade
Coomassie Brillant Blau R250,
G250

Cotylenin A

DTE

DMEM

DMEM ohne Phenolrot
DMSO

Applichem (Darmstadt)

Life Technologies (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
Calbiochem (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)

Bio-Rad, (Miinchen)
Applichem (Darmstadt)
Calbiochem (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Nobuo Kato (L.S.I.R.,
Osaka University, Japan)
Gerbu Biotechnik (Gaiberg)
PAA (Pasching, Osterreich)
PAN (Aidenbach)

Serva (Heidelberg)
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dNTP-MIX, 10 mM

EDTA

Ethanol

Essigsaure 100

FCS

FluorSave” Reagent

Fusicoccin A

Glycerin, 99.5 %

HCI

Harnstoff

HBSS

Immersionsol,

Immersol® 518 F

Imidazol

IPTG

L-Glutathion

MES

MgCl,

Milchpulver

NaOH

NeXtal DWBlock JCSG Core
Suite I-IV

Penicillin 10.000 U/Streptomycin
10mg x ml~! /L-Glutamin

200 mM

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1
Phosphatase Inhibitor Cocktail 11
PMSF

Poly-L-Lysin, 0,1 % (w/v) in HoO
Ponceau S

RPMI 1640

SDS
Silikonpaste, Baysilone-Paste,

mittelviskos

Novagen (Darmstadt)

Gerbu Biotechnik (Gaiberg)
Baker (Deventer, Niederlande)
Baker (Deventer, Niederlande)
Life Technologies (Darmstadt)
Calbiochem (Darmstadt)
Enzo Life Sciences (Lorrach)
Gerbu Biotechnik (Gaiberg)
Applichem (Darmstadt)
Baker (Deventer, Niederlande)
Life Technologies (Darmstadt)

Zeiss (Jena)

Merck (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Gerbu Biotechnik (Gaiberg)
Baker (Deventer, Niederlande)
Roth (Karslruhe)

Baker (Deventer, Niederlande)
Qiagen (Hilden)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Serva (Heidelberg)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Life Technologies (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)

Gerbu Biotechnik (Gaiberg)

GE Bayer Silicones (Leverkusen)
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SYBR®Safe DNA Gel Stain Life Technologies GmbH (Darmstadt)
TEMED Roth (Karlsruhe)

Tricin Gerbu Biotechnik (Gaiberg)

Tris Roth (Karlsruhe)

Tris-HCl Merck (Darmstadt)

Triton®X-100 Acros Organics (Geel, Belgien)
Trypsin-EDTA, 0,05% Life Technologies (Darmstadt)
Tween20 Acros Organics (Geel, Belgien)

A.2.2. Vektorkarten

Fiir die heterologe Expression der humanen 14-3-3-Proteine in E.coli wurde der Vektor
pProEXHTD eingesetzt (siehe Abbildung. Wichtig fiir die Klonierung verschiedener
Gene sind hierbei insbesondere der Replikationsursprung (ori), der es E.coli ermoglicht
das Plasmid zu vervielfaltigen, die Ampicillin-Resistenz (Ap"), die eine Selektion iiber
Antibiotika ermdglicht, sowie die multiple Klonierungsstelle (mcs), iiber die Gene mittels
Restriktion und Ligation in das Plasmid eingebracht werden konnen. Fiir die heterologe
Expression eines iiber die mes klonierten Gens sind der Lac-Repressor (lacl?) und der
Tre-Promotor von Bedeutung. Dabei handelt es sich um ein induzierbares System. In
Abwesenheit von Lactose ist der Lac-Repressor an den Tre-Promotor gebunden und es
findet keine Transkription und damit auch keine Proteinbiosynthese des klonierten Gens
statt. Wird ein Lactose-Analog wie IPTG zum Medium gegeben, bindet dieses an den
Lac-Repressor, der Promotor wird zuginglich fiir RNS-Polymerasen und Transkription
kann stattfinden. Da TPTG von F.coli nicht umgesetzt werden kann, bleibt die Kon-
zentration im Medium iiber den Versuchszeitraum konstant. Der Trc-Promotor ist eine
Weiterentwicklung des synthetischen Tac-Promotors, der aus den lac- und ¢rp-Operons
erzeugt wurde (Brosius et al., [1985). Des weiteren sind fiir die Expression und spiitere
Proteinaufreinigung des klonierten Gens die ribosomale Bindestelle (RBS), der His-Tag
(siehe 2.5.3) und die TEV-Protease-Erkennungssequenz (siehe 2.5.6) wichtig. Diese sind
dem klonierten Gen vorgelagert.

Fiir die heterologe Expression humaner Proteine in Sdugerzellen wurden hauptsichlich
die Vektoren pEGFP-C1 (siehe Abbildung im Anhang) und pmCherry-C1 einge-
setzt. Der pEGFP-C1 unterscheidet sich vom pmCherry-C1 Vektor dadurch, dass un-
terschiedliche fluoreszente Proteine codiert sind; bei pEGFP-C1 ist dies enhanced green
fluorescent protein (EGFP), das bei 488 nm ein Absorptionsmaximum und bei 507 nm

ein Emissionsmaximum aufweist, und bei pmCherry-C1 ist es mCherry, dessen Maxima
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5'-ABCGGA TAACAATTTC ACACAGE -3"-» el Mool Gamkyl R Sl ryﬁi o

5'-AGOGGA TAACAATTTC ACACAGGAAA CAGACC ATG TCG TAC TAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC GAT TAC GAT ATC CCA ACG ACC GAA AAC CTG TAT TTT CAG** GGC GCC ATG GGA TCC GGA ATT CAA AGG CCT ACG TCG ACG AGC TCA CTA BTC
RBS met ser fyr fyr his his his his his his asp tyr asp lle pro thr thr glu asn leu fyrphe gin oy ala met gly ser gly le gin arg pro thr ser thr ser ser lew val

(His)g ‘spacer region FTEV protease cleavage site LW:
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Not| NepV  Xbal Pstl Xhal  Sphi* | Hind Il

F=—— s L i W

' GCB GCC GCT TTC GAA TCT AGA GCC TGC AGT CTC GAG GCA TGC GGT ACC AAG CTT GGC TGT TTT GGC GGA TGA GAGAA-Y
ala ala ala phe glu serarg ala cys serleu glu ala cys gly thr lys lew gly cys phe gly gly stop
*5ph | has 2 recognition sites in pPROEX HT.

Abbildung A.1: Der pProEXHTb-Vektor von Invitrogen. (A) Die Vektorkarte zeigt die wichtigsten
Eigenschaften und die Gréfse des Plasmids. (B)Die mes ist im Detail dargestellt.
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Abbildung A.2: Der pEGFP-C1-Vektor von Clontech. (A) Die Vektorkarte zeigt die wichtigsten Ei-
genschaften und die Groke des Plasmids. (B) Die mcs ist in im Detail dargestellt.
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fiir Absorption und Emission jeweils bei 587 nm und 610 nm liegen. Ebenso wie bei dem
pProEXHTb-Vektor beinhaltet der pEGFP-C1-Vektor alle fiir die Klonierung in FE.coli
bendtigten Eigenschaften; einen Replikationsursprung (pUC ori), eine Kanamycinresi-
stenz (Kan") sowie eine mes. Auferdem werden fiir die Genexpression in Siugerzellen
ein Replikationsursprung (SV40 ori), ein Promotor (PcMV'), sowie ein Polyadenylie-
rungssignal (SV40 poly A) bendétigt, die die Replikation des Plasmids, die Transkription
des Gens sowie die korrekte Prozessierung der RNS gewahrleisten sollen. Durch die Klo-
nierung iiber die mecs wird ein Gen C-terminal an das Gen fiir das fluoreszente Protein
(EGFP oder mCherry) fusioniert. Zusétzlich ist vor dem Startcodon eine Kozak-Sequenz
vorhanden (nicht abgebildet). Diese ist fiir den Start der Translation notwendig (Kozakl,
1987, 11984]).

A.2.3. Verwendete Konstrukte

Bezeichnung Gen (Lénge in AS)  Mutation Plasmid

GFP-MLF1(VL)WT MLF1 (1-268) WT pEGFP-C1
MLF1(VL)WT-GFP MLF1 (1-268) WT pEGFP-N1
GFP-MLF1(VL)S34A MLF1 (1-268) S34A pEGFP-C1
MLF1(VL)S34A-GFP MLF1 (1-268) S34A pEGFP-N1
GFP-MLF1(VL)L89E MLF1 (1-268) L89E pEGFP-C1
GFP-MLF1(VL)L89A MLF1 (1-268) L89A pEGFP-C1
GFP-MLF1(VL)L89V MLF1 (1-268) L89V pEGFP-C1
GFP-MLF1(VL)S34A,L89V MLF1 (1-268) S34A,L8OV pEGFP-C1
GFP-MLF133AC-WT MLF1 (1-38) WT pEGFP-C1
GFP-MLF1,;AC-WT MLF1 (1-47) WT pEGFP-C1
GFP-MLF1,76AC-WT MLF1 (1-176) WT pEGFP-C1
GFP-MLF135AC-S34A MLF1 (1-38) S34A pEGFP-C1
GFP-MLF14;AC-S34A MLF1 (1-47) S34A pEGFP-C1
GFP-MLF1,76AC-S34A MLF1 (1-176) S34A pEGFP-C1
MLF133AC-WT-GFP MLF1 (1-38) WT pEGFP-N1
MLF147;AC-WT-GFP MLF1 (1-47) WT pEGFP-N1
MLF1,76AC-WT-GFP MLF1 (1-176) WT pEGFP-N1
MLF133AC-S34A-GFP MLF1 (1-38) S34A pEGFP-N1
MLF14;AC-S34A-GFP MLF1 (1-47) S34A pEGFP-N1
MLF1,7,4 AC-S34A-GFP MLF1 (1-176) S34A pEGFP-N1
GFP-MLF13;AN-WT MLF1 (37-268) WT pEGFP-C1
GFP-MLF1,AN-WT MLF1 (40-268) WT pEGFP-C1
GFP-MLF15,AN-WT MLF1 (50-268) WT pEGFP-C1
GFP-C-RAF330AC-WT C-RAF (1-330) WT pEGFP-C1
GFP-C-RAF330AC-5233A C-RAF (1-330) S233A pEGFP-C1
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GFP-C-RAF330AC-5259A C-RAF (1-330) S259A pEGFP-C1
GFP-C-RAF330AC-5259F C-RAF (1-330) S259F pEGFP-C1
GFP-C-RAF330AC-T260R C-RAF (1-330) T260R pEGFP-C1
GFP-C-RAF;330AC-V263A  C-RAF (1-330) V263A pEGFP-C1
GFP-C-RAF(VL)WT C-RAF (1-648) WT pEGFP-C1
GFP-C-RAF(VL)S233A C-RAF (1-648) S233A pEGFP-C1
GFP-C-RAF(VL)S259A C-RAF (1-648) $259A pEGFP-C1
GFP-C-RAF(VL)S259F C-RAF (1-648) S259F pEGFP-C1
GFP-C-RAF(VL)T260R  C-RAF (1-648) T260R pEGFP-C1
GFP-C-RAF(VL)V263A C-RAF (1-648) V263A pEGFP-C1
H-Ras(VL)WT H-Ras (1-188) WT  pCMV-HA-YC155
H-Ras(VL)WT H-Ras (1-188) WT pmCherry-C1
mCherry-14-3-3¢ 14-3-3¢ (1-255) WT pOPINE(c)Cherry
14-3-3¢(VL) 14-3-3¢ (1-255) WT pProEXHTh
14-3-3¢(VL) 14-3-3¢ (1-245) WT pProEXHTb
14-3-3CAC 14-3-3¢ (1-230) WT pProEXHTb
14-3-30AC 14-3-30 (1-231) WT pProEXHTb

Tabelle 17: In dieser Arbeit verwendete Konstrukte.

A.2.4. Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

Klonierungen

MLF1_ 1s_ Bglll CGCAGATCT ATGTTCAGGATGCTGAACAGC

MLF1 1s_ Xhol CGCCTCGAG_ATGTTCAGGATGCTGAACAGC

MLF1 268as_EcoRI ~ CGCGAATTCTCATTATTTTTTGTTGCTTTTCACAGATG
MLF1_268as_Pstl CGCCTGCAGTTTTTTGTTGCTTTTCACAGATG
MLF1_38as_EcoRI CCGGGAATTCTCATCCAAAGGGTTCAGAAAAACTTC
MLF1_ 47as_EcoRI CCGGGAATTCTCAACCATCAGAGATACTGAGCAAGTCT
MLF1 176as_EcoRI =~ CCGGGAATTCTCATCCAGTCTTCTTGTTCTTTGACTTT

MLF1 38as_Pstl CCGGCTGCAGTCCAAAGGGTTCAGAAAAACTTC
MLF1_47as_Pstl CCGGCTGCAGACCATCAGAGATACTGAGCAAGTCT
MLF1_176as_Pstl CCGGCTGCAGTCCAGTCTTCTTGTTCTTTGACTTT
MLF1_37s_Bglll CCGGAGATCTGGAAGAGACTTGCTCAGTATCTCTG
MLF1 40s_Bglll CCGGAGATCTTTGCTCAGTATCTCTGATGGTAGAG
MLF1 50s_Bglll CCGGAGATCTGCTCATAATCGTAGAGGACATAATGA
CRAF 1s Bglll GGCCAGATCT ATGGAGCACATACAGGGAGC

CRAF _330as_Kpnl GGCCGGTACCTCAAATTTTGTTTTTCTCCTGGGTC
HRAS_1s_Bglll CCGGAGATCT _ATGACAGAATACAAGCTTGTTGTTGTTG
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HRAS 189as EcoRI =~ GGCCGAATTCTCAGGAGAGCACACACTTGC

Mutagenese

MLF1 S34A s GAAAATATGCGACAGATGATAAGAAGTTTTGCTGAACCCT-
TTGGAAG

MLF1 S34A as CTTCCAAAGGGTTCAGCAAAACTTCTTATCATCTGTCGCA-
TATTTTC

MLF1 L89E s GGTGTCAAATATGAGAAACTATATGCAGAAAGAAGAAAGA-
AACTTCGGTCAAC

MLF1 L89E as GTTGACCGAAGTTTCTTTCTTCTTTCTGCATATAGTTTCT-
CATATTTGACACC

MLF1 L89A s GGTGTCAAATATGAGAAACTATATGCAGAAAGCAGAAAGA-
AACTTCGGTCAAC

MLF1 L89A as GTTGACCGAAGTTTCTTTCTGCTTTCTGCATATAGTTTCT-
CATATTTGACACC

MLF1 L89V s CAAATATGAGAAACTATATGCAGAAAGTAGAAAGAAACTT-
CGGTCAACTTTA

MLF1 L89V as TAAAGTTGACCGAAGTTTCTTTCTACTTTCTGCATATAGT-
TTCTCATATTTG

CRAF S233A s GTTCTCAGCACAGATATGCTACACCTCACGCCTT

CRAF _S233A_as AAGGCGTGAGGTGTAGCATATCTGTGCTGAGAAC

CRAF_S259A _s CCAGAGGCAGAGGTCGACAGCCACACCTAA

CRAF _S5259A _as TTAGGTGTGGCTGTCGACCTCTGCCTCTGG

Sequenzierungen

pEGFP-C2-FP GATCACATGGTCCTGCTG

pEGFP-C1_rev CATTTTATGTTTCAGGTTCAGGG

pEGFP-N1_for GTCGTAACAACTCCGCCC

pEGFP-N1 rev GTCCAGCTCGACCAGGATG

pProEx Seq fw AGCGGATAACAATTTCACACAGG

pProEx Seq rev GCAAATTCTGTTTTATCAGACCG

pOPIN E/F/E2 fwd  TACGACTCACTATAGGGGAATTGTG
pOPINE mCherry for ACACCATCGTGGAACAGTAC

Seq_ CRAF mid ACACCTCACGCCTTCAC
CRAF mid Seq revn. CACAATTGCCAGGTTGTCC

Tabelle 18: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Die Sequenz der Oligonukleotide ist in 5’—3’-Richtung dargestellt. Restriktionsschnitt-
stellen sind in blau hervorgehoben. Stop Codons und Mutationen sind ,stark hervorge-

hoben. Ein Unterstrich markiert den Beginn des Leserahmens.
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A.3. Bestimmung des K;-Werts iiber biophysikalische Messungen

im thermischen Gleichgewicht

Die hier aufgefiihrte Herleitung wurden dem ,Fluorescence Polarization Technical Re-
source Guide* von Invitrogen entnommen (Invitrogen, [2006)). Die Bestimmung physikali-
scher Konstanten, die klassische Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen beschreiben, hingt

von folgenden Annahmen ab:

1. Die Wechselwirkung muss reversibel mit einer bimolekularen Hin- und einer uni-

molekularen Riickreaktion sein.
2. Alle Rezeptormolekiile (B) miissen gleichwertig und unabhingig voneinander sein.

3. Die biologische Antwort muss proportional zu den besetzten Rezeptorbindestellen

sein.

4. Die Wechselwirkung und der damit einhergehende Effekt miissen gemessen werden,
nachdem sich die Reaktion im Gleichgewicht befindet.

5. Der Ligand darf nicht abgebaut werden oder in anderen Reaktion involviert sein

und nur in freier Form (Ay) oder an den Rezeptor gebunden (AB) vorliegen.

Unter diesen Annahmen gilt im chemischen Gleichgewicht:

kq
A;+B; = A:BS Effekt (22)

kg

(A; = freier Ligand, By = freier Rezeptor, k; = Assoziationsrate, k_; = Dissoziationsrate,
k. = Proportionalitdtskonstante zwischen Bindung und Effekt)
Unter Gleichgewichtsbedingungen gilt das Massenwirkungsgesetz:

As]LBy] ke

(AB] R Bp (23)

Beschreibt man nun A; durch die gesamte Lingandenkonzentration (A;) und setzt (A4
AB) = A; in Gleichung [23] ein, erhiilt man:

[By][A: - AB]

[AD] =Kp (24)
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(Bf = freie Rezeptorkonzentration und A, — gesamte Ligandenkonzentration)

Durch Umformen erhilt man:
AB By

A, Kp+B

(25)

Diese Gleichung beschreibt eine Hyperbel mit einer horizontalen Asymptote, die die
100 %ige Sattigung von A, darstellt. Aus dieser Gleichung wird weiterhin ersichtlich, dass
der Kp als die Konzentration By definiert wird, bei der 50 % der Rezeptorbindestellen
besetzt sind. Wenn man nun (B;-AB) fiir By in Gleichung [25| einsetzt erhélt man:

_ AtX (Bt_AB)

AB = Kp+ (B, - AB)

(26)

Eine reelle Losung fiir AB ist:

(A + Kp+ By) —\/(-Ai - Kp - B;)? - 4A,B,
2

AB = (27)
Diese Gleichung kann durch computergestiitzte nichtlineare Regression gelost werden
und liefert Werte fiir Kp und A;. Die gemessene Anisotropie (r) kann durch folgende

Abhéngigkeit beschrieben werden:

’f’—Tf

AB = Ay % (28)

aB — Tf
(A; = gesamte Ligandenkonzentration, r = gemessene, experimentelle Anisotropie, ry =
Anisotropie des freien Liganden, r4p = Anisotropie des komplett gebundenen Liganden)
Setzt man diesen Wert fiir AB in Gleichung [27] ein und 16st nach r auf, erhilt man:

(At+KD+Bt) —\/(At—KD—Bt)2—4AtBt
2A,;

r=rg+(rap—rys) x (29)
Da A; bekannt ist und r fiir jede B;-Konzentration gemessen wird, kann diese Gleichung
nach Kp, rap und ry gelost werden. Wenn Rezeptor-Abbau kein Problem darstellt, ist
B; eine gute Annéherung an By in Gleichung

_ BtXAt

AB= ———
KD+Bt

(30)

Setzt man in diese Gleichung mit Gleichung [2§| gleich und 16st nach r auf, erhilt man:

B,

Ko+ B o

T=Tf+[(’f‘AB—Tf)><
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Diese Gleichung liefert Werte fiir Kp, r4p und ry. Weiterhin stellt die gemessene Ani-
sotropie (r) den Y-Wert in Gleichung (14| dar. B, ist die eingesetzte Konzentration des
Rezeptors (14-3-3-Protein) und stellt den X-Wert dar. Damit wird Gleichung[31]zu Glei-
chung

Zudem wird aus dieser Herleitung ersichtlich, dass diese Annahmen fiir viele biophysikali-
sche Messungen, die unter Gleichgewichtsbedingungen stattfinden, gelten. Das bedeutet,
dass man durch Ersetzen der Anisotropie (r) durch Messwerte aus zum Beispiel einer

SPR-Messung auch diese Daten auswerten kann, um den Kp zu bestimmen.

A.4. Abbildungen und Tabellen

HO +HPOy H H saurer cl
cl o- p ~OH jlkalische ; ; pH-Wert
Br. c O  Phosphatase _l/“ifN\CH Tautomerisierung |/ %‘TN‘CH -4(H) | j\ Jij/ r
| ! il = Tl ] —— = C |
\@ (CH 1 Br/\-/ C 2 Br/\]/ C
= =N j 2 [
\ a  OH a ©
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5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat 5-Brom-4-chlor-indolyl 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo
e
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\,/ N N S J -
LO-CHETT ™
/ =\ \
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|3 \ .
/ » 2 | DH-wen
NO, O,N f
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!
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Abbildung A.3: Zunichst spaltet die alkalische Phosphatase das Phosphat des 5-Brom-4-chlor-3-
indoxylphosphat (BCIP) ab, sodass 5-Brom-4-chlor-indolyl entsteht (1). Im nichsten Schritt findet
eine Tautomerisierung des 5-Brom-4-chlor-indolyl statt (2). Darauthin kann unter sauren Bedingungen
durch Abspaltung von vier Wasserstoffatomen das 5,5’-Dibrom-4,4’-dichlor-indigo gebildet werden (3).
Bei alkalischen Bedingungen jedoch bildet sich unter Abspaltung von zwei Wasserstoffatomen das 5,5’-
Dibrom-4,4’-dichlor-indigo weift (4). Hierbei ist vor allem die Abspaltung der zwei Wasserstoffe von
Bedeutung. Diese sind notwendig, um das zweite Substrat Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) in das
unlosliche NBT Diformazan umzuwandeln (5). Das unlosliche NBT Diformazan fillt blau bis lila aus
und markiert so den Ort der aktiven alkalischen Phosphatase. Abbildung modifiziert nach McGadey
(1970)).
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Abbildung A.4: Ramachandran-Diagramm des Strukturmodells des Komplexes aus 14-3-3CAC und
C-RAF (229-296)PS233,pS259. Die mit A, B, und L gekennzeichneten Bereiche entsprechen sterisch giin-
stigen ¥/®-Kombinationen fiir S-Faltbldtter, a-Helices und linksgéngige a-Helices. Die farblich mar-
kierten Regionen beschreiben den bevorzugten Bereich (rot), den erlaubten Bereich (braun) und den
grofziigig zugelassenen Bereich (gelb). Glycin-Reste sind als Dreiecke (&) dargestellt, die anderen Ami-
nosiuren als Quadrate (w). Die Erstellung des Diagramms erfolgte mit der Software PROCHECK.
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14—3—3CAC/C—RAF(229_264)p8233,p5259

Zellparameter

a (A) 72.14

b (A) 102,43

¢ (A) 113,89

a By (°) 90 90 90
Raumgruppe P2(1)2(1)2(1)
Datenprozessierungsstatistik

Auflssung (A) 46,727 - 1,95 (2,00 - 1,95)
Anzahl unique Reflexe 61896 (4451)
Redundanz 5,19 (5,36)

I/o (I) 19,57 (4,31)
Vollstindigkeit (%) 99,5 (99,5)

Ronerge 0,062 (0,391)
Strukturverfeinerungsstatistik

Auflésung (A) 46,73 - 1,95 (2,001 - 1,95)
Anzahl Reflexe 58775 (4275)
Ruork/R free 0,198/0,226 (0,232,/0,241)
Reflexe im Testset 3094

Atomic displacement model anisotrop
Modellstatistik

Nicht-H-Atome 4398
Durchschnittlicher B-Faktor (A2) 32,710
Ramachandran-Diagramm

bevorzugte Bereiche (%) 96,4

erlaubte Bereiche (%) 3,6

grofziigig erlaubte Bereiche (%) 0,0

nicht erlaubte Bereiche (%) 0,0

Tabelle 19: Statistik des Datensatzes und der Verfeinerung des Strukturmodells des Kom-
plexes aus 14-3-3(AC und C-RAF (229_296)PS233,pS259. Werte in Klammern entsprechen der

héchsten Auflésung.
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Abbildung A.5: Ramachandran-Diagramm des Strukturmodells des Komplexes aus 14-3-3CAC,
C-RAF (229-296)PS233,p5259 und CNA. Die mit A, B, und L gekennzeichneten Bereiche entsprechen
sterisch giinstigen ¥ /®-Kombinationen fiir 5-Faltblétter, a-Helices und linksgéingige a-Helices. Die farb-
lich markierten Regionen beschreiben den bevorzugten Bereich (rot), den erlaubten Bereich (braun) und
den grofziigig zugelassenen Bereich (gelb). Glycin-Reste sind als Dreiecke (a) dargestellt, die anderen
Aminosduren als Quadrate (=). Die Erstellung des Diagramms erfolgte mit der Software PROCHECK.
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14—3—3CAC/C—RAF(229_264)pSQ33,pSQ59/CNA

Zellparameter

a (A) 72,28

b (A) 103,40

¢ (A) 112,58

a By () 90 90 90
Raumgruppe P2(1)2(1)2(1)
Datenprozessierungsstatistik

Auflosung (A) 49,447 - 2,20 (2,30 - 2,20)
Anzahl unique Reflexe 42870 (5204)
Redundanz 3,74 (3,67)

I/o (1) 21,65 (4,66)
Vollstindigkeit (%) 98,3 (97,5)

Ronerge 0,067 (0,391)
Strukturverfeinerungsstatistik

Auflésung (A) 47,04 - 2,15 (2,206 - 2,15)
Anzahl Reflexe 44660 (3238)
Ruors/Rfree 0,214/0,251 (0,249/0,323)
Reflexe im Testset 2351

Atomic displacement model anisotrop
Modellstatistik

Nicht-H-Atome 4402
Durchschnittlicher B-Faktor (A2) 38,227
Ramachandran-Diagramm

bevorzugte Bereiche (%) 96,1

erlaubte Bereiche (%) 3,9

grokziigig erlaubte Bereiche (%) 0,0

nicht erlaubte Bereiche (%) 0,0

Tabelle 20: Statistik des Datensatzes und der Verfeinerung des Strukturmodells des Komple-
xes aus 14-3-3CAC, C-RAF (229-296)PS233,pS259 und CNA. Werte in Klammern entsprechen
der hochsten Auflésung.
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Abbildung A.6: Ramachandran-Diagramm des Strukturmodells des Komplexes aus 14-3-3¢ AC und
C-RAF (618-626)PS621. Die mit A, B, und L gekennzeichneten Bereiche entsprechen sterisch giinstigen
U /®-Kombinationen fiir S-Faltbldtter, a-Helices und linksgéngige a-Helices. Die farblich markierten
Regionen beschreiben den bevorzugten Bereich (rot), den erlaubten Bereich (braun) und den groRziigig
zugelassenen Bereich (gelb). Glycin-Reste sind als Dreiecke (a) dargestellt, die anderen Aminosiuren
als Quadrate (=). Die Erstellung des Diagramms erfolgte mit der Software PROCHECK.
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14—3—30’AC/C—RAF(618_626)pS621

Zellparameter

a (A) 82,10

b (A) 111,50

¢ (A) 62,40

a By () 90 90 90
Raumgruppe C222(1)
Datenprozessierungsstatistik

Auflésung (A) 19,497 - 1,70 (1,80 - 1,70)
Anzahl unique Reflexe 31028 (4937)
Redundanz 7,95 (7,49)

I/o (I) 25,44 (6,24)
Vollsténdigkeit (%) 97,3 (99,7)

Roerge 0,071 (0,293)
Strukturverfeinerungsstatistik

Auflésung (A) 19,50 - 1,70 (1,744 - 1,70)
Anzahl Reflexe 29476 (2187)
Ruorks/Rpree 0,179/0,220 (0,196/0,281)
Reflexe im Testset 1552

Atomic displacement model anisotrop
Modellstatistik

Nicht-H-Atome 2344
Durchschnittlicher B-Faktor (A2) 17,063
Ramachandran-Diagramm

bevorzugte Bereiche (%) 95,3

erlaubte Bereiche (%) 4,7

grofziigig erlaubte Bereiche (%) 0,0

nicht erlaubte Bereiche (%) 0,0

Tabelle 21: Statistik des Datensatzes und der Verfeinerung des Strukturmodells des Komple-
xes aus 14-3-30 AC und C-RAF (618_626)PS621. Werte in Klammern entsprechen der hichsten
Auflsung.
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