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Einleitung

1. Einleitung

Die korrekte Funktion eukaryotischer Zellen wird durch Proteininteraktionsnetzwerke
kontrolliert, fir deren Ausbildung die Phosphorylierung von Tyrosinresten einen wichtigen
Beitrag leistet, indem diese Interaktionen mit SH2-Doméanen ermdglicht. Das Ziel dieser
Arbeit war es, neue Werkzeuge zur Optimierung der Funktionsanalyse Tyrosin-
phosphorylierter Proteine auf Basis der zellfreien Proteinsynthese zu entwickeln. Ein Fokus
lag hierbei auf der Erleichterung der Synthese ortspezifisch markierter Bindungspartner bei
gleichzeitiger Sensitivitdtserhdhung fir die Phosphoproteine durch ortspezifische
Fluoreszenzmarkierung. Das experimentelle Ziel war es, neben dem direkten, schnellen
und hochsensitiven Nachweis Tyrosin-phosphorylierungsabhangiger Protein-Protein-
Wechselwirkungen auch handhabbare Mittel zur Bestimmung von Kg-Werten
(Dissoziationskonstanten) zu liefern. Hierbei sollte flir die Darstellung der zu
untersuchenden Proteine die zellfreie Proteinsynthese verwendet werden. Ein weiterer
Ansatzpunkt zur Analyse bestand im Vorgang der Phosphorylierung selbst: Hier sollte die
Funktionalitdt eines durch Staudinger-Phosphit-Reaktion ortspezifisch einflhrbaren
arylischen Phosphoramidats als Phosphotyrosin-Analogon getestet werden. Als
Modellsystem sollte dabei hauptsachlich das menschliche T-Zell Adapterprotein ADAP
dienen, welches phosphorylierungsabhangige Interaktionen mit SH2-Domanen

verschiedener Proteine eingeht.

In den folgenden Kapiteln wird zundchst die Vermittlung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen in eukaryotischen Zellen skizziert. Nach einem kurzen Uberblick tber
die Proteinphosphorylierung in vivo folgt dann eine Betrachtung der Bedeutung von K-
Werten im Kontext von Proteininteraktionsnetzwerken sowie eine kurze Eroérterung der
Methoden zur Bestimmung von Kg-Werten. Es schlie3t sich ein kurzer Uberblick tber
Werkzeuge zur ortspezifischen Proteinmodifikation durch biochemische und
chemobiologische Techniken, sowie Uber die zellfreie Proteinsynthese an.. Die Einleitung
endet mit einer kurzen Beschreibung des Modellproteins ADAP und seinen physiologischen

Funktionen.

1.1. Vermittlung von Protein-Protein-Wechselwirkungen in Eukaryoten

Die Fahigkeit von Proteinen, spezifische Wechselwirkungen untereinander eingehen zu
koénnen, ist essentiell fir die Kontrolle der Ablaufe eukaryotischer Zellen. Diese Kontrolle
wird vor allem durch dynamische Proteininteraktionsnetzwerke bewerkstelligt, in der die
beteiligten Proteine oft mehrere Funktionen (z.B. spezifische Bindung zu mehreren anderen
Proteinen, Enzymaktivitdt) gleichzeitig erflillen mussen. Daher weisen eukaryotische

Proteine typischerweise eine modulare Organisation auf. Vergleichbar mit einem
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Baukastenprinzip enthalten sie separate Domanen, die eine selbstandige Faltung
aufweisen sowie eine spezifische Funktion ausiiben, wodurch das Protein unterschiedliche
Funktionalitéaten in sich vereinigt. Ihre Einzelfunktion kann die Domane auch auf3erhalb des
Rahmens des Gesamtproteins ausuben.

Viele modulare Domanen sind fiir die Wechselwirkung mit Partnerproteinen verantwortlich,
wodurch insbesondere im Rahmen der Signaltransduktion regelrechte
Proteininteraktionsnetzwerke entstehen (Jadwin et al., 2012). Bindungsdomanen erkennen
in der Regel kurze Peptidsequenzen ihres Zielproteins. Die Bindung der Zielsequenz kann
von permanenter Natur sein, wie im Fall der Bindung Polyprolin-reicher Sequenzen (PXXP)
an SH3-Domanen (Mayer, 2001) oder der Bindung der C-terminalen Sequenz E(S/T)X(V/I)
durch PDZ-Domanen (Songyang et al., 1997). Eine Bindung kann aber auch durch
posttranslationale Modifikationen (PTM) induziert werden. Beispielhaft hierflir zu nennen
sind die Phosphorylierung von Tyrosinresten, welche die Interaktion des modifizierten
Proteins mit SH2- und PTB-Domanen ermdglicht (Pawson et al, 2001; Yaffe, 2002), die
Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten, welche die Interaktion mit 14-3-3 oder
FHA-Domanen (Muslin et al., 1996; Durocher et al., 1999) induziert, sowie die Methylierung
von Lysinresten, die durch MBT- und Chromo-Domanen erkannt werden. (Yun et al., 2011).
Eine detailierte Ubersicht (ber wichtige eukaryotische Bindungsdomanen findet sich in
Tabelle 1. Des Weiteren gibt es Proteindomanen, welche Membranassoziation
bewerkstelligen koénnen. Ein gutes Beispiel hierfur sind die PH (Pleckstrin homology)
Domanen mit ihrer Fahigkeit Phosphatidylinositollipide zu binden (Wang & Shaw, 1995).
Posttranslationale Modifikationen werden durch spezielle Enzyme eingefuhrt, welche zur
Entfaltung ihrer katalytischen Aktivitat erst selbst aktiviert werden missen und somit ein
Signal weiterleiten. Sie stellen somit ein hervorragendes Mittel zur Erzeugung von raumlich
und zeitlich dynamisch modulierbaren Signalnetzwerken dar, wodurch die komplexe

Steuerung eines eukaryotischen Organismus erst ermdéglicht wird (Seet et al., 2006).

Hervorzuheben ist, dass posttranslationale Modifikationen im Gegensatz zur Primarstruktur
von Proteinen nicht eindeutig genetisch kodiert sind. Die Spezifitdt einer Bindung wird
sowohl durch die Peptidsequenz des Zielmotivs als auch durch die spezifische Modifikation
(z.B. Phosphotyrosin) erzielt. Eukaryotische Bindungsdomanen weisen somit keine
absolute Spezifitdt auf. Viele Mitglieder einer Domanenfamilie kdnnen die gleiche
(modifizierte) Zielsequenz binden und umgekehrt. Dieser breitgefacherte Spezifitdtsbereich
ist eine typische Eigenschaft eukaryotischer Systeme (Jadwin et al., 2012). Daher ist und
bleibt das vollstandige Verstandnis Uber diese Vorgange noch einige Zeit Gegenstand der

Forschung. Diese Arbeit soll einen Beitrag zu deren Gelingen sein.
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Tabelle 1: Ubersicht lber die Eigenschaften modularer Proteindoménen nach Jadwin et al., 2012. Angegeben
sind die Art der Ligandensequenz (Ligand), der Name der Domanenklasse (Doméane), deren durchschnittliche
GroRe in Aminosaureresten (AS), die Anzahl aller Mitglieder, sowie die Anzahl der Proteine auf denen sie

gefunden werden (es kdnnen mehrere gleichartige Domanen auf demselbem Protein vorkommen), sowie die

Grofienordnung der Dissozationskonstanten von Protein zu Ligand (Affinitat).

Ligand Doméne Groke Doméinen- | Protein- Affinitat
(AS) anzahl anzahl
Phosphotyrosin SH2 ~100 120 110 nM-pM
PTB 100-150 36 3 ni-pyM
Phosphoserin 14-3-3 ~250 8 8 nM-pM
und BRCT 90-100 46 24 nh-p
Phosphothreonin FE 50-60 25 6 NM-pM
FHA 65-100 31 31 nii-p
MH2/DWB ~200 8 nM-pM
POLO-Box ~200 5 nM-pM
Polyprolin EVH1/WH1 ~115 8 MM
GYF ~60 3 uM
SH3 ~60 291 217 nM-pM
WWwW 38-40 88 48 pM
Methyllysin LRR 22-28 1967 228 uM
PHD ~50 168 96 pM
Chromo 30-70 43 3 pM
MBT 100 29 9 pM
Tudor ~50 55 27 WM
PWWP ~135 17 14 M
Acetyllysin BROMO ~110 64 46 KM
Spez. C- PDZ ~90 264 151 nii-p
Terminus
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1.2. Proteinphosphorylierung

Phosphorylierungen sind die mit Abstand haufigste PTM in Proteinen. Schatzungen zufolge
ist durchschnittlich ein Anteil von 30% der Proteine einer Wirbeltierzelle zu jedem Zeitpunkt
phosphoryliert (Zhang et al., 2002; Olsen et al., 2006).

Unter der Phosphorylierung von Proteinen versteht man die Ubertragung einer
Phosphatgruppe an die funktionellen Gruppen bestimmter Aminosauren, vornehmlich der
alkylischen Alkohole von Serin und Threonin sowie des arylischen Enols von Tyrosin. Diese

Reaktion wird durch spezielle Enzyme, die sogenannten Proteinkinasen, katalysiert.
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Abb. 1: Reaktionsmechanismus von Proteinkinasen A) Reaktionsmechanismus der Protein Kinase A (PKA) aus

Johnson et al., 1996 B) Struktur der c-Src Kinase im inaktiven Zustand gemaf Hunter et al. 2000.

Als  Phosphatdonor dient die y-Phosphatgruppe von ATP, welche als
Phosphorsaureanhydrid vorliegt. Im menschlichen Genom wurden bisher 518 Kinasen
(Manning et al.,, 2002) identifiziert, davon sind 92 Tyrosinkinasen. Der
Reaktionsmechanismus der Kinasen ist trotz der verschiedenen Substrate weitestgehend
ahnlich. Er wird am Beispiel der Proteinkinase A verdeutlicht (Abb. 1).

Alle Kinasen weisen einen hochkonservierten Aspartat-Rest auf (im Falle von PKA Asp161,
fur c-Src Asp387), welcher als Base wirkend das Proton des Substratrestes aktiviert und
somit den nukleophilen Angriff des Ser-Alkoholats an die y-Phosphatgruppe des ATP
ermdglicht. Die korrekte Positionierung von ATP wird neben konservierten Aminosauren
auch durch ein bis zwei bivalente Kationen (meist Mg®") erzielt. Eine aktivierende

Phosphorylierung (Thr197 bei PKA, Tyr416 bei c-Src) ist immer vorhanden, wobei diese fiir



Einleitung

die aktive Konformation des Enzyms sorgt und die eigentliche Katalyse nicht direkt

beeinflusst.

1.2.1. Phosphorylierung von Ser/Thr

Die Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten stellt die mit Abstand haufigste PTM
dar. Diese Modifikation wurde bereits 1906 entdeckt, die erste Serinkinase wurde 1959
identifiziert. Die Phosphorylierung von Serin und Threonin leistet einen bedeutenden
Beitrag zur Konformationsanderung von Proteinen und ist daher fiur die Regulation von
Enzymen bedeutend.

Der Versuch hieriiber einen umfassenden Uberblick zu geben, wirde die Dimension der
Arbeit sprengen. Im zusammenhang mit der Serinphosphorylierung sei auf die Cyclin-
abhangigen Kinasen und ihre zahlreichen Subtrate verwiesen, welche eine entscheidende
Rolle in der Regulation des Zellzyklus spielen (Satyanarayana & Kaldis, 2009); ebenso auf
die groBe Klasse der Ca?*/Calmodulin-abhingigen Kinasen (CaM Kinasen), deren
Unterfamilie CaM KIl an der Vermittlung des Erinnerungsvermdogens beteiligt ist (Lisman et
al. 2002), sowie auf die Rhodopsinkinase zur Regulation der Sehsinns (Benovic et al.,
1986).

1.2.2. Phosphorylierung von His/Asp/Cys/Lys/Arg

Neben Serin- und Threonin-Resten wurde auch die Phosphorylierung von Histidin-,
Aspartat-, Cystein-, Arginin- und Lysinresten beobachtet.

Die Phosphorylierung von Histidin- und Aspartat-Resten tritt in sogenannten ,Zwei-
Komponenten Signalwegen® auf. Diese stellen den haufigsten Signaltransduktions-weg in
Bakterien dar (Stock et al., 2000), sind aber auch in Eukaryoten (Schaller et al, 2011;
Thomason & Kay, 2000) anzutreffen. Kernstiick dieser Systeme ist eine an einen
Transmembran-Rezeptor gekoppelte Histidin-spezifische Kinase. Nach Aktivierung des
Rezeptors erfolgt die Autophosphorylierung eines Histidinrestes, welcher als
Phosphatdonor die Phosphatgruppe an einen Argininrest Ubertragt. Da Phosphohistidin in
wassrigen Losungen nur geringe Stabilitat besitzt, ebbt dieses Signal schnell ab.

Die Phosphorylierung von Cystein wurde erstmals als Zwischenprodukt im bakteriellen
Kohlenhydrattransport entdeckt, genauer gesagt im Mechanismus der PEP-abhangigen
Phosphotransferase (Meins et al., 1993; Nuoffer et al., 1988), sowie als Zwischenschritt im
Katalysemechanismus von Protein-Tyrosinphosphatasen (Guan & Dixon, 1991). Neue
Forschungen konnten die Existenz eines Cysteinkinase/-phosphatase-Paars (Stk1/Stp1) im
pathogenen Bakterium Staphylococcus aureus belegen (Sun et al., 2012), wobei
Transkriptionsfaktoren der SarA/MgrA Familie als Substrate identifiziert wurden.

Zur Phosphorylierung von Lysin-Resten ist sehr wenig bekannt. Zum Beispiel wird das
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Histon H1 in Rattus norvegicus an Lysin phosphoryliert (Chen et al., 1974, 1977). Es ist
anzunehmen, dass dies auch bei menschlichen Histonen der Fall ist. Die biologische
Funktion dieser Modifikation ist unbekannt. Neben den Histonen wurden im Zellkern auch
saure Nicht-Histonproteine im Lysin-phosphorylierten Zustand identifiziert (Chen et al.,
1974).

Die Phosphorylierung von Arginin-Resten konnte in Bacillus subtilis 2009 durch Fuhrmann
et al. gezeigt werden. Das Protein McsB wurde als Arginin-spezifische Kinase identfiziert,
welches das Hitzeschockprotein CtsR inhibiert. Mittlerweile wurden 121 Arg-

Phosphorylierungsstellen auf 87 Proteinen von B. subtilis identifiziert (Elsholz et al., 2012).

1.3. Detaillierte Betrachtung der Tyrosin-Phosphorylierung

Wie alle Proteinphosphorylierungen wird auch die Modifikation von Tyrosin durch Kinasen
(Proteintyrosinkinasen, PTK) katalysiert.

Phosphorylierte Tyrosine sind vor allem in mehrzelligen Eukaryoten anzutreffen. Zwar
wurde auch in Bakterien Tyrosin-Phosphorylierungbeobachtet (Grangeasse et al., 2007;
Macek et al., 2007), es besteht aber keine Homologie zwischen prokaryotischen und
eukaryotischen Kinasen. Obwohl etwa 10% aller menschlichen Kinasen PTKs sind und gut
10000 Tyrosin-Phosphorylierungsstellen im menschlichen Proteom identifiziert wurden (Liu
et al., 2012; Tan et al., 2009), betragt der Anteil an Tyrosin-Phosphorylierungen weniger als
1% des Massentanteils aller Phosphorylierungen (Hunter & Sefton, 1980). Die statistische
Seltenheit dieser Modifikation Iasst sich auf die stringente Kontrolle der PTK-Aktivitat sowie
eine hohe Aktivitdt von Tyrosinphosphatasen zurlckfihren. Dennoch sind Tyrosin-
Phosphorylierungen von sehr grof3er Bedeutung.

Tyrosin-Phosphorylierungen stellen die wichtigste Modifikation in Transmembranrezeptor-
vermittelten Signalwegen dar. Sie stellen die Grundlage der Zell-Zell-Kkommunikation, der
Proliferierung und der Immunantwort dar. Es Gberrascht nicht, dass Gendefekte in diesem
Bereich eine haufige Ursache flir das Auftreten diverser Karzinome sind. Im Gegensatz zur
Serin-/Threonin-Phosphorylierung findet die ausschlieBlich Verwendung in der Ausbildung

von Proteinkomplexen. Die zellulare Wirkungsweise Iasst sich wie folgt skizzieren:

a) Phosphorylierung eines Substratproteins durch eine PTK als Signalantwort

b) Erkennung des Substratproteins durch Phosphotyrosin-bindende Domanen und
Weiterleitung des Signals durch Bildung von Proteinkomplexen

c) Dephosphorylierung des Substratproteins durch Protein-Tyrosinphosphatasen
(PTP) als Signalbeendigung
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1.3.1. Proteinphosphorylierung durch Tyrosinkinasen

Tyrosinkinasen lassen sich in zwei Gruppen aufteilen, die Rezeptortyrosinkinasen (RTK)
sowie die Nicht-Rezeptortyrosinkinasen (NRTK). Von den 92 Tyrosinkinasen im
menschlichen Genom sind 60 Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) und 32 Nicht- Rezeptor-
Tyrosinkinasen (NTRK) (Robinson et. al, 2000). Die RTK sind Transmem-branproteine,
welche auf der extrazellularen Seite Ligandenbindungsstellen verschiedener Architekturen
aufweisen, wahrend die Kinasedomane auf der cytoplasmatischen Seite lokalisiert ist
(Lemmon & Schlessinger, 2010). In der Regel liegen RTK im inaktiven Zustand als
Monomere vor. Durch Ligandenbindung wird eine Dimerisierung eingeleitet, welche mit der
Aktivierung der Tyrosinkinaseaktivitat einhergeht. Einige RTK gehen allerdings auch in
Abwesenheit ihres Liganden eine Dimerisierung ein. Beispiele hierfir sind der Insulin-
Rezeptor und der IGF1-Rezeptor, welche als Disulfid-verbriickte Homodimere an der
Zelloberflache vorliegen (Ward et al., 2007), wobei Konformationsanderungen durch
Insulin- oder IGF1-Bindung die Aktivitat der Kinase stimulieren. Neben Dimeren treten auch
oligomere Zustdnde bei RTK auf, wie etwa im Falle der Rezeptoren von Tie2 und Eph
(Barton et al., 2006; Himanen & Nikolov, 2003). Obwohl die Oligomerisierung von RTK
spontan vonstatten gehen kann, ist die Bindung des Liganden entscheidend fur die
Stabilisierung des aktiven Zustands der Molekile. Beispiele fur RTKs sind u.a. die Familie
der EGF-Rezeptoren (Garrett et al., 2002; Burgess et al., 2003; Jones et al., 2006)
(epidermal growth factor receptor), FGFR (Bae et al., 2009; Chen et al, 2007; Schlessinger
et al., 2000; Mohammadi et al., 1996) (fibroblast growth factor receptor) und der Insulin
Rezeptor (Cobb et al., 1989; Favelyukis et al., 2001).

Die Nicht-Rezeptortyrosinkinasen hingegen liegen I6slich im Cytosol vor, kdnnen aber unter
Umstanden durch Lipidierung eine Membranlokalisierung aufweisen, wie etwa die zehn
Proteine umfassende Familie der Src-Kinasen (Miller, 2003). Sie finden sich haufig im
Umfeld von Rezeptoren ohne Kinaseaktivitdt und fliihren diese Aktivitat stellvertretend aus.
NTRKs verfigen neben der katalytisch aktiven Kinasedomane immer Uber modulare
Bindungsdomanen wie SH2 und SH3, welche das Gesamtprotein regulieren. Dies kann am
Beispiel der Src-Kinasen veranschaulicht werden (Abb. 2). Im inaktiven Zustand befinden
sich die Src-Kinasen in einem intramolekular gebundenen Zustand. Typisch ist die
Wechselwirkung einer C-terminalen Phosphorylierungsstelle mit der eigenen SH2-Domane.
Zusatzlich findet haufig die Bindung eines Prolin-reichen Motivs des Linkers zwischen SH2
und Kinasedomane an die SH3-Domane statt. Der fur die Stabilisierung der Kinaseaktivitat
wichtige Tyrosinrest (Tyr416 fur Src) ist im inaktiven Zustand dephosphoryliert und in das
aktive Zentrum zurlckgefaltet. Aktiviert werden kann die Kinase entweder durch
Dephosphorylierung des C-terminalen Phosphotyrosins (pTyr), was fur Lck-Kinase in

hamatopoetischen Zellen durch die Phosphatase CD45 katalysiert wird, durch die
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Verdrangung des C-terminalen pTyr durch einen héheraffinen SH2-Liganden, oder durch

einen hoheraffinen Polyprolin-Liganden (Miller, 2003).

Tyr527 dephosphorylation

6

Kinase

SH2 ligation
SH3 ligation

S

Abb. 2: Kontrolle der Nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen am Beispiel der Src-Familie, aus Miller, 2003.

Es bleibt festzuhalten, dass die intrinsischen (inaktivierend wirkenden) Liganden der Kinase
deutlich geringere Affinitat aufweisen als ihre eigentlichen Liganden. Das als optimales
Bindungsmotiv fir die Src-SH2 beschriebene Tyr324 des Middle-T Antigens (Hamster
Polyomavirus) bindet mit zehnfach hoherer Affinitdt als das C-terminale Motiv von Src
(Ladbury et al., 1995). Diese inaktivierende Interaktion soll gerade stark genug sein, um
diesen Zustand zu erhalten, soll aber durch die richtigen Substrate sofort aufgelost werden
kénnen. Beglnstigt werden diese schwachen Wechselwirkungen vor allem durch die
entropische Begunstigung einer intramolekularen Interaktion.

Die Substratspezifitat der NTRK wird durch die raumliche Koordinierung geschaffen, jedoch
nur unwesentlich durch die Sequenzmotive der zu phosphorylierenden Tyrosine.
Untersuchungen haben gezeigt, dass Hyperphosphorylierung von Substratproteinen nicht
durch voneinander unabhangige Kollisionen bewirkt wird, sondern kooperativ durch die

Bindung des Substrats an die Kinase.

1.3.2. Phosphotyrosin-bindende Proteindoménen

Peptidsequenzen mit phosphorylierten Tyrosinen werden von spezifischen Proteindomanen
erkannt. Hierbei wurden bisher vor allem zwei verschiedene Formen identifiziert: die
Gruppe der SH2-Doméanen (Src-homology 2) und die Gruppe der PTB (Phosphotyrosine
(pTyr) binding)-Domanen (Kavanaugh et al., 1995). Ferner konnte bei Vertretern der C2-
Domanen die Fahigkeit der selektiven Bindung von tyrosinphosphorylierten Peptiden

nachgewiesen werden (Benes et al., 2005), bei der menschlichen Pyruvatkinase PKM2
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(Christofk et al., 2008) und der HYB-Doméane von Hakai-E3-Ubquitinligase (Mukherjee et
al., 2012). Im Vergleich zu den 121 SH2-Domanen im menschlichen Proteom sind nur etwa
60 menschliche PTB-Domanen bekannt (Uhlik et al., 2005). Dazu kommen PTB-Domanen -
im Gegensatz zu SH2-Domanen - ausschlie3lich in Adapter- und Gertstproteinen vor und
adressieren so einen kleineren Zielbereich (Yaffe, 2002). Dartber hinaus gibt es in zwei
Dritteln aller PTB-haltigen Proteine noch weitere modulare Erkennungsdomanen wie SH2,
SH3, PDZ oder SAM (Uhlik et al., 2005).

Zur Gruppe der C2-Domanen zahlen zwar tber 200 Mitglieder im menschlichen Proteom,
womit sie eine der grélten Domanengruppen Uberhaupt darstellt, ihre Hauptfunktion
besteht aber in der Ca?*-abhangigen Bindung von Phosphatidylserin in der Zellmembran.
(Lemmon, 2008;, Li et al., 1998). Bisher wurde nur bei den Vertretern von PKC3 und PKC6
die zusatzliche Fahigkeit der Phosphotyrosin-abhangigen Bindung beobachtet, namlich die

von CDCP1, einem Membranglykoprotein (Benes et al., 2005; Stahelin et al., 2012).

1.3.2.1. SH2-Doméanen als pTyr-bindende Elemente

Wie bereits erwahnt, stellen die SH2-Domanen (Src homology 2) die mit Abstand groRte
Gruppe pTyr-bindender Elemente dar. Die grundlegende Funktion der SH2-Doméanen
besteht in der VerknlUpfung aktivierter Rezeptoren (entweder RTK oder TK-assoziiert) mit
cytoplasmatischen Signalmolekilen, wodurch sowohl zeitlich als auch raumlich definierte
Information Ubertragen wird. Im menschlichen Genom finden sich 121 SH2-Doménen
verteilt auf 111 Proteine, welche sich in 38 Familien aufteilen lassen. lhren Namen erhielten
sie von der Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Src. SH2-Domanen finden sich als regulatorische
Elemente unter anderem in Tyrosinkinasen, Phosphatasen, Adapterproteinen,
Transkriptionsfaktoren, Regulationsproteinen des Aktin-Zytoskelettes, Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren (GEF) und Phospholipid-basierten Second Messenger Proteinen (Liu et
al., 2011; Pawson & Nash, 2003; Pawson & Gish, 1992). SH2-Domanen haben keine
katalytische Aktivitat und beinhalten etwa 100 Aminosaurereste. |hre Funktion besteht
auschlieBlich in der Erkennung und Bindung kurzer pTyr-haltiger Peptidsequenzen. Allen
Mitgliedern dieser Gruppe ist eine hochkonservierte pTyr-Bindungstasche gemein (Pawson
& Gish, 1992), welche pTyr-haltige Liganden mit einer um den Faktor 10>-héheren Affinitat
bindet als die gleichen, nicht-phosphorylierten Liganden (Waksman et al., 1992, 1993).
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Abb. 3: Kiristallstrukturen verschiedener SH2-Domanen mit deren optimalen Bindungsmotiven. A) Src SH2 mit
dem Liganden pYEEI (PDB:1 SPS). B) Grb2 SH2 mit pYVNVE (PDB: 1BMB). C) SHP2-N SH2 mit LNpYAQL
(PDB: 3TLO). Die rot unterlegten Positionen zeigen die spezifitdtsbestimmenden Reste an und werden durch die

Pfeile hervorgehoben. Darstellung entnommen von Liu et al. 2012.

Die typische Tertiarstruktur einer SH2-Domane besteht aus sieben B-Faltblattern (BA-BG)
sowie zwei a-Helices (aA und aB). Dabei bilden die Faltbatter BB-BD einen Kernbereich,
der von den beiden a-Helices flankiert wird (s. Abb. 3A). Die zweite Helix wird von den
verbleibenden Faltblattern stabilisiert. Im Bereich zwischen dem Faltblattkern und der Helix
oA bilden drei konservierte Aminosaurereste die Bindungstasche flr pTyr aus: Arg pB5
(Arg an der funften Position des Faltblatts (BB), sowie Arg aA2 und His BDA4.
Punktmutationen in den Aminosaurecodons fir Arg BB5 und His D4 fihren zum
vollstandigen Verlust der pTyr-Bindungsfahigkeit (Bibbins et al., 1993). Die Interaktion des
pTyr-Restes mit dieser Bindungstasche steuert etwa 50% der Ligandenbindungsenergie bei
und ist fur SH2-Domanen charakteristisch.

Von den Faltblattern BD und BE sowie den Verbindungsschleifen CD (zwischen C und
BD), DE und BG wird eine weitere Bindungstasche gebildet (Kaneko et al., 2010), welche
die Substratselektivitdt bestimmt. Punktmutationen in diesem Bereich kdnnen die
Selektivitdt einer Domane verandern. Konsequenterweise finden sich hier deutliche
Sequenzunterschiede zwischen den verschiedenen SH2-Familien. Studien mit pTyr-
haltigen Festphasenpeptiden konnten Sequenzpraferenzen einzelner SH2-Familien
belegen (Huang et al., 2008). Die SH2-Domanen der Src-Kinasefamilie zeigen
beispielsweise eine hohe Affinitat fir das Sequenzmotiv pYEEI (aus dem Middle-T-Antigen
des Hamster-Polyomavirus), wobei neben pTyr eine zweite Bindungstasche den Isoleucin-
Rest an Position +3 (relativ zu pTyr) koordiniert (Waksman et al., 1992). Dieses
Bindungsmotiv (pY-x-x-1) wird als zweizahniger Stecker (engl. ,two-pronged plug“)
bezeichnet. Andere SH2-Familien bevorzugen andere Sequenzmotive. Hier sei Grb2-SH2

erwahnt, welches Asparagin an Position +2 (pY-x-N-x) bevorzugt (Abb.3 B) (Ettmayer et
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al., 1999), sowie BRDG1-SH2 mit der Praferenz fir Leucin an Position +4 (Kaneko et al.,
2010). In der Regel wird die Substratspezifitdt durch Aminosdurereste bestimmt, die C-
terminal zum pTyr liegen. Eine die Regel bestatigende Ausnahme ist die N-terminale SH2-
Domane der Proteintyrosinphosphatase SHP2, welche Leucin an Position -2 bevorzugt (L-
x-pY-x-x-L) (Imhof et al., 2006, Abb. 3C).

Neben der Bindungsselektivitat ist die Frage, mit welcher Affinitat SH2-Domanen ihre
Liganden binden, von fundamentaler Bedeutung flir das Verstandnis und die Interpretation
von Signaltransduktionsnetzwerken. Die Affinitatsbestimmung, d.h. die Ermittlung der
Dissoziationskonstanten (K4-Werte) dieser Interaktionen ist seit langer Zeit Gegenstand der
Forschung. Bislang wurde anhand kurzer, pTyr-haltiger Peptide eine Vielzahl von Kj-
Werten unterschiedlichster Phosphopeptid/SH2-Interaktionen bestimmt. Die
Groflenordnung der ermittelten Ki-Werte liegt grob im Bereich zwischen 50 nM und 10 uM
(Jones et al., 2006; Ladbury & Arold, 2011; Kaushansky et al., 2008a, 2008b; Hause et al.,
2012). Damit handelt es sich um mittelstarke Affinitaten, welche haufige Asssoziations- und
Dissoziationsereignisse erlauben und damit ein dynamisches Steuernetzwerk ermoglichen.
Es konnte gezeigt werden, dass sich eine kinstliche Affinitatssteigerung durch gezielte

Punkmutationen nachteilig auf die Zelle auswirken kann (Kaneko et al., 2012).

1.3.3. Dephosphorylierung durch Protein-Tyrosinphosphatasen

Der abschlieBende Schritt der Phosphotyrosin-Signalgebung ist die Signalbeendigung
durch Abspaltung des Phosphats durch Protein-Tyrosinphosphatasen (PTP). Insgesamt
kodiert das menschliche Genom 105 PTP (Andersen et al., 2004; Tonks 2006; Alonso et
al.,, 2004), von denen 37 Substratspezifitat fir Phosphotyrosin (pTyr) aufweisen. Die
Ubrigen Enzyme werden als Doppelt Spezifische Phosphatasen bezeichnet (DUSP, engl.
dual specificity phosphatases), da sie in vitro sowohl pTyr als auch pSer/pThr
dephosphorylieren kénnen (Patterson et al., 2009). Von den 37 spezifischen PTPasen sind
21 membranstandig (RPTP, Receptor Protein Tyrosine Phosphatase) (Mohebiany et al.,
2012), wahrend die verbleibenden 16 Enzyme im Zytosol I8slich sind. Wie im Fall der PTK
verfugen PTPasen neben der katalytisch aktiven Phosphatasedomane auch Uber regulative
Elemente. Die katalytisch aktive Tyrosinphosphatasedomane umfasst etwa 280
Aminosaurereste und enthalt zehn hochkonservierte Motive (M1-10) (Andersen et al., 2001;
Tonks, 2012). Hierbei beinhaltet das Motiv M9 (HC-(X)s-R) das katalytisch aktive Cystein.
Zusammen mit den WPD- (M8) und Q-Schleifen (M10) wird das minimale katalytische
Zentrum gebildet (Abb. 4A). Die Substratspezifitdt fir pTyr wird durch das Motiv M1 Uber
eine Vertiefung der Bindungstasche beeinflusst, sodass nur ein pTyr-Rest die optimale

Positionierung einnehmen kann. Im Falle der DUSP ist die Bindungstasche abgeflacht,
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wodurch pSer/pThr ebenfalls als Substrat erkannt wird (Andersen et al., 2001; Tonks,
2012).

o
A [VMxT (M6) KCxxYWP (M7) B g/"‘:g
WPDxGxP P 0_0; \(:0_@7% P
far O OH
TxxD j
FWxMxwW Asp
(M3)
Ser
QTxx
. 7 . ‘ =Ho_/
Ui \. ) " PxxV ; o — WH -
HCSAGxGRTG g—\ Hq
A (M9) / __F;\o \H |||||||||||| [+]
Cys o
o ) DxxRVxL o 2
(M4) NxxKNRY DYINA (M2) j(
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Abb.4 A) links: Ubersicht der katalyt. Doméne von PTP1B mit den Motiven M1-M10, entnommen aus Andersen

et al., 2001, B) Reaktionsmechanismus aus Wikipedia in Anlehnung an Referenz (Jia et al., 1995).

Der Reaktionsmechanismus verlauft in zwei Stufen (Abb. 4B). Nach der Positionierung des
pTyr erfolgt zunachst ein nukleophiler Angriff des aktiven Cystein-Restes aus Motiv M9,
wobei die Phosphatgruppe auf das Cystein Ubertragen wird. Parallel dazu fungiert der Asp-
Rest im WPD-Motiv als Saure und protoniert das dabei entstehende Tyrosylalkoholat des
Substrats, welches daraufhin als Abgangsgruppe freigelassen wird. Im zweiten Schritt
erfolgt die Regeneration des Phosphocysteins. Dabei wird durch das Glutamin in Motiv M10
ein Wassermolekdil in der passenden Stellung koordiniert, wobei das deprotonierte Aspartat
des WPD-Motivs als konjugierte Base fungiert. Das dabei entstehende Hydroxidion sorgt
schlieBlich fur die Abspaltung des Phosphatrestes vom Cystein (Jia et al., 1995; Pannifer et
al., 2010).

PTPasen besitzen sowohl eine hohe Aktivitat als auch Affinitat (K, < 1 uM) sowie in vitro
auch eine breite Substratspezifitdt zu tyrosinphosphorylierten Proteinen (Tonks et al.,
1988). Daher riihrte vormals die Annahme her, dass PTPasen reine Haushaltsenzyme sind
mit der Funktion, PTK-induzierte Signale schnell wieder zu beenden. Allerdings hat sich
herausgestellt, dass PTPasen durchaus einer engen Regulation unterliegen.
Beispielsweise weist die menschliche NPTPase PTPD1 eine FERM-Domane auf, welche
das Enzym zur Kontaktflache zwischen Plasmamembran und Zykoskelett dirigiert (Chishti
et al., 1998). In ahnlicher Weise beinhaltet die NPTPase PTPN9 eine SEC14-Domane,
welche Lipidbindung und Targeting zu Membranen vermittelt (Saito et al., 2007). Weiterhin
kann eine sogenannte BRO1-Domane eine Phosphatase zu Endosomen dirigieren. Ein
Beispiel hierfir ist die menschliche NPTPase PTPN23 (Kim et al., 2005). Neben der

gerichteten Adressierung zu bestimmten Zielorten innerhalb der Zelle kdnnen
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Phosphatasen auch durch SH2-vermittelte Wechselwirkungen reguliert werden. Sehr klar
wird dies am Besipiel der NPTPase SHP-2. Neben der Phosphatasedoméne weist SHP-2
zwei SH2-Domanen auf, welche durch Bindung Tyr-phosphorylierter Proteine die
Enzymaktivitdt auslésen. Im inaktiven Zustand wird das Enzym allosterisch gehemmt,
indem die Aminosaurereste Asp61 und GIlu76 aus der Verbindungsschleife der N-
Terminalen SH2-Domane mit dem aktiven Zentrum interagieren. Durch Ligandbindung wird

dieser Zustand aufgeldst (Neel et al., 2003).

1.4. Die Bedeutung der Dissoziationskonstante im Kontext grolerer Protein-
Interaktionsnetzwerke

Bisher wurde dargelegt, dass die Signalerzeugung durch post-translationale Modifikation
sowie durch Protein-Protein-Wechselwirkungen in Zellen definiert ablauft. Aber durch die
Divergenz der Bindungsdomanenspezifitdt kénnen Signalwege nicht zwingend als isolierte
Wege von Wechselwirkungen betrachtet werden.

Sehr eindrucksvoll wird dieser Sachverhalt von Jones et al. 2006 deutlich gemacht. Im
Rahmen dieser Studie wurde die Interaktion von 33 pTyr-haltigen Festphasenpeptiden
(abgeleitet von den vier EGF-Rezeptoren) mit fast allen menschlichen SH2- und PTB-
Domanen durch einen Protein-Microarray untersucht. Dabei wurden Kg-Werte fir alle
Interaktionen bestimmt. Die Autoren setzten fir die Ky eine minimale Affinitat von 2 uM als
Schwellenwert fest. Bei einer geringeren Affinitat wurde eine Interaktion als physiologisch
unbedeutend eingestuft.

Es zeigte sich, dass eine einzige Phosphorylierungsstelle des Rezeptors Erb2 (pTyr1139)
insgesamt 26 SH2- und 2 PTB-Domanen mit einem Ky von unter 2 uM binden konnte. Alle
Phosphorylierungsmotive von Erb2 konnten zusammen sogar 60 verschiedene Proteine
binden. Weiterhin konnte die N-terminale SH2-Doméane des Proteins Rasa1 unterhalb des
Schwellenwertes an insgesamt 17 Phosphorylierungs-Stellen aus vier untersuchten
Rezeptoren binden, wobei die Sequenzen der Erkennungsmotive wenig systematische
Uberlappung aufwiesen. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, Kg-Werte fiir die
verschiedenen Interaktionen zu bestimmen, die dazu verwendet werden konnen,

Bindungshierarchien aufzustellen und pradiktive Modelle zu unterstitzen.

1.4.1. Definition der Dissoziationskonstante

Protein-Protein-Wechselwirkungen sind in aller Regel bimolekulare Reaktionen, die in
einem stochiometrischen Verhaltnis von 1:1 verlaufen. Die Bildung von oligomeren
Proteinkomplexen erfolgt durch die Verkettung dieser einzelnen Interaktionen (Pollard,
2010). Die Bindung zweier Molekile A und B lasst sich mit folgender Reaktionsgleichung

beschreiben.
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A+B 4k—;> AB (Gleichung 1)
Durch Kollision von Protein A und Protein B entsteht der Komplex AB. Die Komplexbildung
steht im Gleichgewicht mit dem Zerfall in die Monomere A und B. Die
Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion k. beschreibt eine Reaktion zweiter Ordnung.
Sie ist abhangig von den Konzentrationen [A] und [B] der beiden Monomere und hat die
Einheit M's™. Im Falle von Protein-Protein Wechselwirkungen bewegen sich die Werte fiir
k. aufgrund des grof3en Proteinvolumens verglichen mit kleinen Molekulen in einem relativ
engen Rahmen. Ein guter Richwert hierfiir ist 10°-10” M's™ (Pollard & Earnshaw, 2007).

Die Umsatzrate der Bindung Rg betragt
Rs = ks [A] [B] (Gleichung 2)

Grund hierfur ist die GroRe von Proteinen, die Diffusionsvorgange innerhalb einer Lésung
bei allen Proteinen vergleichbar macht.

Die Rulckreaktion, der Zerfall des Komplexes AB in die Monomere, ist dagegen eine
Reaktion erster Ordnung. Sie hangt allein von der Konzentration des Komplexes ab. |hre
Geschwindigkeitskonstante k. hat die Einheit s und driickt im Wesentlichen die
Zerfallswahrscheinlichkeit des Komplexes in einer bestimmten Zeiteinheit aus. Die

Umsatzrate der Dissoziation Rp betragt
Rp = k_[AB] (Gleichung 3).

Befindet sich die Reaktion nach Gleichung 1 im Gleichgewicht, so sind Rz und Rp gleich

grofd und es gilt

k. [A] [B] = k_[AB] (Gleichung 4).
Die Gleichgewichtskonstante K, der Reaktion ist definiert als das Verhaltnis der
Umsatzraten von Hin- zu Ruckreaktion, gleichbedeutend mit dem Verhaltnis der

Produktkonzentration zur Eduktkonzentration im Gleichgewicht gemaf

Keq= ks / K .= [ABog] / [Acq] [Bed] (Gleichung 5).
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Die Einheit von Keq ist M. Je hoher der Wert ist, desto mehr Produkt AB wird gebildet und
desto starker ist die Bindung. Uber K, l&sst sich auch die freie Enthalpie der Bindung

ermitteln:
AG = -RT In Kqq (Gleichung 6).

In den Biowissenschaften findet allerdings traditionsgemal® der reziproke Wert

Verwendung, die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Ky. Sie ist definiert als
Ka = K-/ Ki = [Acq] [Begl / [ABeg] (Gleichung 7).

Die Einheit von Kj ist M, je niedriger der Wert, desto starker die Bindung. Die K4 von A zu B
sagt aus, bei welcher Konzentration von B 50% von A als AB gebunden sind. Erhéht man
die Konzentration von B, wird sdmtliches A als Komplex AB gebunden vorliegen. Senkt
man die Konzentration von B, werden Kollisionsereignisse beider Molekile immer seltener
und beide Partner liegen als Einzelmolekile vor.

Unterhalb eines Ky-Wertes von 10 nM spricht man von einer hochaffinen Bindung, 100 nM
gelten als mittelstarke Bindung, Werte oberhalb von 10 yM als schwache Bindung. Die
Interaktion zwischen Biotin und Streptavidin lasst sich beispielsweise aufgrund ihrer
enormen Bindungsstarke (Ks~10"° M) als quasi-kovalent bezeichnen. Wie in den
Gleichungen 5 bis 7 vermerkt, muss zur Bestimmung von Keq oder Ky die Reaktion im

Gleichgewicht vorliegen.

1.5. Werkzeuge zur Darstellung und Charakterisierung Tyrosin-phosphorylierter
Proteine

In den vorherigen Abschnitten wurde die physiologische Bedeutung Tyrosin-
phosphorylierter Protein-Protein-Wechselwirkungen dargelegt, wie auch die Notwendigkeit
der Affinitdtsbestimmung zur Interpretation von Protein-Interaktionsnetzwerken. Im
Folgenden soll nun auf Werkzeuge der Interaktionsanalyse eingegangen werden. Hierzu
zahlt ein qualitativer Nachweis der direkten Bindung ebenso wie die Quantifizierung der
Bindungsaffinitat in Form der Dissoziationskonstante. Dabei wird das Augenmerk
insbesondere auf Methoden zur K4-Bestimmung gerichtet, wie auf die Wege zur Synthese
ortspezifisch phosphorylierter Proteine. Der Zielsetzung der Arbeit folgend werden wichtige

Aspekte der zellfreien Proteinsynthese erlautert.
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1.5.1. Die experimentelle K4 Bestimmung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
Zur Kg-Bestimmung von Protein-Protein-Wechselwirkungen werden haufig zwei Methoden
verwendet, die Oberflachen-Plasmon-Resonanz (SPR, engl. surface plasmon resonance)

sowie die Isotherme Titrationskalorimentrie (ITC, engl. isothermal titration calorimetry).

1.5.1.1. Oberflachen-Plasmon-Resonanz und Isotherme Titrationskalorimetrie

Die Kg-Bestimmung durch SPR wurde durch die schwedische Firma BIACORE (mittlerweile
ein Teil von GE Healthcare) kommerzialisiert, wodurch der Name haufig synonym fiir SPR
steht. Die Messmethode basiert grob gesagt auf der Messung der Schichtdicke eines
Sensorchips, auf dem einer der Bindungspartner immobilisiert wird (End et al., 1993; Gruen
et al., 1993). Der zweite Bindungspartner befindet sich in Losung und wird auf dem Chip
inkubiert. Findet eine Bindung statt, vergréRert sich die Schichtdicke. Ein Referenzchip mit
immobilisierten Liganden und leerem Puffer dient als Kontrolle. Die Auslesung der Messung
erfolgt kontinuierlich, sodass das Bindungsereignis in Echtzeit beobachtet und die
Geschwindigkeitskonstante k. (im BIACORE-Sprachgebrauch k,,) gemessen werden kann.
Nach erfolgter Bindung werden beide Zellen mit leerem Puffer gespult, wobei gemaf
Gleichung 1 (Kapitel 1.4.1.) die Dissoziation des Komplexes in Echtzeit beobachtet wird.
Hierdurch erhalt man die Geschwindigkeitskonstante k. (oder ko). Gemaf Gleichung 7 wird
dann daraus der K4 bestimmt. Obwohl diese Methode gut durchdacht ist und sich etabliert
hat, weist sie einige Nachteile auf. Neben der Tatsache, dass ein Partner immobilisiert
werden muss, soll flr ein aussagekraftiges Ergebnis die Messung mehrfach wiederholt
werden. Dafir muss der gesamte Komplex wieder aufgelést und der Chip regeneriert
werden, wofiir die richtigen Pufferbedingungen ausgetestet werden missen. Im Fall von
immobilisierten Nukleinsauren, Oligosacchariden oder Peptiden kann dies aufgrund der
erhohten Stabilitdt bzw. der nicht vorhandenen Sekundarstruktur durch harsche
Bedingungen wie Detergenzien (SDS) oder starke Sauren und Basen geschehen. Ein
immobilisiertes Protein wiirde dabei denaturieren, wodurch ein neuer Chip beladen werden
musste. Dies ist nicht nur teuer. Dartber hinaus ist die Vergleichbarkeit der Beladung und
Proteinqualitat nicht vollstdndig zu gewahrleisten. Es verwundert daher nicht, dass zur
Bestimmung von K&-Werten SH2-abhangiger Bindungen durch BIACORE Uberlicherweise
ein kurzes Phosphopeptid immobilisiert wird.

Eine weitere instrumentelle Methode zur Bestimmung von Kys-Werten ist die isotherme
Titrationskalorimetrie (ITC). Wie der Name andeutet, wird die freigesetzte Bindungswarme
(-enthalpie) detektiert, die bei jeder Wechselwirkung anféallt (Baker & Murphy, 1997;
Jelesarov & Bosshard, 1999). Experimentell wird ein spezielles Kalorimeter verwendet,
welches zwei Messzellen enthalt, eine Hauptzelle sowie eine Referenzzelle. In die

Hauptzelle wird ein Bindungspartner vorgelegt, der zweite Bindungspartner wird in
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mehreren Schritten (mind. 20) per Mikroinjektion zugesetzt bis die Sattigungsphase erreicht
ist. Anders als im BIACORE wird die K4 hier in Lésung bestimmt.

Die Methode ist hochsensitiv, ihr Hauptproblem besteht aber darin, dass sehr grolie
Mengen an Material flr eine einzelne Messung bendtigt werden. Im Falle einer isolierten
SH2-Domane (M~12 kDa) liegt der Proteinbedarf sehr schnell im Milligramm-Bereich. Zum
Vergleich: Per Coomassie-Farbung kann im SDS-PAGE eine Bande mit einer Masse von
100 ng (0,0001 mg) noch detektiert werden. Im Falle unmodifizierter Bindungspartner
lassen sich diese Proteinmengen ohne weiteres darstellen. Fur ein postranslational-
modifiziertes (z.B. phosphoryliertes) Protein mit vergleichbarem Modifizierungsgrad ist dies
allerdings beinahe unmdglich, im Besonderen falls z.B. die KjiWerte eines
Phosphoproteins gegen mehrere SH2-Domanen bestimmt werden sollen. Es verwundert
abermals nicht, dass alle Kq-Werte flr SH2-vermittelte Interaktionen mittels ITC anhand von

tyrosinphosphorylierten Festphasenpeptiden bestimmt wurden.

1.5.1.2. K4-Bestimmung mittels Microscale Thermophorese

Die Microscale-Thermophorese (MST) ist eine verhaltnismaRig neue Methode zur Messung
von Dissoziationskonstanten. Sie beruht auf dem Effekt der Thermophorese, wonach sich
Teilchen durch einen Temperaturgradienten innerhalb einer Flissigkeit oder einem Gas
bewegen. Der Effekt ist auch als Ludwig-Soret-Effekt bekannt und wurde bereits im 19.
Jahrhundent von Carl Ludwig (1856) und Charles Soret (1879) beschrieben.

Electrophoresis Thermophoresis
Electric Field Temperature-Gradient
+ - hot cold
: I > I
charge, (size) charge, size and hydration shell

©

AN 5 .
=== O H,0 ) Reoriented H,O

Abb. 5.: Grundlage der MST. Im Vergleich zur Elektrophorese basiert die Qualitédt der thermophoretischen
Auftrennung auf der Anderung der Ladung, der GréRe und der Anordnung der Hydratationshiille eines

Makromolekiils durch Komplexbildung. Quelle: Nanotemper Technologies, Mlnchen.
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Im Gegensatz zu Trennmethoden wie der Elektrophorese findet bei der Thermophorese
keine gerichtete, sondern eine statistische Verteilung statt. In der Regel haben Teilchen
innerhalb des  Temperaturgradienten am  warmeren Pol eine niedrigere
Aufenthaltswahrscheinlichkeit, da sie hier starker auswandern. Dies kann sich allerdings je
nach der Natur der Teilchen und des Ldosungsmittels auch umkehren.

Die Methode der Anwendung des Ludwig-Soret-Effekts zur Bestimmung der
Dissozationskonstanten von Makromolekulen wurde vor wenigen Jahren in der
Arbeitsgruppe von Prof. Braun entwickelt (Duhr et al., 2004, 2006) und im Weiteren unter
dem Namen Microscale Thermophoresis (MST) als Technologie vermarktet. Grundlegend
fur die Anwendung im Bereich biologischer Molekile sind der Einsatz moderner optischer
Techniken und Fluoreszenzmarkierung eines der beiden Zielmolekile. Die Erzeugung des
Temperaturgradienten wird durch einen stark fokussierten Infrarotlaser erreicht. Dieser wird
auf einen Bereich von nur 1 ym Durchmesser fokussiert. Obwohl nur eine Erwarmung von
1-2 K erzeugt wird, entspricht dies einem Gradienten einer Grélkenordnung von 1000
K/mm. Parallel dazu wird das fluoreszenzmarkierte Molekll durch einen vis-Laser angeregt
und das Diffusionsverhalten im zu erhitzenden Kernbereich verfolgt.

Die Moglichkeit der Bestimmung molekularer Wechselwirkungen ist in Abb. 5
veranschaulicht. Durch die Bindung eines Liganden an das (fluoreszenzmarkierte)
Zielmolekul verandert sich dessen Grofie, Nettoladung und Hydratationshiille. Gemessen
wird der Unterschied zwischen gebundenem und freiem Zielmolekul. Eine Messung besteht
aus einer Verdinnungsreihe des unmarkierten Partners, wahrend der fluoreszenzmarkierte
Partner jedem Glied der Reihe in konstant niedriger Konzentration zugegeben wird. Die
Proben werden in jeweils eine Glaskappilare aufgezogen und im Messgerat vermessen.
Fir eine einzelne Messung reicht eine Stoffmenge von 4 pmol des fluoreszenzmarkierten
Partners (entsprechend 160 ng fir ein 40 kDa Protein). Mittels MST konnen nicht nur
Protein-Protein-Wechselwirkungen bestimmt werden, sondern auch die von Nukleinsduren
sowie Interaktionen zwischen Makromolekullen und kleinen Liganden.

Der geringe Fokussierungsradius sowie die Sensitivitat von Fluorophoren stellt den
Hauptgrund dar, warum dieses Verfahren gegenuber den Methoden SPR und ITC
bemerkenswerte Vorteile in sich birgt. Im Rahmen der Arbeit wurde der Entschluss gefasst,
Dissoziationskonstanten der Bindung von ADAP an SH2-Doméanen mit MST zu bestimmen.
Dadurch gelang es, nach bestem Wissen und Gewissen, zum ersten Mal Ky-Werte fir die
SH2-Doménen vermittelte Bindung mit einem pTyr-haltigen Vollangen-Ligandprotein zu

bestimmen.
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1.5.2. Strategien zur ortspezifischen Phosphorylierung von Proteinen

Wie dargelegt wurde, besteht das Problem der Darstellung eines ortspezifisch
phosphorylierten Proteins in der Abhangigkeit von Proteinkinasen und der Tatsache, dass
Phosphorylierungen wie alle anderen post-translationalen Modifikationen nicht genetisch
kodiert sind. Auf der Hand liegende Losungen wie die gerichtete Mutagenese aller
modifizierbaren Aminosaurereste mit Ausnahme der gewiinschten Position sowie die
Totalsynthese des Proteins Uber Festphasenpeptidsynthese stellen nur unzureichende
Hilfsmittel dar.

Die gerichtete Mutagenese aller nicht-gewlnschten phosphorylierbaren Aminosaure-reste
(z.B. Tyrosin zu Phenylalanin oder Alanin) ist neben der Zeitaufwendigkeit auch vor dem
Hintergrund problematisch, dass Hydroxygruppen gute Donoren fur
Wasserstoffbriickenbindungen sind. Hierdurch kann die Tertiarstruktur von Proteinen stark
beeinflusst werden. Uber Festphasenpeptidsynthese lassen sich bekanntermafRen Peptide
bis zu einer Kettenldnge von etwa 80 Aminosauren synthetisieren, die Synthese langerer

Peptide steht nicht mehr im 6konomischen Verhaltnis zur in vivo Synthese.

1.5.2.1. Ortspezifische Mutationen

Die ersten und am leichtesten zuganglichen Studien zum ortspezifischen Einfluss von
Phosphorylierungen bestehen in der ortspezifischen Mutagenese des betreffenden
Aminosaurerestes. Typischerweise werden Serin bzw. Threonin gegen Alanin ausgetauscht
und Tyrosin gegen Phenylalanin, wodurch an betreffender Stelle keine Phosphorylierung
mehr moglich ist (Tarrant & Cole, 2009). Auf diese Weise lassen sich phanotypische
Differenzen betrachten, die sich auf das Fehlen einer entsprechenden Phosphorylierung
zurlckfihren lassen. Neben der Tatsache, dass es sich hierbei um eine indirekte
Beweisfiuihrung handelt, liegen die Schwachen dieser Strategie in der Veranderung der
Polaritat des Proteins sowie der moglichen Beeinflussung von Proteinfaltung und Stabilitat.
Dariberhinaus kann das Fehlen der recht haufigen O-Glykosylierungen an Serin und
Threonin sowie der Sulfatisierung von Tyrosin das Verhalten eines Proteins im zellularen

Kontext weitreichend verandern.

1.5.2.2. Ortspezifischer Ersatz durch ahnliche Aminoséurereste

Eine sehr einfache Strategie besteht im Austausch des betreffenden Aminosaurerestes
durch eine natlrliche Aminosaure, welche den Zustand einer phosphorylierten Aminosaure
nachahmt. In der Praxis bedeutet dies einen Austasch von Phosphoserin (pSer) oder
Phosphotyrosin (pTyr) gegen Aspartat und Glutamat (Thorsness & Koshland, 1987). Die
dadurch eingeflhrte negative Ladung ist primar flr die Erkennung als Pseudosubstrat

verantwortlich, wenngleich die Seitengruppen sich strukturell, hinsichtlich der GréRe - der
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Phosphoester ist deutlich groRer als eine Carbonsauregruppe - wund der
Koordinationsmdglichkeiten merklich unterscheiden. In einigen Beispielen (Potter & Hunter,
1998; Hao et al., 1996) konnte die Serinphosphorylierung ausreichend imitiert werden.
Insbesondere gilt dies fur die phosphorylierungsabhangige Trimerisierung des
Signalproteins Smad3 (Chacko et al, 2001). Allerdings lasst sich dieser Weg nicht auf
sonderlich viele Proteine Ubertragen. Insbesondere die Wechselwirkung von pSer-haltigen
Ligandproteinen mit 14-3-3 Domanen lasst sich auf diese Weise nicht vermitteln (Zheng et
al., 2003).

Ein anderer Ansatz besteht in der Nachahmung von pTyr-Resten durch p-Carboxymethyl-
Phenylalanin (cmF). Diese Aminosaure lasst sich durch Suppression des amber-Stop-
Codons (TAG) ortspezifisch in Proteine einbauen (Xie et al, 2007). Die
Rontgenstrukturanalyse des Komplexes aus dem modifizierten Tetrapeptidliganden
cmFEEI und der Lck-SH2-Domane konnte ein Koordinationsverhalten der unnatirlichen
Aminosaure zeigen, welches einem pTyr-haltigen Liganden (pYEEI) dhnlich ist (Tong et al.,
1998). Allerdings war in der gleichen Studie die Dissozationskonstante des cmF-haltigen
Liganden 450-fach schwacher als die des pTyr-haltigen Gegenstlicks. Damit ist diese
Modifikation fur die Untersuchung pTyr/SH2-vermittelter Proteinkomplexe wenig geeignet
(Waksman et al., 1992, 1993). Somit sind andere Strategien erforderlich.

1.5.2.3. Ersatz der Phosphorylierung durch Sulfatierung

Eine weitere einfache Mdglichkeit der Imitation von Phosphoserin kann laut Lamoureaux
und Lee 2011 durch Umsetzung von Proteinen mit Na,S,0s erfolgen, wodurch
Cysteinresten sulfoniert werden. Dadurch wird eine Phosphoserin dhnliche und geladene
Struktur erzeugt. Zur Modifikation einer Serin-Phosphorylierungsstelle muss diese lediglich
mittels ortspezifischer Mutagenese durch Cystein ersetzt werden. Durch Behandlung der
Proteine mit Reduktionsmitteln wie DTT konnte die Sulfatgruppe wieder entfernt werden.
Der Vorgang ist reversibel und durch Pufferaustausch beliebig oft wiederholbar.

Mit dieser Methode gelang es, die wichtigen Phosphorylierungstellen 218 und 222 der
menschlichen MEK1-Kinase (einer MAP-Kinase) umzusetzen und deren Erkennung
nachzuweisen. Dem grof’en Vorteil der einfachen Darstellung und Handhabung steht
allerdings die nicht vorhandene Selektivitdit der Reaktion gegeniber, da auch nativ
vorkommende Cysteinreste modifiziert werden.

In &hnlicher Weise wurde die Substitution von pTyr durch O-Sulfotyrosin (sTyr) untersucht.
Attraktiv ist diese Aminosauremodifikation durch das Vorhandensein einer sTyr-
spezifischen Aminoacyl-tRNA-Synthetase, die den ortspezifischen Einbau durch amber-
Supression ermoglicht (Liu & Schultz, 2006). Die Tatsache, dass es sich bei sTyr um eine

naturlich vorkommende, posttranslationale Modifikation handelt (Sako et al., 1995; Stone et
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al., 2009), ist interessant, zumal. beobachtet wurde, dass sTyr-haltige kompetitive
Inhibitoren der Phosphatase PTP1N diese ahnlich dem pTyr-haltigen Substrat koordinieren
(Glover & Tracey, 1999). Allerdings weist die Sulfonatgruppe im Vergleich zur
Phosphatgruppe Unterschiede in der Komplexierungsgeometrie sowie eine veranderte
Ladung bei physiologischen pH-Werten auf. Weiterhin konnten in vitro gebildetete sTyr-
spezifische Antikérper pTyr nicht erkennen (Hoffhines et al., 2006).

Eine Studie (Ju et al., 2013) zur Wirksamkeit von sTyr als Ersatz fur pTyr zeigt ahnliche
Resultate wie beim Ersatz von pTyr durch cmF (siehe Kapitel 1.5.2.2.). In der Studie konnte
die phosphorylierungsabhangige Dimerisierung des Transkriptionsfaktors STAT1 durch
sTyr701 anhand der spezifischen DNA-Bindung belegt werden. Den Autoren zufolge wiirde
das sTyr-modifizierte Protein allerdings eine deutlich geringere Bindungseffizienz in vivo
erzielen: Fur den Komplex aus dem bereits mehrfach genannten. (pY)EEI-Peptid und der
SH2-Domane von Src wurde ein Ky von etwa 60 nM ermittelt, wahrend der Austausch des
Phosphotyrosins gegen sY zu einem dramatischen Abfall der Affinitat auf etwa 9600 nM
fuhrte. Durch Punktmutationen der fur die pTyr-Bindung wichtigen Aminosauren der pTyr-
Bindungstasche von Src-SH2 konnte eine Angleichung der Affinitaten beider Modifikationen
erzielt werden, allerdings mit K-Werten im mikromolaren (uM) Bereich und somit mit

schwindender Affinitat fur den regular phosphorylierten Zustand.

1.5.2.4. Direkter Einbau von Phosphoserin tGber amber-Supression

Eine direkte Mdglichkeit zum ortspezifischen Einbau von Phosphoserin in Proteine wurde
kirzlich in der Arbeitsgruppe von Dieter Soll gezeigt (Park et al., 2011). Hierbei wird eine
metabolische Besonderheit methanogener Archaeen genutzt: eine Aminoacyl-tRNA-
Synthetase, welche Phosphoserin auf eine Cysteinyl-tRNA (bertragt (Sep-tRNACY).
Bendtigt wird diese ungewdhnlich beladene tRNA als Edukt zur Biosynthese von Cystein
(Cys-tRNA®), da diesen Archaeen eine Cysteinyl-tRNA-Synthetase fehlt.

Um Phosphoserin ortspezifisch in E. coli durch amber-Supression einbauen zu kénnen,
wurde eine Cys-tRNA aus Methanocaldococcus jannaschii (mit mutiertem amber-
Anticodon) sowie eine Phosphoseryl-tRNA-Synthetase aus Methanococcus maripaludis
gewahlt. Obwohl die Beladung der tRNA mit Phosphoserin in vitro gelang, konnte der
Einbau in Proteine in E. coli zunachst nicht bewerkstelligt werden. Der Grund hierfir war
die fehlende Wechselwirkung der beladenen Sep-tRNA®® mit dem Elongationsfaktor EF-
Tu. Dieses Problem wurde durch Punktmutationen von sechs Aminosaureresten in EF-Tu
geldst. E. coli-Stamme mit dem modifizierten Elongations-faktor (EF-Sep)konnte schlief3lich
Phosphoserin direkt eingebaut werden. Belegt wurde dieser abermals anhand der

menschlichen MEK1 Kinase.
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1.5.2.5. Einbau unnatirlicher Aminoséuren als Ersatz fir Phosphotyrosin

Neben den bereits erwahnten Phosphotyrosin-Analoga cmF und sTyr (vgl. Kapitel 1.5.2.2.
und 1.5.2.3.) wurden unterschiedliche substituierte Phosphonate (Pmp) beschrieben (Abb.
6), welche anstelle des Phosphoesters eine Methyleneinheit aufweisen und Phosphatase-
stabil sind (Burke et al.,, 1994). Entsprechende Verbindungen wurden als Phosphatase-
stabile Phosphotyrosin-Analoga (ber Festphasenpeptidsynthese in Peptide eingebaut.
Hierbei stellte sich heraus, dass das difluorsubstituierte Phosphonat (F.Pmp) mit pTyr
vergleichbare Eigenschaften besitzt, wahrend die Funktionalitdt des einfach
fluorsubstituierten (FPmp) Uber das unsubstituierte (Pmp) bis zum

Monohydroxysubstituierten Phosphonat (HPmp) merklich abnahm.
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Abb. 6: Phosphotyrosin und literaturbekannte Anaolga

Beim Versuch, durch Deprotonierung von Pmp eine dem F,Pmp &hnliche Wirkung zu
erzeugen, wurde festgestellt, dass die Funktionalitdt pH unabhangig war und eher auf die
Imitation der polaren Wechselwirkungen der freien Elektronenpaare des Sauerstoffs durch
die Fluorsubstituenten beruht (Chen et al., 1995).

1.5.2.5.1. Semisynthese von ortspezifisch phosphorylierten Proteinen

Dieser Ansatz bedient sich einer geradlinigen Strategie. Der Grof3teil des Proteins wird in
einem Wirtsorganismus Uberexprimiert und aufgereinigt, wahrend der Sequenzbereich mit
der zu modifizierenden Position per Festphasenpeptidsynthese dargestellt und
anschliefend an das Zielprotein ligiert wird. Die Ligationsmethode der Wahl ist die EPL
(Expressed Protein Ligation), welche auf der Methode der NCL (native chemische Ligation)
basiert (Hackenberger & Schwarzer, 2008).

Bei der nativen chemischen Ligation (NCL) handelt es sich um ein Ligationsverfahren
ungeschutzter Peptide, das spontan und chemoselektiv unter milden Bedingungen ablauft.
Die zu ligierenden Peptide werden als N- und C-Peptid bezeichnet. Fur die NCL muss der
C-Terminus des N-Peptids als Thioester modifiziert sein; die N-terminale Aminosaure des

C-Peptids muss ein Cystein sein (Dawson et al., 1994, Hackenberger et al., 2005). Der
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Schlusselschritt der NCL ist die reversible Umesterung des Thioesters durch Cystein,
anschliel®end erfolgt der irrevesible Angriff der N-termninalen NH,-Gruppe des C-Peptids
(gelaufig als ,Capture and Rearrangement®). Hierdurch wird per Umlagerung eine neue
Peptidbindung geknlipft. Die Chemoselektivitat der Reaktion wird durch die raumliche Nahe
der freien Aminogruppe zum Thioester erzeugt, andere Cysteine des C-Peptids kénnen nur
die reversible Umesterung eingehen, nicht jedoch die Umlagerung. Die NCL bietet die
Méoglichkeit, im Rahmen der Festphasensynthese modifizierte Peptide an Proteine zu
ligieren und somit ortspezifisch modifizierte Proteine darzustellen. Allerdings hat diese
Methode auch Nachteile. Durch reine NCL von Peptiden lassen sich diese zwar Uber
mehrere Ligationsschritte zu kurzen Proteinen verbinden, allerdings ist dies sehr langwierig
und zu aufwendig, wenn der Anwendungsfokus nicht auf der Synthese selbst liegt.

Die Erweiterung der Methode zur Ligation von Peptiden mit Proteinen wird als Expressed
Protein Ligation (EPL) bezeichnet, wobei ein Peptid an ein exprimiertes Protein ligiert wird
(Abb. 7). Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass erheblich l1angere Polypeptidketten
gebildet werden kénnen als durch NCL (Perler, 2002; Hackenberger & Schwarzer, 2008).
Die Ligation des Peptids kann dabei sowohl am N- als auch am C-Terminus des Proteins
erfolgen. Die haufigere Variante ist die Ligation eines N-Proteins mit einem (modifizerten)
C-Peptid. Hierfur wird das Protein als Fusionsprotein mit einem Intein und einer C-
terminalen Chitin-Bindungsdomane (CBD) exprimiert. Durch die CBD kann das ganze
Protein auf einer Chitin-Affinitatsmatrix zur Aufreinigung immobilisiert werden. Durch das
Intein wird auf natirliche Weise der Thioester gebildet. In einer folgenden Einschritt-
Reaktion wird durch Zugabe eines Thiols (meist 2-Mercaptoethansulfonat, MESNA) und
des Cystein-haltigen Peptids in Losung Uber den Thioester das semisynthetische Protein
gebildet. Diese Variante wurde erstmals von Muir et al. 1998 beschrieben, wobei die
Semisynthese von Csk-Kinase mit einem C-terminal pTyr-haltigen Peptid gelang.

Die andere Mdglichkeit ist die Ligation eines N-terminalen Peptids an das exprimierte
Protein. Hierflir bendtigt das Peptid wie bei der NCL einen Carboxythioester, das Protein
muss ein N-terminales Cystein besitzen. Da der genetische Code in der Regel ATG als
Startcodon vorsieht und damit Methionin als erste Aminosdure eingebaut wird, muss der N-
Terminus des Proteins so gespalten werden, dass ein N-terminales Cystein entsteht. Dies
I&sst sich mit verschiedenen Proteasen frei nach Wahl bewerkstelligen, z.B. durch Met-
Aminopeptidasen, Sumo-Protease oder Faktor Xa (Xu et al., 1999). Es folgt wie im vorigen
Fall eine Umesterung nebst Ligation. Eine nicht minder grof3e Limitation besteht darin, dass
durch EPL zwar grofe Proteine selektiv markiert werden kénnen, die Positionierung der

Modifikationen allerdings auf den Bereich beider Termini limitiert ist.
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Abb. 7: Semisynthese von Proteinen durch Expressed Protein Ligation (nach Tarrant & Cole, 2009)

1.5.3. Chemoselektive und bioorthogonale Reaktionen zur Proteinmodifikation
Chemoselektive, bioorthogonale Reaktionen haben die Forschungsmoglichkeiten im
Bereich der Chemischen Biologie entscheidend bereichert, wenn nicht gar revolutioniert.
Beide Attribute werden haufig synonym verwendet, jedoch sollte man diese unterscheiden.
Chemoselektivitat ist definiert als die bevorzugte Reaktion eines chemischen Reagenz mit
einer oder mehrerer funktioneller Gruppen. Von hoher Chemoselektivitat spricht man, falls
die betreffende Reaktion nur mit einer geringen Zahl funktioneller Gruppen verlauft (IUPAC,
1997).

Bioorthogonalitat bezeichnet eine Reaktion, die in einem biologischen System ablaufen
kann und mit diesem weder wechselwirkt noch es behindert (Sletten & Bertozzi, 2011).
Bioorthogonalitat wird haufig durch die Verwendung hoch chemoselektiver funktioneller
Gruppen erreicht, allerdings kann diese effektiv auch durch Enzymspezifitat vermittelt
werden. Ein Beispiel hierfur ist der in dieser Arbeit zur bioorthogonalen
Fluoreszenzmarkierung verwendete Snap-Tag (Keppler et al., 2003, 2004), der Halo-Tag
(Los et al., 2008) oder der Avi-Tag, der zur ortspezifischen Biotinylierung verwendet wird
(Athavankar & Peterson, 2003).

1.5.3.1. Ortspezifischer Einbau nicht-kanonischer Aminoséauren
Chemoselektive Reaktionen benétigen als Edukte funktionelle Gruppen, welche nicht auf

anderen Molekllen im Reaktionsgemisch vorhanden sind. Fir den Einsatz chemoselektiver
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Reaktionen auf Proteinebene bedeutet dies, dass die funktionellen Gruppen samtlicher
kanonischer Aminosauren fur ortspezifische, bioorthogonale Reaktionen nicht zur
Verfugung stehen. Daher wird eine Strategie bendtigt, unnaturliche Aminosduren
ortspezifisch in Proteine einzubauen.

Die Ortspezifitat auf Proteinebene wird allein durch den genetischen Code vermittelt, der
bekanntermalfien 64 Codons, also 64 Signale umfasst. Von dieser Auswahl werden 61
Codons zum Einbau der kanonischen 20 Aminosduren verwendet. Um unnaturliche
Aminosauren ortspezifisch einbauen zu kénnen, kann eines der drei Nonsense-Codons
verwendet werden, welche normalerweise zum Translationsabbruch fihren (Chin, 2011;
Wang et al., 2009a; Robertson et al., 1989). Diese sind UAG (genannt amber), UAA (ochre)
sowie UGA (opal). Die Trivialnamen leiten sich von UAG ab, dass nach dessen Entdecker
Harris Bernstein (Bernstein, engl. amber) in Analogie benannt wurde. Des Weiteren wird
die 22. proteinogene Aminosaure Pyrrolysin (Pyl) (Hao et al., 2002) in vivo durch amber
kodiert, wahrend die 21. proteinogene Aminosaure Selenocystein (Sec) durch opal kodiert
wird. Allerdings treten diese Aminosauren selten auf, Pyl nur in einigen methanogenen
Archaeen. Im Regelfall liegen fur die drei Stopcodons keine tRNAs mit passendem
Anticodon vor.

Um ein Stopcodon als Sense-Codon fir die Einfihrung einer unnatirlichen Aminosaure
nutzen zu kénnen, wird eine Suppressor-tRNA bendétigt, flr die Suppression des amber-
Codons beispielsweise eine tRNAcua. Flr die Beladung mit der gewlinschten Aminosaure
wird dartber hinaus eine zugehdrige Aminoacyl-tRNA-Synthetase (aaRS) bendétigt, welche
sowohl die tRNA als auch die Aminosaure erkennt und diese unter ATP-Verbrauch
verestert. Um zu verhindern, dass die unnatlirliche Aminosaure auf tRNAs mit Sense-
Codons, und die tRNAcua mit kanonischen Aminosauren beladen wird, miissen sowohl
aaRsS als auch tRNAcua aus einem anderen Organismus enthommen werden. Sie werden
als orthogonales Paar bezeichnet. AnschlieRend wird die AS-Bindungstasche der aaRS
soweit mutiert, dass sie die gewlnschte unnatirliche AS erkennt. Ebenso wird das
Anticodon der tRNA zu CUA (also Anti-UAG) ausgetauscht. Zum ersten Mal wurde dies in
der Arbeitsgruppe um Peter G. Schultz im Jahr 2001, demonstriert. Es wurde ein
TyrRSARNA™" Paar aus Methanococcus jannaschii zum ortspezifischen Einbau von O-
Methyl-Tyr in E.coli umfunktioniert (Wang et al., 2001). Es folgten orthogonale Paare fir p-
Azidophenylalanin (Chin et al., 2002a), p-Benzophenon (Chin et al., 2002b) und viele

andere.
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1.5.3.2. Einige gebrauchliche bioorthogonale Reaktionen zur Modifizierung von
Proteinen

Nachdem beschrieben wurde, wie unnatlrliche Aminosduren in Proteinen positioniert
werden kénnen, nun einige einige Beispiele fur chemoselektive, bioorthogonale Reaktionen
(Abb. 8). Hierzu zahlen die Hydrazon- sowie die Oximbildung. Hierbei wird die Ketogruppe
als Aldehyd oder Keton in ein Biomolekul eingefihrt, das Hydrazon oder das Oxim werden
auf kleinen organischen Molekilen hinzugeflhrt. Die Einfihrung der Ketogruppe kann
entweder Uber amber-Supression als p-Aceto-Phe erfolgen (Wang et al., 2003), ebenso
lassen sich endstandige Ser-Reste mit NalO, zum a-Ketoaldehyd oxidieren (Geoghegan &
Stroh, 1992).
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Abb. 8: Uberblick iiber einige typische, gebrauchliche bioorthogonale Reaktionen ((nach Lemke)). A) Oxim-
oder Hydrazinligation aan Ketogruppen. B) Cu-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition (CuAAC). C)
Spannungsinduzierte Alkin-Azid-Cycloaddition (SPAAC). D) Sannungsinduzierte Diels-Alder-Reaktion mit
inversen Elektronenbedarf (SPIEDAC).

Eine weitere, wichtige Klasse bioorthogonaler Reaktionen ist die Alkin-Azid-Cycloaddition

unter Bildung eines Triazols. Die Funktionalisierung der Azidogruppe kann variabel sein, flr

die Reaktionsfuhrung entscheidend ist das Alkin. Die Reaktion wurde von Huisgen 1963
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erstmals charakterisiert, allerdings erforderte die Reaktion Hitze, wodurch sie flir die
Anwendung in biologischen Systemen zunachst nicht nutzbar war. Die Fuhrung der
Reaktion bei Raumtemperatur gelang erst durch den Zusatz katalytischer Mengen von
Cu(l) (Rostovtsev et al., 2002; Tornoe et al., 2002), wodurch diese Variante als Kupfer-
katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition (CuAAC) bezeichnet wird. Die Verwendung von Cu(l)
in vivo ist aufgrund seiner cytotoxischen Natur (Link & Tirrell, 2003) nicht unproblematisch,
in vitro kann sich das Problem der koodinierten Bindung von Cu-lonen an das
Peptidriickgrat von Proteinen stellen, welches sich nur mihsam wieder entfernen lasst.
Eine Weiterentwicklung dieser Reaktion verwendet cyclische Alkine (typisch:
Cyclooctatriene), welche durch die Ringspannung eine erhohte Aktivierung aufweisen.
Dieses Verfahren wurde von Bertozzi et. al als spannungsinduzierte Alkin-Azid-
Cycloaddition entwickelt (SPAAC) (Agard et al., 2004; Baskin et al., 2007).

Die Reaktion zeichnet sich durch hohe Umsatzraten aus, wobei diese zum Teil auf Kosten
der Chemoselektivitat anfallen und sich dadurch fur den in vivo Einsatz im Cytosol nur
bedingt eignen (van der Linden et al. 2012). Eine weitere wichtige bioorthogonale Reaktion
ist die spannungsinduzierte Diels-Alder Reaktion mit inversem Elektronenbedarf
(SPIEDAC). Hierbei reagiert ein Tetrazin mit einem trans-Cycloalken (Devaraj et al., 2009).
Fir den Einbau der Cycloalkene liegen geeignete Aminosauren und orthogonale Systeme
vor (Borrmann et al., 2012; Plass et al., 2012). Eine weitere gro3e Gruppe bioorthogonaler
Reaktionen hat die Staudinger-Reaktion als Grundlage, welche zwischen Azidogruppen
und P-(lll)-Verbindungen ohne Katalysator verlauft. Durch die Verwendung einer Phosphor-
Spezies eroffnet diese Reaktionsklasse die Moglichkeit der direkten Addition einer
Phosphoreinheit. Daher sollte die Generierung einer chemoselektiven Phosphorylierung
Uber die Staudinger-Reaktion verlaufen. Aus diesem Grund wird diese Reaktionsklasse im

Folgenden genauer betrachtet.

1.5.3.3. Die Klasse der Staudinger-Reaktionen

Reaktionen von Phosphor-(lll)-verbindungen und Aziden zu Phosphiniminen werden
heutzutage unter dem Namen Staudinger Reaktion zusammengefasst. Anfang des
zwanzigsten Jahrhunderts gelang Hermann Staudinger und Jules Meyer (Staudinger &
Meyer, 1919) erstmalig die Bildung von Triphenylphosphin-phenylimin unter Freisetzung
von Stickstoff aus Phenylazid und Triphenylphosphin (Abb. 9A).

Die Reaktion beginnt mit dem nukleophilen Angriff des Phosphins an das terminale
Stickstoffatom des Azids und der Bildung eines Phosphazids. Das Phosphazid ist ein
Zwitterion und reagiert nun Uber einen viergliedrigen Ubergangszustand unter Abspaltung
von elementarem Stickstoff zum Phosphinimin welches im Gleichgewicht zur Stickstoff-
Ylidform vorliegt (Widauer et al. 1999; Tian & Wang, 2004).
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Abb. 9: A) Staudinger Reaktion von Triphenylphosphin und Phenylazid. B) Staudinger Reduktion des

Phosphorimins zum primaren Amin unter Freisetzung von Phosphinoxid

Phosphinimine erméglichen die Darstellung einer Vielzahl an unterschiedlichen Phosphor-
(V)-verbindungen, in Abhangigkeit der zugegebenen Reagenzien und
Reaktionsbedingungen (Gololobov & Kasukhin, 1992). Meyer und Staudinger hatten bereits
1919 die wassrig saure Aufarbeitung von Triphenylphosphinphenylimin beschrieben
(Staudinger & Meyer, 1919), in deren Verlauf die P=N Bindung gespalten wird und ein
primares Amin sowie Triphenylphosphinoxid erhalten wird, die sog. Staudinger Reduktion
(Abb. 9B). Diese fand in der organischen Synthese zur Einflihrung primarer Amine
Verwendung.

Eine Weiterentwicklung der Staudinger Reaktion zur Anwendung unter physiologischen
Bedingungen wurde erst Anfang des einundzwanzigsten Jahrhunderts vorgestellt: die
Staudinger Ligation (Saxon & Bertozzi, 2000). Mittels einer am Phenylphosphin
angebrachten elektrophilen Falle gelang es, den negativ geladenen Stickstoff des
Stickstoff-Ylids als Amid abzufangen (Abb. 10). Die physiologische Anwendbarkeit dieser
Reaktion wurde an Jurkat Z-Zellen demonstriert, deren Oberflache durch Metabolisierung
azidhaltiger Sialinsduren marikert wurde. Die Zellen wurden mit einem biotinhaltigen
Phosphin inkubiert, der Umsatz wurde im Anschluss durch FITC-markiertes Avidin sichtbar
gemacht. Kontrollen mit unmodifizierten Zellen konnten belegen, dass die Markierung der
Zelloberflache nur in Gegenwart von Azidogruppen stattfand, die Staudinger Ligation ist
demnach in vivo chemoselektiv und bioorthogonal.

Kurz darauf stellten sowohl Raines et. al. (Nilsson et al., 2000) als auch Bertozzi et. al.
(Saxon et al., 2000) unabhangig voneinander eine Variante der Staudinger Ligation vor, in

der die elektrophile Falle Uber eine Thio-Esterbindung an ein Peptid angebracht wird und
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durch den elektrophilen Stickstoff des angreifenden Stickstoff-Ylids wieder verdrangt wird —

die Spurlose Staudinger Ligation.
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Abb. 10: Mechanismus der Staudinger Ligation.

Die Verwendung von Phosphiten (Serwa et al., 2009) und Phosphoniten (Vallée et al.,
2010, 2013) als Funktionalisierungsmethode fir azidhaltige Peptide, Proteine und
Polyglycerole wurde in der Gruppe von C. P. R. Hackenberger eingehend untersucht.
Hierbei wird die Tatsache genutzt, dass die Hydrolyse der Stickstoff-Ylide von Phosphiten
und Phosphoniten nicht zur Spaltung der P-N Bindung flhrt, sondern stattdessen eine

Alkoxy-Gruppe abgespalten wird, wodurch ein Phosphoramidat bzw. Phosphonamidat

entsteht.
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Abb. 11: Synthese eines ungeschitzten Phosphoramidats auf Proteinebene mittels Staudinger-Phosphit-

Reaktion

Diese P-Amidate sind unter physiologischen Bedingungen stabil und ermdglichen so
beispielsweise die Einfiihrung von Polyethylenglykol (Serwa et al., 2010), Kohlenhydraten
(Bbhrsch et al., 2012), Biotineinheiten (Béhrsch et al, 2010) oder Fluorophoren (Méller et
al., 2012). Die Reaktion eines symmetrischen ortho-Nitrobenzylphosphits mit einem para-
Azidophenylalanin-haltigem Peptid oder Protein flihrt zu einem geschiitzten

Phosphoramidat, welches anschlieBend durch Lichtinduktion abgespalten werden kann
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(Abb. 11). Auf diese Weise lassen sich auf Protein und Peptidniveau ungeschitzte
Phosphoramidate darstellen, welche aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit vermutlich als
Analoga fur Phosphotyrosin dienen kénnen (Serwa et al., 2009, 2010). Weiterhin lasst sich
Uber diesen Weg die bisher wenig charakterisierte natirliche posttranslationale Modifikation

des Phospholysins darstellen.

1.5.4. Uberblick tiber die zellfreie Proteinsynthese

Der Leser konnte vermuten, dass es sich bei der zellfreien Proteinsynthese um ein
neuartiges Konzept handelt. Dem ist allerdings nicht so. Bereits Anfang der Flinfzigerjahre
des vergangenen Jahrhunderts wurde die Beobachtung gemacht, dass isolierte
Zellfraktionen in der Lage waren, Proteine zu synthetisieren (Borsook 1950; Winnick 1950a;
1950b; Siekevitz & Zamecnik 1951; Peterson and Greenberg 1952). Mithilfe der zellfreien
Proteinsynthese gelang es Nierenberg und Matthaei 1961, das erste Codon des
genetischen Codes zu bestimmen (UUU kodiert Phe, Nirenberg & Matthaei, 1961). Bereits
bei diesem Experiment basierte die Translation auf einer exogenen Nukleinsdure, hier Poly-
U-RNA. Marschall Nirenberg wurde hierfir (neben Gobind Khorana und Robert Holley)
1968 der Medizinnobelpreis verliehen.

Zellfreie Proteinsynthese basiert auf drei grundlegenden Komponenten: einem Zelllysat,
welches die eigentliche Translationsmaschinerie enthalt, darunter die Ribosomen, tRNAs,
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, einer Mischung aller proteinogenen Aminosauren sowie
Energie in Form von ATP (zur Aminoacylierung der tRNAs) und GTP (fur die Aktivitat der
Elongationsfaktoren, EF-Tu und EF-Ts in E. coli basierten Systemen, EF-1 in
eukaryotischen Systemen) sowie der Genmatrize des zu synthetisierenden Proteins in
Form von Boten-RNA. Zelllysate fir die zellfreie Proteinsynthese koénnen aus
prokaryotischen oder eukaryotischen Organismen gewonnen werden. Prokaryotische
Systeme basieren meist auf E. coli (Matthaei & Nirenberg, 1961) wahrend sich bei
eukaryotischen Systemen die Verwendung vor allem von Weizenkeimen (,Wheat germ®,
Roberts & Patterson, 1973), Kaninchenretikulozyten (,Retic, Pelham & Jackson, 1976)
sowie Spodoptera frugiperda (,Insect”, Swerdel & Fallon, 1989) etabliert hat.

Im Rahmen der zellfreien Proteinsynthese missen die Prozesse der Transkription und der
Translation voneinander getrennt betrachtet werden. Frihe Synthesesysteme hatten das
Problem der Verunreinigung durch endogene Proteinsynthese. Erste Lésungen dieses
Problems wurden von Zubay (Lederman & Zubay, 1967; DeVries & Zubay, 1967) sowie von
Gold und Schweiger (1969, 1971) gefunden. Das Zubay-System setzte auf den Verdau
endogener Nukleinsduren (DNA und mRNA) durch endogene Nukleasen, das Schweiger-
Gold-System auf deren Entfernung durch lonen-Austauschchromatographie sowie dem

anschlielenden Zusatz separat aufgereinigter Ribosomen. Spater wurde die Zugabe
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aufgereinigter RNA-Polymerasen von Bakteriophagen (T7 und SP6) (Spirin, 1991; Craig et
al., 1992; Baranov & Spirin, 1993) als zweckdienlichste und einfachste Variante erkannt,
welche heute der allgemeine Standard ist.

Im Regelfall sind zellfreie Systeme nur begrenzte Zeit aktiv, die Syntheseleistung sinkt nach
relativ kurzer Zeit aufgrund inhibierender Effekte von Nukleosidmonophosphaten und
steigender Phosphatkonzentration. Dieses Problem wurde durch die Entwicklung des
CECF-Systems (continuos exchange cell-free) geldst, wobei die Synthesereaktion in einer
Dialyseapparatur durchgefiihrt wird (Alakhov et al, 1995). Hierbei werden der Synthese
durch Verbindung Uber eine semipermeable Membran kontinuierlich frische Aminosauren
und Nukleosidtriphosphate zugesteuert, wahrend inhibitorische Molekille verdinnt werden.
So erhielten Davis et al. 1996 in einem E. coli basierten CECF-System eine Ausbeute von
120-240 ug/ml Luciferase nach 20 h Synthesedauer, wahrend Madin et al. 2000 mehrere
aktive Proteine (Dihydrofolat-Reduktase, GFP, Luciferase) mit einer Ausbeute von 1-4
mg/ml nach 60 h in einem Weizenkeim-CECF publizierten. Mittlerweile erlauben
kommerziell verfigbare Systeme, beispielsweise das E. coli-basierte CECF-System der
RiNA GmbH (Berlin, Deutschland), Proteinausbeuten bis zu 5 mg pro Milliliter Reaktion.

Die zellfreie Proteinsynthese hat viele Vorteile, wodurch sie eine gute Ergadnzung zur
Proteinexpression in Zellen darstellt. Zum einen sind zellfreie Systeme offen, so dass
beliebige gewilinschte Komponenten der Reaktion einfach zugesetzt werden kénnen.
Ebensowenig existiert das Problem der Membranpermeabilitdt bestimmter Substanzen.
Nach Synthese des Proteins ldsst sich dieses ohne einen Zellaufschluss reinigen.
Cytotoxische Proteine kénnen ohne weiteres synthetisiert werden, da kein lebendiger

Organismus gestort werden kann.

Zwei wesentliche Entwicklungen der RINA GmbH, welche im Rahmen dieser Arbeit

Verwendung fanden, sollen hier erlautert werden:

Zum einem handelt es sich um die Fahigkeit zellfreier Systeme, lineare DNA-Matrizen
transkribieren und translatieren zu kénnen, wahrend diese in Zellen sofort degradiert
wuirden und keine Proteinexpression stattfinden wirde. Merk et al. entwickelten 2003 eine
zwei Stufen umfassende PCR-Methode, die es erlaubt, ein Zielgen nach der Amplifikation
mit genspezifischen Primern in einer zweiten PCR-Stufe mit den notwendigen
regulatorischen Elementen fir die gekoppelte Transkription-Translation zu versehen.
Hierzu gehdren der Promotor und Terminator der T7 RNA-Polymerase, eine Shine-
Dalgarno-Sequenz, das Stopcodon sowie ein optimierter 3’-Endbereich mit helikalen RNA-
Bereichen, welcher einen Schutz fir die resultierende mRNA vor exonukleolytischem

Abbau bietet. Das so generierte ,Linear Template* kann zusatzlich wahlweise N- und C-
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terminal mit einem Strep-(l1)- oder einem Hisg-Reinigungstag versehen werden. Der daflr
gepragte Begriff E-PCR (Expressions-PCR) umfasst die Matrizengenerierung sowie die
anschlieRende Expression des Proteins im Batch-System, welche sich innerhalb eines
einzigen Tages bewerkstelligen lasst (Merk, et al. 2003).

Eine weitere Entwicklung ist durch die Offenheit der zellfreien Proteinsynthese ermdglicht.
Gerrits et al. beschrieben 2007 die ortspezifische Markierung zellfrei synthetisierter
Proteine durch chemisch beladene tRNAcyua. Eine unnatirliche, markierte Aminosaure wird
dabei Uber ein amber-Stopcodon (TAG) in ein Protein eingeflhrt. Hierbei lassen sich durch
Einfihren von Biocytin (biotinyliertes Lysin) und Farbstoffen der BODIPY-Reihe Proteine
immobilisieren oder visualisierbar markieren. In diesem Rahmen wurde auch ein amber-
Stop haltiger N-terminaler Initiator entwickelt, der sich vom Beginn des Elongationsfaktors
EF-Tu (E. coli) ableitet. TAG wird hierbei an Position zwei des Leserahmens in einem
definierten, vom Zielprotein unabhangigen Sequenzkontext eingebaut. Dieses
Biotinylierungssystem wird unter dem Namen EasyXpress ssp Biotin Kit von Qiagen
kommerziell vertrieben.

Es ist im Vergleich zu herkbmmlichen Systemen Uuberlegen, da der Biotineinbau
stéchiometrisch erfolgt. Im Gegensatz zur posttranslationalen Umsetzung mit einem
Biotinylierungsreagenz ist hier die direkte Immobilisierung auf Streptavidin-Matrices ohne

einen vorherigen Aufreinigungsschritt moglich.

1.6. Das Modellprotein ADAP

Nachdem im bisherigen Verlauf die Bedeutung von Tyrosin-Phosphorylierungen sowie
Strategien zu deren Untersuchung aufgezeigt wurden, soll nun das im Rahmen dieser
Arbeit zu untersuchende Modellprotein ADAP vorgestellt werden. Bei ADAP (adhesion and
degranulation promoting adapter protein) handelt es sich um ein menschliches
Adapterprotein (ohne enzymatische Aktivitat), welches in allen Blutzellen aufer B-Zellen

und Erythrozyten vorkommt. Seine Funktion wurde vor allem in T-Zellen untersucht.

1.6.1. Allgemeine Eigenschaften von ADAP

Bei ADAP (Adhesion and Degranulation Promoting Adapter Protein) handelt es sich um ein
menschliches Adapterprotein, welches keine enzymatische Aktivitat besitzt. Es wurde als
SLAP-130 (Musci et al., 1997) und FYB-120 (Fyn-binding protein of 120 kDa) (da Silva et
al., 1997) nahezu zeitgleich identifiziert. Obwohl die letztere Arbeit das Protein als Fyn-
Bindungspartner beschreibt, wurde hier auch die dominante Interaktion mit SLP-76
beobachtet. ADAP ist ein verhaltnismaRig groles Protein von 783 Aminosaureresten.
Seine Primarstruktur weist eine eigenstéandige N-terminale Region auf, wahrend sich im C-

terminalen Bereich zwei helikal erweiterte SH3 Domanen, eine mdgliche Ena/VASP
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Bindungsstelle sowie zwei nukleare Lokalisierungsmotive befinden (Heuer et al., 2004,
2005).
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Abb. 12: Primarstruktur von ADAP. Angezeigt sind die beiden SH3-Domanen (griin) mit den vorgelagerten
Kernlokalisationssequenzen (NLS1, 2), die Prolin-reichen Sequenzen (blau) sowie die Bindungsstellen fir
SKAP55, SLP-76 und Fyn. Angezeigt sind ebenfalls die bestatigten phosphorylierten Tyrosinreste in vivo
(goldene Beschriftung), sowie Tyrosine, deren Phosphorylierungsstatus ungekart ist (schwarze Beschriftung).

Entnommen von Sylvester et al., 2010.

Zudem wird hauptsachlich der C-terminalen Bereich durch die Fyn-Kinase
hyperphosphoryliert (da Silva et al.,, 1997; Huang et al., 2000), wodurch ADAP die
Méoglichkeit der SH2-Domanen vermittelten Interaktionen mit verschiedenen Partnern
ermoglicht (Abb. 12).

1.6.1.1. Der T-Zell Rezeptor

T-Zellen sind ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems. Sie sind in der Lage, schadhafte
und infizierte Zellen zu beseitigen. Grundlage hierflr ist ein physischer Kontakt zwischen
einer Zielzelle, die ein Antigen prasentiert (APC, antigen presenting cell) und der T-Zelle.
Dieses wird auf Seite der APC durch einen groRen Rezeptor, den MHC (major
histocompability complex) vermittelt, dessen Gegenstick der T-Zell Rezeptor (TCR) ist. Der
T-Zell Rezeptor ist ein oligomerer Komplex mehrerer Proteine: das Heterodimer CD3af
bildet seinen Kernbereich und interagiert mit dem MHC. Die Heterodimere CD3pe und
CD30b¢ stabilisieren den Kernbereich extrazelluldr, wobei sie nur kurze cytoplasmatische
Bereiche haben. Zum TCR gehdrt weiterhin das Homodimer CD3((, welches lange
zytoplasmatische Bereiche hat und als Ankerpunkt fiir zytoplasmatische Proteine dient.
Nach Aktivierung und Ko-Stimulierung durch CD4 oder CD8 (abhangig von T-Zelltyp)
werden die C-Ketten durch die Lck-Kinase an ihren sogenannten ITAM’s (immunoreceptor

tyrosine-based activation motifs) hyperphosphoryliert. Diese ITAMs weisen Tandem-
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Tyrosinmotive der Form YXXI/LXs.sYXXI/L auf, die als Ligand der Tyrosinkinase ZAP-70
dienen, welche damit an den TCR rekrutiert und aktiviert wird. ZAP-70 phosphoryliert
daraufhin mehrere Substratproteine wie PLCG1, LAT, Vav1 und SLP-76. Durch die TCR-
Stimulierung wird die Proliferation der Zellen stimuliert, ebenso wie die Expression und
Sekretion von IL-2, das wiederum umliegende T-Zellen als Signalverstarkung stimuliert

sowie die Aktivierung von Integrinen.

1.6.1.2. Integrine verstarken den TCR-vermittelten Zell-Zell Kontakt

Integrine sind immunglobulinartige Ankerproteine, die einen spezifischen Liganden auf der
Zelloberflache anderer Zellen erkennen und binden kdnnen. Hierbei handelt es sich um
heterodimere Transmembranproteine der Form af, mit einem groRRen, extrazellularen,
immunoglobulinartigen Bereich und kurzem cytoplasmatischen Abschnitten. Bisher wurden
in Wirbeltieren 24 a- und acht (- Untereinheiten charakterisiert, welche nur 24
unterschiedliche Integrine bilden (Zhang & Wang, 2012), wobei in Leukozyten bisher die
Expression von zwolf Integrinen bekannt ist (Hogg et al., 2003; Springer 1994).

Ihre kurzen cytoplasmatischen Bereiche dienen als Ankerpunkte fir Signalproteine und
Proteine des Cytoskeletts (Luo et al., 2007). Sie sind notwendig, um den physisch auf die
T-Zelle wirkenden Scherkrafte des Blutstroms entgegenzuwirken und das TCR Signal zu
stabilisieren. Daher werden nach der TCR-Stimulierung Integrine zum TCR rekrutiert, um
den Zell-Zell-Kontakt zu festigen. Die Aktivierung der Integrine kann auf zwei Wegen
erfolgen: durch das sogenannte ,inside-out® sowie das ,outside-in“ Signalling.

Beim Inside-out signalling wird die Integrinaktivierung durch die Aktivierung eines
Rezeptors, meist des TCR, aber auch durch chemokine Rezeptoren an die Integrine
weitergeleitet, wobei die Adhasion der Zelle als Antwort auf die Rezeptoraktivierung
verstarkt wird. Beim Outside-in signalling wird ein Integrin durch Erkennung eines Liganden
aktiviert, die dadurch verursachte Konformationsanderung lasst Interaktionen an den
cytoplasmatischen Ende der Inteine zu, die sich wiederum als Signal weiter auf die Zelle

Ubertragen lassen. ADAP ist an beiden Prozessen beteiligt.
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1.6.2. Bekannte Interaktionen von ADAP

Insgesamt wurden Interaktionen von ADAP mit den Proteinen SLP-76, Fyn, SKAP-55,
Carma1 und VASP beschrieben, wobei die ersten beiden durch Tyrosin-Phosphorylierung
induzierbar, und die letzten drei von transienter Natur (also unabhangig von

posttranslationalen Modifikationen) sind (Abb. 13).

Stimuli: chemokines, antigens
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Abb. 13: Ubersicht der Integrin-vermittelten Signalwege in T-Zellen. Aus Zhang & Wang, 2012.

Phosphorylierungsabhangige Interaktionen geht ADAP zum Beispiel mit SKAP-55 ein,
welches ebenfalls ein Adapterprotein ist. Hierbei interagiert der Prolin-reiche Abschnitt von
ADAP um P360 (vgl. Abb. 12, S. 33) mit der SH3-Domane von SKAP-55 (Kliche et al.,
2006). Darlber hinaus kann ein prolinunabhangiges Motiv in SKAP-55 an die C-terminale
SH3-Domane von ADAP binden, wobei diese verstarkende Wirkung der ADAP-P360-
SKAP-SH3 Interaktion hat.

Ebenfalls wird angenommen, dass die Interaktion von ADAP mit SKAP-55 zwei
unterschiedliche Fraktionen von ADAP erzeugt (Burbach et al., 2011), die unterschiedliche
Funktionen aufweisen. Mit SKAP-55 assoziiertes ADAP interagiert (phosphorylierungs-
abhangig) mit SLP-76 und wird so dem Inside-out sowie dem Outside-In Signalling zur
Verfligung gestellt, wobei der Komplex zwischen ADAP und SLP-76 direkt am Outside-In
Signalling beteiligt ist (Baker et al., 2009). Freies ADAP interagiert dagegen mit Carma1
(Medeiros et al., 2007) und greift in die Aktivierung von NF-k-B ein.

Die Interaktion von ADAP mit SLP-76 wurde bereits bei dessen Charakterisierung
beobachtet (Musci et al., 1997). Sie wird durch die phosphorylierten Tyrosine pTyr595 und
pTyr651 an die SH2-Domane von SLP-76 erzeugt. Dieser Komplex wird durch SLP-76

35



Einleitung

weiterhin mit Vav1 verknUpft, wodurch Einfluss auf das Aktin-Zytoskelett genommen wird.
Ebenfalls kann SLP-76 mit Grap2 (Gads) interagieren. Der Komplex wird dann an LAT und
somit in die Nahe des aktivierten TCR dirigiert. Unabhangig von Grap2 und LAT leitet der
SLP-76/ADAP Komplex als Antwort auf die Aktivierung des TCR das Inside-out Signalling
ein.

Durch Aufhebung der Interaktion zwischen SLP-76 und ADAP (Y,595,651F;) kann das
Integrin LFA-1 keine durch Inside-Out Sigalling ausgelésten Cluster mehr ausbilden (Geng
et al., 1999; Raab et al., 1999; Veale et al., 2000) und LFA-1 kann des Weiteren nicht mehr
zur Verstarkung der immunologischen Synapse herangezogen werden. Ebenso wird die

Expression von Interleukin IL-2 inhibiert (Wang et al., 2004).

1.6.3. Modellsysteme

Um die Analyse Phosphotyrosin-vermittelter Protein-Protein-Wechselwirkungen weiter zu
entwickeln, stellen sowohl ADAP als auch das Phosphorylierungsmotiv YEEI des MT-
Antigens gut geeignete Modellsysteme dar.

Das Phosphorylierungsmotiv des MT-Antigen ist beziglich seiner phosphorylierung-
sabhangigen Interaktion zu den SH2-Domanen der Src-Familie (Src, Lck, Fyn) sehr gut
charakterisiert worden. Die Struktur seiner Interaktion mit Src-SH2 wurde gel6st (Waksman
et al., 1993). Ebenso liegen Informationen zur physiologischen Relevanz der Bindung von
Fyn in vivo vor (Dunant et al., 1997). Ausschlaggebend fur die Wahl dieses Motives als
eines der beiden Modellsysteme war zudem, dass detaillierte Ergebnisse zur Affinitat von
phosphoryliertem YEEI zu den SH2-Domanen von Src, Lck und Fyn vorliegen (Ladbury et
al., 1995; Payne et al., 1994). Hierdurch eignet sich diese Sequenz zur Validierung von
Messmethoden und ermittelten Kg-Werten sehr gut.

Entscheidende Grinde fir die Wahl von ADAP als Modellprotein liegen in dessen gut
charakterisierten phosphorylierungsabhangigen Wechselwirkungen mit den SH2-Domanen
von SLP-76, Fyn und Nck. Des Weiteren ist die Phosphorylierung von Uberexprimiertem
ADAP in vitro eine etablierte Methode (Sylvester et al., 2010). Der Zugang zu
phosphoryliertem Protein als Bindungspartner und Kontrolle ist somit gewahrleistet.

Neben den oben genannten Interaktionspartnern wurden in einem proteombasierten
Ansatz weitere potenzielle Bindungspartner von ADAP identifiziert (Lange et al., 2010).
Diese Studie stellt einen idealen Ausgangspunkt fur die vorliegende Arbeit dar: In dieser
gemeinsamen Studie der Arbeitsgruppen von Christian Freund (Freie Universitat Berlin)
und Eberhard Krause (FMP Berlin) wurde durch Pulldown an immobilisierten
Festphasenpeptiden, die die ADAP-Phosphorylierungsstellen pTyr595, pTyr625 und
pTyr771 enthielten, in SILAC-markierten Jurkat T-Zell Lysaten ein gutes Dutzend weiterer

mdglicher Interaktionspartner gefunden, die grétenteils dem TCR-Umfeld angehdren.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Das Globalziel der Arbeit war es, Methoden und Werkzeuge zur Optimierung der
Untersuchung  Phosphotyrosin-abhangiger  Protein-Protein ~ Wechselwirkungen  zu
entwickeln. Ein wesentlicher Punkt bestand hierbei in der Beantwortung der Frage, ob
funktionelle Interaktionspartner durch zellfreie Proteinsynthese darstellbar sind. Hierzu
zahlten sowohl die phosphorylierten Ligandproteine als auch die modular aufgebauten
Bindungspartner in Form von SH2-Domanenproteinen.

Bisher wurden fur die Untersuchung SH2-vermittelter Interaktionen von Phosphoproteinen
kurze Peptidsequenzen als ausreichende Liganden betrachtet. Es gelang bisher noch nicht,
K¢-Werte fir Interaktionen mit phosphorylierten Volllangen-Proteinen zu bestimmen.
Darlber hinaus sind fir die meisten Phosphoproteine gar keine Ky-Werte verflgbar. Ein
wichtige Aufgabe innerhalb der vorliegenden Arbeit war deshalb die Bestimmung von K;-
Werten Tyrosin-phosphorylierungsabhangiger Protein-Protein  Wechselwirkungen auf
Proteinniveau. Hierflr sollte anhand des Modellsystems ADAP ein Arbeitsfluss entwickelt
werden, wobei es besonders darauf ankam, geeignete Methoden fir die Proteinsynthese
der beiden Interaktionspartner ausgehend von DNA-Sequenzen, fur die qualitative
Funktionsanalytik und flir die abschlieRende quantitative Bestimmung von
Dissoziationskonstanten auszuwahlen und in einem fein aufeinander abgestimmten
Arbeitsschema zu optimieren und zu kombinieren. Als Nebeneffekt sollten hierdurch auch
potenzielle Interaktionen von ADAP, die in einer vorangegangenen in vivo—Studie (Lange et
al., 2010) erstmalig gefunden wurden, auf biochemischer Ebene weiter charakterisiert
werden.

Die Fahigkeit zur Generierung einer ortspezifischen, selektiven Tyrosin-Phosphorylierung
kann ein wertvolles Werkzeug flir die Erforschung dieses Gebietes darstellen, da hiermit
bestimmte Phosporylierungsstellen innerhalb eines Proteins selektiv adressiert und so
stdchiometrisch einheitlich phosphorylierte Proteine hergestellt werden kdnnten. Anhand
des neu aufgebauten Modellsystems sollte deshalb in einem weiteren Arbeitspaket die
Eignung eines durch eine Staudinger-Phosphit-Reaktion generierbaren arylischen
Phosphoramidats, welches in der Arbeitsgruppe entwickelt wurde (Serwa et al., 2009), als
Phosphotyrosinanalogon unter physiologisch realistischen Bedingungen untersucht
werden, wodurch eine vielversprechende Alternative zur ortspezifischen, stdchiometrisch

einheitlichen und quantitativen Phosphorylierung von Proteinen umgesetzt werden sollte.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst anhand des menschlichen T-Zell Proteins ADAP
ein Arbeitsfluss entwickelt werden, der die Charakterisierung direkter Interaktionen Tyrosin-
phosphorylierter Proteine mit SH2-Domanenproteinen unter Zuhilfenahme der zellfreien
Proteinsynthese schnell und zuverlassig ermaoglicht. Dieser Arbeitsfluss beginnt mit der
unabhangigen zellfreien Darstellung beider Interaktionspartner in einer fir die Analyse

bendtigten funktionalisierten Form (Abb. 14).

| SH2 cDNA Bibliothek ‘ .\ H
ii) i)
S-=TAG — -3 L5 H.N{ SH2 protein . Machweis direkter Inter-
COOH =) aktionen durch Fulldown

Linear Template

liii)

-~

p \
[ Sub- | v} — i K., Bestimmung durch
| klonierung | HoN ~{ SH2 proteint. .o, —> g
pY MST
N T

B LSNAT -ADAP

Abb. 14: Geplanter Arbeitsfluss zur Optimierung der Funktionsanalyse Tyrosin-phosphorylierter Proteine am
Beispiel von ADAP. i) Generierung ortspezifisch markierbarer Linearer Templates von SH2-Domanenproteinen.
i) Synthese ortspezifisch biotinylierter SH2-Domanenproteine durch das EasyXpress ssp Biotin Kit.
AnschlieBende  Immobilisierung  auf  Streptavidin-beladenen  Kugelchen  und  Pulldowns  mit
fluoreszenzmarikertem ADAP. iii) Klonierung ausgewahlter Linear Templates zur iv) Synthese von unmarkierten
SH2-Domanenproteinen im gréReren MaRstab. AbschlieBend Kq Bestimmung in Lésung durch Microscale
Thermophorese (MST).

Durch die Moglichkeit, Proteine ausgehend von PCR-generierten linearen Matrizen (Linear
Templates) zellfrei synthetisieren zu kénnen, wird eine groRere Anzahl verschiedener SH2-
Domanenproteine zuganglich. Als Quelle fur die PCR dient eine Vektor-basierte cDNA-
Bibliothek. Die linearen Matrizen werden im 5'-Initiatorbereich mit einem amber-Stopcodon
ausgestattet, welches den ortspezifischen Einbau unnatirlicher Aminosauren ermdglicht.
Zum ersten Analyseschritt wird hierbei durch das EasyXpress site specific Biotin Kit eine
Biotineinheit in Form von Biocytin in die Proteine eingefuhrt. Dadurch kénnen die SH2-
Domanenproteine direkt an Streptavidin-beschichteten Affinitatsmatrices immobilisiert
werden, es folgen Pulldown-Experimente fir jedes SH2-Protein mit in Lésung befindlichem
ADAP. Hierbei wird neben phosphoryliertem ADAP auch nicht-phosphoryliertes ADAP als

Negativkontrolle verwendet. Die so gewonnenen Daten beantworten die Frage, ob eine
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direkte Interaktion mit dem jeweiligen SH2-Protein stattfindet oder nicht. DarUber hinaus
dient der Pull-down als Qualitatskontrolle flir die synthetisierten Proteine. Der Pulldown-
Ansatz kann durch die Methode der Uberstandsabreicherung (Pollard 2010) erweitert
werden. Auf diese Weise koénnen Ky-Werte abgeschatzt und die Aussagekraft des
Pulldowns in einen groReren Kontext gesetzt werden, indem beispielsweise eine erste
Bindungshierarchie aufgestellt wird.

Um die Bestimmung von Kd-Werten in Lésung durch Microscale Thermophorese zu
ermoglichen, mussen die SH2-Proteine im groReren Mal3stab synthetisiert werden. Hierflr
werden die Linear Templates durch Klonierung in den Vektor pIX3.0 in eine passende Form
zur Durchfihrung von CECF-Synthesereaktionen gebracht. Das amber-Stopcodon wird
dabei durch eine modifizierte E. coli tRNAS® s unter Einbau von Serin unterdriickt.

Die zu untersuchenden Phosphoproteine, in dieser Arbeit ADAP und eine Positivkontrolle
fur die Kd-Wertbestimmung (das YEEI-Motiv aus dem Middle T Antigen), werden in der
Form eines Fusionsproteins mit dem Snap-Tag synthetisiert. Dies erlaubt vor allem eine
ortspezifische Fluoreszenzmarkierung uUber den Snap-Tag, ermdglicht aber auch eine
Handhabung kirzerer Phosphopeptidmotive in Form von richtigen Proteinen, wie im Falle
des YEEI-Motivs. Die in dieser Arbeit untersuchten Phosphoproteine werden durch in vitro.-
Phosphorylierung mit aufgereinigter Fyn-Kinase modifiziert, was sowohl ko-als auch
posttranslational moglich war.

Bevor der Arbeitsfluss zusammengefiihrt werden konnte, musste zunachst die Darstellung
der einzelnen Komponten in funktionaler Form untersucht werden. Hierzu wurde als Erstes

ADAP sowie dessen Phosphorylierung in vitro untersucht.

3.1. Werkzeuge zur verbesserten Analyse von Phosphoprotein-Interaktionen

3.1.1. Expression von ADAP-Varianten

ADAP ist ein Gerlstprotein mit einer Kettenlange von 783 Aminosauren, welches keine
enzymatische Aktivitat besitzt und dessen Zweck in der Ausbildung von Proteinkomplexen
besteht. In vorherigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass ADAP vorwiegend im C-
terminalen Bereich ab Position 486 mehrfache Tyrosin-Phosphorylierungen erfahrt (Abb.
15A). Im besonderen Male konnte den phosphorylierten Tyrosinresten 595 und 651 die
Bindung an die SH2-Doméne von SLP-76 zugeordnet werden, wahrend Tyr625 zur
Bindung an die SH2-Doméne von Fyn-Kinase beitragt. In Abbildung 15A ist ersichtlich,
dass sich diese drei Hauptphosphorylierungsstellen zwischen den beiden SH3-Domanen in
einer unstrukturierten Linkerregion befinden. Somit sollte dieser Bereich den grofiten Anteil
an der Bindung von SH2-Doméanen beitragen. Folglich wurden sechs unterschiedliche

Varianten des C-terminalen Bereichs von ADAP durch Expressions-PCR, basierend auf
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Linearen Matrizen (Linear Templates) dargestellt. Die Linear Templates wurden hierbei im
Hinblick auf die Proteinreinigung mit Sequenzen fir einen N-terminalen Strep-Tag und
einen C-terminalen His-Tag ausgestattet. Die erfolgreiche Expression aller sechs Linear
Templates ist in Abb. 15B dargestellt. Wie erwartet, war die Expression der linearen
Matrizen etwas schwacher als die eines plasmidbasierten Kontrollproteins (EF-Ts). Die
Synthese lieferte aber mit 90-140 pg/ml ausreichend Material flr nachfolgende
Untersuchungen. Interessant ist die Tatsache, dass alle sechs ADAP-Varianten im SDS-

Gel das Laufverhalten eines etwa 20 kDa grof3eren Proteins aufweisen.

A B EF-Ts |aDaP-alaDarelaoarc|  |soaPD|aparc|aparr
M G|L G|L G|L G|L M G|L G|L G|L

L) - .
N/ | hsHa"] [sEE] ] c i) | - e [ ; o=
7 X .

L - . 28

Abb 15: A) Sequenzabdeckung der generierten Linear Templates fir ADAP. Stellvertretend sind fiir ADAP-A
die Sequenzen des N-terminale S-(Il)-Tags sowie des C-terminale His-Tags skizziert B) Zellfreie Synthese der
generierten Templates unter Einbau von "C-Leu als Marker. i) Autoradiogramm, ii) Coomassie-Farbung der
Gele. Bahnen: G: Auftrag des Gesamtansatzes, L: Auftrag des Idslichen Anteils nach Zentrifugation.

Dieser Befund deckt sich mit Erfahrungswerten aus der Arbeitsgruppe von Prof. Freund
(Freie Universitat Berlin). Vermutlich lasst sich das veranderte Laufverhalten auf die Prolin-
reiche Ena/VASP Bindungsstelle (P®'%*?°) zuriickfiihren, méglicherweise in Kombination mit
der stark negativen Ladung dieses Bereiches (ADAP®’®®% p| 4 1). Es ist bekannt, dass
Prolin-reiche Sequenzen in der SDS-PAGE ein scheinbar hoheres Molekulargewicht
aufweisen (Ziemer et al., 1982).

Ebenfalls interessant ist die Tatsache, dass bei allen ADAP-Varianten niedriger laufende
Banden auftreten. Da diese wie die Volllangenproteine *C-Leu enthalten, miissen sie aus
der frischen Synthese stammen. Hierfur kommen zwei Erklarungen in Betracht. Zum einen
kann es sich um Abbruchprodukte der Translation handeln. Zum anderen kénnen die
Proteine an Sollbruchstellen zum Teil fragmentiert sein. Ein Beispiel einer labilen
Peptidbindung in Proteinen ist Pro-Asp. Um den Befund zu Uberprifen, wurden vier

Varianten von ADAP jeweils Uber beide Tags gereinigt. (Abb. 16). Bei der Aufreinigung
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Uber den N-terminalen Strep-Tag zeigt sich, dass neben dem Hauptprodukt auch
Proteinfragmente kleinerer GroRRe eluiert werden. Die Eluate der Uber den C-terminalen
His-Tag immobilisierten Proteine zeigen hingegen nur das gewlinschte Vollangenprodukt.
Daraus kann abgeleitet werden, dass die Herkunft der kiirzeren Fragmente auf einem
vorzeitigen Translationsabbruch beruht. Eine posttranslationale Spaltung der Proteine ist

auf Grund der fehlenden Restfragmente sehr unwahrscheinlich.

ADAP-A, ADAP-B ADAP-E ADAP-A ADAP-D
MG ‘S1|S2|H1|H2 G |s1 G ‘S1|S2|H1|H2 M| G |S1‘52|53|H1|H2|H3 G |s1 ‘52 ‘53|H1|H2|H3
2| - : AR AR STt A

S ARl

Abb. 16: Autoradiogramme der Aufreinigungsfraktionen der ADAP-Varianten A, B, D und E. Bahnen: G:
Unaufgereinigter Gesamtansatz nach der Synthese. S: Eluat der Aufreinigung tber den N-terminalen Strep-Tag
(StrepTactin-Matrix). H: Eluat der Aufreinigung Uber den C-terminalen His-Tag (Ni-NTA-Matrix). Die Zahl gibt
die Reihenfolge der Eluate an, H2 entspricht dem 2. Eluat der Aufreinigung.

Besonders deutlich wird dies anhand von ADAP-A und -E. In beiden Varianten zeigen sich
kirzere Fragmente mit gleichem Molekulargewicht. Da beide Matrizen mit Position 570
beginnen, lasst sich folgern, dass der Translationsabbruch an den gleichen Positionen
erfolgt. Die Varianten B und E enthalten jeweils den gesamten C-Terminus von ADAP. In
beiden Fallen Iasst sich zusatzlich eine leicht kirzere Nebenbande verglichen mit dem
Hautprodukt beobachten, was auf eine Abbruchstelle kurz vor Ende des Leserahmens
hindeutet. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die erzeugten Proteine stabil und
I6slich sind. Beide Termini sind aufgrund der erfolgreichen Immobilisierung zuganglich. Im
Hinblick auf die Reinigung von Volllangenprotein eignet sich der C-terminale His-Tag
offensichtlich besser.

Ddie Linear Templates der Varianten A, B und E wurden in das Expressionsplasmid plX3.0
kloniert, um langfristig stabile Templates verfiUgbar zu haben. Plasmide und Linear
Templates zeigten vergleichbare Ausbeuten (Tabelle 2).

Tabelle 2: Syntheseausbeuten der ADAP-Varianten A-F und des Kontrollproteins EF-Ts

Ausbeute | ADAP-A ADAP-B | ADAPC | ADAP-D | ADAP-E | ADAP-F| EF-Ts
Gesamt | 8,5uM 25 29 44 48 514 17,7
(1403 pg'mi) | (91, (1024 | 1154 | (1327 | 433.8 | (559.1
Léslich | 8,6uM 26 27 41 4.9 49 17.6
(142,3 poimd) | (95.2) {96.,8) (1069 | (1348 | @26 | (522,3)
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3.1.1.1. In vitro Phosphorylierung und Qualitatskontrolle von ADAP

Nachdem die Expression und die Handhabbarkeit verschiedener ADAP-Sequenzen
untersucht wurde, sollten diese durch Fyn-Kinase phosphoryliert werden. Hierflir wurde
eine in Spodoptera frugiperda Zellkultur exprimierte und aufgereinigte Enzymfraktion
verwendet. Weil sich fir die Phosphorylierung notwendige Komponenten (hierunter vor
allem ATP und Mg?*) auch in den in vitro Translationssystemen befinden, wurde Fyn direkt
zu Translationsansatzen von ADAP zugegeben. Analysen zeigen, dass eine selektive in
vitro Phosphorylierung von ADAP stattfand, wahrend die Hintergrundproteine des E. coli
Lysates nicht phosphoryliert wurden. Dies unterstreicht den Vorteil der Proteinexpression in
einem heterologen System. Die Phosphorylierung von ADAP konnte sowohl per Western-
Blot als auch durch Bindung an immobilisierte Fyn-SH2 nachgewiesen werden (Abb. 17).
Mit dem unter Anwesenheit von Fyn-Kinase exprimierten ADAP wurde ein Pulldown mit
GST-gekoppelter  Fyn-SH2-Domane  (immobilisiert  auf ~ GST-Magnetkligelchen)
durchgefuhrt. Als Negativkontrolle diente ein Translationsansatz von ADAP ohne Kinase.
Hierbei konnte fur die Variante ADAP-A die phosphorylierungsabhangige Bindung an Fyn-
SH2 belegt werden (Abb. 17A). Die Bindung von phosphorylietem ADAP and Fyn-SH2
I&sst sich sowohl in der Coomassie-Farbung, als auch in der Autoradiographie beobachten.
Wie erwartet kann nicht-phosphoryliertes ADAP-A keine Interaktion mit der SH2-Domane
eingehen. Die Analyse der Pulldownproben uber per Western Blot mit einem Anti-pTyr
Antikérper konnte zeigen, dass in dem Proteingemisch des zellfreien Proteinsynthese-
Ansatzes durch die zugegebene Kinase das Zielprotein ADAP-A selektiv phosphoryliert
wurde. Die Beladung der Membran wurde durch einen Anti-Strep-Tag Antikorper
kontrolliert, der ADAP-A unabhangig vom Phosphorylierungszustand erkennt. Hierbei zeigt
sich, dass sowohl mit Fyn als auch ohne Fyn exprimiertes ADAP auf die Membran
Ubertragen wurde (Abb. 17A).

Obwohl die im Ansatz zugesetzte Fyn-Kinase das Volllangenprotein samt SH2-Domane ist,
ist diese im Unterschuss zu ADAP-A und daruber hinaus im deutlichen Unterschuss zur
immobilisierten GST-Fyn-SH2 zugegen, wodurch eine Bindungskonkurrenz beider Proteine
um ADAP-A ausgeschlossen werden kann. Interessant ist ferner, dass die per Strep-Tag
Antikorper detektierte Phospho-ADAP-A Bande im Eluat deutlich schwacher ist als die
Bande im Durchlauf, wobei der Phosphotyrosin-Western Blot sowie das Signal der '*C-
Autoradiographie fur beide Fraktionen gleiche Signalintensitaten liefert. Neben der
Erklarung, dass die Entfernung der Phosphotyrosin-Antikorper vor der Inkubation mit dem
Anti-Strep-Antikdrper ungleichmaRig verlief, kdnnte der Befund auch auf einen heterogenen
Phosphorylierungsgrad hindeuten. Allerdings sind Signalintensitaten im Western-Blot nur in

einem engen Bereich linear anhangig von der Konzentration, was sich auch an der

42



Ergebnisse

Sattigung des Strep-vermittelten Signals zwischen Trannslationsansatz und Durchlauf des

nicht phosphorylierten Ansatzes nachvollzogen werden kann.

A ADAP-A+ Fyn ADAP-A -Fyn B ADAP-B + Fyn ADAP-B - Fyn
M| T]UP| wasch [Eluate | T [UP| Wasch [Eluate 7[up| waseh  [Eluate
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Abb. 17: Ko-translationale Phosphorylierung von ADAP durch Fyn und anschlieRender Pulldown mit GST-Fyn-
SH2. A) Pulldown am Beispiel von ADAP-A. B) Pulldown von ADAP-B. C) Pulldown von ADAP-A™"595 6512,
Jeweils i) Coomassie-Farbung des Gels, ii) Autoradiogramm zur Detektion von ADAP , iii) Western-Blot gegen
einen antipTyr-Antikdrper zur Detektion der Tyr-Phosphorylierung, iv) Western-Blot gegen einen anti-S-II (Strep-
Tag) Antikorper zur Detektion von ADAP auf der Membran. Rote Pfeile markieren die Position von ADAP.M:
Langenstandard, T: Translationsansatz, UP: Ungebundenes Protein, Wasch: Waschfraktionen, Eluate:

Elutionsfraktionen in SDS-Probenpuffer. Frim Marker: Lauffront des Gels.

Da im kinasefreien Ansatz keine Phosphorylierung beobachtet werden konnte, lasst sich
erwartungsgeman eine mogliche endogene Phosphorylierung von ADAP-A durch etwaigige
im Lysat vorhandene endogene Kinasen ausschlieBen. Die deutlich zu beobachtende
Interaktion ist allein auf die Phosphorylierung durch Fyn zurlckzufthren.

Nachdem die Interaktion fir ADAP-A gezeigt war, wurde der Versuch mit der langeren
Variante ADAP-B durchgefihrt (Abb. 17B). Hierbei konnte beobachtet werden, dass
phosphoryliertes ADAP-B in deutlich starkerem Malte an Fyn-SH2 bindet, als dies der Fall
fur ADAP-A ist. Allerdings konnte ebenfalls eine leichte Bindung von nicht-phosphorylierten
ADAP-B beobachtet werden. Diese ist deutlich schwacher als die des phosphorylierten
Ansatzes, allerdings scheint die langere Sequenz eine weniger ausgepragte Spezifitat als
der Linkerbereich (ADAP-A) gegeniiber Fyn-SH2 zu besitzen. Da eine endogene
Phosphorylierung durch die detaillierte Untersuchung von ADAP-A ausgeschlossen werden

konnte, wurde im Hinblick auf die Untersuchung der Staudinger-Phosphit vermittelten
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Interaktionsfahigkeit beschlossen, im weiteren ADAP-A als Referenzsequenz zu

verwenden. Im Folgenden wird daher fur ADAP-A das Synonym ADAP verwendet.

Nachdem ein Detektionsassay fir die Phosphotyrosin-vermittelte Bindung an SH2-
Domanen mit ADAP als Modellprotein etabliert werden konnte, sollten im ADAP-
Leserahmen ausgewahlte Tyrosincodons gegen das amber-Stopcodon (TAG) durch
zielgerichtete Mutagenese ausgetauscht werden. Der Zweck war es, den Einbau von p-
Azidophenylalanin und damit die Staudinger-Phosphit vermittelte Bildung von
Phosphoramidaten zu ermdéglichen. Wie oben erwahnt, tragen die Tyrosinreste 595, 625
und 651 entscheidend zur SH2-abhangigen Bindung von Partnerproteinen in T-Zellen bei.
Dabei besitzen die Tyrosinreste 595 und 651 das gleiche C-terminale Erkennungsmotiv
(YDDV) fur SLP-76 und Nck1/2, wahrend Tyrosin 625 mit YDGI fiur die Bindung an Fyn
verantwortlich ist.

Um einen definierten Ablauf der Staudinger-Phosphit-Reaktion zu erméglichen, wurde der
Entschluss gefasst, zwei der drei Codons zu mutieren. Hierfur fiel - angesichts der gleichen
Erkennungssequenzen - die Wahl auf die Tyrosincodons 595 und 651. Nachdem der Erfolg
der zielgerichteten Mutagenese per DNA-Sequenzierung nachgewiesen werden konnte,
wurde das Protein ADAP™?™ analog zu ADAP-A und -B in Anwesenheit von Fyn
exprimiert und dem Funktionstest unterzogen. Die Suppression der TAG-Codons wurde
hier durch eine spezielle Alanyl-tRNA erzielt, welche das amber-Anticodon CUA tragt und
durch die endogene Alanyl-tRNA-Synthetase beladen wird. Somit wurde im Protein an den
Positionen 595 und 651 anstelle der im Wildtyp vorhandenen Tyrosine Alanin eingebaut.
Das Ergebnis belegt, dass ADAP™?*@ nicht an Fyn-SH2 bindet. Ein paralleler
Kontrollversuch mit der nicht-mutierten Gensequenz zeigte die phosphorylierungs-
abhangige Bindung von ADAP an Fyn-SH2 in gewohntem Malie (Abb. 17C). Diese
Beobachtung ist insofern interessant, da in dem mutierten Protein Tyr625 nach wie vor
vohanden ist, und dieser Position die Vermittlung der Bindung zu Fyn-SH2 zugeschrieben
wird. Da der Kontrollversuch die Aktivitat der Kinase belegt, lasst sich daraus folgern, dass
die Tyrosine 595 und 651 einen grofieren Beitrag zur Bindung von Fyn zeigen als bisher
gedacht. Die entscheidende Aussage dieses Experiments ist jedoch, dass das durch
zielgerichtete Mutagense generierte ADAP™™A™ als Modellprotein fiir die Staudinger-

Phosphit-Reaktion geeignet ist.

3.1.1.2. Fluoreszenzmarkierung von ADAP uber Snap-Fusion und Qualitatskontrolle
Um die Sensitivitdt des Bindungsassays zu erhéhen, sollten die generierten ADAP-
Konstrukte fluoreszenzmarkiert werden. Ein attraktives Werkzeug hierfr ist der sogenannte

Snap-Tag. Dieser 189 Aminosauren (AS) lange Tag ist von der menschlichen O6-Methyl

44



Ergebnisse

Guanyltransferase abgeleitet und kann mit geeigneten Substraten am aktiven Zentrum des
Enzyms (Cys 145) kovalent modifiziert werden. Als Substrate sind unter anderem mehrere
Farbstoffderivate kommerziell erhéltlich. Die Snap-Markierung erfolgte durch Klonierung
des Leserahmens von ADAP in den Snap-Tag Expressionsvektor pSET7-26b, wobei der
offene Leserahmen unter Kontrolle des T7-Promotors steht. ADAP wurde C-terminal an
den Snap-tag fusioniert. Dazu wurde zwischen beiden Proteindomanen eine TEV-Protease
Schnittstelle mit der Option der Tag-Abspaltung eingefiihrt. Mit ADAP wurde dessen C-
terminaler His-Tag kloniert, um die Aufreinigung des Snap-tag-Fusionsproteins zu
ermaoglichen.

Um zu prifen, ob die Snap-tag-Fusion die Phosphorylierbarkeit von ADAP sowie die
resultierende Bindungsfahigkeit von ADAP beeinflusst, wurde das Protein parallel zum
bisher bestehenden ADAP-Konstrukt mit Fyn co-exprimiert sowie einem Pulldown mit GST-
NCK1-SH2 unterzogen (Abb. 18). Die Expression von Snap-ADAP wurde zusatzlich in
Anwesenheit des Snap-Farbstoffes durchgefiihrt; beide Proteine wurden ferner zur
Vergleichbarkeit mit “C-Leu markiert. Beim Vergleich der MolekiilgréRen anhand des
Laufverhaltens im SDS-Gel Iasst sich die Anwesenheit des Snap-Tags durch ein um etwa
20 kDa erhdhtes Molekulargewicht beobachten, welches der GréRe des Tags entspricht.
Sowohl Snap-ADAP als auch ADAP binden eindeutig phosphorylierungsabhangig an das
angebotene SH2-Protein. Die gebundenen Proteine lassen sich spezifisch aus dem
Komplex eluieren (Abb. 18: Eluate). Nach Autoradiographie und Fluoreszenzdetektion
(Abb. 18 i, iii und v) lassen sich einige Abbruchprodukte erkennen, die aber das
Bindungsverhalten des phsophorylierten Proteins nicht stéren: Bei der Untersuchung des
Phosphorylierungsgrads durch Anti-Phosphotyrosin Western-Blot wird nur die Proteinbande
des vollstandig exprimierten Proteins detektiert (Abb. 18 iv). Auch der Snap-Tag hat
offensichtlich keinen stérenden Einfluss auf die Bindungsfahigkeit von ADAP an das SH2-

Protein.
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Abb. 18: Ko-translationale Phosphorylierung und Vergleich der SH2-Interaktion zwischen Snap-ADAP und

ADAP. i) Autoradiogramm (Detektion von Snap-ADAP und ADAP) ,
ADAP: iii) Anregung des Gels bei 633 nm (Nachweis des markierten Snap-Tags); iv) Western-Blot gegen einen

o

ii) Coomassie-Farbung. Nur fir Snap-

Anti-pTyr-Antikorper zur Detektion der Tyr-Phosphorylierung, v) Detektion der PVDF-Membran bei 633 nm
Anregung nach dem Anti-pTyr Western-Blot. Rote Pfeile markieren die Position von Snap-ADAP.

3.1.2. Synthese einer Bibliothek biotinylierter SH2-Proteine

Nachdem ADAP erfolgreich zellfrei synthetisiert, phosphoryliert und fluoreszenzmarkiert,
sowie dessen phosphorylierungsabhangige Bindung in ersten Pulldown-Experimenten
verifiziert wurde, bestand der nachste Ansatzpunkt zur Verbesserung der Analyse in der
zellfreien Synthese der SH2-Domanenproteine. Das Hauptaugenmerk sollte hierbei auf das
Ermdglichen einer flexiblen Auswahl von zu untersuchenden Interaktionspartnern gerichtet
werden, wobei es insbesondere von Interesse war, schnell ausreichende Mengen an
frischem Protein flr sensitive Pulldowns erzeugen zu konnen. Hierfur stellte die
Technologie der Expressions-PCR (E-PCR), die in der Proteinsynthese basierend auf PCR-
generierten linearen Matrizen (Linear Templates) besteht, einen optimalen Ausgangspunkt
dar. Sie vereinfachte es, auf eine cDNA-abgeleitete Klonkollektion mit SH2-Domanen-
haltigen Proteinen zuriickzugreifen.

In der cDNA-Bibliothek lagen die kodierenden Sequenzen der SH2-Domanenproteine
kloniert in Form eines vollstandigen offenen Leserahmens ohne Immobilisierungstags vor.

Ferner verflgten die Vektoren Uber keine Promotoren, wodurch eine direkte Expression
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nicht moglich war. Um die Synthese immobilisierbarer Proteine zu bewerkstelligen, wurden
expressionsfahige Linear Templates generiert. Bei der Generierung der Linear Templates
wurde am 5’-Ende des offenen Leserahmens ein von EF-Tu abgeleiteter Initiator mit
amber-Codon TAG an der zweiten Aminosaureposition (M-amb-KEKFER) positioniert, der
die ortspezifische Einfihrung von biotinyliertem Lysin (Biocytin) mit Hilfe einer chemisch
aminoacylierten amber-Suppressor-tRNA ermdglichte.

Mit Hilfe dieses Systems konnten SH2-Proteine mit einer Biotinylierung innerhalb eines
konstanten N-terminalen Kontextes in léslicher Form synthetisiert werden (Abb. 19).
Ingesamt wurden zwdlf SH2-Domanenproteine dargestellt: Grap2, SLP-76, Fyn, NCK2,
Src, Lck, Vav1, SH2D1A, BCARS3, PIK3R1, Syk und Rasa1l. Die drei letztgenannten
Proteine enthalten jeweils zwei SH2-Domanen (Tandem-SH2). Hier wurden zunachst
Leserahmen untersucht, welche beide SH2-Doménen enthielten. Zusatzlich wurden
Matrizen fir die isolierten SH2-Domanen von Rasa1 (RasaN und RasaC) sowie PIK3R1
(PIK3N und PIK3C) generiert. Fur die Proteine NCK2, Lck, und Src wurden die
Domanengrenzen auf der Basis von Rontgenstrukturdaten (Lange et al., 2003; Tong et al.,
1998, Frese et al., 2006) gesetzt.

Fyn

Lck

NCK2?

Vaul

BCAR3

PIK3R1

G‘L

G|L

G|L

G‘L

G|L
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28 kDa | ="
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Abb. 19: Kontrollsynthese der ortspezifisch biotiylierten SH2-Domanen von Fyn, Lck, Src, NCK2 und Vav1
sowie der SH2-haltigen Proteine BCARS3, Rasa1 und PIK3R1. Bahnen: G: Gesamtansatz, L: Ldsliches Protein.
i) Autoradiographie, ii) Coomassie-Farbung des SDS-PAGE.

Wie Src und Lck wurden und Slp-76 auch als isolierte SH2-Domane dargestellt. In den
Fallen von BCAR3 (825 AS), Grap2 (330 AS) und SH2D1A (128 AS) wurde aufgrund
fehlender Strukturinformation der gesamte Leserahmen des Proteins dargestellt. Im Falle
von Vav1 wurde neben der SH2-Domane auch der Grof3teil der N-terminalen SH3 Domane
in die Matrize einbezogen.

Fir Bindungsstudien wurden sowohl bereits charakterisierte als auch nur vermutete

Bindungspartner von ADAP ausgewahlt. Zu der ersten Gruppe gehdren die SH2-Doméanen
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von SLP-76, Fyn und NCK2. Zur zweiten Gruppe gehdren u.a. Proteine, die in einer
Proteomstudie (Lange et al., 2010; Stephanowitz et al., 2010) in Jurkat T-Zell Lysaten als
potenzielle weitere Interaktionspartner von ADAP identifiziert wurden. Hierzu gehdren
Grap2 und SH2D1A, ebenso wie Rasa1 und PIK3R1.

Rasa 1 war besonders interessant, da sein N-Terminus mit zwei SH2-, einer SH3, einer
PH- und einer C2-Domane vielfaltige Verknilpfungsmdglichkeiten zu anderen Proteinen
enthalt, welche Rasa1 als vielseitigen Modulator in Proteininteraktionsnetzwerken wirken
lassen (Pamonsinlapatham et al., 2009). Die bekannteste Eigenschaft von Rasa1 ist, dass
es am C-Terminus eine Ras-GTPase aktivierende (RasGAP) Domane besitzt und die
intrinsische Inaktivierung des wichtigen Signalproteins Ras beschleunigt, welches die
Aktivierung der MAP-Kinase Kaskade reguliert (Bryant et al., 1996; Avruch et al., 2001).
PIK3R1 hingegen ist eine regulatorische Untereinheit der Phosphoinositol-3-Kinase und
entsprechend an diesem Regulationsweg beteiligt (Antonetti et al., 2001). Lck und Src,
gehdren wie Fyn zur Familie der Src-Kinasen, wobei Src im Gegensatz zu Fyn und Lck
nicht in T-Zellen vorkommt und als Positivkontrolle aufgenommen wurde (Huang et al.,
2000). Weiterhin wurde Syk, eine mit ZAP-70 verwandte Tyrosinkinase, die auch in
bestimmten T-Zelllinien prasent ist, ausgewahlt, sowie BCARS3, ein Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor (GEF). Uber dessen Funktion bisher nicht viel bekannt ist, der aber
transient exprimiert wird (van Angthoven et al., 1998). Ebenfalls Gber eine GEF-Funktion
verfugt Vav1, das mit ADAP indirekt Gber SLP-76 in einem Komplex verbunden ist, aber
nicht direkt mit ADAP interagiert, das in der Signaltransduktion des aktivierten T-Zell
Rezeptors unabdingbar ist (Raab et al., 1997).

Damit enthielt die dargestellte SH2-Bibliothek sowohl charakterisierte als auch nur

vermutete Bindungspartner von ADAP, sowie in Vav1 auch eine Negativkontrolle.

3.1.3. Weitere Konstrukte von ADAP und wichtige Kontrollkonstrukte

Um einerseits die Flexibilitat des Arbeitsflusses zu demonstrieren, andererseits aber auch
die anhand von ADAP generierten Daten validieren zu koénnen, wurden weitere
Phosphoproteinkonstrukte dargestellt. Im Besonderen wurde hierbei das Augenmerk auf
die Anwesenheit klar definierter Phosphorylierungsstellen gerichtet.

Das Erkennungsmotiv YEEI ist in der Literatur als hochaffiner Ligand von SH2-Domé&nen
der Src-Kinasefamilie beschrieben und intensiv auf der Ebene von phosphorylierten
Festphasenpeptiden untersucht worden (Waksman et al., 1992; Ladbury et al, 1995). Diese
Sequenz wurde ausgewahlt, um einen direkten Vergleich von in dieser Arbeit gewonnenen
Bindungsdaten mit Literaturwerten (Ladbury et al, 1995) der entsprechenden SH2-
Domanen (im besonderen Src, Fyn, Lck) zu ermobglichen und so die verwendeten

Methoden zu validieren. YEEI wurde analog zu ADAP als Snap-Fusionsprotein dargestellt.
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Snap-EEl beinhaltet die Phosphorylierungsstelle Tyr324 des Middle T Antigens des
Hamster Polyomavirus (MT>'>%3"); der relevante Bereich entspricht einem Heptadecapeptid.
In der Konstruktion von Snap-EEIl wird die Sequenzspezifitat von Peptiden mit den
Molekuleigenschaften von Proteinen verknlpft.

Ein weiteres Konstrukt, Snap-595, umfasst die Umgebung der Phosphorylierungsstelle
Tyr595 von ADAP (ADAP°®°%%) ebenfalls in Form eines Heptadecapeptid. Von den
genannten Konstrukten wurden auch amber-Varianten kloniert, um den phosphorylierbaren
Tyrosinrest ortspezifisch gegen andere Aminosauren austauschen zu koénnen,
beispielsweise gegen p-Azidophenylalanin als Anknlpfungspunkt fir die Staudinger-
Phosphit-Reaktion und gegen Alanin fir Negativ-Kontrollen.

Weiterhin wurden zwei SH3-Doméanen aus ADAP kloniert. Die N-Terminale SH3-Domane
von ADAP (hSH3n) umfasst den Bereich zwischen den Aminosauren 486 und 579,
Uberlappend mit dem unstrukturierten Linker-Bereich, der als ADAP-A geflihrt wird. Beide
Bereiche sind ebenso in der Variante ADAP-B (vgl. Abb. 15A, S. 40) enthalten. Durch Fyn
wird hSH3n in vitro selektiv nur an einer einzigen Position phosphoryliert, Y571 (muindliche
Mitteilung Christian Freund, Freie Universitat Berlin). Durch das im Rahmen dieser Arbeit
generierte Snap-Fusionsprotein (Snap-SH3n) konnte dazu beigetragen werden, die
Tandem-SH2-Domanen der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase Zap-70 als Interaktionspartner
zu identifizieren (Kuropka et al., 2013). Ebenfalls wurde die C-terminale SH3 Domane

(hSH3c, ADAP®"%78") als isoliert exprimierbare Matrize dargestellt.

55 kD3
i 36 kDg| =
") 28 kDa

17 kD4

Abb. 20: Analyse der zellfreien Expression und ko-translationalen Markierung der Fusionsproteine Snap-595,
Snap-EEI und Snap-hSH3n sowie des Snap-Leervektors zur Kontrolle. i) Anregung des Gels bei 633 nm. ii)
Coomassie-Farbung des Gels. W: Expression der Wildtypsequenz, T: Expression der Amb-Mutanten unter

Termination des amber-Stopcodons. Rote Pfeile markieren die Positionen von Snap und Snap-hSH3n.

Nach der erfolgreichen Klonierung und Sequenzierung wurde die Exprimierbarkeit der
Konstrukte untersucht. Im RF1-haltigen Expressionsystem lassen sich die eingefiihrten
amber-Stopcodons nachweisen (Abb. 20). Sowohl fir die Konstrukte Snap-595 und Snap-

EEI, als auch fir Snap-SH3n lassen sich bei der Expression der amber-Varianten Proteine
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von etwas geringerer Lange als im Falle der nicht-mutierten Sequenzen beobachten,
welche aber ein hdéheres scheinbares Molekulargewicht aufweisen als der isolierte Snap-
Tag.

Gereinigtes Snap-595 und Snap-hSH3n wurden mit Fyn in vitro phosphoryliert und die
Bindung an ausgewahlte SH2-Domanen (Syk-NC und GST-NCK1) untersucht. Snap-595
bindet klar an NCK1-SH2. Eine Bindung an Syk-NC konnte weder in Falle von Snap-595
noch bei Snap-hSH3n beobachtet werden. Syk-NC war aber wie erwartet in der Lage, an
ADAP zu binden (Abb. 21).
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Abb. 21: Tests gegenuber der phosphorylierungsabhangigen Bindung von Snap-SH3n und Snap-595. A)
Pulldown von phosphorylierter hSH3n und Y595 gegen Syk (Tandem-SH2-Domanen). B) Positivkontrolle der
Interaktion zwischen Syk und Snap-ADAP. C) Phosphorylierungsabhangige Interaktion von Snap-595 mit GST-
NCK1-SH2. *: monomeres Streptavidin. #AB: Syk-Tandem-SH2, #C: GST-NCK1-SH2. Rote Pfeife (B)
markieren ADAP, orange Pfeile (C) markieren Snap-595. i) Fluoreszenzanregung 633 nm, ii) Coomassie-
Farbung. Jeweils UP: ungebundenes Protein (Bindungslberstand), W: Waschfraktion, E: Elutionsfraktion
(Strip).

3.2. Funktionsuntersuchungen an Tyrosin-phosphorylierten Proteinen

3.2.1. Pulldown-Screening zur Bestatigung von ADAP-Bindungspartnern

Nachdem im Vorangegangenen gezeigt wurde, dass sowohl fluoreszenzmarkiertes ADAP
als auch SH2-Domanenproteine zellfrei und funktionsfahig dargestellt werden koénnen,
wurden diese zur Funktionsuntersuchung eingesetzt. Wie beschrieben, besteht die
Funktion Tyrosin-phosphorylierter Proteine in der Vermittlung von Protein-Protein-
Interaktionen. Bei der Analyse einer moglichen Wechselwirkung zweier Proteine gilt es

primar zu klaren, ob eine Wechselwirkung stattfindet. Fir diese Untersuchung wurde der
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hierfur gut eignete Pulldown eingesetzt. Die erhaltenen Daten kénnen als qualitative
Analyse aufgefasst werden.

Als konstante Interaktionskomponente wurde ADAP stets in Lésung zugesetzt, wahrend die
unterschiedlichen SH2-Domanenproteine frisch synthetisiert und immobilisiert wurden und

somit eine hohe Wahrscheinlichkeit fir eine korrekte Faltung besitzen. Durch die

Translation in konstanten Reaktionsansatzen, lieR sich ebenfalls der Nachteil
unterschiedlicher zellularer Expressionsniveaus nivellieren und somit eine direkte
Vergleichbarkeit der Ergebnisse erreichen. Durch die hohe Sensitivitdt der

Fluoreszenzmarkierung konnten samtliche Interaktionen mit der gleichen Stammlésung von
phosphoryliertem ADAP durchgefiihrt werden.
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Abb. 22: Ergebnisse der Pulldown-Untersuchung von ADAP®7%¢%

gegen immobilisierte SH2-Proteine. A)
Beispiel eines Pulldowns anhand von Rasa1b. Linkes Hauptfeld: Fluoreszenzdetektion von ADAP nach SDS-
PAGE, mittleres Hauptfeld: Coomassie-Farbung des gleichen Gels, rechtes Hauptfeld: Autoradiogramm zur
Detektion des "C-Leu markierten Rasa1b. Bahnen: UP: Bindungsiiberstand, w: Waschfraktionen, E: Eluat nach
Aufkochen der Festphase in RotiLoad Probenpuffer. Pfeil: ADAP, * Rasa1b, St: durch das Aufkochen von der
Festphase gel6stes, monomeres Streptavidin. B) Relative Anteile an gebundenem im Vergleich zum insgesamt

angebotenen ADAP bestimmt aus Fluoreszenzintensitaten der ADAP Banden im Gel.

Das Ergebnis des Pulldowns (Abb. 22B) zeigt,

unterschiedlicher Intensitat an die angebotenen SH2-Proteine bindet. Aulierdem wurde im

dass phosphoryliertes ADAP mit
Rahmen der Messungen keine Sattigung der Bindung eines SH2-Proteins an ADAP

beobachtet. Fur Rasa1, SLP-76 und PIK3R1 wurde jeweils ein Immobilisierungsgrad von

bis zu 50% beobachtet, wahrend die verbliebenen ca. 50% im Durchlauf enthalten waren
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und folglich nicht gebunden wurden. Ein etwas geringerer Bindungsgrad wurde bei den
SH2-Doménen von Src und Nck2 beobachtet.

Im Vergleich zu Src unterscheiden sich die verwandten SH2-Domanen von Lck und Fyn.
Beide Domanen zeigen eine ausgepragte Sensitivitat gegeniber der Phosphorylierung von
ADAP, binden jedoch einen geringeren Anteil als Src-SH2. Allerdings trat sowohl bei Src
als auch vermindet bei NCK2 eine merkliche Bindung des nicht-phosphorylierten ADAP auf.
Da diese Beobachtung der unspezifischen Bindung reproduziert werden konnte, wurden
die Fraktionen eines Pulldown-Experiments von Src-SH2 mittels anti-pTyr Western-Blot
untersucht, um den Phosphorylierungsgrad von ADAP zu kontrollieren. Als positive
Referenzkontrolle fir eine spezifische Bindung wurden Fraktionen eines Pulldowns gegen
Syk verwendet, als negative Referenz diente ein Pulldown gegen Vav1 (Abb. 23). Hierbei
konnte bestatigt werden, dass der unspezifischen ADAP-Interaktion mit Src kein
experimenteller Fehler z.B. in Form einer unerwinschten Phosphorylierung von ADAP
zugrunde lag. AuRerdem bestétigte das Experiment, dass phosphoryliertes ADAP von Vav1
nicht gebunden wird sowie die deutlich erhéhte Menge an gebundenem ADAP durch Src im

Vergleich zu Syk.

ADAP-P ADAP-OH
Flwl w2|E F |wl|w2| E
Vav1 |
SI'C — -

Abb. 23: Anti pTyr Western Blot gegen Pulldown von Src, Syk und Vav1l zur Kontrolle des
Phosphorylierungsgrades von ADAP. Bahnen: F: Bindungsiberstand, w: Waschfraktionen, E: Eluat nach
Aufkochen der Festphase in RotLoad.

Die Tandem-SH2-Domanen von Syk konnten phosphoryliertes ADAP in dhnlichem Male
wie Fyn-SH2 binden. Obwohl Syk in T-Zellen nicht exprimiert wird, ist dieses Resultat
dennoch beachtenswert, da Syk mit der T-Zell Rezeptor assoziierten Kinase ZAP-70
verwandt ist. Ein etwas schwacheres Bindungsvermogen weist das bisher wenig
charakterisierte BCAR3 auf, wobei die Bindung vollstandig phosphorylierungsabhangig ist.
Des Weiteren muss beachtet werden, dass BCAR3 als Vollangenprotein mit einer
Kettelange von 835 Aminosaureresten eingesetzt wurde, wodurch ein Hinweis auf eine
hohe Qualitdt der ortspezifisch biotinylierten SH2-Proteine gegeben wird. Eine noch
schwachere, wenngleich ebenso phosphorylierungsabhangige Bindung von ADAP konnte

an Grap2 beobachtet werden. Auch in diesem Fall wurde das Vollangenprotein untersucht
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(340 Aminosaurereste). Dies ist bemerkenswert, da Grap2 in Pulldowns von Zellysaten als
ubiquitarer Interaktionspartner von ADAP erscheint. Das Protein SH2D1A sowie die SH2-
Domane von Vav1 zeigen de facto keine Interaktion zu ADAP auf. Dies war im Falle von
Vavl zu erwarten. Andererseits wurde SH2D1A im Vorfeld als moglicher ADAP-
Interaktionspartner von ADAP mit einem zu Rasa1l vergleichbaren Anreicherungsfaktor
detektiert. Damit lasst sich festhalten, dass neben den SH2-Doméanen der Src-Kinasen vor
allem die beiden Tandem-SH2-Domanen von Rasal und PIK3R1 ein hohes
Bindungsvermdgen von phosphoryliertem ADAP aufweisen. Da diese Ergebnisse Teil eines
Plans waren, ein starkes Testsystem fur pTyr Analoga aufzubauen, sollten der Einfluss der

einzelnen SH2-Domanen beider Proteine auf ADAP untersucht werden (Abb. 24).
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Abb. 24: Pulldown-Untersuchung der isolieten SH2-Domanen von Rasal und PIK3R1. A)
Fluoreszenzauslesung nach SDS-PAGE der Pulldown-Experimente von ADAP mit A) RasaN und RasaC, B)
PIK3N und PIK3C mit paralleler Kontrolle der Tandem-SH2-Domanen (PIK3R1), C) Relative Anteile an
gebundenem im Vergleich zum insgesamt angebotenen ADAP bestimmt aus Fluoreszenzintensitaten der ADAP
Banden im Gel..

Im Falle beider Proteine ldsst sich beobachten, dass jeweils die N-terminal liegende SH2-
Domane den starkeren Einfluss auf die Bindung hat. Im Fall von PIK3R1 bindet die
Domane PIK3N etwa 25% mehr ADAP als die Tandem-SH2-Doménen, wahrend die
Affinitat von PIK3C zu ADAP etwa im gleichen Bereich wie die von SH2D1A liegt. Beide
isolierte Doméanen zeigen im Vergleich zum Tandemkonstrukt minimale unspezifische
Bindung an nicht phosphoryliertes ADAP. Dagegen zeigte RasaC eine ahnliche Affinitat zu
ADAP wie etwa Fyn oder Syk, welche geringer ist als die des Tandemkonstrukts. Allerdings
konnte RasaN unter den als nicht sattigend eingestuften Pulldown-Bedingungen ADAP fast

vollstédndig binden. Auch bei den isolierten SH2-Domanen von Rasa1 liel3 sich eine leichte
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Tendenz zur Bindung von nicht phosphorylietem ADAP erkennen. Im Gegensatz zur in
Abbildung 22B dargestellten Zusammenfassung wurden diese Experimente nicht
wiederholt, jedoch mit den identischen Proben von ADAP durchgefihrt wodurch sie
miteinander vergleichbar sind. Ebenfalls zeigt die geringe Fehlerschwankung in Abbildung
22B, dass die Einzelwerte stimmig und zur Beurteilung der Gesamttendenz ausreichend

genau sind.

3.2.2. Bestimmung der Dissoziationskonstanten von phosphoryliertem ADAP
Nachdem die qualitative Untersuchung phosphorylierungsabhangiger Wechselwirkungen
von ADAP eine Vielzahl von Bindungsergebnissen lieferte, stellte sich die Frage nach der
Relevanz der Aussagekraft dieser Daten sowie der experimentellen Bedingungen des
Pulldown-Experiments. Wenn eine Interaktion qualitativ nachgewisen ist, stellt sich die
Frage nach ihrer Affinitat. Eine gute Antwort hierauf liefert die Bestimmung der
Dissozationskonstante (Kqy) der Interaktion.

Interessant ist diese Frage vor allem hinsichtlich der Tatsache, dass ADAP Uber mehrere
Phosphorylierungsstellen verfigt. Kyi-Werte wurden bisher nur mit phosphorylierten
Festphasenpeptiden Uber Oberflachen-Plasmonresonanz (SPR, engl. Surface plasmon
resonance) und isothermer Titrationskalorimetrie (ITC, engl. Isothermal titration calorimetry)
bestimmt und die Peptide dabei selten mehrfach phosphoryliert. Zudem wurde die Frage
bisher nicht beantwortet, welchen Einfluss der gréRere Sequenzkontext phosphorylierter
Proteine auf die Bindung austbt. Zunachst wurde angedacht, die K4-Bestimmung mittels
SPR durchzufiihren, bevor spéater die Uberstandsabreicherung sowie schlielich die
Microscale Thermophorese als Mittel der Wahl betrachtet wurden. Die einzelen Ergebnisse

werden im Folgenden aufgeflihrt.

3.2.2.1. Voruntersuchungen zur K4-Bestimmung tber SPR-BIACORE

Die Methode der Oberflachen-Plasmonresonaz wurde zunachst flr die Bestimmung von
Kq-Werten der Interaktion von ADAP und ausgewahlter SH2-Domanen in Betracht
gezogen. Grundlegend fiur die SPR ist die Immobilisierung einer der Bindungspartner,
welche auf Grund der Verflgbarkeit Streptavidin-beladener Sensorchips und der durch die
Pulldown-Untersuchung vorhandenen Funktionalitat des ortspezifisch in den SH2-Doméanen
eingebauten Biotins als gut durchfihrbar erschien. Hinsichtlich der experimentellen
Vorgehensweise ware es erforderlich gewesen, das Bindungsexperiment mehrfach zu
wiederholen, wobei der l8sliche Interaktionspartner (Analyt) vor der erneuten Beladung
wieder hatte entfernt werden missen.

Im Rahmen der Pulldown-Untersuchungen erfolgte die Auflésung des Komplexes durch

Einwirkung von SDS-PAGE Probenpuffer, und damit durch die denaturierende Wirkung von
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SDS. Um die Rickgewinnung einer freien SH2-Oberflache im BIACORE zu simulieren und
somit die Anwendbarkeit der Methode in diesem speziellen Fall abzuschatzen, wurde die
Ablésung von ADAPs auf Streptavidin-Klgelchen immobilisierten Lck- und Fyn-SH2-
Domanen getestet (Abb. 25). Hierfir musste ADAP zunachst gebunden werden. Als
Bindungspuffer wurde anstelle des im Pulldown verwendeten 1x PBS ein mit Tween-20
versetzter HBS Puffer verwendet, ein in BIACORE-Anwendungen gebrauchlicher
Bindungspuffer. Nach Abnahme des Bindungsuberstandes, wurden die Kigelchen mit
variablen Losungen versetzt. Eine Waschlosung mit optimalen Bedingungen wirde hierbei
das gebundene ADAP wieder freilassen. Um eine mdgliche Denaturierung der
immobilisierten SH2-Proteine zu detektieren, wurde der Vorgang zweimal wiederholt. Im
Optimalfall sollte sich das Ergebnis des ersten Zyklus ebenfalls wiederholen lassen. Bei der
Zusammenstellung der Waschlésungen wurden bewusst harschere Bedingungen gewahlt,
um diese bei Bedarf, also erfolgreicher ADAP-Entfernung unter gleichzeitiger SH2-

Denaturierung, abmildern zu kénnen. Das Ergebnis findet sich in Abbildung 25.

#1 | #2 | #3 #1 | #2 | #3
B|e|B|E[B|E]S BlE|B|E[B[E]S

A - — — E - — —

B = — F -— = .
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Abb. 25: Voruntersuchungen zur Auflésung des ADAP-P/SH2-Komplexes an der Festphase. B: Bindung von
ADAP an immobilisierte Biotinyl-SH2-Doméane in 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0,0005% Tween-20. E:
Waschschritt als Elutionsversuch (Inkubation fiir 2 min) in folgenden Lésungen: A) und B) 10 mM HCI. C) 50
mM HCI. D) 50 mM HCI + 200 mM GdmCl. E) 50 mM HCI + 0,2% SDS. F) 4 M NaCl. G) 6 M GdmCI. H) 2 M
GdmCl. Die Schritte Bindung und Wasch wurden je zweimal wiederholt. S: AbschlieBende Freisetzung aller
Proteine durch Aufkochen in SDS-PAGE-Probenpuffer. Immobilisierte SH2-Domane: B-D: Biotinyl-Fyn-SH2. A
sowie E-H: Biotinyl-Lck-SH2.

Das Ergebnis zeigt unter allen untersuchten Wasch-/Entfernungsbedingungen einen
ahnlichen Befund. Das im ersten Schritt aufgetragene ADAP wird zum Teil abgewiesen,
was sich mit den Erfahrungen des Pulldown Screenings deckt.

Im ersten Entfernungsschritt wird mit Ausnahme der konzentrierten GdmCI-Lésung kein
ADAP wieder freigelassen, es verbleibt im Komplex mit der SH2-Doméne auf den
Streptavidin-Kigelchen. In den weiteren Bindungsschritten war ein zum Bindungs-schritt 1
ahnliches  Abweisungsverhalten  zu beobachten, @ wahrend in den beiden

Entfernungsschritten 2 und 3 abermals kein freies ADAP detektiert wurde.
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Beim abschlieenden Stippen der Kugelchen, unter Freilassung aller drei Proteine (ADAP,
SH2 und Streptavidin) ist auRer dem Fall mit 6M GdmCI eine deutliche ADAP-Fraktion zu
erkennen. Folglich wurden die SH2-Domane im Laufe des Experiments mit ADAP gesattigt,
zumindest verblieb das darauf gebundene ADAP im Komplex mit der SH2-Domane. Die
Auswahl der Waschbedingungen richtete sich nach Bedingungen, in der BIACORE
Untersuchung flr die Interaktion der Zap-70 Tandem-SH2 mit einem abgeleiteten Peptid
der ITAM-Motive von CD3C des TCR im BIACORE erfolgreich abgelost wurde (Labadia et
al., 1997). Fir die Durchfiihrung eines BIACORE-Experimentes wirde dies bedeuten, dass
dergebundene Komplex nicht wieder abgewaschen werden kann. Aufgrund des teueren
Preises der BIACORE-Chips sowie aufgrund des erheblich hoéheren Bedarfs an
Biotinylierter SH2-Domane wurde daher beschlossen, eine andere Methode zu

Affinitatsbestimmung vorzuziehen.

3.2.2.2. K4 Bestimmung durch Supernatant Depletion Assay

Nachdem die Ky-Bestimmung durch SPR als zu teuer und riskant eingeschatzt wurde,
richtete sich das Augenmerk auf eine einfache Methode, die zu Unrecht einen geringen
Bekanntheitsgrad hat, die Uberstandsabreicherung (engl. Supernatant depletion). Hierbei
handelt es sich um eine Ausdehnung der Pulldown-Methode, welche von Tom Pollard und
Mitarbeitern entwickelt wurde (Pollard, 2010; Arasada & Pollard, 2011). Wahrend bei einem
Pulldown die Konzentration des immobilisierten Bindungspartners fixiert ist, wird bei der
Uberstandsabreicherung eine Verdinnungsreihe der Festphase samt des immobilisierten
Partners durchgefuhrt. Im Anschluss wird der Ligand in konstant niedriger Menge zu jedem
Glied der Reihe zugegeben und bis zur Einstellung des Gleichgewichts der Interaktion
inkubiert. Durch Abnehmen des Bindungstiberstands sowie der Quantifizierung des darin
befindlichen freien (und damit nicht-gebundenen) Liganden wird der gebundene Anteil pro

Reihenglied bestimmt.

Das Ziel dieser Untersuchung war es, eine schnelle Abschatzung der Dissoziations-
konstante auf Basis der Oberflachenimmobilisierung zu erhalten, wie sie fir SPR ebenfalls
notwendig ist. Zudem lassen sich diese Daten direkt mit den unter 2.2.1. beschriebenen
Pulldown-Experimenten vergleichen, da sowohl die gleiche Charge von ADAP als auch die
identische Immobilisierungstrategie mit derselben Affinitatsmatrix verwendet wird.

Insgesamt wurde auf diese Weise die Interaktion von phosphorylietem ADAP gegen drei
SH2-Domanen untersucht (Abb. 26). Gegenuber RasaN zeigte ADAP eine starke Affinitat,
deren Ky etwa 60 nM betragt, ein Wert der im bis dato bekannten Affinitatsbereich der SH2-
vermittelten Bindung beinahe die maximale Bindungsstarke erreicht. Die hohe Affinitat lasst

sich gut in Einklang mit der quasi vollstandigen Immobilisierung von ADAP im Pulldown

56



Ergebnisse

gegen RasaN bringen. Die bekannte Interaktion von ADAP mit der SH2-Doméane von SLP-
76 weist eine ahnlich hohe Affinitat auf, welche mit etwa 90 nM beziffert werden kann,
wohingegen die SH2-Domane von Fyn merklich schwacher an ADAP mit etwa 300 nM
bindet. Die Negativkontrolle der Inkubation von nicht phosphoryliertem ADAP an Fyn-
beladenen Streptavidin-Klgelchen  zeigte keine  nenneswerte unspezifische
Bindungstendenz auf.
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Abb. 26: Kg-Abschatzung durch den Uberstandsabreicherungs-Pulldown. (A) Titration von ADAP gegen die
SH2-Doméanen von Fyn, SLP-76 und RasaN. Auftrag des ermittelten Bindungsgrades F., gegen die SH2-
Konzentration. (B) Aus den Bindungskurven abgeschatzte Kg-Werte der phosphorylierungs-abhangigen

Interaktion. (C) Fluoreszenzdetektion der den Bindungskurven zugrunde liegenden Ubersténde per SDS-PAGE.

Ebenso wurde weder phosphoryliertes noch nicht-phosphoryliertes ADAP von der
unbeladenen Matrix adsorbiert. Die aus der Auftragung der Ergebnisse resultierenden
Bindungskurven belegen, dass mit steigender Konzentration der immobilisierten SH2 eine
Sattigungsphase erreicht wird, Uber deren Schwellenwert das frei in Lésung befindliche
ADAP komplett gebunden wird. Betrachtet man die durchschnittlichen Ausbeuten der fur
die Pulldown-Studie synthetisierten SH2-Proteine und den daraus resultierenden
Konzentrationen an immobilisertem Protein wahrend der Pulldowns kann man folgende
Feststellung treffen. Die Konzentrationen schwankten in einem Bereich zwischen 70 nM
und 160 nM und trafen somit den friihen Anstiegsbereich der Bindungskurve. Im Fall von
Rasal lag die resultierende Konzentration im Bwereich der Ky wodurch eine
Immobilisierung von etwa 50% beobachtet werden konnte. Im Beispiel von Fyn lag die

Konzentration im Pulldown mit 160 nM noch deutlich unterhalb der Ky, wofiir sich 300 nM

57



Ergebnisse

mit dem beobachteten Immobiliserungsgrad gut vereinbaren lassen. Dadurch Iasst sich die
Aussage treffen, dass bereits die gewahlten Bedingungen des Pulldowns eine
semiquantitaive Aussage bieten. Hinblicklich der Validitat der generierten Daten lasst sich
festhalten, das diese von hoher Qualitdt und Relevanz sind, gerade weil ein Sattingsgrad
nicht erreicht wurde, oberhalb dessen die Gefahr der Verfalschung des Ergebnisses

aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen immer wahrscheinlicher wird.

Diese Analysemethode liefert zwei Aussagen. Zum einem stellt sie einen direkten Bezug zu
den unter 2.2.1. beschriebenen qualitativen Bindungsdaten dar, da sowohl die gleiche
Charge von ADAP als auch die identische Immobilisierungstrategie mit derselben
Affinitatsmatrix verwendet wird. Zum anderen erlaubt diese Methode die schnelle
Abschatzung der Dissoziationskonstante auf Basis einer Oberflachenimmobilisierung, wie

sie fur SPR ebenfalls notwendig ist.

3.2.3.3. Bestatigung der Dissoziationskonstanten von phosphoryliertem ADAP durch
MST

Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten einiger ausgewahlter Wechselwirkungen in
Lésung wurde durch Microscale Thermophorese (MST) bestimmt. Wie es sich im Rahmen
der Uberstandabreicherung andeutete, bindet ADAP mit verschiedenen Affinitaten an die
jeweiligen SH2-Domanen. (Abb. 27). Wahrend der fur die Integrinaktivierung wichtige
Bindungspartner SLP-76 mit einer Ky von etwa 500 nM gebunden wird, liegt die Ky fir die
Interaktion mit Fyn bei etwa 1000 nM und ist somit um den Faktor 2 schwacher. Die SH2-
Doménen von Src und Lck binden ADAP mit einer ahnlichen Affinitat wie Fyn, was
aufgrund deren Zugehorigkeit zur selben Kinasefamilie (Src-Familie) und der damit
zugrundeliegenden hohen Sequenzhomologie nicht verwunderlich ist. Wahrend die
Interaktion mit Src von vernachlassigbar physiologischem Interesse ist, da Src in T-Zellen
nicht exprimiert wird, ist die Beobachtung, dass sowohl Lck als auch Fyn ADAP mit
vergleichbarer Affinitat binden kdnnen aber durchaus beachtenswert.

Obwohl es als experimentell erwiesen gilt, dass ADAP in vivo vornehmlich von Fyn
phosphoryliert wird, kann dieser Befund unter Bezugnahme auf die Interaktionsfahigkeit im
Pulldown auf die schwache phantotypische Auspragung eines Fyn-Knockout in CD4 T-
Zellen (Mamchak et al., 2008) in Einklang gebracht werden. Obwohl das Protein SH2D1A
in Jurkat T-Zelllysat basierten Pulldown als mdglicher ADAP-Interaktor identifiziert wurde,
belegt die Kj-Bestimmung die Beobachtung des Pulldown-Ergebnisses dass diese

Interaktion im Verdacht steht unbedeutsam zu sein.
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Eine Ky im Bereich von 5 uM ist flr eine SH2-vermittelte Wechselwirkung recht schwach,
wodurch ein Zustandekommen vor dem T-Zelllysathintergrund mdglicherweise auf eine

stark erhohte Expression von SH2D1A zuriickzuflihren ist.
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Abb. 27: Bestimmung von Kg-Werten fiir ADAP mittels Microscale-Thermophorese. A) Durch MST bestimmte
Kq-Werte fur phosphoryliertes ADAP und YEEI. B) Darstellung der Bindungskurve fiir phosphoryliertes ( 4) und
nicht-phosphoryliertes ( ) YEEI gegen die N-terminale SH2-Domine von Rasal. C) Beispiel einer
Bindungskurve von phosphorylierten ADAP gegen jede einzelne, mit MST untersuchte SH2-Doméane

Interessanterweise stellt Rasa1 den starksten Interaktor von ADAP dar, der im Rahmen
dieser Studie untersucht wurde. Die Interaktion ist mit einer Ky im Bereich von 100 nM flr
eine SH2-vermittelte Wechselwirkung beachtlich und erreicht den Bereich der maximalen
Bindungsstarke. Durch Vergleich der isolierten N-terminalen SH2-Domane des Proteins
(RasaN) mit dem Tandem-SH2 Konstrukt Rasalb zeigt sich, dass diese Bindung
vornehmlich durch die N-terminale SH2 vermittelt wird. Das als Rasailb bezeichnete
Kontrukt enthdlt neben der C-terminalen SH2 zusatzlich noch die SH3-Doméane des
Proteins, welche die Bindung von ADAP nicht verstarken, allerdings auch nicht behindern.
Physiologisch ist diese Interaktion durchaus von Interesse, da Rasa1l, ein RasGTP-ase
aktivierendes Protein ubiquitar exprimiert wird. Seiner Hauptfunktion, der Inaktivierung des
Signalproteins Ras folgend lasst es sich mit der Regulation der Transmembran-
signaltransduktion in Verbindung setzen. Hingewiesen werden soll ebenfalls noch einmal
auf die Tatsache, dass Rasa1 im Jurkat-Zellysat basierten Pulldown als Interaktionsmotiv

der Phosphorylierungsstelle um Tyr595 identifiziert wurde.
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Zusammenfassend lasst sich flr die untersuchten Interaktionspartner eine phospho-
rylierungsabhangige Bindungshierarchie des C-terminalen ADAP-Linkers andeuten. Sollten
alle untersuchten Proteine in vergleichbaren Konzentrationen in T-Zytosol vorliegen, wird
ADAP erst Rasa1, dann SLP-76 und erst danach an die Kinasen Fyn und Lck binden. Es
konnte ebenfalls beobachtet werden, dass nicht-phosphoryliertes ADAP keine Interaktion
zu den ausgewahlten SH2-Domanen zeigt, darunter auch nicht zu Src, welche im Pulldown
zu beobachten war. Mdglichweise deutet dies auf die Unvertraglichkeit der Src-SH2-
Domane in dieser Pulldowndurchfihrung hin, welche durch die MST-basierte Ky
Bestimmung eine Uberpriifung fand. Generell sollte der Wert einer Uberpriifung durch
unabhangige experimentelle Methoden nicht unterschatzt werden.

Die Validierung der erhaltenen Ky konnte durch die Bestatigung der Werte des YEEI-Motivs
gegenitber den SH2-Doméanen der Src-Familie erzielt werden (Ladbury et al., 1995).
Insbesondere die gerade genannte Referenz verdeutlicht die Angemessenheit der
unabhangigen Uberpriifung. Im Hinblick der generellen Verlasslichkeit der Methode der
Microscale Thermophorese lasst sich darauf hinweisen, dass die Methode in der Literatur

mittlerweile als gleichwertig mit den bis dato angewandten Methoden betrachtet wird.

3.3. Uberprifung eines chemoselektiv durch Staudinger-Reaktion generierten
Phosphotyrosinanalogs

Durch in vitro Phosphorylierung von Proteinen mit Kinasen ist es nicht mdglich, Proteine an
selektiven Phosphorylierungsstellen sicher und stdéchiometrisch zu modifizieren. Daruber
hinaus ist es von groRem Interesse, den Einfluss einer bestimmten Phosphorylierungsstelle
im Kontext des Gesamtproteins untersuchen zu kénnen. Hierfir ware die Moglichkeit,
Phosphorylierungen ortspezifisch und selektiv einzufihren eine wertvolle Bereicherung.
Uber die Staudinger Reaktion lasst sich mit Phosphiten, unter Verwendung spaltbarer
Schutzgruppen, genau dies an ortspezifisch eingefiihrten p-Azidophenylalanin (AzPhe) —
Seitenketten chemoselektiv darstellen.

Zur Modifikation von Proteinen und Peptiden wurde in der Arbeitsgruppe ein solches
Phosphit (im Folgenden: Caging-Phosphit, Abb. 27B) entwickelt (Serwa et al., 2009).
Dieses ist durch photolabile photolabile o-Nitrobenzylester geschitzt, wobei die
Schutzgruppen mit Pentaethylenglykol verethert sind um die Wasserloslichkeit des Edukts
zu gewahrleisten. Die Umsetzung dieses Phosphits konnte an einem Hexapeptid
(AzPheADEFL) in wassriger Umgebung (100 mM Tris/HCI, pH 8,2) anhand
hochauflésender Massenspektrometrie (ESI-TOF) nachgewiesen werden. Die Reaktion
beider Edukte verlauft ferner im leicht basischen Milieu (pH 7,4-8,2) bei einer
Peptidkonzentraion von 50 uM sowie 100 Aquivalenten Caging-Phosphit recht schnell. Das

entstandene, geschitzte Phosphoramidat ist in wassrigen Lésungen stabil und kann durch
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kurze Bestrahlung mit UV-Licht (90 sek) komplett entschitzt werden. Auf Proteinniveau
konnte ein Hinweis auf die Funktionalitdat durch Umsetzung eines mit AzPhe ortspezifisch
modifizierten Modellproteins (Transportprotein SecB aus E. coli) gewonnen werden. Nach
abgeschlossener Modifikation und Entschitzung liel® sich per Western-Blot eine gewisse
Bindungsfahigkeit eines anti-Phosphotyrosin Antikérpers beobachten, wahrend nicht

modifiziertes SecB kein Antikdrper-vermitteltes Signal lieferte.

3.3.1. Umsetzung von AzPhe,ADAP mit dem Caging Phosphit

Die Eignung des durch die Staudinger-Reaktion generierbaren ungeschitzen
Phosphoramidats als Phosptyrosinanalog sollte anhand der Interaktion von modifizierten
ADAP mit SH2-Domanen untersucht werden. Mit AzPhe bestlicktes ADAP wurde direkt mit
dem Caging-Phosphit umgesetzt. Zur Synthese des Azidoproteins wurde die Punktmutante
ADAP Y,(595,651)Amb, gewahlt, da sich im Rahmen der Vorevalierung des
Deketionsassay diese Phosphorylierungsstellen als entscheidend fir die Bindungsfahigkeit
von Fyn- und NCK1-SH2 herausgestellt hatten.

Die Synthese des Azidoproteins wurde im Batch-Mal3stab durchgefiihrt, das Protein wurde
von einem Pufferaustausch abgesehen, nicht aufgereinigt. Die anschlielende Umsetzung
mit dem Caging-Phosphit fand demnach vor dem gesamten Lysatproteom statt. Vor der
lichtinduzierten Entschutzung durch einen uv-Laser wurde das Protein zur Entfernung
Uberschissigen Phosphits aufgereinigt und im Anschluss an die Entschitzung direkt mit
immobilisierter GST-Fyn-SH2 bzw. —NCK1-SH2 (Abb. 28) im Pulldown untersucht. In
mehrfachen Versuchen konnte keine Interaktion von ADAP mit der SH2-Domane
beobachtet werden. Als Kontrolle wurde das modfizierte Protein vor der Entschiitzung,

untersucht.
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Abb. 28: A) Pulldown des mit dem Caging-Phosphit umgesetzten AzPhe,ADAP vor und nach Entschiitzung
durch Belichtung.AzPhe,ADAP. Oberes Feld: Coomassie-Farbung. Unteres Feld: Autoradiogramm des SDS-
PSGE B) Ubersicht der Generierung des ungeschiitzten Phosphoramidats auf Proteinebene.
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Interessanterweise zeigt sich in beiden Modifikationszustdnden eine minimale Interaktion
von ADAP mit der SH2-Doméane. Diese lieke sich durch eine geringfligige spontane
Verseifung der photolabilen Esterschutzgruppen erklaren, zumal das Signal des belichteten
ADAPs im Autoradiogramm (Abb. 28A) ein deutlich schwacheres Signal als ohne
Belichtung liefert, trotz gleicher Auftragsmenge. Durch den erheblichen Uberschuss an der
immobilisierten SH2-Doméane kann diese schwache Interaktion aber auch als Artefakt
unspezifischer Proteinadhasion betrachtet werden. Dennoch wurde der Einfluss einer
strukturell stablien und nicht interaktionsfahigen Modifikation an der entsprechenden
Position in ADAP zu untersuchen, wurden Kontrollexperimente durch Umsetzung mit
Trimethylphosphit durchgeflihrt (Abb. 29).

Das entsehende Produkt hat zwar eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zum ungeschiitzen
Phosphoramidat, darf aber den Eigenschaften der pTyr-Bindungstasche einer SH2-
Domane durch seinen ungeladenen Zustand nicht binden. Durch die erhdhte oxidative
Empfindlichkeit wurde P(OMe); in DMSO gel6st und portionsweise dem Protein zugeflgt.
Die mit 20 mM hohe Endkonzentration an diesem Phosphit sollte jedoch flr das Ablaufen
der Reaktion ausreichen (Abb. 29A). Da die Methylester des entstehenden
Phosphoramidats mit milden Methoden nicht verseift werden kénnen, dirfte AzPhe,ADAP
mit einer SH2-Domane keine Wechselwirkung eingehen. Hierfir ist, wie bereits erwahnt,
die negative Ladung der modifizierten Gruppe unerlasslich. Dies sollte die Anwendbarkeit
des Detektionsansatzes bestatigen. Der Malistab der Proteinsynthese wurde hierflr
entsprechend den bisher verlaufenen Reaktionen relativ niedrig gewahlt. Daher konnte
auch in diesem Fall keine instrumentelle Analytik, in Form der Massenspektrometrie,
angewendet werden. In den Pulldowns konnte wie erwartet durch den Umsatz mit
Trimethylphosphit keine Bindung zwischen ADAP und NCK1-SH2 beobachtet werden. Um
auszuschlieRen, dass durch Belichtung des Proteins nicht-modifizierte Azidogruppen durch
den UV-Laser zu hochreaktiven Nitrenen umgewandelt werden, und somit mdglicherweise
als Crosslinker wirken, wurde unbehandeltes AzPhe,ADAP fur 20 sek bestrahlt und einem
Pulldown gegen NCK1-SH2 unterzogen (Abb. 29B).

Als Negativkontrolle diente schlicht nicht-belichtetes AzPhe,ADAP. In beiden Fallen konnte
keine detektierbare Bindung weder an die SH2-Domane noch an deren Trageroberflache
(Glutathion-Magnetkiigelchen) beobachtet werden, das gesamte Protein wurde im
Bindungsuberstand gefunden. Vor dem Hinblick, dass keine unerwinschten
Nebenreaktionen zu erwarten sind, wurde Snap-markiertes AzPhe,ADAP mit dem Caging-
Phosphit umgesetzt. Nach der obligatorischen Aufreinigung wurde die Halfte des Ansatzes

belichtet, wahrend die zweite Halfte unbelichtet belassen wurde, und somit als
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Negativkontrolle dient. Im sofortigen Anschluss wurden beide Proteine mit immobilisierter
GST-NCK1-SH2 inkubiert (Abb. 29C).
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Abb. 29: Kontrolluntersuchungen zur Staudinger-Reaktion mit anschlieRendem Pulldown gegen GST-NCK1-
SH2. A) Umsetzung von AzPhe,ADAP mit P(OMe)s; in DMSO sowie Kontrollinkubation unter Zugabe von
DMSO. B) Belichtung von unmodifiziertem AzPhe,ADAP fiir 10 sek, Kontrolle ohne Belichtung. C) Umsetzung
von AzPhe,ADAP mit dem Caging-Phosphit und anschlieRender Belichtung fir 10 sek, als Kontrolle dient
umgesetztes, nicht belichtetes AzPhe,ADAP. D) Positivkontrolle mit nativen, mit Fyn phosphoryliertem ADAP,
als Kontrolle dient nicht-phosphoryliertes ADAP. i) Anregung bei 633 nm, ii) Coomassie Farbung. Rote Pfeile:
AzPhe,ADAP, Griine Pfeile: Fyn-phosphoryliertes ADAP.

Wahrend die ausbleibende Wechselwirkung der Kontrollprobe als zu erwartend eingestuft
wurde, zeigte allerdings auch die belichtete Fraktion keine nennenswerte Interaktion mit der
SH2-Domane.

AzPhe,ADAP in den Elutionsfraktionen vermuten. Das Fehlen dieser leichten Signale in

In beiden Fallen lasst sich die Anwesenheit minimaler Mengen an

den Waschfraktionen deutet tatsachlich auf eine echte Interaktion hin, allerdings ist deren
Bei

vergleichbarer Mengen an Kinase-phosphorylierten wildtypischen Snap-ADAP, sowie als

Belichtungsunabhangigkeit ein Anzeichen eines Artefaktes. der Anwendung

Kontrolle unphosphorylierten ADAP zeigte sich eine deutliche Bindung des
phosphorylierten Liganden ADAP (Abb. 29D). Eine Untersuchung der Proben mittels anti-
pTyr abhangigen Western Blot konnte dabei belegen, dass die Phosphorylierung
unvollstandig war und somit das aus dem Phosphorylierungsansatz abgewiesene ADAP
nicht phosphoryliert war. Der phosphorylierte Anteil von etwa 50% wurde von der SH2-
Domane gebunden.

Da eine Phosphoramidat-vermittelte Interaktion zwischen dem Zielprotein und einer SH2-

Domane nicht beobachtet werden konnte, und unter den gegebenen Proteinmengen keine
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instrumentelle Analytik moglich war, fiel der Entschluss, die bioorthogonale Umsetzung der

Azidogruppe biochemisch zu untersuchen.

3.3.2. Uberpriifung der Zuganglichkeit der Azidofunktionen in ADAP

Da in den im Vorfeld erwahnten Untersuchungen der Proteinumsatz nicht beobachtet
werden konnte und die dargestellten Proteinmengen zu gering fir die
massenspektrometrische Betsimmung des Umsatzes waren, war es unklar ob die zum
Einbau von AzPhe gewahlten Positionen in ADAP Uberhaupt flur das Phosphit zuganglich
waren. Die Zuganglichkeit wurde im Folgenden mit einem farbstoffmarkierten Phosphin
untersucht. Die Wahl fiel auf das kommerziell erhaltliche DyLight-650 Phosphin
(ThermoFischer). Durch den Reaktionsumsatz wird durch eine Staudinger Ligation das
Protein mit dem Farbstoff Alexa-647 chemoselektiv markiert. Zur Vergleich der
Mutationsstellen in ADAP wurden andere Modellproteine hinzugeholt, deren Matrizen den
ortspezifischen Einbau von AzPhe an einer einzigen Stelle erlauben: SecB, HLFA und
CaM. Die folgende Abbildung zeigt den Umsatz von AzPhe,ADAP, HLFA und SecB mit
DyLight-650 (Abb. 30). Wie sich der Fluoreszenzauslesung in der oberen Tafel entnehmen

lasst, konnten alle drei Proteine mit dem Farbstoff umgesetzt werden.
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Abb. 30: Kontrollumsetzung AzPhe-haltiger Proteine mit dem Staudinger-Phosphin Dy-Light649 (Pierce). i)
Anregung bei 633 nm. ii) Autoradiographie (14C-Leu). Bahnen: Umsatz von AzPhe,ADAP, SecB, HLFA_Amb88.
K: Kontrolle mit nicht-modifizertem SecB. Roter Pfeil: zeigt Retention von nicht-modifiziertem SecB, der orange
Pfeil zeigt die Retention des DyLight-650 modifizierten SecB.

Die schwache Bande fiir SecB kann durch den Umsatz einer aufgereinigten Proteinprobe
erklart werden, wohingegen ADAP und FABP nach der Synthese vor dem Hintergrund des
Zellysats belassen wurden.

Nach Abschluss der Reaktion erfolgte die Fallung des Ansatzes mit Aceton, wobei haufig
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die Beobachtung gemacht wurde, dass mit Alexa-647 modifizierte, kleine Proteine haufig
einen sehr flockigen Niederschlag bilden, der bei der Dekantierung verloren geht. Lediglich
ein Pufferaustausch wurde zur Entfernung der tberschissigen, freien Aminosaure (AzPhe)
durchgeflhrt. Dies sollte im Falle von ADAP die Spezifitdt der Reaktion demonstrieren, im
Falle von HLFA konnte keine Reinigung erfolgen, da dieses Protein keinen Reinigungstag
besitzt. Wie der oberen Tafel zu entnehmen ist, lasst sich der Farbstoff ausschlieRRlich in
definierten Proteinbanden detektieren.

Alle Proteine wurden zudem ko-translational mit "*C-Leu markiert. Die Auswertung des
SDS-Gels im Radiogramm zeigt im Fall des kleinen Proteins HLFA eine deutliche
Doppelbande, wobei die obere Bande das modifizierte Protein darstellt wahrend das protein
der unteren Bande nicht modifiziert wurde. Im Vergleich des farstoffmodifizierten SecB mit
dem zur Kontrolle aufgetragenen unmodifizierten SecB lasst sich die Veranderung des

Laufverhaltens aufgrund der Farbstoffmodifiziereung erkennen.

3.3.3. Optimierung und Detektion der Staudinger-Phosphit-Reaktion auf Proteinebene
Nachdem die Zuganglichkeit der AzPhe-Reste in ADAP gezeigt wurde, bestand der
nachste Schritt in der Optimierung der Reaktionsbedingungen des Caging-Phosphits auf
Proteinebene. Hierfir wurde zunadchst die Wahl des richtigen Lésungsmittels sowie der
Temperatur genauer untersucht, zunachst anhand des AzPhe-haltigen Modellproteins
FABP (Abb. 31). Die Konzentration des Phosphits wurde konstant gelassen, wahrend
verschiedene Volumenanteile an DMSO der Reaktion zugesetzt wurden. Die Ergebnisse
zeigen, dass ein Umsatz von FABP mit dem lichtentschiitzbaren Phosphit zum Teil
stattgefunden hat. Die Umsatzrate betrug im Maximalfall 46%. Mit dem Ergebnis bezweckt
wurde auch eine Antwort auf die Frage, ob der Zusatz polarer, aprotischer Lésemittel die
Reaktion beeinflusst. Hierfir wurde DMSO gewabhlt, da dies neben seiner Verwendung in
der Peptidchemie als Zusatz durchaus auch bei der PCR Verwendung findet und somit
nicht denaturierend wirken sollte. Interessanterweise lasst sich durch Zusatz von 20%
DMSO der Umsatz der Reaktion nicht steigern. Bei hohen Anteilen an DMSO lauft die
Reaktion sogar deutlich schlechter ab, was sich durch eine zunehmende Entfaltung des
Proteins erklaren liel3e.

Es kann allerdings festgehalten werden, dass durch Zusatz von DMSO die Reaktion keinen
héheren Umsatz oder eine signifikante Verbesserung erfahrt. Ebenfalls zeigt dieses
Ergebnis, dass die Staudinger-Phosphit-Reaktion an Proteinen temperatursensitiv ist, es
konnten bei einer Inkubationstemperatur von 32°C leicht héhere Umsatze beobachtet
werden als bei 25°C, allerdings ist der Unterschied nicht allzu gro3.

Hierfur sollte in Betracht gezogen werden, dass bei der Modifikation von Proteinen

mesophiler Organismen (darunter quasi alle Wirbeltiere und Insekten) eine Temperatur von
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37°C nicht wesentlich Uberschritten werden sollte um thermische Denaturierung zu
vermeiden. Wenngleich vollstandiger Umsatz wiinschenswert ist, sollten die bestehenden
Reaktionsparameter ausreichen, um die Eignung des ungeschuitzten Phosphoramidats als
pTyr-Analog untersuchen zu kdénnen. Nach erfolgter Konversion an FABP, gelang jedoch
die Photoentschiitzung des Proteins nicht. Grund hierfiir ist die fehlende Moglichkeit der
Aufreinigung, und damit die statisch favorisierte Entschiitzung des in Losung vorliegenden
freien Phosphits.

A B
Fhosphit + + + + = Phosphit o+ o+ 4 -
DMSO 0 20 80 80 0 DMSO| 0 206080 O
17 |5 17|
- s e - - e -
10 10 &
C A kein oMsO | 20% 60% 80%
32°C 46,1 % 37,7 % 17,5 % 19,7 %
25°C 241 % 35,6 % 9,2 % 16,1 %

Abb. 31: Modifikation von HLFA(AzPhe88) mit dem Caging-Phosphit in PBS. Autoradiographie durch "C-Leu
markiertes HLFA. Reaktion (A) bei 32°C uber Nacht, (B) bei 25°C uber Nacht. Der Zusatz an DMSO st in
Volumenprozent angegeben. Das Phosphit wurde gleichmaRig bei einer Endkonzentration von 6mM. Die

Endkonzentration von HLFA betrug 3,4 pM. (C) Auftragung der ermittelten Umsatzraten.

Die Entschiitzung des Caging-Phosphits wurde daraufhin mit dem bereits publizierten
Modellprotein SecB (Serwa et al., 2009) nachgestellt (Abb. 32), wobei durch die
Staudinger-Phosphit-Reaktion scheinbar eine Veranderung des Laufverhaltens auftritt.
Durch Belichtung konnte aber keine Veranderung des Laufverhaltens erzielt werden, der

beobachtete Doppelbande findet sich ebenfalls in der unmodifizierten Kontrollprobe.
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Abb. 32: Entschiitzung von umgesetzten SecB bei direkter Belichtung. M: Proteinlangenstandard. C:
Unmodifiziertes SecB. R: SecB nach der Staudinger-Reaktion. Die Dauer der Belichtung ist jeweils in Sekunden
angegeben. Obere Tafel:Autoradiogramm (14C-Leu-SecB). Untere Tafel: Coomassie-Farbung des SDS-PAGE.

Die Pfeile zeigen die beiden beobachteten Subfraktionen von SecB an.
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Diese Befunde sorgten daflr, ein anderes Protein flr die Detektion der Entschitzung zu
verwenden. Die Wahl fiel auf eine Variante des menschlichen Signalproteins Calmodulin
(CaM). Hierbei ist das amber-Stop Codon an Position 2 des ORF in einem Initiatorpeptid
aullerhalb der eigentlichen CaM-Sequenz eingebaut. Das Protein verflgt ferner tiber einen
C-terminalen His-Tag. Nachdem AzPhe-haltiges Calmodulin synthetisiert wurde, sollten der
Umsatz und die Entschitzung des Proteins systematisch untersucht werden. Zunachst
stellte sich bezuglich der Photoentschitzung die Frage, ob die bisher gewahlten
Belichtungszeiten ausreichend waren und ob die Proteine die Belichtung Uberstehen.
Hierfir wurde nicht modifiziertes CaM Uber unterschiedliche Zeitrdume ohne einen UV-
Filter direkt belichtet (Abb. 33A). Es zeigte sich, dass CaM in PBS-Puffer nach bereits 20
sec Belichtung schwer beschadigt wird, der Effekt verstarkt sich kontinuierlich bei Erhdhung
des Belichtungsdauer auf 2 min. In einem (zur Entschitzung von tRNAs entwickelten)
Photopuffer (Iris ClauBnitzer, RINA GmbH) hingegen blieb die Integritat des Proteins
gewabhrt. Bei einer Belichtung bis zu 90 s konnte keine Zersetzung des Proteins beobachtet
werden, erst nach 2 min Iasst sich eine leichte Zersetzungstendenz erkennen. Nachdem
feststand, dass CaM im Photopuffer schadlos belichtet werden konnte, wurde das Protein
mit dem Caging-Phosphit umgesetzt (Abb. 33B). Es zeigte sich, dass die Modifikation von
CaM eine Ubermafig grofle Veranderung des Laufverhaltens in der SDS-PAGE zur Folge
hat, wodurch die Detektion des Umsatzes deutlich erleichtert wird. Nach Belichtung des
modifizierten Proteins fur 2 min konnte im SDS-PAGE eine Bande beobachtet werden,
welche denselben Retentionswert wie das nicht-modifizierte Protein aufweist. Die deutet
auf die vollstandige Entfernung der hin, da die Belichtung des Ansatzes eine Entfernung
der héhermolekularen Bande verursachte. Auffallig war zudem, dass sich durch die
Belichtung dicht oberhalb der Hauptbande eine zweite schwache Bande befand, welche
aber ein deutlich niedrigeres scheinbares Molekulargewicht aufweist als das geschutzte
Produkt vor der Belichtung. Moglicherweise handelt es sich dabei um das Protein, welches
das freie Phosphoramidat tragt. Nachdem eine Belichtung flir 2 min die vollstandige
Entschitzung des Proteins bewirkt, wurde modifiziertes CaM im Anschluss
unterschiedlichen Belichtungsdauern ausgesetzt (Abb. 33D).

Hierbei konnte beobachtet werden, dass das Protein bereits nach 20 sec vollstandig
entschitzt war, was eine langere Belichtung nicht notwendig macht. Die Proben wurden im
Anschluss per Western-Blot mit einem anti-pTyr-Antikdrper untersucht, wobei Fyn-Kinase
phosphoryliertes ADAP als Positivkontrolle diente. Im Western-Blot lie3 sich nur die
Kontrolle detektieren, wahrend weder das entschiitzte CaM, noch Produkt und Edukt der
Staudinger-Reaktion eine Interaktion mit dem pTyr-bindenden primaren Antkorper
eingingen. Um die Chemoselektivitat der Staudinger-Reaktion zu Uberprifen, wurde im

Rahmen eines separaten Projekts in der Arbeitsgruppe ein von Robert Vallée
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synthetisiertes PEGyliertes Phosphonit mit Az-Phe haltigen CaM umgesetzt, als
Parallelkontrolle diente CaM, dessen amber-Stopcodon mit Serin unterdriickt wurde (Abb.
33C). Nur in Anwesenheit des azidhaltigen Aminosaurerests konnte ein Umsatz mit dem
Phosphonit beobachtet werden das Resultat konnte als Beleg der Chemoselektivitat der

Staudinger-Phosphonitreaktion publiziert werden (Vallée et al., 2011).
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Abb. 33: Belichtungsstabilitdit von AzPheCaM und Entschiitzung A) Testbelichtung von AzPheCaM in
Photopuffer und PBS. B) Staudinger-Reaktion mit AzPheCaM und dem Caging-Phosphit sowie Spaltung der
Schutzgruppen. C) Uberprufung der Bioorthogonalitét der Staudinger-Reaktion mit AzPhe-CaM, Ser-CaM und
Phosphonit (2). D) Entschiitzungsreihe des umgesetzten AzPheCaM und anschl. pTyr-Western-Blot, Bahn A:
Fyn-phosphoryliertes ADAP als Positivkontrolle (nur im Western aufgetragen). Teilbilder i): Autoradiographie
(14C-Leu), ii) Coomassie-Farbung, iii) Chemolumeniszenz desanti-pTyr Western Blot. Bahnen allgemein: M:
Langenstandard, C: aufgereinigtes CaM, R: CaM nach Umsetzung mit Caging-Phosphit bzw. PEG2-Phosphonit
(Abb. 32C) , 20 bis 120: Belichtungsdauer der Probe in Sekunden.

Obwohl der Photopuffer zur Entschitzung von tRNAs optimiert wurde und folgend als
milder Puffer betrachtet wurde, hat dieser einen pH-Wert von etwa 2,8. Neben dem Effekt
der Proteindenaturierung im Sauren stellt sich ebenfalls das Problem der Saurelabilitat von
Phosphoramidaten. Zwar lasst sich durch Bandenverschiebung des CaM-Produkts die
temporare Stabilitdt des geschuiitzten Phosphoramidats schlussfolgern, welche allerdings
durch die sterische Abschirmung des Phosphoratoms durch die Schutzgruppen, und dabei
insbesonders durch die PEGs-Ketten erklart werden kann. Es ist denkbar, dass das
entschitzte Phosphoramidat gréf3tenteils zu p-AminoPhe und Phosphat hydrolysiert wurde,
was sich mit der Beobachtung der leichten Doppelbande in Abb. 33B in Einklang bringen
lieRe und andererseits die fehlende Detektion im Western-Blot (Abb. 33D) erklaren kénnte.
Um diese Maéglichkeit auszuschlieRen, wurden die Experimente in Photopuffer mit

neutralem pH wiederholt.
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Abb. 34: Optimierung der Photoentschitzung A) Entschiitzung des mit dem Caging-Phosphit umgesetzen
Calmodulin in 1xPhotoPuffer in PBS (pH~2,8, PhotoPBS) und 1xPhotoPuffer in 500 mM Na;HPO4 (pH ~7,1,
Photo 500). B) Pulldown von Az-Y595 umgesetzt mit dem Caging-Phosphit und entschitzt in Photo 500 an
Streptavidin-Kigelchen immobilisierter Fyn-SH2. Staud: Pulldown mit entschitztem Az-Y595. Y-595:
Positivkontrolle mit Kinase-phosphoryliertem Y595.

Zur Neutralisierung des Photopuffers wurde dieser mit 500 mM Na,HPO, eingestellt,
wodurch der pH-Wert von 2,8 auf 7,1 erhdht werden konnte. Die Entschitzungsfahigkeit
des neuen Puffers wurde erneut mit umgesetzten AzPhe-Calmodulin Uberprift (Abb. 34A).
Wie der Vergleich zum bisher verwendeten Photopuffer zeigt, gelang die Entschitzung
unter den neu gewahlten Bedingungen in gleichem Male; unter beiden Bedingungen
wurde die im SDS-PAGE hoéher laufende Produktbande der Staudinger-Reaktion durch
Belichtung eliminiert. Um die Aktivitdt des entstehenden Phosphoramidats zu kontrollieren,
wurde im Folgenden das Protein AzPhe-SNAP-Y595 (SNAP-konjugiertes ADAP-Peptid der
Phosphorylierungsstelle um Tyr595) mit dem Caging-Phosphit umgesetzt und in Photo500-
Puffer entschitzt. Im Anschluss wurde ein Pull-down gegen auf Streptavidin-Kigelchen
immobilisierter Fyn-SH2 durchgefiihrt. Als Positivkontrolle diente tyrosinhaltiges, mit Fyn-
Kinase phosphoryliertes SNAP-Y595 (Abb. 34B). Das Ergebnis zeigt, dass das ungesetzte
und lichtentschiitzte Azidoprotein keine Affinitat zu Fyn-SH2 zeigte, wahrend das
Kinasephosphorylierte SNAP-Y595 in hohem Male Bindung an die SH2-Domane zeigte.
Dies legt den Schluss nahe, dass das entstehende, freie Phosphoramidat moglicherweise
keine dem Phosphotyrosin vergleichbare Eigenschaften besitzt, oder dass das entstehende
ungeschutzte Phosphoramidat méglicherweise schnell hydrolysiert.

Um das Vorhandensein des freien Phosphoramidats nachzuweisen, wurde entschitztes
CaM per MALDI-TOF untersucht (Abb. 35). Fir die Untersuchung wurde erneut AzPhe-
CaM gewahlt, da bei diesem durch die deutliche Bandenverschiebung sowohl der Umsatz

als auch die Entschitzung qualitativ klar zu beobachten sind.
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Abb. 35: Staudinger Phoshpit Reaktion mit dem Caging-Phosphit an AzPhe-CaM zur
massensprektrometrischen Analyse mittels MALDI-TOF A) Umsatz und Entschitzung von CaM mit dem
Caging-Phosphit. B) Ergebnis der MALDI-TOF Bestimmung der fiir 60 sek entschltzten Probe, der Peakbereich
ist als Ausschnitt vergrof3ert dargestellt. C) anti-pTyr DotBlot des im MALDI-TOF vermessenen Proteinansatzes

im Vergleich zu Tyr-haltigen Fyn-phosphoryliertem Snap-595.

Die Staudinger-Reaktion verlief mit einem relativ geringen Umsatz (Abb. 35A) von etwa
25%, dennoch konnte durch die belichtungsabhangige Entschitzung beobachtet werden.
Im Anschluss wurde das Protein mit MALDI-TOF untersucht. Das spektrometrische
Ergebnis zeigt zwei Produkte: eine Spezies mit einem Molekulargewicht von 18976 g/mol.
Diese entspricht in etwa dem Edukt AzPhe-CaM (M=18967) sowie eine zweite, schwerere
Spezies mit einem Molekulargewicht von 19039 g/mol (Abb. 35B). Die schwerere Spezies
kommt dem freien Phosphoramidat mit 19036 g/mol sehr nahe. Im Bereich hdherer
Molekulargewichte konnten keine eindeutigen Produkte beobachtet werden, welche dem
geschitzten bzw. halbgeschitzten Phosphoramidat entsprachen. Dies kdnnte darauf
zurtickgefiihrt werden, dass bei der Methode des MALDI-TOF die Probe durch einen Laser
in die Gasphase uberflihrt wird, und noch vorhandene Schutzgruppen hier entfernt werden.
Ebenso koénnte durch die PEG-Gruppen das Flugverhalten des geschitzten Proteins
entscheidend verandert werden. Da allerdings im SDS-PAGE das Vorhandensein des
geschutzten Proteins nicht mehr zu beobachten ist, kann man von vollstandiger Verseifung
der Phosphoester ausgehen. Das entschutzte Protein wurde ferner mittels Dot-Blot auf die
Erkennung eines anti-Phosphotyrosin-Antikérpers untersucht (Abb. 35C), es konnte kein
Antikorper-vermitteltes Signal detektiert werden. Als Positivkontrolle wurde durch Fyn-
Kinase phosphoryliertes SNAP-Y595 aufgetragen, welches sich wie erwartet detektieren
lie®. Bemerkenswert ist hierbei die Tatsache, dass bei der Durchfiihrung eines Dot-Blot die
Proteine direkt auf die PVDF-Membran aufgetragen werden, anstelle der fir den Western-
Blot notwendigen Auftrennung per SDS-PAGE und anschlieBenden elektrophoretischen

Transfer. Vor diesem Hintergrund der nicht-erfolgten Detektion des modifizierten CaM ein
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stérender Einfluss der SDS-PAGE, wie beispielsweise durch die hohe Konzentration von 2-

Mercaptoethanol im Probenpuffer, ausgeschlossen werden.

3.3.4. Umsatz von ADAP-Varianten an biologisch relevanten Stellen

Die Detektion von Phosphotyrosin und potentieller Mimetika mittels Phosphotyrosin
spezifischer Antikdrper muss jedoch nicht mit der Erkennung durch Phosphotyrosin-
Bindungsdomanen, U(bereinstimmen. Einen guten Hinweis hierauf liefert die in der
Einleitung erwahnte fehlende Bindung von pTyr eines sTyr-spezifischen Antikorpers. Da
sich Phosphoramidate und Phosphate beispielsweise hinsichtlich ihrer pKs-Werte und
damit in ihren Protonierungszustand vermutlich unterscheiden, sollte ein mdglicher
nivellierender Einfluss der pH-Wertes auf die Phosphoprotein/SH2-Interaktion untersucht
werden. Der mogliche Einfluss sollte am Beispiel von AzPhe-Snap-595 und der Interaktion
mit RasaN-SH2 untersucht werden, wobei als direkt vergleichbare Positivkontrolle Fyn-
phosphoryliertes, wildtypisches Snap-595 zur Verfugung stand (Abb. 36B).

Eine mogliche Interaktion wurde durch Inkubation des modifizierten AzPhe-Y595 unter zwei
unterschiedlichen pH-Werten von 7,8 und 8,5 untersucht. Die Vorkontronne mit nativ-
phosphoryliertem Y595 und RasaN konnte eine phosphorylierungsabhéngige Interaktion
bei beiden pH-Werten belegen. Damit kann die Denaturierung beider Proteine bei pH 8,5
ausgeschlossen werden(Abb. 36A).

A B PBSpH T8 PBS pH 8,5 C  MStaud-v595) [ROAPF
78] 53 V595.P [¥595.CH| | ¥595-P [¥595-OH ———
GEIGEE M|OP[wE [UF[w[E | [OFTw[E [OF[w]E

28 kDa— -\ p— - . —
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Abb. 36: Test der pH-Abhangigkeit der Staudinger-Reaktion (A) Staudinger-Y595 (B) Kontrollpulldown mit
Y595(Fyn) bei pH 7,8 und 8,5 (C) WesternBlot / Pulldowns beide gegen RasaN. UP: Ungebundenes Protein im
Bindungsuberstand, w: Waschfraktion, E: Freisetzung aller immobilisierten Proteine durch Aufkochen in SDS-

Probenpuffer.

Eine unspezifische Erkennung des unphosphorylierten Y595 wurde nicht beobachtet, womit
auch sichergestellt werden kann, dass die SH2-Domane auch bei pH 8,5 aktiv ist. Im Falle
des mit dem Phosphoramidat-modifizierten Y595 hingegen konnte unabhangig vom pH-
Wert keine Interaktion beobachtet werden. Bei der Untersuchung des eingesetzten Az-

Y595* per Western-Blot (Abb. 36C) konnte abermals kein Phosphotyrosin-abhangiges
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Signal beobachtet werden. Das zur Kontrolle in deutlich geringeren Mengen aufgetragene
phosphorylierte ADAP zeigte das erwartete Verhalten. Ein anschlieRender Blot gegen den
in beiden Proteinen vorhandenen His-Tag konnte zeigen, dass allein die enzymkatalysierte
Phosphorylierung in einer der Sensitivitdt der Methode angemessenen Auftragsmenge
detektiert wird und dass das ortspezifisch generierbare Phosphoramidat in Bezug der Anti-

pTyr Antikérper basierten Erkennung nicht als pTyr Analog fungiert.

Um die erzielten Ergebnisse zu Uberprifen, wurden die Modifizierung und Entschitzung an
Az-595 einer direkten parallelen Kontrolle mit Az-CaM unterzogen. Beide Proteine wurden
Uber Nacht mit dem Caging-Phosphit umgesetzt. Um eine unspezifische Reaktion
auszuschlieBen wurden Proben beider Proteine parallel in reinem Puffer inkubiert. Als
Kontrolle der im Vorfeld beobachteten ausgepragten Veranderung des Laufverhaltens im
SDS-PAGE wurde CaM zusatzlich mit dem kommerziellen, farbstoffmarkierten Staudinger-
Phosphin DyLight-650 umgesetzt. Um eine Anderung des Laufverhaltens von Az-595 durch
die Staudinger-Reaktion besser zu beobachten, sollte der Snap-Tag erst nach der
Entschitzung markiert werden. Nach Abschluss der Reaktionen wurden diese zunéachst
durch SDS-PAGE untersucht (Abb. 37A). Aus der Abbildung I&sst sich der Umsatz von
CaM deutlich erkennen. Mit dem Staudinger-Phosphit (Bahn R2) wurde ein Grolteil des
Proteins markiert, was sich durch das Auftreten einer Hauptbande mit deutlich héherem
Laufverhalten im Vergleich zur Kontrolle (Bahn C2) dufRert. Ein ebensolches Verhalten Iasst
sich durch den Umsatz von CaM mit Dy-Light 649 beobachten, wobei durch Anregung des
Gels bei 633 nm der selektiv angefiigte Farbstoff nachweisen lasst. Die gleichférmige
Verschiebung des Laufverhaltens von CaM durch die Reaktion beider Reagenzien
entspricht nicht der VergrofRerung der Molekilmasse, sondern lasst sich eher durch eine
Konformationsanderung des Proteins erklaren, wodurch die Penetranz durch SDS-
Molekule verrigert wird, und damit das Verhaltnis zwischen Masse und Ladung. Im Fall des
mit dem Caging-Phosphit umgesetzten Az-595 lasst sich eine leichte Erhdéhung des
scheinbaren Molekulargewichts (Bahn R1) im Vergleich zur Kontrollinkubation (C1)
erkennen. Das Fehlen einer Doppelbande sowie in Bahn R1 kann als vollstandiger Umsatz
des Proteins mit dem Caging-Phosphit gewertet werden. Nach der erfolgten Staudinger-
Phosphit-Reaktion, wurde die Verseifung der Schutzgruppen durch UV-Licht untersucht
(Abb. 37B). Im Fall von CaM lasst sich nach einer Belichtung des modifizierten Proteins fur
90 sec nur noch eine Proteinbande, welche ein dem unmodifizierten Protein ahnliches

Laufverhalten aufweist.
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Abb. 37: A) Umsatz von AzPhe-CaM und AzPhe-595 mit dem Caging-Phosphit sowie fir CaM auch mit
DyLight-650-Phosphin. C=Kontrollinkubation ohne die P(lll)-Verbindung, R: Staudinger Reaktion. 1, 2: Caging-
Phosphit, x: DyLight-650. B) Entschiitzung von umgesetzten AzPhe-CaM und AzPhe-595 durch Belichtung fur
30 und 90 s. Schwarzer Rahmen: Vergroflerung der AzPhe-595-Proben, Roter Rahmen: VergroRerung der
AzPhe-CaM-Proben. C). Pulldown mit entschiitztem AzPhe-595 gegen GST-NCK1-SH2, Positivkontrolle: Fyn-
phosphoryliertes Y595. UP: Bindungsuberstand, S: gebundenes Protein. D) MST-Messung mit entschitztem
AzPhe-595 (schwarze Quadrate) und Fyn-phosphoryliertem Y595 (weile Quadrate) gegen RasaN-SH2.

Oder mit anderen Worten, die sterische Beeinflussung der Schutzgruppen st
verschwunden. Interessanterweise lasst sich nach einer Belichtung von 30 sec ein
Bandentripplet beobachten, wobei eine zusatzliche Bande zwischen dem Produkt der
Staudinger-Phosphit-Reaktion sowie dem scheinbaren Edukt erscheint welche sich als
einfach entschiitztes Zwischenprodukt deuten lasst. Im Vergleich dazu sieht man beim
umgesetzten Az-Y595 nach Belichtung fiir 90 sec die Bildung eines Bandendupletts. Da
beide Banden in der Coomassie-Farbung in etwa gleich intensiv erscheinen, lasst dies
einen Entschitzungsgrad von 50% vermuten. Die Unvollstéandigkeit der Esterverseifung
kann durch die grofRere Stoffmenge an Az-Y595 im Vergleich zu CaM erklart werden. Die
lichtinduzierte Entschitzung ist eine (induzierte) Zerfallsreaktion, welche mit einer Kinetik
nullter (0.) Ordnung ablduft. Demnach besteht lineare Abhangigkeit zwischen der
Reaktionsdauer und Umsatz.

Es darf aber nicht vernachlassigt werden, dass der durch Verseifung entschitzte Anteil an
modifizierten Az-595 ausreichend zu betrachten ist um eine SH2-abhangige Bindung

eingehen zu kénnen, falls das freie Phosphoramidat diese Funktion besitzt. In Anbetracht
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des Uberschusses an NCK1-SH2 (Abb. 37C) muss die biologische Aktivitat des durch
Staudinger-Phosphit-Reaktion gebildeten Phosphoramidats als funktionelles
Phosphotyrosinanalog auf Proteinebene bezweifelt werden. Nicht gerade widerlegend wirkt
zudem der in Abb. 37D gezeigte Versuch, die Ky des mit per Staudinger-Reaktion
modifizierten Snap-595 mittels Microscale Thermophoresegegen RasaN zu bestimmen.
Das parallel dazu betrachtete Fyn-phosphorylierte wildtypische Snap-595 zeigte eine
eindeutlige Bindungstendenz gegeniiber RasaN, wahrend diese flr das durch Staudinger-
Reaktion modifizierte Snap-595 ansatzweise zu beobachten ist. In der Tat Iasst sich eine
leichte Tendenz der Bindung des Phosphoramidats vermuten, diese dirfte aber mindestens
10-fach schwéacher sein als die durch Phosphotyrosin erzielte Wechselwirkung. Das
fehlende Vermdgen, eine GST-markierte SH2-Domane zu binden kann moglicherweise auf
eine Labilitdt des Phosphoramidats gegeniber Thiolen zuriickgeflihrt werden. SchlieRlich
sind die zur GST-Immobilisierung nétigen Festphasenkligelchen mit Glutathion bestlckt,
und enthalten somit grole Mengen an Thiolen. Vor dem Hintergrund der durch Glutathion
erzeugten reduktiven Umgebung des Cytosols sollte diese Interpretationsmdglichkeit
allerdings nicht als Artefakt beiseite geschoben werden.

AbschlieBend festzuhalten bleibt, dass die Staudinger-Phosphit-Reaktion mit einem
lichtentschitzbaren Phosphit sowie der lichtinduzierten Verseifung der Schutzgruppen
beobachtet werden konnte. Ob dabei das entstehende ungeschutzte arylische
Phosphoramidat unter Bedingungen der Proteinbiochemie stabil bleibt und als

Phosphotyrosinanalog wirken kann, bleibt vorerst ungewiss.
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4. Diskussion

Fir eine bessere Ubersicht folgt zunéchst eine Kurzzusammenfassung wesentlicher
fur diese Bewertung relevanter Ergebnisse: In der vorliegenden Arbeit wurde am
Beispiel von ADAP gezeigt, dass sich die Analyse der Interaktion zwischen einem
tyrosinphosphorylierten Protein und SH2-Domanen durch den Einsatz zellfreier
Proteinsynthese optimieren lasst und einen schnellen Zugriff auf qualitative und
quantitative Interaktionsdaten liefert. Durch die Expressions-PCR (E-PCR) -basierte
Synthese der SH2-Domanen in ortspezifisch biotinylierter Form fir die direkte
hochaffine Immobilisierung sowie die zellfreie Synthese des phosphorylierten
Ligandenproteins ADAP als fluoreszenzmarkiertes Fusionsprotein gelang es, direkte
Interaktionen in hochsensitiven Pulldowns schnell und sicher zu verifizieren, wie
auch de novo zu bestimmen. Die geradlinige Erweiterung des Pulldowns zur
Variante der Uberstandsabreicherung erlaubte die Abschatzung von Ko-Werten fiir
die beobachteten Interaktionen. Hierdurch konnte auch bestatigt werden, dass die in
den sensitiven  Pulldown-Experimenten  erhaltenen  Ergebnisse  bereits
semiquantitativer Natur waren. Die Fluoreszenzmarkierung des Phosphoproteins
erlaubte zudem die Bestimmung von Ky-Werten in Lésung durch Microscale
Thermophorese, wodurch sich ein umfassendes Bild der
phosphorylierungsabhangigen Interaktionen von ADAP ergab. Durch Kombination
der Ergebnisse der genannten Methoden konnte eine Bindungshierarchie aufgestellt
werden. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass ADAP eine hochaffine
Wechselwirkung mit Rasa1 ausbildet. Zur Erweiterung des Analysespektrums wurde
die  Substitution der Kinase-vermittelten  Phosphorylierung durch eine

chemoselektive Staudinger-Phosphit-Reaktion auf funktioneller Ebene untersucht.

Die Bewertung der Bausteine des hier entwickelten Systems, die zellfreie
Proteinsynthese der Bindungspartnern fir nachfolgende Analysen (Kapitel 3.1) und
die Analyse der Phosphotyrosin-abhangigen Interaktionen von ADAP (Kapitel 3.2)
werden im Folgenden zunachst fir sich betrachtet. Im Anschluss wird deren
Zusammenfihrung im gewahlten Modellsystem hinsichtlich der geplanten
Vereinfachung und Verbesserung gegenlber bestehenden Methoden und der
Validitat der Daten diskutiert (Kapitel 3.3).

4.1 Zellfreie Synthese von Bindungspartnern fir nachfolgende Analysen
Der erste Schritt fur die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen besteht in der
Darstellung der zu untersuchenden Proteine in ausreichender Qualitat und

Quantitat. Am Beispiel der Tyrosin-phosphorylierungsabhangigen Wechselwirkung
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des menschlichen T-Zell Proteins ADAP wurde in dieser Arbeit veranschaulicht,
dass die zellfreie Proteinsynthese diesen Zweck bestens erflllt. Fir die Interaktions-
analyse wurden sowohl ADAP als auch mehrere SH2-Domanen-haltige
Interaktionspartner in aktiver Form synthetisiert. Dabei wurden neben den etwa 100
Aminosaurereste umfassenden, isolierten SH2-Domanen auch gréliere Abschnitte
(wie von PIK3R1, Grap2 und Rasa1) bis hin zum Volllangenprotein BCAR3 mit Gber
800 AS synthetisiert. Ein maRgeblicher Vorteil in der zellfreien SH2-Proteinsynthese
bezlglich des Arbeitsaufwands wurde durch die Auswahl und Generierung linearer
Matrizen (sog. Linear Templates) auf Basis cDNA-abgeleiteter Plasmide erzielt.
Dadurch lielen sich spezifische Proteine den Erfordernissen entsprechend schnell
darstellen, ohne den Leserahmen aufwandig in einen Expressionsvektor klonieren

und in FlUssigkulturen zu Uberexprimieren zu missen.

Ein ebenfalls erheblicher Vorteil wurde durch die Wahl des ortspezifischen Einbaus
einer Biotineinheit Uber amber Suppression zur direkten Festphasenimmobilisierung
erzielt. Die hierfur verwendete chemisch aminoacylierte Suppressor tRNA (Gerrits et
al., 2007) erlaubte einen nahezu stdchiometrischen Einbau der modifizierten
Aminosaure. Durch den hierbei generierten hohen Anteil an gewlnschtem
Syntheseprodukt und auf Grund der geringen Uberschiisse an freiem Biotin im
Reaktionsansatz konnte daher, im Gegensatz zu posttranslationalen
Biotinylierungsmethoden, auf eine Aufreinigung verzichtet werden. Somit wurde das
synthetisierte Protein in frischer Form der Analyse zugefuhrt, wodurch die
Wahrscheinlichkeit seiner korrekten Faltung stark erhoht wurde. Deutlich wurde dies
besonders am Beispiel des SH2-Domanenproteins BCARS3, welches trotz seiner
beachtlichen GroRRe von ca. 90 kDa im vollstandig l6slichen Zustand synthetisiert
wurde und dessen SH2-Domane selektiv phosphoryliertes ADAP mit hoher Effizienz
binden konnte. Zur Steigerung der Ausbeute der SH2-haltigen Proteine war es
nachfolgend zwar notwendig, die Leserahmen — wie auch im Falle anderer
Methoden — in einen Expressionsvektor zu klonieren. Der grof3e Vorteil der hier
gewahlten Herangehensweise zeigte sich allerdings darin, dass die hierfur
erforderliche Klonierungsarbeit auf Grund der Ermdglichung der vorangegangenen
Untersuchungen, bei denen die Auswahl an Genen fur weitere Analysen eingegrenzt
werden konnte, erheblich minimiert wurde. Dartberhinaus konnten schon mit den
nicht klonierten, Expressions-PCR-generierten SH2-Domanen neben qualitativen
Bindungsanalysen auch erste quantitative Daten mittels der Pulldown-basierten
Methode der Uberstandsabreicherung gewonnen werden. Aus dieser quantitativen

Analytik konnte bereits eine Bindungshierarchie von verschiedenen SH2-
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Domanenproteinen zu ADAP abgeleitet werden, die spater durch die die eigentliche

Kd-Wertbestimmung mittels MST bestatigt wurde.

Neben den SH2-Domanenproteinen konnten auch die dazugehdrigen Liganden
zellfrei synthetisiert und selektiv in vitro durch zugesetze Kinase phosphoryliert
werden. Die Generierung von expressionsfahigen Linear Templates (Merk et al.,
2003) erlaubte abermals einen schnellen Zugang zu funktionsfahigen Proteinen.
Durch Expressions-PCR konnten verschiedene Leserahmen von ADAP, welche alle
den C-terminalen Linkerbereich (570-690) zwischen den beiden SH3-Domanen
umfassten, schnell und in l6slicher Form exprimiert werden. Im Rahmen der
Matrizengenerierung wurden Sequenzen kodierend fir N- und C-terminale
Reinigungstags  eingefiihrt. Die  erfolgreiche  affinitditschromatographische
Aufreinigung der einzelnen Varianten zeigte, dass beide Tags zuganglich waren und
die jeweiligen Proteine keine Aggregate bildeten, wodurch eine Zuganglichkeit der
Tags verhindert worden ware. Diese Annahme wird durch die hohe Ld&slichkeit der
Proteine wahrend eines Ultrazentrifugationsschrittes unterstutzt. Somit konnte davon
ausgegangen werden, dass die synthetisierten Proteine die Grundvoraussetzung fir
eine erfolgreiche Interaktion mit SH2-Domanen aufwiesen.

Eine Phosphorylierung durch rekombinant aufgereinigte Fynkinase war sowohl ko-
translational als auch post-translational mdglich, wobei das flir die Proteinsynthese
eingesetzte heterologe (E. coli-) System keine stérenden endogenen
Kinaseaktivititen aufwies, was auch fir die Synthese nicht-phosphorylierter
Kontrollproteine wichtig war. Eine posttranslational unter CECF Bedingungen
durchgefiihrte Inkubation mit der Kinase fihrte zu nahezu vollstandig
phosphoryliertem ADAP, belegt durch massenspektroskopische Analyse und
dadurch, dass dieses quantitativ an NCK1-SH2 gebunden werden konnte. Wahrend
im Rahmen der zellularen  Synthese und Phosphorylierung  der
Phosphorylierungsschritt auf Grund der stringenten Regulation der Kinasen
(Schlessinger 2010) sowie der hohen Phosphataseaktivitat (Tonks 2012) in der
Regel unvollstandig verlauft, ist die nachgewiesene nahezu vollstandige
Phosphorylierung von ADAP mit der hier gewahlten Methode ein grof3er Vorteil, da

die Aussagekraft der Messungen und deren Reproduzierbarkeit erhéht wird.

Des Weiteren konnten samtliche generierten ADAP-Varianten durch Fusionierung
an den Snap-Tag (Keppler et al., 2003, 2004) ortspezifisch, quantitativ und
sequenzunabhéangig fluoreszenzmarkiert werden. Dabei wurde entgegen seiner

ursprunglichen Entwicklung als Werkzeug zur in vivo-Visualisierung von Proteinen
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der Snap-Tag hier zum ersten Mal als Analysewerkzeug erfolgreich zellfrei
synthetisiert. Durch die einfach handhabbare Fluoreszenzmarkierung nach Zugabe
des Farbstoffs zum Syntheseansatz konnte die gewlnschte Markierung nicht nur
beschleunigt  werden. Es konnte zudem  gezeigt werden, dass
Fluoreszenzmarkierung und Phosphorylierung parallel durchgefiihrt werden kénnen
und diese sich nicht gegenseitig beeinflussen.

Neben ADAP konnte zudem ein Peptidfragment des MT-Antigens als Snap-
Fusionsprotein synthetisiert werden, welches als literaturbekannte Sequenz
(Waksman, et al. 1992, Ladbury et al., 1995) der Validierung von
Dissoziationskonstanten diente. Durch an die Synthese anschlieRende in vitro
Phosphorylierung mit Fyn-Kinase konnte gezeigt werden, dass dieses im Rahmen
der hier gewahlten Methodik ebenfalls mit hoher Effizienz phosphoryliert werden
kann. Insofern bietet diese Methode auch eine Alternative zur Darstellung von
fluoreszenzmarkierten, kirzeren phosphorylierten Peptidmotiven, die sonst haufig

durch chemische Festphasensynthese dargestellt werden.

4.2. Messung Phosphotyrosin-abhéngiger Interaktionen von ADAP

Nachdem die Synthese funktionalisierter und funktionsfahiger Bindungspartner
demonstriert wurde, wurde ein Analysesystem flr Phosphoproteininteraktionen
aufgebaut. Das Ergebnis stellt zunachst einen Arbeitsfluss dar, der auf der
Beobachtung einer potenziellen Wechselwirkung auf Basis eines Pulldowns beruht.
Durch Titration der im Pulldown verwendeten Festphase konnte der Arbeitsfluss
spater auf eine Uberstandabreicherung (Pollard 2010) erweitert werden. Dieses
Vorgehen erlaubte es, bereits in diesem Stadium der Untersuchungen die
Dissoziationskonstanten (Ky) der untersuchten Interaktionen relativ zueinander
abzuschatzen. Eine fundierte Bestimmung der Ky in Losung erfolgte spater durch
MST. Demnach umfasst der hier gewahlte Arbeitsfluss neben der als qualitativ zu
betrachtenden Beobachtung des Bindungsereignisses Uber Pulldown auch die
Generierung einer quantitativen Aussage Uber die Affinitat der Interaktion. Hierbei
konnten erste quantitative Aussagen bereits auf der Ebene Expressions-PCR-
generierter Proteine gemacht werden, was eine betrachtliche Beschleunigung des
Arbeitsflusses bedeutet.

Im Fall der Untersuchung maoglicher Interaktionen von ADAP zeigten die Ergebnisse
des Pulldowns auf, dass ADAP an die meisten der ausgewahlten Proteine in einer
phosphorylierungsabhangigen Weise band. Durch die Wahl der hohen, vom Snap-
Tag vermittelten Sensitivitat fir den Nachweis von ADAP wurde es ermoglicht, unter

minimiertem Materialverbrauch mit kleinen Proteinmengen und -konzentrationen
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arbeiten zu koénnen. Die Bindungsereignisse mit einem Immobilisierungsgrad
zwischen 10 und 50% des hierfiir eingesetzten ADAPs sind als hochspezifisch
einzustufen. Darlber hinaus erlaubten die Pulldown-Experimente durch die
Einstellung des nicht-sattigenden Konzentrationsbereichs sogar, quantitative
Aussagen Uber die Starke der Bindung zwischen ADAP und seinen
Bindungspartnern zu treffen. Anhand der durchgeflihrten Dreifachbestimmungen
konnte ein hohes Mal} an Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beobachtet werden.
Darlber hinaus wurde fiir jede Einzelmessung ein frischer Ansatz des biotinylierten
SH2-Interaktionspartners synthetisiert. Die hierbei immer noch beobachtete geringe
Fehlerschwankung innerhalb der Pulldown-Untersuchungen deutet zusatzlich auf
eine hohe Reproduzierbarkeit der erzielten Ergebnisse auch im Hinblick auf diesen
Parameter hin.

Insgesamt  konnten durch die Erweiterung des Pulldowns auf eine
Uberstandsabreicherung die Pulldown-Daten aus einem erweiterten Blickfeld
bewertet werden. Dabei bewahrte sich erneut die Fluoreszenzmarkierung des
Phosphoproteins in den Experimenten zur Uberstandsabreicherung, die analog zum
Pulldown mit immobilisierten SH2-Domé&nen und in Lésung befindlichem ADAP
durchgefuhrt wurden. Die Abschatzung der zugrundeliegenden Kg-Werte zeigte,
dass alle drei untersuchten Interaktionen hohe Affinitaten aufweisen, welche im
Bereich zwischen 60 nM (RasaN) und 300 nM (Fyn) lagen. Basierend auf den im
Rahmen der Pulldown-Untersuchungen eingesetzten Konzentrationen der SH2-
Domanenproteine wurde beobachtet, dass der Pulldown die Bindungskurve im
Bereich unterhalb der Ky (Fyn) oder im Bereich der Ky (RasaN) traf. Dies bedeutet,
dass der Pulldown unter den gewahlten Bedingungen geeignet war, um

semiquantitative Aussagen treffen zu kénnen.

Nach der erfolgreichen Abschatzung tiber die Methode der Uberstandsabreicherung
wurden die Kg-Werte in Losung mittels Microscale Thermophorese (MST) bestimmt.
Fur die Durchfiihrung der Messung war die Fluoreszenzmarkierung einer der beiden
Interaktionspartner erforderlich. Hierfir wurde das bereits mit dem Snap-Tag
markierte ADAP eingesetzt. Die experimentelle Durchfiihrung lehnte sich dabei eng
an die der Pulldown-Titration zur Uberstandsabreicherung an, wodurch eine direkte
Vergleichbarkeit der verschiedenen Methoden ermdglicht wurde. Die ermittelten K-
Werte waren im Vergleich zur Pulldown-Titration (Uberstandsabreicherung) etwa um
den Faktor 3 grofRer (und damit die Bindung weniger affin), zeigten aber dieselbe

Bindungshierarchie.
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Die Unterschiede zwischen den Uber die verschiedenen Methoden (Pulldown-
Titration und MST) ermittelten K-Werte sind sehr wahrscheinlich in der Systematik
der Messmethode begriindet und nicht in der Natur der Interaktion. Im Falle der
Pulldown-Titration befanden sich die SH2-Domanen immobilisiert auf der Festphase,
wahrend sie im Rahmen der MST frei in LOsung vorlagen. Durch die Immobilisierung
werden lokal héhere Konzentrationen erzeugt, welche die Bindung beeinflussen
kénnen, da Phosphotyrosin/SH2-Interaktionen dynamische Ergebnisse einer
Summe schneller Bindungs- und Dissoziationsereignisse sind (Liu et al.,, 2012).
Daruber hinaus kann die Anwesenheit mehrerer Phosphorylierungsstellen in ADAP
die festphasenbasierte Interaktion beeinflussen, besonders da die
Phosphorylierungsstellen um Tyr595 und Tyr651 dasselbe Konsensusmotiv
aufweisen. Im Falle zweier identischer Konsensusmotive (Tyr114, Tyr128) am N-
Terminus von SLP-76 ist bekannt, dass deren Bindung an die Vav1-SH2-Domane
im doppelt phosphorylierten Zustand mit doppelter Affinitat (Kq ~ 500 nM) und in
einer 1:2 (SLP:Vav) Stochiometrie im Vergleich zu den isolierten Motiven erfolgt (Kq4
~ 1 yM, Ksionda et al., 2012). Demnach kann bei der Bindung an eine Festphase
nicht zwischen einer einfachen und einer mehrfachen Interaktion unterschieden
werden. Hierdurch kénnen wahrscheinlich die beobachteten Unterschiede zwischen
den Messmethoden beziglich der absolut gemessenen Ky-Werte gut erklart werden.
Es bleibt aber festzuhalten, dass beide Methoden dieselbe Bindungshierarchie

ergaben.

Ladbury et al. konnten 1995 die K4 der Bindung des YEEI-Konsensusmotivs (MT-
Antigen) an Src-SH2 im Bereich von 500 nM ermitteln. In diesem Bereich liegen
auch die im Rahmen dieser Arbeit mittels MST ermittelten Ky-Werte dieser

Interaktion, was die Validitat der in dieser Arbeit gewonnen MST-Werte unterstiitzt.

4.3. Eignung des gewahlten Arbeitsflusses und des Modellsystems

Fir eine Bewertung des Arbeitsflusses und der Eignung des gewahlten
Modellsystems fir die Charakterisierung von Wechselwirkungen Tyrosin-
phosphorylierter Proteine mit ihren SH2-Bindungspartnern wird hier das
Zusammenspiel der Teilschritte a) Synthese und enzymatische Phosphorylierung
der Phosphotyrosin-Proteine sowie die Ermdglichung einer sensitiven Detektion
dieser Proteine b) Synthese, Biotinylierung und Immobilisierung der SH2-
Bindungspartner, c) Vorselektion relevanter Interaktionen durch Pulldown von
Phosphoprotein und SH2-Bindungspartner und d) Interaktionsmessungen fur die

Bestimmung von Dissoziationskonstanten, die im Rahmen dieser Arbeit in dieser
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Kombination erstmalig Anwendung finden, anhand des gewahlten Modellsystems
betrachtet.

Das erste Teilziel, eine Vereinfachung der Synthese der beteiligten Proteine
herbeizufihren, wurde klar erreicht. Durch Anwendung einer PCR-basierten
Matrizenherstellung konnte der Arbeitsfluss unter Umgehung aufwandiger
Klonierungsarbeiten erheblich, auf etwa ein Zehntel der Ublichen Arbeitszeit beim
Einsatz neu generierter Expressionsvektoren, verkiirzt werden. Gleichzeitig wurde
mit dieser Methodik durch Einfiihrung einer konstanten, kurzen Sequenz - kodierend
fur den N-Terminus der SH2-Domanenproteine -, eine Umgebung geschaffen, die
einen spateren effektiven und vorhersagbar konstanten Einbau des
Immobilisierungsankers Biotin in den SH2-Bindungspartner erlaubt. Des Weiteren
wurde hierdurch eine Normalisierung der Syntheseleistung fir diese SH2-
Bindungspartner erzielt, welche sehr hilfreich und zum Teil sogar Voraussetzung fir
eine sinnvolle Vergleichbarkeit der erzielten Ergebnisse bei Bindungsstudien von
Phosphoproteinen mit ihren SH2-Bindungspartnern ist. Dabei wurde gezeigt, dass
die auf diese Weise limitierte Syntheseleistung absolut ausreichend fir die
Bindungsstudien auf der Ebene von Pulldown-Experimenten ist. Das hierflr
verwendete zellfreie Proteinsynthesesystem lieferte alle Voraussetzungen fir die
genannten Parameter und stellte selbst die Voraussetzung, um mit linearen, PCR-
basierten Matrizen arbeiten zu kénnen. Als offenes System erlaubte dieses dariber
hinaus, die Phosphorylierung der Proteine ADAP und YEEI durch simple Zugabe
einer gereinigten Kinase zu realisieren. Als nicht lebendes System war es zu keiner
Zeit von einer mdglichen toxischen Wirkung ausgehend von der Uberexpression der
zu untersuchenden Proteine beeinflusst. Aulerdem konnte durch die kontrolliert
limitierte Synthese der Proteine fiir diese eine hohe Loslichkeit erzielt werden.
Hiermit waren die Voraussetzungen fir das zweite Teilziel gegeben, auf sehr
einfachem und schnellem Weg tber amber Suppression den Immobilisierungsanker
Biotin in stdéchiometrischem Verhaltnis in die SH2-Bindungspartner einzubauen.
Dieser wurde erfolgreich realisiert und erlaubte, wie gewlnscht, die SH2-
Bindungspartner durch einen simplen Bindungsschritt an eine Matrix zu reinigen und
gleichzeitig fur spatere Pulldown-Untersuchungen zu immobilisieren.

Das Ziel, eine sensitive Detektion des Phosphoproteins zu ermdéglichen, wurde
durch die Bereitstellung dieser in Form von Fusionsprotein mit dem Snap-Tag
realisiert. Es wurde auch gezeigt, dass sich dieser neutral in Bezug auf die
Phosphorylierungsreaktion verhalt. Die mit dem Snap-Tag verbundene hohe
Nachweissensitivitat, welche sogar die Sensitivitat gangiger Markierungsansatze mit

radioaktiv markierten Aminosauren Ubersteigt, erlaubte eine ideale Einbindung in
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den gesamten Arbeitsfluss. So wurde es ermdglicht, 6konomisch mit sehr geringen
Materialverbrauch zu arbeiten und - viel wichtiger - kleine Proteinkonzentrationen
detektieren zu koénnen. Dadurch konnte verhindert werden, dass die
Interaktionsmessungen in einem gesattigten Bereich der Bindung durchgefiihrt
werden mussten. So konnte das weitere Teilziel, eine Vorselektion von relevanten
Bindungsereignissen mit Hilfe von Pulldown-Studien vorzunehmen, vergleichsweise
einfach und erfolgreich umgesetzt, werden, da auf weiterfiihrende Analytik fir den
Nachweis der Bindung wie beispielsweise die Durchfiihrung von Western Blot
Analysen verzichtet werden konnte. Bedeutsamer in diesem Zusammenhang ist
aber, dass hiermit die Moglichkeit geschaffen wurde, Uber die Methode der
Uberstandsabreicherung bereits in diesem Stadium der Untersuchungen,
quantitative Daten der Wechselwirkung zwischen Phosphoprotein und SH2-
Domanenprotein in Form von Dissoziationskonstanten gewonnen werden konnten.

Das letzte Ziel, Dissoziationskonstanten unter optimalen Bedingungen, das heif3t in
Lésung, ohne Immobilisierung des SH2-Domanenproteins, mit Hilfe der Microscale
Thermophorese (MST) bestimmen zu kdnnen, wurde ebenfalls sehr erfolgreich
erreicht. Insgesamt wurde also das Hauptziel klar erreicht, durch eine neuartige
Kombination bekannter Methoden einerseits eine erhebliche Beschleunigung und
Vereinfachung der Gewinnung von Interaktionsdaten von Phosphotyrosin-Proteinen
und ihren SH2-Bindungspartnern zu erzielen und andererseits die Mdglichkeit fur die
Detektion neuer, bisher auf Grund bestehender Limitierungen der bislang

verwendeten Methoden, nicht ndher betrachteter Interaktionen zu eroffnen.

4.3.1. Bewertung der Bindungskonstanten

Die in dieser Arbeit mittels MST gemessenen Werte fiir Bindungskonstanten von
YEEI zu SH2-Bindungsproteinen stimmen relativ gut mit Literaturwerten (Waksman
et al. 1992; Jones et al., 2006) Uberein, wobei letztere anhand der Bindung von
kurzen Festphasenpeptiden erstellt wurden. Damit ist gezeigt, dass die hier
verwendete Methodik neben seiner deutlichen Vereinfachung auch eine gute
Vergleichbarkeit zu anderen, bekannten Methoden liefert.

Im Folgenden werden die Messwerte diskutiert, die zur Interaktion von
phosporyliertem ADAP mit verschiedenen SH2-Bindungspartnern gewonnen
wurden. Hierbei ist zu beachten, dass Vergleichswerte fir Dissoziationskonstanten
dieser Proteine mit ADAP aus der Literatur nicht zur Verfligung stehen, da diese
Werte im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal aufgenommen wurden.
Darlberhinaus ist zu bertcksichtigen, dass die hier untersuchten Interaktionen in

vivo nicht nur durch die in dieser Arbeit untersuchten Parameter beeinflusst werden,
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sondern auch durch lokale Konzentrationen, Phosphorylierungsstatus und zeiliche
Expressionsregulation. Dennoch kénnen die in dieser Arbeit zum ersten Mal
bestimmten Dissiziationskonstanten durchaus dazu beitragen, die physiologische
Funktion der beteiligten Bindungspartner besser zu verstehen, zumal viele der hier
analysierten Proteine zur gleichen Zeit in Zellen vorkommen (Jones et al., 2006,
Lange et al., 2010). Fur ein besseres Verstandnis der Bindungsstudien von ADAP
zu seinen SH2-Bindungspartnern wird hier zunachst noch einmal auf Vorarbeiten
verwiesen, die dieser Arbeit zu Grunde lagen. Es war bekannt, dass
phosphoryliertes ADAP in vivo mit SLP-76 (Musci et al., 1997), Fyn und Nck
interagieren kann. Bei einem friiheren Versuch, weitere Bindungspartner in T-Zellen
durch SILAC-Markierung mit immobilisierten, phosphorylierten Festphasenpeptiden
zu identifizieren, wurde zudem etwa ein Dutzend weiterer Proteine als mogliche
Bindungspartner gefunden (Lange et al., 2010). Diese Studie bildete die Grundlage
fur die Auswahl der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proteine Rasa1, PIK3R1,
Grap2 und SH2D1A. Ebenfalls in die Untersuchung aufgenommen wurden die oben
erwahnten, bereits auf funktioneller Ebene genauer charakterisierten
Interaktionspartner SLP-76, Fyn und Nck2. Weiterhin wurden die mit Fyn eng
verwandten Proteine Lck und Src in die vorliegende Studie aufgenommen.
Vervollstandigt wurde der Satz durch Syk und Vav1 sowie das bisher wenig
charakterisierte Protein BCARS.

Anhand der Pulldown-Experimente in Kombination mit der Methode der
Uberstandsabreicherung einerseits und der Messungen (ber Microscale
Thermophorese andererseits konnten erstmalig Dissoziationskonstanten (Ks-Werte)
von ADAP mit seinen SH2-Bindungspartnern gemessen werden. Fir beide
Methoden konnte jeweils eine klare Bindungshierarchie ermittelt werden. Diese
stimmt bei beiden Methoden Uberein, was als gegenseitige Bestatigung gewertet
werden kann, mit Rasa1 als starkstem Binder, gefolgt von SLP-76 und Fyn.

Es zeigte sich zudem, dass neben Rasa1 auch PIK3R1 und BCAR3 sehr starke und
spezifische Affinitadten gegenlber phosphoryliertem ADAP aufweisen, wahrend
diese im Fall von Grap2, SH2D1A und Vav1 sehr gering bis vernachlassigbar waren.
In Ermangelung an Vergleichsdaten aus der Literatur wird die Plausibilitat der
gewonnen Daten diskutiert. Fur Vav1 ist bekannt, dass dieses, vermittelt Uber die
Bindung an SLP-76 (Raab et al., 1997), indirekt in einem Komplex mit ADAP
interagiert. Da diese Vermittlung hier nicht vorliegt, ist die gemessene, aullerst
schwache Bindung von Vav1 an ADAP folgerichtig. Dagegen war fir SH2D1A auf
Grund von vorangegangenen Untersuchungen (Lange et al., 2010) durchaus eine

signifikante Bindung an ADAP erwartet worden, auch wenn damals keine
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quantitative Analytik der Affinitdten durchgefihrt wurden. Auf Grund des im
Vergleich zu Vav1 ahnlichen Musters der Bindungsstarke von SH2D1A an
phosphoryliertes sowie nicht phosphoryliertes ADAP kdénnte die Hypothese
aufgestellt werden, dass fir SH2D1A ein ahnlicher indirekter, hier nicht greifender
Bindungsmechanismus vorliegen konnte.

Die hohe Affinitat von BCAR3 war nicht erwartet, da es als ubiquitar exprimierter
GTP-Austauschfaktor eine zu Vav1 vergleichbare Funktion aufweist und daher in
erster Naherung eine ahnlich schwache Bindung an ADAP wie im Fall von Vav1
vermutet werden konnte. Die Beobachtung der starken Bindung kénnte darauf
hindeuten, dass BCAR3 im Gegensatz zu Vav1 direkt an ADAP binden kann.

Die unerwartet starke und spezifische Bindung von Rasal an ADAP wird im
Folgenden naher betrachtet. Sowohl die Abschatzung der Ky-Werte durch
Uberstandsabreicherung, als auch die Ky-Bestimmung durch MST konnten belegen,
dass Rasal1 durch seine N-terminale SH2-Domane ADAP mit sehr hoher Affinitat
bindet. Diese ist sowohl héher als alle weiteren in dieser Studie gemessenen
Interaktionen als auch allgemein sehr hoch im Vergleich zu bislang bekannten K-
Werten fur SH2-vermittelte Interaktionen. Da diese Interaktion von ADAP verglichen
zu SLP-76 (Wang et al., 2009) oder Fyn eine merklich hdhere Affinitat aufweist, ist
es nicht unwahrscheinlich, dass diese von bedeutender physiologischer Relevanz
ist.

Uber die Rolle dieser Interaktion lasst sich mutmaRen. Rasa1 ist ein groles 1047
Aminosaurereste umfassendes Protein, dessen C-Terminus eine RasGTPase
Domane aufweist. Damit erflillt Rasa1 die Funktion, das bedeutsame Regulations-G-
Protein Ras zu inaktivieren. Neben der RasGAP-Domane enthalt Rasa1 eine Reihe
regulatorischer Bindungsdomanen in der Anordnung: SH2-N, SH3, SH2-C, PH, C2.
Generell gilt die Auffassung, dass die Domanen von der RasGTPase-Aktivitat
unabhangige Interaktionen austiben (Pamonsinlapatham et al., 2009). Allerdings
konnten Bryant et al. 1996 zeigen, dass in Anwesenheit des SH2/SH3
Domanenblocks in Rasa1 die Aktivitdt der RasGTPase Domane deutlich starker ist
als in ihrer isolierten Form. Interessanterweise konnte auch die Aktivitdt anderer
RasGTPase Domanen in Form von Fusionsproteinem durch den SH2/SH3-Block in
Rasa1 verstarkt werden, was sich auch auf unterstitzende Wirkung der Domanen
zurtckflhren lasst.

Fir die beiden SH2-Domanen wurden Interaktionen mit Rezeptortyrosinkinasen wie
EGFR und IGFR belegt. Dasselbe gilt fur die Adapterproteine Dok-1 und Dok-2, den
Transkriptionsfaktor Socs3 sowie die RhoGTPase RhoGAP (Pamonsinlapatham et

al., 2009). Implizit deuten nicht nur die Interaktionen mit Ras und Rho, sondern auch
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die mit EGFR auf eine wichtige regulierende Funktion von Rasa1 im Rahmen des
Zellwachstums hin. Wenn man sich vor Augen halt, dass die Interaktionen von
Rasa1 zu Phosphorylierungsmotiven des EGFR in einem Affinitatsbereich zwischen
400 und 1400 nM liegen (Jones et al., 2006), deutet sich an, dass die hier
nachgewiesene deutlich starkere Interaktion zwischen Rasa1l und ADAP von

Bedeutung sein kann.

Anhand dieser Erkenntnisse zeigt sich, dass die im Rahmen dieser Arbeit
angestrebte Optimierung der Analyse phosphorylierungsabhangiger Protein-Protein
Wechselwirkungen sehr erfolgreich umgesetzt werden konnte. Es stellte sich
aullerdem heraus, dass die Markierung des phosphorylierten Liganden im Vergleich
zu der des SH2-Bindungspartners die bessere Wahl ist. Dies griindet sich aus der
Tatsache, dass die Affinitdt des Liganden relativ zur Bindungsdomane (Analyt)
ermittelt wurde. Die absolute Quantifizierung ist abhangig von der Fahigkeit, die
Proteinkonzentration des Analyten zu bestimmen. Die Affinitat der SH2-Doméane in
der Funktion des Analyten ist vom Modifikationsgrad des Liganden abhangig, die
Affinitdt des Liganden zur SH2-Domane hingegen nicht. Ware die SH2-Domane
fluoreszenzmarkiert worden, ware die Quantifizierung sowohl von der Konzentration

des Liganden als auch von dessen Phosphorylierungsgrad abhangig gewesen.

4.4, Eignung der Staudinger-Phosphit-Reaktion fur die chemoselektive
Tyrosin-Phosphorylierung

Anhand der oben angestellten Uberlegungen wird auch die Bedeutung einer
ortspezifischen Phosphorylierung deutlich, da hierdurch die Affinitdtsmessungen
einerseits unabhangig vom Phosphorylierungsgrad des zu untersuchenden Proteins
werden und andererseits eine gezielte Untersuchung der Bedeutung einer isolierten
Phosphorylierungsstelle innerhalb mehrfach phosphorylierter Proteine ermdglicht
wird. Flr eine solche ortspezifische Phosphorylierung kommen prinzipiell zwei
Herangehensweisen in Betracht. Zum einen ist der Einbau von Phosphotyrosin tber
amber Suppression mit Hilfe einer Aminoacyl-tRNA-Synthetase, welche eine
entsprechende Spezifitdt aufweist, wiinschenswert, jedoch bisher von niemandem in
der Praxis erfolgreich umgesetzt worden. Zum anderen ist die chemische
Umsetzung von modifizierten Aminosauren, welche bereits Giber amber Suppression
eingebaut werden koénnen, zu Phosphat- bzw. Phosphat-ahnlichen Gruppen
Gegenstand der Forschung. Zu letzterem folgt anschlieRend die Diskussion der hier

gewahlten chemischen Umsetzung.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die biologische Wirksamkeit eines auf rein
chemischem Weg eingeflhrten Phosphoramidats als Phosphotyrosin-Analogon auf
Proteinniveau untersucht. Ein tGber amber-Suppression in das Protein eingeflihrtes
p-Azidophenylalanin konnte erfolgreich zunachst Uber eine chemoselektive
Staudinger Reaktion in eine Vorstufe - ein Schutzgruppen-enthaltendes Phosphit -
und anschlielend durch dessen lichtinduzierte Entschiitzung in das gewtlinschte
Phosphoramidat umgewandelt werden. Dieses Vorgehen wurde somit zum ersten
Mal erfolgreich von einem Modellprotein (Serwa et al., 2009) auf ein anderes Protein
Ubertragen. Die korrekte Umsetzung zum Endprodukt konnte auf zwei Ebenen
eindeutig bestatigt werden. Zum einen wurde der Einbau der unnatirlichen
Aminosdure und ihre chemische Umsetzung Uber ein verandertes
gelelektrophoretisches Laufverhalten und zusatzlich die lichtinduzierte Entschiitzung
durch eine weitere Veranderung des Laufverhaltens nachgewiesen. Zum anderen
konnte der klare Beweis fiir die korrekte Bildung des modifizierten Proteins Uber
MALDI-Massenspektrometrie erbracht werden.

Eine Prufung, ob ein friher gezeigter schwacher Nachweis eines Phosphoramidat-
Proteins im Western Blot mit Hilfe eines gangigen Anti-Phosphotyrosin-Antikdrpers
(Serwa et al., 2009) auch mit dem hier verwendeten Protein mdglich ist, zeigte, dass
die Sensitivitdt des Detektionssystems, vermutlich auf Grund einer nur schwachen
Bindung des Antikdrpers an das Phosphat-Analogon, hierflr nicht ausreicht. Daher
wird es als sehr wahrscheinlich eingestuft, dass diese Nachweismethode fir
Phosphoramidat-Proteine in der Breite nicht geeignet ist.

Obwohl schon einmal Hinweise fir eine Bindung eines Phosphoramidat-
modifizierten Festphasenpeptids an ein SH2-Domanenprotein gefunden wurden
(unveroffentlichte Daten, Krause & Hackenberger, FMP Berlin), konnte eine
Bindungsfahigkeit des Phosphoramidats trotz der sehr erfolgreichen Darstellung des
Proteins, mehrfacher Untersuchung von Bindungsereignissen sowohl in Form von
Phosphoramidat-modifiziertem ADAP als auch von Snap-595 und auch unter
Einsatz unterschiedlicher SH2-Domanenproteine sowie in Kombination mit
verschiedenen Immobilisierungsstrategien nicht beobachtet werden.

Es lagen Hinweise auf eine mogliche pH-Abhangigkeit der Bindereaktion anhand der
Untersuchung ahnlicher Modifikationen, in Form von unterschiedlich substituierten
Phosphonaten als Phosphotyrosinersatz vor (Burke et al., 1994). Das dort
eingesetzte difluorosubstituierte Phosphonat (F,Pmp) wies eine mit Phosphotyrosin
vergleichbare Bindungsfahigkeit an SH2-Proteine auf, welche im Fall des
unsubstiuierten Phosphonats (Pmp) deutlich geringer ausfiel. Versuche, durch

Deprotonierung von Pmp eine dem F,Pmp ahnliche Wirkung zu erzeugen, zeigten
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fur diesen Fall, dass dessen Funktionalitdt pH-unabhangig war und eher auf der
Imitation polarer Wechselwirkungen der freien Elektronenpaare des veresterten
Sauerstoffs durch die Fluorsubstituenten beruht (Chen et al., 1995). Jedoch war mit
dieser Information nicht geklart, ob sich in der hierzu unterschiedlichen chemischen
Umgebung des Phosphoramidats eine Deprotonierung positiv auf eine Bindung von
SH2-Protein auswirken kénnte. Um auszuschlieRen, dass in den hier gewahlten
Bindungsexperimenten eine pH-Abhangigkeit vorliegt, wurde diese zusatzlich
untersucht, jedoch keinerlei Hinweis auf eine solche Abhangigkeit gefunden. Dieses
Ergebnis unterstutzt somit eher die oben genannte Hypothese der polaren
Wechselwirkung der Fluorsubstituenten.

Die Eigenschaften des chemoselektiv generierbaren Phosphoramidats lassen sich
mit denen der als Phosphotyrosinersatz geltenden Aminosauren p-
Carboxymethylphenylalanin (Tong et al., 1998) und p-Sulfotyrosin (Ju et al., 2013)
vergleichen. Beide vermitteln eine, wenn auch schwache Bindungsfahigkeit zu SH2-
Doméanen. Es dberrascht nicht, dass p-Carboxymethylphenylalanin in der
Roéntgenkristallstruktur ein vergleichbares Koordinationsverhalten wie
Phosphotyrosin aufweist, da die Ausbildung einer Interaktion bei den fir die
Kristallisation notwendigen hohen Konzentrationen beglnstigt ist. Andererseits
lagen in diesen Untersuchungen die mit den Analoga bestiickten Peptide und
Proteine in Lésung vor. Wie bei der Betrachtung der Ky-Bestimmung durch
Pulldown-Titration im Vergleich zu MST festgestellt wurde, erzeugt die
Immobilisierung an feste Phasen lokal hohe Konzentrationen (Ladbury et al., 1995),
welche einen kooperativen Effekt auf die Protein-Protein Wechselwirkung haben
kénnen. Somit kénnte das uUber die Staudinger-Phosphit-Reaktion gebildete
Phosphoramidat in Kombination mit alternativen Immobilisierungsstrategien
moglicherweise als Phosphotyrosinersatz nutzbar gemacht werden. Als generelles
Analogon flr Phosphotyrosin, beispielsweise fiir die Betrachtung von Interaktionen
in Losung, eignet es sich jedoch mit groBer Wahrscheinlichkeit ohne chemische
Veranderung der Phosphoramidat-Struktur im Sinne der oben genannten polaren
Wechselwirkung trotz der erfolgreichen Darstellung der Phosphoramidat-Proteine im

Rahmen dieser Arbeit nicht.
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5. Ausblick
Das etalblierte Detektionssystem hat sich sowohl zur Validierung, als auch zur de novo

Detektion direkter Protein-Protein-Interaktionen als gut geeignet erwiesen.

In Bezug auf die Wirksamkeit der chemoselektiven Phsophorylierung durch die Staudinger-
Phosphit-Reaktion lassen sich ebenfalls noch weitere Testmdglichkeiten formulieren. Ein
lohnendes Ziel ist es, die Bindung des auf Festphasenpeptidebene eingefihrten
Phosphoramidat im Komplex mit einer SH2-Domane durch Roéntgenkristallographie zu
untersuchen. Dies kénnte im analogen Vergleich zu Carboxyphenylmethylalanin (cmF)
geschehen, wodurch die Koordination in der Phosphotyrosyl-Bindungstasche wertvolle
Hinweise liefern konnte. Ebenfalls kdnnte es im Hinblick einer besseren und vertraglicheren
Entschitzung forderlich sein, besipielsweise Estergruppen, welche durch Esterase
gespalten werden koénnten sowie der Vergleich der Festphasenimmobiliserung der

Phosphoramidate und deren Verhalten in Losung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass sich die Tyrosin-Phosphorylierungs-
abhangige Interaktion mit SH2-Domanen durch Kombination von zellfreier Proteinsynthese,
ortspezifischer Fluoreszenzmarkierung als auch Biotinylierung und Microscale
Thermophorese malgeblich erweitert werden konnte. Hierzu zadhlen hochsensitive
Pulldowns, die passenden Konzentrationsbereich bereits semiquantitative Aussagen
liefern.  Durch  Erweiterung der Pulldown-Methodik um den Ansatz der
Uberstandsabreicherung lassen sich bereits auf Festphasenimmobilisierung basierende
Kd-Werte ermitteln. Diese kénnen durch den Einsatz desselben fluoreszenzmarkierten
Phosphoproteins durch Microscale Thermophorese in Lésung Uberprift werden. Die
bezlglich ADAP gewonnenen Ergebnisse lassen sich problemlos durch Verwendung
grolderer Sequenzabschnitte erweitern. Hierzu zahlt nicht nur der in dieser Arbeit bei
Glu486 beginnende C-Terminale Bereich, eine Ilohnende Erweiterung des
Sequenzabschnittes umfasst neben Tyr 462, das durch sein YEDI-Konsesus-Motiv als
potentielle Ligand fur die SH2-Domanen von Fyn und Lck dienen kdnnte., besonders in
Hinblick auf dessen schnelle Phosphorylierung, die bei der Ko-Expression von ADAP und
Fyn in Jurkat T-Zellen beobachtet wurde (Kuropka et al., 2013).

Ebenso stellt die als hochaffin ermittelte Bindung zwischen ADAP und Rasa1 im zellularen
Kontext einen interessanten Anhaltspunkt auf die Funktion von ADAP in T-Zellen dar,
welcher eine weitere Uberpriifung im physiologischen Kontext etwa durch Ko-
Immunoprazipitation rechtfertigt. Ebenso koénnen verschiedene ADAP-Populationen
exprimiert oder mikroinjiziert werden, welche sich durch Snap-Fusion mit unterschiedlichen

Farbstoffen Fluoreszenzmarkieren lassen, da diese kommerziell erhaltlich sind. Hierflr
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kénnte beispielsweise der von Medieros et al. 2007 beobachtete Sachverhalt Uberpruft
werden, wodurch die Interaktion von ADAP mit SKAP55 zwei unterschiedliche ADAP-
Populationen entstehen, wobei freies ADAP vornehmlich zur Interaktion mit Carma1
bereitgestellt wird. Man kdnnte die SKAP55-Bindungsstelle entfernen, das entsprechende
Protein mit einem roten Snap-Farbstoff markieren, wahrend das SKAP55-Buindungsstellen-
haltige Protein blau markiert wird und beide per Fluoreszenzmikroskopie verfolgt werden
konnen. Dies waren experimentelle Vorschlage, die sich umgehend umsetzen lassen

kénnten. Man kann es angehen.

89



Kurzzusammenfassung

6. Kurzzusammenfassung

Die Regulation zellularer Vorgange wird mafigeblich durch die Ausbildung von Proteininter-
aktionsnetzwerken gesteuert. Wahrend deren Ausbildung von vielen Faktoren beeinflusst
wird, besteht deren Grundeinheit in der bimolekularen Interaktion zweier Proteine. In
eukaryotischen Zellen ist dabei besonders die Bindung tyrosinphosphorylierter Proteine
durch SH2-Domanen von fundamentaler Bedeutung (fir die Signaltransduktion). Die
direkte Untersuchung solcher Wechselwirkungen bildet die Grundlage fiir das detaillierte
Verstandnis zellularer Vorgange. Von besonderem Interesse ist dabei die Bestimmung der
Bindungsaffinitat, welche die Vorhersage von Bindungshierarchien erleichtert. Bisher war
es aber sehr schwer, die Bindungsaffinitat Phosphotyrosin-abhangiger Wechselwirkungen
in Form der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante (K4) auf Proteinebene zu bestimmen.

In der vorliegenden Arbeit wurde am Beispiel des menschlichen T-Zell Proteins ADAP
gezeigt, dass sich die Untersuchung Phosphotyrosin-abhangiger Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen durch die Kombination zellfreier Proteinsynthese mit ortspezifischer Markierung
verbessern und beschleunigen lasst. Dabei wurde demonstriert, dass sich eine den
Erfordernissen gerechte Auswahl an biotinylierten SH2-Domanen durch zellfreie
Proteinsynthese schnell und funktional darstellen Iasst. Nach zellfreier Synthese,
ortspezifischer Fluoreszenzmarkierung und in vitro Phosphorylierung von ADAP gelang es,
durch Kombination sensitiver Pulldowns, Uberstandsabreicherung und Microscale
Thermophorese (MST) unbekannte Bindungen zu identifizieren, bekannte Bindungen zu
bestatigen und in Form von K4-Werten zu quantifizieren.

Fir die im Vorfeld vorhergesagte Interaktion zu Rasa1 konnte dabei eine bemerkenswert
hohe Affinitat mit einer Kq von etwa 100 nM bestimmt werden, wahrend die Interaktion des
ebenfalls als Bindungspartner vorhergesagten SH2D1A mit einer Ky von etwa 5 pM als
vernachlassigbar einzustufen ist. Die Quantifizierung der Interaktionen ergab das
Rahmenwerk einer Bindungshierarchie, derzufolge ADAP an Rasa1 am starksten bindet,
gefolgt von den bekannten Interaktionspartnern SLP-76 und Fyn, wahrend SH2D1A den
Grenzbereich zu unspezifischen Bindungen markiert. Zusammenfassend wird gezeigt, dass
sich durch den im Rahmen dieser Arbeit etablierten Arbeitsfluss direkte Wechselwirkungen
bestatigen und zu Bindungshierarchien beziglich des zu untersuchenden Proteins
erweitern lassen.

Des Weiteren wurde die Eignung der Staudinger-Phosphit-Reaktion, welche die
ortspezifische Generierung von Phosphoramidaten an in Proteinen eingebautes p-Azido-L-
Phenylalanin erméglicht, als Ersatz fir die Phosphorylierung durch Kinasen untersucht. Die
Bildung des ungeschuitzten Phosphoramidats wurde auf Proteinebene nachgewiesen. Eine
Wechselwirkung der modifizierten Proteine mit SH2-Domanen wurde aber anhand der im

Arbeitsfluss optimierten Methoden nicht beobachtet.

90



Summary

7. Summary

The regulation of cellular processes is controlled by the formation of protein interaction
networks. While their assembly depends on many factors, the essential event of network
formation is the bimolecular interaction between two proteins. In Eukaryotic cells, the
interaction between tyrosine phosphorylated proteins and SH2 domains is of major
importance for signal transduction. The direct analysis of such interactions constitutes a
corner stone for the detailed interpretation of cellular processes. Thereby, the determination
of binding affinities is especially beneficial, as it allows the prediction of binding hierarchies.
To this point, however, it was practically impossible to determine the affinity of
phosphotyrosine dependent interactions on a protein level in the form of equilibrium rate
dissociation constants (Kjy).

Using the example of the human T-cell protein ADAP, this work demonstrates that the
analysis of phosphotyrosine dependent protein-protein interactions can be improved and
accelerated on the basis of cell-free protein synthesis. Cell-free protein synthesis allowed
the rapid synthesis of site-specifically biotinylated SH2 domains that meet the requirement
of the selection. After cell-free synthesis, site-specific fluorescence labelling and in vitro
phosphorylation of ADAP, the combination of sensitive pull-downs, supernatant depletion
and microscale thermophoresis (MST) enabled an identification of interactions de novo, a
confirmation of known interactions and their quantification in the form of K4 values.

Thereby, the previously predicted interaction between ADAP and Rasal shows a
remarkably high affinity with a Ky in the range of 100 nM, while the equally predicted
interaction to SH2D1A can be rated as negligible, since a Ky in the range of only ~5 uM was
measured. The affinity quantification yielded the framework of a binding hierarchy with
Rasa1 as the strongest binder, followed by ADAPs known interaction partners SLP-76 and
Fyn, while SH2D1A marks a threshold range towards non-specificity. In summary, the
workflow established in this study allows the identification and verification of direct protein-
protein interactions and the establishment of binding hierarchies.

Furthermore, the Staudinger-Phosphite Reaction, which enables the site-directed formation
of phosphoramidates within proteins containing p-Azido-L-phenylalanine, was tested on its
applicability to replace a kinase-mediated natural tyrosine phosphorylation. The formation of
the deprotected phosphoramidate could be detected. However, no interaction of the
modified proteins towards SH2 domains could be observed by means of the methods

optimized in the established workflow.
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8. Material und Methoden

8.1.Materialien

8.1.1. Chemikalien

Samtliche gangigen Chemikalien wurden von in der Regel von Carl Roth, Fluka, Merck

oder Bachen bezogen.

8.1.1.1. Radiochemikalien

“C-Leucin GE Healthcare
8.1.1.2. Farbstoffe
SNAP-Surface® 647 NEB

DyLight 650 (Phosphin) ThermoFisher

8.1.1.3. Marker, Proteine und Enzyme

DNA Mengenstandard 1kb Plus DNA ladder Invitrogen
DNA Langenstandard 2-log (0,1-10 kb) NEB
Hotstar HiFidelity Polymerase Qiagen
PageRuler Protein-MWstandard (10-230 kD) Fermentas
Restriktionsendonukleasen NEB

8.1.2. Verwendete Kits

DyeEx™ 2.0 Spin Kit Qiagen
EasyXpress™ Linear Template Kit Qiagen
EasyXpress™ Protein Synthesis Kit Qiagen
EasyXpress™ Site-Specific Biotin Labeling Lit  Qiagen
RTS 500 E. coli HY Kit 5PRIME
DNA Gel Extraction Kit Qiagen
Hi-Pure PCR purification kit Roche
JET-Star Plasmid Prep Kit (Mini, Midi) Genomed

8.1.3. Zusammensetzung allgemein géngiger Puffer

10xPBS: 100 mM KHPO,
20 mM Na;HPO,
1380 mM NaCl
pH 7,4
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(bezogen von Carl Roth)

10x TLM-150: 500 mM HEPES
1000 mM KOAc
500 mM NaOAc
100 mM MgCl,
1 mM EDTA
0,01% (w/v) NaN;
pH 7,6
10x HBS: 500 mM HEPES
1500 mM NaCl
pH 7,6
10x TBS: 500 mM Tris/HCI pH 7,5
1,5M NaCl
1x TBST: 1x TBS mit 0,05% (v/v) Tween-20

8.1.4. Spezielle Gerate
Typhoon 8600 (Molecular Dynamics, GE Healthcare): Phosphoimager zur

Fluoreszenzdetektion und filmlosen Autoradiographe.

TriCarb 2900 TR (Packard): Szintilationszahler zur Konzentrationsbestimmung

radionuklidmarkierter Proteine.

Ultrazentrifuge: Optima LE-80K (Beckman Coulter).

Monolith NT.115 (Nanotemper): Messgerat zur Bestimmung von Dissoziationskonstanten

durch Microscale Thermophorese.

uv-Pulslaser (Spectron): Eigenschafter der Laserpulse: Wellenldange 355 nm,

Pulsfrequenz: 10 Hz, Pulsdauer: 10ns, Pulsenergie: 50 nJ.

8.1.5. Verwendete Oligonukleotide
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden in Auftragssynthese

durch die Firmen iba (Géttigen, Deutschland) und Purimex (Grebenstein, Deustchland)
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dargestellt. Es wurden standardmaRig Anséatze im 50 nmol Mal3stab mit zweifacher HPLC-
Reinigung im lyophiliserten Zustand bezogen. Die erhaltenen Oligonukleotide wurden in

H,O bidest geldst bei einer Konzentration von 100 uM bei -20°C gelagert.

8.1.5.1. Oligonukleotide zur Generierung von Linear Templates fir ADAP

Zur Generierung der Linear Templates von ADAP wurden die folgend aufgefiihrten
Oligonukleotide verwendet (Tabelle 3). Hierbei dienten die Oligonukleotide PM_001 bis
PM_005 der Vervielfaltigung von ADAP unter Erhalt der PCR-Produkte der ersten Stufe.
Die Amplifikation der zweiten PCR-Stufe erfolgte durch die Oligonukleotide N-S(Il) und C-
His des Linear Template Generation Kit (Qiagen) unter Erhalt der expressionsfahigen

Linear Templates. Die Hybridisierungsbereiche bei der Oligonukleotidstufen sind fett

unterlegt.
Tabelle 3: Oligonukleotide zur Generierung linearer Matrizen von ADAP

Oligonukleotid Sequenz

PM_001 5'-aaaagcgctgaaaacctgatcgaaggccgtgactatgattctttgaaactg-3’

PM_002 5'-tggtgatggtggtgaccccatttttcctgcttttttagcettc-3’

PM_003 5’-aaaagcgctgaaaacctgatcgaaggccgtgagaaaaaggaacagaaagag-3’

PM_004 5’-tggtgatggtggtgaccccagtcattgtcatagatgcage-3’

PM_005 5’-tggtgatggtggtgaccccaatagatctctccatcattgtc-3’

N-S(II) 5’-atgatatctcgagcggccgcetagctaatacgactcactatagggagaccacaacggtttcce
tctagaaataattttgtttaactttaagaaggagataaacaATGtggtctcatccgcaaticgaaaaa
agcgctgaaaacctgatcgaaggccgt-3’

c-His 5'-atgatatcaccggtgaattcggatccaaaaaacccctcaagacccgtttagaggccccaagggg
tacagatcttggttagttagttattAATGATggtgatggtggtgacccca-3’

Die Generierung der PCR-Produkte der ersten Stufe der ADAP-Varianten A-F erfolgte

durch die in Tabelle 4 aufgelistete Kombination der Oligonukleotide zur PCR.

Tabelle 4: Kombination der Oligonukleotide erster Stufe zur Amplifikation der ADAP-Varianten A-F

ADAP-Variante Sequenzbereich 5'-0ligo 3'-0Oligo
ADAP-A 570-690 PM_001 | PM_002
ADAP-B 486-783 PM_003 | PM_004
ADAP-C 486-771 PM_003 | PM_005
ADAP-D 486-690 PM_003 | PM_002
ADAP-E 570-783 PM_001 | PM_004
ADAP-F 570-771 PM_001 | PM_005

Zur Subklonierung der ADAP-Linear Templates wurden diese mit den Restriktions-

endonukleasen Xhol (5’-Ende) und BamHI (3’-Ende) verdaut und in den gleichermalien
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verdauten Leervektor plX3.0 kloniert. Die Schnittstellen (Xhol: 5’-ctcgag-3’) und BamHI (5’-

ggatcc-3’) sind in obiger Tabelle unterstrichen und kursiv hervorgehoben.

8.1.5.2. Oligonukleotide zur Zielgerichteten Mutagenese von ADAP

Tabelle 5: Oligonukleotide zur zielgerichteten Mutagenese von ADAP
Name Ziel Sequenz
Y595 F Tyr595A 5’- gaagatgaccaagaagtataggatgatgttgcagagcag —3’
Y595 R mb 5’— ctgctctgcaacatcatcctatacttcttggtcatcttc —3’
Y651_F Tyr651A 5’— gacatgggagatgaagtttaggatgatgtggatacctctg -3’
Y651_R mb 5'— cagaggtatccacatcatcctaaacttcatctcccatgtc -3’
Y571_F Tyr571A 5’-caactgctgtagagattgactaggatictttgaaactgaaaaaag-3’
Y571 _R mb 5'-cttttttcagtttcaaagaatcctagtcaatctctacagcagttg —3°

8.1.5.3. Oligonukleotide zur C-Terminalen Fusion von ADAP an den Snhap-Tag

Zur C-terminalen Fusion der ADAP-Konstrukte an den Snap-Tag wurde ADAP aus den
subklonierten plX3.0 Vektoren per PCR amplifiziert. Das 3’-Oligonukleotid hybridisiert
hierbei ADAP-unabhangig an den C-terminalen His-Tag, zwei 5-Oligonukleotide erlauben
die Amplifikation aller subklonierten Leserahmen. Die amplifizierten Leserahmen wurden
durch Restriktionsverdau mit BamHI| und Xhol in den Snap-Tag Vektor pSET7-26b

subkloniert, die Schnittstellen der Restriktions-enzyme sind hervorgehoben (Tabelle 6).

Tabelle 6: Oligonukleotide zur Generierung von Snap-Fusionsproteinen der ADAP-Varianten

Oligonukleotid | Ziel Sequenz

PM_010 570 5’-ctgaggatccgaaaacctgtacttccagtccgactatgattctttgaaactg-3’
PM_011 486 5'-ctgaggatccgaaaacctgtactticcagtccgagaaaaaggaacagaaagag-3’
PM_012 C-His 5’-gtcactcgagcagatcttggttagttagttat-3’

8.1.5.3. Oligonukleotide zur Amplifizierung der SH2-Domanenbibliothek
Zur Generierung der Linear Templates der SH2-Domanenproteine wurde folgende

Oligonukleotide fur die Amplifikation der ersten Stufe verwendet (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Oligonukleotide zur Generierung linearer Matrizen zur Synthese ortspezifisch biotinylierter SH2-

Proteine

Oligo- Sequenz
nukleotid

Grap2_F 5-ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACgTgAggCTgTTgCCAAQTTTgA -3’
Grap2_R 5-CTTggTTAQTTAgQTTATTAtcaTCgggTCATgggTgCCACg -3’

Fyn_F 5-ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACGTTCTATCCAGGCAGAAGAGTG -3’
Fyn_R 5-CTTggTTAgTTAgTTATTAtcaggtacctgagtaatgttgtac -3’

Syk_F 5-ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACgTggCAgCAgCggCATggCTgAC -3’
Syk_R 5-CTTggTTAgTTAgTTATTAtcactgtgtgccgatttttigac-3’

Nck2_F 5-ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACGTGAGTGGTACTACGGGAACGTG -3’
Nck2_R 5-CTTggTTAgTTAgTTATTAtcactgcagggccctgacgag -3’

Src F 5-ACAATgTAgAAAGAAAAATTTgAACGTTCCATCCAGGCTGAGGAGTG-3’
Src_R 5-CTTggTTAgQTTAgQTTATTAtcaggacgtggggcacacggtg -3’

Lek F 5-ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACGTGCGAACAGCCTGGAGCCCGA -3’
Lck R 5-CTTggTTAgTTAgTTATTAtcagcaggggcggctcaaccgtg-3’

D1A_F 5-ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACgTgACgCAgTggCTgTgTATCATg -3
D1A R 5-CTTggTTAgTTAgQTTATTAtcaTggggCTTTCAggCAgACATC -3’

Vavi _F 5-ACAATgTAgAAAgGAAAAATTTJAACYGTAAGGCTGAGGCTGAACAGAAC-3’
Vavi_R 5-CTTggTTAgTTAgTTATTAtcacctgctgatggttctcttttc-3’

PIK_F 5-ACAATgTAgAAAGAAAAATTTgAACgTCCAgCACTgCCTCCTAAACCA -3’
PIK_R 5-CTTggTTAgTTAgQTTATTAtcaTgCATATACTgggTAggCTA -3’

PIK_5 5-CTTggTTAgTTAgTTATTAtcaatcctgttggtatttgga-3’

PIK_6 5 —ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACgTggcaatgaaaacactgaagac-3’

BCAR_F 5-ACAATgTAgAAAgGAAAAATTTgAACGTgCTgCAggAAAATTTgCAAQCC-3’
BCAR_R 5-CTTggTTAgTTAGTTATTAtcaAAgCTCTgCCTgCTTTACAg-3’

RASA_F 5-ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACgTgCggCCgAggCCggCAgTg -3’
RASA_R 5’-CTTggTTAgTTAgTTATTAtcattgatcctgcattggtacaggttc -3’

RASA_3 5’- ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACgTaccgctcctccaactaacc -3’

RASA_4 5-CTTggTTAgTTAgGTTATTAtcaatcttctactggctctggtg-3’

RASA_5 5" -ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACgTggccgggaagaagatcca -3’

SLP_F 5'- ACAATgTAgAAAgAAAAATTTgAACgTtcattaaatgaagagtggtacg -3’
SLP_R 5- CTTGGTTAGTTAGTTATTAtgggtaccctgcagcatge -3’

Zur Proteinsynthese fir MST-Messungen wurden Fyn. Lck, Src, SH2D1A, Rasa1b und
RasaN mit einem C-Terminalen His-Tag versehen. Hierfur wurden eigene Linear Templates
unter Verwendung folgender 3’-Oligonukleotide generiert (Tabelle 8), die anschlielend in
pIX3.0 Gber BamHI und Xhol subkloniert wurden.
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Tabelle 8: Oligonukleotide zur Einfihrung eines C-terminalen His-Tags an ausgewahlte SH2-Proteine

Oligonukleotid [ Sequenz

Fyn_CHis 5-TggTgATggTggTgACCCCAggTACCTgAgTAATGTTgTAC -3
Lck_CHis 5’-TggTgATggTggTgACCCCAgCAggggCggCTCAACCgTg-3’
Src_CHis 5’-TggTgATggTggTgACCCCAggACgTggggCACACggTg -3’
D1A_CHis 5-TggTgATggTggTgACCCCATggggCTTTCAggCAgACATC -3’
Ras4_CHis 5-TggTgATggTggTgACCCCAATCTTCTACTggCTCTggTg-3’
RasR_CHis 5’-TggTgATggTggTgACCCCATTgATCCTgCATTggTACAggTTC -3’

In der folgenden Tabelle sind alle untersuchten Sequenzen aufgeflihrt, ebenso wie die
Lange der Vollangenproteine, die Position der jeweiligen SH2-Doméane(n) sowie die zur

Amplifizierung des jeweiligen Leserahmens notwendigen Oligonukleotide.

Tabelle 9: Ubersicht der Sequenzabdeckung der generierten SH2-Proteine

Gesamtlange .
. (AS) und P05|t_|_on der SH2- Untersuchter_ Oligos fir die PCR

Protein / Domaéne(n) laut Sequenzberei

[Uniprot- . 1. Stufe

Uniprot ch

Kennung]
Grap2 330 [0O75791] 58-149 2-330 Grap_F/ Grap_R
Fyn 537 [P06241] 150-232 143-234 Fyn_F/_Fyn_R
Syk 635 [P43405] (261)13 (N); 163-265 2-265 Syk_F /Syk_R
NCK2 380 [043639] 285-380 284-380 Nck2_F / Nck2_R
Src 536 [P12931] 151-248 145-251 Src_F/Src_R
Lck 509 [P06239] 127-224 119-225 Lck_F/Lck R
SH2D1A | 128 [060880] 6-104 2-128 D1A_F/D1A R
Vav1 845 [P15498] 671-765 628-775 Vavi_F /Vavi_R
PIK3R1 305-721 PIK_F / PIKR

PIK3R1 333-428(N)
PIK3N 724 [P27986] 624-718(C) 305-434 PIK_F/PIK_5
PIK3C 599-721 PIK_6/PIK_R
BCAR3 825 [075815] 154-253 2-825 BCAR_F /BCAR_R
RASA1 Rasal 3-445 RASA_F/RASA_R
RASA1B| 1047 [P20936] 181-272 (N) 174-445 RASA_3/RASA R

351-441 (C)

RasaN 174-280 RASA_3/RASA_4
RasaC 329-445 RASA_5/RASA_R
SLP-76 553 [Q13094] 422-530 417-553 SLP_F/SLP_R

8.1.5.4. Klonierung der Fusionspeptide Snap-EEI und Snap-595
Die kodierenden Sequenzen zur Synthese der Snap-Fusionspeptide Snap-EEI und Snap-
595 wurden durch GegeArt durchgeflihrt, wobei die Peptide in einem gemeinsamen Vektor

geliefert wurden. Die erhaltene Sequenz ist im Folgenden dargestellt. Neben den Peptiden
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wur eibenfalls die Schnittstelle fir die TEV-Protease (ENLYFQ/S) sowie ein C-terminaler
His-Tag eingerihrt (RGSHHHHHH).

BamHT BelI
GGATCCGARAAACCTGTATTTTCAGAGCCGTCCGATTGAAGATGATCARGAGGTTTATGAT
1 o - +—— - o ———— +
CCTAGGCTTTTGGACATAARAGTCTCGGCAGGCTAACTTCTACTAGTTCTCCAARTACTA
E N L ¥ F @ & R P I E D D @ E WV ¥ D

1 3 5 7 9 11 13 15 17

XhoI BglIT
GATGTGGCAGAACAGGATCGTGGTAGCCATCATCATCACCATCATTARCTCGAGAGATCT
6l ————————— o - +—— e o ———— +
CTACACCGTCTTGTCCTAGCACCATCGGTAGTAGTAGTGGTAGTAATTGAGCTCTCTAGR

D vV A E @ D R G S H H H H H H * L E R S8

19 21 23 25 27 29 31 33 35 37
HincIT
GAGAATCTGTATTTCCAGTCAACCCACCARAGAAGAAGAGGAACCGCAGTACGAAGAALTT
121 —————— o - +—— e o ———— +
CTCTTAGACATARAGGTCAGTTGGGTGGTTCTTCTTCTCCTTGGCGTCATGCTTCTTTAR
E N L ¥ F Q 8 T H Q E E E E P Q Y E E I
39 41 43 45 47 49 51 53 55 57

S5acl EcoRT
CCGATTTATCTGCGTGGTAGTCACCACCACCATCACCATTARAGAGCTCGAATTC

181 ————————— o ———— Fomm—————— Fo—mm—————— o +-——=
GGCTARATAGACGCACCATCAGTGGTGETGGTAGTGGTAATTCTCGAGCTTRAAG

59 61 63 65 67 69 71

Neben der wildtypischen Sequenz wurden im Rahmen der Bestellung auch die amber-
Stopcodon haltigen Sequenzen bestellt. Die Sequenz dieser Matrize ist mit Ausnahme der
Punktmutationen der Tyrosincodons Codons 17 und 61 zu TAG. Identisch. Zur Klonierung
in den Snap-Vektor pSET7-26b wurde das EEI-Peptid (Codons 1-33) wie auch der Vektor
mit BamHI und Xhol hydrolysiert. Zur Klonierung des 595-Peptids wurde die Matrize in
einem separaten Ansatz mit Bglll und EcoRI verdaut, wahrend der Vektor pSET7-26b mit
BamHI und EcoRI hydrolysiert wurde. Die Klonierung erfolgte selektiv unter Auflésung der
Schnittstellen von BamHI und Bglll, da Bglll und BamHI nach der Hydrolyse den gleichen
Uberhang (GATC) aufweisen.

98



Material und Methoden

8.2. Methoden

8.2.1. Mikrobiologische Methoden

Samtliche Proteine im Rahmen dieser Arbeit wurden mit zellfreien Expressionssystemen
synthetisiert. Bakterienstamme wurden lediglich zur Klonierung, gerichteten Mutagenese
und zur Anzucht von Plasmid-DNA verwendet. Hierbei fand der Stamm E. coli JM109
Verwendung, welcher eine hohe Replikationsrate von Plasmid-DNA aufweist und somit

hohere Ausbeuten an Plasmid-DNA liefert.

E.coliJM109 endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (r., m¢’), relA1, supE44, A( lac-
proAB), [F" traD36, proAB, laql“ZAM15]

8.2.1.1. Kultivierung und Lagerung von E. coli

Zur Anzucht von E. coli Zellen wurden Flissigkulturen in LB-Medium (0,5% Hefeextrakt, 1%
Trypton, 0,5% NaCl in H,O) bei 37°C und 200 rpm geschdttelt. Einzelkolonien wurden auf
LB-Agarplatten (1,5% Agar in LB-Medium) bei 37°C inkubiert. Zur Seketion transformierter
Bakterien wurden dem Medium Antibiotikum in einer Konzentration von 100 pg/ml
(Ampicillin), 50ug/ml Chloramphenicol, 25 pg/ml Spectinomycin zugesetzt. Zur langfristigen
Lagerung wurden sogenannte Glycerinkulturen angelegt. Hierfir werden 830 pul LB-
Flissigkultur mit 170 ul sterilfiltrierter Glycerinldsung (85%) versetzt, in flissigen Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

8.2.1.2.Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

Kurz vor der Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. Fur eine
Elektroporation wurden ca. 10 pg Plasmid-DNA bzw. 1 ul eines 4-fach in H,O bidest.
verdinnten gegen Ligationsansatzes mit 20 pl der elektrokompetenten Zellen gemischt.
Diese Suspension wurde in einer Elektroporationskiivette (0.1 cm Spaltbreite) mit einem
Puls von 1.8 kV und 25 pF bei einem Widerstand von 200 Q elektroporiert. Nach dem
elektrischen Puls wurden die Zellen sofort in 1 ml SOC-Medium aufgenommen, in ein 12 ml
Eppendorf-Réhrchen transferiert und 30 min bei 37°C geschiittelt. Von den transformierten
Zellen wurden anschlieBend 300 pl auf LB-Agar Selektionsplatten ausgestrichen und Utber
Nacht bei 37°C inkubiert, wobei darauf geachtet wurde, dass die Inkubation moglichst nicht

langer als 16 h dauerte.
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SOC-Medium:
20 g/l Pepton
5 g/l Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5mM KCI
10 mM MgCl, *
10 mM MgSO,*
20 mM Glucose *

* nach dem Autoklavieren zuzusetzen

8.2.2. Molekularbiologische Methoden

8.2.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden E. coli Zellen in 10ml Ubernachtkulturen unter
Zusatz des notwendigen Antibiotikums angezogen. Die Bakterien wurden durch alkalische
Lyse aufgeschlossen, die Plasmid-DNA uber Anionenaustauscher-Saulen aufgereinigt. Das
standarisierte Praparationsverfahren erfolgte anhand eines JET-Star Mini-Kits der Firma

Genomed nach Angaben des Herstellers.

8.2.2.2. Restriktionsverdau von DNA

Die sequenzspezifische Hydrolyse von DNA wurde durch Restriktionsendo-nukleasen
(bezoben von NEB) durchgeflihrt, gemald den Angaben des Herstellers sowie den vom
Hersteller empfohlenen pH-Werten und Salzkonzentrationen. Typischerweise wurden 5-10
U Enzym pro ug DNA eingesetzt. Die Hydrolyse wurde bei der fir die Enzyme empfohlenen
Temperatur, in aller Regel 37°C, fir 1 h durchgefihrt. Die Reaktion wurde durch
Hitzeinaktivierung bei 70°C fur 5 min oder durch Zugabe von 6xDNA-Probenpuffer

beendet.

8.2.2.3. Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Konzentration von DNA wurde in wassrigen Lésungen photometrisch durch Adsorption
bei 260 nm gemessen. Hierbei entspricht die Adsorption von 1 cm™ einer Kontentration von

50ug/ml doppelstrangiger DNA.

8.2.2.4. Dephosphorylierung von DNA
Um die Rezirkularisierung des Vektors in Ligationsreaktionen zu verhindern, wurden im
Rahmen der Praparation geschnittener Vetor-DNA die 5-Enden dephosphoryliert. Dies

erfolgte direkt nach dem Restriktionsverdau durch Zugabe von 5 U Calf Intestine
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Phosphatase (NEB) pro yg DNA zum Restriktionsansatz und Inkubation bei 37°C fir 1 h.
Es wurde darauf geachtet, dass die Pufferbedingungen im Ansatz fiir die Phosphatase

geeignet waren.

8.2.2.5. Ligation sequenzspezifisch hydrolysierter DNA

Die Ligation sequenzspezifisch hydrolysierter DNA erfolgt durch Zusatz von T4 DNA-Ligase
(NEB). Die Ligationsansatze enthielten standardmalfiig 20 fmol hydrolysierten Vektor sowie
50 fmol der einzufligenden Nukleinsdure sowie 1 U T$-Ligase. Die Ligation wurde fiir 30
min bei 16°C durchgefihrt, anschlieRend wurde das Enzym durch Inkubation bei 70°C fiir 5

min inaktiviert.

8.2.2.6. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die analytische und praparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte Giber Agarose-
Gelelektrophorese. Die Agarose (10-15 g/l) wurde in 1x TBE-Puffer aufgekocht, nach
Abkuhlung auf etwa 55°C mit Ethidiumbromid (0.5 pg/ml) versetzt und in Flachkammern mit
Kammen fir die Geltaschen gegossen. Die DNA-Proben wurden mit 6x DNA-Probenpuffer
versetzt und bei einer Spannung von 90 bis 120 V mit 1x TBE als Laufpuffer aufgetrennt.
Aufgrund der Interkalation von Ethidiumbromid zwischen die Nukleobasen und der damit
verbundenen Verschiebung des Emissionsspektrums kann DNA auf einem UV-llluminator
sichtbar gemacht und photographiert werden. Die GréRenbestimmung der DNA-Fragmente
erfolgte anhand eines parallel aufgetragenen Grofienstandards (2-log DNA-ladder, New
England Biolabs), zur Abschatzung der Probenmenge wurde jeweils 100ng einer 1kb-

grolien dsDNA aufgetragen (1kb-Standard, Invitrogen).

1xTBE: 6x DNA-Probenpuffer:
90 mM Tris 30% (v/v) Glycerin

95 mM H;BO; 0,1% Bromphenolblau
2,5mMEDTA 0,1% Xylencyanolblau

8.2.2.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Vervielfaltigung von DNA-Sequenzenwird durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
in vitro bewerkstelligt. Standard-PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 25 yl
einem PTC 200 Thermocycler der Firma Biorad durchgefuhrt. Das Profil der Reaktion
richtete sich nach der Lange und dem G/C-Gehalt der verwendeten Oligonukleotide und
nach der Lange des zu erwartenden PCR-Fragments. In der Regel wurden, falls notwendig,
lediglich die Temperaturen fur die Primerbindung oder die Anzahl der Amplifikationszyklen

optimiert.
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Standard PCR-Reaktionen wurden gemaf folgendem Programm durchgefuhrt:

Initiale Denaturierung 5 min 94°C
Elongation 30 Zyklen 1 min 94°C
1 min 52°C
1min/1kb 72°C
Endverlangerung 7 min 72°C
Lagerung 0 4°C

PCR-Reaktionen wurden fiir die nachfolgende Verwendung mit dem High Pure PCR

Purification Kit (Roche) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

Reaktionsansatz:

10 mM Tris/HCI pH 8,85 (20°C)

25mM KCI

50 mM (NH4)2SO,4

2mM MgSQO4

200 uM dATP, dGTP, dCTP, dTTP

0,5 uM 5’- und 3’-Oligonukleotide

0,4 ng/pl DNA-Matrize (ca. 0,14 nM fur ein 4kb-Plasmid)
0,03 U/l HotStar Hi-Fidelity DNA-Polymerase

8.2.2.8. Zielgerichtete Mutagenese durch Vektor-PCR

Durch zielgerichtete Mutagenese eines Gens lassen sich Proteine mit veranderter
Aminosauresequenz generieren. Solche Mutationen lassen sich durch die Amplifikation des
ganzen Plasmids mit Hilfe der PCR bewerkstelligen. Hierzu wurden zwei komplementare
Oligonukleotide verwendet, die eine Punktmutation gegeniiber der Zielsequenz trugen und
in die 5’- und 3’-Richtungen noch jeweils mindestens 15 bp der Zielsequenz aufwiesen.
AnschlieBend werden die Matrize und Hybride aus Matrizen- und neu synthetisiertem
Strang durch einen Restriktionsverdau mit Dpnl in nicht transformierbare kleinere DNA-
Fragmente zerlegt. Dpnl verdaut selektiv methylierte Ursprungsplasmide, wohingegen
das nicht methylierte PCR-Produkt intakt bleibt. Die neu synthetisierten, linearen Plasmide
werden transformiert, in zelluldren Kontext werden die Plasmide zirkularisiert.

Im Vergleich zur Standard-PCR weicht das Protokoll der Vektor-PCR wie folgt ab: die

Endkonzentration an Template misst 1,5 ng/ul. Die Elongationsphase ist sehr lang und
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betragt etwa 12 min. Auch wurden Primer-, Hybridisierungs- und Elongationstemperatur
bezlglich des verwendeten Kits an die HotStar HiFidelity-Polymerase angepasst
(HotStar HiFidelity PCR, Qiagen).

Die Mutagenese-PCR wurden gemaf folgendem Programm durchgeflhrt:

Initiale Denaturierung 5 min 95°C

Elongation 18 Zyklen 1 min 95°C
1 min 48°C
12 min 68°C

Lagerung © 4°C

Dabei wurden der Reaktionsansatz folgend zusammengesetzt:

1x HotStar HiFidelity PCR-Buffer (Stammlésung 5x)
500 uM Oligonukleotide

1,5 ng/puL DNA-Matrize

0,03 U/uL HotStar HiFidelity DNA-Polymerase (2,5 U/uL)

Anschlieend wird der Reaktionsansatz mit 10U Dpnl auf 50 uL versetzt und fir 30 min bei
37°C inkubiert. 1 yL des PCR-Ansatzes wird auf einem 1,2%igen Agarosegel analysiert.
Weitere 20 yL werden entsalzt. Hierfur eignet sich das DyeEx™ 2.0 Spin Kit der Firma
Qiagen. 1-2 yL des DyeEx-gereinigten PCR-Produktes werden fir die Transformation von

elektrokompetenten E. coli-Zellen eingesetzt.

8.2.3. Zellfreie Synthese von Proteinen

8.2.3.1. Zellfreie Standardsynthese von Proteinen

Die zellfreie Standardsynthese von Proteinen erfolgte durch Verwendung des EasyXpress
Protein Synthesis Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Zur Synthese basierend auf
Linear Templates wurden 14% (v/v) PCR-Produkt 2. Stufe der Reaktion zugefuhrt. Im Falle
der plasmidbasierten Synthese wurde das Plasmid in einer Endkonzentration von 6 nM
zugegeben. Zur Quantifizierung und Detektion von frisch synthetisiertem Protein kann dem
Reaktionsansatz "C-markiertes Leu zugegeben werden (50 uM, Endaktivitat: 5 dpm/pmol).
Die Proteinsynthese erfolgt fur 60 min bei Inkubation unter 37°C und 500 rpm.

Die Synthese im praparativen Maflistab erfolgt
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8.2.3.2. Zellfreie Synthese ortspezifisch biotinylierter Proteine

Die Synthese ortspezifisch biotinylierter Proteine erfolgte unter Nutzung des Site specific
biotin kits (Qiagen). Dieses Kit basiert auf einer RF-1 defizienten Lysatfraktion. Zusatzlich
zu den Matrizen, welche in gleichen Konzentrationen wie zur Standardsynthese eingesetzt
wurden, erfolgte die Zugabe von chemisch aminoacylierter tRNAP°YSc . zu einer
Endkonzentration von 12 pM. Eine Radiomarkierung mit 'C-Leu erfolgte analog zur
Vorgehensweise bei der Standardsynthese Uber das EasyXpress Kit. Die Reaktionen
wurden fir 45min bei 30°C und 500 rpm inkubiert.

8.2.3.3. Zellfreie Synthese AzPhe-haltiger Proteine

Zum ortspezifischen Einbau von p-Azidophenylalanin in Proteine wird die Proteinsynthese
unter Zusatz von 1,2 mM p-Azidophenylalanin (Vorratslésung: 25 mM in H,0), 0,70 pg/mi
der aufgereinigten Aminoacyl-tRNA-Synthetase AzPheRS1 sowie 0,20 upg/ml der
orthogonalen tRNA tTyrcua (M. jannaschii) durchgefuhrt. Hierfir kann entweder eine RF-1
defiziente Lysatfraktion oder die Lysatfraktion des EasyXpress kits verwendet werden,
wobei die Ausbeuten in Abwesenheit RF-1 hoher ausfallen. Die Reaktion wird unter
Inkubation des Ansatzes fir 60 min bei 37°C und 500 rpm durchgefihrt. Fir eine
anschlieRende chemoselektive Reaktion muss fur den Reaktionsansatz zumindest ein
Pufferaustausch durchgefiihrt werden, um freies und Uberschiissiges pAzPhe zu entfernen.
Alternativ kann das Protein (falls ein Aufreinigungstag vorhanden ist) auch direkt

aufgereinigt werden.

8.2.4. Proteinbiochemische Methoden

8.2.4.1. TCA-Fallung von Proteinen

Zur Konzentrationsbestimmung von "C-Leu markierten Proteinen miissen im Uberschuss
vorhandene freie isotopenmarkierten Aminosauren vom Protein getrennt werden. Dies
geschieht durch Fallung einer Probe in TCA, bevor diese der Szinitllationszahlung
unterzogen werden kann. In  Doppelbestimmung werden 5-10 pL eines
Translationsansatzes mit 3 ml 10% TCA, 2% Pepton in einem Reagenzglas versetzt. Die
Proben werden fir 15 min bei 85°C inkubiert. Anschlief3end folgt die Fallung fir 30 min
auf Eis. Die durchmischte Suspension wird quantitativ auf einen mit 5%iger TCA
befeuchteten Glasfilter Uberflhrt und abgesaugt. Das zur Prazipitation verwendete
Glasrohrchen wird zweimal, die Innenwand der Absaugkammer dreimal mit jeweils 2 ml
5%iger TCA nachgesplilt. Durch zweimaliges Spulen mit jeweils 3 ml Aceton wird der Filter

getrocknet. Der Filter wird nun in ein Szintillationsgefal Uberfihrt, wo er mit 3,5 ml
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Szintillationscocktail versetzt wird. Die GefaRe werden fir mindestens 15 min geschuttelt.

AnschlieRend folgt die Messung der Radioaktivitat im Szintillations-zahler.

8.2.4.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen werden diese der SDS-Polyacrylamid
Gelektrophorese unterzogen (SDS-PAGE). Fur die Durchfihrung der SDS-PAGE wurde
eine Mini-Protean-Gelkammer der Firma BioRad sowie Glasplatten mit 0,75mm
Spacerbreite verwendet. Zum GielRen der Gele werden die Glasplatten zunachste in einem
Gieldstand (BIORAD) eingespannt, dann werden die Komponenten fiir das Trenngel in
einem 15ml Falcon-Réhrchen vereinigt. Unmittelbar nach der Zugabe von APS wird die
Mischung durch mehrfaches Invertieren gemischt und es werden 3,3ml Trenngelldsung pro
Gel mit einer 5mi-Kolbenhubpipette in die vorbereitete Form gegossen. Es wird umgehend
mit einem Spritzer reinem EtOH U(berschichtet und eine gerade Trenngelgrenze
auszubilden sowie den Kontakt zu Luftsauerstoff abzuschwachen.

Nach erfolgter Polymerisation (mind. 30 min) wird die Uberstehende Phase dekantiert und
mit Filterpapier restlos abgezogen. Im Anschluss wird mit Sammelgellésung Uberschichtet
und ein Taschenkamm eingesetzt. Nach der Polymerisation des Sammelgels kdnnen die
erhaltenen Gele zur SDS-PAGE verwendet werden oder auf Vorrat in nassem Papier
eingewickelt in einer Plastiktite abgedichtet bei 4°C fur bis zu zwei Wochen aufbewahrt
werden.

Um das Laufverhalten der zu trennenden Proben zu verbessern, werden die enthaltenen
Proteine vor dem Gellauf mit Aceton gefallt. Hierzu werden von der zu trennenden Fraktion
5-15 pl in ein 1,5 ml Eppendorfgefal® tberfuhrt, mit H,O dest. auf 40 pL aufgefillt und
schlieRlich mit 120 pl gekuhltem Aceton vermischt und mindestens 15 min auf Eis gefallt.
Nach 5 min Zentrifugation bei 15000 xg und 4°C wird das vom Uberstand befreite gefélite
Protein (Pellet) 5 min bei 37°C in einem Heizblock bei getffnetem GefalRdeckel getrocknet.
Das Pellet wird im Probenpuffer (1xRotiLoad) gelést, optional fir 1-3 min bei 90°C
denaturiert und auf die mit Laufpuffer bedeckten Taschen aufgetragen. Die

Elektrophorese findet tblicherweise bei 130 V statt.

Trenngellésung:

10-15% (v/v)Acrylamid/Bisacrylamid 70:2
375 mM Tris/HCI pH 8,8
0,1%(w/v) SDS

0,04% (V/v) TEMED
0,1% (W/v) APS
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Sammelgelldsung:

5% (viv) Acrylamid/Bisacrylamid 70:2
125 mM Tris/HCI pH 6,8

0,1% (w/v) SDS

0,2% (v/v) TEMED

0,1% (Wiv) APS

1xLaufpuffer:

50 mM Tris

384 mM Glycin
0,5% (w/v) SDS

Die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteinbanden werden durch Farbung mit
Coomassie Brilliant Blue sichtbar gemacht. Hierfir werden die Gele nach dem Lauf fr
mind 10 min bei RT in Coomassie-Losung unter leichtem Schwenken gefarbt. Die
unspezifische Farbung der Gelmatrix wird durch anschlieBendes Entfarben in
Entfarbeldsung fur etwa 2 h entfernt. Die Nachweisgrenze der Farbung mit Coomassie
Brilliant Blue R250 liegt bei 100 ng/Bande.

Coomassie-L6sung:
50% (v/iv) MeOH
10% (v/v) AcOH
0,1% (w/v) Coomassie Brillinat Blue R-250

Entfarbelosung:
20% (v/iv) MeOH
7,5% (v/v) AcOH

Das gefarbte Gel wird auf festes Filterpapier Gbetragen und fir 50 min bei 70°C auf einem

Geltrockner (Uniequip, Martinsried) getrocknet.
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8.2.4.3. Proteinaufreinigung

8.2.4.3.1. His-Tag Aufreinigung von Proteinen

Das zu reinigende Protein wird auf 10 mM Imidazol eingestellt und mit Ni-NTA Magnetic
Agarose Beads bzw. Ni-NTA Agarose der Firma Qiagen fur eine Stunde bei 4°C inkubiert.
Durch zweimaliges Waschen mit Waschpuffer werden nicht an die Affinitdtmatrix bindende
Proteine entfernt. Die Elution des gebundenen Proteins erfolgt mit dem Elutionspuffer.
Proben vom Bindungsiberstand (US), den Waschfraktionen und Elutionsfraktionen
(jeweils 10% der erhaltenen Fraktion) werden mit Aceton geféallt und in einem SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt. Flr radioaktiv-markierte Proteine kann durch

Exposition tber Nacht vom SDS-Gel ein Autoradiogramm erhalten werden.

Grundzusammesetzung von Lyse-, Wasch- und Elutionspuffer:
50 mM NaH,PO,.

300 mM NaCl

0,05% (v/v) Tween-20 (nur fur Ni-NTA magnetic beads)

Zusatz von Imidazol:

Lysepuffer 10 mM Imidazol
Waschpuffer 20 mM Imidazol
Elutionspuffer 250 mM Imidazol

Alle Puffer missen vor Gebrauch zwingend auf pH 8,0 eingestellt werden.

8.2.4.3.2. Strep-(Il)-Tag Aufreinigung von Proteinen

Der sogenannte Strep-(l)-Tag ist ein weiterer kurzer Aufreinigungstag. Er besteht aus der
Oktapeptidsequenz WSHPQFEK und bindet mit einer Affinitat (Ky) von etwa 1 uM an Strep-
Tactin, eine optimierte Mutante des bakteriellen Streptavidin und ist damit ein kinstliches
Analog zu Biotin. Zur Aufreinigung wird das Protein mit Inkubationspuffer NP-T verdinnt
und mit Strep-Tactin beschichteten Magnetic Beads (Qiagen) fur eine Stunde bei 4°C
inkubiert. Nichtmarkierte, ungebundene Proteine werden durch zwei- bis dreifaches
Waschen der beladenen Beads mit NP-T entfernt. Zur Elution wird mit Desthiobioton frisch
versetzter Puffer (NPB-T) verwendet. Durch die Verwendung von Desthiobiotin anstelle von
Biotin lasst sich die Affinitatsmatrix mit HABA (2-(4-Hydroxy-phenylazo)-benzoesaure)

wieder regenerieren.
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Puffer:

NP-T:

50 mM NaHPO,

300 mM NaCl

0,05% Tween-20, pH 8,0

NPB-T:

NP-T mit frischem Zusatz von 2,5 mM Desthiobiotin vor Gebrauch

8.2.4.4. Pull down Experimente mit Glutathion-S-Transferase (GST) markierten
Proteinen

Proteine mit einem GST-tag binden an feste Phasen, welche mit dem Tripeptid Glutathion
(gammaGlu-Cys-Gly) bestlckt sind. Hierfir wurden Glutathion Magnetic Agarose Beads
von ThermoFischer verwendet. Zunachst wurden 50uL der Beadsuspension in 20% EtOH
am Magnetabscheider gesammelt, der Uberstand verworfen und zwei Mal in 150uL GST-
Puffer aufgeschwammt. AnschlieRend wurden etwa 320 pmol (entspr. 8uL) GST-getaggtes
Protein (GST-Fyn-SH2 oder GST-NCK1-SH2) auf 300uL mit GST-Puffer verdinnt und auf
die im Magnetabscheider gesammelten Beads uberfuhrt. Zur Immobilisierung des Proteins
wurde der Ansatz 60min bei 4 °C unter sanfter Invertierung inkubiert. Anschliellend werden
die Beads gesammelt, der Uberstand verworfen, in 300uL GST-Puffer resuspendiert und
schlieBlich in zwei Aliquote a 150uL geteilt und in neue Reaktionsgefalle Uberflhrt. Zu
jedem neuen Teilansatz wurden 10pmol (ca. 5uL) Tyrosinphosphoryliertes Protein bzw.
nicht phosphoryliertes Protein in jew. 150uL GST-Puffer zugegeben und 60 min bei 4°C
inkubiert. Im Anschluss wurde der Bindungsluberstand abgenommen, die Beads zwei- bis
dreimal mit 100uL GST-Puffer gewaschen und schliellich in 40uL eluiert. Zur Elution soll
laut Hersteller eine frische Losung von 50 mM reduzierten Glutathion in GST-Puffer
verwendet werden, im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Elution jedoch unspezifisch mit
reduzierendem 1x SDS-PAGE Probenpuffer. Die Mobilisierung des GST-getaggten
Proteins erfolgt durch das vorhandene 2-Mercaptoethanol, welches in der hohen
Konzentration eine ahnliche Wirkung wie das reduzierte Glutathion aufweist. Ferner wurden
die pull downs mit dem Ziel der nachfolgenden Analyse per SDS-PAGE durchgefuhrt, wofur
auf diese Weise die Proben der Elutionsfraktion zeitsparender Weise direkt eingesetzt

werden konnten.

GST-Puffer: 125 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, pH 8,0
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8.2.4.5. Pull down Experimente mit ortspezifisch biotinylierten Proteinen

Hierbei werden 80uL Beadsuspension am Magnetabschieder gesammelt, der Uberstand
verworfen und in zwei Mal in 160uL 1xPBS gewaschen, um von den Beads abgeldstes
Steptavidin zu entfernen. AnschlieBend werden die Beads gesammelt und 20pL
Syntheseansatz des biotinylierten Proteins mit 1xPBS auf 300uL verdiinnt und auf die im
Magnetabscheider gesammelten Beads Uberfihrt. Zur Immobilisierung des Proteins wird
der Ansatz 30min bei RT unter sanfter Invertierung inkubiert. Hierbei wird neben dem
Protein auch die biotinylierte Suppressor-tRNA gebunden, weswegen ein Uberschuss an
Beads im Vergleich zum biotinylierten Protein noétig ist. Nach der Inkubation wird die
Beadsuspension in zwei Fraktionen zu je 150uL geteilt und in neue Reaktionsgefalie
Uberflhrt. Im Anschluss werden 6pmol (ca. 3uL) Tyrosinphosphoryliertes Protein bzw. nicht
phosphoryliertes Protein auf jew. 100uL mit 1xPBS verdiinnt zugegeben und fir 90min bei
RT unter sanfter Invertierung inkubiert. Nach Abnahme des Bindungsiiberstandes und
zweimaligen Waschen mit je 100uL 1xPBS werden die Beads in 40uL SDS-PAGE
Probenpuffer fir 5min bei 90°C aufgekocht. Dabei werden sowohl die Interaktionspartner
als auch monomeres Streptavidin freigesetzt, welches in der sich anschlieRenden SDS-

PAGE deutlich zu erkennen ist.

Es sei an dieser Stelle angemerkt, dass neben dem ortspezifisch biotinylierten Protein auch
endogen biotinylierte Proteine an die Affinitdtsmatrix binden kénnen. In E. coli Zellen und
somit auch in E. coli basierten Zellysaten wird das Protein accB (Biotin carboxyl carrier
protein of acetyl-CoA carboxylase) aus der Lipidbiosynthese in hohen Raten exprimiert und
kann als unbedarft als systematischer Fehler misinterpretiert werden. Im Fall des hier
verwendeten site-specific biotinylation kit wurden endogen biotinylierte Proteine im Lauf der
Komponentenaufarbeitung bereits entfernt, wodurch keine Hintergrundproteine zu

erkennen sind.

8.2.4.6. Pull down Experimente zur Uberstands-Abreicherung

Die Methode der Uberstands-Abreicherung (engl. Supernatant depletion assay) stellt eine
Erweiterung der Pull down Methode dar. Hierbei erfolgt im Anschluss an die
Immobilisierung des markierten Proteins an die feste Phase eine Verdinnungsreihe. Durch
Zugabe der gleichen, konstant niedrigen Menge an Interaktionspartner kann die Affinitat der
Bindung durch die Analyse des im Uberstand befindlichen Interaktionspartner ermittelt
werden.

Die Bindung des biotinylierten Proteins erfolgt analog zu der unter vorigem Punkt
beschriebenen Prozedur, wobei gréRere Mengen (60uL Reaktionsansatz auf 120uL Beads)

verwendet werden. Statt der direkten Zugabe des Interaktionspartners wird der Uberstand
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des biotinylierten Proteins abgenommen und die Beads werden in 40uL 1xPBS
resuspendiert (um moglichst hohe lokale Konzentrationen zu erzielen) und in ein 200uL
PCR-Gefaly tberflhrt. Im Anschluss werden 20uL der Suspension abgenommen und in
20pL 1xPBS (Vorlage) verdinnt. Die Prozedur wird zehnmal wiederholt sodass eine
Verdunnungsreihe mit 12 Messpunkten entsteht. Zu jeden Messpunkt werden 10uL der
verdinnten Ldsung des Interaktionspartners zugegeben. Es folgt eine Inkubation von
10min bei RT, zur Ausbildung des Komplexes. AnschlieRend werden die Beads am
Magnetabscheider gesammelt und die Uberstdnde abgenommen, einer Acetonfillung

unterzogen und durch SDS-PAGE analysiert.

8.2.4.7. K4 Bestimmung mittels Microscale Thermophorese

Zur K4 Bestimmung Uber Microscale Thermophorese wurde eine Verdinnungssreihe der im
RTS500 synthetisieren und ultrazentrifugierten SH2 Proteine in Thermophoresepuffer tber
vier bis funf Grélkenordnungen in 200 pyl PCR-GefalRen dargestellt. ADAP wurde in einer
Tischzentrifuge fur 2 min bei 16100 xg anzentrifugiert um unldsliche Partikel aus der
Lésung zu sedimentieren. Aus dem Uberstand wurde ADAP entnommen und in einem 1,5
ml Eppendorfgefald in Thermophoresepuffer auf eine Konzentration von 24 nM verdinnt.
AnschlieRend wurde jedem Glied der Reihe das gleiche Volumen von verdinntem ADAP
zugegeben und durch mehrmaliges Pipettieren vermischt. Die Endkonzentration von ADAP
betrug durchgangig 12 nM. Die Proben wurden zur Einstellung des
Interaktionsgleichgewichts 5 min bei RT ruhengelassen, anschlieBend in
Thermophoresekapillaren aufgezogen (Standard Treated Capillaries, Nanotemper) und in
das Messgerat (Nanotemper Monolith NT.115) (berfiihrt. Nach der Uberpriifung des
Beladungsgrades der Kapillaren durch einen Kapillarscan wurde die MST-Messung unter
Standardeinstellungen automatisiert durchgefuhrt (IR-Laser Intensitat 20% und 40%). Der
typische Thermophoreselauf pro Probe gliederte sich in eine Grundlinienmessung im
Ruhezustand flir 5 sek, gefolgt von einer Erhitzungspahse fiir 30 sek und einer
abschlieRenden Relaxationsphase von 5 sek. Typischerweise wurden vier Messungen des
gleichen Probensatzes hintereinander durchgefuhrt (2x 20%, 40%). Die erhaltenen
Messkurven wurden unter der Standardeinstellung ,Thermopresis® in Messpunkte
umgewandelt (Hot: 34,2 + 1 sec, Cold: 5,6 + 0,5 sec). Fur die daraus resultierenden
Messkurven wurden mit dem von Hersteller bereitgestellten Ananlyseprogramm der Ky
ermittelt. Die erhaltenen Kd-Werte wurden arithmetisch gemittelt und sind mit der
Standardabweichung angegeben.

Zur Ky Bestimmung fur die Snap-Fusionspeptide Snap-EEl und Snap-595 wurde dem

Messpuffer Tween-20 in einer Endkonzentration of 0,05% Vol zugegeben.
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Thermophoresepuffer: 5%- S-Mix
1x PBS 40% (v/v) S-Mix aus EasyXpress Kit
5% (v/v) verdiinnter S-Mix 35% (v/v) 1x TLM-150

25% H,0

Von Nantemper empfohlener Puffer:

10xMST-optimized Buffer:500 mM Tris/HCI
1500 mM NaCl

100 mM MgCl,
0,5% (viv)  Tween-20
pH 7,5

8.2.4.8. Untersuchung durch Western-Blotting

Das Verfahren des Western-Blotting wurde in Analogie zum Southern Blot (Nachweis von
DNA-DNA-Wechselwirkungen) entwickelt. Wie alle Blotting-Techniken bestht der
Kernschritt im Ubertrag einer Probe auf eine Tragermembran. AnschlieRend lassen sich die
immobilisierten Proben durch spezifische Reaktionen nachweisen. Im Falle des Western-
Blots werden Proteinproben (Antigene) Ubertragen und anschliefend detektiert. In der
Regel geschieht dies durch Antikdrper, welche das gewlinschte Protein spezifisch
erkennen. Diese werden als primare Antikdrper bezeichnet. Der gebildete Antigen-
Antikérper-Komplex wird durch Bindung eines sekundaren Antikérpers visualisiert. Dieser
erkennt die konstanten Bereiche des primaren Antikorpers und ist selbst markiert. Dies
kann durch den Einbau radioaktiver Isotope geschehen, wird heutzutage aber in der Regel
durch die Fusion eines Reporterenzyms wie Meerettich-Peroxidase bewerkstelligt. Die
Detektion erfolgt dann durch Inkubation eines Enzymsubstrats, welches nach
Metabolisierung fluoresziert. Primare Antikorper sind meist spezifisch gegen eine
Peptidsequenz im Zielprotein gerichtet. Ebenfalls weit Verbreitet sind Antikdrper, welche
posttranslationale Modifikationen wie PhosphoSer, PhosphoTyr oder Glykosylierungen
detektieren um deren Vorhandensein auf einem Protein zu belegen. Des Weiteren werden
sie gegen Affinitdtstags wie PolyHis, FLAG, GST oder den Strep-Tag gerichtet um alle

getaggten Proteine nachzuweisen.

8.2.4.8.1. Western-Blot zur Detektion von Phosphotyrosin
Der Phosphorylierungsgrad der in-vitro phosphorylierten Proteine sowie der per Staudinger-
Phosphit-Reaktion umgesetzten Azidoproteine wurde mit einem

Phosphotyrosinspezifischen Antikdrper untersucht.
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Die zu untersuchenden Proben werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Beendigung
des Gellaufs wird das Gel enthommen, das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel fir 10
min in 1x Transferpuffer inkubiert. Parallel dazu wird ein Stick PVDF-Membran in der
GrofRle des Trenngels zurechtgeschnitten, ebenso wie sechs gleichgrofie Stiicke Whatman-
Filterpapier. Die Membran wird zur Aquilibrierung kurz in MeOH abs. &quilibriert,
anschlieend kurz in dd-H,O gewaschen und schlieBlich fir 5 min in 1x Transferpuffer
inkubiert. Die Filterpapiere werden ebenfalls in 1x Transferpuffer getrankt.

AnschlieRend wird der Transfer in einer Transferkammer (BIORAD semi-dry) vorbereitet.
Dafir werden drei Filterpapiere auf die Anodenplatte gelegt, darauf die Membran, darauf
passgenau das Gel sowie auf das Gel drei weitere Filterpapiere. Der Stapel wird mit der
Kathodenplatte abgedeckt. AnschlieBend erfolgt der elektrophoretische Transfer der
Proben bei einer konstanten Stromstarke von I= 0,8mA / cm? Membran fir 90 min. Die
Membran wird anschlieRend mit 1x TBS Uberschichtet und unter leichtem Schwenken fir 5
min gewaschen. Der Schritt wird zwei Mal wiederholt. AnschlieRend wird die Membran mit
15 ml Blockinglésung bei leichtem Schwenken fir 1h inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen der Membran abzusattigen. Nach dem Blockieren wird die Membran
dreimal in 1x TBST fur je 5 min unter leichtem Schwenken gewaschen. Anschlieend
erfolgt die Inkubation mit dem primaren Antikérper unter leichtem Schwenken Uber Nacht
bei 4°C.

Nach der Inkubation wird die Membran dreimal fir 5min in 1x TBST gewaschen, es folgt
die Inkubation mit dem sekundaren, Meerettich-Peroxidase-gekoppelnten Antikérper flr 1h
bei RT. AbschlieRend wird die Membran erneut dreimal fir 5min in 1x TBST gewaschen,
es folgt die Inkubation mit dem Peroxidase-Substrat flir 2 min. Anschliellend wird das
enzymatische Signal in einer Dunkelkammer fotografiert. Nach erfolgter Dokumentation
wird die Membran dreimal fir 5min in 1x TBST gewaschen, um das Detektionsreagenz zu
entfernen. Die Membran kann nun an der Luft getrocknet und aufgehoben werden. Im
trockenen Zustand ist die Membran praktisch unbegrenzt fiir weitere Detektionen haltbar.
Zur erneuten Untersuchung muss die Membran wie oben beschrieben aquilibriert werden
sowie die noch neuerlichen Immunoreaktion gebundenen Antikérper von der Membran

entfernt werden (Strippen).

Strippen der Membran:
Die hydratisierte Membran wird dreimal fir je 3 min in Stripping-Puffer (erhitzt auf 85°C)
inkubiert. Hierbei werden durch das zugesetzte Mercaptoethanol die Disulfidbricken der

Antikérper gebrochen. Diese werden durch das ebenfalls enthaltene Detergenz entfernt.
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Dieser Schritt darf keinesfalls zu lange durchgefiihrt werden, ansonsten werden die
immobilisierten Proteine (Antigene) ebenfalls herausgewaschen.

Die gestrippte Membran wird dann 3-4-mal kurz in dd-H,O geschwenkt, anschlief’end 3-
mal fur 5min in 1x TBS gewaschen um den Stripping-Puffer restlos zu entfernen.
AnschlieRend erfolgt wie oben beschrieben die Blockierung, die Membran kann nun erneut

mit dem gewilnschten Antikérper inkubiert werden.

8.2.4.8.2. Nachweis der Biotinylierung von Proteinen mittels Western-Blot

Eine Biotinylierung kann ebenfalls per Western-Blot nachgewiesen werden. Hierflir macht
man sich die sehr starke Affinitat von Biotin zu Streptavidin zunutze, den Blot wird anstelle
eines primaren Antikorpers direkt mit Meerettich-Peroxidase-gekoppelten Streptavidin fir
1h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 1x TBST kann der Blot direkt mit dem

Peroxidase-Substrat inkubiert und analysiert werden.

Losungen und Puffer fur Western-Blots:

10x Transferpuffer: 480 mM Tris
390 mM Gilycin
in dd-H,O
1x Transferpuffer: 10% (viv) 10x Transferpuffer

20 % (v/v)  MeOH abs.
mit dd-H,O auffillen

Blockierungslosung: 1x RotiBlock® in 1x TBS

Primarer Antikérperpuffer: 1x TBST + 2,5% (w/v) BSA

Strippuffer: 100 mM 2-Mercaptoethanol
50 mM Tris/HCI pH 6.8
2% (w/v) SDS

8.2.4.8.3. Nachweis der Reinigungstags

Der Nachweis der Reinigungstags auf der Western-Membran erfolgt durch Inkubation
primarer Antikbrper gegen die gewunschten Tags. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ein
Anti-S(Il)- sowie ein Anti-(His)s-Antikorper (Qiagen) gemall der Angaben der Hersteller
verwendet. Die Detektion erfolgte durch Chemolumeniszenz, anhand Peroxidase-

gekoppelter sekundarer Antikérper.
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8.2.4.9. Bestimmung des Phosphorylierungsgrades

Die Bestimmung des Phosphorylierungsgrades von Snap-ADAP und Snap-YEEI wurde
vollstandig in der Arbeitsgruppe von Eberhard Krause durchgefihrt. Hierzu gehorte die
Probenvorbereitung durch In-Gel Verdau der Proteine mit Proteasen, die Messung einer
HPLC-gekoppelten ESI-MS Messung sowie der Auswertung der Daten.

Die ermittelten Phosphorylierungsgrade sind in der foldengen Tabelle dargestellit.

Protein Proteaseverd Phosphorylierungsstell Detektiertes Phosphoryl
au mit e Peptid -
(Position in wt ADAP) ierungsgra
d
Y224 (Y595) 209-236 89 %
ADAP Elastase 211-236 93 %
215-236 87 %
Y254 (Y625) 235-273 88 %
Y280 (Y651) 276-286 78 %
274-290 82 %
Y224 (Y595) 207-230 97 %
Proteinase K 207-236 96 %
Y254 (Y625) Nicht Nicht ident.
identifiziert
Y280 (Y651) 274-286 78 %
Elastase Y208 198-213 87 %
YEEI Y208 200-213 86 %
Chymotyrpsin Y208 Nicht Nicht ident.
identifiziert

8.2.5. Modifikation von Proteinen

8.2.5.1. In vitro Phosphorylierung von ADAP und ADAP-Varianten

Zur in vitro Phosphorylierung von ADAP und der Peptidvarianten wurde Fyn-Kinase
verwendet, welche in transfektierten Spodoptera frugiperda-Zellen Uberexprimiert wurde.
Die Herstellung der Kinase wurde von der Arbeitsgruppe von Christian Freund
ubernommen. Die Fyn-Kinase wurde in 1x PBS und 50% Glycerin (v/v) bei -80°C gelagert
(0,1 uM).

Zur ko-translationalen in vitro Phosphorylierung von ADAP wurden 50 ul eines EasyXpress
Reaktionsansatzes von ADAP vor der Inkubation mit 4uL aufgereinigter Fyn-Kinase
versetzt und durch Pipettieren vorsichtig vermischt. Nach der folgenden ADAP-Synthese
bei 37°C kann das Uberexprimierte Protein entweder aufgereinigt oder direkt in einen
Pulldown eingesetzt werden.

Zur posttranslationalen Phosphorylierung werden 50 ul aufgereinigtes, in 1x
Phosphorylierungspuffer vorliegendes ADAP mit 4 pl Fyn-Kinase versetzt, durch Pipettieren

vermischt und in die Reaktionskammer eine RTS100-CECF Dialysekammer Uberfuhrt. Die
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Reservoirkammer wird mit 1 ml 1x Phosphorylierungspuffer bestiickt. Die beladene
Dialysekammer wird in einem Eppendorf-Thermoblock platziert und bei 32°C und 800 rpm
Ubernacht inkubiert. Nach der Inkubation wird wie ADAP-Kinase Reaktion der
Reaktionskammer entnommen und Utber Ni-NTA Magnetkiigelchen (Qiagen) aufgereinigt
und anschlief3end Uber ein Proteinentsalzungssaulchen (Pierce) in 1x HBS zur Lagerung (-
20°C oder 4°C) uberflhrt.

Zur in vitro Phosphorylierung wird das Substratprotein in 1x Phosphorylierungspuffer
umgepuffert und im Anschluss mit Fyn-Kinase in einem molaren Verhaltnis von 1:20
(Enzym:Substrat) versetzt. Der Ansatz wird bei Raumtemperatur inkubiert. Im Fall von
ADAP genlgt eine Inkubationsdauer von 16h, in den Fallen der Konstrukte Snap-595,
Snap-EEI und Snap-SH3n werden lber 3d bei Raumtemperatur inkubiert, wobei nach 24h

frisches ATP (Endkonzentration des Zusatzes 2 mM) zugegeben wird.

1x Phosphorylierungspuffer:

50 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NaCl

9,5 mM MgCl,

0,5 mM MnCl,
2mM EGTA

Jeweils frisch zugesetzt werden:
0,4 mM Nas;VO,
2mM DTT

4 mM ATP

8.2.5.2. Synthese Phosphoramidat-haltiger Proteine

Zur Synthese Phosphoramidat-haltiger Proteine wird ein AzPhe-haltiges Protein in 50 mM
Phosphat, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0 umgepuffert. Das Caging-Phosphit wird
im selben Puffer zu einer Konzentration von 8 mM angelost. Zu 20 ul umgepufferten
Azidoprotein werden 20 pl der Caging-Phosphit Stocklésung zugegeben und durch
Pipettieren vermischt. Die Reaktion wird durch Lagerung Uber Nacht bei Raumtemperatur
durchgefihrt. Zur Beedingung der Reaktion wird der Reaktionsansatz mit 760 pyl 50 mM
Phosphat, 300 mM NaCl, 0,05% Tween-20, pH 8,0 verdinnt und auf Ni-NTA
Magnetkigelchen (Qiagen) gebunden, um Uberschissiges Phosphit zu entfernen. Die
Kigelchen werden zweimal mit Ni-NTA Waschpuffer gewaschen und anschlielend in 40 pl
20 mM Tris/HCI, 250 mM Imidazol pH 8,0 eluiert. Im Anschluss werden die photolabilen

Schutzgruppen durch Belichtung mit einem uv-Laser flir 90 sec entschitzt (Spectron-Laser.
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Pulsfrequenz: 10 Hz, Pulsdauer: 10ns, Pulsenergie: 50 nJ). Im Anschluss wurde das
entschitzte Protein sofort weiter untersucht. Alternativ konnte die entschatzung auf

erfolgreich in den folgenden sogenannten Photopuffer beobachtet werden:

Photopuffer : Photo 500:

1x PBS 500 mM Na;HPO, pH 8,0

100 mM Semicarbazid 150 mM NaCl

40 mM Acscorbinsaure mit den gleichen Zusatzen an Semi-
2% (vIv) DMSO carbazid, Ascorbinsdure und DMSO

8.2.5.2.1. Synthese des Caging-Phosphits

Das lichtentschiitzbare Caging-Phosphit Tris (4-(2,5,8,11,14-Pentaoxahexadecan-16-
yloxy)-5-Methoxy-2-Nitrobenzyl)-Phosphit sowie dessen Synthesevorschrift wurden von
Serwa et al., 2009 publiziert und kann dort entnommen werden. Das verwendete
Probenmaterial wurde von Mitgliedern der AG Hackenberger der Vorschrift gemaf

dargestellt und von selbigen bezogen.

8.2.5.3. Staudinger Ligation mit DyLight-650

AzPhe-haltige Proteine werden zur Markierung in 1x PBS umgepuffert. Eine Arbeitslésung
des kommerziell erhaltlichen DyLight-650 Phosphin (ThermoFisher) einer Konzentration
von 100 nM wird durch Verdinnung der Hauptlésung (1 mM in DMSQO) in 1x PBS
angesetzt und im vierfachen Uberschuss dem Protein zugesetzt. Die Reaktion kann
entweder durch Inkubation fur 3h bei 37 °C oder Ubernacht bei 4 °C durchgefihrt werden.
Nach Abschluss der Inkubation wird der Uberschissige Farbstoff durch Gelfiltration in
einem Proteinentsalzungssaulchen (Pierce) entfernt.

Die Hauptlésung des Farbstoffs wird bei -20 °C gelagert.
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