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1 EINLEITUNG

1.1 DIiE BEDEUTUNG VON PROTEINEN UND PROTEIN-INTERAKTIONEN

Proteine sind die Stoffklasse lebender Materie mit der bei weitem hdchsten Diversitat. Sie
bilden die Elemente von Stitzstrukturen, dienen der Speicherung und dem Stofftransport,
der Signalubermittlung, der Bewegung und der Abwehr von Fremdstoffen. Zusétzlich
regulieren Proteine in Form von Enzymen den Stoffwechsel, indem sie chemische
Reaktionen in der Zelle selektiv beschleunigen kénnen. Eine Grundvoraussetzung fur
diese Funktionsvielfalt ist ihre Eigenschaft, andere Molekile spezifisch, reversibel und
modulierbar zu binden. Jedes Protein besitzt dazu ein unverwechselbares
Oberflachenprofil, gepragt durch die Seitenketten seiner Aminoséaurereste.

Ein sehr prominentes Beispiel sind die Antikbrper der menschlichen Immunabwehr, deren
Konturen so vielfaltig sein kbnnen, dass sie praktisch jedes beliebige Molekul spezifisch
binden und damit ,erkennen* kénnen. Die Bindung entsprechender Liganden ([lateinisch]
ligare = binden) an Teilbereiche der Proteinoberflache ist oftmals auch mit einer
Verénderung der physikochemischen Eigenschaften des Proteins verbunden, wodurch die
Interaktion zu weiteren Zielmolekilen spezifisch verandert werden kann. Liganden sind
beispielsweise Kohlenhydrate, Nukleotide, Lipide, Nucleinsduren, Xenobiotika, kleine
organische Molekiile, lonen, Peptide und andere Proteine.

Proteomweite Interaktionsstudien zeigten, dass ein zellularer Ph&notyp nicht wvon
einzelnen Proteinen, sondern vielmehr durch ein sehr komplexes Zusammenspiel von
hunderten, manchmal tausenden unterschiedlichen Proteinen bestimmt wird. So umfasst
beispielsweise das humane Interaktom ca. 650.000 Protein-Protein-Interaktionen [1]. Das
Verstandnis der diesen Wechselwirkungen zugrundeliegenden molekularen Mechanismen
ist eine wichtige Herausforderung der aktuellen Forschung, da eine ganze Reihe von
Krankheiten, wie z.B. verschiedene Krebserkrankungen, Alzheimer, Parkinson,
Huntington, Rheuma und Diabetes unter anderem auf fehlregulierte Protein-Interaktionen
zuruckgefihrt werden konnten [2].

Neuropathische Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und Huntington sind durch den
Verlust von Neuronen und das Auftreten synaptischer Anomalien charakterisiert, die zu
schweren Beeintrachtigungen der kognitiven F&ahigkeiten fihren konnen. Durch
histologische Untersuchungen von Gehirnschnitten betroffener Patienten, konnten
pathologische Anreicherungen von Proteinen in Form unldslicher Fibrillen und Plaques
identifiziert werden. Wie sich herausstellte, beruht die Bildung solcher Fibrillen und
Plaques auf einer Wechselwirkung zwischen fehlgefalteten Proteinen.

Pharmazeutika, welche fehlregulierte pathogene Interaktionen beeinflussen kdnnen,
eroffnen die Mdglichkeit, unerwinschte Wechselwirkungen zu unterdriicken und die
urspruingliche Funktion des Proteins wiederherzustellen.
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Bevor allerdings derartige Wirkstoffmolektile kreiert werden konnen, ist es zwingend
erforderlich, die zu Grunde liegenden Wechselwirkungen zwischen den Interaktions-
partnern besser zu verstehen.

Ein Charakteristikum molekularer Wechselwirkungen ist die Dissoziationskonstante (Ky),
welche ein Mal3 fur die Affinitdt zwischen den beteiligten Molekiilen ist. Wechselwirkungen
zwischen Proteinen zellularer Signalwege sind meist relativ schwach (K4 10° -10° M), da
diese ihre Liganden nicht dauerhaft, sondern nur voriibergehend binden sollen.

Bei einigen Proteinen fiihrt die Ligandenbindung zu einer Konformationsdnderung, welche
die Affinitdt zu weiteren Liganden beeinflusst. Als Beispiel sei hier Calmodulin genannt,
welches bis zu vier Ca*-lonen bindet und dadurch eine Konformationsumwandlung
erfahrt, die an das ,Aufklappen eines Regenschirms” erinnert. Die dabei freigelegten
neuen Interaktionsstellen kénnen nun weitere Signalproteine wie die Ca®*‘/Calmodulin-
abhangige Proteinkinase (CaM-Kinase) binden und aktivieren [3,4].

Auch Interaktionen eines Liganden zu verschiedenen Ligandenbindungsstellen
(Multivalenz, vgl. Abschn. 1.3) innerhalb eines Proteins sind mdglich. Dieses Phanomen
tritt oft im Zusammenhang mit allosterischen Effekten auf. So kann die Bindung eines
Liganden an eine Bindungsstelle, die Bindung eines weiteren Liganden an eine weitere
Bindungsstelle erleichtern (positive Allosterie) bzw. erschweren (negative Allosterie).

Der allosterische Effekt ist von grof3er Bedeutung fiir die Regulation von Proteinen. So
kann beispielsweise Hamoglobin mittels allosterischer Effektoren wie 2,3-Bisphospho-
glycerat die Sauerstoffaufnahme und -abgabe den physiologischen Bedirfnissen prazise
anpassen [5,6].

Proteine kénnen zudem kurzfristig oder dauerhaft chemisch verédndert und damit etwa
.an-‘ oder ,abgeschaltet” werden. Die haufigste Form der kovalenten Modifikation ist die
Phosphorylierung durch Kinasen bzw. Dephosphorylierung durch Phosphatasen. Die
Proteinphosphorylierung besitzt grof3e Bedeutung fir zahlreiche zellulare Signalwege.

Viele Regulations- und Signalproteine veradndern ihre Eigenschaften je nach
Phosphorylierungsgrad. So kann eine Phosphorylierung einerseits allosterische
Ubergéange bewirken, zum anderen kann aber auch durch das Einbringen der negativen
Ladungen des Phosphats die Oberflache des Proteins so verandert werden, dass lokal
eine neue Bindungsstelle geschaffen oder blockiert wird. Eine regulatorisch wirksame
Phosphorylierung spielt beispielsweise bei Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle.
Infolge dieser Modifikation kénnen diese beispielsweise dimerisieren (z.B. CREB-1 [7])
und daraufhin in den Zellkern einwandern.

Voraussetzung fir die Funktionsvielféltigkeit vieler Proteine ist deren modularer Aufbau
aus distinkten Funktionseinheiten, den sogenannten Proteindomé&nen.
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1.2 PROTEINDOMANEN | - MODULARE FUNKTIONSEINHEITEN

Die meisten humanen Proteine setzen sich aus mehreren modularen Funktionseinheiten
(sogenannten Proteindomé&nen) zusammen [8], wobei durch die charakteristische
Kombination verschiedener Module (Doméanenarchitektur) mafigeblich die Funktion des
Proteins bestimmt wird [9,10]. Proteindomanen sind in charakteristischerweise
dreidimensional gefaltete und strukturell koharente funktionelle Einheiten [11]. Als die
kleinste (ca. 35-40AS), kompakteste und zugleich stabilste Faltung einer
Aminosauresequenz kann eine Proteindoméane (z.B. WW-Domane) einzeln oder gleich in
mehrfacher Kopie im Protein vorliegen.

Auf genetischer Ebene werden humane Proteindomanen durch so genannte ,Shuffled”
Exons codiert [12]. Diese kdnnen auf Grund ihrer Transponierbarkeit ahnlich eines
.Baukastenprinzips“ zu den DNA-Matrizen verschiedenster Proteine kombiniert werden.
Dementsprechend ist die Anzahl der codierenden Gene deutlich geringer, als die Zahl der
exprimierbaren Proteinspezies.

In Tabelle 1.2.1 sind exemplarisch verschiedenste Proteindomé&nen wund ihr
entsprechender funktioneller Kontext aufgezeigt.

Tabelle 1.2.1: Ausgewéhlte Proteindoméanen in ihrem  funktionellen Kontext

Funktioneller Kontext Domane

Apoptose
Calcium Bindung

Chromatin-Regulation
Zytoskelett-Modulation
Methyl-Lysin-Bindung
Phospho-Serin/Threonin Bindung
Phospho/Tyrosin-Bindung
Phospholipid-Bindung

Protein-Abbau

Bindung prolinreicher Sequenzen
Ubiquitin Bindung

Vesikel Transport

Genregulation

BH1-4, BIR, CARD, DEATH, DED, DH, TRAF
EF-Hand

BROMO, BTB/POZ, Chromo, CSD, SWIRM,
TUDOR

CH, FH2, GEL
LRR, MBT

14-3-3, BRCT, FF, FHA, MH2, POLO-BOX,
Ww

PTB, SH2

BAR, BEACH, C1, C2, CALM, ENTH, FERM,
FYVE, GLUE, GRAM, PH, PX

F-Box, HECT, RING, SOCS, UBA, WW
EVH1, GYF, SH3, WwW

CUE, GAT, MIU, NZF, UEV, UIM

EH, SNARE

WW, FF, ZnF_C4, THAP, NAM

Besonders bei der Ausbildung von Multiproteinkomplexen ist ein modularer Aufbau von
Vorteil. Einige Proteindoméanen fungieren dort als nicht katalytische Adaptoren, die durch
die Ausbildung verschiedenster, oftmals multivalenter Protein-Protein-Wechselwirkungen
die einzelnen Komplex-Untereinheiten zusammenhalten. Das Phanomen der Multivalenz
(Prinzip, Thermodynamik) und deren Bedeutung in biologischen Systemen soll im
Folgenden naher betrachtet werden.
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1.3 DIE MULTIVALENZ

Multivalenz ([lateinisch] Vielwertigkeit, Moglichkeit vieler Ldsungen) beschreibt die
Wechselwirkung zwischen Rezeptoren und Liganden, die jeweils multiple Bindungsstellen
besitzen. Die Bezeichnungen ,Ligand“ und ,Rezeptor® werden hier verwendet, um die
individuellen Komponenten der multivalenten Spezies zu identifizieren. Der Rezeptor ist in
diesem Fall die Komponente, welche den Liganden unter Verwendung einer
oberflachlichen Vertiefung oder Tasche bindet. Einzelne Liganden kdnnen durch ein
molekulares Gerist, den so genannten ,Linker", miteinander verbunden sein, wodurch
Kombinationen aus gleich- oder verschiedenartigen multivalenten Liganden entstehen
(siehe Abbildung 1). In multivalenten Rezeptoren sind einzelne Bindungsstellen oftmals in
distinkten Domanen lokalisiert, die ihrerseits ebenfalls durch eine Linkersequenz verknipft
sein konnen.

1.1.1 DAS PRINZIP DER MULTIVALENZ

Eine multivalente Interaktion kann laut Krishnamurthy et al. [13] als Vorgang definiert
werden, bei dem multiple gleichartige Bindungsereignisse zwischen zwei Komponenten
(Ligand:Rezeptor) simultan stattfinden (siehe Abbildung 1). Man kann die Multivalenz auf
der Grundlage der Anzahl (i) der Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor in drei
Kategorien unterteilen:

» Die Bivalenz (Abbildung 1 a, b, d):
Hier finden zwei Interaktionen (i) an zwei gleich- oder verschiedenartigen
Bindungsstellen zweier Spezies statt (i=2).

» Die Oligovalenz (Abbildung 1 c, e, f):
Hier findet eine diskrete Anzahl Interaktionen (i) an mehreren gleich- oder
verschiedenartigen Bindungsstellen zweier Spezies statt (2<i<10).

» Die Polyvalenz
Hier findet eine groRe Zahl Interaktionen (i) an mehreren gleich- oder
verschiedenartigen Bindungsstellen zweier Spezies statt (i>10).

a) b) c)
PR

$ 4 A
d) e) f)
t1h At defh i

A =Rezeptor 4 =Ligand |=Linker

Abbildung 1: Beispiele multivalenter Systeme

(a) Ein bivalenter Ligand bindet einen bivalenten Rezeptor,(b) Ein heterobivalenter Ligand bindet an einen
Rezeptor mit zwei verschiedenartigen Bindestellen, (c) Ein tetravalenter Ligand bindet an einen tetravalenten
(oligovalenten) Rezeptor (d) Ein bivalenter Antikdrper bindet an eine Oberflache, (e) Ein Polymer bindet an
eine Oberflache, (f) Ein Dendrimer bindet an eine Oberflache (entnommen aus [13])
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Es konnen zwischen beiden Komponenten also zwei oder mehr gleichartige (Homo-
Multivalenz) oder verschiedenartige (Hetero-Multivalenz) molekulare Bindungsereignisse
auftreten (vgl. Abbildung 2).

Tres

Interhomodivalent Interheterodivalent Intraheterodivalent

Abbildung 2: Typen multivalenter Interaktionen

Gezeigt sind verschiedene Typen multivalenter Interaktionen zwischen Ligand- und Rezeptormolekilen.
(A) interhomovalente, (B) interheterovalente, (C) intraheterovalente Interaktionen. (nach [14])

Die Mehrzahl der bis heute synthetisierten multivalenten Molekile binden interhomovalent
(Abbildung 2A). Das bedeutet, dass zwei verbundene identische Liganden die gleichen
Bindestellen in zwei identischen Rezeptoren bedienen [14]. Choi zeigte, dass derartige
Molekiule multivalent auf der Oberflache von Viren, Bakterien oder Zellen gebunden
werden [15]. Auf diesem Prinzip beruht beispielsweise die Wechselwirkung zwischen
Influenza Virus und Zelloberflache (vgl. Abschnitt 1.3.1).

Die in biologischen Systemen am héaufigsten auftretende Form der Multivalenz ist
vermutlich die Hetero-Multivalenz. So wirkt z.B. Rapamycin, ein immunsuppressiver
Wirkstoff aus Streptomyces hygroscopicus, interheterodivalent (vgl. Abbildung 2B). Dieser
Wirkstoff kann gleichzeitig zwei cytoplasmatische Proteine, FKBP 12 (FK506 binding
protein) und FRB (FKBP-rapamycin binding domain) binden, und so den ternaren FKBP-
Rapamycin-FRB Komplex ausbilden [16]. Es konnte gezeigt werden, dass synthetische
Rapamycinderivate in der Lage sind, verschiedene intrazellulare Signalwege zu
modifizieren. Zu diesen pharmakologisch sehr interessanten Prozessen z&hlen die
Relokalisation von Proteinen [17,18], die bedingte Induktion der Apoptose [19], der
Proteinabbau [20] und das konditionelle Spleif3en [21].

Eine weitere Form der multivalenten Interaktion ist die Intraheterodivalenz. Dieser
Mechanismus beschreibt die simultane Bindung eines multivalenten Liganden an mehrere
verschiedene Bindestellen eines Rezeptormolekiils (vgl. Abbildung 2C).

1.1.2 THERMODYNAMISCHE ANSATZE

Eine konkrete thermodynamische Beschreibung der vielféltigen multivalenten
Interaktionen stellt auf Grund der enormen Komplexitat eine grof3e Herausforderung dar.
Da Homo-Multivalenz einfacher zu definieren ist als Hetero-Multivalenz, die
grundlegenden Prinzipien aber die gleichen sind, wird bei der Beschreibung der
Multivalenz h&ufig nur die Homo-Multivalenz betrachtet. Wé&hrend eine monovalente
Bindung hauptsachlich durch die Bindungsaffinitat (Ky) des Liganden bestimmt wird, muss
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bei multivalenten Bindungen auch der Einfluss des Linkers (Lange, Flexibilat / Rigiditat)
bericksichtigt werden [13,22—24]. Nach Kitov und Bundle kann die Affinitat multivalenter
Liganden nicht einfach als die Summe der Bindungskrafte zwischen den distinkten
Interaktionstellen beschrieben werden [23]. Die Starke einer multivalenten Interaktion wird
vielmehr durch die Aviditat (K"“"®) ausgedriickt. Diese berechnet sich aus dem
Verhaltnis der Konzentrationen der verschiedenen Rezeptor:Ligand-Komplexe mit n
Rezeptor:Ligand-Interaktionen (i=n) zum vollstdndig dissoziiert vorliegenden Rezeptor
(i=0) (Abbildung 3 b) [13]. Kitov und Bundle [23] definieren die Aviditat (K¢ *B) wie
folgt:

KAV KE = (1/K gy + 1/Kgpy + ...t 1/Kg )™

Kan, Kana und Kgi: Dissoziationskonstanten von Rezeptor:Ligand-Komplexen mit n Rezeptor:Ligand
Interaktionen (i=n), n-1 Interaktionen und einer Interaktion (i=1), jeweils im Verhaltnis zum vollstandig
dissoziierten Rezeptor:Ligand-Komplex (i=0) (Abbildung 3 b, c).

Affinita
a) q K : 4 K;\ffinitéit= [S11<]
* [GQ]
b)
K (S04
— K =
d,2
' S
c)
Ky p &1 111
- d,1
(S
K/d\vidité;E Kd.2
Kveeie = (17K, + 1K, )"
BE KAffimtét/ KAviditéit
d d
Abbildung 3: Thermodynamische Gleichgewichte einer mono- und bivalenten Interaktion

Thermodynamische Gleichgewichte zur Definition von Affinitat, Aviditat und Verstérkun_q (a) Ein Monovalenter
Ligand bindet einen monovalenten Rezeptor mit einer Dissoziationskonstante (K¢ (b) Der oligovalente
Ligand (hier bivalent) bindet einen Rezeptor mit der gleichen Valenz mit einer Dissoziationskonstante Ka2
entsprechend dem Gleichgewicht zwischen vollstdndig gebundenen Rezeptor und freien Rezeptor- und
Ligand-Molekiilen (c) Der bivalente Rezeptor kann auch den bivalenten Liganden mit nur einer Rezeptor-
Ligand Interaktion binden, der Komplex hat eine Dissoziationskonstante K. Krishnamurthy et al. [13]
definierten die Aviditat (die Gesamtheit der Affinitaten, Kq™"'®) als K4, Um alle Rezeptor::Ligand Komplexe
einzubeziehen, definierten Kitov und Bundle [23] die Aviditat (K™ “B) dagegen durch die Beziehung:
(1/Kqg2 + 1/Kq1)™. Die Verstarkung (B) ist das Verhaltnis zwischen Affinitat und Aviditat (Entnommen aus [13]).

Eine umfassende thermodynamische Betrachtung multivalenter Wechselwirkungen ist im
Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich. An dieser Stelle sei auf die Arbeiten von Kitov und
Bundle [23] und Krishnamurthy et al. [13] verwiesen.
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Ein intuitiveres Verstandnis von Multivalenzeffekten bietet das Konzept der so genannten
.effektiven“ Konzentration (Cerr) [25]. In diesem Parameter sind alle bindungsrelevanten
thermodynamischen  EinflussgréRen zu einer fiktiven Ligandenkonzentration
zusammengefasst. Wenn beispielsweise in einem bivalenten System bereits ein Ligand
an einen Rezeptor bzw. eine Bindestelle gebunden hat, erhoht sich durch die
resultierende raumliche Nahe oder giinstige Orientierung die Wahrscheinlichkeit, dass
auch der zweite Ligand an den zweiten Rezeptor bindet. Der zweite Rezeptor scheint also
effektiv von einer viel hoheren Ligandenkonzentration umgeben zu sein, als tatséchlich
vorliegt. Experimente mit bivalenten Liganden zeigten, dass es mdglich ist, die effektive
Konzentration durch eine Verdnderung der Linkerlange zwischen den Liganden zu
kontrollieren [26] (siehe Abbildung 4).

Long Linker Optimal Linker Short Linker

Abbildung 4: Der Einfluss des Linkers auf die Effektive Konzentratio n

Gezeigt sind schematische Proteinmolekiile mit gebundenen bivalenten Liganden. Der Linker zwischen den
Liganden ist langer (D), gleichlang (E) bzw. kiirzer (F), als der Abstand zwischen den zwei Bindestellen im
Protein. Abh&ngig von seiner Lange, kann der Linker die Wahrscheinlichkeit einer bivalenten Interaktion
erhdhen oder verringern. Das ist &quivalent zu einer Erhéhung oder Verringerung der effektiven Konzentration
(Cefr). (Abbildung wurde entnommen aus [14].)

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Aviditat eines multivalenten Liganden
nicht ausschliellich durch die Affinitdten der monovalenten Liganden, sondern auch durch
die Lange und konformationelle Dynamik des Linkers bestimmt wird. Des Weiteren
kénnen auch enthalpische oder entropische Kompensationseffekte den Gewinn der
Multivalenz verringern [13]. Interessant ist, dass in multivalenten Systemen die
Dissoziation eines multivalenten Komplexes schrittweise geschieht, wobei die
Dissoziationsraten durch Zugabe eines kompetitierenden monovalenten Liganden erhéht
werden kénnen [27,28]. Aufgrund des komplexen Zusammenspiels sich gegenseitig
beeinflussender Wechselwirkungen, ist es bis heute noch nicht gelungen, die molekularen
Mechanismen multivalenter Interaktionen zufriedenstellend aufzuklaren.
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1.3.1 MULTIVALENZ IN BIOLOGISCHEN SYSTEMEN

Multivalenzeffekte kdnnen vielfach in biologischen Systemen beobachtet werden. Zu den
bekanntesten multivalenten Prozessen zahlen u. A. Interaktionen zwischen Proteinen,
zwischen Proteinen und ihren Liganden, Antigen-Antikdrper-, Virus-Zell-Interaktionen,
sowie die Wechselwirkungen zwischen bakteriellen Toxinen und ihren Ziel-Zellen
[15,24,29-31]. Ebenfalls zu den multivalenten Prozessen =zahlt das Prinzip der
Selbstorganisation, also der spontanen Assoziation von Molekilen zu wohldefinierten
Strukturen (durch nichtkovalente Wechselwirkungen zusammengehalten) [32—35]. In der
Natur wird dieses Prinzip elegant am Beispiel des Tabakmosaikvirus genutzt, welches
sich spontan aus 2000 identischen Aminosaure-Untereinheiten zu einer helikalen Struktur
um einen einzelnen RNA-Strang zusammenbaut [36]. Auf DNA-Ebene sorgen polyvalente
Kontakte mit polymeren Histonen dafir, dass die DNA spezifisch in der Coiled-Coil-
Konformation eingelagert wird [22].

Multivalente Interaktionen fuhren haufig zu starken Affinitdétserhéhungen zwischen den
Interaktionspartnern. So werden beispielsweise Interaktionen zwischen Liganden mit
geringen Oberflachen durch das mehrfache reprasentieren von Liganden- und
Akzeptoreinheiten verstarkt (Bsp. Verkleben von Zellen). Ein &uf3erst prominentes
multivalentes Molekil ist der trimere H&magglutininkomplex des Influenza Virus.
Multivalente Sialinsduremolekille auf der Zelloberflache binden den H&magglutinin-
Rezeptor auf der Virusoberflache [37] und sorgen so daflir, dass die Selektivitat und
Aviditat der Interaktion dramatisch ansteigt (Faktor 107) [38] (siehe Abbildung 5)

Abbildung 5: Das Hamagglutinin des Influenzavirus b indet auf der Zelloberflache
an den trivalenten Rezeptor aus Sialinsaure

Das Influenza A Glycoprotein Hamagglutinin erkennt verschiedene Konformationen der Sialinsaure-Molekiile.
Die Bindung dieser Molekile erleichtert das Eintreten des Virus in die Zelle. Eine einzelne Zelle kann durch
mehrere Viren infiziert werden. (Entnommen aus http://www.fluinfectomics.ubc.ca’/home/spotlight-1/)

Affinitatsanstiege durch Multivalente Interaktionen kdonnen auch auf makroskopischer
Ebene beobachtet werden. Ein Paradebeispiel liefert der Gecko, welcher durch Millionen
extrem feiner Haarstrukturen (,Spatulae”) unter seinem Ful3 in der Lage ist sich kopfuber
mit nur einem Zeh an einer frisch polierten Glasplatte zu halten. Die Spatulae passen sich




1. EINLEITUNG
20

genau an die Oberflache an, auf der sich der Gecko bewegt, wobei die Summe der
einzelnen van der Waals-Wechselwirkungen den Gecko an der Decke halt [39]

Durch die Multivalenz wird evolutionare Effizienz dadurch erzielt, dass existierende
Interaktionen vervielfaltigt, statt neu kreiert werden. In Multiproteinkomplexen kann durch
Heteromultivalenz nicht nur die Stérke, sondern auch die Spezifitat einer Bindung erhéht
werden. So wird in zellularen Signalwegen durch den modulartigen Proteinaufbau in
Kombination mit multivalenten Effekten die spezifische Erkennung einer Vielzahl von
Liganden durch ein einziges Protein ermoéglicht [22]. Zellulare Antworten kénnen nicht nur
an- und abgeschaltet werden, durch multivalente Wechselwirkungen werden auch
abgestufte Zellantworten ermdglicht. RXR (retinoid X receptor) fungiert beispielsweise bei
Anwesenheit seines Liganden als Transkriptionsfaktor RXR-L [40], welcher an spezielle
CRBP-II Elemente (cellular retinol binding protein 1l element) der DNA bindet. Die Affinitat
von RXR-L fir ein CRBP-lIl Element allein ist schwach. Erhoht sich jedoch die
Konzentration des Liganden in der Zelle, entstehen multimere Spezies von RXR-L, die
multivalent mit den CRBP-II Elementen interagieren, wodurch die Affinitat zur DNA erhoht
und damit einhergehend die Expressionsrate des Zielproteins gesteigert wird.

Andere Transkriptionsfaktoren kdnnen Expressionsraten dadurch regulieren, dass ihre
verschiedenen Proteindomanen multivalent und dadurch spezifisch mit verschiedenen
Proteinen, wie z.B. Untereinheiten der RNA-Polymerase Il, Splei3faktoren, Histon-
modifizierenden Enzymen und anderen Transkriptionsfaktoren wechselwirken kdnnen.

1.4 PROTEINDOMANEN Il - PRD, PRS & WW-DOMANEN

1.4.1 PROLINREICHE SEQUENZEN-BINDENDE DOMANEN (PRD)

Viele Proteindoméanen, die in Multiproteinkomplex-vermittelten Signalwegen vorkommen,
binden multivalent an oberflachenexponierte prolinreiche Sequenzen (kurz: PRS, siehe
Abschnitt 1.4.1.1) ihrer Interaktionspartner. Bis heute konnen sechs Familien der
Prolinreichen Sequenzen-bindenden Doménen (PRD) unterschieden werden: Die SH3
(Src-homology-3)-Doménen [41,42], die EVH1-Doménen [43-45], die GYF- oder CD2-
Doménen [46,47], die UEV-Domaénen [48,49], das aus einer Domane bestehende Profilin
[50,51] und die in dieser Arbeit untersuchten WW-Doméanen [52,53]. Ein
charakteristisches Merkmal aller PRDs sind hoch konservierte, rdumlich nahe beieinander
liegende und an der Oberflache lokalisierte Ansammlungen aromatischer Aminosauren,
die auch als ,aromatische Wiege“ [54] bezeichnet werden und die Erkennung spezifischer
PRS ermdéglichen [55].

Die PRDs erkennen ein i.d.R. 3-6 Reste umfassendes, Prolin enthaltendes ,Kernmotiv*
eines 5-10 Aminosduren langen Sequenzabschnittes auf der Oberflache des
Bindepartners [55]. Das Kernmotiv wird haufig von mehreren Mitgliedern einer
Doméanenfamilie erkannt [55]. PRDs interagieren mit den PRS im niedrigaffinen Bereich
(Kg zwischen 1-500 uM) und benétigen zusatzliche flankierende Epitope, um die
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notwendige Spezifitat zu erreichen [56]. Durch die in den PRD raumlich sehr nahe
beieinander liegenden N- und C-Termini, kann eine PRD leicht in ein Tragerprotein
eingepasst werden, ohne dessen Raumstruktur wesentlich zu verandern [55]. Diese
Eigenschaft stellt den Zugang zur PRS-Bindestelle sicher und schafft dadurch eine gute
Voraussetzung zur Rekrutierung von Zielproteinen [55].

1.4.1.1 PPII-Helices und Prolinreiche Sequenzen (PR S)

Prolinreiche Sequenzen (PRS) sind in prokaryotischen und eukaryotischen Proteinen weit
verbreitet. Sie enthalten mehrere aufeinanderfolgende Proline, von denen aber nur einige
essentiell fur die Bindung an PRDs zu sein scheinen. Allen PRS ist gemein, dass sie in
Losung bevorzugt eine linksgéangige Poly-Prolin Type 1l (PPIl)-Helix Konformation (mit
®d=-75°, ¥=145° [57]) einnehmen, ahnlich der von poly-L-Prolin und Kollagen [58,59].
Eine Helix-Drehung wird dabei aus drei Prolin-Resten gebildet, man spricht hierbei von
einer Pseudo C; Rotationssymmetrie. Zusatzlich besitzt die PPIl-Helix eine C,
pseudosymmetrische Rotationsachse senkrecht zur langen Helixachse, entsprechend
erinnert die Grundform der PPII-Helix stark an ein trigonales Prisma (vgl. Abbildung 6 ).

st,

Abbildung 6:i: PPII-Helix aus 5 Prolin-Resten

Gezeigt ist eine typische PPII-Helix bestehend aus 5 Prolin-Resten, von der Seite (rechts) und in der
Draufsicht (links). ®=-75°, ¥=145° Eine Sequenz von vier oder mehr Prolinen in einer Reihe nimmt in Lésung
eine bevorzugte PPII-Helix-Konformation an (Autodesk MAYA 2012, in Zusammenarbeit mit Barth van
Rossum).

Aus dieser Architektur resultiert eine sehr stabile Grundstruktur. So konnte die PPII-Helix
nicht nur in pankreatischen Polypeptid-Hormonen und Neuropeptiden, sondern auch als
wichtiges Strukturelement in Kollagen gefunden werden [60,61]. Aber auch globulare
Proteine besitzen PPIl-Helices. Entsprechend wurden auf den Oberflachen
verschiedenster Proteine zahlreiche kurze Sequenzen lokalisiert, welche eine PPII-
Konformation einnehmen [62]. Interessanterweise enthielten nur sehr wenige dieser
Sequenzen ganzlich Prolin-Reste, vielmehr wird in derartigen Polypeptidketten die PPII-
Helix-Konformation dadurch stabilisiert, dass jeder dritte Aminoséurerest durch ein Prolin
reprasentiert wird (Pxx), [59].
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Die PRS besitzen nicht nur als strukturbildendes Element Bedeutung. Wie oben bereits
angesprochen, bilden sie auch die Grundlage fur eine Vielzahl von Protein-Protein-
Interaktionen. Tandemartig wiederholte PRS kdnnen dariber hinaus Polyphenole,
Peptidoglycane und Zytoskelettproteine binden [59,63,64]. Nicht periodisch wiederholte
PRS vermitteln dagegen hauptsachlich Protein-Protein-Interaktionen [59].

Strukturbiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass PRDs die PRS nur erkennen
kénnen, wenn diese in der PPII-Helix-Konformation vorliegen [56]. Durch die Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke zwischen einem konservierten Tryptophan auf der Oberflache
der PRD und einem Riuckgrat-Carbonylsauerstoffatom der zentralen PRS wird die
Wechselwirkung maligeblich  verstarkt [55,65,66]. Dazu ermoglicht die C,
Pseudosymmetrie der PPII-Helix die PRS-Bindung in zwei Orientierungen (vorwarts (N-C-
terminal) und ruckwarts (C-N-terminal)). Interessanterweise werden dabei sowohl die
gleichen Erkennungselemente des Peptids und Wasserstoffbriickendonoren der Protein-
Seitenketten, als auch die gleichen hydrophoben Bindestellen der Doméane verwendet
[55]. Bisher konnten beide Bindungsvarianten fur SH3- und WW-Domanen sowie flr
Profilin nachgewiesen werden. Dabei ist anzumerken, dass die Domanen eine Préferenz
fur jeweils nur eine Orientierung zeigten [55].

1.4.2 DIE WW-DOMANE

Im Jahre 1994 studierten Bork und Sudol [67] mittels computerbasierter Analysemethoden
die Sequenzen verschiedenster Proteine und entdecken dabei eine sich héaufig
wiederholende Sequenz, welche aufgrund zweier typischer Tryptophan-Reste (WW) in
ihrer Consensus-Sequenz fortan als WW-Doméane (Synonyme: WWP-Doméane [68],
Rsp5-Doméne [69]) bezeichnet wurde. Die WW-Doméne besitzt zusétzlich zu den zwei
konservierten Tryptophanen einen in seiner Positionierung unveranderlichen Prolin-Rest,
weshalb sie auch unter den Namen WWP-Doméane bekannt ist. Bislang konnten tber
4700 dieser kleinen (38-40 AS) globularen Doméanen [67] in Uber 3200 Proteinen
lokalisiert werden (vgl. Tabelle 1.4.1). Erstaunlicherweise findet man die WW-Domane
nicht in Bakterien. Es scheint, als stiinde das Auftreten der WW-Domane im
Zusammenhang mit der evolutiondren Entstehung des Zellkerns, da die Anzahl WW-
Doménen-haltiger Proteine, ausgehend von einzelligen eukaryotischen Organismen
(Saccharomyces) Uber Insekten (Drosophila) bis hin zum Menschen, stark zunimmt (siehe
Tabelle 1.4.1).
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Tabelle 1.4.1: Anzahl der WW-Doméanen und WW-Domanen -haltiger Proteine innerhalb
reprasentativer Spezies

Familie Proteine Spezies Doménevr\]/WF;roteine
Gesamt 272 4771 3214
Pilze 665 S. cerevisiae 8 5
Pflanzen 349 A. thaliana 28 19
Fadenwirmer 142 C. elegans 42 27
Insekten 473 D. melanogaster 71 45
Amphibien 103 X. leavis 31 53
Saugetiere 589 M. musculus 218 128
H. sapiens 261 171

Die angegebenen Zahlen reprasentieren die Gesamtzahl der WW-Domé&nen bzw.
WW-Doméanen enthaltender Proteine innerhalb einer Familie und einer
reprasentativen Spezies. Die Daten sind der Pfam Datenbank (pfam.sanger.ac.uk
Version 26.0 2011/06) entnommen.

Interessant ist, dass die 171 humanen WW-Domanen-haltigen Proteine keiner
bestimmten Proteinfamilie zugeordnet sind, vielmehr wird ein breites Funktionsspektrum
abgedeckt. Darunter sind Zytoskelett-assoziierte Proteine (Dystrophin) ebenso vertreten,
wie regulatorische Proteine (Yap65 Yes-associated protein) und Transkriptionsfaktoren
(z.B. TCERG1 Transcription elongation regulator 1). Aber auch im Ubiquitin-vermittelten
Proteinabbau spielen WW-Doméanen-haltige Proteine ((Nedd4) eine wichtige Rolle. Sogar
im spaten Stadium einiger Virusinfektionen (Knospung) haben WW-Domanen ihre
Bedeutung. So sind beispielsweise Interaktionen zwischen den Nedd4-WW-Domé&nen und
einigen viralen Proteinen Voraussetzung fir die Entwicklung einiger Viren [70]. Dazu
konnte gezeigt werden, dass das Adenovirus Adenovirus dodecahedron Proteine in
humane Zellen transduziert, indem es die Nedd4-WW-Doménen 2 und 4 als universelle
Adaptoren nutzt [71].

WW-Doménen kommen haufig mehrfach im gleichen Protein vor, wobei sich die WW-
Doménensequenzen, abgesehen von der Consensus-Sequenz, z.T. deutlich
unterscheiden kdnnen [52]. Einzelne WW-Doménen verschiedener Proteine besitzen aber
haufig eine hohe Sequenzhomologie [52]. Durch alternatives Spleif3en ist zudem die
Moglichkeit gegeben, die Anzahl und die Position der WW-Doménen im Protein zu
verandern [72]. In diesem Zusammenhang werden oft auch die Linkersequenzen
zwischen den Doménen variiert. Daher ist anzunehmen, dass auch Lange und Struktur
des Interdoméanen-Linkers fir die physiologische Funktion des Proteins von Bedeutung
sind. Der funktionelle Kontext der Linkersequenz ist bisher jedoch noch wenig erforscht.

Im humanen Nedd4-2 Protein verringert eine Phosphorylierung an definierten Stellen der
Linkerregionen (S** im WW1-2-Linker bzw. S** im WW2-3-Linker) beispielsweise die
Interaktion von Nedd4-2 zum epithelialen Na*-Kanal (ENaC) und fiihrt so zu einer
erhohten ENaC-Expression an der Zelloberflache, wodurch die Na'-lonen-Balance und
damit einhergehend der Blutdruck reguliert wird [73].
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1.4.2.1 Strukturelle Eigenschaften und Organisation

Der strukturelle Kernbereich der WW-Doméne besteht aus einem leicht gekrimmten, drei-
strangigen antiparallelen (-Faltblatt. Das N-terminale Tryptophan der Consensus-
Sequenz ist essentiell fur die Faltung [53]. Es wird von zwei Prolin-Resten bedeckt,
wodurch sich eine hydrophobe Aufwolbung auf der konvexen Seite des Faltblattes
ausbildet [53]. Das zweite Tryptophan der Consensus-Sequenz ist auf der
Proteinoberflache exponiert. Es ist Teil eines hydrophoben Clusters, in welchem die
aromatischen Seitenketten eines Tyrosins und eines Tryptophans im Winkel von etwa 90°
angeordnet sind und so die Form der Prolin-Bindungstasche bestimmen [53,74].

In der Protein-Datenbank (PDB, http://www.rcsb.org) sind bislang 125 Strukturen von
isolierten WW-Doméanen und 45 Strukturen von WW-Doménen im Komplex mit einem
prolinreichen Liganden verdffentlicht. Von tandemartig angeordneten WW-Domanen
wurden seit 2002 jedoch nur 5 Strukturen gelost (siehe Tabelle 1.4.11). Da die WW-
Doménen in der Mehrzahl der Proteine nicht einzeln, sondern tandemartig angeordnet
sind, wurden in den letzten Jahren grofRe Anstrengungen unternommen mehr tGber deren
Struktur und Funktion zu erfahren.

Tabelle 1.4.11: Publizierte Strukturen von Tandem-W  W-Doménen

Tandem WW-Doméane Informationen

WW1-2 FBP11/HYPA Pra-mRNA-processing factor 40 homolog A

Autoren: Y. Jiang; H. Hu
Methode: Losungs-NMR
PDB Code: 2L5F
Veroffentlicht: 2/2011
Spezies: H. sapiens

WW2-3 SMURF2 E3 Ubiquitin-Protein Ligase SMURF2

Autoren: J. D. Forman-Kay; H. Lin; A. Chong; J. Wrana
Methode: Losungs-NMR

PDB-Code: 2KXQ

Veroffentlicht: 10/2010

Spezies: H. sapiens
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Tandem WW-Doméane Informationen

FBP21 WW1-2 Formin-binding protein 21

Autoren: X. Huang; J. Zhang; J. Wu; Y. Shi
Methode: Losungs-NMR
PDB-Code: 2IXW

Veroffentlicht: 12/2008
Spezies: H. sapiens

WW3-4 von Suppressor of Suppressor of Deltex (Su(dx))
Deltex E3 Ubiquitin-Protein Ligase

Autoren: O. Y. Fedoroff; J. M. Avis; A. P. Golovanov, M.
Baron;S.A. Townson

Methode: Losungs-NMR

PDB-Code: 1TK7

Veroffentlicht: 7/2004
Spezies: D. melanogaster

WW1-2 Prp40 Yeast splicing factor pre-mRNA processing protein 40 (Prp40)

Autoren: S. Wiesner, G. Stier,M. Sattler, M.J. Macias
Methode: Losungs-NMR

PDB-Code: 106W

Veroffentlicht: 10/2002

Spezies: S. cerevisiae

Die Informationen zur modularen Architektur der Proteine wurden mit Hilfe von SMART [75,76]
zusammengetragen.

1.4.2.2 Bindeeigenschaften

Die WW-Domaénen binden bevorzugt PRS mit zwei direkt benachbarten Prolin-Resten,
interagieren aber auch mit PRS, in denen das erste der beiden Proline durch eine andere
Aminosaure, wie beispielsweise Leuzin substituiert ist. Man spricht daher vom ,xP“-Motiv,
das mit der ,xP“-Bindetasche der Doméane wechselwirkt [56] (siehe Abbildung 7).
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Dystrophin WW-Doméne

PPII Helix

WW

~Spezifitats-Tasche” XP“- Bindetasche

Abbildung 7: Struktur und Bindemechanismus der Dyst rophin WW-Domane

Links ist die Struktur der Dystrophin WW-Domé&ne im Komplex mit einem prolinreichen Liganden (PDB-Code:
1EG4) gezeigt. Rechts ist schematisch der generelle Mechanismus der Liganden-Erkennung dargestellt. Der
Kernbereich der Interaktionsflache (,Core-Recognition-Surface”) besteht aus einer ,xP“-Bindetasche, welche
durch aromatische Aminosauren (gelb) gebildet wird. Die angrenzende Spezifitdts-Tasche (griin) ist ein
weniger konserviertes Motiv in den WW-Domé&nen (entnommen aus [56])

Einige WW-Doménen besitzen zusétzlich eine zweite ,xP“-Bindetasche (,xP2"). Kato et al.
bestétigten nicht nur das Vorkommen der ,xP2“-Bindetasche in WW-Doméanen der Klasse
Il und Il (Einteilung nach Sudol siehe Abschnitt 1.4.2.3, Bsp. CA150-WW2), sondern
konnten durch Mutagenese-Studien zusatzlich die Bedeutung der ,xP2“ fir das
Bindungsereignis untermauern [77].

Interessanterweise kénnen einige WW-Domanen sogar an phosphorylierte Serin- (poS)
oder Threonin-Reste (poT) binden [78]. Beispiele hierfur sind die WW-Doméanen der
essentiellen mitotischen Prolyl-lsomerase Pinl und die der Ubiquitin-Ligase Nedd-4.

1.4.2.3 Klassifizierung der WW-Doménen anhand ihrer  Bindungsmotive

WW-Doménen kénnen anhand ihrer bevorzugten Bindungsmotive in verschiede WW-
Klassen eingeordnet werden. Es existieren verschiedene mehr oder weniger prazise
Klassifizierungsansatze, von denen hier zwei vorgestellt werden sollen:

Marius Sudol (2000, [79]) unterteilte die WW-Domanen, entsprechend ihren
Bindepraferenzen in vier Klassen. WW-Domanen der Klasse | binden PPxY (PY)-Motive.
WW-Domaénen der Klasse Il binden PPLP (PL)-Motive, denen oft lange Prolin-Sequenzen
vorausgehen. Die WW-Domanen der Klasse Il erkennen Motive mit Arginin- oder Lysin-
Resten (PR-Motiv) und die WW-Domanen der Klasse IV erkennen Motive mit
phosphorylierten Serin- oder Threonin-Resten (poS/poTP-Motiv) (vgl. Tabelle 1.4.1I).

Die zweite neuere Klassifikation nach Ball et al. 2005 [55], die u.a. auf umfangreichen
Substitutionsanalysen von Otte et al. [80] und Macias et al. [81] basiert, unterteilt die WW-
Domanen in finf Klassen. Ball et al. erganzte die Klassifizierung von Sudol um WW-
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Doménen, die bevorzugt reine Prolin-Motive erkennen (Klasse V). Dariiber hinaus wurde
die Klasse Il in zwei Subklassen unterteilt. Es gilt zu beachten, dass WW-Domanen
deren Sequenzspezifitdten sich Uberschneiden, nicht eindeutig einer Klasse zugeordnet
werden konnen.

Tabelle 1.4.11l: Gegeniiberstellung verschiedener WW  -Klassifizierungen

WW-Klasse Beispiele Motiv Motiv
Sudol (Ball [55]) P Sudol [79] Otte et al. [80]
0 YAP65, Nedd-4, Dystrophin, CA150-1,3  PPxY (PY)  (L/P)Pp(Y/poY)
TR0 FBP11, CA150-2 PPLP (PL) PPLPp
I (illa) FE65 PR (p/®)P(plg)PPpPR
I (liib) FBP21 PR (p/P)PP(R/K)gpPp
IV (V) PIN1, Nedd-4, CA150-1 poS/poTP (poS/poT)P
) PRP40-2, PIN1, CA150-2 (p/ ®)PPPPP

®: hydrophobe Aminosaure, poY: Phosphotyrosin, poS: Phosphoserin, poT: Phosphothreonin. Kleine
Buchstaben repréasentieren bevorzugte, aber nicht konservierte Aminosaurereste. Die Nomenklatur der
Peptidmotive erfolgte nach Aasland et al. 2002 [82]

1.4.2.4 Klinische Relevanz

Die WW-Domane ist urspringlich als ein sich wiederholendes Modul in Onkogen-
assoziierten Proteinen identifiziert worden und daher fir die Krebsforschung von grol3er
Bedeutung. So tragen Patienten mit Brust- oder Ovarialkrebs haufig Mutationen in der
WWOX Chromosomenregion (16p23), welche einen potentiellen Tumorsuppressor mit
zwei WW-Domanen codiert [83]. Der regelmalige Ausfall der WWOX-Expression
korreliert bei Brustkrebs-Patienten mit dem Status des Ostrogen-Rezeptors [84].

In den letzten Jahren wurden einige PRDs als maégliche therapeutische Zielstrukturen
identifiziert. So ist eine weitere mit WW-Domanen assoziierte Krankheit das ,Liddle-
Syndrom®. Dabei handelt es sich um eine Hypertensionskrankheit (erheblicher
Bluthochdruck). Das ,Liddle-Syndrom* resultiert aus einer Mutation im PPxY-Motiv der
zytoplasmatischen Doméane des epithelialen Natrium-Kanals (ENaC), das durch die
Nedd4-WW-Domane(n) erkannt wird [85,86]. Auch Huntington (HD, Huntington Disease),
eine neurodegenerative Erbkrankheit, konnte mit WW-Domé&nen in Zusammenhang
gebracht werden. So wird die prolinreiche Region im Huntingtin-Protein (HTT) durch die
CA150-WW-Doménen erkannt, was eine wichtige Rolle im Krankheitsverlauf zu spielen
scheint [87] (siehe auch Abschnitt 1.5). Fir die Ausbildung des ,Golabi-Ito-Hal Syndroms*,
einer bestimmten Form der X-Chromosom-vermittelten mentalen Retardierung, wird eine
.Missense Mutation* in der WW-Domane des Poly-Glutamin-Bindeproteins PQBP-1
verantwortlich gemacht [88]. Fehlregulierte WW-Domdanen scheinen dariiber hinaus auch
mit Alzheimer [89] und der ,Dychenne-Muskeldystrophie” [54] assoziiert zu sein.
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1.5 CA150, EIN WW-DOMANEN-HALTIGER TRANSKRIPTIONSFAKTOR

CA150 (co-activator of 150 kDa; Cancer Antigen 150) ist ein Transkriptionsfaktor
(Synonym: TCERGL1; transcription elongation regulator 1), der sich bei TATA-Box-
abhangigen Promotoren auf die Elongation der RNA-Polymerase Il auswirkt [90]. Er ist in
den so genannten ,Speckle“-Regionen, Substrukturen des Zellkerns, in denen sich Pra-
MRNA Splei3faktoren anreichern, lokalisiert [91] und wurde urspringlich aus
Zellkernextrakten von HelLa-Zellen isoliert. Weitere Untersuchungen zeigten, dass CA150
als transkriptioneller Co-Faktor wirkt, der u.a. die Tat- (Transactivator of Transcription)
Gen-Aktivierung des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV-1, human immunodeficiency
virus type 1) regulieren kann [92]. Suné und Garcia-Blanco zeigten spéter, dass eine
transiente Uberexpression von CA150 die basale und die Tat-aktivierte Transkription am
HIV-1 Promotor durch eine verstérkte Inhibition der Elongation reduzierte [90].

1.5.1 STRUKTURELLE MERKMALE

Je nach Isoform besteht das humane CA150 aus 1077-1098 Aminosauren entsprechend
einem Molekulargewicht von ca. 124 kDa. Das Protein besitzt eine modulare Architektur
und enthalt drei N-terminale WW-Domé&nen, sechs C-terminal aufeinanderfolgende,
tandemartig angeordnete FF-Doménen sowie je eine N- und C-terminale PRS [92-95]
(vgl. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Modulare Architektur des Transkription sfaktors CA150

P: prolinreiche Region, WW: WW-Domane; FF: FF-Doméane

Die Struktur des vollstandigen Proteins konnte bis heute nicht aufgeklart werden. Es sind
jedoch hochaufgeloste Strukturen der isolierten WW-Doménen und FF-Domanen
verfugbar.

1.5.1.1 Strukturelle Aspekte der drei CA150-WW-Domé& nen

Die Sequenzanalyse der drei CA150-WW-Domanen zeigt, dass sich die WW1 und WW2
sehr ahneln, die WW3-Sequenz jedoch am divergentesten ist. Die Consensus-Sequenzen
sind jedoch in allen drei Doméanen absolut identisch (vgl. Abbildung 9).

WW1.PTEE
WW2 AT A VS

wws Bl poe T
Abbildung 9: Sequenzvergleich der CA150 WW-Domaéanen

Die Rechtecke markieren die Positionen der drei beta-Strange. Reste der Consensus-Sequenz sind
orange hinterlegt. Reste die in zwei Doménen identisch sind, wurden blau hinterlegt.

TPD. Y N A TRESAWT.P.G

EWT.Y.TAD. T..YNN TLESTWE.PQE

PWCV VWIT G D E|R FFYNPTTRLSMWDRP.D
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Die drei WW-Doménen besitzen sehr unterschiedliche Bindeeigenschaften. So zeigt die
WW1 Bindungscharakteristika der Klassen | und IV [80] (vgl. Abschnitt 1.4.2.3), die WW2
die der Klassen Il und V [80,96—98] und die WW3 kénnte der Klasse | zugeordnet werden,
verhalt sich aber sehr promiskuitiv [98]. Zudem ist anzumerken, dass nur die WW2 Uber
eine zweite ,xP“-Bindetasche (,xP2") verfugt (siehe Abschnitt 5.5).

Mit Hilfe der hochauflosenden NMR-Spektroskopie konnten die Strukturen der drei WW-
Doménen geldst werden. Diese sind in Abbildung 10 schematisch dargestellt.

WWwW1

Abbildung 10: Backbone-Strukturen der CA150-WW-Doma  nen

Cartoon-Darstellung der Backbone-Strukturen der ersten (1, PDB-Code: 2YSI), zweiten (2, PDB-Code: 1EOL)
und dritten (3, PDB-Code: 2DK7 ) WW-Doméane von CA150.

Die CA150-WW?2 besitzt die gleiche Sequenz, wie FBP28, ein kleines dreistrangiges
antiparalleles B-Faltblatt-Protein aus Mausen [99]. FBP28 ist in der Lage in vitro innerhalb
weniger Mikrosekunden mit einer offenbar zweistufigen Kinetik das drei-stréngige B-
Faltblatt auszubilden [100,101]. Aufgrund der Sequenzidentitat kann dieser
Faltungsmechanismus auch auf die CA150-WW2 ibertragen werden. Interessant ist,
dass die WW?2 unter physiologischen Bedingungen (37°C, pH 7.0) hochgradig geordnete
amyloide Fibrillen ausbilden kann, wobei der Fibrillenbildung eine denaturierte Form der
WW?2 vorausgeht [102]. Mittels Festkdrper-NMR-Spektroskopie konnte die Struktur dieser
Fibrillen geldst werden (Abbildung 11 B).

Abbildung 11: Native und fibrillare Struktur von CA 150 WW2

Cartoonstruktur der A nativen WW2 von CA150 (PDB-Code: 1E0L), A) Seitenketten, die im Fibrillenstadium in
Interaktion stehen, sind in identischen Farben dargestellt. (entnommen aus [102]), B Cartoon der fibrillaren
WW?2 (PDB: 2NNT).

Amyloide Fibrillen werden h&ufig in Krankheitsstadien aber auch in vitro bei vielen
Proteinen und Peptiden ausgebildet [103]. Da pathogene Fibrillenbildungen bereits mit
einer Reihe schwerer humaner Krankheiten, einschlieB3lich Alzheimer, assoziiert werden
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konnten [104], besteht der Verdacht, dass auch CA150-WW2-Fibrillen pathogen wirken
kénnten. In vivo wurden bis heute allerdings noch keine CA150-WW2-Fribrillen
nachgewiesen.

1.5.2 MODIFIKATIONEN VON CA150

Durch alternatives Splei3en kdnnen zwei Transkriptvarianten (Isoformen) des humanen
CA150 Proteins generiert werden, wobei in Isoform2 eine 21 Aminoséuren lange Sequenz
(AS 379-399) im Linkerbereich zwischen WW1 und WW?2 fehlt. Das CA150 der Maus
existiert ebenfalls in zwei Isoformen. Diese werden im Gegensatz zu den humanen
Versionen in einer Variante mit sechs und einer mit nur finf FF-Doménen realisiert [105].
Im parasitaren Wurm Schistosoma mansoni konnten sogar vier verschiedene,
geschlechterspezifisch exprimierte, CA150-Transkriptvarianten identifiziert werden [106].

Eine andere Modifikation von CA150 ist dessen Phosphorylierung an S*° und T
(Linkerbereich zwischen WW2 und WW3) [107], wobei Uber die strukturellen oder
physiologischen Auswirkungen derzeit noch keine Informationen vorliegen.

1.5.3 PHARMAKOLOGISCHE BEDEUTUNG VON CA150 IN HUNTINGTON

Ein sehr prominenter Interaktionspartner von CA150 ist das Huntingtin-Protein (HTT) [87].
Zwar ist es bislang noch nicht gelungen die genaue Rolle dieser Interaktion im HD-
Krankheitsverlauf aufzuklaren, fest steht jedoch, dass eine Uberexpression von CA150 in
Ratten, welche das mutierte HTT exprimierten, eine Vermehrung der neuritischen
Aggregate zur Folge hat [108].

Holbert et al. haben gezeigt, dass eine Verénderung der Anzahl der Glutamin-Alanin-
Wiederholungen im Linkerbereich von CA150-WW1-2 (normalerweise 38 Q-A
Wiederholungen) das Ausbruchsalter von Huntington beeinflusst [87]. Arango et al.
zeigten, dass CA150 aktiv bleibt, aber vermehrt im Zytoplasma angereichert wird, wenn
die Q-A ganzlich fehlen [108].

In humanen Populationen gibt es drei verschiedene CA150 Allele (A, B, C).
Erstaunlicherweise wird Allel A ausschlief3lich in nicht an HD-erkranken Menschen und
Allel C ausschlieB3lich in HD-Patienten gefunden. Allel B trat hingegen gleichermalRen in
nicht HD- und HD-Patienten auf. Das Allel C steht mit einem friheren Ausbruch der
Krankheit (~25 Jahre gegentber 40 Jahre bei Allel B) und einer hdher expandierten CAG
Wiederholung im CA150 in Verbindung [109]. Letztere fuhrt zu einer Verlangerung der
(Q-A)zs Wiederholungen im WW1-2-Linkerbereich.

Arango et al. [108] nehmen an, das eine Fehlfunktion von CA150 und eine gleichzeitige
Mutation in Huntingtin maf3geblich am Ausbruch von HD beteiligt sind, da CA150 zum
einen mit HTT wechselwirkt und zum anderen gezeigt werden konnte, dass es in
Abhangigkeit vom HD-Stadium zunehmend im Gehirn der HD-Patienten akkumuliert [87].
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1.5.4 PHYSIOLOGISCHER KONTEXT VON CA150

Mit Hilfe der Massenspektrometrie konnte CA150 als ein Bestandteil des aktiven
Spleilosoms identifiziert werden [110,111]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass
CA150 mit einer Vielzahl von Transkriptions- und Spleilkomponenten in Interaktion steht
(siehe Tabelle 1.5.1). Ein wichtiger Interaktionspartner ist der Splei3faktor SF1, der mit
den CA150-WW-Doménen 1 und 2 wechselwirkt [112]. Beide Proteine interagieren
ihrerseits mit dem SpleiRfaktor U2AF®® [91,113]. Es wird vermutet, dass CA150 als eine
Art Bricke" fungiert, die SF1 mit der elongierenden RNAPII verbindet, und dadurch
einerseits die Erkennung der mRNA und andererseits das Splei3en erleichtert [112,114].
Ferner konnten auch Wechselwirkungen zwischen CA150 und Komponenten des SF3-
SpleiRkomplexes gezeigt werden [112,115]. Uber die FF-Doménen tritt CA150 auch in
direkte Wechselwirkung mit der phosphorylierten CTD der RNA-Polymerase Il (RNAPII)
[116]. Letztere verbindet in eukaryotischen Organismen die Transkription mit der pra-
MRNA-Prozessierung (SpleiRen). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die FF-
Domanen fur die Lokalisation von CA150 in den ,Speckles” erforderlich sind [91]. Wie
Sanchez-Alvarez et al. herausfanden, interagiert CA150 dariiber hinaus mit Tat-Co-
Faktoren. So konnten Wechselwirkungen zu P-TEFb, zum Tat-spezifischen Spleif3faktor
Tat-SF1 sowie zur RAP30-Untereinheit des Transkriptionsfaktors TFIIF nachgewiesen
werden [91]. Neben den aufgefuhrten Beispielen interagiert CA150 noch mit vielen
weiteren Proteinen bzw. Proteinkomplexen. Eine Auswahl dieser vielfaltigen direkten und
indirekten Wechselbeziehungen ist in Abbildung 12 und Tabelle 1.5.1 dargestellt.
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Abbildung 12: Netzwerk ausgewahlter CA150 (TCERG1) Interaktionen

CA150 (TCERG1) und dessen Interaktionspartner sind als verschiedenfarbige Kugeln dargestellt, siehe auch
Tabelle 1.5.1. Die Starke der Verbindungslinien reprasentiert die Starke der Wechselbeziehung. Die Abbildung
wurde mit STING 9.0 erzeugt [117]
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Tabelle 1.5.1: Interaktionspartner von CA150

Abk. Name Funktion
CHAF1A Chromatin assembly factor 1, subunit A Egg%‘;ﬁggt':?;mgggin% oﬁepglne-x -
CHDS Chror_nodomain helicase DNA binding DNA-H_eIi_kase/

protein 8 Tanskriptionsrepressor
HNRNPH1 Eiterogeneous nuclear ribonucleoprotein Zellkernprotein
HNRNPM Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M g:)iriglzrl:m-bindendes Protein,
HSD11B2 Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2 E?jzg?(br:twiﬁg:ﬂl_?—g\llr;}ramolekulare
HSPA1A Heat shock 70 kDa protein 1A Chaperon
HSPA4 Heat shock 70 kDa protein 4 Chaperon
HSPA5 Heat shock 70 kDa protein 5 Chaperon
PCBP1 Poly(rC) binding protein 1 ss-DNA-bindendes Protein
POLR2A Ec')\ll;\o ggﬁg;eg RO FayErE e Polymerase
SF1 Splicing factor 1 Spleil3en
SF3A1 Splicing factor 3a, subunit 1 Spleil3en
SF3A2 Splicing factor 3a, subunit 2 Spleil3en
SF3A3 Splicing factor 3a, subunit 3 Spleil3en
SF3B1 Splicing factor 3b, subunit 1 Spleil3en
SF3B2 Splicing factor 3b, subunit 2 Spleil3en
SF3B4 Splicing factor 3b, subunit 4 [115] Spleil3en
SMN1 Survival of motor neuron 1 Telomer
TPM4 Tropomyosin 4 Aktinfilamentbindung
U2AF2 U2 small nuclear RNA auxiliary factor 2 Pra-mRNA SpleiRen

Mittels Mutagenesestudien konnten Goldstrohm et al. zeigen, dass die Repressions-
wirkung von CA150 durch die WW-Domanen WW1 und WW2 vermittelt wird [112].

Durch Mutationen der drei zentralen Tyrosine in der Sequenz der ersten bzw. der zweiten
WW-Doméne zu Alanin konnte die Repressionswirkung von CA150 jeweils um 35%
verringert werden. Die gleichzeitige Mutation beider WW-Domaéanen reduzierte diese sogar
um 63%. Dazu wirkte sich die Mutation in der WW2 auch negativ auf die Bindung an SF1
aus. Die Mutation des FFY-Motives in WW3 zu drei Alaninen, zeigte hingegen keinerlei
Auswirkung auf die Repressionswirkung. Tabelle 1.5.11 fasst die Ergebnisse von
Goldstrohm et al. zusammen.
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Tabelle 1.5.11: Ergebnisse der Mutagenesestudie von  Goldstrohm et al. 2001 [112]

Mutierte Reste Mutation Effekt
148-150 (inWW1)  YYY> AAA Um 35% Verringerte Repression der Transkription
) Verlust der Interaktion zu SF1
446-448 (inWW2)  YYY AAA ) . -
Um 35% Verringerte Repression der Transkription
545-547 (in WW3) FFY-> AAA Kein Effekt zu beobachten
148-150 (inWW1)  YYY- AAA _ _ .
: Um 63% Verringerte Repression der Transkription
446-448 inWW2)  YYY AAA

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass CA150 Uber die WW-Domanen multivalent mit

seinen Interaktionspartnern wechselwirkt. Fir diese These spricht auch die Tatsache,
dass die WW-Doméanen WW1 und WW2 mit der PRS von SF1 interagieren. Dabei blieb
jedoch unklar, ob beide WW-Domaéanen gleichzeitig verschiedene Polyprolin-Motive der

PRS binden, oder mit ein und demselben Motiv interagieren. Die Beantwortung dieser

Frage war ein wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit.
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2 ZIELSTELLUNG

Viele humane Krankheiten, wie Alzheimer [89], Krebs [83]), Muskeldystrophie [54],
,Liddle-Syndrom*“ [118] und Huntington [119] koénnen auf fehlregulierte WW-Domé&nen-
vermittelte Signalwege zurtickgefuhrt werden. WW-Domanen sind daher pharmakologisch
sehr bedeutend. Erstmalig beschrieben wurden sie 1994 von Bork und Sudol [67], die
diesen Domanen auf Grund zweier hochkonservierter Tryptophane (W) innerhalb ihrer
Consensus-Sequenz auch ihren Namen verliehen. Mit nur ca. 40 Aminosauren gehéren
sie zu den kleinsten Proteindomé&nen. Sie binden prolinreiche Sequenzmotive (PRS) und
sind, mit Ausnahme von Bakterien, hoch konserviert in allen Organismengruppen prasent.
Bisher wurden Uber 4000 WW-Doménen in uber 3000 Proteinen unterschiedlichster
Funktionsklassen identifiziert. Eines dieser Proteine ist der humane Transkriptionsfaktor
CA150 (co-activator of 150 kDa, Synonym: TCERGL1 transcription elongation regulator 1),
der neben sechs FF-Doméanen und zwei N- und C-terminal lokalisierten PRS, gleich drei
WW-Doménen besitzt, die durch auRergewdhnlich lange Linkersequenzen (WW1-2:
165 AS; WW2-3 65 AS) miteinander verknipft sind. CA150 ist an der Regulation der
Elongation der RNA-Polymerase Il, der Koordinierung der Transkription und der pra-
MRNA-Prozessierung beteiligt (vgl. Abschnitt 1.5). Unter anderem konnten Interaktionen
der WW- und FF-Doménen zur RNA-Polymerase Il [112,116] sowie Wechselwirkungen
der WW-Doménen (1 und 2) mit den PRS des Splei3faktors SF1 [112] nachgewiesen
werden. Durch CA150 werden die fundamentalen Prozesse Transkription und Spleil3en
miteinander verknupft. Wie gezeigt werden konnte, ist eine bestimmte Isoform von CA150
mafdgeblich in den Krankheitsverlauf von Huntington (HD, Huntington Disease) involviert
(vgl. Abschnitt 1.4). So beeinflusst die Anzahl von (Q-A)-Wiederholungen innerhalb der
WW1-WW2-Linkerregion das HD-Ausbruchalter [87]. Zuséatzlich konnte gezeigt werden,
dass CA150 verstarkt an eine krankheitsspezifisch mutierte Form des Huntingtin-Proteins
(HTT) bindet [87], bisher ist der Einfluss dieser Interaktion auf den Krankheitsverlauf
jedoch noch unklar. Fest steht, dass eine Uberexpression von CA150 in Ratten, die auch
das mutierte HTT exprimieren, zur Vermehrung der HD-typischen neuritischen Aggregate
fuhrt [108]. Es besteht daher ein grof3es Interesse, die molekularen Mechanismen CA150-
vermittelter Wechselwirkungen besser zu verstehen. Die Vielzahl der bisher identifizierten
CA150-Interaktionspartner und das mehrfache Vorhandensein gleicher Funktions-
einheiten legen nahe, dass CA150 mit vielen Zielproteinen multivalent wechselwirken
konnte. Die Multivalenz koénnte zum einen Uber das Tandem der drei aufeinander-
folgenden WW-Domanen und zum anderen lber die beiden PRS realisiert sein. Derartige
Interaktionen sind bis zu Beginn dieser Arbeit nur in zwei Fallen [120,121] untersucht
worden.

Der Fokus dieser Arbeit liegt daher auf der systematischen Analyse von Interaktionen der
isolierten WW-Domanen und Tandem-WW.-Konstrukten aus CA150 mit Teilbereichen der
PRS aus SF1 sowie Teilbereichen der N-terminalen PRS aus CA150 selbst. Zusatzlich
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sollten Erkenntnisse zur strukturellen Organisation der drei WW-Doméanen und der
Linkerregionen zwischen WW1 und WW2 sowie WW2 und WW3 gewonnen werden.
Dadurch sollte u.a. geklart werden, ob die CA150 WW-Domanen selbst miteinander
interagieren und dadurch eine Art Autoinhibition stattfindet, wie sie bereits fiur Su(dx)
beschrieben wurde [122]. In diesem Zusammenhang sollte auch geprift werden, ob die
isolierten WW-Doméanen bzw. Tandem-WW-Konstrukte artifizielle Oligomere bilden.
Zusatzlich sollte untersucht werden, ob die N-terminale CA150prs an die CA150-eigenen
WW-Doménen binden kann und dadurch moglicherweise autoinhibitorisch wirkt.
Bezuglich der strukturellen Organisation und der Bindungseigenschaften der dritten WW-
Doméne von CA150 (WW3) finden sich in der Literatur widerspriichliche Angaben. So
berichteten Otte et al. 2003 [80] von einer ungefalteten WW3, die mit den dort
untersuchten Peptiden keinerlei Wechselwirkungen zeigte. Im Gegensatz dazu fanden Hu
et al. 2004 [98] Interaktionen zwischen WW3 und mehreren prolinreichen Motiven,
klassifizierten diese jedoch nicht eindeutig. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand
deshalb darin, Uber eine Interaktionsanalyse die Bindungspraferenzen der drei WW-
Domé&nen anhand verschiedener prolinreicher Peptide der SF1pgs praziser zu definieren.

Um diese Fragenstellungen beantworten zu kénnen, sollten verschiedene WW-Domanen-
Konstrukte kloniert und anschlieRend rekombinant in E. coli exprimiert werden. Zur
Aufreinigung der Proteine sollten entsprechende Reinigungsstrategien entwickelt werden.
Durch Triple-SILAC-basierte Co-Prazipitationsexperimente sollten die WW-Varianten
hinsichtlich ihrer Funktionalitat getestet werden, indem bekannte Bindepartner aus Hela-
Zelllysaten gefischt und deren Praferenz fur Einzel- oder Tandem-WW-Doméanen
analysiert werden sollten. Durch SPOT-Experimente sollten die Bindepraferenzen von
Einzel- und Tandem-WW-Domé&nen fur Peptide der SFlprs mit einem bzw. zwei
prolinreichen Motiven untersucht werden. In einer weiteren SPOT-Analyse sollte die
Bindung der CA150wws an prolinreiche Peptide der N-terminalen CA150prs getestet
werden. Basierend auf den SPOT-Analysen sollten mono- und bivalente Peptide fir
weitere Interaktionsstudien ausgewahlt werden. Mittels L&sungs-NMR-Spektroskopie
sollten die Resonanzen des Proteinriickgrates (*Hy, N, Cq, Cg, C,) einer Tandem-WW-
Doméne sequentiell zugeordnet werden. Auf Grundlage dieser Zuordnung sollten Gber
>N-Spinrelaxationsexperimente strukturdynamische Eigenschaften der freien und mit
einem multivalenten PRS-Peptid assoziierten Tandem-WW ermittelt werden. Durch
HSQC-basierte NMR-Bindungsstudien sollten Charakteristika verschiedener PRS-WW-
Interaktionen auf atomarer Ebene erfasst werden. Um dabei mono- von bivalenten
Interaktionen unterscheiden zu kdénnen, sollten Tandem-WW-Konstrukte mit zwei aktiven
und Konstrukte mit entweder einer inaktiven WW2 oder WW3-Domane untersucht
werden. Mittels Isothermer Titrationskalorimetrie sollten zuséatzlich die thermo-
dynamischen Aspekte mono- und bivalenter PRS-Peptid/ WW-Interaktionen erfasst
werden. Uber die Analytische Ultrazentrifugation sollte der Oligomerisierungszustand
eines Tandem-WW-Konstruktes bei Ab- und Anwesenheit eines multivalenten PRS-
Peptides untersucht werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 CHEMIKALIEN, MATERIALIEN UND GERATE

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien von
den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Minchen), Roth (Karlsruhe), Biomol
(Hamburg) und VWR International (Darmstadt) in hochst mdglicher Reinheit bezogen.
Das Saulenmaterial Superdex 75 fur die Gelfiltration von Amersham Biosciences (Little
Chalfont, GB), das TALON™-Material fiir die Metallchelat-Affinitatschromatographie von
BD Biosciences Clontech (Palo Alto, USA), die gepackten 1ml His GraviTrap™ Nickel-
Sepharosesaulen von GE-Healthcare Biosciences AB (Uppsala, Schweden) bezogen. Die
13C-Glukose, das N-Ammoniumchlorid und das Deuteriumoxid wurden von Euroisotop
(Saint-Aubin Cedex, Frankreich), Cambridge Isotopes (Andover, MA, USA), Sigma-
Aldrich/ISOTEC (Muinchen) geliefert. Fur die Amplifikation von DNA wurden Enzyme und
Chemikalien der Firmen New England Biolabs (Schwalbach), Novagen®/Merck
(Darmstadt) und Invitrogen (Darmstadt) verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Geréte fir die Proteinreinigung und diverse
biochemische und biophysikalische Analysen verwendet:

Tabelle 3.1.1: Geréate

Inkubatoren: Multritron INFORS(Leipzig)

Innova'" Incubator
(New Brunswick Scientific)

Zentrifugen: Avanti™J-25 Centrifuge Rotor:
(Beckman) F10BCI
6x500y(FIBERLIite®)
J25.50
JLA10.500
Beckman Coulter Rotor:
Allegra® X-22R SX4250
Allegra® 21R S4180
Eppendorf Centrifuge 5417R Rotor: F45-30-11
Calorimeter: VP-ITC
ITC200
FPLC: FPLC-System (Pharmacia Biotech)

Schwenktisch: Kisker BioShaker 3D
(Steinfurt)

Spektrometer  BrukerAvance ™Il 600 MHz
BrukerAvance™ Il 750 MHz
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Tabelle 3.1.11: Spezielle Chemikalien

Substanz

Hersteller

*N-Ammoniumchlorid

Autoinduktionsmedium (Overnight Express™)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Chloramphenicol

Complete® Protease Inhibitor Mix (EDTA-frei)
Coomassie Brilliant Blau G250 & R250
D-(+)-*C-Glucose

D-(+)-Biotin

D-(+)-Glucose, wasserfrei

Deuteriumoxid (D20O) 99,8%

Dithiothreitol (DTT)

Ethidiumbromid
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycin

Streptomycin

PBS DUBLECCO w/o Ca*", Mg**

rabbit polyclonal anti-GST Z-5

HRP-coupled anti-rabbit IgG antibody

,enhanced chemiluminescence substrate”
(SuperSignal West Pico)

Cambridge Isotope Laboratories

Novagen®
Sigma-Aldrich®
Roth®

Roth®
Roche-Diagnostics®
Roth®

Cambridge Isotope Laboratories

Roth®

Roth®
Eurisotop®
Roth®

Roth®

Roth®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
BIOCHROM AG

Santa Cruz, California, USA

Rockland, Gilbertsville, Pennsylvania, USA

Pierce®

Tabelle 3.1.11I: Molekularbiologische und biochemis  che Kits

Kit Verwendung Hersteller
BCA Protein Assay Kit Bestimmung von Proteinkonzentrationen  Pierce®
FastDigest® Restriction System Restriktionsverdau von DNA Fermentas®
KOD HotStart PCR Kit Polymerase-Kettenreaktion Novagen®
Ligation Independendent loning Kit (LIC) ggggg:zsgsiien KLllc():n-il‘(ac:umnpga;glr:a?/':ﬁ_o ren Novagen®
Montage DNA Gel Extraction Kit DNA-Extraktion aus Agarosegelen Millipore®

Nucleospin® Plasmid Preparation Kit

Isolierung von Plasmiden aus E. coli

Macherey-Nagel®

Tabelle 3.1.1V: Nahrmedien und Lésungen

Medium

Zusammensetzung (fur 1 Liter)

LB-Medium

LB-Agar

5 g Hefeextrakt
10 g Pepton

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt
10 g Pepton

10 g NaCl

15 g Agar-Agar
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Medium

Zusammensetzung (fur 1 Liter)

2xM9-Medium

10xM9-Salzlésung

100x Spurenelemente-Lésung

200 ml 10xM9-Salzlésung
20 ml Spurenelemente-Lésung (100x)
2 mM MgSO,

300 uM CacCl,

3 mg Thiamin-HCI

3 mg Biotin

8 g Glucose

2 g NH4C|

72,8 g Na,HPO4

20 g KH2PO4

5 g NaCl

5g EDTA

500 mg FeSO4

50 mg ZnCl;

10 mg CuSO4

3.2 VERWENDETE SOFTWARE
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Fur die Bearbeitung, Auswertung und graphische Darstellung experimenteller Daten

wurden die folgenden Programme, Softwarepakete und webbasierten Anwendungen

benutzt.

Tabelle 3.2.1: Software

Anwendung Hersteller / Referenz

CCPN 2.1.5 [123]

Corel Draw 11 Corel Corporation®

CurveFit 1.4 http://www.palmer.hs.columbia.edu/software/curvefit.html [124]
(© Arthur G. Palmer)

DichroWeb http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml [125,126]

MendeleyDesktop http://www.mendeley.com, 2009 Mendeley Ltd©

MS Office 2003 / 2007 / 2010
Notepad++ 4.9.1

Origin® 7.0/8.5

PrimerX

ProtParam

Pymol

SEDPHIT

Sednterp 1.09

SEDPHAT 9.04

SMART

STRING 9.0

Talos+

Tensor2

Topspin 2.1
UCSF-Chimera
Vector-NTI® Advance 11

Microsoft® Corporation
http.//notepad-plus-plus.org

OriginLab®
http://www.bioinformatics.org/primerx/ [127]
http://web.expasy.org/protparam [128]
http://pymol.org [129,130]
http://analyticalultracentrifugation.com [131,132]
http://www.jphilo.mailway.com/download.htm [133]
(University of New Hampshire)
http://analyticalultracentrifugation.com [134-140]
http://smart.embl-heidelberg.de/ [75,76]
http://string-db.org/ [117]
http://spin.niddk.nih.gov/NMRPipe/talos [141]

http://rmni.igfr.csic.es/HTML-manuals/ TENSORV2_DOC/theory.html [142]

Bruker BioSpin®
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera [143]
Invitrogen®
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3.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE ARBEITEN

3.3.1 OLIGONUKLEOTIDE UND VEKTOREN

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (siehe Tabelle 3.3.1) wurden von der
Firma Biotez (Berlin) bezogen.

Tabelle 3.3.1: Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz

CA150_fw_16 5-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-GGA-GGG-GAG-CTC-AGG-ATG-GCC-CAA-C-3'
CA150_fw_26 5-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-GGA-GCC-TTG-AGG-TTC-CGA-GGT-CC-3'
CA150_fw_31 5-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-GGA-GGT-CCG-GCT-CCC-CCA-CCA-AAT-3'
CA150_fw_40 5-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-GGA-ATG-CGA-GGC-CCA-CCA-CCT-CTG-3'
CA150_fw_67 5-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-GGA-GGA-CGT-CCT-CCT-TTT-GAT-CC-3'

CA150_fw_128
CA150_fw_331
CA150_fw_408
CA150_fw_506
CA150_rev_167
CA150_rev_450
CA150_rev_548
CA150_rev_559
sense EK_LIC_TEV
WW23 W32A fw
WW23 W32A rev
WW23 W131A_ fw
WW23 W131A rev

S-Tag-Primer

5-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-GGA-GCA-CTA-CCT-CCT-ACG-GAG-G-3'

5-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-GGA-ACC-GTT-CCC-CAG-CCG-CAC-CC-3'

5-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-GGA-GCT-GGA-GCA-ACA-GCA-GTT-TCT-G-3'

5-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-GGA-GCT-CCT-ATT-CCT-GGT-ACT-CC-3*

5'-GAG-GAG-AAG-CCC-GGT-TTA-CTT-AAC-TCC-ATC-TGG-CTT-GGT-CC-3*

5-GAG-GAG-AAG-CCC-GGT-TTA-CTC-TTC-TAA-CTT-TTC-TTT-TTC-C-3'

5'-GAG-GAG-AAG-CCC-GGT-TTA-GCC-AAT-CAG-ATC-ATC-AGG-TCG-GTC-3'

5-GAG-GAG-AAG-CCC-GGT-TTA-TTT-TTT-ATG-AGG-GGG-CTC-CTG-3'

5'-GAC-GAC-GAC-AAG-ATG-GAA-AAC-CTG-TAT-TTC-CAG-3*

5'-GAA-CAT-TAG-AAT-CAA-CCG-CGG-AAA-AAC-CCC-AAG-AAC-3'

5-GTT-CTT-GGG-GTT-TTT-CCG-CGG-TTG-ATT-CTA-ATG-TTC-3'

5-CTC-GTC-TTT-CTA-TGG-CGG-ACC-GAC-CTG-ATG-3'

5'-CAT-CAG-GTC-GGT-CCG-CCA-TAG-AAA-GAC-GAG-3'

5'-CGA-ACG-CCA-GCA-CAT-GGA-CA-3'

Die Oligonukleotide WW23_W32A und WW23 W131A wurden fir die Mutagenese von CA150

WW23 verwendet.

Der S-Tag-Primer wurde zur Sequenzierung und der

Primer ,sense

EK_LIC_TEV* zur Einfiihrung der Schnittstelle fiir die TEV-Protease verwendet (3.3.5). Primer mit
der Bezeichnung ,fw" dienten zur Synthese codierender Halbstrange und mir ,rev* bezeichnete
Primer zur Synthese komplementarer Halbstrénge.

Das Plasmid pOT7 (cDNA Klon: IMAG p958C08335Q/AccNo.: BC014151; BE410347,
Gen: TCERGI1(Isoform2)) der Firma imaGenes GmbH diente als DNA-Matrize zur
Klonierung der verschieden WW-Doméanen (WW1, WW2, WW3) aus CA150/TCERGL1 in
die Vektoren pET30 EK/LIC, pET41 EK/LIC und pCDF2 EK/LIC (Merck, Novagen®,
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Darmstadt). Die verwendeten Vektoren sind in Tabelle 3.3.11 und die generierten Plasmide
in Tabelle 3.3.1ll aufgefihrt.

Tabelle 3.3.1l: Verwendete Expressionsvektoren

Vektor Beschreibung Referenz

pET30 EK/LIC Klonierungs- und Expressionsvektor, Merck, Novagen®
T7 Promoter, Kan®; N-terminal 6xHis Tag +
S-Tag; C-terminal6xHis Tag

pET41 EK/LIC Klonierungs- und Expressionsvektor, Merck, Novagen®
T7 Promoter, Kan®; N-terminal GST-Tag; 6xHis Tag
+ S-Tag; C-terminal 6xHis Tag

pCDF2 EK/LIC Klonierungs- und Expressionsvektor, Merk, Novagen®

T7 Promoter, Sm~; N-terminal 6xHis Tag; C-
terminal S-Tag

Tabelle 3.3.1lI: In dieser Arbeit generierte Plasmi  de

Bezeichnung Insert AS Domaéne Ausgangs-Vektor Resist enz
PET30EK/LIC CA150 F1 CA150 16-166 WW1 pET30 EK/LIC Kan®
pPET30EK/LIC CA150 F3 CA150 26-166 WW1 pET30 EK/LIC Kan®
PET30EK/LIC CA150 F4 CA150 31-166 WW1 pPET30 EK/LIC Kan®
pPET30EK/LIC CA150 F5 CA150 68-166 WW1 pET30 EK/LIC Kan®
pET30EK/LIC CA150 F6 CA150 406-546  WW23 pET30 EK/LIC Kan®
pPET30EK/LIC CA150 F7 CA150 406-558 WWwW23 pET30 EK/LIC Kan®
pET30EK/LIC CA150 F10 CA150 16-558 Ww123 pET30 EK/LIC Kan®
pPET41EK/LIC CA150 F5 CA150 67-166 WW1 pET41 EK/LIC Kan®
PET41EK/LIC CA150 F7 CA150 406-558 WWwW23 pET41 EK/LIC Kan®
pPET41EK/LIC CA150 F8 CA150 16-450 Ww12 pET41 EK/LIC Kan®
pPET41EK/LIC CA150 F10 CA150 16-558 WWwW123 pET41 EK/LIC Kan®
pET41EK/LIC CA150 F11 CA150 331-558 Ww23 pET41 EK/LIC Kan®
PET41EK/LIC CA150 F12 CA150 506-558 WW3 pET41 EK/LIC Kan®
pET41EK/LIC CA150 F13 CA150 406-450 WW2 pET41 EK/LIC Kan®
pCDF2 EK/LIC CA150 F13 CA150 406-450 WW2 pCDF2 EK/LIC SmR
pCDF2 EK/LIC CA150 F12 CA150 506-558 WW3 pCDF2 EK/LIC SmR
pCDF2 EK/LIC CA150 F10 CA150 16-558 WWwW123 pCDF2 EK/LIC SmR

3.3.2 POLYMERASE-KETTEN-REAKTION (PCR)

Verschiedene DNA-Fragmente wurden mittels (PCR,

polymerase chain reaction) amplifiziert. Zur Anlagerung von Oligonukleotiden wurde ein

Polymerase-Kettenreaktion

Temperaturgradient (59-66°C) benutzt. Die Reaktionen wurden in 200 gL Reaktions-
gefalien in einem Mastercycler® epgradient S (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. PCR-
Reaktionen erfolgten entsprechend der dargestellten Vorschrift.




3. MATERIAL UND METHODEN
41

Reaktionsansatz: PCR-Profil:
1puL DNA Matrize 94°C 5 min
5puL 10xPuffer 94°C 30 sec
5puL 2 mM dNTPs 42°C 1 min 10x
2 L 25 mM MgSO, 72°C 1 min
3L Rev-Primer 94°C 30 sec
3L Fw-Primer 59-66°C 1 min 35x
1puL KOD-Polymerase (1U/uL) 72°C 1 min
ad 50 pL H.O 72°C 7 min
4°C 4

Die verwendete KOD-HotSart-DNA-Polymerase (Merck, Novagen®) aus Thermococcus
kodakaraensis ist thermostabil und verfugt tUber eine hohe Lesegenauigkeit.

3.3.3 DNA-GELELEKTROPHORESE

Die durch PCR gewonnenen DNA-Fragmente und die geschnittene Plasmid-DNA wurden
mittels Gelelektrophorese analysiert. 1,2% bzw. 2% Agarosegele wurden mit 1XTAE-
Puffer (Modified Tris-Acetat EDTA TAE-Buffer, Millipore®) und 0,5 pg/mL Ethidiumbromid
hergestellt. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 Vol. 6x-Probenpuffer (Fermentas, St. Leon-
Rot) versetzt und bei 110V in Hoefer HE33 Mini HorizontalSubmarine Units (GE
Healthcare, AmershamBiosciences, Uppsala, Schweden) aufgetrennt. Als Molekular-
gewichtsstandards wurden GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (#SM0311) und GeneRuler™
100 bp DNA Ladder (#SM0241) mitgefuhrt.

3.3.4 DNA-GELEXTRAKTION

Die Isolierung der PCR-Fragmente aus dem Agarose-Gel erfolgte mittels Ultrafree®-DA
der Firma Amicon® nach Angaben des Herstellers.

3.3.5 KLONIERUNG

Klonierungen erfolgten nach dem LIC (ligation-independent cloning, (Merck, Novagen®)-
System nach Herstellerangaben. Die kodierenden Sequenzen der verschiedenen WW-
Doméanen des CA150/TCERG1 wurden in die Vektoren pET30 EK/LIC, pET41 EK/LIC
und pCDF2 EK/LIC kloniert. Uber eine zweistufige PCR wurde unmittelbar vor die zu
klonierende Zielsequenz die ,ENLYFQG"“-Erkennungssequenz fur die TEV-Protease
(TEV, tobaccoetchvirus) eingefiigt. Die PCR-Produkte wurden mit dem Reagenziensatz
SureClean Plus (Bioline, London, UK) gereinigt.

3.3.6 HERSTELLUNG CHEMISCH KOMPETENTER E. COLI-ZELLEN

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte nach der CaCl,-Methode von
Sambrook (1989) [144]. Dazu wurden die jeweiligen E. coli-Stamme auf einer LBag,-Platte
ausgestrichen. Nach 24h Inkubation (37°C) wurde von dieser Agarplatte eine Start-Kultur
beimpft, welche bei 37 °C und 180 rpm Uber Nacht inkubiert wurde. AnschlielRend wurde
die Hauptkultur auf eine ODgponm 0,1 inokuliert und bei 37°C und 160 rpm bis zu einer
ODsgoonm 0,3 inkubiert. Danach wurde die Kultur fur 30 min auf Eis abgekuhlt und im
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nachsten Schritt bei 4°C, 2500xg fur 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,1 M CacCl,
(1/10 des Ausgangsvolumens) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz
wurde dann erneut zentrifugiert (4°C, 2500xg, 10 min) und die pelletierten Zellen in 0,1 M
CaCl, + 10% Glycerin (1/20 des Ausgangsvolumens) aufgenommen. Die kompetenten
Zellen wurden entweder direkt transformiert oder bei -80°C gelagert.

3.3.7 TRANSFORMATION VON E. coLl

Zur Transformation von E. coli wurden 100 yL kompetente Zellen mit 100-200 ng Plasmid-
DNA gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte ein Hitzeschock bei
42°C fur 90 Sekunden. Der Ansatz wurde fur weitere 5 min auf Eis gestellt, anschlieRend
mit 1 mL LB-Medium versetzt und 45-60 min bei 37°C inkubiert. Etwa 100 pL des
Ansatzes wurden auf einer LB-Selektions-Platte (mit entsprechendem Antibiotikum)
ausgestrichen und bei 37°C uber Nacht inkubiert.

3.3.8 PLASMIDPRAPARATION

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte mit dem NucleoSpin®Plasmid-Kit der Firma
Macherey & Nagel (Duren, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Zur Kontrolle
wurde die Plasmid-DNA auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (siehe
Abschnitt 3.3.3).

3.3.9 VERIFIZIERUNG DER PLASMIDE

Die isolierten Plasmide wurden mittels Restriktionsverdau analysiert. Die Behandlung mit
verschiedenen Restriktionsenzymkombinationen (Ndel, EcoRI, Pstl, Kpnl, BamHI
(FastDigest™, Fermentas GmbH)) lieferte erste Hinweise auf den korrekten Einbau der
PCR-Produkte. Die fehlerfreie Insertion der Kodierungssequenzen in die pET-Vektoren
wurde durch DNA-Sequenzierung kontrolliert. Diese wurde mit den vektorspezifischen
Oligonukleotiden T7-Promoter, T7-Terminator (Merck, Novagen®) bzw. S-Tag (Biotez)
von der Firma Invitek (Berlin) durchgefihrt. Die Auswertung der Sequenzierergebnisse
erfolgte mit der Software VectorNTIAdvance® 11 (Invitrogen, Paisley, UK).

3.3.10 GERICHTETE MUTAGENESE

Zur Einfihrung von Mutationen in CA150 WW23 wurde die Zirkuldre PCR-Mutagenese
nach Weiner et al. 1994 [145] angewendet. Die entsprechenden Oligonukleotide (Tabelle
3.3.1) wurden unter Verwendung der Software PrimerX [127] generiert. Die PCR erfolgte
nach der dargestellten Vorschrift.

Reaktionsansatz: PCR-Profil:

10x Puffer 5uL Sequenz Zyklen Temp. Zeit
dsDNA (50 ng) X uL | 1 95°C 30 sec
Rev-Primer (125 ng) 1lpuL Il 16 95°C 30 sec
Fw-Primer (125 ng) 1puL 55°C 1 min

25 mM MgSO, 4 L 68°C 25s/ kb Plasmid
KOD Hot StartPolymerase (1U/uL) 1pL 1 4°C 4

Ad H,0 50 uL
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Die Reaktionsansatze wurden im Anschluss mit dem Restriktionsenzym Dpnl (4h bei
37°C) verdaut. Anschlielend wurden je 10 pL restriktionsverdautes PCR-Produkt in
100 pL CaCl,-kompetente DH5a-Zellen transformiert.

3.4 BIOTECHNOLOGISCHE METHODEN

3.4.1 ESCHERICHIA COLI STAMME

Die in dieser Arbeit genutzten E.coli-Stdmme sind mit ihren jeweiligen genetischen
Charakteristika in der nachfolgenden Tabelle gelistet.

Tabelle 3.4.1: Verwendete Bakterienstamme

E.coli Stamm Genotyp Referenz

GigaCells® endAl hsdr17(rK12'mK12+)supE44 thi-1 Novagen®
(NovaBlueGigaSingles) recA gyrA96 relAl lacF
[proA’B’lacl®ZAM15::Tn10] (Tet")

BL21(DE3) F~omp ThsdS, (r,” m;") gal dcm (DE3) Studier&Moffatt
1986 [146]; Novagen®
Rosetta™ 2(DE3) FompThsdsS, (r,” m,") gal dem (DE3) Novagen®
pRARE2(Cam’)
DH5« F ¢80lac15 D(lacZY A-argF) U169 Invitrogen

recAlhsdR17(rK-mK+) phoAsupE44 A-
thi-1 gyrA96relAl

3.4.2 ANZUCHTMEDIEN FUR BAKTERIENKULTUREN

Als Vollmedium wurde LB-Medium bestehend aus 0,5% Hefeextrakt, 1% Pepton und
1% NaCl (pH 7,2-7,5) verwendet. Fur die Herstellung von LB-Agar-Platten wurde diesem
Ansatz 1,5% Agar-Agar zugesetzt. Zur rekombinanten Herstellung Isotopen-markierter
Proteine wurde M9-Minimalmedium [147] mit 2-facher Konzentration M9-Salz verwendet.
Eine 10-fache M9-Salz-Stammlésung entsprach 450 mM Na,HPO,, 150 mM KH,PO,,
85 mM NaCl (pH 7,2-7,3). Eine 100-fache Spurenelementlésung enthielt 17 mM EDTA,
3 mM FeSO,, 300 uM ZnCl,, 30 yM CuSO, (pH 7,5-7,7). Das M9-Minimalmedium setzte
sich wie folgt zusammen.

Zusammensetzung fir 1 L Minimalmedium

100x Spurenelemente 10 mL

1 M MgSO, 1mL

1 M CacCl, 0,3mL
10x M9-Salz 2x100 mL
Glukose bzw. *C Glukose) 49
Thiamin/HCI 1 mg/mL 1,5mL
Biotin 0,1 mg/mL 15 mL
NH.Cl bzw. N NH4CI 059

Ad H>O 1L
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Zur Selektion wurden den Nahrmedien, entsprechend der Resistenzmarker der
verwendeten E. coli Zellen, Antibiotika in folgenden Endkonzentrationen (cgng) zugesetzt:
40 pg/mL Kanamycin, 34 yg/mL Chloramphenicol und 50 pg/mL Streptomycin.

3.4.3 GLYCERIN-DAUERKULTUREN

Dauerkulturen von E.coli-Stammen wurden wie folgt erzeugt. Nachdem die Kulturen in
LB-Medium eine Optische Dichtegoonm vVon 0,7 erreichten. Anschliel3end wurden 500 pL
Kultur mit 500 pL LB-Medium (mit 30% Glycerin) versetzt (Cegnq: LB + 15% Glycerin) und
bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4.4 ANZUCHTBEDINGUNGEN

Ubernacht-Vorkulturen wurden von  Glycerin-Dauerkulturen oder von frischen
Transformationsplatten beimpft. Anschlieend wurde ein entsprechendes Kultivierungs-
Medium mit der frischen Ubernacht-Kultur auf eine Optische Dichte (ODgponm) Von 0,1
inokuliert. Die Zellen wuchsen, soweit nicht anders vermerkt, schittelnd bei 37°C. Das
Wachstum wurde durch die Messung der Optischen Dichte (ODgynm) an einem
Spektralphotometer (Utraspec 2000, Pharmacia) bei 600 nm verfolgt.

3.4.5 KONTROLLE DER PROTEINEXPRESSION

Fir die Uberexpression von Zielproteinen wurden die Zellen in LB- oder M9-Medium bei
37°C unter Schitteln bei 110 rpm kultiviert. Bei Erreichen einer ODggonm von 0,8-1 wurde
die Temperatur auf 20 oder 25°C gesenkt und anschlie3end mit 1 mM IPTG induziert. Die
Zellernte erfolgte ca. 17-20 h nach dem Induktionszeitpunkt durch Zentrifugation.

Die Kontrolle der Proteinexpression erfolgte Uber SDS-PAGE (3.6.1). Dazu wurden
entsprechend 1 ODggonm Zellen entnommen und 1 min bei 14.000 rpm pelletiert. Das
Pellet wurde anschlieRend mit 25 pL Sarkosyllyse-Puffer (1% N-Lauroylsarcosin, 1 mM
NaOH, 2x Probenpuffer (3.6.1)) versetzt und 15 min bei 96°C inkubiert. Nach Zugabe von
75 pL 1x Probenpuffer wurden 10 pL dieses Ansatzes auf eine SDS-PAGE aufgetragen.

Zur Abschatzung der Loslichkeit exprimierter Zielproteine wurden die Proteinpellets
alternativ mit BugBuster® (MERCK) aufgeschlossen. Hierbei wurden sowohl Protein-
Proben vor dem Zentrifugationsschritt (5 min, 20.800xg, 4°C) als nach diesem (vom
I6slichen Proteiniiberstand) genommen. Die Proben wurden anschlieRend erhitzt (je 10 pL
Probe + 10 pL 2x Probenpuffer, Inkubation: 6 min, 96°C) und 10 pL zur Analyse auf ein
SDS-Gel aufgetragen.

3.4.6 ERMITTLUNG OPTIMALER EXPRESSIONSBEDINGUNGEN

Zur Ermittlung optimaler Expressionsbedingungen wurden, ausgehend von einer frischen
Transformationsplatte, je 5 Klone pro Plasmid und Bakterienstamm in 4 mL LB-Medium
angezogen. Von diesen Vorkulturen wurden am nachsten Tag je 3x 4 mL LB-Medium auf
0,1 ODgoo inokuliert (Kulturen A, B und C in Abbildung 13). Bei Erreichen von 0,7-1 ODgg
wurden die Kulturen (A und B) mit 1 mM IPTG induziert. Kultur C wurde nicht induziert
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und diente als Referenz. Kultur A wurde nach der Induktion bei 37°C und Kultur B bei
20°C (1. Testreihe) oder 25°C (2. Testreihe) inkubiert. Nach 2h ,4h, 6h und 18h
Expression erfolgte jeweils eine Probenentnahme. Von Kultur C wurde nur nach 18h
Proben entnommen (nicht induzierte Referenz).

+PTG 37°C X
—_—> Proben nach:
2h, 4h, 6h

|C=
| C

+IPTG 20°Coder 25°C | proben-

/ Probe nach: —> s
\ 18h Aufbereitung

Plasmid x

Stammy
B
W &
-IPTG 37°C
—_—> Probe nach:
© 18 h
) \J

Abbildung 13: Schema der Expressionsuntersuchungen

Alle Proben wurden per SDS-PAGE analysiert (siehe Abschnitt 3.4.5). In einem weiteren
Test wurde die IPTG-Konzentration variiert (0.5-1 mM). Als Expressionswirte wurden die
Stamme BL21(DE3) und Rosetta™ 2(DE3) getestet.

3.4.7 EXPRESSION ISOTOPENMARKIERTER WW-DOMANEN

Die Herstellung uniform **N und uniform **C, **N-markierter WW-Domanen erfolgte in 2 L-
Kulturflaschen & 400 mL Medium. Zunédchst wurde eine 50 mL LB-Vorkultur mit 1 mL
einer LB-Ubertag-Kultur beimpft und tber Nacht bei 25°C inkubiert. Die Kultur wurde
anschlieRend 10 min bei 1600xg und 20°C zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet in
400 mL isotopenmarkiertem M9-Medium (3.4.2) resuspendiert. Bis zum Erreichen einer
ODgoonm 0,7-1 wurde die Kultur bei 37°C und 110 rpm inkubiert. Danach wurde die Kultur
auf 25°C abgekihlt und durch Zugabe von IPTG (Cgng =1 mM) die Expression des
Zielproteins eingeleitet. Die Kulturen wurden 16-20h nach Induktion durch Zentrifugation
geerntet (3.5.1.).

3.5 REINIGUNG REKOMBINANTER PROTEINE

3.5.1 ZELLAUFSCHLUSS

Zum Aufschluss der Zellen wurde das Zellpellet in Puffer A (20 mM NaPO, (pH 7.5),
150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 0,2 uL/mL Benzonase (Novagen), Protease-Inhibitor-Mix
Complete® (ohne EDTA)) resuspendiert (10 ml Puffer pro Gramm Biofeuchtmasse). Die
Zellsuspension wurde am Zellaufschlussgerat (EmulsiFlex-C3, Avestin Europe GmbH,
Mannheim) bei 1500 bar fur 5 min aufgeschlossen. In einem anschlieRenden
Zentrifugationsschritt (30 min, 58.000xg, 4°C) wurden die unl6slichen Bestandteile
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pelletiert. Der ldsliche Proteintberstand wurde direkt fir die weitere Proteinreinigung
verwendet oder in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.5.2 PROTEINREINIGUNG UBER METALL -CHELAT-CHROMATOGRAPHIE

Fir die Reinigung der CA150-WW-Doméanen wurde das l6sliche Zellllysat nach Filtration
(0,45 puM) einer Metallchelat-Chromatographie unterzogen. Hierzu wurde entweder die
Chromatographieanlage Profinia der Firma Bio-Rad oder Gravitationssaulen (MoBiTec
GmbH, Géttingen) verwendet. Es wurde Nickel(ll)-lonen oder Kobalt(ll)-lonen (TALON™)
haltiges S&aulenmaterial genutzt, welches vor der Chromatographie nach Angaben des
Herstellers gereinigt und mit den entsprechenden Metall-lonen beladen wurde. Vor der
Reinigung der WW-Domanen wurde das Saulenmaterial zundchst mit PufferB (20 mM
Na-PO, (pH 7.5), 150-300 mM NaCl) equilibriert. Bei der Verwendung von Gravitations-
saulen wurde die Proteinldsung zusammen mit dem Saulenmaterial im Rotationsschuttler
inkubiert (1 h bei 10°C. Anschliel3end wurde das Saulenmaterial in die Gravitationsséule
Uberfuhrt. Zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine erfolgte ein Waschschritt mit
15 S&ulenvolumen (SV) PufferB. In zwei weiteren Waschschritten & 15xSV wurden dem
PufferB 5 mM bzw. 10 mM Imidazol zugesetzt. Die Elution erfolgte mit 250 mM Imidazol in
PufferB. Das Eluat wurde in 2 mL Fraktionen gesammelt und mittels SDS-PAGE
analysiert.

3.5.3 ABSPALTUNG DES REINIGUNGS-TAGS

Die proteolytische Abspaltung des Reinigungs-Tags erfolgte wahrend einer Dialyse gegen
ein mindestens 100-faches Volumen Puffer B (+1 mM p-Mercaptoethanol) bei 22°C ber
Nacht (Dialyseschlauch: Spectra/Por®, MWCO: 3,5 kDa, 6-8 kDa, 12-14 kDa). Dazu
wurden die ausgewéhlten Elutionsfraktionen der 1.Reinigung (siehe Abschnitt 3.5.2) mit
TEV-Proteaselésung (1 OD,go TEV-Protease auf 100 OD,gy Fusionsprotein) versetzt. Im
Anschluss erfolgte eine weitere Metallchelat-Chromatographie (3.5.2) wobei hier der
1. Durchlauf aufgefangen und zur weiteren Reinigung mittels Gelfiltration aufbewahrt
wurde. Die verwendete TEV-Protease wurde in der AG Oschkinat rekombinant
hergestellt.

3.5.4 PROTEINREINIGUNG DURCH GELFILTRATION

Fiar die Gelffiltration wurde eine 120 mL S&ule verwendet. Als S&ulenmaterial diente
Superdex75. Der Lauf erfolgte mit einer Geschwindigkeit von 1 mL/min. Bei Bedarf wurde
bei diesem Schritt das Puffersystem (ITC-Puffer (3.9), NMR-Puffer (3.7).

3.5.5 KONZENTRATION VON PROTEINEN

Die Konzentration der gereinigten Proteine erfolgte in einer Tisch-Zentrifuge mittels
Amicon® Ultra Centrifugal Filter Devices (MILLIPORE, MWCO: 3,5 kDa, 10 kDa, 30 kDa)
nach Angaben des Herstellers.
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3.6 BIOCHEMISCHE ANALYSEMETHODEN

3.6.1 NATRIUMDODECYLSULFAT -POLYACRYLAMIDGELELEKTROPHORESE

Proteine wurden mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach Laemmli [148] oder nach Schagger & von Jagow [149] aufgetrennt. Fir die
Elektrophorese wurden Hoefer SE250Mini-Vertical Gelelectrophoresis Units (GE
Healthcare, Amersham Biosciences) oder das Dual Triple Wide Mini-Vertical
Electrophoresis System (C.B.S. Scientific Company) verwendet.

Die 15% bzw. 10%igen SDS-Polyacrylamidgele setzten sich aus Trenngel (15% bzw.
10% Acrylamid/Bisacrylamid; 370 mM Tris-HCI (pH 8,8); 0,1% SDS; 0,07% APS;
0,05% TEMED) und Sammelgel (5% Acrylamid/Bisacrylamid; 80 mM Tris-HCI (pH 6,8);
0,1% SDS; 0,05% APS; 0,1% TEMED) zusammen. Die Elektrophorese nach
Laemmli [148] erfolgte in 25 mmol/L Tris; 190 mM Glycin; 0,1% SDS. Proteinproben
wurden 1:1 mit 2x-Probenpuffer (125 mM Tris-HCI (pH 6,8); 4% SDS; 20% Glycerin;
0,01% Bromphenolblau; 5% 2-Mercaptoethanol) versetzt und 6-10 min bei 96 °C inku-
biert. Folgende Molekulargewichtsstandards wurden entsprechend der Proteinprobe mit-
gefuhrt: Spectra™ Multicolor Low Range Protein Ladder#SM1861(Fermantas),
PageRuler’™ Plus Prestained Protein Ladder #SM1811 (Fermentas) und Unstained
Protein Molekular Weight Marker#SM0431 (Fermentas). Die Farbung der SDS-
Polyacrylamidgele erfolgte nach Schagger & von Jagow [149]. Dazu wurden die Gele
10 min in 10% Essigséure und 50% Ethanol fixiert, 30 min mit 0,025% Coomassie Brilliant
BlueG250 und 0,025% Coomassie Brilliant Blue R250 (Carl Roth) in 10% Essigsaure
gefarbt und abschlieRend in 10% Essigsaure entfarbt.

3.6.2 BERECHNUNG VON PROTEINKONZENTRATIONEN

Die Konzentration der gereinigten Proteine wurde durch Absorptionsmessung bei einer
Wellenlange von 280 nm am UV/VIS-Spektralphotometer NanoDrop2000c (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. Hierbei kam das Lambert-Beer‘'sche Gesetz zur
Anwendung.

A=cx*xdx*¢

Dabei beschreibt A die Absorption bei 280nm, ¢ die zu bestimmende
Proteinkonzentration [M], d die Schichtdicke der Kivette [cm] und & den molaren
Extinktionskoeffizienten bei 280 nm. Letzterer wurde entsprechend der Primarsequenz
der Proteine, mit dem Programm Protparam (http://expasy.org/tools/protparam.html)
ermittelt.
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Tabelle 3.6.1: Molekulargewichte (MW) und molare Ex

tinktionskoeffizienten ( &g0) der

rekombinant erzeugten WW-Domé&nen-Fusionsproteine

WW-Doméne Bezeichnung codiert auf kDa Abzz(ff%
WW1 (16-166) WW1 S His PET30EK/LIC CA150 F1 21,1 0,733
WW1 (26-166) WW1 S His PET30EK/LIC CA150 F3 19,4 0,797
WW1 (31-166) WW1 S His PET30EK/LIC CA150 F4 186 0,831
WW1 (67-166) WW1 S His pPET30EK/LIC CA150 F5 16,5 1,028
WW1 GST pPET41EK/LIC CA150 F5 43,2 1,391
WW?2 (406-450) WW2 GST pET41EK/LIC CA150 F13 37,8 1,630
WW2 His pCDF2 F13 8,0 2,303
WW3 (506-558) WW3 GST pET41EK/LIC CA150 F12 38,6 1,621
WW3 His pCDF2 F12 8,9 2,198
WW123 (16-558) WW123 S His PET30EK/LIC CA150 F10 62,6 0,892
WW123 GST pET41EK/LIC CA150 F10 88,7 1,071
WW123 His pCDF2 F10 58,9 0,881
WW12 (16-450) WW12 GST PET41EK/LIC CA150 F8 66,0 1,168
WW12 S His PET30EK/LIC CA150 F8 39,3 0,863
WW?23 (406-548) WW23 S His PET30EK/LIC CA150 F6 20,9 1,676
WW?23 (406-558) WW23 S His pPET30EK/LIC CA150 F7 23,6 1,545
WW23 GST pPET41EK/LIC CA150 F7 50,3 1,583
WW?23 (406-558) W32A WW23_W32A S His PET30EK/LIC CA150 F7 W32A 23,5 1,318
WW?23 (406-558) W131A  WW23 W131A S His pET30EK/LIC CA150 F7 W131A 23,5 1,318

GST = Glutathion-S-Transferase-Tag, S His = S-Tag und Hexahistidin-Tag, His = Hexahistidin-Tag

Tabelle 3.6.11: Molekulargewichte und molare Extink

tionskoeffizienten ( &g0) rekombinant

erzeugter WW-Doménen

Tabelle 3.6.11l: Sequenzen rekombinant und syntheti

WW-Doméne AS in CA150 kDa €280

Ww1 68-166 10,8 1,434
WW2 406-450 5,4 3,156
Ww3 506-558 6,2 2,891
Ww23 406-558 17,9 1,955
WW23 W32A 406-558, W436A 17,8 1,658
WW23 W131A 406-558, W535A 17,8 1,658

sch hergestellter CA150 ww-Varianten

Konstrukt Sequenz

WWwW1 GGRPPFDPNMPPMPPPGGIPPPMGPPHLQRPPFMPPPMSSMPPPPGMMFPPGMPPVTAPGT
PALPPTEEIWVENKTPDGKVYYYNARTRESAWTKPDG VK

WW?2 GAGATAVSEWTEYKTADGKTYYYNNRTLESTWEKPQE LKEKEKLEE

WW3 GAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPTTRLSMWDRPDDLIGRADVDKIIQEPPHKK

WW23 GAGATAVSEWTEYKTADGKTYYYNNRTLESTWEKPQE LKEKEKLEEKIKEPIKEPSEEPLPMET
EEEDPKEEPIKEIKEEPKEEEMTEEEKAAQKAKPVATAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPTTRL
SMWDRPDDLIGRADVDKIQEPPHKK

WW23 W32A GAGATAVSEWTEYKTADGKTYYYNNRTLESTAEKPQE LKEKEKLEEKIKEPIKEPSEEPLPMET

EEEDPKEEPIKEIKEEPKEEEMTEEEKAAQKAKPVATAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPTTRL
SMWDRPDDLIGRADVDKIIQEPPHKK
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Konstrukt Sequenz

WW23 W131A GAGATAVSEWTEYKTADGKTYYYNNRTLESTWEKPQE LKEKEKLEEKIKEPIKEPSEEPLPMET
- EEEDPKEEPIKEIKEEPKEEEMTEEEKAAQKAKPVATAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPTTRL
SMADRPDDLIGRADVDKIIQEPPHKK

WW 2, nihetisch AC-GATAVSEW TEYKTADGKTYYYNNRTLESTWEKPQELKEKEKLEE-NH,

WW 3gy nihetisch AC-APIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPTTRLSMWDRPDDLIGRADVDKIIQEPPHKK-NH;

AC: Acetyl-Gruppe; Die Bereiche der WW-Doméanen sind Fett dargestellt. Rot hervorgehobene Glycine sind
nicht Teil der WW-Sequenzen, sondern resultieren aus dem Einbau der TEV-Schnittstelle (siehe

Abschnitt 3.3.5)

Die synthetischen WW-Domanen WW2snineisch UNd  WW3gynineiscn - Wurden — mittels
Festphasensynthese in der Arbeitsgruppe Beyermann (FMP) hergestellt.

3.6.3 PROLINREICHE PEPTIDLIGANDEN FUR NMR-TITRATIONEN UND ITC-
EXPERIMENTE

Die in verschiedenen Bindungsstudien (siehe Abschnitt 3.7.2 und 3.9) verwendeten
prolinreichen Peptidliganden (siehe Tabelle 3.6.1V) wurden mittels Festphasensynthese in
der Arbeitsgruppe Beyermann (FMP) hergestellt. Alle Peptide enthielten N-Terminal ein
freies Amin und C-Terminal eine Amidgruppe. Bei der Synthese wurde die Fmoc-Chemie
angewendet. Die Peptide wurden anschlieRend mittels Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie (HPLC high pressure liquid chromatography) gereinigt. Die Endprodukte
besalRen einen Reinheitsgrad von 95-98%. AnschlieRend wurden die Produkte in der
Arbeitsgruppe von Dr. Eberhard Krause (FMP) mittels Massenspektrometrie auf ihr
korrektes Molekulargewicht hin untersucht.

Tabelle 3.6.1V: Prolinreiche Peptidliganden

Bezeichnung  Sequenz AS kDa

SF1_P1 QPPPPPMNQGPHPPGHHGPP-NH, 426-445 2,070
SF1 P2 SGVYRLHQGKGMMPPPPMGM-NH; 458-477 2,169
SF1_P3 MPPPPPPPSGQPPPPPSGPL-NH, 478-497 1,939
SF1_P4 HPPPPPSHYGPLPPWHQK-NH; n.d. 2,067
CA P1 HNAVMRGPPPLMRPPPPFGMMRGPPPPPRPPFG-NH; 37-68 3,694
SF1_KP1 VQPPLPPGA-NH; 573-581 0,875
CA_KP2 RGPPPPPR-NH» 57-64 0,873

Peptide deren Sequenz aus SF1 stammt beginnen mit SF1_ (ausgenommen SF1_P4), die aus CA150 mit
CA_ (die entsprechenden Sequenzpositionen sind unter ,AS" aufgefiihrt. Das Histidin (Rot) im CA_P1 ist nicht
in der nativen CA150 Sequenz enthalten.
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3.6.4 SPOT-ANALYSEN

3.6.4.1 Herstellung der Zellulosemembran-gebundenen Peptidliganden

Die SPOT-Membranen wurden von Angelika Ehrlich (Arbeitsgruppe Beyermann (FMP))
hergestellt. Die Peptidsequenzen (Tabelle 3.6.V) wurden dabei mittels Auto-Spot Robot

(ASP 222: Invartis AG, Kéln, Germany) unter Verwendung von Standardprotokollen der
Fmoc-Chemie [150] auf eine Whatman 50 Zellulose-Membran synthetisiert.

Tabelle 3.6.V: Sequenzen der SF1-SPOT-Peptide

Sequenz SF1_Position
1 TTQSRPPWMNSGPSESRPYH 361-380
2 NGPPPPWMQPPPPPMNQGPH 418-437
3 QPPPPPMNQGPHPPGHHGPP 426-445
4 QGPHPPGHHGPPPMDQYLGS 434-453
5 SGVYRLHQGKGMMPPPPMGM 458-477
6 MMPPPPMGMMPPPPPPPSGQ 469-488
7 MPPPPPPPSGQPPPPPSGPL 478-497
8 QPPPPPSGPLPPWQQQQQQP 488-507
9 LPPWQQQQQQPPPPPPPSSS 497-516
10 WQQQQQQPPPPPPPSSSMAS 500-519
11 PPPPPPPSSSMASSTPLPWQ 507-526
12 IPPWQQQQAAAAASPGAPQM 541-560
13 QQQQAAAAASPGAPQMQGNP 545-564
14  MVPLPPGVQPPLPPGAPPPP 566-585
15 QPPLPPGAPPPPPPPPPGSA 574-593
16 APPPPPPPPPGSAGMMYAPP 581-600
17 APPPPPPPPMDPSNFVTMMG 598-617
18 VAGMPPFGMPPAPPPPPPQN 620-639

Tabelle 3.6.VI: Sequenzen der CA150 prs-SPOT-Peptide

Sequenz CA150_Position
1 FRGPAPPPNAVMRGPPPLMR 29-48
2 VMRGPPPLMRPPPPFGMMRG 39-58
3 LMRPPPPFGMMRGPPPPPRP 46-65
4 GPPPPPRPPFGRPPFDPNMP 58-77
5 PFGRPPFDPNMPPMPPPGGI 66-85
6 PPMPPPGGIPPPMGPPHLQR 77-96
7 PPPMGPPHLQRPPFMPPPMS 68-105
g RPPFMPPPMSSMPPPPGMMF 96-115
g PPMSSMPPPPGMMFPPGMPP 102-121
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3.6.4.2 Durchfihrung von SPOT-Analysen

Spot-Analysen wurden ausschliel3lich mit GST-fusionierten WW-Domanen durchgefihrt.
Die SPOT-Membran wurde zunachst in mehrere Streifen mit analogen Peptidmustern
geteilt und jeweils mit einer der zu untersuchenden WW-Varianten inkubiert. Alle
Waschschritte, sowie die Inkubationsschritte mit Protein- und Antikérperldsung wurden
auf einem Schwenktisch in Western-Blot-Immuno-Schalen (ROTH) durchgefuhrt. Zur
Entfernung eventueller Synthesereste wurden die Membranstreifen mit 1 mL
100% Ethanol gewaschen. Es folgten drei Waschschritte & 10 min mit 1 mL PBS-Puffer
(PBS DUBLECCO w/o Ca**, Mg®* (BIOCHROM AG) (pH 7,5)). Im Anschluss wurde die
Membran tber Nacht bei 10°C mit PBS-Puffer + 5% Magermilch inkubiert. Es folgte ein
weiterer Waschschritt mit PBS (10 min). Die Membranstreifen wurden mit jeweils 1 pM
GST-WW-Fusionsprotein geldst in PBS und 2% Magermilch fir 1h bei 25°C inkubiert.
AnschlieRend wurde die Membran 3x mit 1 mL PBS gewaschen und danach mit dem
primaren Antikdrper (rabbit polyclonal anti-GST (Z-5, Santa Cruz, California, USA)) in
einer Verdinnung von 1:1.000 fur 1h bei 25°C inkubiert. Nach drei weiteren PBS-
Waschschritten folgte ein Inkubationsschritt (1h, 25°C) mit einem 1:10.000 verdinnten
sekundaren, HRP-gekoppelten (HRP: horseradishperoxidase) Antikérper (HRP-coupled
anti-rabbit 1gG antibody (Rockland, Gilbertsville, Pennsylvania, USA)). Nach zwei
abschlieenden Waschschritten konnte durch Zugabe von jeweils 500 pL ,enhanced
chemiluminescence substrate” (SuperSignal West Pico, Pierce lllinois, USA) die Detektion
und Auswertung am Lumilmager™ (Diagnostics, Mannheim, Germany) erfolgen. Alle
Versuche zur SF1prs/CA150ww- bzw. zur CA150prs/CA150ww-Interaktion wurden 3-mal
wiederholt. Als Kontrolle wurde jeweils ein Streifen einer SPOT-Membran mit reinem GST
inkubiert.

3.7 LOSUNGS-NMR SPEKTROSKOPIE

Die LoOsungs-NMR Experimente wurden an einem Bruker AVANCE® 600 MHz
Spektrometer (Magnetfeldstéarke: 14,1 Tesla) oder an einem Bruker AVANCE® 750 MHz
Spektrometer (Magnetfeldstarke: 17,6 Tesla) unter Verwendung von ,5 mm Triple-
Resonanz PFG (Z-Achse) Kryo-Probenképfen® durchgefiihrt. Fir die Messungen wurden
5 mm NMR-RoOhrchen (NORELL®, Landisville, NJ, USA), beftllt mit 550-600 puL Probe,
verwendet. Triple-Resonanz-Experimente fir die Zuordnung des Proteinrickgrads wurden
bei 14°C, Titrations- und *°N-Spinrelaxationsexperimente bei 7-10°C durchgefiihrt. In allen
NMR-Experimenten wurde ein NMR-Puffer bestehend aus 20 mM NaPO, (pH 7.0),
50 mM NaCl und 10% D,0O eingesetzt (Ausnahme: Probe fir die Sequenzielle Zuordnung
pH 6.5). Experimente fur die. Das H,O-Signal wurde mittels ,Watergate-Pulssequenz*
[151] runterdrickt. Die Prozessierung von NMR-Spektren, und die Erstellung einiger
Konturplots erfolgten mit ,, TopSpin® 2.1* (Bruker®). Die Ermittlung von Signalintensitaten,
die Erfassung chemischer Verschiebungen, die Erstellung vieler Konturplots sowie die
Zuordnung von Resonanzen in 2D- & 3D-Spektren, wurden mit dem Softwarepaket
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,CCPNMR 2.1 [123] durchgefiihrt. Die Messungen wurden von Dr. Peter Schmieder,
Monika Beerbaum und Matthias Dorn begleitet.

3.7.1 AUFNAHME MEHRDIMENSIONALER, HETERONUKLEARER NMR-
SPEKTREN ZUR SEQUENTIELLEN ZUORDNUNG DER RESONANZEN DES
PROTEINRUCKGRATES

Fiir die Zuordnung der chemischen Verschiebungen der Atome *Hy, °N, **CO, **Ca und
13CB innerhalb des Proteinriickgrates von CA150-WW23 wurden 2D 'H-">N-HSQC-
Spektren (HSQC = Heteronuclear Single Quantum Correlation) [152] sowie HSQC-
basierte Versionen der dreidimensionalen, heteronuklearen Triple-Resonanz-Spektren
HNCA, HN(co)CA, HNCACB, CBCA(co)NNH, HN(ca)CO und HNCO [153-155]
aufgenommen. Dazu wurde uniform *C™N-markiertes CA150-WW23 verwendet. Zur
sequentiellen Zuordnung von Tryptophan-Seitenketten (*He-, *Ne-Resonanzen) wurden
ein N-editiertes NOE-Spektrum (HSQC-NOESY) von uniform *N-markiertem CA150-
WW23 aufgenommen. In Tabelle 3.7.1 sind die durchgefihrten NMR-Experimente
zusammengefasst.

Tabelle 3.7.I1: Ubersicht der zur Zuordnung der Prot  einriickgrat-Resonanzen verwendeten
NMR-Spektren von CA150 WW23.

Spektrum Art Ausgewertete Resonanzen

HSQC 2D NHg

HSQC-NOESY 2D Ne, He von Tryptophan-Seitenketten
HNCA 3D Ca.y) und Cag

HN(co)CA 3D Caa

HNCACB 3D Ca-1y und CB.1), Cagy und CRg
CBCA(co)NNH 3D Cag-1yund CBii.y)

HNCO 3D COiy

HN(ca)CO 3D COgi1) und COg

i bzw. i-1 stehen hierbei fir die Resonanzen innerhalb einer beliebigen Aminosaure (i) und der dieser
sequentiell vorangehenden Aminosaure (i-1).

3.7.2 ANALYSE DER INTERAKTION ZWISCHEN CA150-WW-DOMANEN UND
PROLINREICHEN PEPTIDLIGANDEN

Zur Identifizierung der Aminosauren in CA150-WW-Domanen, welche die Interaktion mit
verschiedenen prolinreichen Peptidliganden vermitteln, wurden ‘H®N-HSQC-Spektren
von uniform '°N-markietem CA150-WW23, CA150-WW23 W32A sowie CA150-
WW23_W131A in An- und Abwesenheit entsprechender Peptidliganden (siehe Tabelle
3.6.IV, auler SF1_P2) aufgenommen. Es wurden Peptid-Protein-Konzentrations-
verhdaltnisse von 0:1, 2:1, 5:1 und 10:1 untersucht, wobei die Proteinkonzentration
innerhalb einer Messreihe konstant gehalten wurde. Vor jeder Messreihe wurden die
jeweilige WW-Variante und der zu testende Peptidligand separat gegen NMR-Puffer
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dialysiert und die Proben anschlieRend mit 10% D,O versetzt. Alle Spektren wurden in
TopSpin2.1 mit identischen Parametern prozessiert und mittels CCPN 2.1.5 auf
Veranderungen der chemischen Verschiebung sequentiell zugeordneter ‘Hy"°N-
Kreuzsignale analysiert. Die konzentrationsabhangige Verénderung der 'Hy- und *°N-
chemischen Verschiebung eines Kreuzsignals wurde nach folgender Gleichung in einen
gewichteten NH-Vektorbetrag (Ag) umgerechnet:

Aoyy = J(AUlHN)Z + (0,15 * Ag15N)?

AclHy und AclSNsind die peptidinduzierten Unterschiede der Hy und '°N chemischen Verschiebungen
eines entsprechenden HSQC-Kreuzsignals des untersuchten Proteins.

3.7.3 MESSUNG '°N-BASIERTER SPINRELAXATION (*°N-R1, °N-R2 & *H'°N-
HETNOE)

Zur Erfassung molekildynamischer Parameter wurden die longitudinale (R1) und
transversale (R2) Relaxationsrate sowie die Verstarkung der heteronuklearen *H™N-
NOE’s (*H™N-HetNOE; NOE = Nuclear Overhauser Effect) der Amidstickstoffkerne von
uniform N-markiertem CA150-WW23 gemessen [156,157]. Die dazu durchgefiihrten
Experimente basierten auf *H*N-korrelierten pseudo-3D HSQC-Spektren [152]. °N-R1-
Experimente wurden mit Relaxationsperioden von 13,5; 53,5; 103,5; 153,5; 203,5; 303,5;
403,5; 603,5; 903,5; 2003,5 und 5003,5 ms und 15N-R2-Experimente mit Relaxations-
perioden von 4; 8; 16; 24; 32; 40; 80; 120; 160; 200 und 240 ms aufgenommen. Die
Intensitatswerte korrespondierender 'H'°N-Kreuzsignale wurden mit ,CCPNMR 2.1.5“
ermittelt, gegen die Dauer der Relaxationsperiode aufgetragen und mittels
~CurveFit" [124] Uber eine monoexponentielle Fitfunktion daraus die Relaxationsraten
berechnet. Die HetNOE’s wurden mit ,CCPNMR 2.1.5* quantifiziert. Aus der Kombination
der Relaxationsdaten jeder eindeutig zugeordneten Amidgruppe des Proteins wurde mit
dem Programm ,TENSOR2“ die globale Rotationskorrelationszeit (z.) des gesamten
Proteins, die 7. der einzelnen WW-Domanen sowie die ,Orderparameter‘ (S?) der
einzelnen Amidgruppen berechnet [158-163]. Die Konvertierung der experimentell
ermittelten Relaxationsdaten in ein ,Tensor2-kompatibles" Dateiformat wurde mit Hilfe
eines von Marcel Jurk (AG Schmieder, FMP-Berlin) geschriebenen Python-Skriptes
bewerkstelligt.

3.8 MASSENSPEKTROMETRISCHE ANALYSE (MS)

Die  Massenspektrometrische  Analyse von °N'®C-markierter WW23 (siehe
Abschnitt 4.4.2) wurde von Lilo Handel (AG Oschkinat) an einem MALDI-Voyager System
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4041 von Applied Biosystems durchgefiihrt. Es wurde im ,Linear Mode* im Bereich 5.000-
50.000 Da gemessen. Als Matrix wurde Sinapinsaure verwendet.

3.9 ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE (ITC)

Die ITC-Messungen wurden bei 7°C an der VP-ITC oder an der ITCy (Microcal,
Northampton, MA) durchgefihrt. Alle Titrationsexperimente erfolgten in ITC-Puffer
bestehend aus 20 mM TRIS (pH 7.7 @ 7°C) und 50 mM NacCl. Protein und Peptid-Ligand
wurden vor der Messung 18h gegen ITC-Puffer dialysiert und anschlieRend entgast. Die
eingesetzten Proteinkonzentrationen in der Messzelle variierten zwischen 40 und 380 pM,
die Peptidkonzentrationen in der Spritze zwischen 0.5 und 4 mM. Die Titrationsschritte
variierten zwischen 5-10 pL an der VP-ITC und zwischen 0.5-2 uyL an der ITCyp. Es
wurde ein Konzentrationsverhaltnis zwischen WW-Doméane und prolinreichem Peptid von
1:10 angestrebt. Zur Quantifizierung moglicher Verdinnungseffekte wurden
Kontrollexperimente durchgefihrt, indem entweder ITC-Puffer in die Protein- bzw.
Peptidldsung oder Protein- bzw. Peptidlosung in den ITC-Puffer titriert wurde.

Die Integration der Reaktionswarmen und die Basislinienkorrektur wurden mittels der
Geréatesoftware Microcal-Origin® durchgefuhrt und ggf. manuell nachbearbeitet. Die
weitere Auswertung der so prozessierten Thermogramme erfolgte mit SEDPHAT v.9.4
[134-140]. Alle Experimente einer Interaktionsreihe wurden zunachst separat und
anschlieBend global gefittet. Die Konfidenzintervalle der Parameter K4 und AH wurden
unter Verwendung der in SEDPHAT integrierten MonteCarlo-Analyse ermittelt.

3.10 ANALYTISCHE ULTRAZENTRIFUGATION (AUZ)

Die AUZ wurde mit einer Beckman Optima XL-I analytischen Ultrazentrifuge, bestiickt mit
einer Absorptions- und Interferenzoptik (675 nm Laser), durchgefihrt. Fir die
Sedimentationsgeschwindigkeitsexperimente  (SV) wurden Zweikammer-Titanzellen
verwendet, wobei die Probenkammer mit 400 pL Proteinlésung und die Referenzzelle mit
400 pL Dialysepuffer gefillt wurden. Alle Messungen erfolgten in einem 4-Loch-Roter bei
einer Rotorgeschwindigkeit von 50.000 rpm. Proteinlésungen und Referenzpuffer wurden
vor jedem Lauf ins Dialysegleichgewicht gebracht (24h Dialyse gegen 1000-fachen
Uberschuss Puffer bei 8°C). Die Sedimentation von CA150 WW23 wurde bei 10°C, die
von CA150 WW23 in Anwesenheit des Peptidliganden CA_P1 bei 12°C verfolgt. Die
Absorption sedimentierender Spezies wurde bei einer Wellenldange von 307 nm (fur
WW23) bzw. bei 305 nm (fir WwW23+Peptid CA_P1) gemessen, wobei jeweils alle 8 min
ein Scan mit einer radialen Auflésung von 0,01 cm durchgeftihrt wurde.

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit der Software SEDFIT [131,132]. Die
dazu bendtigten Parameter wie die Pufferdichte (p), die Pufferviskositat (n) und das
partialspezifische Volumen (v) des Proteins wurden mit dem Programm
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SEDNTERP [133] berechnet. Die eingesetzten Proteinmengen sind den nachfolgenden
Tabellen zu entnehmen.

Tabelle 3.10.1: In SV-Experimenten eingesetzte WW23 -Konzentrationen
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3
8 UM WW23 163 uM WW23 318 uM WW23

Tabelle 3.10.1I: In SV-Experimenten eingesetzte Kon zentrationen von WW23 und CA_P1
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3

CA150 WwW23 250 yM 250 uM 250 pM
CA P1 32uM  65uM 765 uM
Sattigung* von WW23  ~9% ~17%  ~84%

*Die Sattigung von WW23 wurde auf Grundlage der ITC -
Bindekonstante von 109 uM errechnet.

Der prozentuale Anteil von mit CA_P1 assoziierter WW23 wurde nach folgender
Gleichung berechnet:

P+ L« PL P = Protein; L = Ligand

Ka =" [PO] = [P] + [PL], [LO] = [L] + [PL]

([PL] = [Po]) * (IPL] — [Lo])

fa= [PL]
Ko - [PL]? — ([PL] = [PO] — [LO] * [PL] + [PO] = [LO]
¢ [PL]
_ [P0] * [LO]
K, = [PL] — [PO] — [LO] + —FL
x * ([PO] x(x — 1) — Ky
[LO] = (x-1)
Bsp.: fir K; = 109 uM und PO = 250 uM
(L0] = x * (250uM = (x — 1) — 109 uM)

(x—=1)
x = Sattigung 0,1 = 10%

3.11 CD-SPEKTROSKOPIE

Der Anteil der Sekundarstrukturelemente von CA150 WW23 wurde mittels CD-
Spektroskopie an einem Jacso J-720 CD Spectrophotometer (Jasco, Inc., Easton,
Maryland) bestimmt. Hierzu wurde CA150 WW23 zunachst gegen CD-Puffer (20 mM
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NaPO, (pH 7.5), 50 NaF) dialysiert. Fur die Messung wurden 7 pM Protein (WW23) in
einer 1 mm Quarzkuvette eingesetzt. Das CD-Spektrum wurde im Bereich von 260-
190 nm (0.2 nm Schrittweite) aufgenommen. Die Messung erfolgte in CD-Puffer bei einer
Temperatur von 8°C. Als Referenz wurde ein Spektrum vom CD-Puffer aufgenommen,
welches anschlie@end von den Messdaten subtrahiert wurde. Fiur jeden spektralen
Datenpunkt wurden jeweils 20 Akkumulationen gemittelt. Die Auswertung des Spektrums
erfolgte mittels Dichroweb [125,126] unter Verwendung des Referenzdatensatzes 7
[125,164].

3.12 TRIPLE-SILAC PULLDOWN

Im Rahmen einer Proteomanalyse sollte die Frage beantwortet werden, ob WW23 im
Kontext des zellularen Proteoms auf Grundlage multivalenter Effekte andere
Bindungseigenschaften als die Einzel-WWs (WW2&WW3) besitzt. Zusatzlich sollte
dadurch auch die Bindungsaktivitit der WW-Varianten bestéatigt werden. Die
durchgefuhrte Proteomanalyse beruhte auf einer MS-basierten Quantifizierung von WW-
spezifischen Proteinen, die dazu nach dem SILAC-Prinzip (Stable isotope labeling with
amino acids in cell culture) [165] metabolisch markiert wurden (siehe Abbildung 14).

Zelllyse & Pulldown SDS-PAGE Massenspektrometrie
Heavy (H) mit

GST-WW3

— =

13CI5N Lys/13CI5N Arg 200 Light

116

Middle (M) 1 66

GST-Ww2 | Mix g Middle

::;l
- 1:1:1 36

2H Lys/3C Arg 31

21
Light (L) 14
— GST-WW23 6

Heavy

m/z

/11 11

|H|||DDW#H|

12C Lys/*2C Arg

Abbildung 14: Schema des Triple-SILAC-Pulldowns

Wahrend der Kultivierungsphase werden drei Hela-Zellpopulationen unterschiedlich metabolisch bzw.
isotopenspezifisch (Heavy, Middle, Light) markiert (Triple-SILAC). In Co-Préazipitationsexperimenten
(sogenannten Pulldowns) werden die entsprechenden Zelllysate anschlieRend mit GST-WW Fusionsproteinen
inkubiert. Danach werden die mit den WW2-, WW3- bzw. WW23 Interaktionspartnern angereicherten Co-
Prazipitate im Verhaltnis 1:1:1 gemischt und die vorhandenen Proteine mittels SDS-PAGE
molekulargewichtsabhéngig  separiert. Die  Proteine innerhalb  einzelner  Gelbanden  (bzw.
Molekulargewichtsbereiche, siehe Streifenmaske) werden dann tryptisch verdaut und mittels
Massenspektrometrie analysiert. Anhand der spezifischen Massendifferenzen zwischen identischen, aber
unterschiedlich isotopenmarkierten Peptiden wird dann deren relatives Verhaltnis quantifiziert.
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3.12.1 SILAC: KULTIVIERUNG DER HELA-ZELLEN

Die Kultivierung der Hela-Zellpopulationen wurde von Daniela Kosslick und die
Gewinnung der Zelllysate von Stefan Klippel (beide AG Freund) durchgefiihrt. Die
Kultivierung erfolgte in DMEM-basierten SILAC-Medien (Dulbecco's ModiWed Eagle
Medium) [165,166]. Das DMEM wurde dazu mit entsprechend isotopenmarkiertem Arginin
(21 mg/mL) und Lysin (48 mg/mL) in versetzt (siehe Tabelle 3.12.1).

Tabelle 3.12.1: SILAC-Isotopen

SILAC-Medium  Arginin Lysin Massedifferenz*

Light 2c 2c Arg0 + Lys0
Medium 13C6 2H4 Arge + Ly34
Heavy 13C615N4 13C615N2 ArglO + Ly38

* gegenlber der nattrlichen Isotopenzusammensetzung

3.12.2 PULLDOWN

Je 25 pL Glutathion-Sepharose-Beads (GE-Healthcare) wurden mit GST-WW2, GST-
WW3 bzw. GST-WW23 (jeweils 14 uM bzw. 3-fache Matrixsattigung) beladen und fir 2h
bei 4°C inkubiert. Anschliel3end wurden die Beads 3x mit kaltem PBS-Puffer gewaschen
und fiir 5 min bei 500xg und 4°C zentrifugiert. Nach Entfernung des PBS-Uberstandes
wurden die beladenen Beats mit je 4,5mg Hela-Zelllysat versetzt und Uber Nacht
rotierend bei 4°C inkubiert.

GST-WW?23 + Light Lysat
GST-WW?2 + Medium Lysat
GST-WW3 + Heavy Lysat

AnschlieRend wurden alle Ansatze 3x mit 1 mL eiskaltem PBS gewaschen und 5 min bei
500xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Ansétze im
Verhaltnis 1:1:1 vereint. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Beads mit
60 pL 5x Probenpuffer versetzt und 5 min bei 96°C inkubiert. AbschlieRend wurden die
Beats abfiltriert (Ultrafree® Centrifugal Unit 0.45 uM pore size, MILLIPORE) und das
Filtrat einer SDS-PAGE (Novex® 4-20% Tris-Glycine Gel 1.0 mm Gradienten-Gel)
unterzogen.

3.12.3 SILAC: MS-ANALYSE

> MS-Probenvorbereitung

Nach Coomassiefarbung wurden die Proteinbanden ausgeschnitten und zun&chst mit
dH,O, dann mit 50% (v/v) ACN in 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat und abschliel3end
mit 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat gewaschen. Danach wurden die Banden durch
Zugabe von ACN dehydriert und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.
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Durch Zugabe von je 0,05 pg Trypsin in 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat wurden die
Proteinbanden 17h bei 37°C enzymatisch verdaut. Danach wurde die Reaktion durch
Zugabe von 20 pL 0,5% (v/v) TFA in ACN gestoppt und die Proben einer 2 mindtigen
Ultraschallbehandlung  unterzogen. Der fliilssige Uberstand wurde in einer
Vakuumzentrifuge eingeengt. Der Rickstand wurde abschlielend durch Ultraschall
(3min) in 6 uL 5% (v/v) ACN, 0,1% TFA gel6st und bis zur MS-Analyse bei -20°C
gelagert.

> |C-MS/MS und Datenprozessierung

Die LC-MS/MS Analyse und die Datenprozessierung wurden von Dr. Michael Schimann
(AG-Krause) durchgefihrt.

Die tryptisch-verdauten Proteinfragmente wurden an einem LTQ-Orbitrap Hybrid-
Massenspektrometer (Thermo Fischer), ausgestattet mit einem reversed-phase capillary
liquid chromatography system (Eksigent 2D Nanoflow LC System, Axel Semarau GmbH),
vermessen. Die Identifikation und Quantifizierung der Proteine erfolgte mit dem MaxQuant
Software Packet (Version 1.0.12.31) [167]. Die generierten Peaklisten (msm files) wurden
dabei Uber einen MASCOT Server (Version 2.2, Matrix Science Ltd.) gegen eine humane
IPI Proteindatenbank (Version 3.52) abgeglichen. Bei der Proteinidentifikation wurden
Methionin-oxidationen und Acrylamidmodifikationen von Cysteinen beriicksichtigt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 KLONIERUNG WW-DOMANEN-CODIERENDER-VEKTOREN

Ein wichtiger Schritt fir das Studium der CA150 WW-Domanen und deren
Wechselwirkungen war die Herstellung T7-Promotor-basierter WW-codierender pET-
Vektoren durch biotechnologische Klonierungsarbeit. Durch den Einsatz entsprechender
Oligonukleotid-Kombinationen (vgl. Tabelle 4.1.1) sollten mittels PCR die bend6tigten DNA-
Fragmente, welche WW-Varianten unterschiedlichster Lange und WW-Kombination
(siehe Abbildung 15) codieren, gewonnen werden.

16 I 558
31 ) 558
128 ) 558
16 PEEEEE——) 450
128 EEE— 450

16 p—) 166 406 pEE—) 546
26 pm—) 166 406 EEE—— 558
)

31 166 331 558
40 —1 66 406 450
67 —166 450 -558

Abbildung 15: Ubersicht der WW-Domanen-Varianten

Schematischer Ausschnitt aus der CA150-Sequenz (Mitte), Die Pfeile reprasentieren die zur Klonierung
ausgewahlten CA150-Sequenzbereiche. Die Zahlen reprasentieren die Position der Aminosauren in CA150.
P: prolinreiche Region; WW: WW-Doméne.

Zwecks Optimierung der PCR-Bedingungen wurden Parameter, wie Template-, dNTP-
Oligonukleotid- und Magnesiumkonzentration variiert. Unter Verwendung von
Temperaturgradienten wurde der ,Annealing“-Schritt der PCR hinsichtlich maximaler
Produktausbeute optimiert. Die fir die Synthese der einzelnen WW-Sequenzen
verwendeten Oligonukleotide und die Ausbeute der entsprechenden PCR sind in der
nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 4.1.1: Ergebnisse der PCR's

Fragment  Oligonukleotid  Positionin PCR PCR Lé&nge

CA150_ CA150 1 2  [op] Domane
F1  fw 16,rev 167  16-166  +  + 504 WW1
F2  fw 26 rev 167  26-166 - . 459 wwi
F3  fw 3l rev 167  31-166  +  + 462 WW1
F4  fw 40,rev 167  40-166  +  + 435 WW1
F5  fw 67,rev 167  67-166  +  + 351 WW1
F6 fw_408, rev_548  406-546 + + 468  WwW23
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Fragment Oll%?fgloe_cmd Pc():sAltllc;er P(itR P(23R Lﬁ)np%e Doméne
F7 fw_408, rev_559  406-558 + + 510 wwz23
F8a fw_16, rev_450 16-450 - - 1302  Wwi12
F8 fw_128, rev_450  128-450 + + 987  WWw12
F9 fw_16, rev_559 16-558 - - 1671  Wwi123
F10 fw_31, rev_559 31-558 + + 1500 Ww123
F11 fw_331, rev 559  331-558 + + 702 Ww23
F12 fw_506, rev_559  506-558 + + 177  WW3
F13 fw_408, rev_450 406-558 + + 177 WW2
Fl14 fw_67, rev_559 67-558 + + 1491 Ww123

Gelistet ist das Ergebnis der PCRs, +: korrektes PCR-Produkt, - kein PCR-Produkt

Wie Tabelle 4.1.1 zeigt, war es trotz intensiver Bemihungen nicht mdglich die DNA-
Fragmente fur die Varianten F2 (26-166; WW1), F8a (16-450; WW12) und F9 (16-558;
WW123) herzustellen. Die erzeugten DNA-Fragmente der Ubrigen Konstrukte, wurden
unter Verwendung der Ligationsunabhangigen Klonierungsmethode (LIC) in verschiedene
E. coli Vektoren (pET30EKI/LIC; pET41EK/LIC; pCDF2EK/LIC) eingebaut. So entstandene
Plasmide wurden durch DNA-Sequenzierung (vorgenommen durch die Firma Invitec)
analysiert und unter Zuhilfenahme der Software VectorNTI® auf ihre korrekte
Basensequenz hin Uberpruift.

4.2 EXPRESSIONSANALYSE DER WW-VARIANTEN

Diverse Untersuchungen zur Optimierung der Expressionsausbeuten an WW-Varianten,
in denen sowohl Parameter, wie Temperatur, E. coli Expressionswirt und Dauer der
Expressionsphase, als auch die Menge des Induktionsmittels IPTG variierten, wurden wie
in Abschnitt 3.4.5 beschrieben durchgefiihrt. In Tabelle 4.2.1 sind die Ergebnisse dieser
Untersuchungen hinsichtlich der relativen Ausbeuten an |6slich Uberexprimierten
Zielproteinen zusammengestellt. Optimaler Expressionsstamm war E. coli BL21 (DE3)
Rosetta2. Die hdchsten Proteinausbeuten wurden bei einer IPTG-Konzentration von
1 mM, einer Expressionstemperatur von 25°C und einer Expressionsdauer von 18
Stunden erzielt.

Tabelle 4.2.1: Expressionslevel der WW-Varianten in ~ Vollmedium

WW-Variante AS Tag relative - WW-Variante
Expressionsstérke in LOsung
WW1-F1 16-166 S His + N
WW1-F3 31-166 S His + -
WW1-F4 40-166 S His + -
WW1-F5 67-166 S His ++ .
GST S His ++ +++
WW23-F6 406-546 S His +++ -
WW23-F7 406-558 S His +++ T+
GST S His +++ 4+
WW12-F8 128-450 S His + T+
GST S His + -

WW123-F10 31-558 S His - -
GST S His - -
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WW-Variante AS Tag relative WW-Variante
Expressionsstérke in LOsung
WW23-F11 331-558 S His + T
GST S His ++ S
506-558 His + +
WW3-F12 S His N -
GST S His ++ +44
406-558 His + +
WW2-F13 S His N -
GST S His ehaly +4+4

WW123-F14 67-558 GST S His - -

Die relative Expressionsstarke wurde auf Basis der Bandenintensitat der Zielproteine abgeschatzt
((-) keine; (+) geringe; (++) mittlere; (+++) starke Expression). Die Menge l6slich exprimierter WW-
Varianten wurde Uber den Vergleich der Bandenintensitdt des entsprechenden Zielproteins im
Totallysat und in der l6slichen Proteinfraktion abgeschétzt ((-) keine; (+)~10%; (++) ~50%; (+++) >90%
I6slich exprimiertes Zielprotein). S: S-Tag; GST: Glutathion-S-Transferase-Tag; His: (Histidin)s-Tag.
AS: Aminosaureposition in CA150

Trotz intensiver Bemiihungen war es nicht méglich die 3-WW-Domanen-Varianten F10
und F14 rekombinant in E.coli zu exprimieren. Die 2-WW-Domanen-Variante (WW12; F8)
konnten zwar erfolgreich, jedoch nur in geringen Ausbeuten rekombinant hergestellt
werden. WW12 konnte ebenfalls erfolgreich exprimiert werden, unterlag aber einem sehr
schnellen proteolytischen Abbau, welchem trotz Durchfiihrung der weiteren Arbeitsschritte
bei 4-12°C und durch die Zugabe von Proteaseinhibitoren (Complete® Protease Inhibitor
Mix (EDTA-frei)) nicht entgegengewirkt werden konnte. Dementsprechend wurde auf die
weitere Arbeit mit diesem Konstrukt verzichtet. Alle Einzel-WW-Varianten (WW1-F5,
WW2-F13 und WW3-F12) konnten rekombinant exprimiert werden, wobei bei den Einzel-
WW-Domaénen, welche neben dem His-Tag noch Uber einen Gluthathion-S-Sepharose-
Tag (GST-Tag) verfugten die besten Ergebnisse erzielt werden konnten. Lediglich die
Einzel-WW-Domédnen mit S- und Hexahistidin-Tag, sowie die mit zusatzlichem
Gluthathion-S-Sepharose-Tag (GST-Tag) waren zu 100% ldslich und konnten erfolgreich
aufgereinigt werden (vgl. Abschnitt 4.3).

Ein vergleichsweise sehr unterschiedliches Expressions- bzw. Ldslichkeitsverhalten
zeigten die beiden WW23-Varianten F6 und F7 (beide mit S His-Tag) (Abbildung 16). Die
mit einer C-terminalen Helix terminierte, um 12 Aminosduren langere WW23-Variante F7
konnte in E. coli erfolgreich in l6slicher Form hergestellt werden. Die kiirzere Variante F6
wurde zwar ebenso stark exprimiert wie F7, war aber unl6slich. Die C-terminale Helix
scheint demzufolge essentiell fur die l6sliche Expression eines WW23-Konstruktes zu
sein.
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Fé: WW23[406_546) F7: WW23[40675581
Gesamtprotein |6sliche Proteine Gesamtprotein |6sliche Proteine
Kkba 1 2 34 A B CD 123 4 ABCD 12 34 ABCD 12 34 AB CD
EEEEEBEEE 0 === rrrr AR -
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Abbildung 16: Vergleich der Léslichkeit von CA150 WW?23-F6 und CA150 WW23-F7

SDS-Gele aus der Expressionsanalyse von WW23-F6 und WW23-F7. Die Spuren 1-4 zeigen die Expression
in E.coli BL21 (DE3) und die Spuren A-D zeigen die Expression in E.coli BL21(DE3) Rosetta2. Aufgetragen
wurden der Gesamtproteinextrakt und der Idsliche Proteiniberstand nach Zentrifugation. Beide WW23-
Varianten zeigen in der SDS-PAGE ein deutlich verzogertes Laufverhalten, Entsprechend sind die
Proteinbanden nicht bei erwartungsgemaf 21 kDa (F6) bzw. 18 kDa (F7) lokalisiert, sondern oberhalb der
25 kDa Bande des Markerproteins (ca. 30 kDa, siehe Pfeil).

4.3 PRAPARATION DER WW-VARIANTEN

Alle WW-Varianten wurden, wie in Abschnitt 3.5.2 beschrieben, mittels IMAC Uber den
Hexahistidin-Tag aufgereinigt. In Abbildung 17 sind die Reinigungsschritte exemplarisch
fur WW23-F7 gezeigt. Uber eine Geffiltration wurde der Reinheitsgrad der isolierten

Proteine weiter erhoht und der Erfolg der Methode per SDS-PAGE (Abbildung 18)
dokumentiert.

» Reinigung von N**C-markierter WW23-F7

Aufschluss & IMAC | von WW23 TEV IMAC I
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Abbildung 17: IMAC und TEV-Spaltung von WW23

Das SDS-Gel zeigt verschiedene Schritte der Reinigung von *N'3C-markierter WW23. Neben dem
Proteinmarker wurden folgende Proben aufgetragen: H: Zellhomogenisat, D: Durchflussfraktionen der IMAC |
& 1l, Waschfraktionen, des 1. Waschschrittes (W1) und 2. Waschschrittes (W2), Eluatfraktionen der IMAC |
(E1, E2) und der IMAC Il (E), WW23 vor (-TEV) und nach TEV-Spaltung (+TEV, S). WW23*: Fusionsprotein

Mit Ausnahme der Einzel-WW-GST- (WW1-F5-, WW2-F13- und WW3-F12-GST) und der
Einzel-WW-S-His-Fusionsproteine (WW2-F13-S-His und WW3-F12-S-His) konnte der
Reinigungs-Tag bei allen WW-Varianten vollstindig abgespalten werden. Diverse
Versuche zur Abspaltung des GST- und GST-S-His-Tags der Einzel-WWs mit TEV-
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Protease, Enterokinase sowie Thrombin (Uber 1-3 Tage) schlugen fehl, da die Proteine
prazipitierten oder abgebaut wurden. Als Fusionsproteine konnten die Einzel-WW-GST-
Varianten aber erfolgreich in den SPOT-Analysen (Abschnitt 4.6.1) und im SILAC-
Pulldown (Abschnitt 4.7) eingesetzt werden.

Profil der Gelfiliration von WW23 Fraktionen nach der Gelfiltration
=1 kDa
\ | 116 -

“I %0pT21 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

"I 45 N
‘I 35w
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\I 18.4 &

/ij \LWMMM 14.4

Abbildung 18: Gelfiltration von WW23

Links: Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Gelfiltration von WW23. Es wurde eine 320 mL Superdex75
Saule mit 3 mL Probenvolumen beladen. Der Lauf erfolgte mit einer Geschwindigkeit von 1 mL/min. Das
Fraktionsvolumen betrug 4 mL, Die Fraktionen (21-32) innerhalb des gestrichelten Rechtecks wurden mittels
SDS-PAGE (Rechts) analysiert.

Alle WW-Varianten konnten stets als monomere Spezies separiert werden. Abgesehen
von den GST-Fusionsproteinen waren alle WW-Varianten relativ stabil und problemlos bei
-80°C lagerfahig. Die Handhabung der GST-Fusionsproteine gestaltete sich etwas
schwieriger, da diese relativ schnell prazipitierten und nur nach Zugabe von 50% Glyzerol
zum Puffer eingefroren werden konnten.

4.4 ANALYSE DER WW-VARIANTEN

Um beurteilen zu kénnen, welche WW23-Variante (WW23-F7 und WW23-F11) sich fur
die geplanten Bindungsstudien (NMR wund ITC) zur Untersuchung multivalenter
Interaktionen am besten eignen konnte, wurden diese zun&chst mittels heteronuklearer
2D Losungs-NMR-Spektroskopie beziglich ihres Faltungszustandes untersucht.
Ausschlaggebendes Kriterium war dabei die Anzahl und Dispersion von ‘H™N-
Kreuzsignalen innerhalb der 2D 'H™N-HSQC-Spektren entsprechend >N-markierter
Konstrukte. Die in Betracht kommende WW-Variante wurde zwecks Aufnahme
verschiedener 3D NMR-Spektren fur die sequentielle Zuordnung (siehe Abschnitt 3.7.1&
4.5.1) dann uniform N**C-markiert hergestellt. Der erzielte Isotopen-Anreicherungsgrad
(**N, *C) wurde massenspektrometrisch untersucht und mittels CD-Spektroskopie die
Sekundarstrukturanteile erfasst. Letzteres sollte insbesondere Erkenntnisse Uber die
strukturelle Beschaffenheit des Interdomanen-Linkers in WW23 liefern.
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4.4.1 NMR-SPEKTROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG DES FALTUNGS-
ZUSTANDES VERSCHIEDENER WW-VARIANTEN

Jedes Protein besitzt ein einzigartiges und charakteristisches *HN-HSQC-Spektrum,
welches im Ubertragenen Sinne auch als ,Fingerabdruck® eines Proteins bezeichnet wird.
Anhand der Anzahl, Frequenz und Dispersion der darin abgebildeten *H”N-Kreuzsignale
kénnen auch ohne eine Zuordnung Rickschlisse Uber den Faltungszustand und die
Erfolgsaussichten fiir eine sequentielle Resonanzzuordnung gezogen werden. Die 'Hy
und N chemischen Verschiebungen der Amidgruppen von in unstrukturierten bzw.
ungefalteten Sequenzbereichen lokalisierten Aminosauren unterscheiden sich, bezogen
auf einen Aminosauretyp, nur sehr wenig. Im 'HN-HSQC-Spektrum sind solche
Bereiche an sehr intensiven und stark tberlagerten Signalen im mittleren Spektralbereich
zu erkennen. Gut aufgeldste und tber einen grof3en Spektralbereich verteilte Signale sind
dagegen ein Zeichen fur das Vorhandensein von definierten Sekundar- und
Tertidrstrukturen. Fur eine erfolgreiche sequentielle Zuordnung sollte die Anzahl der
sichtbaren Signale (abziiglich der Signale von Seitenketten) mdglichst mit der Zahl der im
Protein vorhandenen Aminosauren korrelieren. Dabei ist zu beachten, dass Proline und
die N-terminale Aminogruppe grundsétzlich nicht im *H*>N-Spektrum detektiert werden. In
Abbildung 19 sind die 'H'N-HSQC-Spektren von 2 unterschiedlich langen WW23-
Varianten dargestellt.
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Abbildung 19: *H'°*N-HSQC-Spektren der WW23 Varianten F11 und F7

'H®N-HSQC Spektrum von uniform N markietem WW23-F11 (WW23s31558) (A) und WW23-F7
(WW23406-558) (B). Aufgenommen an einem 600 MHz Spektrometer bei 280K.

Obwohl WW23-F11 75 Aminosauren langer ist, als WW23-F7, sind in dessen Spektrum
bedeutend weniger Signale vorhanden, als im Spektrum von WW23-F7. Die Zahl der in
WW?23-F7 detektierten Kreuzsignale entspricht dagegen in etwa dem Erwartungswert.
Das 'H™N-HSQC von WW23-F7 zeigt dariiber hinaus eine erheblich bessere
Signaldispersion und eine differenziertere spektrale Signalverteilung. Alle weiteren
Untersuchungen wurden deshalb mit WW23-F7 durchgefiihrt.
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Da im Rahmen dieser Arbeit auch Interaktionsstudien mit einzelnen WW-Doménen
durchgefihrt werden sollten, wurde deren Faltungszustand ebenfalls NMR-
spektroskopisch untersucht. In Abbildung 20 sind die "H>N-HSQC-Spektren der beiden
erfolgreich rekombinant herstellbaren Einzeldomdnen WW1(-F5) und WW3(-F12)
dargestellt.
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Abbildung 20: *H'*N HSQC-Spektren von WW1-F5 und WW3-F12

'"H™N-HSQC Spektren von uniform °N markiertem WW1 (WW1e7.166, F5) (A) und WW3 (WW3s06.558, F12) (B).
Aufgenommen an einem 600 MHz Spektrometer bei 280K.

Die Spektren beider Proteine sind sehr gut aufgelost und die Anzahl der detektierten
Kreuzsignale entspricht jeweils dem Erwartungswert. Im HSQC von WW1 liegen auffallig
viele Signale im Bereich zwischen 8-9 ppm, was fur einen hohen Anteil a-helikaler
Strukturanteile sowie maoglicherweise auch unstrukturierter Bereiche spricht. Denkbar
wére, dass die in diesem Protein vorhandenen Polyprolin-Helices fur die ,helix-lastige”
Signalverteilung verantwortlich sind. Das HSQC von WW3 zeigt eine spektrale
Signalverteilung, wie fur ein aus gleichermallen a-helikalen und B-strangigen
Strukturanteilen bestehendes Protein zu erwarten ist. Das spricht gegen die Annahme von
Otte et al 2003 [80], nach der WW3 eine relativ unstrukturierte Doméane wére. Da in dem
von Otte et al. untersuchten WW3-Konstrukt die C-terminale a-Helix fehlt ist anzunehmen,
dass deren Anwesenheit fur die Faltung von WW3 essentiell ist.

4.4.2 MASSENSPEKTROMETRISCHE ANALYSE VON UNIFORM PN?3C-
MARKIERTER WW23-F7

Um den Anreicherungsgrad der Isotopen N und *C in rekombinantem, uniform **N*C-
markiertem WW23-F7 zu bestimmen wurde die fur die sequentielle Zuordnung (vgl.
Abschnitt 4.5.1) hergestellte Proteinprobe zunachst massenspektrometrisch analysiert.
Das Massenspektrum in Abbildung 21 zeigt 3 distinkte Spezies mit Massen von 9.444 Da,
18.900 Da und 37.679 Da. Da das berechnete Molekulargewicht von vollstandig *N**C-
markierter WW23-F7 18.875 Da betragt und ein methodenbedingter Messfehler von
+50 Da bertcksichtigt werden muss, ist die Spezies mit m =18.900 Da dem einfach
geladenen (m/z) und die Spezies mit m =9.444 Da dem zweifach geladenen (m/2z)




4. ERGEBNISSE
66

Molekulion von WW23-F7 zuzuordnen. Die dritte Spezies (m = 37.678 Da) kdnnte einem
WW?23-Dimer entsprechen. Da sich derartige artifizielle Dimere haufig wahrend des
lonisierungs-Prozesses bilden, kann hier keine Aussage dariber getroffen werden, ob die
Probe tatsachlich dimeres WW23-F7 enthielt. Mittels Analytischer Ultrazentrifugation
(AUZ) wurde diese Fragestellung deshalb noch genauer untersucht (siehe Abschnitt
4.8.4). Auf Basis des unteren Grenzwertes fir die Masse des einfach geladenen
Molekulions (18.850 Da) ergibt sich ein Anreicherungsgrad von mindestens 97,5%.
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Abbildung 21: Massenspektrum von uniform  °>N**C-markiertem WW23-F7

Das Signal hochster Intensitat wurde auf 100% normiert. Die Zahlen an den Signalmaxima geben die
korrespondierenden Molekulargewichte in Dalton an.

4.4.3 CD-SPEKTROSKOPISCHE SEKUNDARSTRUKTURANALYSE VON WW23-
F7

Um Informationen lber die Sekundarstrukturanteile von WW23-F7 zu gewinnen, wurde
ein CD-Spektrum des Proteins aufgenommen (siehe Abschnitt 3.11) und mit dem
internetbasierten Programm ,Dicroweb* [125,126] daraus die Anteile der erfassbaren
Sekundarstrukturen (a-Helix, B-Strdnge und Schleifen) ermittelt. Die Quantifizierung der
Sekundarstrukturanteile erfolgte mit dem ,CDSSTR-Algorhytmus” [168] auf Basis der CD-
Spektren  von Referenzproteinen mit  bekannten Sekundéarstrukturanteilen
(Referenzdatenbank 7). Durch eine iterative Kombination von Teilbereichen
verschiedener Referenzspektren wird das gemessene CD-Spektrum moglichst genau
rekonstruiert und daraus die entsprechenden Sekundarstrukturanteile des untersuchten
Proteins abgeleitet. Abbildung 22 zeigt das experimentell gemessene und das
rekonstruierte CD-Spektrum.
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Abbildung 22: Uberlagerung des realen und des rekon  struierten CD-Spektrums von WW23

Der Verlauf des gemessenen CD-Spektrums ist durch Punkte, das mittels CDSSTR-Algorhytmus*
rekonstruierte CD-Spektrums als durchgehende Linie dargestellt.

Das experimentell gemessene CD-Spektrum konnte nahezu vollstdndig durch ein
rekonstruiertes CD-Spektrum abgebildet werden. Daher ist anzunehmen, dass die im
Protein tatsachlich vorhandenen Sekundarstrukturelemente relativ genau bestimmt
wurden. Die Resultate der Analyse sind in Tabelle 4.4.1 dargestellt.

Tabelle 4.4.1: Mit "CDSSTR" berechnete Sekundarstru  ktur-Anteile von WW23

WWwW23
a-Helix 4%
B-Strang 33%
Schleife 22%
unstrukturiert 40%
nrmsd* 0,028

* Normalized root-mean-square-deviation [169]

Ein Vergleich der berechneten Sekundarstrukturelemente in WW23-F7 mit den PDB-
Strukturinformationen von WW2 und WW3 (WW2-PDB-Code 1EOL; WW3-PDB-Code
2DK7) (siehe Abbildung 23) zeigt vergleichbare Anteile an a-Helix.

GAGATAVSEWTEYKTADGKTYYYNNRTEESTWEKPQELKEKEKLEEKIKEPIKEPSEE
PLPMETEEEDPKEEPIKEIKEEPKEEEMTEEEKAAQKAKPVATAPIPGTPWCVVWTGD
ERVFFYNPTTRLSMWDRPDDLIGRABNMBEIEE PPHKK

a-Helix B-Strang Schleife Unstrukturiert ~ unbekannt
5% 20% 11% 26% 38%

Abbildung 23: Bekannte Sekundarstrukelemente in WW2  3-F7

Unstrukturierte Anteile sind grau, o-helikale rot, 3-Stang und Schleifen Bereiche sind gelb bzw. griin
hinterlegt. Die Regionen der WW-Domanen (WW2 und WW3) wurden unterstrichen.
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Somit kann davon ausgegangen werden, dass sich innerhalb des Interdomé&nenlinkers
keine a-helikalen Strukturelemente befinden. Vergleicht man den (B-Strang-Anteil von
WW23-F7 mit WW2 und WW3 wird deutlich, dass dieser in WW23-F7 gréRer ist, als die
Summe der B-Strang-Anteile von WW2 und WW3. Es erscheint daher wahrscheinlich,
dass in WW23 zuséatzliche B-Strang-Elemente vorliegen. Diese koénnten an den
Doménengrenzen, im Interdomanen-Linker oder in beiden Bereichen lokalisiert sein. Da
die unstrukturierten Anteile und Schleifen in WW23 zusammen ca. 62% ausmachen,
muss der Interdomanen-Linker aber auch unstrukturierte Bereiche enthalten.

4.5 NMR-SPEKTROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

Fur die Ldsungs-NMR-spektroskopische Untersuchung von Proteinen muss die zu
untersuchende Probe einige Voraussetzungen erfullen. Da die Methode relativ
unempfindlich ist, werden, abh&ngig vom Experimenttyp, recht hohe Protein-
konzentrationen bendtigt. Die erforderlichen Proteinkonzentrationen bewegen sich in
einem Bereich von 0,05 mM fur die Aufnahme von *H®*N-HSQC-Spektren bis >0,5 mM fiir
die Aufnahme von Triple-Resonanz-Spektren. Fir viele NMR-Experimente missen die
Proteine zudem uniform mit den Isotopen **N (*H°N-HSQC) bzw. **N und **C (Triple-
Resonanz-Spektren) markiert sein. Zusatzlich missen die Proteine sehr rein vorliegen
(>90% Reinheitsgrad) und wahrend der oft mehrere Tage dauernden Messungen stabil
bleiben. Bei der Untersuchung der WW-Domanen hat sich zudem herausgestellt, dass
hier tiefere Temperaturen (7-14°C) zu qualitativ besseren Spektren fihren.

4.5.1 SEQUENTIELLE ZUORDNUNG VON WW23-F7

Um molekildynamische Eigenschaften erfassen und die mit dem jeweiligen prolinreichen
Peptidliganden interagierenden Aminosauren der WW-Domanen identifizieren zu kénnen,
war es zwingend erforderlich, die 'H\®N-Resonanzen von WW23-F7 den entsprechenden
Aminosauren sequentiell zuzuordnen. Dazu wurden eine Reihe verschiedener 3D-
Spektren fiir die Sequentielle Zuordnung der "Hy-, *°N-, *Cq-, **Cg- und **Co-Resonanzen
aufgenommen (siehe Abschnitt 3.7.1). Auf Basis dieser Spektren konnten ca. 75% der
'H'®*N-Korellationen sequentiell eindeutig zugeordnet werden (siehe Abbildung 24 &
Abbildung 25, vollstdndige Resonanzliste im Anhang, Tabelle 6.2.1).
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Abbildung 24: Zugeordnetes HSQC-Spektrum von WW23-F 7

Gezeigt ist ein "H°N-HSQC-Spektrum von WW23-F7 aufgenommen an einem 750 MHz-Spektrometer bei
287K.
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Abbildung 25: Zugeordnete *H™N-Korellationen von WW23-F7

Aminosauren mit eindeutig zugeordneten *H'°N-Korellationen sind griin, nicht zugeordnete AS rot und Proline
grau hinterlegt. Das in der Wildtypsequenz N-terminal vorhandene Leuzin wurde durch Einflihrung der
Erkennungssequenz der TEV-Protease durch Glycin ersetzt. Die laut UniProt-Datenbank (Eintrag:
TCRG1_HUMAN) zu den Doméanen gehérenden Aminosauren sind unterstrichen.

Die sequentielle Zuordnung der Resonanzen im Bereich des Interdomanen-Linkers erwies
sich auf Grund der Haufigkeit sehr @hnlicher Sequenzabschnitte und der vielen Proline
als schwierig. Zwar konnten viele Resonanzen zu einem Spinsystem verknupft, der
korrespondierende Aminosauretyp aber nicht eindeutig identifiziert werden. Da die
Resonanzen der einzelnen WW-Domanen fast vollstdndig identifiziert werden konnten,
wurde aus zeitlichen Griinden auf weitere Zuordnungsstrategien bzw. NMR-Experimente
zur Vervollstandigung der Zuordnung des Linkerbereiches verzichtet.
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4.5.2 STRUKTURDYNAMISCHE EIGENSCHAFTEN VON WW23-F7

Durch die Messung der Longitudinalen (R1) und transversalen (R2) Relaxationsraten der
®N-Amidstickstoffkerne, sowie durch die Messung der heteronuklearen *HN-NOE-
Verstarkung (*°N-HetNOE) sollte die Dynamik des Proteinriickgrates von WW23-F7 in Ab-
und Anwesenheit eines interagierenden PP-Peptides ndher charakterisiert werden (3.7.3).
Auf Basis einer ,modellfreien Herangehensweise (,Model-free-Approach” [156,159-163])
konnten aus der Kombination dieser Daten strukturdynamische Eigenschaften abgeleitet
werden, ohne die Art und Amplitude der der Dynamik zu Grunde liegenden
Bewegungsmodi genau zu kennen. Zur Beschreibung der lokalen Dynamik einer
Aminosaure innerhalb des Peptidriickgrates wurde der sogenannte ,Orderparameter” (S2)
berechnet. Sein Wert stellt ein Maf3 fur die strukturelle Beweglichkeit der betrachteten
Aminosaure dar und umfasst einen Wertebereich von 0 (sehr dynamischer Rest) bis 1
(sehr rigider Rest). Die Berechnung von S? erfolgte mit dem Programm ,Tensor2“ [158].
Die dieser Analyse zu Grunde liegenden, experimentell ermittelten, N-basierten
Relaxationsraten bzw. *>N-HetNOE’s und die daraus berechneten Orderparameter sind in
Abbildung 26 (WW23) bzw. Abbildung 27 (WW23 mit Peptid) zusammengefasst.
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Abbildung 26: °N-Spinrelaxationsdaten und Orderparameter von WW23-  F7

Gezeigt sind Plots der experimentell ermittelten Werte, der longitudinalen (A) und der transversalen (B) *°N-
Spinrelaxationsraten, der *H>N-NOE's (C) und der berechneten Orderparameter (D). Alle Werte sind gegen
die entsprechende Sequenzposition aufgetragen. Die Fehlerbalken entsprechen absoluten Fehlerwerten. Die
Werte sind fir WW?2 rot, fiir den Interdoménen-Linker dunkelgrau, fir WW3 griin und fiir die C-terminale Helix
blau dargestellt. Alle **N-basierten Spinrelaxationsdaten wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei 280K
aufgenommen.
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Die Relaxationsdaten (*°N-R1, *°N-R2, ®*NHetNOE, $?) von WW23-F7 deuten darauf hin,
dass die funktionell zur WW2-Doméne gehdrende Aminosauresequenz C-terminal langer
ist, als in der UniProt-Datenbank angegeben (Eintrag: TCRG1_HUMAN). Die S?-Werte
von L¥, K*, K* und E** sind >0,8 und somit einem rigiden Strukturelement zuzuordnen,
welches durchaus noch Teil der WW2-Doméne sein kénnte. Ab K** nimmt die Mobilitat
deutlich zu (5% =0,72; HetNOE = 0,51) und steigt bei den nachfolgenden Aminosauren
weiter an. Das deutet darauf hin, dass sich die C-terminale WW2-Domé&nengrenze
zwischen E* und K* befindet. Wie der abrupte Anstieg der Rigiditat zwischen E°
(52 =0,40) und W' (52 = 0,78) zeigt, liegt die N-terminale Doménengrenze von WW2
genau vor W™,

Die N-terminale Doménengrenze von WW3 kann aufgrund der unvollstidndigen
Zuordnung im Bereich von K® bis V*® nicht exakt lokalisiert werden. Wie in Abbildung 26D
erkennbar ist, liegen die S?-Werte aller in diesem Sequenzabschnitt zugeordneten
Aminosauren (E®, E®, M®, A% A% K®, A%) jedoch oberhalb von 0,9. Fiir ein isoliertes,
nur 10-15 Aminosduren langes Sequenzelement ist eine so geringe Mobilitdt eher
unwahrscheinlich, sodass davon auszugehen ist, dass dieser Sequenzbereich fest mit
WW3 assoziiert sein muss. Der mittlere S?2-Wert der definitiv zu WW3 gehorenden Reste
(siehe Tabelle 4.5.1), welcher ebenfalls grofRer als 0,9 ist, bestéatigt diese Annahme

zusétzlich. Diese Argumentation gilt auch fur die C-terminale a-Helix (L™'-1'*

), deren
mittlerer S2-Wert 0,96 betragt. Demnach scheint der gesamte Sequenzbereich von E®* -
I funktionell der CA150-WW3-Doméne zugeordnet zu sein. Mit Tensor2 wurden fir
WW23-F7 sowie fir die 2 distinkten, auf Basis der Orderparameter eingegrenzten
Einzeldoméanen zusatzlich die Rotationskorrelationszeiten (T.) berechnet (siehe Tabelle
4.5.). Da die T, die Gesamtdynamik einer jeweils betrachteten Struktureinheit abbildet,
sollte deren Vergleich Informationen dartber liefern, ob sich die Domanen unabhangig
voneinander bewegen kdnnen oder nicht. Fir diese Berechnung wurden It. Tensor2-
Anleitung nur Reste mit *®N-HetNOE’s groRer oder gleich 0,7 herangezogen. Da die
Struktur von WW23 unbekannt ist, wurde ein isotroper Diffusionstensor angenommen
(Kugelmodell). Dabei stellte sich heraus, dass WW3 eine scheinbar langere T, besitzt
(19,4 ns), als das Gesamtprotein (18,7 ns). Das ist ein physikalisch unsinniges Resultat
und bedeutet, dass WW23 keinen isotropen Diffusionstensor besitzen kann und demnach

nicht durch ein Kugelmodell zu beschreiben ist.

Tabelle 4.5.1: % und T, von WW23-Strukturelementen

Sequenzabschnitt MW o T, o
s’ [ns]

1-154 Gesamt 0,80 10,22 18,7 10,15

10-42 WW2 0,86 10,11 17,7 10,22

43-83 Linker 0,55 0,18

84-146 WW3 0,93 10,10 19,4 10,20

137-146  C-terminale Helix 0,97 +0,04
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Abbildung 27: N Relaxation von WW23 in Interaktion mit CA_P1

Gezeigt sind Plots der experimentell ermittelten Werte, der longitudinalen (A) und der transversalen (B) °N-
Spinrelaxationsraten, der *H>N-NOE's (C) und der berechneten Orderparameter (D). Alle Werte sind gegen
die entsprechende Sequenzposition aufgetragen. Die Fehlerbalken entsprechen absoluten Fehlerwerten. Die
Werte sind fir WW?2 rot, fiir den Interdoménen-Linker dunkelgrau, fir WW3 griin und fiir die C-terminale Helix
blau dargestellt. Alle **N-basierten Spinrelaxationsdaten wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei 283K
aufgenommen.

Durch die Zugabe des potentiell multivalenten Peptidliganden CA_P1 verandert sich die
lokale Dynamik innerhalb beider WW-Doménen z.T. erheblich (vgl. Abbildung 27 &
Tabelle 4.5.1) und wird im Mittel deutlich grofer.

Tabelle 4.5.11: §% und T, von WW23 in Interaktion mit CA_P1

Sequenzabschnitt MW o T, o
s’ [ns]

1-154 Gesamt 0,66 0,16 17,3 0,20

10-42 WW2 0,71 +0,17 14,7 0,29

43-83 Linker 0,60 10,16 - -

84-146 WW3 0,67 0,14 23,8 10,33

Da sich die Messtemperatur und Zusammensetzung der Proben in den Experimenten mit
und ohne Peptid unterscheiden, kdonnen die gemessenen Daten jedoch nicht direkt
miteinander verglichen werden. Zulassig ist hier nur der Vergleich der relativen
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Dynamikunterschiede zwischen WW?2, Linker und WWa3 der Probe ohne Peptid mit denen
der Probe mit Peptid.

WWw23 WW23+ CA_P1
1.2 - , — S
1.0 - l —
0.8 l i
. i I o
o 0.6 4--------- Y EaEEEEEEEEE S L B
0.4 4
0.2 +--
0.0 T T ) [l ¢ T T 1
WWw2 Linker Ww3 WW2 Linker WW3

Abbildung 28: Vergleich der Dynamikeigenschaften vo n WW23 mit und ohne Peptidliganden

Gezeigt sind die fur einzelne WW23-Sequenzbereiche (WW2(10.42), Linkers.gs und WW3(gs.146)
ermittelten mittleren Orderparameter S? (Punkte) inklusive des Bereichs der einfachen
Standardabweichung (Balken) bei Abwesenheit (links) und Anwesenheit (rechts) von CA_P1.

Wie der in Abbildung 28 gezeigte Vergleich der mittleren S2-Werte der einzelnen
Sequenzelemente deutlich macht, fiihrte die Anwesenheit des Peptides zu einer
Angleichung der mittleren lokalen Dynamiken von WW?2, Linker und WW3. Das kdnnte ein
Indiz dafiir sein, dass die beiden WW-Doménen gleichzeitig mit dem multivalenten CA_P1
interagieren und dadurch strukturell und dynamisch gekoppelt sind. Daflr spricht auch der
etwas hohere mittlere S2-Wert des Linkers (5% = 0,6 mit Peptid; S? = 0,55 ohne Peptid).
Leider lasst sich diese These nicht Gber einen Vergleich der Rotationskorrelationszeiten
belegen (siehe Tabelle 4.5.11), da auch der WW23-CA_P1-Komplex keinen isotropen
Diffusionstensor besitzt (T.-WW23 < T.-WW3).
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4.6 UNTERSUCHUNG VON MONOVALENTEN UND MULTIVALENTEN
SF1prs/CA150 W w-WECHSELWIRKUNGEN

Der Spleilfaktor 1 (SF1) ist ein bedeutender Interaktionspartner von CA150 [112]. Die
Wechselwirkung beider Proteine stellt eine wichtige Verbindung zwischen der
Transkriptionsmaschinerie und dem SpleiRapparat der Zelle her [115]. Goldstrom et al.
haben bereits 2001 gezeigt, dass die Interaktion durch die Bindung prolinreicher
Sequenzen aus SF1 an die WW1- und WW2-Doménen aus CA150 vermittelt wird [112],
konnten die interagierenden Sequenzmotive aber nicht eindeutig lokalisieren. Zur
Eingrenzung der entsprechenden Sequenzmotive wurde in einer systematischen Peptid-
SPOT-Analyse daher als erstes gepruft, welche Teilbereiche der SFlprs-Sequenz an
welche WW-Doméne binden kdnnen. Auf Basis dieser Analyse wurden dann 3 in SFlpgrs
vorkommende Peptidsequenzen und ein kinstlich aus 2 prolinreichen Sequenzmotiven
zusammengesetztes Peptid ausgewéhlt und mittels NMR-Titration sowie ITC-
Experimenten deren Affinitdt und Spezifitdt zu verschiedenen CA150yw-Varianten
untersucht.

4.6.1 SPOT-ANALYSE

Um alle potentiell in der SF1prs-Sequenz vorkommenden und an mindestens eine der 3
CA150ww-Doméanen bindenden prolinreichen Sequenzmotive zu erfassen, wurde die
SF1lprs-Sequenz durch 18, jeweils 20 Aminoséuren lange, sich teilweise N- und C-
terminal Uberlappende Peptidsequenzen auf einer SPOT-Membran abgebildet und mit
verschiedenen CA150ww-Varianten inkubiert (siehe Abschnitt 3.6.4). Ziel dieser Analyse
war es dariber hinaus, mono- und bivalente Peptide zu finden, welche die Tandem-WW-
Doméne (WW23) starker oder schwacher als die Einzeldoménen (WW2 u. WW3) binden
und sich daher besonders fir das Studium multivalenter Effekte eignen kénnten. Da die
gebundenen WW-Doménen Uuber eine Kombination aus primdrem AntiGST (Z5)
Antikdrper (Kaninchen) und sekundarem HRP-gekoppelten Anti-Kaninchen IgG Antikorper
mittels Chemilumineszenz (Peroxydase-Substrat) detektiert wurden, Kkorreliert die
Intensitéat der Spots mit der Bindungsaffinitat zwischen Peptid und WW-Variante. In
Abbildung 29 ist das Ergebnis der SPOT-Analyse zusammengefasst.
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SFO01 Peptide CA150 WwW
WW1 WW2 WW3 WW23
Seq1: 361 T-T-Q-S-R-P-P-W-M-N-S-G-P-S-E-S-R-P-Y-H 380 = ¥ -
Seq2: 418 N-G-P-P-P-P-W-M-Q-P-P-P-P-P-M-N-Q-G-P-H 437 *® o
Seq3: 426 Q-P-P-P-P-P-M-N-Q-G-P-H-P-P-G-H-H-G-P-P 445 >

Seq4: 434 Q-G-P-H-P-P-G-H-H-G-P-P-P-M-D-Q-Y-L-G-S 453

B

Seq5: 458 S-G-V-Y-R-L-H-Q-G-K-G-M-M-P-P-P-P-M-G-M 477 -
Seq6: 469 M-M-P-P-P-P-M-G-M-M-P-P-P-P-P-P-P-S-G-Q 488 -

Seq7: 478 M-P-P-P-P-P-P-P-S-G-Q-P-P-P-P-P-S-G-P-L 497 L3 ,
Seq8: 488 Q-P-P-P-P-P-S-G-P-L-P-P-W-Q-Q-Q-Q-Q-Q-P 507 ® -
Seq9: 497 L-P-P-W-Q-Q-Q-Q-Q-Q-P-P-P-P-P-P-P-S-SS 516 4 W W
Seq10: 500 W-Q-Q-Q-Q-Q-Q-P-P-P-P-P-P-P-S-S-S-M-A-S 5719 @ @ " &
Seq11: 507 P-P-P-P-P-P-P-S-S-S-M-A-S-STPLPW-Q 526 # * @ &
Seq12: 541 |-P-P-W-Q-Q-Q-Q-A-A-A-A-A-S-P-G-A-P-Q-M 560 -
Seq13: 545 Q-Q-Q-Q-A-A-A-A-A-S-P-G-A-P-Q-M-Q-G-N-P 564

Seq 14: 566 M-V-P-L-P-P-G-V-Q-P-P-L-P-P-G-A-P-P-P-P 585 ® =

Seq 15 574 Q-P-P-L-P-P-G-A-P-P-P-P-P-P-P-P-P-G-S-A 593 ® ® =»

Seq 16: 581 A-P-P-P-P-P-P-P-P-P-G-S-A-G-M-M-Y-A-P-P 600 - :
Seq17: 598 A-P-P-P-P-P-P-P-P-M-D-P-S-N-F-V-T-M-M-G 617 -

Seq 18: 620 V-A-G-M-P-P-F-G-M-P-P-A-P-P-P-P-P-P-Q-N 639 % W

Abbildung 29: SPOT-Analyse von SF1-prolinreichen Pe  ptiden und CA150-WWs

Gezeigt ist das Ergebnis der SPOT-Analyse mit prolinreichen Peptiden aus SF1 (links: AS-Sequenzen, Zahlen
stehen fiir die Sequenzposition in SF1). Relative Intensitatsunterschiede zwischen den Spots spiegeln relative
Affinitatsunterschiede zwischen den WW-Varianten und den fixierten prolinreichen Peptiden wieder.

Die SPOT-Analyse zeigt, dass entgegen der bisherigen Annahme von Goldstrohm et al.
[112] alle drei WW-Doménen an die SFlpgs binden kdnnen. Dartber hinaus wird deutlich,
dass die drei Domanen unterschiedliche Bindungspréaferenzen besitzen. Drei starker
wechselwirkende Bereiche der SF1prs lassen sich deutlich abgrenzen: SF1zg1.445; SF1460-
526 UNA SF1s66.630. WW1 bindet Motive in diesen drei Bereichen nur schwach, wohingegen
WW2 und WW3 eine deutlich hohere Affinitdt, aber auch eine geringere Spezifitat
aufweisen. Interessanterweise bindet Seql gut an WW1 und WW3, aber kaum an WWwW2
und WW23. Diese Sequenz enthdlt zwar ein putatives WW-Bindemotiv (RPPW), da die
geringe Affinitdt zu WW23 jedoch ein artifizieller Effekt sein konnte, wurde Seq 1 nicht in
weiteren Experimenten eingesetzt. Ein dhnliches Verhalten zeigte auch Seq 12. Dieses
Peptid wird nur von WW3, nicht aber von WW23 gebunden und enthalt ein ahnliches
putatives Bindemotiv (IPPW). Die Sequenzen 2, 3, 5-7, 14, 15 und 18 zeigten putative
Multivalenzeffekte. Das heifdt, sie binden an WW23 starker als an die Einzeldomanen.
Besonders deutliche Effekte zeigten Seq 3, Seq 5 und Seq 7, sodass diese fur weitere
Studien ausgewahlt wurden (siehe Tabelle 4.6.1). Seq 8 enthalt ein bekanntes (PPPPP)
und ein putatives (PLPP) Bindemotiv fur WW-Domanen, bindet an WW2, WW3 und
WW23, zeigt aber keinen Multivalenzeffekt. Um in weiteren Experimenten zu prifen ob
PLPP tatsachlich ein WW-Bindemotiv darstellt, wurde ein analoges, aber leichter zu
synthetisierendes (keine polyQ-Sequenz) Peptid kreiert (siehe Tabelle 4.6.1).
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Tabelle 4.6.1: Ausgewéhlte SF1-PP-Peptide

Bezeichnung Sequenz AS kDa GST-
WW2 Ww3 ww23
SF1 P1 QPPPPPMNQGPHPPGHHGPP-NH; 426-445 2,070 L ] ;
SF1 P2 SGVYRLHQGKGMMPPPPMGM-NH; 458-477 2,169 > 9
SF1 P3 MPPPPPPPSGQPPPPPSGPL-NH; 478-497 1,939 . ‘
SF1_P4 * d. 2067 | @ *
- HPPPPPSHYGPLPPWHQK-NH, n.a. :

* Sequenz wurde in Anlehnung an SF1-PPgs.s507) Synthetisiert; ** SPOT-Analyse zu SF1(gs-507)

Die Verwendung von SF1_P2 gestaltete sich dufRerst schwierig, da das Peptid stark
hygroskopisch war und bereits wéhrend der Einwaage verklumpte. Deshalb wurde auf die
weitere Arbeit mit SF1_P2 verzichtet. In Tabelle 4.6.11 sind die Ergebnisse der SPOT-
Analyse in Beziehung zu den bekannten WW-Bindemotiven (nach Otte et al. [80]) gezeigt.

Tabelle 4.6.11: Analyse der SPOT-Ergebnisse bezigli  ch bekannter WW-Bindemotive

o
s £ . f 53 )
~ s s
361-380 > - - - S ++ + 4+ +
418-437 - - - X - ++ ++ +++
426-445 - - s X - ++ + +++
434-453 - - - - - - - + +
458-477 - - - - - - - + +
469-488 - - - - X - ++ + +++
478-497 - - - - X + ++ + +++
488-507 - X* - - X + ++ ++ +++
497-516 - - - - X ++ ++ ++ ++
500-519 - - - - X + ++ + ++
507-526 - - - - X + + +++ ++
541-560 - - - - - - - + -
545-564 - - - - S 5 5 - -
566-585 - X - - - - ++ + T+
574-593 - X* - - X ++ ++ + +++
581-600 - - - - X - ++ + ++
598-617 - - - - X - ++ + ++
620-639 - - - - X ++ +++ + ++

Analyse der jeweils in den untersuchten Peptiden enthaltenen bekannten WW-Bindemotive (nach Otte et al.
[80]). Die linke Spalte reprasentiert die Position der Peptidsequenz in SF1. X: Motiv vorhanden, X*: Motiv
reverse vorhanden, (-) Motiv nicht vorhanden, Rechts: (-) keine Reaktion; (+) schwache, (++) mittlere,
(+++) starkere Spotintensitat (vgl. Abbildung 29)
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Wie die Ubersicht zeigt, enthalten die ausgewdahlten SFlprs-Peptide zwei bekannte
Bindemotive fur WW-Doménen (PPLPp & (p/®)PPPPP). Erstaunlicherweise zeigt sich
hier, dass die CA150yws (WW2&WW3) auch das reverse Motiv von PPLPp: PLPP binden.
Bekanntermal3en bevorzugt WW2 5er Prolin-Sequenzen ((p/®)PPPPP) bindet aber auch
an PPR- ((p/®)P(p/g)PPpR; (p/®)PP(R/K)gpPp) und PPLP(p)-Motive [98]. Diese SPOT-
Analyse bestatigt, dass WW2 eine Praferenz fur (p/®)PPPPP- und PPLP(p)-Motive hat.
Die WW3 konnte bisher nicht eindeutig in eine der klassifizierten Gruppen eingeordnet
werden, da sie Bindungseigenschaften verschiedener Gruppen aufzeigt (z.B. PPxY) [98]
Es wird daher vermutet, dass sie eher promiskuitiv mit einem breiten Repertoire an
prolinreichen Motiven wechselwirken kann. Wie oben bereits angefthrt, scheint WW3
aber mit den putativen Bindemotiven IPPW und RPPW zu interagieren.

4.6.1.1 Synthetische Einzel-WW-Varianten (WW2 und W W3)

Da WW?2 nur als His-Fusionsprotein und WW3 lediglich in kleinsten Mengen rekombinant
hergestellt werden konnte, wurde die Strategie verfolgt, die Einzeldomanen synthetisch
herzustellen. Erste ITC-Titrationsexperimente (siehe Abbildung 30) zeigten jedoch nur fur
WW 2 nineiiscn, Nicht jedoch fur WW3gynmetisch die erwartete Wechselwirkung zum Peptid
SF1_P3 (vgl. Tabelle 4.6.1).
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Abbildung 30: ITC-Interaktionsexperimente mit WW2u  nd WW3

Gezeigt sind die Thermogramme und Bindungsisotherme der ITC-Experimente mit SF1_P3 und Einzel-WW-
Varianten. Titriet wurden A: 2 mM SF1_P3 (MPPPPPPPSGQPPPPPSGPL-NH,) in Puffer
(Kontrollexperiment), B: 2 mM SF1_P3 in 0.2 mM WW 2synthetisch, C: 2 MM SF1_P3 in 0.2 mM WW 3synthetisch und
D: 0,80 mM SF1_P3 in 0.085 mM WW 3,ekombinant- Die Messungen erfolgten bei 7°C. Die Auswertung erfolgte
mittels Origin® Software.

Ein Kontrollexperiment mit einem rekombinant erzeugten WW3-S-His-Fusionsprotein
bestétigte, wie zuvor die SPOT-Analyse, dass eine Wechselwirkung zwischen SF1_P3
und WWS3 stattfindet (vgl. Abbildung 30D). Auf Grund der geringen WW3-Konzentration
(85 pM) waren die thermodynamischen Effekte klein und das Signal zu Rausch-Verhéltnis
entsprechend gering.
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Da die synthetische WW3 im Gegensatz zur rekombinant hergestellten Domé&ne nicht
aktiv war, wurde der Faltungszustand beider Proteine NMR-spektroskopisch Utberprift.
Abbildung 31 zeigt die zu diesem Zweck aufgenommenen *H-Spektren.

Fﬂ aplh A

ww wk

100 .95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 ppm

Abbildung 31: 1D- *H-Spektren der synthetischen und der rekombinanten WW3

'H-Spektrum von WW3iekombinant (Qriin) und WW3synmetiscn (Schwarz). Aufgenommen an einem 600 MHz
Spektrometer bei 280K.

Die Spektren beider Proteine zeigen deutliche Unterschiede. Die scharfen Signale im
Bereich von 8,5-6 ppm im Spektrum von WW 3gnmeiisch deuten auf vorwiegend ungefaltetes
Protein hin. Auch die drei gut aufgelosten Signale der Tryptophanseitenketten (um
10 ppm) im Spektrum der rekombinanten WW3 fehlen im Spektrum von WW3getisch-
Lediglich ein schwaches breites Signal ist vorhanden. Das bestatigt die Vermutung, dass
die synthetische WW3 einen anderen Faltungszustand einnimmt, als das rekombinante
Protein. Damit erklart sich auch die Inaktivitat von WW 3gynineisch IMm zuvor durchgefuhrten
ITC-Experiment.

Zum Studium der monovalenten Einzel-WW-Interaktionen wurde daher ein anderer
Ansatz verfolgt (siehe Abschnitt 4.6.2.1.)
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4.6.2 'H™N-HSQC-TITRATIONSEXPERIMENTE MIT WW23

Die Losungs-NMR-Spektroskopie ist eine etablierte Methode zur Untersuchung von
Interaktionen zwischen Proteinen und kleinen Peptid-Liganden, insbesondere, wenn diese
Interaktionen eher schwacher Natur sind. Durch den Einsatz uniform N-markierten
Proteins, kénnen dessen Signale, sowie eine durch eine Protein-Peptid-Interaktion
auftretende Signalveranderung detektiert werden. Da die meisten *H>N-Korellationen von
WW23 zugeordnet werden konnten (siehe Abschnitt 4.5.1), war es mdglich die an der
Interaktion beteiligten Aminoséuren zu identifizieren. Das Ziel dieser Experimente bestand
weniger in der Bestimmung einer Bindekonstante fir die einzelnen WW-PRS
Interaktionen, sondern vielmehr sollten diese Experimente Aufschluss dartiber geben, ob
eine oder beide Domanen in WW23 mit dem Peptid wechselwirken. Dazu stellte sich die
Frage, ob sich die Peptidzugabe auch auf die *Hy"™N chemischen Verschiebungen von
Aminoséauren im Linker-Bereich auswirkt. Veranderungen der chemischen Umgebung des
Linkers kdnnten ein Hinweis fir eine strukturelle Verdnderung in diesem Bereich sein.

Abbildung 32 zeigt Uberlagerungen der *H**N-HSQC-Spektren von *N-markierter WW23
(c =50 pM) bei An- und Abwesenheit eines 10-fachen Uberschusses an SF1_P1 (A),
SF1 _P3 (B) und SF1_P4 (C). Hier wird deutlich, dass alle drei Peptide mit WW23
interagieren, da sich die 'Hy™N chemischen Verschiebungen vieler Kreuzsignale
signifikant verandern.

Die GrofRe der peptidinduzierten Signalverdnderungen wurde systematisch analysiert
(siehe Abschnitt 3.7.2) und auf die Sequenz abgebildet (siehe Abbildung 33).
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Abbildung 32: 'H™N-HSQC-Spektren von WW23 in An- und Abwesenheit ver schiedener

SF1 Peptide

Uberlagerung von *HN-HSQC-Spektren aus NMR-Titrationsexperimenten. WW23 (¢ =50 uM) in
Abwesenheit vom Peptidliganden (schwarz), WW23 in Anwesenheit eines 10-fachen Uberschusses von
SF1_P1 (rot), SF1_P3 (blau), SF1_P4 (grun). Aufgenommen an einem 600 MHz Spektrometer bei 280K.
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Abbildung 33: Analyse der Anderung der  'H™N chemischen Verschiebungen von WwW23
nach Peptidzugabe

Die peptidinduzierten Differenzen der 'H™N chemischen Verschiebungen (AG'H™N) von Ww23
Kreuzsignalen wurden gegen die entsprechende Sequenzposition aufgetragen. Die Differenzen der zur
WW24u.37-Kerndoméne gehodrenden Resonanzen sind rot, die zur WW3(0s.136-Kerndoméne gehdrenden
Resonanzen grun und alle anderen Resonanzen schwarz dargestellt.

Abbildung 33 ist klar zu entnehmen, dass jeweils beide WW-Domé&nen, mit den getesteten
Peptiden (SF1_P1, SF1_P3 & SF1_P4) interagieren. Dariber hinaus wird deutlich, dass
SF1 _P1 (A) und SF1 _P3 (B) die chemische Umgebung der WW2-Doméne deutlich
starker beeinflussen als die der WW3-Domédne. SF_P1 scheint mit WW3 nur sehr
schwach zu interagieren. Diese Beobachtungen sind konform mit den Ergebnissen der
SPOT-Analyse (siehe Tabelle 4.6.1).

Interessanterweise zeigt auch das S°° des Linker-Bereichs bei allen drei Titrations-
experimenten eine starke Anderung seiner Chemischen Verschiebung. AuRerdem ist in
allen 3 Peptid/WW-Interaktionen eine Anderung der Chemischen Verschiebung N-
terminal vor WW3 gelegener Resonanzen (A'®, T*, A'%) erkennbar. Das deutet, neben
den Ergebnissen der Untersuchung der Strukturdynamischen Eigenschaften von WW23
(Abschnitt 4.5.2) zusatzlich darauf hin, dass die Reste A'®, T' und A'® Teil der WW23-
Domane sind.

Da die dreidimensionalen Strukturen von WW2 und WW3 bekannt sind (WW2:
PDB: 1EOL, WW3: PDB: 2DK7), konnten die peptidinduzierten *Hy"°N chemischen
Verschiebungsdifferenzen direkt auf die entsprechenden Strukturen abgebildet werden.

Die Absolutwerte der Chemischen Verschiebungsdifferenzen wurden dazu in
verschiedene Wertebereiche eingeteilt und anhand einer Farbskala dargestellt. Dadurch
konnten die Interaktionsstellen zwischen WW-Doméane und Peptid auf der
Proteinoberflache visualisiert werden (siehe Tabelle 4.6.1II).
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Tabelle 4.6.11I: Starke der peptidinduzierten Signa  Iverschiebungen
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Gezeigt sind die Strukturen von WW2 (PDB: 1EO0L) und WW3 (PDB: 2DK7). Die gewichteten Vektorbetrage
der peptidinduzierten Anderungen der "H\"N chemischen Verschiebungen der WW23-Resonanzen wurden,
abhéngig vom Betrag, verschiedenfarbig auf die Strukturen geplottet. Die verwendeten Farben reprasentieren
verschiedene Wertebereiche der peptidinduzierten Signalverschiebungen (siehe Farbskala).

Die Strukturplots in der Tabelle zeigen deutlich, dass alle drei SF1-Peptide (SF1_P1,
SF1_P3und SF1_P4) mit nahezu dem gleichen Oberflachenbereich von WW2 bzw. WW3
wechselwirken. Da die Betrage der peptidinduzierten Signalverschiebungen (siehe
Farbskala in Tabelle 4.6.1ll) in Kombination mit der Zahl der betroffenen Reste (vom
Peptid beeinflusste Proteinoberflache) qualitativ die Starke der Interaktion wiederspiegeln,
erlauben die Strukturplots zusétzlich eine Aussage Uber die Affinitat der interagierenden
Spezies.
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Demzufolge interagieren die Peptide SF1_P1 und SF1_P3 deutlich starker mit WW2 als
mit WW3. Die Wechselwirkung beider Peptide zu WW3 scheint zudem relativ unspezifisch
zu sein, da jeweils nur ein sehr kleiner Bereich der Domé&ne an der Bindung beteiligt ist.
SF1_P4 interagiert weniger stark mit WW2, hat aber eine hohere Affinitat zu WW3 und
scheint mit dieser Doméane auch eine spezifischere Wechselwirkung einzugehen, als die
anderen Peptide.

Da diese Untersuchung keine quantitativen Aussagen zur Bindungsstarke (Kq) erlauben,
kénnen jedoch keine Aussagen Uber Multivalenzeffekte getroffen werden. Die Affinitaten
der Peptidliganden wurden daher in ITC-Experimenten bestimmt (siehe Abschnitt 4.6.4).
Um dabei mono- von bivalenten Effekten differenzieren zu kénnen war es zwingend
erforderlich, WW23-Mutanten zu erzeugen, in denen jeweils eine der beiden WW-
Domanen inaktiv ist.

4.6.2.1 Erzeugung von WW23-Mutanten

WW23- knockout-Mutanten“ haben gegeniber der Untersuchung der Einzel-WW-
Doménen den Vorteil, dass die Affinitdten von WW2 und WW3 separat erfasst werden
konnen, ohne die globale Struktur bzw. die Doméanenorganisation von CA150-WW23 und
damit die strukturelle Basis potentieller Multivalenzeffekte zu zerstéren. Zur Inaktivierung
einer WW-Doméane wurde jeweils das charakteristische Tryptophan der xP*-
Bindungstasche (vgl. Abbildung 34) durch Alanin ersetzt (vgl. Abschnitt 3.3.10).
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Abbildung 34: Bindungstaschen WW2 und WW3

Gezeigt sind die Strukturen von WW2 (PDB: 1EOL, links) und WW3 (PDB: 2DK7, rechts). Die ,xP*“-
Bindungstasche der WW-Doméne wurde in den Strukturmodellen und im Sequenzausschnitt (unten) Rot
(WW?2) bzw. Grin (WW3) hervorgehoben. Die umrahmten Sequenzabschnitte bilden die drei WW-typischen
B-Strang-Bereiche aus.

Die erzeugten WW23-Mutanten (WW23 W32A und WW23_W131A) wurden unter
vergleichbaren Kultivierungsbedingungen ebenso stark wie der Wildtyp (WW23 WT)
exprimiert und die Proteine zeigten in der SDS-PAGE die gleiche Laufverzégerung (vgl.
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Abbildung 35). Die Reinigungsbedingungen von WW23 konnten erfolgreich fur die WW23-
Mutanten dbernommen werden.

WW23 WT  WW23 W32A WW23 W131A
| 3

Abbildung 35: Vergleich der Expressionsstarke von W W23 WT und WW23-Mutanten

Aufgetragen wurde der I8sliche Proteiniiberstand vor (0) und nach 18-stiindiger Expression (I) von WW23 WT,
WW23_W32A und WW23_W131A.

Um den erfolgreichen Austausch der Tryptophane zu bestatigen und um zu prifen, wie
sich die Punktmutationen jeweils auf die Gesamtstruktur auswirken, wurden von beiden
Mutanten HSQC-Spektren aufgenommen und mit dem Spektrum des Wildtyps verglichen
(siehe Abbildung 36 & Abbildung 37).
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Abbildung 36: Uberlagerung der HSQC-Spektren von WW 23 WT und WW23_W32A

Das HSQC-Spektrum von WW23 WT ist schwarz, das von WW23_W32A grau dargestellt. Beide Spektren
wurden an einem 600 MHz-Spektrometer bei 280K aufgenommen.
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Da sich die 'H*®N-HSQC-Spektren vom WW23 WT und der Mutante WW23_W32A sehr
ahnlich sind (vgl. Abbildung 37), ist anzunehmen, dass auch die Tertiarstruktur beider
Proteine vergleichbar ist. Die zu W?3¥ gehérenden NH-Kreuzsignale fehlen
erwartungsgemalf im Spektrum von WW23_W32A. Zudem sind viele NH-Kreuzsignale
von WW2-Resonanzen im Spektrum verschoben (vgl. Abbildung 36, rote Kreise), da sich
durch den Austausch von Tryptophan durch Alanin die chemische Umgebung
benachbarter Reste in der WW2 andert. Interessanterweise verlieren einige Kreuzsignale
von N-terminal vor WW3 (K%, A%, A T A% ynd C-terminal nach Ww3 (L**', G**%)
lokalisierten Resonanzen, sowie die Kreuzsignale zweier WW3 Resonanzen (G'%, G'*°)
2.T. deutlich an Intensitat (vgl. Abbildung 37, griine Kreise). Auch das S* Kreuzsignal im
Linker und 4 weitere, sequentiell nicht zugeordnete Signale des Linkerbereichs verlieren
deutlich an Intensitat. Zusatzlich sind drei weitere nicht zugeordnete Kreuzsignale leicht
verschoben (vgl. Abbildung 37, griine Kreise). Die W32A-Mutation wirkt sich demnach
nicht nur auf unmittelbar benachbarte Reste in WW2 aus, sondern fuhrt auch zu
Verédnderungen der chemischen Umgebung von Resten innerhalb des Linkers und der
WW3-Doméne. Das legt die Vermutung nahe, dass WW2 und WWa3 in direkter Interaktion
stehen und dass die Punktmutation in WW2 die Eigenschaften der Interaktionsflache
verandert. Dadurch konnten die Dynamik der WW2/WW3-Interaktion und/oder die
Konformation von WW3 beeinflusst sein.
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Abbildung 37: Uberlagerung der HSQC-Spektren von WW 23 WT und WW23_W131A

Gezeigt ist eine Uberlagerung der HSQC-Spektren vom WW23 WT (schwarz) und WW23 W131A (grau)
aufgenommen an einem 600 MHz-Spektrometer bei 280K.
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Die HSQC-Spektren von WW23_W131A und WW23 WT sind sich ebenfalls sehr ahnlich
(siehe Abbildung 39). Im Spektrum der W131A-Mutante fehlen erwartungsgemalid die
Kreuzsignale des Tryptophans (W*"). Die Kreuzsignale verschiedener WW3-Resonanzen
sind auf Grund der mutationsbedingt veranderten chemischen Umgebung verschoben
(vgl. Abbildung 37, blaue Kreise). Gleichzeitig sind auch Kreuzsignale von Resonanzen
verschoben, welche sich N-terminal (K*®, A'®, T* A'%) bzw. C-terminal (L**" D, 1*°)
vom WW3103.136-Kernbereich befinden (vgl. Abbildung 37, rote Kreise). Diese Reste sind
demnach strukturell eng mit dem WW3-Kernbereich gekoppelt. Das ist, zusatzlich zu dem
Ergebnis aus der Untersuchung der strukturdynamischen Eigenschaften von WW23
(siehe Abschnitt 4.5.2), ein weiterer Hinweis dafir, dass diese Reste struktureller
Bestandteil von WW3 zu sein scheinen. Analog zur W32A-Mutation, beeinflusst auch die
W131A-Mutation das NH-Signal von S*. Interessanterweise und im Gegensatz zum
W32A-Austausch verandert die W131A-Mutation jedoch nicht die Signalintensitat,
sondern die chemische Verschiebung von S°°. Die W131A-Mutation verdndert auch die
chemische Verschiebung von 11 weiteren, sequentiell nicht zugeordneten Kreuzsignalen
des Linkerbereiches (vgl. Abbildung 37, griine Kreise) und wirkt sich auch geringfugig auf
die chemischen Verschiebungen von A, Y?* und W* innerhalb der WW2-Doméne aus.
Zusammen deuten die betrachteten spektralen Unterschiede zwischen dem Wildtyp und
der W131A-Mutante stark darauf hin, dass WW2 und WW3 in Interaktion stehen und dass
diese Interaktion durch den Austausch von W131 gegen Alanin verandert wird.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung der beiden punktmutierten Proteine zeigte
Ubereinstimmend, dass die Mutationen die globale Struktur zwar wenig beeinflussen, im
gesamten Protein aber eine Reihe lokaler Strukturverédnderungen bewirken. Da sich die
Punktmutation einer WW-Doméane jeweils auch auf den Linker und die andere WW-
Doméne auswirken, ist davon auszugehen, dass alle drei Strukturelemente miteinander in
Interaktion stehen mussen.

4.6.3 NMR-TITRATIONSEXPERIMENTE MIT CA150 WW23-MUTANTEN

Um die Bindungsfahigkeit bzw. die Inaktivitat der mutierten WW-Domdanen zu testen,
wurden NMR-Titrationsexperimente durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 2D-'H™N-
Korellationsspektren (HSQCs) von 'N-markierter WW23-M (WW23_W32A oder
WW23 W131A, je ¢ =50 uM) bei An- und Abwesenheit eines 10-fachen Uberschusses
an SF1_P1, SF1_P3 bzw. SF1_P4 aufgenommen (siehe Anhang Abbildung 52 &
Abbildung 53).

Die GroRe der peptidinduzierten Veranderungen der *Hy**N chemischen Verschiebungen
wurde, wie in Abschnitt 3.7.2 beschrieben, systematisch analysiert, Intensitats-
veranderungen von 'H'°N-Kreuzsignalen wurden jedoch nicht betrachtet. Da die
dreidimensionalen Strukturen von WW2 und WW3 bekannt sind (WW2: PDB:1EOL, WW3:
PDB: 2DK?7), konnten die peptidinduzierten *Hy"N chemischen Verschiebungsdifferenzen
direkt auf die entsprechenden Strukturen abgebildet werden. Dazu wurden die
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Differenzen der gewichteten NH-Vektoren (siehe Abschnitt 3.7.2) in verschiedene
Wertebereiche eingeteilt und anhand einer Farbskala dargestellt. Dadurch konnten die
Interaktionsstellen zwischen WW-Doméane und Peptid auf der Proteinoberflache
visualisiert und entsprechend die Aktivitat der nicht mutierten und die Inaktivitat der
mutierten WW-Domane veranschaulicht werden (siehe Tabelle 4.6.IV-Tabelle 4.6.VI).

Tabelle 4.6.1V: Starke der SF1_P1-induzierten Signa Iverschiebungen
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Gezeigt sind die Strukturen von WW2 SPDB: 1EOL) und WW3 (PDB: 2DK7). Die gewichteten Vektorbetrage
der peptidinduzierten Anderungen der Hn"°N chemischen Verschiebungen der WW23-Resonanzen wurden,
abhéngig vom Betrag, verschiedenfarbig auf die Strukturen geplottet. Die verwendeten Farben reprasentieren
verschiedene Wertebereiche der peptidinduzierten Signalverschiebungen (siehe Farbskala).

Da die verwendeten Farben im Prinzip die Stéarke der Interaktion wiederspiegeln (siehe
Farbskala in Tabelle 4.6.1V), erlauben die Strukturplots zusatzlich eine qualitative
Aussage Uber die Affinitéat der interagierenden Spezies. Die Strukturplots in der Tabelle
zeigen deutlich, dass SF1_P1 mit der gleichen Oberflache der funktionellen WW2 in
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WW23 und WW23_W131A wechselwirkt, die Affinitat zur WW2 in WW23_W131A jedoch
starker ist. Die Inaktivierung von WW3 in WW23 W131A scheint sich positiv auf die
Affinitat zwischen WW2 und SF1_P1 auszuwirken. Ahnliches gilt fir WW3. Durch die
Mutation W32A, wird die Bindung von WW2 an SF1_P1 verhindert (vgl. Tabelle 4.6.1V,
WW23 W32A), gleichzeitig verstarkt sich, im Vergleich zur Wildtypsituation, die
Interaktion zur WW3 leicht. Die Strukturplots der WW3 der WW23_W131A-Mutante
zeigen lediglich einen kleinen Interaktionsbereich zum Peptid. Da dieser nicht mit der
charakteristischen SF1_P1-Interaktionsoberflache (vgl. Tabelle 4.6.1ll) Ubereinstimmt,
kann davon ausgegangen werden, dass die Bindungsfahigkeit von WW3 praktisch
vollstandig ausgeschaltet werden konnte (siehe auch Anhang, Abbildung 55).

Tabelle 4.6.V: Starke der SF1_P3-induzierten Signal verschiebungen
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Gezeigt sind die Strukturen von WW2 (PDB: 1EOL und WW3 (PDB: 2DK7). Die gewichteten Vektorbetrage
der peptidinduzierten Anderungen der "H\"N chemischen Verschiebungen der WW23-Resonanzen wurden,
abhéngig vom Betrag, verschiedenfarbig auf die Strukturen geplottet. Die verwendeten Farben reprasentieren
verschiedene Wertebereiche der peptidinduzierten Signalverschiebungen (siehe Farbskala).
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Ahnliches gilt fir die Wechselwirkung der WW3 in WW23_W131A mit SF1_P3. Dabei ist
anzumerken, dass eine kleine Interaktionsflache zum Peptid bestehen bleibt, diese aber
wesentlich kleiner ist als in WW23 (vgl. Tabelle 4.6.V). Die WW2 in WW23_W32A ist
dagegen nicht mehr in der Lage an SF1_P3 zu binden, dafir verstarkt sich die Affinitat
der WW3 von WW23 W32A zu SF1_P3 gegenuber der Wildtypsituation. Die WW2 in
WW23 W131A bindet ebenfalls etwas besser an SF1_P3. So flhren die Mutationen auch
bei der Wechselwirkung mit SF1_P3 zu leicht erhdhten Affinitdten der bindungsaktiven
WW-Doménen (siehe auch Anhang, Abbildung 56).

Tabelle 4.6.VI: Starke der SF1_P4-induzierten Signa Iverschiebungen
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Gezeigt sind die Strukturen von WW2 (PDB: 1EOL) und WW3 (PDB: 2DK7). Die gewichteten Vektorbetrage
der peptidinduzierten Anderungen der Hn"°N chemischen Verschiebungen der WW23-Resonanzen wurden,
abhéngig vom Betrag, verschiedenfarbig auf die Strukturen geplottet. Die verwendeten Farben reprasentieren
verschiedene Wertebereiche der peptidinduzierten Signalverschiebungen (siehe Farbskala).

In der Interaktion mit SF1_P4 zeigen beide Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WW23)
leicht veranderte Bindungsmuster. Durch die Mutation und Inaktivierung einer WW-
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Domane wird die Affinitdt der funktionellen WW-Doméne zu SF1 P4 erhoht, aber das
Peptid bindet anders an die WW-Domanen-Oberflache.

Die Bindung von SF1_P4 an WW2 in WW23 _W32A konnte vollstdndig unterdriickt
werden. Demgegeniber besteht noch eine sehr schwache Wechselwirkung zwischen
SF1_P4 und der WW3 von WW23_W131A. Vergleicht man diese aber mit der zur WW3
in WW23, so kann von einem nahezu vollstandigen Funktionsverlust der WW3
ausgegangen werden (siehe auch Abbildung 57 im Anhang).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass durch die jeweilige Mutation (WW2: W32A,
WW3: W131A) die entsprechende WW-Doméne praktisch vollstandig inaktiviert werden
konnte. WW23 W32A und WW23 W131A sind daher uneingeschrankt fur die
kalorimetrische Bestimmung der Bindungsstarken (Ky) zwischen der jeweils noch intakten
WW-Doméane (WW2 bzw. WW3) und den SF1-Peptiden nutzbar.

4.6.4 ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE

In allen chemischen Reaktionen wird Energie in Form von Wé&rme erzeugt oder
verbraucht, man spricht dabei von exothermen bzw. endothermen Reaktionen. Die
Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) bietet durch die direkte Detektion dieser
Reaktionswarmen  Zugang zu thermodynamischen = Parametern  wie  der
Reaktionsenthalpie (AH), der Reaktionsentropie (AS) und der freien Gibbsenergie (AG®)
sowie der Stochiometrie und der Dissoziationskonstante interagierender Spezies. Vortell
der Methode ist, dass die zu untersuchenden Spezies chemisch nicht modifiziert oder
isotopenmarkiert werden missen und frei in Losung diffundieren kénnen.

Dass die SF1-Peptide SF1_P1 und SF1_P3 sowie das kunstliche, aus der SF1-PRS-
Sequenz abgeleitete, potentiell bivalente Peptid SF1_P4 mit beiden WW-Domanen in
CA150-WW?23 interagieren, konnte bereits durch die NMR-Titrationen in Abschnitt 4.6.2
gezeigt werden. Unklar blieb dabei jedoch, ob die Peptide separat bzw. monovalent an die
WW-Domanen binden oder ein Peptidmolekil mit beiden Domé&nen gleichzeitig und damit
bivalent wechselwirkt. Bei bekannter Aktivitdt der eingesetzten Spezies (Protein und
Peptid) und bekanntem Reaktionsmechanismus, wéare diese Frage mittels ITC-
Experimenten prinzipiell zu beantworten. Da jedoch die Aktivitéat der eingesetzten Proteine
und Peptide unbekannt war und sich deren aktive Konzentration auf Grund der
schwachen Wechselwirkungen nicht zufriedenstellend aus den Bindungsisothermen
ableiten liel3en, erlaubten die ITC-Experimente in diesem Fall jedoch keine verlasslichen
Aussagen Uber die tatséchliche Reaktionsstdchiometrie. Erschwerend kommt hinzu, dass
bei der Betrachtung der stochiometrischen Verhéltnisse auch bericksichtigt werden
misste, dass monovalente und bivalente Interaktionen gleichzeitig Auftreten und somit zu
einem Gemisch verschiedener Protein-Peptidkomplexe fiihren kénnen. Denkbar wére die
Bildung der Komplexe: (WW2pepia)-WW3, (WW 2pepiia)-(WW 3pepiia), WW2-(WW 3pepiia),
(WW23pepia). Aus diesen Grinden konnten fur die Unterscheidung von mono- und
bivalenten Interaktionen nur die Dissoziationskonstanten herangezogen werden.
Ausschlaggebendes Kriterium fir die Annahme einer bivalenten Wechselwirkung, war
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eine signifikant héhere Affinitdt zwischen Peptid und Wildtypprotein, als zwischen Peptid
und den WW23-Mutanten.

Da der genaue Reaktionsmechanismus unbekannt war, und auch kein Modell zur
Verfiigung stand, mit welchem eine Kombination aus mono- und bivalenten Interaktionen
beschrieben werden konnte, wurden alle Bindungsisotherme mit einem 1 zu 1 Modell
gefittet. Die kalorimetrischen Messungen wurden entsprechend der in Abschnitt 3.9.
dargestellten Vorschrift durchgefuhrt und unter Verwendung der Programme Origin 7.0
(Origin Lab®) und SEDPHAT 9.4 [134-140] ausgewertet.

Alle WW-Peptid Interaktionen sind sehr schwach mit Bindekonstanten im mikromolaren
Bereich. Da die Reaktionswérmen sehr gering waren, wurden hdhere Proteinmengen
(100-400 pM) und Peptidkonzentrationen (bis 3 mM) als fir die ITC Ublich, eingesetzt. So
konnte ein K4-Bereich bis zu einem oberen Limit von ca. 1 mM abgedeckt und das Signal
zu Rausch-Verhaltnis optimiert werden. Auf Grund der schwachen Interaktionen konnte
oftmals jedoch keine vollstdndige Proteinsattigung erreicht werden. Dariber hinaus
erzeugten die hohen Peptidkonzentrationen z.T. grof3e Verdinnungswarmen.
Entsprechend war fur die Auswertung der Messdaten die SEDPHAT-Software
vorteilhafter, da die Verdinnungswarme/-kalte dort als zusatzlicher Fit-Parameter
einbezogen werden konnte. Zudem konnten mit SEDPHAT durch Monte-Carlo-Analyse
die Konfidenzintervallgrenzen fir Ky und AH bestimmt werden. Da die Bindungsisotherme
wegen des unvorteilhaften c-Wertes nur unvollstdndig durch Messwerte abgebildet
werden konnten, sind die AH- und AS-Werte mit einer groRen Unsicherheit behaftet und
nur der Vollstéandigkeit halber angegeben.

Die Resultate der Titrationsexperimente sind in den Tabelle 4.6.VIl bis Tabelle 4.6.1X
dargestellt.

Tabelle 4.6.VII: ITC-Ergebnisse der WW-SF1_P1 Inter aktion

SF1_P1L: AG AH T*AS K
QEPPPRMNQGPHPPGHHGPP [kcalimol]  [kcalimol]  [kcalimol]  [uM]
o 16 252

’ wwas 4 -(21-13) 12 (352-582)

< wwas waza n.B. n.B. n.B >> 1.000
@ 13 807

- wwaz wizia - et 9 e

Die Best-Fit Werte und die 95% Konfidenzintervalle (in Klammern) der Titrationen von WW23; WW23_W32A
und WW23 W131A mit SF1_P1. Alle Bindungsisotherme einer Titrationsreihe wurden Global gefittet und per
Monte Carlo Analyse anschlieBend die Konfidenzintervalle ermittelt.

Die Ergebnisse der WW/SF1_P1-Titration in Tabelle 4.6.VII zeigen deutlich, dass SF1_P1
an WW2 bindet (Kq=807 uM), aber nur sehr schwach mit WW3 wechselwirkt
(Kq >> 1 mM). Das ist konsistent mit den Resultaten aus der SPOT-Analyse (Tabelle 4.6.1)
und der NMR-Titration (Tabelle 4.6.1V). Ebenfalls konform mit der SPOT-Analyse bindet
SF1_P1 deutlich besser an den Wildtyp (K4: 452 uM) als an WwW23_W131A (WW?2).
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Die NMR-Titration lie3 zwar darauf schliel3en, dass das Peptid eher schwéacher an den
Wildtyp bindet als an WW23_W131A, indizierte aber auch, dass SF1_P1 mdglicherweise
unspezifisch bzw. sehr schwach mit WW3 wechselwirkt. Die hier ebenfalls detektierte,
sehr schwache WWa3/SF1_P1-Interaktion konnte daher Teil einer bivalenten
Wechselwirkung und damit die Ursache fiir die beobachtete Affinitdtserhdhung sein.

Denkbar wére, dass dieser schwache Beitrag die Wahrscheinlichkeit einer korrekten
Orientierung zwischen WW2 und SF1_P1 erhoht und dadurch deren Assoziation
begulnstigt.

Tabelle 4.6.VIII: ITC-Ergebnisse der WW-SF1_P3 Inte raktion

SF1_P3: AG AH -T*AS Kg
MPPPPPPPSGQPPPPPSGPL [kcal/mol]  [kcal/mol]  [kcal/mol] [uM]
M stz = -(;7) 2 (495-560)
'(/’@' WW23_W32A -4 -(1-61-31)1) S (50?3;08)
@‘\/h WW23 W131A b -(1_31-10) 6 (1014-5]:.;48)

Die Best-Fit Werte und die 95% Konfidenzintervalle (in Klammern) der Titrationen von WW23; WW23_W32A
und WW23 W131A mit SF1_P3. Alle Bindungsisotherme einer Titrationsreihe wurden Global gefittet und per
Monte Carlo Analyse anschlieBend die Konfidenzintervalle ermittelt.

Die Ergebnisse der WW/SF1_P3-Titration in Tabelle 4.6.VIIl zeigen deutlich, dass
SF1_P3 den Wildtyp deutlich affiner bindet (Kq= 55 uM) als die einzelnen WW-Domanen
(WW2: Kyq = 123 uM; WW3: K4 = 634 uM). Das ist konsistent mit den Resultaten aus der
SPOT-Analyse (Tabelle 4.6.1) und der NMR-Titration (Tabelle 4.6.V). Bei dieser
Wechselwirkung handelt es sich mit grof3er Wahrscheinlichkeit um eine bivalente
Interaktion.

Im Gegensatz zu den beiden zuvor betrachteten Peptiden gestaltete sich die
kalorimetrische Untersuchung der WW/SF1_P4-Interaktion bedeutend schwieriger. Erste
Titrationsexperimente mit SF1_P4 (HPPPPPSHYGPLPPWHQK) zeigten zum einen sehr
starke Verdinnungseffekte, zum anderen konnte das Protein nicht vollstandig geséattigt
werden (siehe Abbildung 38A).
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Abbildung 38: Thermogramm der ,klassischen* und der reversen WW23+SF1_P4 Titration

Thermogramm der Titration von A 2 mM SF1 P4 in 0,2 mM WW23 und B 1,5 mM WW23 in
0,15 mM SF1-P4 (reverse Titration). Gemessen wurde an der VP-ITC (A) und an der ITCzq (B) bei 7°C.

Das Thermogramm dieser Titration lie3 sich nicht zufriedenstellend auswerten. und ergab
eine unverhdltnismaRig schwache Bindekonstante von 393 uM. Diese fiel deutlich
schwéacher aus als die NMR-Titrationsexperimente (vgl. Tabelle 4.6.VI) vermuten liel3en.
Offensichtlich wurden die Reaktionswarmen durch die starken Verdinnungseffekte stark
verfalscht. Um dieses Problem zu umgehen wurden die Titrationsexperimente dann
revers durchgefihrt, wodurch die Verdiinnungseffekte stark reduziert werden konnten. Die
Titration des Wildtyps in SF1_P4 zeigte dennoch reproduzierbar ein ungewohnliches
Thermogramm. Nachdem die Reaktion zundchst exotherm verlief, wurde ab einer
WW/Peptid-Stdchiometrie von 1 dem System plotzlich Energie entzogen und die Reaktion
schien endotherm zu verlaufen (vgl. Abbildung 38B wund Abbildung 39).
Interessanterweise konnte dies nicht bei der Bindung an die Mutanten beobachtet werden
(vgl. Abbildung 39).
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Abbildung 39: ITC-Plots der Interaktionen von WW23(  -M) mit SF1_P4

Gezeigt sind die Thermogramme (oben), Bindungsisotherme (Mitte) und die Residuen (unten) aus den
Titrationen von (A) 1,5 mM WW?23, (B) 1,5 mM WW23_W32A und (C) 1,78 mM WW23_W131A in 0,15 pM
SF1_P4. Gemessen wurde an der ITCzq bei 7°C

Die Ergebnisse der globalen Auswertung der entsprechenden Messreihen sind in Tabelle
4.6.I1X zusammengefasst.

Tabelle 4.6.1X: ITC-Ergebnisse der WW-SF1_P4 Intera ktion

SF1_P4: AG AH “T*AS Kq
HPPPPPSHYGPLPEWHQK [kcallmol]  [kcal/mol]  [kcal/mol] [UM]
2 39
BB wws e 6 (TEE 2 e
A wwzs waza rey 6 i -4 I
B+ ww2s_wisiA_rev 5 22 3 a0

Die Best-Fit Werte und die 95% Konfidenzintervalle (in Klammern) der Titrationen von WW23; WW23_W32A
und WW23 W131A mit SF1_P4. Alle Bindungsisotherme einer Titrationsreihe wurden Global gefittet und per
Monte Carlo Analyse anschlieBend die Konfidenzintervalle ermittelt.

Wie die Daten in Tabelle 4.6.IX zeigen, bindet SF1_P4 mit vergleichbarer Affinitdt an
Ww2 (WW23_W131A: K4 =59 uM), WW3 (WW23_W32A: Ky=39 uM) und an das
Wildtypprotein (WW23: K4 = 39 uM). Eine bivalente Wechselwirkung zwischen Peptid und
Wildtypprotein scheint somit ausgeschlossen.
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4.7 TRIPLE SILAC PULLDOWN-EXPERIMENT

Um die Frage zu beantworten, ob WW23 im Kontext des zellularen Proteoms auf
Grundlage multivalenter Effekte verdnderte Bindungseigenschaften besitzt, als die Einzel-
WW-Doménen (WW2 & WW3), wurden Triple-SILAC-basierte Pulldown Experimente
durchgefihrt.

Diese Proteomanalyse beruht auf einer massenspektrometrischen Quantifizierung von
spezifisch an WW-Domanen bindenden Proteinen. Dazu wurden HelLa-Zelllysate nach
dem Triple-SILAC-Prinzip (Stable isotope labeling with amino acids in cell culture)
[165,170] metabolisch markiert und deren zellulares Proteom im Pulldown spezifisch
gegen die WW2, WW3, und WW23 Doméne von CA150 angereichert.

Die co-préazipitierten WW-Ligand-Komplexe wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, die
Proteinbanden anschlieRend ausgeschnitten, tryptisch verdaut und einer MS-Analyse
unterzogen (siehe Abschnitt 3.12). Die Anreicherungsverhaltnisse wurden aus der
massenspektrometrischen Quantifizierung der identifizierten Proteine abgeleitet. Als
Grundlage der Anreicherung eines Markierungszustandes (Light/Medium/Heavy), sprich
der verstarkten Bindung der entsprechenden WW-Variante galt ein Verhaltnis von 3:1.

Tabelle 4.7.1: Anreicherungsverhéltnis der WW-Inter  aktionspartner SILAC-Pulldowns

WW2>WW3 WW2=WW3  WW2<WW3

WW23>Einzel-WW 0 2 0
WW23=Einzel-WW 3 >800 2
WW23<Einzel-WW 26 150 108

Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigte deutlich, dass entgegen den Erwartungen
lediglich zwei (NAV1; CA150) von Uber 1.000 identifizierten und quantifizierten Proteinen
eine hohere Affinitdt zur Doppel-WW-Variante WW23 besitzen (siehe Tabelle 4.7.1).
Interessanterweise ist eines dieser Proteine CA150 selbst. Ein Vergleich der gefundenen
Peptid-Sequenzen aus CA150 mit der Sequenz der ,Kéder-WW-Domanen, ergab keine
Ubereinstimmungen. Demnach befand sich CA150 wahrend der Co-Prazipitation
entweder im Komplex mit einem der CA150ww-Interaktionspartner oder in direkter
Interaktion mit einer ,Koéder“-WW-Domaéane. Letzteres wirde bedeuten, dass die CA150-
WW-Doménen an die CA150pgs binden.

Die SILAC-Analyse zeigte weiterhin, dass 110 quantifizierte Proteine eine héhere Affinitat
zur WW3 haben und nur 29 eine Praferenz fur WW2 zeigen. Beim Groliteil der
guantifizierten Proteine (>800) lie3 sich jedoch keine Praferenz fur WW2 oder WW3
beobachten.
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Tabelle 4.7.11: Mittels SILAC-Pulldown identifizier te bekannte und "neue" CA150-WW-
Interaktionspartner
ID Name Verhéltnis
WW2MWW23  WW3WW23  WW3WW2
CHD1 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1 2,8 0,5 0,4
CHD3 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 3 10,9 1,0 0,2
CHD4 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4 4,3 3,3 0,9

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 8

HNRNPL Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 9,9 7.3 1,1

HNRNPM Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M

HTT Huntingtin

POLR2A DNA-directed RNA polymerase Il polypeptide A

POLR2B DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB2 1,6 1,6 1,1

RPB1 RNA-polymerase Rpbl 2,6 2,5 1,1

SF1 Splicing factor 1

SF1 (IF5) Splicing factor 1 isoform 5

SF3A1 Splicing factor 3a, subunit 1

SF3A2 Splicing factor 3a, subunit 2

SF3A3 Splicing factor 3a, subunit 3

SF3B1 Splicing factor 3b, subunit 1

SF3B2 Splicing factor 3b, subunit 2

SF3B3 Splicing factor 3b, subunit 3 7,1 4,1 1,0
Splicing factor 3b, subunit 4 [115]

SF3B5 Splicing factor 3b, subunit 5 42,8 27,4 1,0

SF4 Splicing factor 4 1,6 15 1,0

CA150 Transcription elongation regulator 1 0,02 0,02 1,0

(TCERG)

Durch die Proteomanalyse konnten 11 (siehe Tabelle 4.7.1l, blau hinterlegt) der 20
bekannten (vgl. Abschnitt 1.5 Tabelle 1.5.1) CA150-Interaktionspartner quantifiziert
werden. Zusatzlich konnten Interaktionen zu 12 funktionell &hnlichen Proteinen
nachgewiesen werden (siehe Tabelle 4.7.1l, grau hinterlegt). Dazu gehéren die drei
~,Chromodomain-helicase-DNA-binding“-Proteine (CHD1, 3 wund 4), ein weiteres
.Heterogeneous nuclear ribonucleo“-Protein (HNRNPL), eine RNA-Polymerase (RPB1),
sowie eine Untereinheit der RNA-Polymerase Il (POLR2B) und vier weitere Spleil3faktoren
(SF3B3, SF3B5, SF3B4 und SF4).
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Tabelle 4.7.1Il: SILAC-Bindepraferenzen der CA150-1 nteraktionspartner fir WW2, WW3 und
Ww23
ww2  Ww3  Ww23
HTT +++ ++ +
CHD4, HNRNPL, HNRNPM, SF1, SF1 (IF5), SF3A1, SF3A2, SF3A3, ++ ++ +
SF3B1, SF3B2, SF3B3, SF3B4, SF3B5
CHD3 ++ + +
CHD1, CHDS8, POLR2A, POLR2B, RPB1, SF4 + + +
CA150 + + —+

Der Vergleich der Bindepréferenzen dieser Proteine in Tabelle 4.7.111 zeigt deutlich, dass
abgesehen von CA150 keines der Proteine besser an die Tandem-WW (WW23) als an
die Einzel-WWs bindet. Auch hinsichtlich der Préferenz fir WW2 oder WW3 zeigen die
meisten Proteine (darunter viele der Splei’3faktoren, SF's) keine Unterschiede.
Interessanterweise zeigen die Polymerasen (POLR2A, POLR2B, RBP1) fur jede der drei
WW-Domaénen die gleiche Praferenz.

4.8 STUDIEN ZUR CA150prs/CA150\w INTERAKTION

Mittels SILAC-MS (Abschnitt 4.7) wurde CA150 als mdglicher Bindepartner seiner
eigenen WW-Doménen identifiziert. Um die Frage zu klaren, ob CA150 mit Hilfe seiner N-
terminalen PRS (CA150prs) in der Lage ist seine eigenen WW-Doméanen zu binden,
wurden verschiedene Peptide der CA150prs ausgewahlt und auf eine Cellulosemembran
synthetisiert. SPOT-Analysen sollten den wechselwirkenden Bereich der CA150prs Nndher
definieren, um anschliel3end eine multivalente Peptidsequenz zur Synthese auszuwahlen.
Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie sollte die Interaktionsstellen und mittels ITC die Affinitat
der mono- und potentiell bivalenter Wechselwirkung bestimmt werden.

4.8.1 SPOT-ANALYSE

Durch die SPOT-Analyse sollte geklart werden, ob und an welchen Bereich der CA150prs
die WW-Doménen binden. Hierzu wurden neun teilweise Uberlappende 20 Aminosauren
lange Peptidsequenzen der CA150prs auf eine Zellulosemembran synthetisiert
(AG Beyermann).

Es wurden WW1-, WW2-, WW3- und WW23- GST-Fusionsproteine eingesetzt, welche zu
den membran-fixierten CA150prs-Sequenzen gegeben wurden (siehe Abschnitt 3.6.4).
Indem die gebundenen WW-Domanen lber eine Kombination aus primarem AntiGST (Z5)
Antikdrper und sekundarem HRP-gekoppelten Antikdrper mittels Chemilumineszenz
(Peroxydase-Substrat) detektiert wurden, konnten die Bindungsaffinititen der WW-
Liganden semi-quantitativ bestimmt werden.
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Peptide CA150 WW23 WW3 WW2 WWI
29 F-R-G-P-A-P-P-P-N-A-V-M-R-G-P-P-P-L-M-R 48 . -

39 V-M-R-G-P-P-P-L-M-R-P-P-P-P-F-G-M-M-R-G 58 ¢
46 L-M-R-P-P-P-P-F-G-M-M-R-G-P-P-P-P-P-R-P 65 a ’ .
58 G-P-P-P-P-P-R-P-P-F-G-R-P-P-F-D-P-N-M-P 77 . . .
66 P-F-G-R-P-P-F-D-P-N-M-P-P-M-P-P-P-G-G-| 85
77 P-P-M-P-P-P-G-G-|-P-P-P-M-G-P-P-H-L-Q-R 96

86 P-P-P-M-G-P-P-H-L-Q-R-P-P-F-M-P-P-P-M-S 105

XY XY _ 1)

96 R-P-P-F-M-P-P-P-M-S-5-M-P-P-P-P-G-M-M-F 115

102 P-P-M-S-S-M-P-P-P-P-G-M-M-F-P-P-G-M-P-P 121

Abbildung 40: SPOT-Analyse mit prolinreichen Peptid en der CA150 prs und
CA150ww-Doméanen

Gezeigt ist das Ergebnis der SPOT-Analyse, mit PP-Peptiden der N-terminalen CA150pgrs (links: AS-
Sequenzen, Zahlen stellen die Sequenzposition in CA150 dar). Die Intensitédt der Spots (rechts) ist ein
relatives MalR fur die Bindungsstarke der Interaktion zwischen der WW-Domane und dem fixierten PP-Peptid.

Die SPOT-Analyse (siehe Abbildung 40) bestatigt eindeutig die Bindung der drei CA150-
WW-Doménen (WW1, WW2, und WW3) und des WW23-Tandems an die N-terminale
CA150prs. Der Sequenzbereich zwischen 29-58 scheint multivalent mit dem WW23-
Tandem zu interagieren, da dieser lediglich schwach mit WW3 aber sehr stark mit WwW23
interagiert. Ein Teil der PRS-Sequenz (46-77) bindet auch an alle drei Einzel-Domanen,
zeigt aber eine bedeutend héhere Affinitdt zum WW23-Tandem, was ebenfalls fiir einen
multivalenten Interaktionsmechanismus spricht. An den Sequenzbereich 66-115 kann
erstaunlicher Weise nur das WW23-Tandem binden. Auch das ist ein starker Hinweis
darauf, dass dieser Sequenzbereich bzw. die darin enthaltenen Sequenzabschnitte
ausschlief3lich auf Basis einer multivalenten Wechselwirkung gebunden werden. Um den
Mechanismus der beobachteten multivalenten  Wechselwirkung gualitativ
(Interaktionsstellen) und thermodynamisch (Affinitdten) besser verstehen zu kénnen,
wurde fur weitere Untersuchungen ein PRS-Bereich ausgewahlt, welcher mono- als auch
multivalente Bindungsmuster zeigte (siehe Tabelle 4.8.1).

Tabelle 4.8.1: Fir NMR- und ITC-Studien ausgewéhlte s CA150-Peptid

Bezeichnung Sequenz AS kDa

CA_P1 HNAVMRGPPPLMRPPPPFGMMRGPPPPPRPPFG-NH; 37-68 3,694

4.8.2 NMR-TITRATIONSEXPERIMENTE

Mittels NMR-Spektroskopie wurde untersucht, welche Aminoséauren des WW23-Tandems
mit CA_P1 in Interaktion stehen bzw. von der Interaktion betroffen sind. Mit Hilfe der
bereits in Abschnitt 4.6.2.1 vorgestellten WW23-Mutanten sollten zuséatzlich Informationen
daruber gewonnen werden, uber welche Interaktionsstellen die per Peptid-SPOT
nachgewiesenen monovalenten Interaktionen realisiert werden. Hierzu wurden *H™N-
HSQCs von >N-markierter WW23 bzw. den beiden WW23-Mutanten (c = 50 uM) bei An-
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und Abwesenheit von CA_P1 (c = 500 pM) aufgenommen (siehe Anhang Abbildung 58 &
Abbildung 59).

Die 'H'®N-HSQC-Spektren aller untersuchten Proteinspezies zeigten bei einer Reihe von
Kreuzsignalen signifikante Veranderungen der *Hy"™N chemischen Verschiebungen. Bei
einigen Kreuzsignalen verringerte sich zudem die Intensitat. Letzteres konnte ein Hinweis
auf konformativen Austausch sein. Im Folgenden wird jedoch nur auf die peptidinduzierten
Veranderungen der *Hy™N chemischen Verschiebungen eingegangen. Zur Visualisierung
wurden diese zum einen gegen die Sequenzposition aufgetragen, zum anderen auf die
bekannten Strukturen von WW2 und WW3 abgebildet. Abbildung 41 und Tabelle 4.8.II
fassen die entsprechenden Daten aus der Untersuchung des Wildtypproteins sowie der
beiden WW23-Mutanten zusammen.

20 40 60 80 100 120 140
Sequenzposition

Abbildung 41: CA_P1-induzierte *H'N chemische Verschiebungsdifferenzen in Ww23

Die peptidinduzierten Differenzen der "H'°N chemischen Verschiebungen von WW23 Kreuzsignalen wurden
in gewichtete NH-Vektoren (Ac'H™N) umgerechnet und gegen die entsprechende Sequenzposition
aufgetragen. Die Werte der WW2-Kerndoméane (WW2(4.37)) sind rot, die der WW3-Kerndoméne (WW 3(103-136))
grun und die aller anderen Resonanzen schwarz dargestellt.

Abbildung 41 ist klar zu entnehmen, dass CA_P1 mit beiden WW-Domanen interagiert.
Diese Beobachtungen sind konform mit den Ergebnissen der SPOT-Analyse (siehe
Tabelle 4.6.1). Nahezu alle Reste innerhalb der beiden Kerndomé&nen zeigen eine
signifikante Signalverschiebung (Ac'H'N > 0,06 ppm). Auch die Kreuzsignale der N-
terminal vor der WW3-Kerndoméne lokalisierten Aminosauren (A%, A%, A T A%
verschieben sich signifikant. Wie in Abschnitt 4.5.2 beschrieben, scheinen diese
Aminosauren mit groRer Wahrscheinlichkeit noch zur WW3-Domédne zu gehdren.
Interessanterweise verandert sich auch die chemische Umgebung von S* im Linker-
Bereich. Da die dreidimensionalen Strukturen von WW2 und WW3 bekannt sind (WW?2:
PDB:1EOL, WW3: PDB: 2DK7), konnten die peptidinduzierten *Hy'>N chemischen
Verschiebungsdifferenzen direkt auf die entsprechenden Strukturen abgebildet werden.
Die Absolutwerte der Chemischen Verschiebungsdifferenzen wurden dazu in
verschiedene Wertebereiche eingeteilt und diese anhand einer Farbskala dargestellt
(siehe Tabelle 4.8.1I).
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Tabelle 4.8.1I: Starke der CA_P1-induzierten Signal verschiebungen

CA P1
mit

ww23

a4

WW2

WW3

WWw23_W32A

O

WwW2

WW3

Ww23_W131A

SO

WwW2

CA_P1: HNAVMRGPPPLMRPPPPFGMMRGPPPPPRPPFG

Gezeigt sind die Strukturen von WW2 (PDB: 1EO0L) und WW3 (PDB: 2DK7). Die gewichteten Vektorbetrage
der peptidinduzierten Anderungen der "H\"N chemischen Verschiebungen der WW23-Resonanzen wurden,
abhéngig vom Betrag, verschiedenfarbig auf die Strukturen geplottet. Die verwendeten Farben reprasentieren
verschiedene Wertebereiche der peptidinduzierten Signalverschiebungen (siehe Farbskala)

Die Plots in Tabelle 4.8.11 verdeutlichen zum einen, dass die mutierten Doméanen keine
Bindungsaktivitdét mehr besitzen und zeigen zum anderen, dass CA_P1 mit WW2 und
WW3 monovalent und mit dem WW23-Tandem monovalent oder bivalent interagieren
kann. Deutlich wird auch, dass CA P1 mit der WW2-Doméane (ber andere
Oberflachenareale wechselwirkt, wenn WW3 inaktiviert wurde. D.h. bei inaktiver WW3
bindet das Peptid tber die klassischen Bindetaschen ,xP*“ und ,xP2" (siehe Abschnitt 5.5)
an WW2. Bei der Interaktion mit dem Wildtyp werden diese Bindetaschen jedoch
interessanterweise nicht genutzt. Dieser Unterschied konnte ein ernst zu nehmendes
Indiz fur eine bivalente Wechselwirkung zwischen WW23 und CA_P1 sein. Die Interaktion
zwischen CA_P1 und WWa3 richtet das Peptid so zur WW2-Doméane aus, dass es an
diese vermutlich nur schwach binden kann, die Summe beider Wechselwirkungen scheint
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aber starker oder energetisch giinstiger zu sein als die monovalente Interaktion zwischen
Peptid und WW2.

4.8.3 ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE (ITC)

Um die vermutlich bivalente Wechselwirkung zwischen WW23 und CA_P1 zu verifizieren,
wurde die Starke der Wechselwirkung zwischen Peptid und WW23, WW23_W32A sowie
WW23 W131A kalorimetrisch bestimmt. Die Annahme bestand darin, dass die bivalente
Wechselwirkung signifikant starker ware, als eine monovalente Interaktion.

Alle untersuchten WW-Peptid Interaktionen sind schwach mit Bindekonstanten im
mikromolaren Bereich. Da die Reaktionswdrmen sehr gering waren, wurden hohere
Proteinmengen (100-380 pM) und Peptidkonzentrationen (bis 4 mM) als fur die ITC Ublich,
eingesetzt. So konnte ein Ky-Bereich bis zu einem oberen Limit von ca. 1 mM abgedeckt
und das Signal zu Rausch-Verhaltnis optimiert werden. Tabelle 4.8.111 fasst die
Ergebnisse der Messreihen zusammen.

Tabelle 4.8.111: Ergebnisse WW/CA_P1-Interaktionen

CA P1L: AG AH -T*AS Ka
HNAVMRGPPPLMRPPPPFGMMRGPPPPPRPPFG  [kcal/mol] [kcal/mol] [kcal/mol] [UM]

-11 109
M Ww23 -5 -(12-10) 6 (99-121)
o~ 41 469
w WW23_W32A -4 -(42-40) 36 (439-503)

o _ 11 114

Die Best-Fit Werte und die 95% Konfidenzintervalle (in Klammern) der Titrationen von WW23; WW23_W32A
und WW23_W131A mit CA_P1. Alle Bindungsisotherme einer Titrationsreihe wurden Global gefittet und per
Monte Carlo Analyse anschlieBend die Konfidenzintervalle ermittelt.

Da die Bindungsisotherme wegen des unvorteilhaften c-Wertes nur unvollstdndig durch
Messwerte abgebildet werden konnten, sind die AH- und AS-Werte mit einer grol3en
Unsicherheit behaftet und nur der Vollstandigkeit halber angegeben. Wie die Ergebnisse
in Tabelle 4.8.111 zeigen, bindet CA_P1 sehr schwach an WW3 (K4: 469 uM) und schwach
an WW2 (Kq: 114 uM). Entgegen den Erwartungen bindet CA_P1 das WW23-Tandem
ebenfalls nur schwach (Kq: 109 uM), vergleichbar mit der monovalenten CA_P1/\WW2-
Interaktion. Es ist daher nicht mdglich festzustellen, ob CA_P1 mono- oder bivalent mit
WW23 wechselwirkt.

4.8.4 ANALYTISCHE ULTRAZENTRIFUGATION (AUZ)

Die vorlaufige Auswertung der Thermogramme aus den ITC-Experimenten mit WW23 und
CA_P1 ergab ein stéchiometrisches Verhaltnis (N) zwischen Peptid und WW23 im
Bereich von N=0.5. Zum einen wurde daher eine auf bivalenter Wechselwirkung
basierende peptidinduzierte Dimerisierung von WW23 in Betracht gezogen. Andererseits
bestand die Mdglichkeit einer Cystein-basierten Monomerverbrickung, da WW23
innerhalb der WW3-Sequenz ein Cystein enthalt. Das WW-Doméanen, welche an
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geeigneter Stelle ein Cystein exponieren, Dimere ausbilden kdnnen, zeigte schon
Christoph Parthier [171]. Zwar wurden in den wahrend der Praparation aller WW23-
Varianten routinemaRig durchgefiihrten Gelfiltrationen keine dimeren Spezies detektiert,
aufgrund der geringen Auflésung dieser Methode liel3 sich jedoch die Prasenz dimerer
Spezies auch nicht zweifelsfrei ausschlieRen.

Mittels Analytischer Ultrazentrifugation wurde in Sedimentationsgeschwindigkeits-
experimenten (SV) deshalb gepruft, ob WW23 generell oder in Anwesenheit von CA_P1
Dimere ausbildet (s. Abschnitt 3.10). Dazu wurde einerseits das Sedimentationsverhalten
von WW23 bei Konzentrationen von 8 uM und 318 uM verfolgt und andererseits die
Sedimentation von WW23 (c=250puM) in Gegenwart von drei verschiedenen
Peptidkonzentrationen (entsprechend einer Proteinsattigung von: 9%, 17% und 84%)
beobachtet. Aufgrund des hohen molaren Extinktionskoeffizienten von WW23
(€280 Abs.bei 0.1%: 1,96) konnte die Messung nicht, wie sonst Ublich, im
Absorptionsmaximum bei 280 nm erfolgen. Um eine geeignete Wellenlange zu ermitteln,
wurde vor den SV-Experimenten jeweils ein UV-Vis Spektrum von der Probe mit der
hdchsten Konzentration aufgenommen (siehe Abbildung 42).
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Abbildung 42: UV-Vis Spektrum von WW23

Bei 307 nm (WW23) bzw. 305 nm (WW23 + Peptid) waren die Absorptionswerte gerade
klein genug, um den gesamten Konzentrationsbereich zu erfassen. Insgesamt wurden
jeweils 134 Absorptionsscans (0,003 cm radiale Auflésung, 8 min Scanintervall) bei
50.000 rpm aufgenommen. Die Auswertung der Daten und die Berechnung der daftr
erforderlichen Parameter (siehe Tabelle 4.8.1V), wurde wie in Abschnitt 3.10 beschrieben
durchgefihrt.

Die von ,SEDPHIT* [131,132] zur Berechnung der Friktionskoeffizienten-Verhéaltnisse (f/fo)
sowie der davon abhangigen mittleren apparenten Molekulargewichte (MW .,,) benotigten
Parameter (Pufferdichte (p), Pufferviskositat (n) und partial-spezifisches Volumen (7)) von
WW23), wurden mit ,Sednterp” [133] kalkuliert. Unter Bertcksichtigung von
Pufferzusammensetzung, pH-Wert, Temperatur und Aminosauresequenz von WW23
ergaben sich die in Tabelle 4.8.1V aufgefihrten Werte.
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Tabelle 4.8.1V: Mit "Sednterp" berechnete Parameter

Lauf p n v MW

ww23 1,00649 gcm®  0,01333 N*s*m®  0,7255 17,9 kDa
WW23+CA P1  1,00629 gcm® 0,012593 N*s*m™® 0,7255 17,9+ 3,7 kDa

Wie aus den in Abbildung 43 gezeigten c(S)-Verteilungen eindeutig hervorgeht,
sedimentiert WW23 bei Abwesenheit (links) und Anwesenheit von CA_P1 (rechts) im
untersuchten Konzentrationsbereich in Form einer einzelnen Spezies. Die aus den
Sedimentationsverlaufen abgeleiteten Daten sind in Tabelle 4.8.V dargestellt.

1,0
] /
0,8 1 m

‘\
© 06 ] \
[5) ] \
0,4 ] 1 ]
] \ ——— 0,32 mMWW23 ] 0.25 mM WW23 + 0,032 mM CA_P1
02 1 ——— 0,08 mM WW23 1 ——— 0.25 mM WW23 + 0,065 mM CA_P1
<] J L \ ] ——— 0,25 mMWW23 + 0,765 mM CA_P1
0,0 oA P e—er———— el NN
0,5 1,5 25 3,5 45 0,5 1,5 25 3,5 45

Sedimentationskoeffizient [S] Sedimentationskoeffizient [S]
Abbildung 43: AUZ-Analyse von WW23 und WW23/CA_P1

Plots der aus SV-Experimenten ermittelten c(S)-Verteilung von WW23 ohne (links) und in Anwesenheit
verschiedener CA_P1- Konzentrationen (rechts). Die Sedimentation der Proteine wurde durch
Absorptionsmessung bei 307 nm (WW23, rechts) bzw. 305 nm (WW23 +CA_P1, links) verfolgt. Die Werte der
Kurvenmaxima wurden jeweils auf 1 normiert.

Tabelle 4.8.V: Daten der AUZ-Experimente mit WW23

Konzentration Fitgute fifo Sapp MWipp
[uM] (rmsd) [S] [kDa]
WW23 8 0,0062 1,635 1,174 18,9
WW23 318 0,0067 1,720 1,098 18,5
WW23 250
CA_P1 32 0,0185 1,649 1,238 18,8
WW23 250
CA P1 65 0,0185 1,571 1,285 18,7
WW23 250
CA _P1 765 0,0189 1,347 1,480 18,4

Die mittleren, apparenten Sedimentationskoeffizienten (S,,p) bzw. die daraus
abgeleiteten, mittleren apparenten Molmassen (MWg,,,) von WW23 liegen mit 18,9 kDa
und 18,5 kDa nahe dem theoretischen Molekulargewicht von monomerem WW23
(17,9 kDa). Das bestétigt zweifelsfrei, dass WW23 unter den gewahlten Bedingungen als
Monomer vorliegt. Das Friktionskoeffizientenverhaltnis (f/fo) von f/fo = 1,72 (bei 318 uM
WW?23) spricht dafiir, dass die globale Molekilform des Proteins deutlich von der




4. ERGEBNISSE
104

Kugelform (f/fo = 1) abweicht. WW23 konnte somit als stark elongiertes Monomer
vorliegen. Vorstellbar ware auch, dass beide WW-Doméanen miteinander assoziiert sind,
der Linkerbereich aber schleifenférmig herausragt oder dass die Konformation von WW23
dynamisch zwischen einem elongierten und einem kompakten Zustand wechselt.

Die Anwesenheit von CA_P1 fiihrte zu einer konzentrationsabhangigen Verringerung des
fifo. Die Interaktion mit dem Peptid bewirkt demnach eine Konformationsanderung in
Richtung einer kompakteren Molekilform. Das ist ein sehr starkes Indiz dafir, dass
CA_P1 gleichzeitig und bivalent mit beiden WW-Domanen interagiert. Dass sich
offensichtlich ein WW23-CA_P1-Komplex bildet, Ilasst sich mit der peptid-
konzentrationsabhangigen Zunahme des S,,,-Wertes belegen. Obwohl der Komplex ca.
3,5 kDa schwerer ist, als WW23 allein, andert sich das MW,,, der sedimentierenden
Spezies nach Zugabe von CA_P1 kaum. Da in die Berechnung von MW, neben Sy,
auch f/fy eingeht (siehe unten stehende Gleichung) und sich f/f, peptidinduziert verringert,
wird MW, zu klein bestimmt. Die peptidinduzierte Bildung eines (WW23),-CA_P1-
Komplexes kann jedoch sicher ausgeschlossen werden. Die Bildung eines WW23-
(CA_P1),-Komplexes scheint ebenfalls ausgeschlossen, da eine Massenzunahme von
39% (entsprechend zwei gebundenen Peptidmolekilen mit je 3,5 kDa) mit groRRer
Wahrscheinlichkeit einen signifikanten Anstieg des MW ., bewirkt hatte.

Sapp * N * k * 611,
(1-vp)

MWeapp =

MW, = mittleres Apparentes Molekulargewicht
Sapp = mittlerer apparenter Sedimentationskoeffizient
N = Avogadro Zahl

k = Friktionskoeffizientenverhaltnis (f/fo)

1 = Pufferviskositat

19 = hydrodynamischer Radius

Vv = partialspezifisches Volumen

p = Pufferdichte

4.9 |INTERAKTION VON CA150-WW23 mIT , K URZEN“ PP-PEPTIDEN

Um die Frage zu klaren, mit welcher Praferenz die beiden WW-Doménen in WW23 die
prolinreichen Motive PPLPP und PPPPP binden, wurde die Interaktion der in Tabelle 4.9.1
dargestellten ,kurzen* Peptidliganden mit WW23 NMR-spektroskopisch untersucht.

Tabelle 4.9.1: Kurze PP-Peptide

Bezeichnung  Sequenz AS cais0 kDa

SF1_KP1 VQPPLPPGA 573-581 0,875
CA_KP2 RGPPPPPR 57-64 0,873
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Dazu wurden "H*®N-HSQC-Spektren von uniform *N-markierter WW23 (c = 50 uM) in Ab-
und Anwesenheit eines 10fachen Uberschusses (c = 500 uM) an SF1_KP1 bzw. CA_KP2
aufgenommen und beziglich Signalpositionsver&dnderungen untersucht (siehe auch
Anhang, Abbildung 54).

Da die dreidimensionalen Strukturen von WW2 und WW3 bekannt sind (WW2:
PDB:1EOL, WW3: PDB: 2DK7), konnten die peptidinduzierten 'Hy"®N chemischen
Verschiebungsdifferenzen direkt auf die entsprechenden Strukturen abgebildet werden.
Die Absolutwerte der Chemischen Verschiebungsdifferenzen wurden dazu in
verschiedene Wertebereiche eingeteilt und diese anhand einer Farbskala dargestellt
(siehe Tabelle 4.9.11).

Tabelle 4.9.11: Starke der SF1_KP1 und CA_KP1-induz ierten Signalverschiebungen

Konstrukt 0° . °°_ 90° . °°. 180° . ”, 270°
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Gezeigt sind die Strukturen von WW2 (PDB 1EOL) und WW3 (PDB: 2DK7). Die gewichteten Vektorbetrage
der peptidinduzierten Anderungen der "Hy'>N chemischen Verschiebungen der WW23-Resonanzen wurden,
abhangig vom Betrag, verschiedenfarbig auf die Strukturen geplottet. Die verwendeten Farben reprasentieren
verschiedene Wertebereiche der peptidinduzierten Signalverschiebungen (siehe Farbskala)

Aus den Ergebnissen der Titrationen geht eindeutig hervor, dass WW2 erwartungsgemar
beide Motive (PPLPP & PPPPP) binden kann. Beide Peptide besetzten nahezu die
gleichen Oberflachenareale und interagieren mit den beiden bekannten WW2-
Bindetaschen ,xP“ und ,xP2“. Die WW3-Doméne bindet nur das PPLPP-Motiv.
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5 DISKUSSION

Um ein besseres Verstandnis grundlegender Mechanismen der multivalenten
Wechselwirkung zwischen den CA150yw und der PRS von SF1 sowie der N-terminalen
PRS von CA150 selbst zu erlangen, aber auch um Erkenntnisse beziglich der
Organisation der drei WW-Doméanen in CA150 zu gewinnen, wurden in dieser Arbeit
verschiedenste molekularbiologische, biochemische und biophysikalische Methoden
angewendet. Die wichtigsten Forschungsergebnisse werden nachfolgend kurz
zusammengefasst und unter Einbeziehung von Ergebnissen anderer Forschungsgruppen
diskutiert.

5.1 FUNKTIONELLE AKTIVITAT DER VERWENDETEN WW-VARIANTEN

Der humane Transkriptionsfaktor CA150 ist im Zellkern an der Regulation der Elongation
der RNA-Polymerase |IlI, der Koordinierung der Transkription und der pra-mRNA-
Prozessierung beteiligt. Zudem spielt CA150 auch eine wichtige Rolle im
Krankheitsverlauf von Huntington (vgl. Abschnitt 1.5). Einige wichtige Interaktionen von
CA150 finden zu Spleif3faktoren, wie SF3B4 [115], SF3A2 [172,173] und SF1 [112], zur
RNA-Polymerase POLR2A [112] und zum Huntingtin (HTT) [87] statt (vgl. Abbildung 44).

- HTT
SF3B4 //
TCERG1

{ POLR2A

Abbildung 44: Wichtige TCERG1-Interaktionen

CA150 (TCERG1) und dessen Interaktionspartner sind als verschiedenfarbige Kugeln dargestellt. Die Starke
der Verbindungslinien reprasentiert die Starke der Wechselbeziehung. Die Abbildung wurde mit STING 9.0
erzeugt [117]

Um die Funktionalitdét bzw. Bindungsaktivitdt der in dieser Arbeit eingesetzten WW-
Varianten (WW2, WW3 & WW23) zu uberprifen, wurden Triple-SILAC-Pulldown
Experimente durchgefihrt. Wie in Abschnitt 4.7 dargestellt, konnten mit allen drei WW-
Varianten Bindepartner aus dem Zelllysat gefischt werden. Dadurch konnte zweifelsfrei
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bestétigt werden, dass die isolierten Konstrukte funktionell aktiv waren und in weiteren
Interaktionsstudien eingesetzt werden konnten.

Neben den bereits bekannten Interaktionspartnern (siehe Tabelle 4.7.11) konnten
zusatzlich 9 weitere CA150yw-Interaktionspartner identifiziert werden (siehe Tabelle
5.1.1). Nach einer Datenbankanalyse stellte sich heraus, dass diese entweder eine
Funktion im Splei3- oder Transkriptionsprozess innehaben. Es konnte auch eine
Wechselwirkung aller drei WW-Varianten zu RBP1, einer RNA-Polymerase gezeigt
werden. Anders als bei der RNA-Polymerase Il (POLR2A), die mit den FF-Domé&nen von
CA150 wechselwirkt [116], kbnnte RBP1 mit den WW-Domanen von CA150 interagieren.
Da es sich bei den gefundenen Interaktionspartnern prinzipiell auch um
Sekundarinteraktionen handeln kann, misste das in weiteren Untersuchungen verifiziert
werden.

Tabelle 5.1.1: Neue CA150 ww-Interaktionspartner

ID Name Funktioneller Kontext

CHD1 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1 Phosphoprotein, Transkription

CHD3 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 3 ~ Phosphoprotein, Transkription

CHD4 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4 Phosphoprotein, Acetylierung,
Transkription

HNRNPL  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L Phosphoprotein, Acetylierung,

Ribonukleoprotein
POLR2B DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB2  Transkription

RPB1 RNA-polymerase Rpbl Phosphoprotein, Acetylierung

Methylierung, Ubl Konjugation
Transkription

SF3B3 Splicing factor 3b, subunit 3 Spleilen
SF3B5 Splicing factor 3b, subunit 5 Spleilen
SF4 Splicing factor 4 Spleilen
CA150 Transcription elongation regulator 1 Phosphoprotein, Transkription

Eine Wechselwirkung von CA150 mit SF3B3 ist zwar nicht in den Datenbanken gelistet,
wurde aber erstmalig schon 2005 von Ingham et al. [172] beschrieben. Das
Uberraschende Ergebnis des SILAC-Pulldown-Experimentes war jedoch, dass CA150
selbst als Interaktionspartner aus dem HelLa-Zelllysat gefischt werden konnte.

Um zu klaren, ob CA150 mit seinen eigenen WW-Doméanen wechselwirkt oder es sich
dabei um eine Sekundarinteraktion handelt, wurden SPOT-Analysen, NMR-Titrations-
experimente und ITC-Untersuchungen mit verschiedenen CA150,-Varianten und der N-
terminalen CA150prs durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.8 und Abschnitt 5.4).
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5.2 DIE STRUKTURELLE ORGANISATION VON CA150 WW23

Die Linkerregionen zwischen WW-Domanen koénnen voéllig unterschiedlich strukturiert
sein. Beispielsweise enthalten die Linkerregionen zwischen SMURF WW2-WW3, FBP11
WW1-WW2, Prp40 WW1-WW2 und zwischen WW2 und WW3 des Suppressor of Deltex
(Su(dx)) eine a-Helix (vgl. Tabelle 1.4.11), wohingegen der Linkerbereich zwischen FBP21
WW1-WW2 voéllig unstrukturiert ist.

Uber die Strukturen der WW-Linkerregionen in CA150 waren bis zu Beginn dieser Arbeit
keine genauen Informationen verfigbar. Da es nicht gelungen ist ein WW1-WW2-
Konstrukt zu exprimieren, werden im Folgenden nur die strukturellen Charakteristika von
WW23 betrachtet. Eine in dieser Arbeit durchgefiihrte Sekundarstrukturvorhersage (siehe
Abbildung 45) deutete darauf hin, dass der WW2-WWa3-Interdoméanenlinker (AS WW23-
Konstukt: 39-102) einen unstrukturierten Zentralbereich besitzt, der N- und C-terminal von
a-helikalen Bereichen flankiert wird.

Conf: Confidence 0 =low 9 =high
Pred: Predicted secondary structure H =helix E =strand ¢ =coil
AA: Target sequence
Con £ 559:9:0,0:080IF 98786887 7 8 519119195 6 =01 BIE 8 01988 8 620 5 630N G610 134 6676 665 E5E3E 2 12 8808 8 N8 811919:9,9°0 9§
Pred: clccceccc ccE|E|E|E|leeclcec E|E|E|E|/cicic e e E|E|E|E |cc c i msiiic ¢ c'c lcicceecc e @ ¢
AR: AGATAVS EWT E Y K TADGKT Y Y YNNRTLE S TWEEKPQELERKEERKEEKLEEKTIKE P I KEPSEEP L P
10 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0
Conf: 8888889 998 8 4 0100258 3 13566628399 876515776455 7999980078 7799955 8 8
Pred: ccccccec cce c c [HEEccc c c 8 b Sl Pa A e E c cc c cccccccCECCcEEE|ECECCCE|EE
AA: METEEED PKE E P I KEIKEE P K EEEMTETETEKAAQERKAKPVATAPIPGTPWCV V WTGDERV F F
70 8 0 s 0 100 iLil ) 12 0
Clon £ =i N6121010:9/0F 11 1 2 1 67 981 H 010278 ¥64 303 83 84 N 554 N1 S 7 OSE oD 09
Pred: ECCCCCE|Elcc € ¢ ¢ cccececc c HEMEEEBEECc c c c cc
AA: YNPTTRL SMW DR PDDLIGRAD VDERKITIQETPPEHE KEK
130 14 0 i50

Abbildung 45: Ergebnis der PsiPred-Vorhersage fuir W W23

Eine CD-Spektroskopische Analyse (vgl. Abschnitt 4.4.3) zeigte, dass ein erheblicher
Anteil der WW23-Sequenz scheinbar unstrukturiert ist (40%). Neben dem aus den WW?2
und WW3 NMR-Strukturen abgeleiteten Helix-Anteil, wurden allerdings keine zusatzlichen
Helixbereiche festgestellt. Uberraschender Weise wurde ein viel hoherer B-Strang-Anteil
ermittelt, als auf Basis der NMR-Strukturen und der Sekundarstrukturvorhersage vermutet
wurde. Diesem Ergebnis zu Folge misste die Linkerregion teilweise B-Strang-Bereiche
ausbilden. Eine auf Basis der zugeordneten >N und **C chemischen Verschiebungen mit
TALOS+ durchgefiihrte Sekundarstrukturanalyse (siehe Anhang, Abbildung 60) zeigte,
analog zum Ergebnis der PsiPred-Vorhersage, dass der Linkerbereich N- und C-terminal
von einer Helix flankiert wird. Auf Grund der unvollstdndigen Resonanzzuordnung waren
jedoch keine Aussagen uber die Sekundarstruktur des zentralen Linkerbereiches maglich.

Die Untersuchung der Dynamik des Proteinriickgrates von WW23 (vgl. Abschnitt 4.5.2)
zeigte, dass der zentrale Linkerbereich sehr flexibel ist und demzufolge sehr
wahrscheinlich keine definierten Sekundarstrukturanteile enthalt. Die N- und C-terminalen
Bereiche des Linkers sind dagegen sehr rigide und scheinen strukturdynamisch eher zu
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den angrenzenden WW-Domanen zu gehéren. Aus der Kombination der berechneten
Orderparameter und der gemessenen "N-Het-NOEs lieRen sich vier klare
Domé&nengrenzen ableiten. Daraufhin wurden die Sequenzbereiche zwischen den AS 10-
42, 43-83 und 84-146 strukturell der WW2-Doméne, dem Linker bzw. der WW3-Doméne
zugeordnet. Da die C-terminal an WW3 grenzende a-Helix fest mit der Kerndoméane
assoziiert zu sein scheint, ist davon auszugehen, dass beide Elemente eine funktionelle
Struktureinheit bilden. Daflr sprechen auch die Resultate der Expressionstests (siehe
Abbildung 16), wonach es nicht moglich war, ein l6sliches WW23-Konstrukt ohne die C-
terminale Helix zu exprimieren. Hochstwahrscheinlich ist die Helix fir eine korrekte
WW23-Faltung essentiell.

Aus der Strukturdynamischen Analyse liel3 sich dariber hinaus ableiten, dass WW23
keinen isotropen Diffusionstensor besitzt und demzufolge keine globulare Molekilform
aufweist. Unklar blieb jedoch, ob WW2 und WW3 in Interaktion miteinander stehen oder
sich relativ unabhangig voneinander bewegen kdnnen. Eine potentielle WW2-WW3-
Interaktion konnte dabei sowohl intramolekular als auch intermolekular stattfinden. Da
letzteres zur Bildung oligomerer Spezies fuhren wirde, wurde der Oligomerisierungs-
zustand von WW23 mittels AUZ untersucht. Wie sich dabei herausstellte, lag WW23
ausschlief3lich als monomere Spezies vor, sodass eine intermolekulare WW23-Interaktion
ausgeschlossen werden konnte (siehe Abschnitt 4.8.4). Dartber hinaus konnte
festgestellt werden, dass die globale Molekilform von WW23 deutlich von der Kugelform
abweicht. WW23 kdnnte somit als stark elongiertes Monomer vorliegen. Vorstellbar wéare
auch, dass beide WW-Domanen miteinander assoziiert sind, der Linkerbereich aber
schleifenfdrmig herausragt oder dass die Konformation von WW23 dynamisch zwischen
einem elongierten und einem kompakten Zustand wechselt.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung von zwei WW23-Mutanten (WW23_W23A und
WW23_W131A) zeigte, dass sich die W->A Punktmutation in der Bindetasche einer WW-
Doméne nicht nur auf die chemische Umgebung innerhalb der mutierten WW-Doméne
auswirkte, sondern auch die chemische Umgebung des Linkerbereiches und der anderen
WW-Domaéne verandert wurde. Da die Mutation einer Doméane nicht die Bindungsaktivitat
der jeweils anderen Doméne beeintrachtigte, und die HSQC-Spektren aller drei Proteine
(WW23, WW23 W32A & WW23 _W131A) in hohem Mal3e miteinander tbereinstimmten,
kann davon ausgegangen werden, dass die Punktmutation keine globalen
Strukturverdnderungen zur Folge hatte.

Mit hoher Wahrscheinlichkeit ist daher anzunehmen, dass die beiden WW-Doménen
direkt miteinander wechselwirken.
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5.3 INTERAKTIONEN zZWISCHEN CA150-WW-DOMANEN UND DER SF1lpgrs

Dass CA150 uber seine WW-Doméanen mit der SFlpgrs interagiert, wurde bereits von
Goldstrohm et al. [112] gezeigt. Das Hauptziel der hier durchgefiihrten Interaktionsstudien
bestand darin, mehr Uber den Mechanismus dieser Wechselwirkung zu erfahren. Der
Fokus lag dabei insbesondere auf der Beantwortung der Frage, ob die WW-Doménen
multivalent mit der PRS interagieren. Dazu wurde in einer systematischen SPOT-Analyse
geprift, ob die einzelnen Domé&nen bestimmte Bereiche der SFlpgrs bevorzugen. Ein
starker Hinweis fur eine multivalente Wechselwirkung wére, wenn jeder WW-Domane
eine eindeutige und separate Bindestelle innerhalb der PRS zugeordnet ist. Wie die
SPOT-Analyse zeigte, lieRen sich den einzelnen WW-Doméanen jedoch keine
individuellen, spezifisch lokalisierten PRS-Sequenzbereiche zuordnen.

Vielmehr konnte gezeigt werden, dass entgegen der bisherigen Annahme von Goldstrohm
et al. [112] alle drei WW-Doménen an die SFlprs binden kénnen. Der von Goldstrohm
postulierte CA150ww SF1prs-Interaktionsbereich (SF1l400.500) konnte dariber hinaus
erweitert (SFl4s630) UNd in drei Regionen unterteilt werden: SF1415.445; SFl4e9.526 UNd
SF1lse6.630 (Siehe Abschnitt 4.6.1). Zusatzlich wurde deutlich, dass die drei Doméanen
unterschiedliche Bindungspraferenzen besitzen. WW1 bindet Motive in diesen drei
Bereichen nur schwach, wohingegen WW2 und WWa3 eine deutlich hohere Affinitat, aber
auch eine geringere Spezifitdt aufweisen. Fiur eine genauere Analyse der Praferenzen
beziglich verschiedener Bindemotive siehe Abschnitt 5.5.2).

Die Untersuchung von Multivalenzeffekten beschrénkte sich in dieser Arbeit auf das
Studium von bivalenten Interaktionen zwischen WW23 und multivalenten Teilbereichen
der SFlprs, da keine WW12 bzw. WW123 Konstrukte erzeugt werden konnten.
Verschiedene SF1-Sequenzen (2, 3, 5-7, 14, 15 und 18) zeigten putative Multivalenz-
effekte in der Art, dass diese an WW23 stadrker gebunden haben als an die
Einzeldoménen. Besonders deutliche Effekte zeigten dabei Seq 3 (SF1_P1), Seq 5
(SF1_P2) und Seq 7 (SF1_P3), sodass diese fur weitere Studien ausgewahlt wurden (s.
Tabelle 4.6.1). Zusatzlich wurde eine synthetische Peptidsequenz, welche ein bekanntes
(PPPPP) und ein putatives (PLPP) Bindemotiv fur WW-Domanen enthélt (SF1_P4),
kreiert (siehe Abschnitt 4.6.1).

Um die putativen Multivalenzeffekte zu verifizieren und die an der Interaktion beteiligten
Aminosauren in WW23 zu identifizieren, wurden NMR-Bindungsstudien durchgefihrt.
Diese sollten Aufschluss dariiber geben, ob eine oder beide Domanen in WW23 mit dem
Peptid wechselwirken. Die Experimente zeigten, dass jeweils beide WW-Domanen mit
allen getesteten Peptiden (SF1_P1, SF1_P3 & SF1_P4) interagieren. Dariiber hinaus
wurde deutlich, dass SF1_P1 und SF1_P3 die chemische Umgebung der WW2-Doméne
deutlich starker beeinflussen, als die der WW3-Doméne. SF_P1 scheint mit WW3 nur
sehr schwach zu interagieren. Diese Beobachtungen sind konform mit den Ergebnissen
der SPOT-Analyse (siehe Tabelle 4.6.1). SF1_P4 interagiert weniger stark mit WW2, hat
aber eine hdhere Affinitat zu WW3, als die anderen Peptide.
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Da die NMR-Bindungsstudien keine quantitativen Aussagen zur Bindungsstarke (Kq) und
zur Bindungsstochiometrie erlaubten, wurden ITC-Experimente durchgefihrt (siehe
Abschnitt 4.6.4). Um dabei mono- von bivalenten Effekten differenzieren zu kénnen
wurden WW23-Mutanten erzeugt, in denen jeweils eine der beiden WW-Domé&nen inaktiv
war (siehe Abschnitt 4.6.2.1 und 4.6.3). Ausschlaggebendes Kriterium fur die Annahme
einer bivalenten Wechselwirkung, war eine signifikant hohere Affinitat zwischen Peptid
und Wildtypprotein, als zwischen Peptid und den WW23-Mutanten.

Alle untersuchten Interaktionen waren Uberraschenderweise sehr schwach mit
Bindekonstanten im mikromolaren Bereich, was die Aussagekraft der durchgefiihrten ITC-
Experimente erheblich reduzierte. Da die Aktivitat der eingesetzten Proteine und Peptide
unbekannt war und sich deren aktive Konzentration auf Grund der schwachen
Wechselwirkungen nicht zufriedenstellend aus den Bindungsisothermen ableiten lief3en,
erlaubten die ITC-Experimente in diesem Fall jedoch keine verlasslichen Aussagen tber
die tatsachliche Reaktionsstochiometrie. Erschwerend kommt hinzu, dass bei der
Betrachtung der stéchiometrischen Verhaltnisse auch berticksichtigt werden misste, dass
monovalente und bivalente Interaktionen gleichzeitig Auftreten und somit zu einem
Gemisch verschiedener Protein-Peptidkomplexe fihren kénnen. Denkbar wére die
Bildung der Komplexe: (WW2pepia)-WW3, (WW 2pepiia)-(WW 3pepiia), WW2-(WW 3pepiia),
(WW23pepia). Aus diesen Grunden konnten fur die Unterscheidung von mono- und
bivalenten Interaktionen nur die Dissoziationskonstanten herangezogen werden.

Die ITC-Untersuchungen mit SF1_P1 zeigten deutlich, dass SF1_P1 schwach an WW2
bindet (Kq = 807 uM), aber nur sehr schwach mit WW3 (K4y >> 1 mM) wechselwirkt
(siehe Tabelle 4.6.VIl). Das ist konsistent mit den Resultaten aus der SPOT-Analyse
(Tabelle 4.6.1) und der NMR-Titration (Tabelle 4.6.1V). Ebenfalls konform mit der SPOT-
Analyse ist die Tatsache, dass SF1_P1 wesentlich besser an den Wildtyp (Kq =452 pM)
als an WW23_W131A (WW2, Ky = 807 uM) bindet. Diese Verdopplung der Affinitat spricht
deutlich fur eine bivalente Wechselwirkung zwischen SF1_P1 und WW23.

Die NMR-Titration lie3 zwar darauf schliel3en, dass das Peptid eher schwéacher an den
Wildtyp bindet als an WW23_W131A, indizierte aber auch, dass SF1_P1 mdglicherweise
unspezifisch bzw. sehr schwach mit WW3 wechselwirkt. Die hier ebenfalls detektierte,
sehr schwache WWa3/SF1_P1-Interaktion konnte daher Teil einer bivalenten
Wechselwirkung und damit die Ursache fiir die beobachtete Affinitdtserhdhung sein.

Denkbar wére, dass dieser schwache Beitrag die Wahrscheinlichkeit einer korrekten
Orientierung zwischen WW2 und SF1_P1 und damit einhergehend die effektive
Konzentration (Cex) erhoht, wodurch die Assoziation begunstigt wird.

Die Ergebnisse der WW/SF1_P3-Titration zeigten, dass SF1_P3 den Wildtyp deutlich
affiner bindet (Kq= 55 pM) als die einzelnen WW-Domanen (WW2: K4 = 123 pM; WW3:
Kq¢ =634 uM) (siehe Tabelle 4.6.VIll). Das ist konsistent mit den Resultaten aus der
SPOT-Analyse (siehe Tabelle 4.6.1) und der NMR-Titration (siehe Tabelle 4.6.V). Es kann
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davon ausgegangen werden, dass es sich bei dieser Wechselwirkung mit grol3er
Wabhrscheinlichkeit um eine bivalente Interaktion handelt.

Zu SF1_P4 (Tabelle 4.6.1X) konnten mit Bindekonstanten von 59 uM (WW2), 39 uM
(WW3) und 39 uM (WW23) zwar die starksten Affinitdten, jedoch keine Affinitditszunahme
beobachtet werden. Eine bivalente Wechselwirkung schien deshalb zunachst
ausgeschlossen. Die NMR-Spektroskopische Untersuchung zeigte jedoch, dass sich die
peptidinduzierten Signalverschiebungen in den HSQC-Spektren von WW23 und
WW23_W131A deutlich unterscheiden. Das Peptid interagiert mit der WW2-Domane des
Wildtyps tber andere Oberflachenbereiche als mit der WwW2 von WW23_W131A (Tabelle
4.6.V1). Die Interaktion mit der aktiven WW3-Domé&ne scheint das Peptid sterisch anders
zu WW2 auszurichten, sodass hier ebenfalls von einer bivalenten Wechselwirkung
auszugehen ist. Aufgrund der geringen Distanz zwischen den beiden prolinreichen
Sequenzen kdnnen sich wahrscheinlich nicht beide Motive gleichzeitig optimal zu beiden
WW-Domaéanen orientieren (siehe Abbildung 4). Die bivalente Interaktion scheint zwar
bevorzugt zu sein, fuhrt laut den ITC-Daten aber zu keiner messbaren Affinitatserh6hung.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass das WW23-Tandem aus CA150 bivalent mit
verschiedenen Teilbereichen der SFlpgrs wechselwirkt und alle drei WW-Doménen
verschiedene prolinreiche Motive der SFlprs binden kdnnen. Mit groRRer
Wahrscheinlichkeit ist deshalb davon auszugehen, dass CA150 in vivo multivalent mit
SF1 interagiert.

Welche WW-Bindetaschen von den getesteten Peptiden genutzt werden und welche
Praferenzen die WW-Domanen fur verschiedene prolinreiche Motive zeigen, wird, auch
unter Berticksichtigung der Ergebnisse aus CA150yw CA150prs Interaktionsstudie, in den
Abschnitten 5.5.1 & 5.5.2 diskutiert.

5.4 INTERAKTIONEN ZzZWISCHEN CA150-WW-DOMANEN UND DER N-
TERMINALEN CA150pgs

Mittels SPOT-Analyse, NMR-Bindungsstudien und ITC-Experimenten konnte in dieser
Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass die WW-Domanen von CA150 mit einem
Teilbereich der CA150-eigenen N-terminalen PRS (CA1503;.45) Wechselwirken kdnnen
(siehe Abschnitt 4.8). Erste Anhaltpunkte fir eine CA150,,w/CA150prs-Wechselwirkung
lieferte der SILAC-Pulldown (siehe Abschnitt 4.7 & 5.1). Diese Methode erlaubte jedoch
keine Unterscheidung dahingehend, ob es sich bei den gefundenen Interaktionen um
direkte Wechselwirkungen oder Sekundarinteraktionen handelte.

In einer SPOT-Analyse wurden deshalb systematisch verschiedene Sequenzabschnitte
der N-terminalen CA150prs auf ihre Interaktion mit den CA150-WW-Varianten (WW1,
WW2, WW3 & WW23) getestet. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei WW-Domanen
an den PRS-Abschnitt 58-66 binden. Die WW3-Doméne konnte zuséatzlich auch
prolinreiche Motive im PRS-Bereich 29-58 erkennen. Interessanterweise konnte das
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WW23-Tandem prolinreiche Motive innerhalb der gesamten PRS erkennen, selbst, wenn
keine Interaktionen zu den Einzeldom&nen nachweisbar waren. Zu allen untersuchten
Teilbereichen hatte das WW23-Tandem ausnahmslos eine bedeutend hdhere Affinitat als
die Einzel-Doménen, was ein starker Hinweis fir das Vorhandensein multivalenter
Wechselwirkungen war.

Um den Mechanismus der beobachteten multivalenten Wechselwirkung qualitativ
(Interaktionsstellen) und thermodynamisch (Affinitdéten) besser verstehen zu kénnen,
wurde fur weitere Untersuchungen ein PRS-Bereich (CA1503;7.¢5) ausgewdhlt, welcher
mono- als auch multivalente Bindungsmuster zeigte (CA_P1, siehe Tabelle 4.8.1).

Die mit WW23 und den beiden WW23-Mutanten (WW23_W32A & WW23 W131A)
durchgefuhrten NMR-Bindungsstudien bestatigten, dass CA_P1 an beide WW-Domaéanen
binden kann (vgl. Abschnitt 4.8.2). Deutlich wurde auch, dass CA_P1 mit der WW2-
Domaéane Uber andere Oberflachenareale wechselwirkt, wenn WW3 inaktiviert wurde. D.h.
bei inaktiver WW3 bindet das Peptid Uber die klassischen Bindetaschen ,xP* und ,xP2“
(siehe Abschnitt 5.5) an WW2. Bei der Interaktion mit dem Wildtyp wurden diese
Bindetaschen jedoch interessanterweise nicht genutzt. Dieser Unterschied war ein
ernstzunehmendes Indiz fur eine bivalente Wechselwirkung zwischen WW23 und CA_P1.
Die Interaktion zwischen CA_P1 und WW3 orientiert das Peptid so zur WW2-Domane,
das es an diese vermutlich nur schwach binden kann. Die Summe beider
Wechselwirkungen scheint aber energetisch gunstiger zu sein als die monovalente
Interaktion zwischen Peptid und WW2. Die ITC-Bindungsstudien bestéatigten diese
Vermutung. Es konnte gegeniiber den monovalenten Interaktionen (WW2: Kq= 114 pM,
WW3: Ky=469 uM) keine signifikante Affinitadtserhéhung durch die bivalente
Wechselwirkung zwischen CA_P1 & WW23 (K4 = 109 pM) beobachtet werden. Die mittels
SPOT-Analyse detektierte Affinitatserhhung scheint demnach ein Artefakt zu sein. Eine
plausible Erklarung dafir wéare, dass die eingesetzten Einzel-WW-Varianten eine
geringere Bindeaktivitdt besalien, als die entsprechenden Domanen der Tandem-WW-
Konstrukte.

5.4.1 PEPTIDINDUZIERTE STRUKTURVERANDERUNG VON WW23

Die Auswertung der Thermogramme aus den ITC-Experimenten mit WW23 und CA_P1
ergab ein stdchiometrisches Verhéltnis (N) von Peptid zu WW23 im Bereich von N ~ 0.5.
Neben einer monomolekularen bivalenten Wechselwirkung musste daher auch eine auf
bivalenter Wechselwirkung basierende peptidinduzierte Dimerisierung von WW23 in
Betracht gezogen werden. Das wurde mittels Sedimentationsgeschwindigkeits-
experimenten Uberprift. Die Bildung peptidassoziierter Dimere konnte dadurch
zweifelsfrei ausgeschlossen werden (siehe Abschnitt 4.8.4). Es konnte ebenfalls
ausgeschlossen werden, dass WW23 zwei Peptidmolekile bindet. Die AUZ-Daten zeigten
aber eindeutig, dass CA_P1 mit beiden WW-Domé&nen gleichzeitig und somit bivalent
interagiert. Die Interaktion mit dem Peptid fuhrte auch zu einer rdumlichen Anndherung
der WW-Doméanen und damit einhergehend zu einer kompakteren Molekilform. Das
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impliziert, dass sich die WW-Doméanen auch in Abwesenheit eines Peptidliganden
zeitweilig in raumlicher N&he befinden missen oder sogar miteinander interagieren.
Letzteres scheint auch deshalb sehr plausibel, da sich die Punktmutation einer Doméane
auch auf die chemische Umgebung der anderen Doméne auswirkte (siehe Abschnitt 5.2).

5.5 ,XP“ UND,XP2"- BINDETASCHE

Die C, Pseudosymmetrie der PPII Helix ermdglicht eine Bindung der PRS in zwei
Orientierungen, vorwarts (+) und rtickwarts (-). In beiden Bindungssituationen werden die
gleichen Erkennungselemente des Peptids und Wasserstoffbriickendonoren der Protein-
Seitenketten sowie die gleichen hydrophoben Bindestellen der WW-Doméne verwendet
[55]. Die WW-Domanen zeigen oftmals Praferenzen fir eine N-C oder eine C-N terminale
Ausrichtung der Peptide [55]. Die CA150ww. besitzt, wie alle Mitglieder der WW-
Doménen-Klasse Il, neben der ,xP“-Tasche eine weitere Bindungstasche, die sogenannte
XP2“-Tasche, durch welche wahrscheinlich die Bindung in zwei Orientierungen erst
ermaoglicht wird [96] (vgl. Abbildung 46).

Abbildung 46: CA150 ww, im Komplex mit PTPPPLPP
PDB-ID: 2RLY [96], die ,xP“-Bindungstasche der CA150ww2 wurde rot markiert

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich durch eine Punktmutation in der ,xP*“-
Tasche von WW2 auch die chemischen Verschiebungen der Resonanzen andern, welche
die ,xP2"“-Tasche bilden (Y13 & Y23) (vgl. Abbildung 36). Da die Mutation die Bindeaktivitat
der Doméne nahezu vollstandig ausschaltet, muss die ,xP2“-Tasche funktionell mit der
XP*“-Tasche gekoppelt bzw. funktionell von dieser abhangig sein.

In den NMR-Bindungsstudien mit WW23 konnte gezeigt werden, dass abgesehen von
CA_P1, alle untersuchten prolinreichen Peptide mit beiden Bindetaschen wechselwirken.
Nach Inaktivierung der WW3 von WW23 lagerte sich CA_P1 ebenfalls an beide WW2-
Bindetaschen an (vgl. Tabelle 4.8.11).
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XP2“-Tasche
Ww2 . |E W T E KIT A D G|K T Y N N|[R T|L E S T
ww3 .. |P WZC VJV|WT G D E|R V ERIN PRI R RS M

XP“Tasche

Abbildung 47: WW2- und WW3-Sequenzauschnitt mit . xP  “- und ,xP2“-Bindungstasche

Die Rechtecke markieren die Positionen der drei beta-Strange. Die Aminosauren der ,xP“- und ,xP2"-
Tasche der WW2 wurden Rot bzw. Griin gekennzeichnet. Die Aminoséuren der ,xP“- und potentiellen
XP2“-Tasche der WW3 sind Griin bzw. Gelb gekennzeichnet.

Basierend auf der Positionierung der ,xP2“-Tasche in WW2 kann vermutet werden, durch
welche Sequenzpositionen (V*? & Y') eine solche ,xP2“-Tasche in WW3 ausgebildet
werden konnte (s. Abbildung 47 & Abbildung 48). Interessanterweise zeigten die *Hy"°N-
Kreuzsignale von V**? & Y*?? nach der Punktmutation in der WW3-,xP“-Tasche ebenfalls
eine starke Anderung ihrer chemischen Verschiebung (vgl. Abbildung 37).

XP“-Tasche

XP2“-Tasche

Abbildung 48: "xP" und "xP2"-Tasche von CA150  wws

Gezeigt ist die Cartoon- (links) und die Oberflachenstruktur (rechts) von CA150 WW3 (PBD: 2DK7). Die
Hellgrau geférbten Bereiche (rechts) markieren die Positionen der (in der NMR-Struktur abgebildeten) N- und
C-terminalen Protein-Tags. Die Position der ,xP“-Tasche ist griin, die der potentiellen ,xP2“-Tasche gelb
eingeféarbt.

Auf Grund dieser Beobachtung stellt sich die Frage, ob WW3 mit dieser potentiellen
XP2“Tasche auch prolinreiche Peptidliganden binden koénnte. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden in Tabelle 5.5.1 zunachst die Positionen der ,xP*“- (griin) und ,xP2“-
Bindetasche und darunter die peptidinduzierten *Hy"*N chemischen Verschiebungs-
differenzen direkt auf der WW3-Struktur abgebildet. Die Differenzen der gewichteten NH-
Vektoren (siehe Abschnitt 3.7.2) wurden dazu in verschiedene Wertebereiche eingeteilt
und anhand einer Farbskala dargestellt.
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Tabelle 5.5.1: Ubersicht zur Bindung der PP-Peptide  an die ,xP“- bzw. ,xP2“-Tasche

0° O 90° O“’. 180° O”’. 270°

\

WWwW3

Tew

SF1_P3

LI

SF1_P4

CA P1

%

SF1_KP1

VQPPLPPGA

CA_KP2

RGPPPPPR [

0 0,06

Gezeigt sind die Strukturen von WW3 (PDB: 2DK7). Oben: Die Position der ,xP“- und putativen ,xP2"-
Bindetasche sind grin bzw. gelb markiert. Darunter: Die gewichteten Vektorbetrage der peptidinduzierten
Anderungen der 'H\"™N chemischen Verschiebungen der WW3-Resonanzen wurden, abhangig vom Betrag,
verschiedenfarbig auf die Strukturen geplottet. Die verwendeten Farben reprasentieren verschiedene
Wertebereiche der peptidinduzierten Signalverschiebungen (siehe Farbskala)

Aus der Ubersicht wird deutlich, dass WW3 nur unspezifisch mit SF1_P1, SF1_P3 und
CA_KP2 wechselwirkt, denn zu keiner der ,xP(2)“-Taschen ist eine Interaktion zu
beobachten. Es konnte festgestellt werden, dass SF1_P4 nur unter Verwendung der ,xP*-
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Tasche bindet. Interessanterweise benutzen CA_P1 und SF1_KP1 neben der ,xP“- auch
die postulierte ,xP2“-Bindetasche von WW3. Es besteht daher eine grof3e
Wahrscheinlichkeit, dass die WW3 tatsachlich eine funktionelle ,xP2“-Bindetasche besitzt.
Wie die NMR-Bindungsstudien mit SF1_P4 zeigten, ist diese jedoch nicht zwingend fur
die Bindung prolinreicher Peptidliganden erforderlich. Méglicherweise besitzt die ,xP2"-
Tasche der WW3 eher die Funktion einer ,Spezifitdts-Tasche”. Eine solche Spezifitats-
Tasche besitzt beispielsweise die Dystrophin WW-Domaéne, die ebenso wie die CA150-
WW3 C-terminal von einer a-Helix flankiert wird [56] (siehe auch Abbildung 7).

5.5.1 MONOVALENTE ODER BIVALENTE BINDUNG

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten monovalenten und bivalenten
Bindungen zwischen prolinreichen Peptidliganden und Tandem-WW23-Varianten
vergleichend analysiert. In Tabelle 5.5.11 sind die Ergebnisse der NMR- und ITC-
Bindungsstudien zusammengestellt. Gezeigt sind die in den jeweiligen Peptidsequenzen
enthaltenen bekannten und putativen WW-Bindemotive, die vom Peptid genutzten WW-
Bindetaschen (,xP*, ,xP2") (aus NMR) und die ermittelten Dissoziationskonstanten (aus
ITC).

Tabelle 5.5.11: Prolinreiche Peptide, PP-Motive, Bi ndekonstanten und Interaktionsstellen

Ww2* WW3** Ww23

gggﬂgnz Motive Ka Ke Ke
Y Y [uM]
807 >>1mM 452
SF1_P1 xPPPPPX (620-1052) (352-582)
XPHPPX
QPPPPPMNQGPHPPGHHGPP xP; xP2 2: xP, xP2
- 3 -
123 634 55
SF1 _P3 xPPPPPPPxX (104-148) (506-808) (49-60)
MPPPPPPPSGQPPPPPSGPL xPPPPPX XP, XP2 2: xP; xP2
- 3 -
59 39 39
SF1_P4 XPPPPPX (51-69) (32-48) (30-50)
XPLPPx
HPPPPPSHYGPLPPWHQK XPPW xP2 2: xP, xP2
xP, xP2 3: xP
114 469 109
CA_P1 XPPPPPPPPPX (94-139)  (439-503)  (99-121)
X X
HNAVMRGPPPLMRPPPPFGMMRGPPPPPRPPFG (xPPPL) xP, XP2 2: XP2
xP, xP2 3: xP, xP2
SF1_KP1 «PLPP "
+ + .
VQPPLPPGA PPLPx R
+
CA_KP2
XPPPPPx + - 2: xP, xP2
RGPPPPPR

3:-

* WW23 W131A; * WW23 W131A, (+) Bindung mittels NMR nachgewiesen, (-) NMR zeigt keine Bindung
Zur WW/SF1_KP1- bzw. WW/CA_KP2-Wechselwirkung sind keine ITC-Daten vorhanden. x: beliebige
Aminosaure, ausgenommen Prolin
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Die WW/SF1_P1-Interaktionsstudien zeigten, dass SF1_P1 bivalent deutlich starker an
WW23 (Kq = 452 pM), als monovalent an WW2 (K4 = 807 puM) bindet. Trotz der geringen
Affinitaten ist die Interaktion mit WW2 spezifisch, da beide WW2-Bindetaschen (,xP* und
XP2%) vom Peptid genutzt werden. Die Interaktion mit WW3 ist dagegen eher
unspezifisch, da die WW3-xP"“-Tasche weder in der mono- noch in der bivalenten
Bindungssituation genutzt wird. Der kleine Beitrag dieser unspezifischen Wechselwirkung
ermoglicht jedoch eine bivalente Wechselwirkung die sich positiv auf die effektive
Konzentration des Liganden auswirkt und dadurch die Affinitat nahezu verdoppelt.
SF1_P3 zeigte einen &hnlichen Bindemechanismus. Auch dieses Peptid bindet spezifisch
an beide WW2-Bindetaschen und interagiert unspezifisch mit WW3. Das fihrt, analog zu
SF1_P1, zu einer Verdopplung der Affinitat in der bivalenten Bindungssituation, wobei die
in SF1_P3 enthaltenen prolinreichen Motive deutlich affiner an die WW-Domanen binden.
Wie bereits in Abschnitt 5.3 diskutiert wurde, interagiert auch SF1_P4 bivalent mit WW23.
Gegenuber der monovalenten Interaktion fihrte das aber nicht zu einer Affinitats-
erhdéhung. Im Unterschied zu SF1_P1 und SF1_P3 bindet das Peptid durch Nutzung der
XP“ und/oder ,xP2"“-Bindetaschen jedoch spezifisch und deutlich starker an WW3. Sind
beide WW-Doméanen aktiv, bindet SF1_ P4 aul3erdem sterisch anders an die Domanen,
als in den jeweiligen monovalenten Bindungssituationen. Im letztgenannten Fall bindet es
an die ,xP2“-Tasche der WW2 bzw. an die ,xP“ und ,xP2“-Tasche der WW3. Bivalent
werden dagegen beide xP“-Taschen der WW2, jedoch lediglich die ,xP*-Tasche der
WW3 benutzt. Warum SF1 P4 monovalent nicht an die WW2- xP“-Tasche bindet, ist
indes unklar. In der bivalenten Bindungssituation kdnnen die Interaktionsstellen beider
WW-Doméanen mdglicherweise nicht optimal bedient werden. Die bivalente Interaktion ist
den NMR-Daten zufolge zwar bevorzugt, aber nicht wesentlich starker, als die rein
monovalente Wechselwirkung. SF1_P4 enthalt neben dem bekannten WW2-Bindemotiv
XPPPPPx ein putatives WW-Bindemotiv xPLPP. Bislang konnte nur die Bindung von
WW?2 an die reverse Motivvariante PPLPx gezeigt werden [96,98]. Wie die in dieser Arbeit
durchgefiihrte SF1prs-CA1504w-SPOT-Analyse (siehe Abschnitt 3.6.4, Tabelle 4.6.11)
indizierte, erkennen WW2 und WW3 mit hoher Wahrscheinlichkeit aber auch das xPLPP-
Motiv. Der Mechanismus der bivalenten CA_P1/WW23-Wechselwirkung zeigt Analogie
zur bivalenten SF1_P4/\WW?23-Interaktion in der Art, dass auch hier keine signifikante
Affinitatserh6hung gegentiber der monovalenten Bindung detektiert wurde. Wie SF1_P4,
bindet auch CA_P1 spezifisch an beide WW-Domanen, nutzt jedoch, abgesehen von der
monovalenten Interaktion mit WW3, die vorhandenen Bindetaschen nach einem anderen
Muster. Bei monovalenter Wechselwirkung bindet es stets an beide Bindetaschen der
jeweils aktiven WW-Domaéne, interagiert in der bivalenten Bindungssituation aber nicht mit
der ,xP“-Tasche in WW2. Interessanterweise bleibt die sehr schwache Wechselwirkung
zwischen CA_P1 und WW3 (Ky=469 uM) bei der bivalenten Interaktion erhalten,
wahrend die monovalent deutlich starkere CA_P1/WW2-Wechselwirkung (Kq = 114 pM)
durch Kontaktverlust zur WW2- xP“-Tasche geschwacht wird. In ihrer Summe sind die
intrinsisch schwachen Assoziationskréfte zwischen den prolinreichen Motiven und den
beiden WW-Domanen zwar kaum gréf3er, als die Kréfte der monovalenten CA_P1/WW2-
Assoziation, dennoch spiegelt sich hier deutlich das Multivalenzprinzip wieder, die
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Vervielfachung der Gesamtaffinitait durch die Kombination intrinsisch schwacher
Einzelaffinitdten. Bei Betrachtung der CA_P1-Sequenz fallt auf, dass darin neben dem
bekannten WW2-Motiv GPPPPPR zwei weitere putative prolinreiche Motive (xPPPPx und
xPPPL) vorhanden sind, von denen zumindest eines von der WW3-Domaéane spezifisch
erkannt werden muss. Das bekannte WW2-Motiv scheidet von vornherein aus, da mittels
NMR-Bindungsstudie gezeigt werden konnte, dass das monovalente Peptid CA_KP2
(enthéalt das WW2-Motiv GPPPPPR) nicht an WW3 bindet. Den Ergebnissen aus den
Interaktionsstudien mit SF1_P1 und SF1_P3 folgend, kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass WW3 generell keine xPPPPPx-Motive bindet. Offensichtlich ist nur, dass
falls es mit diesen Motiven wechselwirkt, diese Interaktion unspezifisch sein muss. Wie
die NMR-Bindungsstudien mit SF1_KP1 zeigten, binden beide WW-Doméanen zudem das
prolinreiche Motiv ,PPLPP*. Um die Praferenzen aller drei CA150-WW-Domanen fiir ver-
schiedene prolinreiche Motive genauer einzugrenzen, werden im folgenden Abschnitt die
Bindungsmuster aller untersuchten prolinreichen Peptidsequenzen und WW-Doménen
analysiert.

5.5.2 BINDEMOTIVE DER EINZEL-WWS (WW1, 2&3)

Beziglich der Bindeeigenschaften der WW-Domanen von CA150 gibt es nur fir Ww1
und WW2 genauere Informationen. Demnach interagiert WW1 bevorzugt mit Y, poY, poS,
poT/R-Peptiden ((L/P)Pp(Y/poY)) und wurde dementsprechend den Klassen | und IV
zugeordnet [80]. Auf Grund der Tatsache, dass diese Motive in den untersuchten PRS
nicht vorkommen, war es uberraschend, dass Uber die in dieser Arbeit durchgefiihrten
SPOT-Analysen (Abschnitt 4.6.1 Abbildung 29) auch Interaktionen von WW1 zu mehreren
Sequenzbereichen der SFlprs gezeigt werden konnten. Die WW2-Doméne von CA150
besitzt Bindeeigenschaften der Klassen Il und V, bindet also bevorzugt PPLPp-Motive und
reine Prolin-Motive (p/ ®)PPPPP) [80,96-98]. Besonders die reinen Prolin-Motive,
bestehend aus mindestens 5 aufeinanderfolgenden Prolinen, sind relativ haufig in der
SFlprs Vertreten, was eine Vielzahl der beobachteten WW2-Interaktionen zu
verschiedenen SF1lprs-Bereichen erklart. Die CA150-WW3 konnte bisher nicht eindeutig
in eine der WW-Klassen eingeordnet werden, da sie laut Hu et al. eher promiskuitiv
bindet. Hu et al. beobachteten dennoch, dass die WW3 viele Eigenschaften von WW-
Doménen der Klasse | (binden an (L/P)Pp(Y/poY)-Motive) aufweist [98]. Diese Motive sind
in den untersuchten PRS-Bereichen (SF1 & CA150) nicht enthalten, dennoch konnten
Interaktionen der WW3 mit mehreren Sequenzbereichen beobachtet werden (vgl.
Abschnitt 4.6.1 & 4.8.1). In der SF1-SPOT-Analyse konnte gezeigt werden, dass WW2
und WW3 neben dem fir WW2 bekannten PPLPp Motiv [96,98] ebenfalls in der Lage
sind, das reverse Motiv XPLPP zu binden (vgl. Tabelle 5.5.1l). Starke Interaktionen von
WW1 und WW3 konnten auch zu diversen Sequenzbereichen (z.B. SF135:.350) beobachtet
werden, die kein bisher bekanntes WW-Motiv enthalten. Folglich missen WW1 und WW3
in der Lage sein, ein weiteres PP-Motiv zu binden. Zur Identifizierung potentiell neuer
WW-Bindemotive wurden in Tabelle 5.5.111 alle Ergebnisse der WW-Bindungsstudien
zusammengetragen und hinsichtlich bekannter und putativer WW-Bindemotive
ausgewertet.
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Tabelle 5.5.11I: Bindungsmotive der WW-Bindungsstud  ien
o
el xlalzlglelc]gls
RN % tlglzlald|lx
x| X| X || a %
SFlss1350 1 1QSRPPWMNSGPSESRPYH
SFligas; NGPPPPWMQPPPPPMNQGPH
SFlsoeass QPPPPPMNQGPHPPGHHGPP
SFlssusss QCPHPPGHHGPPPMDQYLGS
SFlusgar; SGVYRLHQGKGMMPPPPMGM
SFlusouss MPPPPMGMMPPPPPPPSGQ
SFlu7g4; MPPPPPPPSGQPPPPPSGPL
SFluggsoy QEPPPPSGPLPPWQQQQQQP
SFli97516 LPPWQQQQQQPPPPPPPSSS
SFlsposie  WQQQRQQQPPPPPPPSSSMAS
SFlsys0s PPPPPPPSSSMASSTPLPWQ
SFlsiiseo PPWQQQQAAAAASPGAPQM
SFlsisses QQQQAAAAASPGAPQMQGNP
SFlsessss MVPLPPGVQPPLPPGAPPPP
SFlsyss0s QPPLPPGAPPPPPPPPPGSA
SFlsgie00 APPPPPPPPPGSAGMMYAPP
SFlsos.ci; APPPPPPPPMDPSNFVTMMG
SFlepocsg VAGMPPEGMPPAPPPPPPQN
SE1 p4  HPPPPPSHYGPLPPWHQK
SF1 kKp1 VQPPLPPGA
CAz9.48 FRGPAPPPNAVMRGPPPLMR
CAsg-58 VMRGPPPLMRPPPPEGMMRG
CAss.65 LMRPPPPFGMMRGPPPPPRP
CAsg.77 GPPPPPRPPFGRPPFDPNMP
CAso.s5 PFGRPPEDPNMPPMPPPGGI
CA77-96 PPMPPPGGIPPPMGPPHLQR
CAsgi0s P PPMGPPHLQRPPFMPPPMS
CAgs.115 RPPEMPPPMSSMPPPPGMMF
CAiop121  PPMSSMPPPPGMMEPPGMPP
HNAVMRGPPPLMRPPPPFGMM
CA_P1  RGPPPPPRPPFG
CA Kp2  RGPPPPPR
Gezeigt sind mdogliche Bindemotive der WW-Doménen (oben). Links: Die untersuchten Prolinreichen

Sequenzen. Die Zahlen repréasentieren die Sequenzposition in SF1 bzw. CA150 (CA). Die bekannten bzw.
putativen PP-Motive sind in der Peptidsequenz unterstrichen. Mitte: Die vorhandenen Motive (oben) sind
farblich markiert (blau: putatives WW-Motiv, orange: bekanntes WW-Motiv). x: beliebige Aminoséure,
ausgenommen Prolin; ®: hydrophobe Aminosaure. Kleine Buchstaben reprasentieren bevorzugte, aber nicht
konservierte Aminosaurereste. Die Nomenklatur der Peptidmotive erfolgte nach Aasland et al. 2002 [82].
Rechts: Die Ergebnisse der Bindungsstudien fur WwW1, WW2, WW3 und WW23. Doméane zeigte keine
Bindung (Rot), schwache Bindung (Hellgriin) bzw. mittlere bis starke Bindung (Grin).
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Nach manueller Auswertung der in Tabelle 5.5.1lI aufgefihrten Bindungsmuster konnten
den WW-Doménen eindeutige Bindepraferenzen zugewiesen werden. Alle prolinreichen
Motive, fur die zweifelsfrei eine bzw. keine Interaktion mit den entsprechenden WW-
Doménen gefunden wurde, sind in Tabelle 5.5.1IV zusammengestellt.

Tabelle 5.5.1V: Bindemotive der CA150-WW-Doméanen

CA150-WW1 ‘ CA150-WW3

R P P W R P P W I P P W
M P P F R P P F L P P W
I P P W G P P H G P P H
L P P W I P P W R P P F
R P P F L P P W G P P P L
G P P H F P P G M P P P M
F P P G G P P P P W M P P P P M
G P P P P P R M P P P P M M P P P P G
Q P P P P P S M P P P PG R P P P P F
Q P P P P P M R P P P F Q P P P P P M
A PP P P P P Q X P P P P P X G P P P P P R
Q P P P PP P P S P L P P m P P P P P P P S
M P P P P P P P S P H P P A PP PP PP P P M
A PP PP PP P P M P L P p A PP PP PP PP P G
X P P P P P P P P P P H P P
P P L P P
P L P P

Gezeigt sind die fur die CA150 WW1, WW?2 bzw. WW3 gefundenen Bindepraferenzen. PP-Motive (grau) mit
grin markierten Aminosauren wurden eindeutig gebunden, PP-Motive mit rot markierten Aminosauren wurden
eindeutig nicht gebunden.

Allen Domé&nen ist gemein, dass sie Motive mit zwei oder mindestens funf
aufeinanderfolgenden Prolinen binden. Es lasst sich jedoch kein generalisiertes Motiv
(xPPx, bzw. xPPPPPx) ableiten, da die N- und C-terminal flankierenden Aminosduren
bzw. deren Kombinationen eine essentielle Rolle dabei spielen, ob ein PP-Motiv
gebunden wird oder nicht. So wird beispielsweise das Motiv RPPW von WW1 und WW2
gebunden, von WW3 jedoch nicht. Wird das Tryptophan an Position 4 durch Phenylalanin
ersetzt, kann WW2 das Motiv nicht mehr erkennen. Befindet sich an Position 1 anstelle
des Arginins ein Isoleuzin, binden weder WW1 noch WW2, dagegen interagiert jetzt aber
WW3 mit dem Motiv. Auf Basis der vorliegenden Ergebnisse kdnnen allerdings keine
Aussagen dariber getroffen werden, welche Kombinationen von flankierenden
Aminosauretypen (positiv/negativ geladen, hydrophob/polar, aromatisch) vorhanden sein
mussen, damit die PP-Motive von den einzelnen WW-Doménen erkannt werden. Um
diesbezuglich Aussagen treffen zu konnen, wéare eine systematische Substitutions-
Analyse erforderlich. Motive mit nur drei aufeinanderfolgenden Prolinen, sowie das PHPP-
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Motiv werden einzig von WW3 erkannt. Motive mit nur vier aufeinanderfolgenden
Prolinen, sowie PPLPP und PLPP-Motive werden sowohl von WW3 als auch von WW?2
erkannt. WW3 bindet als einzige Domane jeweils mindestens einen Vertreter der
verschiedenen Basis-Motive (x(P),x bis x(P)ex, PHPP, PPLPP, PLPP (x
doménenspezifische Aminoséure, ausgenommen Prolin)). Das ist konform mit den
Ergebnissen von Hu et al. [98], demzufolge die WW3 promiskuitive Bindeeigenschaften
besitzt. Auf Basis der identifizierten Bindepraferenzen wurde in Abbildung 49
veranschaulicht, welche WW-Domanen potentiell an welche prolinreichen Motive der
SF1prs binden konnen. Hier wird deutlich, dass die SFlprs eine Vielzahl potentieller
Bindestellen aufweist, welche von einer, zwei oder allen drei CA150-WW-Doménen
erkannt werden. Die Vielzahl der vorhandenen Interaktionsstellen lasst dariiber hinaus
vermuten, dass die PRS neben der Wechselwirkung mit CA150 potentiell auch die
Interaktion mit den WW-Doméanen anderer Interaktionspartner vermittelt.

’l l""“,
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Abbildung 49: CA150 ww-Bindepositionen der SF1 pgrs

Visualisierung der Bindepositionen der jeweiligen WW-Domane an der SF1lprs. Die WW-Domanen sind durch
Sechsecke reprasentiert; WW1: violett, WW2: grin, WW3 rot). Die Zahlen reprasentieren die Sequenz-
positionen.

In jedem Fall ist die SF1prs multivalent fir alle drei CA150-WW-Domanen, die Diversitat
der vorhandenen prolinreichen Motive spricht aber auch dafiir, dass sie als ein
multivalentes Funktionselement fungieren konnte, welches ein breites Interaktions-
spektrum erméglicht.

Analog zur SF1pgs wurden in Abbildung 50 auch die zweifelsfrei identifizierten CA150ww-
Bindestellen der N-terminalen CA150pgs Vvisualisiert. Es wird deutlich, dass isolierte
CA150 WW-Doménen nur an Motive innerhalb des ersten Drittels der PRS binden
kénnen. Hier existieren nur 3 spezifische Bindestellen, von denen die ersten beiden
(GPPPL & RPPPPF) nur von WW3 und die dritte (GPPPPPR) nur von WW1 und WW?2
erkannt werden kénnen.
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Abbildung 50: CA150 ww-Bindepositionen der N-terminalen CA150  pgrs

Visualisierung der Bindepositionen der jeweiligen WW-Domane innerhalb der N-terminalen CA150pgs. Die
WW-Domanen sind durch Sechsecke reprasentiert; WW1: violett, WW2: griin, WW3 rot. Durch eine
schwarzen Linie verbundene Doménen reprasentieren das WW23 Tandem. Untersuchte Sequenzbereiche,
die ausschlie3lich vom WW23-Tandem erkannt werden, sind Blau hervorgehoben. Die Zahlen repréasentieren
die Sequenzpositionen.

Das WW23-Tandem kann mit prolinreichen Motiven innerhalb fast des gesamten
Sequenzbereiches (von 29 bis 107) wechselwirken (vgl. Abschnitt 4.8.1). Besonders
interessant ist jedoch die Tatsache, dass die prolinreichen Motive von 66 bis 107 (blau
markiert) ausschlie3lich vom WW23-Tandem erkannt werden, ohne dass hier eine
Wechselwirkung mit einer der isolierten Domanen detektiert werden konnte. Die
monovalenten Interaktionen scheinen demnach auf3erst schwach zu sein, bilden aber die
Basis einer deutlich nachweisbaren bivalenten Wechselwirkung. Anhand der
identifizierten Bindepraferenzen und der lokalisierten Interaktionsstellen sind mehrere
Modelle der CA150,w/CA150prs-Wechselwirkung vorstellbar, welche im Folgenden naher
betrachtet werden.

5.5.3 MODELLE MULTIVALENTER CA150ww/CA150prs-WECHSELWIRKUNGEN

Auf Basis der in dieser Arbeit untersuchten Wechselwirkungen zwischen den CA150 WW-
Doméanen und verschiedenen Teilbereichen SFlprs sowie der N-terminalen CA150pgs
sind vier Modelle eines intramolekularen und ein Modell eines intermolekularen
multivalenten CA150ww/CA150prs-Interaktionsmechanismus denkbar. Diese sind in
Abbildung 51 schematisch dargestellt.
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Intramolekulare Interaktion:

Abbildung 51: Modelle multivalenter CA150  ww/CA150prs-Wechselwirkungen

Oben: Doménenorganisation von CA150 (P: prolinreiche Region, WW: WW-Doméne; FF: FF-Doméne). Die
CA_P1-Sequenz mit den drei verifizierten Bindemotiven (P1: GPPPL, P2: RPPPPF, P3: GPPPPPR) fir die
Einzel-WW-Doméanen (WW1, WW2 bzw. WW3). Darunter: Modelle fiir eine intramolekulare Interaktion: (A)
WWS3 bindet an P1, WW2 bindet an P3, WW1 ist frei fir andere Interaktionspartner. (B) WW3 bindet an P2,
WW1 bindet an P3, WW?2 ist frei fur andere Interaktionspartner. (C) WW3 bindet an P1, WW1 bindet an P3,
WW?2 ist frei fur andere Interaktionspartner. (D) WW3 bindet an P2, WW2 bindet an P3, WW1 ist frei flr
andere Interaktionspartner. Unten: Modell einer intermolekularen Wechselwirkung zwischen zwei CA150-
Molekulen. WW2 und WW3 binden jeweils an P3 und P2 des anderen Molekiils.

Die WW3-Doméane kann entweder mit dem prolinreichen Motiv P1 (GPPPL) oder P2
(RPPPPF) interagieren, wahrend WW1 und WW2 nur an P3 (GPPPPPR) binden kénnen.
Eine bivalente Interaktion vorausgesetzt, ergeben sich daraus jeweils zwei
Konformationen in denen entweder die WW1-Doméane (Abbildung 51A & B) oder die
WW?2-Doméne (Abbildung 51C & D) potentiell fur weitere Interaktionspartner zur
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Verfiigung stehen. Die jeweils ,freie* WW-Domane kénnte demnach eine regulatorische
Funktion besitzen oder durch die bivalente Wechselwirkung der beiden tbrigen Domé&nen
in eine gunstige Position fur die Interaktion mit einem Zielprotein gebracht werden.
Weitere Spekulationen waren hier jedoch wenig sinnvoll, da bereits die gezeigten Modelle
rein hypothetisch sind. Auf Basis der gefundenen CA150/CA150prs-Interaktionen wére
auch das in Abbildung 51 dargestellte Modell einer bivalenten intermolekularen
Wechselwirkung zwischen zwei CA150-Proteinen denkbar. Da die Zahl der
wechselwirkenden Interaktionsstellen hier auf Grund der Spiegelsymmetrie doppelt so
hoch ist, wie im Falle einer intramolekularen CA150,w/CA150prs-ASsoziation, konnte
CA150 moglicherweise fest bindende Dimere bilden. Auch hier kénnten die ,freien* WW1-
Doménen regulatorische Einheiten sein, die durch Interaktion mit prolinreichen Liganden
madglicherweise die Dissoziation von dimerem CA150 forcieren. Auch das ist rein
spekulativ und ware nur durch weitere intensive Forschungsbemiihungen aufzuklaren.

Neuste Forschungsergebnisse zeigten, dass die Serin/Threonin-Proteinkinase PLK1 mit
Hilfe ihrer PBD-Doméane (PBD: Polo-Box-Doméne) in der Lage ist, das phosphorylierte
FMPPPMSpoSM-Motiv (CA150ge.107) innerhalb der N-terminalen CA150prs zu erkennen
(PDB-ID: 3Q1I) [174]. Entsprechend ware eine Bedeutung von PLK1 fur den hier
postulierten intramolekularen Interaktionsmechanismus zu bericksichtigen. Man muss
dariiber hinaus auch in Betracht ziehen, dass einige Aminoséauren der CA150pgs in Vivo
potentiell phosphoryliert sein kdénnen und daraus andere Interaktionsmuster oder
Bindepraferenzen resultieren kénnen, als in dieser Arbeit erfasst werden konnten.

Fur die tandemartig angeordneten WW-Doméanen des Nedd4-&hnlichen Suppressor of
Deltex (Su(dx)) konnte gezeigt werden, dass erst durch die Bindung eines PY-Liganden
an WWS3, eine autoinhibitorische Domanen-Domé&nen-Wechselwirkung zwischen WW3
und WW4 freigeschaltet wird. Erst durch die Trennung von WW3 konnte WW4 den
vollstdndigen Faltungszustand einnehmen und war in der Lage, einen PP-Liganden zu
binden [122]. Diese Kompetition zwischen WW-Domanen-Assoziation und PY-Motiv-
Bindung beweist, dass eine tandemartige Organisation der WW-Domé&nen direkten
Einfluss auf ihre Fahigkeit zur Bindung von Liganden nehmen kann. Da auch die WW-
Doménen in CA150 tandemartig angeordnet sind, kénnten ahnliche Mechanismen auch
bei der Regulation von CA150 eine Rolle spielen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Viele humane Krankheiten, wie Alzheimer [89], Krebs [83], Muskeldystrophie [54], ,Liddle-
Syndrom* [118] und Huntington [119] kbdnnen auf fehlregulierte WW-Domé&nen-vermittelte
Signalwege zurtickgefuhrt werden. Erstmalig beschrieben wurden WW-Doménen 1994
von Bork und Sudol [67], die diesen Domanen auf Grund zweier hochkonservierter
Tryptophane (W) innerhalb ihrer Consensus-Sequenz auch ihren Namen verliehen. Mit
nur ca. 40 Aminosauren gehdren sie zu den kleinsten Proteindoménen. Sie binden
bevorzugt prolinreiche Sequenzmotive (PRS) und sind, mit Ausnahme von Bakterien,
hoch konserviert in allen Organismengruppen prasent. Der humane Transkriptionsfaktor
CA150 (Synonym: TCERG1 transcription elongation regulator 1) ist eines dieser Proteine.
Es besitzt neben sechs FF-Doménen und zwei N- und C-terminal lokalisierten PRS, gleich
drei WW-Domanen, die durch aufRergewothnlich lange Linkersequenzen miteinander
verknipft sind. CA150 interagiert mit verschiedensten Proteinen und ist so an der
Regulation der Elongation der RNA-Polymerase 1l, der Koordinierung der Transkription
und der pra-mRNA-Prozessierung beteiligt. Dementsprechend konnten unter anderem
Interaktionen der WW- und FF-Domé&nen zur RNA-Polymerase 1l [112,116] sowie
Wechselwirkungen der WW-Domaéanen (1&2) mit den PRS des Spleif3faktors SF1 [112]
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus kann CA150 auch mit der mutierten Form des
Huntingtin-Proteins interagieren, wodurch dem Protein eine wichtige Rolle im
Krankheitsverlauf von Huntington zukommt [87]. Es besteht daher ein grof3es Interesse,
die molekularen Mechanismen CA150-vermittelter Wechselwirkungen besser zu
verstehen. Die Vielzahl der bisher identifizierten CA150-Interaktionspartner und das
mehrfache Vorhandensein gleicher Funktionseinheiten legen nahe, dass CA150 mit vielen
Zielproteinen multivalent wechselwirken kénnte. Die Multivalenz kénnte zum einen tber
das Tandem der drei aufeinanderfolgenden WW-Domdanen und zum anderen Uber die
beiden PRS realisiert sein. Der Fokus dieser Arbeit lag insbesondere auf der
systematischen Analyse von Interaktionen der isolierten WW-Doménen und Tandem-
WW-Konstrukten aus CA150 mit Teilbereichen der PRS aus SF1 (SFlprs) sowie
Teilbereichen der N-terminalen PRS aus CA150 selbst (CA150prs). Um ein besseres
Verstandnis grundlegender Mechanismen der multivalenten Wechselwirkungen zu
erlangen, aber auch um Erkenntnisse beziglich der Organisation der drei WW-Domanen
in CA150 zu gewinnen, wurde eine Vielzahl molekular-biologischer, biochemischer und
biophysikalischer Methoden angewendet.

Die codierenden Sequenzen verschiedener CA150 WW-Varianten wurden in
verschiedene Vektoren kloniert. Zur Maximierung der Ausbeuten unmarkierter bzw.
isotopenmarkierter Proteine wurden die Expressionsbedingungen optimal an die zu
exprimierenden WW-Varianten angepasst. Fiur diverse GST-WW und His-WW-Konstrukte
wurde eine IMAC-basierte Reinigungsstrategie entwickelt. Durch SILAC-Pulldown-
Experimente konnte die Aktivitdt der rekombinanten WW-Domanen verifiziert werden,
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indem bekannte sowie neue, bisher unbekannte, Interaktionspartner gefunden wurden.
Der SILAC-Pulldown lieferte auch erste Hinweise dafir, dass CA150 mit sich selbst
interagieren konnte. In einer SPOT-Analyse wurde die Interaktion zwischen Teilbereichen
der N-terminalen CA150prs und den drei CA150-WW-Domanen verifiziert. Dartiber hinaus
konnte mittels AUZ gezeigt werden, dass die bivalente Bindung einer ausgewé&hlten
CA150prs-Sequenz dazu fuhrt, dass ein WW23-Tandem eine Konformationsénderung
erfahrt. Eine artifizielle Oligomerisierung des WW23-Tandems konnte durch die AUZ
ausgeschlossen werden. SPOT-Analysen mit SFlprs-Teilbereichen zeigten neben
mehreren Interaktionen mit WW1 und WW2, auch verschiedene Wechselwirkungen mit
WW3. Durch die Aufnahme von HSQC-basierten Triple-Resonanz-Spektren von **C*N-
markiertem WW23-Protein konnten 75% der 'H"N-Korellationen sequentiell eindeutig
zugeordnet werden. Die Resonanzen der einzelnen WW-Doméanen wurden fast
vollstdndig identifiziert. Durch die Sequentielle Zuordnung war es mdglich, die
dynamischen Eigenschaften des Proteinrickgrades des WW23-Tandems NMR-
spektroskopisch zu ermitteln. Dabei wurden neue Domé&nengrenzen fur WW2 und WW3
aufgedeckt. Die  strukturdynamischen Untersuchungen in  Kombination  mit
sequenzbasierten (Psipred) und ,chemical shift“-basierten (Talos+) Sekundarstruktur-
vorhersagen zeigten, dass der Linker zwischen WW2 und WW3 aus einem zentralen
unstrukturierten Abschnitt besteht, der von zwei a-helikalen Bereichen flankiert wird. Die
sequentielle Zuordnung erlaubte zusammen mit den NMR-Bindungsstudien auch die
Identifizierung der Interaktionsstellen fur bestimmte bivalente Peptide. Dadurch konnte
gezeigt werden, welche WW-Bindetasche (,xP*“, ,xP2) in der jeweiligen Bindungssituation
vom Peptid genutzt wird und zusétzlich die Existenz einer postulierten ,xP2“-Tasche
innerhalb der WW3 bestétigt werden. Um in Bindungsstudien mono- und bivalente
Wechselwirkungen eindeutig identifizieren zu kdnnen, war es notwendig, Mutanten vom
WW?23-Tandem zu erzeugen, in denen die Bindungsaktivitat einer Doméne durch eine
Punktmutation in der ,xP“-Tasche ausgeldscht wurde. Der Einsatz der Mutanten in ITC-
Bindungsstudien ermdglichte es, die Affinitditen von mono- und bivalenten Interaktionen
zu ermitteln und vergleichend zu analysieren. In den ITC-Bindungsstudien wurden
durchweg schwache Affinitdten detektiert. Aus den Ergebnissen der Interaktionsanalysen
konnten zwei Mechanismen bivalenter Wechselwirkungen abgeleitet werden. Ersterer
fuhrte durch Kombination einer spezifischen und einer unspezifischen Wechselwirkung zu
einer deutlichen Affinitdtserhéhung. Der Zweite basiert auf zwei spezifischen
Wechselwirkungen. Diese fiihrten jedoch nicht zu einer verstarkten, sondern zu einer
veranderten Interaktion in der Art, dass in der bivalenten Bindungssituation mindestens
eine WW-Doméane Uuber andere Oberflachenbereiche wechselwirkt, als bei der
monovalenten Bindung. Durch Kombination der Daten der Interaktionsanalysen konnten
auch die Bindepraferenzen der WW-Doméanen ermittelt und bisher unbekannte
prolinreiche Motive identifiziert werden. So konnte gezeigt werden, an welchen Positionen
der CA1l50prs die WW-Domanen binden koénnen. Darauf aufbauend konnten
hypothetische Modelle bivalent intramolekularer bzw. tetravalent intermolekularer
CA1504w/CA150prs-Interaktionsmechanismen abgeleitet werden.
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SUMMARY

Diverse human diseases, such as Alzheimer’s [89], cancer [83], muscular dystrophy [54],
,Liddle-syndrome®[118] and Huntington [119] have been implicated with miss regulated
WW domain mediated pathways. WW domains were described first by Bork und Sudol
[67] in 1994. Based on the presence of two highly conserved tryptophan residues (W)
within the consensus sequence, they were named WW domains. They belong to the
smallest protein domains containing on average 40 amino acids. They preferentially bind
proline-rich sequence motifs (PRS) and are highly conserved in all organisms, except
bacteria. One of these WW domain containing proteins is the human transcription factor
CA150 (synonym: TCERG1 transcription elongation regulator 1). It consists additionally
six FF domains, a N- and a C-terminal PRS as well as three WW domains, which are
linked by exceptionally long linker sequences. CA150 is involved in the regulation of the
elongation of RNA polymerase Il, the coordination of transcription and pre-mRNA
processing by interacting with many different proteins. Among others, interactions of the
WW and FF domains with the RNA polymerase 1l [112,116] and interactions of the WW
domains (1 & 2) with the PRS of the splicing factor SF1 [112] were detected. Moreover,
CA150 also interacts with the mutated form of the huntingtin protein (HTT), whereby the
protein plays an important role in huntington’s disease [87].

It is of high medical interest to elucidate the molecular mechanisms of CA150 mediated
interactions. Both, many previously identified CA150-interacting proteins and the presence
of multiple equal functional units suggests that CA150 might interact multivalent with many
target proteins. The multivalency could be realized on the one hand through the tandem of
the three successive WW domains and on the other hand on the two PRS.

This work focuses mainly on the systematic analysis of interactions between isolated or
tandem CA150 WW domain constructs and PRS motifs of SF1 (SF1lprs) as well as motifs
of the N-terminal CA150prs. TO gain a better understanding of basic mechanisms of
multivalent interactions, but also to get insights into the organization of the three WW
domains in CA150, a variety of molecular biological, biochemical and biophysical methods
have been used.

The coding sequences of different CA150 WW variants were cloned into different E. coli
expression vectors. In order to yield efficient amounts of unlabeled and isotopic labeled
WW variants, the expression conditions have been optimized. For various GST-WW and
His-WW constructs, an IMAC-based purification strategy was developed. The activity of
recombinant WW domains could be verified by SILAC pull-down experiments, by
identifying known and new, previously unknown, interaction partners. The SILAC pull-
down also provided the first evidence that CA150 might interact with itself. Furthermore,
the interaction between sub-regions of the N-terminal CA150p;s and the three CA150 WW
domains was verified by SPOT analysis experiments. Moreover, it was shown by means
of analytical ultracentrifugation (AUC) that the bivalent binding of a selected CA150prs
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sequence causes a conformational change of a WW23 tandem. An artificial
oligomerization of the WW23 tandems could be screened out by the AUC measurements.
SPOT analysis with SF1pgrs sub-regions showed besides several interactions with WwW1
and WW2 also various interactions with WW3. By recording of HSQC-based triple-
resonance spectra of **C**N-labeled WW23 protein, 75% of the "H'°N-correllations were
sequentially assigned unambiguously. The resonances of the individual WW domains
were identified almost completely. The sequential assignment enabled the determination
of dynamic characteristics of the protein-backbone of a WW23 tandem via solution-state
NMR spectroscopy. Thereby new domain boundaries for WW2 and WW3 were revealed.
The structural dynamic studies in combination with sequence-based (Psipred) and
chemical shift-based (Talos+) secondary structure prediction showed that the linker
between WW2 and WW3 consists of a central unstructured section flanked by two a-
helical regions. Both, the sequential assignment and the NMR binding studies, allowed the
identification of interaction sites for specific bivalent peptides. It could be shown that the
WW domain binding grooves ("xP", "xP2") are occupied by the bound proline-rich ligand in
particular situations. Thereby the existence of a postulated “xP2"-groove in WW3 could be
confirmed.

For the exact determination of mono- and bivalent interactions in different binding studies,
mutants of the WW23 tandem, in which the binding activity of one domain was deleted by
a point mutation in the "xP"-groove, were generated. ITC binding studies with the WW23-
mutants were used to determine the binding affinities of mono- and bivalent interactions
and allowed direct comparison. In the ITC consistently weak affinities were detected.

Finally, two mechanisms of bivalent interactions could be detected by interaction analysis.
The first mechanism is based on the combination of specific and non-specific interactions
that results in a significant increase of affinity. The second one underlies two specific
interactions and did not lead to an increase of affinity. Rather the nature of interaction
changes in the way that in the bivalent binding situation the tri- or bivalent proline-rich
ligand attaches other surface regions of at least one WW domain, in contrast to the
monovalent binding.

By combining the data of the interaction analyses also the binding preferences of the WW
domains could be identified and previously unknown proline-rich motifs could be
uncovered.

Thereby, it could be shown as well, to which positions of the N-terminal CA150prs the WW
domains bind. Based on this information, hypothetical models could be derived for
bivalent intramolecular or tetravalent intermolecular CA150w/CA150prs-interactions.
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6 ANHANG

6.1 SEQUENZINFORMATIONEN

Sequenz von CA150 HUMAN:

MAERGGDGGESERFNPGEL RVAQQOAL RFRGPAPPPNAVIVRGPPPLVRPPPPEGVIVRGPPPPPRPPEGRPPFD
PNIVPPMPPPGE PPPVGPPHL QRPPENPPPVBSVPPPPGVIVFPPGVPPVTAPGT PAL PPTEEI WENKTPDGK
| QRSEL TPM. AAQAQVQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQA

QALAQAQRAQALAQLAQRALALLQAAQVQAQVQAAQVQAQAVGASTPTTSSPAPAVSTSTSSSTPSSTTSTTTTATSV
AQTVSTPTTQDQIPSSAVSVATPTVSVSTPAPTATPVQTVPQPHPQT L PPAVPHSVPQPTTAI PAFPPVWPP

FRVPLPGWPI PLP( GVAVMY VSCPYVKTVATTKT) GVLPGVAPPI VPM HPQVAI AASPATLA
L KEKEKLEEKI KEPI KEPEEEPL PVEJJEEEDPKEEPI KEI KEEPKEE
EMIEEEKAAQKAKPVAT | GRADVDKI | QEPPHKKGVE
ELKKLRHPTPTM.SI QKWQFSVBAI KEEQEL MEEI NEDEPVKAKKRKRDDNKDI DSEKEAAMEAEI KAARERA
| VPLEARVKQFKDM. L ERGVSAFSTWEKEL HKI VFDPRYL L L NPKERKQVFDQYVKTRAEEERREKKNKI MQA
KEDFKKMVEEAKFNPRATFSEFAAKHAKDSRFKAI EKMKDREAL FNEFVAAARKKEKEDSKTRGEKI KSDFFE
L L SNHHL DSQSRWEKVKDKVESDPRYKAVDSSSMREDL FKQYI EKI AKNL DSEKEKEL ERQARI EASLRERER
EVQKARSEQTKEI DREREQHKREEAI QONFKAL L SDMVRSSDVSWEDTRRTL RKDHRWESGSL L EREEKEKLFN
EH EALTKKKREHFRQLLDETSAI TLTSTWKEVKKI | KEDPRCl KFSSSDRKKQREFEEY! RDKYI TAKADFR
TLLKETKFI TYRSKKLI QESDOQHLKDVEKI LONDKRYLVLDCVPEERRKLI VAYVDDL DRRGPPPPPTASEPT
RRSTK

Phosphorylierungsstellen sind Rot, SUMOylierungsstellen Gelb, der Bereich der WW-Doméanen (WW1, WW2
bzw. WW3) Griin, der Bereich der CA_P1 Sequenz (CA150prs) Orange hinterlegt. Die in dieser Arbeit
untersuchten Sequenzbereiche sind schwarz, die nicht untersuchten grau dargestellt. Der von der
Serin/Threonin-Proteinkinase PLK1 erkannte Bereich wurde violett hinterlegt.

Sequenz von SF1_HUMAN:

MAT GANATPL DFPSKKRKRSRWNQDTMEQKTVI PQVPTVI PPGL TREQERAYI VQLQ EDLTRKLRTGDLG P
PNPEDRSPSPEP! YNSEGKRLNTREFRTRKKL EEERHNLI TEMVALNPDFKPPADYKPPATRVSDKVM PQDE
YPEI NFVGLLI GPRGNTLKNI EKECNAKI M RGKGSVKEGKVGRKDGQM. PGEDEPL HAL VTANTVENVKKAV
EQ RNI LKQA ETPEDQNDLRKMQL RELARLNGTL REDDNRI LRPWQSSETRS| TNTTVCTKCGGAGH! ASDC
KF QRPGDPQSAQDKARNVDKEYL SLMAEL GEAPVPASVGSTSGPATTPL ASAPRPAAPANNPPPPSLMSTTQSR
PPW/NSGPSESRPYHGVHEEGPGEPGEGPHSF PHPL PSL TGEHEEHPVOHNPNGPPPPWMQPPPPPVNQGPHP
PGHHGPPPMDQYL GSTPVGSGVYRL HQGKGVVPPPPMAVIVPPPPPPPSGQPPPPPSGPL PPWOQQQQQPPPPP
PPSSSVASSTPLPWQONT TTTTTSAGTGSI PPWQQQQAAAAASPGAPQVIQGNPTMVPL PPGVQPPL PPGAPPP
PPPPPPGSAGVMYAPPPPPPPPNDPSNFVTMVIGVEVAGVPPFGVPPAPPPPPPQN

Die in dieser Arbeit untersuchten Sequenzbereiche sind schwarz dargestellt.
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6.2 NMR-DATEN

Tabelle 6.2.1: Zugeordnete 'H-, *°N- und **C chemische Verschiebungen des WW23-Tandems

Rest w "Hy w °N w N, w H, w C, wC w Co
(Ppm) (Ppm) (ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm)
2 Ala 8,55 123,61 - - 52,47 19,1 178,13
3 Gly 8,43 108,88 - - 44,8 - 173,71
4 Ala 8,13 123,93 - - 52,36 19,16 177,97
5 Thr 8,09 114,01 - - 61,55 69,67 174,07
6 Ala 8,22 127,04 - - 52,22 19,15 177,43
7 Val 8,1 119,91 - - 61,99 32,6 176,05
8 Ser 8,3 119,5 - - 57,99 63,8 174,91
9Glu 8,81 124,98 - - 57,45 29,6 175,4
10 Trp 8,11 118,32 129,42 10,1 55,99 32,01 176,53
11 Thr 9,25 118,67 - - 61,68 71,76 171,97
12 Glu 8,38 126,36 - - 55,19 - 174,05
13 Tyr 8,41 126 - - 55,83 42,59 173,34
14 Lys 8,02 116,74 - - 53,88 35,72 178,52
15 Thr 9,11 114,03 - - 60,84 71,22 177,04
16 Ala 9,1 124,46 - - 54,77 18,03 178,24
17 Asp 7,88 112,04 - - 52,76 39,58 176,23
18 Gly 7,82 107,56 - - 45,83 - 174,2
19 Lys 7,75 121,61 - - 55,75 33,37 175,85
20 Thr 8,59 120,72 - - 62,97 70,14 173,19
21 Tyr 8,57 123,07 - - 55,25 39,5 170,66
22 Tyr 8,7 117 - - 56,34 40,55 174,15
23 Tyr 9,2 124,35 - - 56,13 43,23 173,4
24 Asn 8,06 129,66 - - 51,19 38,53 174,56
25 Asn 8,35 121,75 - - - 32,73 176,37
26 Arg 8,39 119,73 - - 57,45 30,51 177,34
27 Thr 7,78 109,34 - - 61,51 69,28 175,81
28 Leu 7,64 116,9 - - - 37,15 175,67
29 Glu 6,97 119,16 - - 58,04 31,67 174,55
30 Ser 8,3 116,1 - - 58,03 63,65 174,29
31 Thr 9,22 117,91 - - 59,09 69,73 171,95
32 Trp 8,29 127,71 129,05 9,94 55,84 32,01 174,01
33 Glu 8,21 123,85 - - 54,19 29,3 174,1
35 Pro - - - - 57,49 32,58 177,52
36 GIn 7,88 119,87 - - 57,44 29,64 177,4
37Glu 9,11 117,09 - - 58,64 29,57 177,99
38 Leu 6,92 117,68 - - 55,65 41,2 177,98
39 Lys 7,51 121,27 - - 58,42 32,14 178,33
41 Lys 7,57 120,66 - - - 32,62 174,94
42 Glu 8,15 119,03 - - 57,3 29,42 177,63
43 Lys 7,82 120,81 - - - 32,37 177,27
44 Leu 7,88 122,18 - - 55,58 41,89 177,81
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Rest w "Hy w °N w N, w H, w C, wC w Co
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
45 Glu 8,04 120,44 - - 56,55 29,98 176,56
47 Lys 8,47 121,26 - - 56,12 32,93 176,52
48 lle 8,01 122,43 - - - 38,06 176,02
49 Lys 8,12 126,46 - - 55,98 32,82 174,89
50 Glu 8,04 122,99 - - 53,1 31,4 174,2
53 Lys 8,55 120,22 - - 55,76 32,9 175,93
54 Glu 8,43 124,49 - - 54,06 29,31 174,19
56 Ser 8,37 109,82 - - 47,18 56,71 174,78
67 Glu 8,3 122,74 - - 55,92 30,3 175,99
68 Asp 8,43 123,43 - - 52,32 40,23 174,07
76 Glu 8,4 123,72 - - 56,02 30,28 176,09
77 lle 8,27 124,18 - - 60,62 38,24 175,25
84 Glu 8,91 120,66 - - 59,45 28,67 179,47
85 Glu 8,69 120 - - 59,72 28,81 179,43
86 Met 7,73 121,97 - - 58,71 29,36 179,57
87 Thr 8,76 112,19 - - 60,4 70,71 176,93
92 Ala 7,86 121,6 - - 54,51 17,65 180,16
93 Ala 7,66 121,04 - - 54,25 17,77 180,03
95 Lys 7,64 116,06 - - 51,07 38,47 174,35
96 Ala 8,3 121,54 - - 47,95 15,39 176,29
98 Pro - - - - 61,15 38,11 -
100 Ala 7,51 122,18 - - 52,03 21,5 175
101 Thr 8,32 113,32 - - 60,09 71,95 173,47
102 Ala 9,2 126,96 - - 49,29 21,56 176,58
106 Gly 8,81 110,43 - - 45,1 - 173,46
107 Thr 7,77 111,82 - - 58,88 70,43 173,2
108 Pro - - - - 62,33 30,98 175,25
109 Trp 7,84 117,26 130,9 10,8 57,3 33,63 176,14
110 Cys 9,38 117,85 - - 56,49 31,19 173,26
111 Val 8,78 122,6 - - 61,42 31,39 173,81
112 val 8,11 127,4 - - 60,51 32,61 181,98
113 Trp 8,35 127,23 129,1 10,14 55,71 32,99 176,3
114 Thr 8,68 114,04 - - 60,9 70,87 175,39
115 Gly 8,34 111,23 - - - - 177,93
116 Asp 7,87 117,55 - - 52,03 38,86 174,57
117 Glu 7,79 111,24 - - 57,41 25,86 175,57
118 Arg 7,61 118,23 - - 55,14 33,16 175,01
119 val 8,04 118,99 - - 59,41 34,94 174,46
120 Phe 8,4 120,93 - - 54,85 38,73 -
121 Phe 8,53 116,25 - - 56,3 41,16 174,49
122 Tyr 9,19 123,67 - - 55,53 44,3 172,71
123 Asn 7,85 128,5 - - 47,85 37,82 173,31
125 Thr 8 113,86 - - 65,76 67,8 175,56
126 Thr 6,72 109,82 - - 61,15 69,13 174,83
127 Arg 8,12 117,14 - - 57,33 26,1 174,61
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Rest w "Hy w °N w N, w H, w C, wC w Co
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

128 Leu 6,89 120,92 - - 54,5 43,87 175,03
129 Ser 8,27 117,33 - - 56,62 65,58 173,7
130 Met 9,42 120,88 - - 55,04 36,83 174,44
131 Trp 8,58 122,19 128,68 9,74 58,92 - 176,71
132 Asp 7,55 117,83 - - 52,61 41,79 173,51
133 Arg 7,95 118,52 - - 53,46 29,73 174,19
135 Asp 8,3 122,29 - - 55,82 40,01 176,01
136 Asp 8,76 114,08 - - 55,23 39,43 176,2
137 Leu 7,6 114,53 - - 53,01 41,72 177,32
138 lle 7,02 125,07 - - 63,37 37,29 176,3
139 Gly 9,02 115,65 - - 45,14 - 171,45
140 Arg 6,78 118,54 - - 54,93 29,79 176,21
141 Ala 8,84 130,6 - - 54,2 18,31 179,33
142 Asp 8,94 116,45 - - 55,67 37,74 178,57
143 Val 7,23 122,86 - - 65,97 31,64 176,34
144 Asp 7,47 118,11 - - 57,51 39,68 178,03
145 Lys 7,36 117,99 - - 59 32,43 -

146 lle 7,42 119,31 - - 64,67 38,65 175,69
147 lle - - - - 55,64 33,01 176,72
148 GIn 8,48 123,44 - - 56,76 29,99 176,66
149 Glu 8,52 121,84 - - 56,31 30,07 176,29
152 His 8,18 121,9 - - 61,02 38,26 176,24
153 Lys 8,17 126,07 - - 55,86 32,89 174,95
154 Lys 7,88 121,3 - - 54,38 30,38 174,37
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146

'"H™®N-HSQC-Spektren von WW23 W32A in An- und Abwesenhei

verschiedener SF1 Peptide

t

Uberlagerung von *H'°N-HSQC-Spektren aus NMR-Titrationsexperimenten. WW23_W32A (¢ =50 uM) in
Abwesenheit vom Peptidliganden (grau), WW23_W32A in Anwesenheit eines 10-fachen Uberschusses von

SF1_P1 (rot), SF1_P3 (blau), SF1_P4 (grun). Aufgenommen an einem 600 MHz Spektrometer bei 280K.
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Abbildung 53: 'H™N-HSQC-Spektren von WW23 W131A in An- und Abwesenhe it

verschiedener SF1 Peptide

Uberlagerung von 'HN-HSQC-Spektren aus NMR-Titrationsexperimenten. WW23_W131A (c =50 uM) in
Abwesenheit vom Peptidliganden (schwarz), WW23_W131A in Anwesenheit eines 10-fachen Uberschusses
von SF1_P1 (rot), SF1_P3 (blau), SF1_P4 (gruin). Aufgenommen an einem 600 MHz Spektrometer bei 280K.
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Abbildung 54: 'H™N-HSQC-Spektren von WW23 in An- und Abwesenheit ver schiedener
monovalenter PP-Peptide

Uberlagerung von 'H'°N-HSQC-Spektren aus NMR-Titrationsexperimenten. WW23 (¢ =50 uM) in
Abwesenheit vom Peptidliganden (schwarz), WW23 in Anwesenheit eines 10-fachen Uberschusses von
SF1_KP1 (violett), CA_KP2 (turkis). Aufgenommen an einem 600 MHz Spektrometer bei 280K.
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Abbildung 55: Analyse der Anderung der  'H"N chemischen Verschiebungen von WW23,
WW23 W32A und WW23_W131A nach SF1_P1-Zugabe

Die peptidinduzierten Differenzen der *H'°N chemischen Verschiebungen (Ac*H™N) von WW23 (schwarz),
WW23_W32A (hellgrau) bzw. WwW23_W131A (dunkelgrau) Kreuzsignalen wurden gegen die entsprechende
Sequenzposition aufgetragen.
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Abbildung 56: Analyse der Anderung der  'H"N chemischen Verschiebungen von WW23,
WW23 W32A und WW23 W131A nach SF1 _P3

Die peptidinduzierten Differenzen der *H'°N chemischen Verschiebungen (Ac‘*H™N) von WW23 (schwarz),
WW23_W32A (hellgrau) bzw. WwW23_W131A (dunkelgrau) Kreuzsignalen wurden gegen die entsprechende
Sequenzposition aufgetragen
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Abbildung 57: Analyse der Anderung der  'H"N chemischen Verschiebungen von WW23,
WW23 W32A und WW23_W131A nach SF1_P4-Zugabe

Die peptidinduzierten Differenzen der *H'°N chemischen Verschiebungen (Ac*H™N) von WW23 (schwarz),
WW23_W32A (hellgrau) bzw. WW23_W131A (dunkelgrau) Kreuzsignalen wurden gegen die entsprechende
Sequenzposition aufgetragen.
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Abbildung 58: "H'N-HSQC-Spektren von WW23, WW23 W32A und WW23 W131A in An-

und Abwesenheit verschiedener SF1 Peptide

Uberlagerung von "H™N-HSQC-Spektren aus NMR-Titrationsexperimenten. WW23 (schwarz), WW23_W32A
(hellgrau) und WW23_W131A (dunkelgrau) (c = 50 pM) in Abwesenheit vom Peptidliganden, WW23-Tandem-
Variante in Anwesenheit eines 10-fachen Uberschusses von CA_P1 (orange). Aufgenommen an einem 600

MHz Spektrometer bei 280K.
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Abbildung 59: Analyse der Anderung der ~ "H™N chemischen Verschiebungen von WW23,
WW23 W32A und WW23_W131A nach CA_P1-Zugabe

Die peptidinduzierten Differenzen der *H'°N chemischen Verschiebungen (Ac*H™N) von WW23 (schwarz),
WW23_W32A (hellgrau) bzw. WW23_W131A (dunkelgrau) Kreuzsignalen wurden gegen die entsprechende
Sequenzposition aufgetragen. CA_P1 : HNAVMRGPPPLMRPPPPFGMMRGPPPPPRPPFG

Predicted RCI S2 value [3 G: 0.372)[1 G: null]
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Predicted Secondary Structure [3 G: 0.023]0.029]0.948][1 G: nullinull|null]
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Abbildung 60: Ergebnis der Talos+ Strukturdynamik- und Sekundéarstrukturvorhersage

Oben st die strukturelle Dynamik des Proteinriickgrates (Orderparameter) und darunter die
Sekundarstrukturstrukturelemente (blau: a-Helix; rot: B-Strang) des WW23-Tandems aus CA150 abgebildet.
Die Werte sind gegen die SequenZJ)osition aufgetragen. Die Vorhersage wurde mit Talos+ erstellt und basiert
auf den sequentiell zugeordneten *°N- und **C chemischen Verschiebungen.




