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3. Ergebnisse

3.1. Bioinformatische Analyse der Proteine

Am Anfang unserer Arbeit stand das Ziel die molekularen Wechselwirkungsmechanismen
zwischen Occludin und ZO-1 aufzukldren. Dazu wurden die Teilbereiche der beiden Proteine,
die bekanntermaflen aneinander binden (die letzten 150 AS von Occludin, GUK-Doméne von
Z0-1; Fanning et al., 1998) mit verschiedenen bioinformatischen Methoden analysiert.
Zuséatzlich wurden auch die potentiellen Interaktionen von a-Catenin- und ZO-1-Sequenzen
untersucht. Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich die im Weiteren genannten

Aminosédurepositionen aller Proteine auf die jeweiligen Maus-Sequenzen.

3.1.1. Bioinformatische Analyse von Occludin

Bei der Sekundirstrukturvorhersage fiir den gesamten zytosolischen C-terminalen Teil von
Occludin (264-521) zeigte sich ein interessantes Muster. Die N-terminale Halfte (Occludinyes-
405) enthielt laut verschiedener Sekundérstruktur-Vorhersageprogramme nahezu keine
Sekundarstrukturelemente, wahrend im C-terminalen Teil (Occludingge.s2;) mehrere Helices
vorhergesagt wurden. Die mit Occludinsequenzen aus anderen Spezies erhaltenen
Vorhersagen deckten sich mit denen der Maus-Sequenz. Auf eine Strukturierung dieses
Bereiches weisen auch stirker konservierte Sequenzen zwischen verschiedenen Arten hin.
Dazu wurden der prozentuale Anteil gleicher AS (Sequenzidentitit) und dhnlicher AS
entsprechend von Vergleichsmatrices (Sequenzdhnlichkeit; Programm GAP, Matrix
blossum62) in einer Gegeniiberstellung verwandter Sequenzen verglichen. Reprdsentativ sind
die Werte fiir die Occludinsequenz von Maus mit der vom Menschen bzw. dem entfernter
verwandten Huhn verglichen worden. Es ergeben sich fiir Occludinges.40s Sequenzidentititen
(und in Klammern Sequenzéhnlichkeiten) von 87,2% (90,1%) bzw. 35,8% (42,5%) und fiir
Occludingge.so1 Werte von 90,5% (96,5%) bzw. 49,1% (59,5%). Das zeigt, dass Occludin
zwischen Saugern sehr hoch konserviert ist aber auch mit entfernter verwandten Arten immer
noch eine deutliche Sequenzédhnlichkeit besteht (Abb.3.1).

Einige der prognostizierten Helices zeigen potentielle Coiled coil (CC)-Eigenschaften mit
errechneten Wahrscheinlichkeiten von bis zu 100% (Abb. 3.1, 3.2). Dabei wurden
verschiedene CC-Vorhersageprogramme mit unterschiedlichen Algorithmen genutzt, die zu
dhnlichen Ergebnissen kamen (Tabelle 3.1). Die zweite Hilfte des C-terminalen Bereichs von
Occludin (Maus-Occludinggs.s21) erwies sich in den weiteren Untersuchungen als immer

wichtiger und wurde im Weiteren Occludin Coiled coil-Doméne genannt.
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S5-Yorhersage hhhh bEb bLEEEEEEBbL
konservierte AS I-ae -1 1101 -1 - |: -
Maus KTRREKMDR Y DIKSHL LWDKEHI Y DEQPPNVYEEWVKNYS AGTQDMPPPPSD Y AERVDSPMA Y SSHGKVYNGKRSYPESFYKSTPLYPEVA
Mensch KTRRKMDR'Y DKSNI LWDKEHT Y DEQRPNVEEWVKNVS . AGTQDVPSPPSD Y VERVDSPMA Y SSNGKVNDKR F PESS YKS . TPVPEVY
Ratte KTRRIMDR'Y DKSNI LWDKEHT Y DEQPPNVEEWVKNVS . AGTQDMPPPPSD YAERVDSPMA Y SSNCKVNGKRS YPDSL YKSPPLYPEVA
Hund KTRRKMDR Y DKSNI LWDKEHT Y DEQPPNVEEWVKNYS . AGTQDMPPPPSD Y VERVDSPMA Y SSNGKVNDKR L YPESS YKS . TRVPEVY
Rind KTRRKMNC Y DKSNI LWDKERT Y DEQPPNVEERVKNVS . AGTODMPPPLSD Y VERVDSPVA T SSNGKVNEKRL YPESSYKS . TPVPEVA
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Maus CACLOQEYKSLOAELDDVNKELSR MAAADE Y NRLKQVKGSADYKSKRN Y CKQLKSK LSHIKRMVGD Y DRRKP
Mensch CTCGLOEYKSLQSELDETHKELSR _ LDKELD _DYREESEE Y MAAADE YNRLKOVKGSADY KSKKNHCKQLKSK LSHIKKMYGDY DROKT
Ratte CAGLOEYKSLLAELDEVNKELSRE . LDRELD . DYREESEE Y MAAADE YNR LKQVKGSAD Y KSKKN Y CKQLKSKLSHIKRMYGD Y DRRKT
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Abb. 3.1. Alignment des gesamten C-terminalen zytosolischen Bereichs von Occludin von acht
verschiedenen Arten, wobei die Vorhersagen und Aminosduresequenznummern sich auf die
Maussequenz beziehen. Die AS sind nach ihren physikalischen Eigenschaften eingefarbt (basische AS
(H, K, R) dunkelblau; saure AS (D, E) rot; hydrophobe AS (F, I, L, M, V, W) griin, wobei kleine
hydrophobe AS (A, G) in dunklerem griin gehalten sind; polare AS (N, Q, S, T) violett; AS mit
besonderen Eigenschaften sind P (schwarz); Y (hellblau) und C (orange). Angegeben sind die
Sekundarstruktur (SS)-Vorhersage (erstellt mit dem Programm: JPRED; mit h, H fiir a-Helix; b, B fiir
B-Stringe, wobei Grof3buchstaben fiir starke und Kleinbuchstaben fiir schwichere Wahrscheinlichkeit
der Vorhersage stehen) und CC-Vorhersage (Programm: COILSCAN; “C* ist Vorhersage mit einem
Suchfenster von 14 AS, wobei sich der vorhergesagte Bereich erweitert, wenn das Suchfenster auf 28
AS vergroBert wird: um Bereich “c). Zusédtzlich angegeben sind die fiir das Occludin-
monomermodell wichtigen Bereiche Oc-Ha, -Hb, -CCa, -CCb und —Hc, wie in Abb.3.3. nidher
erldutert. Die unterschiedlichen Grade an Konservierung der AS zwischen den verschiedenen Spezies
wurden mit fiir vollige Ubereinstimmung und bzw. “.‘ fiir groBere bzw. kleinere
Sequenzéhnlichkeit gekennzeichnet.

13 | 13 113

Fiir die Erzeugung von Homologiemodellen ist es notwendig, eine bekannte dreidimensionale
Struktur aus der Proteinstrukturdatenbank (PDB) als Vorlage zu finden. Die Sequenz dieser
Strukturvorlage muss mit der Sequenz des Zielproteins hinreichend iibereinstimmen, um von
einer gleichen oder zumindest sehr dhnlichen Proteinfaltung ausgehen zu kénnen. Dies ist
erfahrungsgemal bei >30% Sequenzidentitit gegeben. Bei Occludin wurde fiir das Modell der
Bereich 400-521 betrachtet, da es nur hier eine gute Sekundarstrukturvorhersage gab. Fiir
diesen Bereich von Occludin wurden zwei Proteinstrukturen gefunden (PDB-Nr.: 1BFS,
1DOV), die hohe Sequenzdhnlichkeiten aufweisen (Abb. 3.2). Weitere Details werden im
Abschnitt 3.2.1. ausgefiihrt.
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Tabelle 3.1. Vergleich der durch verschiedene Programme (MATCH, COILSCAN und COILS)
erhaltenen CC-Helix-Vorhersagen in Maus-Occludin.

Mit w ist jeweils das bei COILSCAN und COILS verwendet Suchfenster angezeigt, mit dem die
besten Resultate erzielt wurden. Dabei entsprechen 14, 21 oder 28 AS jeweils 2, 3 oder 4 14 bzw. 28
AS jeweils 2 oder 4 Wiederholungen des CC-Heptadmusters. Die Vorhersage im Programm COILS ist
weiter unterteilt in eine normale Vorhersage und eine, wo die CC-Positionen a und d 2,5-fach
gegeniiber den restlichen Positionen in Heptadmuster starker gewichtet sind. (* keine signifikante
Vorhersage; **Scoring-Matrix abgeleitet von Myosin, Tropomyosin, Intermedidrfilamenten,
desmosomalen Proteinen und Kinesin, Lupas, et al., 1991).

Proteinelement vorhergesagte CC-Region CC-Wahrscheinlichkeit (%)
MATCH| COILSCAN, COILS | COILSCAN | COILS (MTIDK)**

normal | gewichtet
Oc-Ha keine 405-418 (w14) 0* 0* 0*
z.T.Oc-Hb, Oc-CCa,-Oc-CCb@26-498 | 424-488 (w28) 100 100 100
Oc-Hc 499-520 |  499-513 (w14) 14* 19* 27*
Oc-Ha OchOCCCa ”””””””””””

“"““’“’“‘“:ﬁ“&iﬁﬁ;‘f‘ﬂ'&ﬁ

mov  N........ lR

AS Occl.

¢ 0 OcCCh P! OcHc

10OV .GNRE%RGILQKNVPI LYTASQACLQHPDVAAYKA DLIMT%SNAAQAT

Occludin EESE DEYNRLKOVKGSA . . . ... ....... DYKSURNY KSKIISHIIKRMVGDYDRRKP

AS Occl. 470 430 490 500 510 520

Abb. 3.2. Alignment von Maus-Occludin,, s,; mit den gefundenen Strukturvorlagen aus der PDB.

1BF5 stammt aus dem humanen STAT-1-Protein, 1DOV aus murinem a-Catenin. Ahnlichkeiten sind
verschieden unterlegt: fiir identische Aminosiuren (schwarz), fiir Aminosiuren mit hoher Ahnlichkeit
(dunkelgrau) und fiir geringe Ahnlichkeit (hellgrau). Als weiBe Zylinder sind die Bereiche dargestellt,
die in den Vorlagen aus a-Helices bestehen. Graue Zylinder markieren vorhergesagte CC-Bereiche.
Zur besseren Beschreibung wurden den einzelnen Helices aus den Strukturvorlagen individuelle
Namen gegeben. Der Prefix Oc steht fiir Occludin, wihrend die Suffixe CCa, CCb Helices mit
durchgehend vorhergesagten CC-Eigenschaften und die Suffixe Ha, Hb, Hc einfache o-Helices
kennzeichnen.

Das als sequenzhomolog gefundene Fragment aus 1BF5 (vom humanen STAT-1-Protein)
umfasste zwei antiparallel liegende Helices, die durch einen Turnbereich verbunden sind.
AuBerordentlich interessant war der Befund, dass das groflere gefundene Fragment 1DOV aus
einem AlJ-Protein stammte. Es handelte sich um das Protein a-Catenin. Der homologe
Bereich liegt innerhalb eines Vierhelixbiindels, wobei nur die C-terminal gelegenen drei
Helices eine Sequenzdhnlichkeit zeigen. a-Catenin kommt an AJ vor und bindet dort wie
Occludin in den TJ an ZO-1. Da AJ und TJ funktionell und ontogenetisch zusammenhéngen,
konnte  diese  Sequenzédhnlichkeit  auf einen  mdglicherweise  gleichartigen

Bindungsmechanismus oder sogar einen gemeinsamen evolutionidren Ursprung hindeuten
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(Abb. 1.4). Diese unerwarteten bioinformatischen Ergebnisse flihrten zur Aufnahme von a-

Catenin in unsere Studien.

3.1.2. Bioinformatische Analyse von a-Catenin

a-Catenin ist mit 906 AS ein relativ groes Protein und enthélt drei Regionen, die zu dem
Protein Vinculin homolog sind. Gro3e Teile von a-Catenin wurden schon kristallisiert und es
zeigte sich, dass es iiberwiegend aus Vierhelixbiindeln besteht. Fiir den C-Terminus sind

homologe Kristallstrukturen aus Vinculin bekannt (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3. Analyse von Maus-a-Catenin mit den vinculinhomologen Regionen VHI-3
(Sequenzidentitit in % zwischen a-Catenin und Vinculin nach Herrenknecht et al., 1991, und Grenzen
der VH-Regionen nach Yang et al., 2001). Darunter ist gezeigt, welche Teile des Proteins schon als
Kristallstrukturen bekannt sind (vierstellige Codes sind die jeweiligen PDB-Nummern), wobei fiir
ausgewahlte Kristallstrukturen das Proteinriickrad als Binderdarstellung gezeigt ist. Fiir die VH3
Region sind nur Strukturen aus Vinculin bekannt, die hier mit den homologen Sequenznummern aus
o-Catenin beschriftet sind. Beim Betrachten der Strukturen zeigte sich, dass sie zum grofiten Teil aus
Vierhelixbiindeln bestehen. Diese Helixbiindel konnen sich wahrscheinlich gegeneinander bewegen,
wie der unterschiedliche Winkel zwischen den Biindeln bei den zwei Strukturen der VH2-Region
zeigt. Bei der VH3 Region ist noch eine flinfte Helix beteiligt, die aber nur etwa halb solang ist, wie
die anderen vier.

Die Vorhersageprogramme lieferte fiir die VH1 Region von a-Catenin keine signifikanten
CC-Ergebnisse, also zeigen die Helices dort nicht die typischen CC-Merkmale. Mit hoher
Wahrscheinlichkeit ist hingegen eine CC-Interaktion am VH2-Helixbiindel beteiligt. Des
Weiteren werden zwei CC-Bereiche vorhergesagt, die C- bzw. N-terminal der VH3-Region

liegen. Welche Struktur diese Regionen haben, ist unklar, da die bekannten Strukturen von
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Vinculin zwar zum Teil in diese Bereiche hineinragen aber dort nicht mehr sequenzhomolog

zu a-Catenin sind (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2. Vergleich der durch verschiedene Programme (MATCH, COILSCAN und COILS)
erhaltenen CC-Helix-Vorhersagen in Maus-o-Catenin. Zur Erlduterung der Spalteniiberschriften und
Abkiirzungen siche Tabelle 3.1.

Proteinelement vorhergesagte CC-Region CC-Wahrscheinlichkeit (%)
MATCH | COILSCAN, COILS | COILSCAN | COILS (MTIDK)**
normal | gewichtet
o-Catenin VH2 328-385| 327-351 (w21) 51 55 28*
357-385 (w28) 100 99 97
o-Catenin vor und in VH3 (667-702 678-707 (w28) 99 99 69
o-Catenin nach VH3 873-889| 876-889 (w14) 52 61 18*

Klammert man die beste Sequenzéhnlichkeit zwischen Occludin und a-Catenin; 7,262 (Tabelle
3.4) aus, gibt es noch eine weitere etwas schwiichere Ahnlichkeit zwischen der CC-Doméine
von Occludin und a-Catenings;7¢s. Nach den enthaltenen Sequenzéhnlichkeiten scheint das
komplette a-Catenin-Gen durch mehrfache Verdopplung einer Vierhelixbiindelstruktur
entstanden zu sein, was auch diese zweite Ahnlichkeit erkliren wiirde. In diesem zweiten o.-
Cateninbereich in VH3 gibt es im Gegensatz zum occludinhomologen Bereich in VH1 sogar
eine CC-Vorhersage (a-Cateningrs.7o7, Tabelle 3.2). Der Bereich o-Cateningsjgos ist laut
Literaturangaben (Imamura, et al., 1999) auch fiir die ZO-1-Bindung verantwortlich, wahrend
a-Catenin;_sog keine Bindung an ZO-1 zeigte. Fiir die ZO-1-Bindung von a-Catenin ist also
nicht nur ein zu Occludin homologer Bereich, sondern wahrscheinlich auch ein CC-Motiv

notwendig.

3.1.3. Bioinformatische Analyse von Z0O-1

Die Sekundarstrukturvorhersage der GUK-Domédne von ZO-1 enthélt a-Helices und [3-
Striange. Die CC-Vorhersage ergibt zwei kurze CC-Helices, wobei die CC-Wahrscheinlichkeit
von Z0O-1-CC1 nur wenig oberhalb der Signifikanzgrenze von 50% liegt (Tabelle 3.3). ZO-1-
CC1 liegt N-terminal vor dem bisher beschriebenen Interaktionsbereich mit Occludin
(Fanning et al., 1998). Die erhaltene CC-Wahrscheinlichkeit (60%) war unverdndert, wenn
die Wichtungsfunktion von COILS zu den hydrophoben Heptad-Positionen ‘a’ und ‘d’
benutzt wurde. Das bestitigt die CC-Neigung in ZO-1-CCl1. Fiir CC1 und CC2 wurden die
CC-Muster mit signifikanter Wahrscheinlichkeit nur mit dem kleinsten Suchfenster (Grofle
14) der Programme COILS und COILSCAN gefunden. D.h. es existieren nur kurze CC-
Interaktionsregionen in ZO-1, die dann wahrscheinlich auch keine sehr feste Bindung

bewirken. Dies spricht dafiir, dass die durch diese CC-Helix vermittelte Bindung keine
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langanhaltende feste strukturelle Interaktion bewirkt, da dafiir zu wenig interagierende AS
vorhanden sind. Es deutet eher auf eine regulatorische Wirkung hin, wo sich die Bindungen
unter dem Einfluss anderer Faktoren relativ schnell bilden und wieder 16sen. Dazu passt auch
die in der ZO-1-CC1-Region beschriebene Phosphorylierungsstelle (Balda et al., 1996a). Fiir
eine bestimmte Helix (H2) bestand nach Betrachtung der Sequenz wegen dreier Leucine
jeweils in einem Abstand von sieben AS eine CC-Vermutung, die aber durch die
Vorhersageprogramme nicht bestitigt wurde. Der a-helikale Charakter von H2 zeigte sich

aber in Sekundirstrukturvorhersagen und auch in homologen Strukturen.

Tabelle 3.3. Vergleich der durch verschiedene Programme (MATCH, COILSCAN und COILS)
erhaltenen CC-Helix-Vorhersagen in Maus-a-ZO-1. Zur Erlduterung der Spalteniiberschriften und
Abkiirzungen siehe Tabelle 3.1.

Proteinelement | vorhergesagte CC-Region CC-Wahrscheinlichkeit (%)
MATCH| COILSCAN, COILS | COILSCAN | COILS (MTIDK)**

normal | gewichtet
Z0-1-CCA1 607-624| 611-624 (w14) 50 60 61
Z0-1-H2 keine 750-769 (w14) 5* 6” 5*
Z0-1-CC2 785-797| 784-798 (w14) 92 94 91

Wihrend des Bearbeitungszeitraums wurden durch die Deponierung von neuen GUK-
Kristallstrukturen in der PDB mehrmals neue homologe Strukturvorlagen fiir die ZO-1-GUK-
Modelle veroffentlicht (Abb. 3.4).

Anfangs war nur eine Struktur des gesamten Enzyms Guanylatkinase von Hefe mit dem
gebundenen Kofaktor GMP vorhanden (PDB-Nr. 1GKY). Laut dieser Struktur besteht das
Protein aus zwei B-Faltblittern, an die auBlen jeweils o-Helices angelagert waren. Die
Gesamtform &dhnelte den beiden Schalen einer Muschel (genannt “Coreregion” fiir den
groBBeren Bereich und einer GMP-Bindungsregion fiir den kleineren), zwischen denen das
GMP eingeklemmt war. Innerhalb der GMP-Bindungsregion liegen wichtige Aminosduren,
die fiir die GMP-Bindung essentiell sind, insbesondere zwei Arginine (Abb. 3.7). Bei ZO-1,
wie auch bei den anderen ZO-Proteinen, ist die GMP-Bindungsregion jedoch erheblich kiirzer
(~30 statt 60 AS), ohne eine Sequenzéhnlichkeit zu den enzymatisch aktiven GUK-Strukturen
aufzuweisen, wobei auch alle fiir die GMP-Bindung wichtigen Aminosduren fehlen. Dies
deutet darauf hin, dass dieser Bereich in ZO-1 anders gefaltet sein muss. Kurz nach Beginn
dieser Arbeit wurden zwei weitere GUK-Strukturen von Hefe verdffentlicht, die je einmal
ohne bzw. mit GMP kristallisiert wurden (PDB-Nr. 1EX6, 1EX7). Dort wurde GUK
rekombinant hergestellt und nicht aus Hefe isoliert, wodurch es hier keine N-terminale

Acetylierung gab. Trotzdem zeigten sich keine signifikanten Abweichungen zwischen den
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Strukturen 1GKY und 1EX7. Die Apo-Form von GUK ohne GMP (1EX6) lag in zwei leicht

verschiedenen Strukturen vor (RMSD von 1,20 A aller C,-Atome von A und B Form).

A: ZO-1
PDZ 1-3 SH3 GUK PP PP
' aaata ——
CC-Vorhersage: ccC1 H1/2 CC2

B: Bekannte GUK-Kristallstrukturen
PDB-Nr. Herkunft der Struktur Auflosung|Freigabe
1GKY GUK (Hefe) mit GMP 2,00 A 1994
1EX6 GUK (Hefe) ohne GMP 2,30 A 16.03.01
1EX7 GUK (Hefe) mit GMP 1,90 A 16.03.01
1KGD GUK (hum anes CASK) ohne GMP 1,31 A 19.12.01
TK JW SH3-GUK (Ratten-PSD95) ohne GMP 1,80 A 09.01.02
1JXO SH3-GUK (Ratten-PSD95) ohne GMP 2,30A 16.01.02
1JXM SH3-GUK (Ratten-PSD95) mit GMP 2,00 A 16.01.02
1LV G GUK von Maus mit GMP und ADP 2,10 A 11.12.02
1840 GUK von Mycobacterium Tuberculosis ohne GMP [2,16 A 27.01.04
1596 GUK (E.coli) ohne GMP (Dimer) 2,00 A 10.02.04
1T3L GUK aus einem Calciumkanalprotein (Kanninchen)|2,20 A 25.05.04

Abb. 3.4. A) Doménenstruktur von ZO-1 mit drei PDZ-, einer SH3- und einer GUK-Doméne sowie
zwei Polyprolinregionen (PP) im C-terminalen Bereich mit schematisch angegebener Lage einiger
vorhergesagter Elemente (von Tabelle 3.3). B) In der PDB verdffentlichte GUK-Strukturen, geordnet
nach ihrem Freigabedatum. Kursiv dargestellte GUKs sind enzymatisch aktiv, die anderen sind
inaktive Proteinbindungsdoménen.

Bemerkenswert war hier, dass die Muschelform im ungebundenen Zustand offen war und sich
nach GMP-Bindung schloss. Dabei &dnderten sich die RMSD-Werte C,-Positionen der
Unterstrukturen (Core, GMP-Bindungsregion) um weniger als 1A, aber die gesamte RMSD-
Abweichung von Apo-Form A bzw. B zu GUK-GMP betriigt 3,64 A bzw. 4,37 A (Blaszczyk
et al., 2001). Zur besseren Anschauung wurden verschiedenen GUK-Kristallstrukturen in
threr Coreregion iibereinandergelegt, so dass man die relative Bewegung der GMP-
Bindungsregion dazu sieht (Abb.3.5).

Spéter wurde die Struktur der GUK-Doméne des humanen CASK-Proteins publiziert, welches
wie ZO-1 zur Familie der MAGUK Proteinen gehdrt. Im Bereich einer kleinen Helix (HI;
liegt kurz vor der in Tabelle 3.3. genannten a-Helix H2) gibt es bei hCASK jedoch eine
Deletion von etwas 10 AS im Vergleich zu ZO-1 oder auch GUK von Hefe (siche auch Abb.
3.8, Anhang). Wegen der Verfiigbarkeit dhnlicher Strukturvorlagen ohne diese Abweichung

wurde auf die CASK-Struktur als Strukturvorlage zur Modellierung verzichtet.
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1EX7
GUK-Hefe
mit GMP

1EX6_A

GUK-Hefe
ohne GMP

~3 1KJW
\ -GUK

, von PSD-95
Fi

Abb. 3.5. Uberlagerung von drei homologen GUK-Strukturen in der Coreregion zeigt relative
Bewegung (Pfeil) der GMP-Bindungsregion nach GMP-Bindung zwischen der GMP-freien (griin) und
GMP-gebundenen Form (rot) von GUK aus Hefe. Die entsprechenden PDB-Nr. sind jeweils in
denselben Farben dargestellt wie die dazugehorigen Banderdarstellungen der Strukturen. Nur die rote
1EX7-Struktur zeigt eine Bewegung der GMP-Bindungsregion in Richtung GMP und Coreregion. Die
Apo-Form der Guanylatkinase von Hefe (1EX6 hier Struktur A) und auch homologe GUK-Strukturen
aus den MAGUK-Proteinen PSD-95 (1KJW, gelb-SH3, magenta-GUK) und CASK (1KGD, Struktur
nicht gezeigt) sind offener. Die SH3-Domaéne (gelb) von PSD-95 liegt auf der entgegengesetzten Seite
der Coreregion und hat keinen Einfluss auf die GMP-Bindung.

Den groBten Einfluss auf unsere Struktur-Funktions-Betrachtungen hatten jedoch die neuen
Kristallstrukturen des MAGUK-Proteins PSD-95, in denen SH3- und GUK-Doméine
zusammen enthalten waren (PDB-Nr: 1KJW, 1JXM, 1JXO). Beide Doménen sind dort iiber
eine Interaktion von sechs [-Stringen (A-F) zu einer gemeinsamen strukturellen Einheit
verbunden. Diese B-Strange liegen innerhalb der SH3-Domine (A-D), sowie N-terminal (E)
und C-terminal (F) von der GUK-Doméne (McGee et al., 2001; Tavares et al., 2001). Die
IKJW-Struktur (Abb. 3.6) hatte mit drei Aminosduren in der Hingeregion zwischen SH3 und
GUK die wenigsten Fehlstellen von den drei SH3-Hinge-GUK-Strukturen und wurde deshalb
fiir die Generierung der homologen ZO-1-Modelle benutzt.

Vergleicht man ZO-1- und PSD-95-Sequenzen, ergeben sich markante Unterschiede in Linge

und Sequenz nur in der Hingeregion, die SH3 und GUK verbindet und in der GMP-
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Bindungsregion innerhalb von GUK. ZO-1 hat eine um etwa 20 AS langere Hingeregion, die
zusétzlich die vorhergesagte CCl-Helix enthélt, wihrend die GMP-Bindungsregion im
Vergleich zu PSD-95 um ca. 30 AS kiirzer ist (Abb. 3.7).

PSD-93

- —COOH

Hingeregion

Abb. 3.6. Proteinriickradansicht der SH3-GUK-Struktur von PSD-95 (PDB-Nr.: 1KJW). Die SH3-
Domaéne (gelb) und die GUK-Doméne (magenta) sowie weitere wichtige Strukturelemente, die auch in
Z0-1 konserviert sind, wie H2 (orange) und CC2 (griin) sind farbig hervorgehoben. Die markierten [3-
Strdnge E und F sorgen zusammen mit den P-Stringen A-D der SH3-Doméne fiir die Interaktion
zwischen den beiden Doménen. In der Kristallstruktur sind zwischen SH3- und GUK-Doméne drei
Aminosduren nicht sichtbar (schwarze Strichellinie). Im unteren Teil der Abbildung sicht man eine
schematische Darstellung desselben SH3-GUK-Bereiches von ZO-1. Der Bereich zwischen SH3 und
GUK-Doméne ist bei ZO-1 etwa um 20 AS lénger als bei PSD-95 und enthélt die vorhergesagte CC-
Helix ZO-1-CC1. Der entsprechende Bereich in der Hingeregion, wo laut Sequenzvergleich (in Abb.
3.7) diese Helix liegen miisste, ist im oberen Bildteil hellblau gekennzeichnet.

Ein Sequenzvergleich von etwa 30 MAGUK-Proteinen (siche Anhang S. 151-155) zeigt
besonders hohe Konservierung im Bereich der B-Strange E und F. Die iiber diese B-Stringe
gebildete SH3-Hinge-GUK-Einheit scheint deshalb ein allgemeines Merkmal dieser
Proteinfamilie zu sein. In der SH3-GUK-Kristallstruktur von PSD-95 existiert zwischen den
B-Stringen A und E eine Salzbriicke (R434, E524) sowie zwischen den Stringen A, B, E und
F ein Cluster von hydrophoben Aminosduren (Y432, V459, V526, W717). Diese

stabilisierenden Strukturelemente sind auch in nahezu allen anderen MAGUK Proteinen
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konserviert (Abb. 3.8. und Anhang S. 151-155). Nach unseren Modellen wird in Maus-ZO-1
die Salzbriicke von R522 und E640 gebildet, wihrend der hydrophobe Cluster aus Y520,
V542, V636 und W799 gebildet wird. Ein Vergleich mit einer SH3 mit bekannter Bindung an
Polyprolinmotive (1AEY) bestitigt, dass auch ZO-1 und andere MAGUKs die dafiir notigen
aromatischen AS enthalten (in ZO-1: Y527, W557 und Y633). Die Zuginglichkeit zu diesen
AS ist jedoch in der 1KJW-Struktur und dem ZO-1-Modell durch die groBe Hingeregion

zwischen den B-Strdngen D und E, die es in der klassischen SH3 nicht gibt, erschwert.

[(A> O @C:)

+HHt R R R R SHB H HH R R R

1KJW SQAER EMT .AGDEE REGﬁSET‘E,E SE RREWSRL. ......
Z0-1 N D LYNGI(LGSL.J HKEVZR eI LASVQYTLPKTAG
ASNr. 520 540 550
y E > > <,§ > D D
inge uKk
1KJW . KAKDWGSS5GSOGREDS . . oo e e m@@ SRPINILCP @RNH%SEFEKEGSCVPWRP
Z0-1 GDRADFHRFRGLRSSKRNLRKSREDLSAQPVQTKFP REGVL RPVIIFGPIS LIVOTA
AS Nr. 610 620 650 660 670 @
*k**GMP Blndungsreglon********k*********************k*
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Z0-1 E 0 RMIICPESRKSIATALL S SHARKNNHH MNI QLY SEGKADGAT SDD
AS Nr. 740 800 810

Abb. 3.7. Sequenzvergleich von Maus-ZO-1554, (mit AS-Nummern) mit der gefundenen
Strukturvorlage aus der PDB. 1KJW kam vom PSD-95-Protein der Ratte. Ahnlichkeiten sind
verschieden unterlegt fiir identische Aminoséuren (schwarz), fiir Aminoséuren mit hoher Ahnlichkeit
(dunkelgrau) und fiir geringe Ahnlichkeit (hellgrau). Als weiBe Zylinder bzw. Pfeile sind die Bereiche
dargestellt, die in der Vorlage aus a-Helices bzw. B-Strangen bestanden. Graue gestrichelte Zylinder
markieren die vorhergesagten CC-Bereiche. Zur besseren Beschreibung wurden den einzelnen o-
Helices (CC1, H1, H2, CC2) und B-Stringe (A, B, C, D, E, F) individuelle Namen gegeben. Die im
Modell verwendete Helix CCI ist als Zylinder mit Strichellinien dargestellt, da wegen der hier
vorliegenden starken Sequenzunterschiede dieser Bereich des Modells aus anderen Strukturvorlagen
gebildet wurde. Die Pfeile mit ,,$“ zeigen die fiir die GMP-Bindung wichtigen zwei Argininreste, die
in PSD-95 noch vorhanden sind, aber in ZO-1 nicht mehr.

3.1.4. Zusammenfassung der bioinformatischen Untersuchungen von Occludin, o-
Catenin und ZO-1

In allen drei Proteinen wurden CC-Sequenzen vorhergesagt, die als mogliche
Interaktionsbereiche fiir die Occludin/ZO-1- bzw. a-Catenin/Z0-1-Bindung in Frage
kommen. Auch fanden sich in allen Fillen mogliche Strukturvorlagen in der PDB fiir die
spiatere Modellierung, wobei es bei o-Catenin fiir einige Bereiche sogar schon

Kristallstrukturen von dem Protein selbst gab. Diese Vorlagen stimmten relativ gut mit
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Sekundarstruktur-Vorhersagen der dazugehorigen Zielsequenzen iiberein. Bei Occludin ergab
sich dabei eine mogliche Unterteilung des CC-Bereichs durch einen Turn in Oc-CCa und —
CCb. Am aufregendsten war die unerwartete Entdeckung einer a-Catenin-Struktur als
Vorlage fiir Occludin, da beide Proteine ZO-1 binden und am TJ/AJ-Komplex vorkommen.
Als Strukturvorlage fiir ZO-1 wurde eine homologe MAGUK-Struktur von PSD-95 gefunden.
Diese zeigte iiberraschenderweise eine strukturelle Einheit zwischen den SH3 und GUK-

Dominen, die nach den Sequenzhomologien auch in ZO-1 vorkommt.

1K.TW-88 BBBB HHHHHHH EEBEEE (B BBEBB[C) (DYBEEB
PSD-95 R
201 mﬂﬂuﬂ

AS-Nr.

SH3 1AEY

IAEY-88

1KIW-SS BB BBEB H  HHHHHHHHHHEH | BB

PSD-05 A

Zorl

AS-Nr.

SH3 1AEY

1AEY-88

GUK Hefe

1EX 7SS bbbbbhb hhhhhhhhhh

1KGD-SS BBBEB HHHHHHHHHHHRH | BB BB
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Abb. 3.8. Sequenzvergleich von ZO-15,5 ¢, mit der Strukturvorlage 1KJW (PSD-95 von Ratte) und
weiteren PDB-Strukturen mit Angabe der jeweiligen Sekundérstruktur (SS) aus den Kristallstrukturen
(b, B= B-Strang; h, H= a-Helix). Bei der Angabe der Sekundarstruktur von 1KJW sind die -Strdnge
A-F mit den jeweiligen Buchstaben in Klammer bezeichnet. 1AEY, eine klassische SH3-Doméne aus
a-Spektrin vom Huhn; 1EX7, das aktive GUK-Enzym von Hefe; 1KGD, die GUK-Doméine von
humanen CASK-Protein. Bei hCASK sind die Aminosduren mit den groBen Buchstaben in der
Kristallstruktur enthalten (Die Aminosduren HM sind ein Klonierungsartefakt und miissten eigentlich
FK lauten, wo ,,fk* steht), wihrend Sequenzen mit kleinen Buchstaben eingefiligt worden sind, um die
Konservierung der -Stringe E und F zu zeigen. Die Hingeregion und die GMP-Bindungsregion sind
durch gelbe bzw. rote Pfeile markiert. Eine Salzbriicke zwischen den B-Strangen A und E ist durch
“+“ und “-*“ und die Aminosduren des hydrophoben Clusters zwischen den B-Stringen A, B, E und F
durch “#“ gekennzeichnet. “S“ zeigt die fiir die GMP-Bindung wichtigen Arginine in der
Guanylatkinase von Hefe. Die klassischen SH3-Doménen binden polyprolinreiche Sequenzen anderer
Proteine mit den durch P gekennzeichneten aromatischen Aminosduren. Die sind auch konserviert in
den MAGUK Proteinen, aber das Tyrosin in Strang E ist durch die groBe Hingeregion in 1KJW
teilweise von der Oberfliche abgeschirmt. Farbung der AS siehe Abb. 3.1.
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3.2. Monomere Homologiemodelle von Occludin, a-Catenin und ZO-1

Um die oben genannten Vorhersagen weiter zu unterstiitzen wurden homologe molekulare
Modelle auf der Basis von sequenzhomologen strukturellen Vorlagen aus der
Proteinstrukturdatenbank (PDB) generiert. Sie sollten dabei helfen, die Sequenz-Struktur-
Funktionsbeziehungen zwischen Occludin, a-Catenin und ZO-1 zu verstehen und molekulare

Wechselwirkungsmechanismen zwischen den Proteinen aufzudecken.

3.2.1. Monomermodell von Occludin

Die fiir das Monomermodell von Occludin verwendeten Strukturvorlagen aus der PDB (1BF5
und 1DOV) wurden schon unter Punkt 3.1.1. beschrieben. Ein Sequenzvergleich der
gefundenen Sequenzen mit Occludin ist im Abb. 3.2. zu finden. Die Bestimmung der
Sequenzidentititen ergab Werte oberhalb des Grenzwertes von 30%. Es ist daher
wahrscheinlich, dass die zu Occludin homologen Fragmente dieser Strukturvorlagen auch die

Struktur der entsprechenden Bereiche von Occludin représentieren (siche Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4. Vergleich der Sequenzidentititen und -dhnlichkeiten zwischen ausgewihlten Bereichen
von Maus-Occludin mit den in der PDB gefundenen Strukturvorlagen berechnet nach der blossum62
Matrix mit Programm GAP (aus SEQLAB).

Protein- Sequenz- |Vorlage (Protein, PDB-Nr.

Strukturelement bereich und Sequenznummern) |% Identitit % Ahnlichkeit
Oc-Ha, Oc-Hb Region  |Occl 406-435 [STAT-1(1BF5) 278-306 41,4 55,1
Oc-CCa/b and Oc-Hc Occl 436-521 [o-Catenin (1DOV) 172-262 33,3 37,2
BESTFIT CC-Region Occl 436-477 |a-Catenin (1DOV) 172-210 41,0 48,7
Oc-Hc Region Occl 491-509 |a-Catenin (1DOV) 236-255 36,8 36,8

Die Sekundirstruktur der gefundenen Vorlagenfragmente stimmte gut mit den erhaltenen
Vorhersagen fiir Occludin iiberein. Innerhalb des zu a-Catenin homologen Bereiches von
Occludin fillt ein Bereich (BESTFIT-Region) durch erhohte Sequenzéhnlichkeit auf. Er
entspricht auch weitgehend dem Bereich der CC-Vorhersage. Auch fiir die Oc-Hc Region gibt
es eine leicht tiberdurchschnittliche Sequenzidentitit.

Fiir das Homologiemodell von Occludin (Monomer) wurde die Strukturvorlage 1DOV 7,262
von Maus-a-Catenin als Grundlage benutzt. Der Sequenzvergleich von Occludin und 1DOV
(Abb. 3.2) zeigt, dass in Occludin nach Position 490 13 AS im Vergleich zu 1DOV fehlen.
Dieser Bereich bildet in 1DOV ein Helix-Turn-Helix-Motiv und wurde im Modell geldscht,
wodurch die angrenzenden Helices Oc-CCb und Oc-Hc um je etwa zwei Windungen kiirzer
wurden als die Strukturvorlage. Die im Turnbereich von Oc-CCa und Oc-CCb liegenden
Occludinreste R467-E468 haben ebenfalls keine Entsprechung in der Strukturvorlage. Durch

neue zur Occludinsequenz homologe Loops aus einer Loopdatenbank wurden diese AS
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zwischen Oc-CCa und Oc—CCb eingefiigt und auch die verkiirzten Helices Oc-CCb und Oc-
Hc neu verbunden. Am C-Terminus wurde das Modell im Vergleich zu 1DOV um flnf
Aminosduren (DRRKP) in helikaler Konformation verldngert, da die a-Cateninvorlage dort
zu kurz war. N-terminal (Occludingee.43s entspricht Oc-Ha, -Hb) wurde das Modell mit einem
Strukturfragment aus einem Vierhelixbiindel des humanen STAT-1-Proteins (PDB: 1BF5,75.
306) verldngert, was einer negativ geladenen Helix—Turn-Helix Region entspricht. Da die CC-
Vorhersage Oc-CCa und einen Grofiteil von Oc-Hb umfasste, wurde dort eine durchgehende
Helix postuliert und die Fragmente der Vorlagen entsprechend verbunden. Das erhaltene
Modell weif3t deutlich darauf hin, dass Occludin sehr wahrscheinlich eine Helixbiindelfaltung

dhnlich wie a-Catenin einnimmt (Abb.3.9).

Ha He
by .
1BFS, 4 306 : 1DOV -, 160
humanes STAT-1-Protein murines a-Catenin

Abb. 3.9. Schema des Occludinmonomermodells mit farblicher Kennzeichnung der Herkunft der fiir
die Modellierung wichtigen Bereiche (zu den dazugehdrigen Sequenzen und Abkiirzungen siche
Abb.3.2). Die Strichellinie zeigt an, wo die beiden Strukturvorlagen von STAT-1-Protein (orange) und
a-Catenin verbunden wurden. Im Bereich der a-Cateninstrukturvorlage sind Bereiche der besten
(violett) und schwicheren (blau) Sequenzidhnlichkeit unterschieden. Gegeniiber der Strukturvorlage
verdnderte Loopregionen sind grau dargestellt.

Die Darstellung des elektrostatischen Potentials an der Oberfliche des Occludinmonomers
zeigt zwei negativ geladene Bereiche (gebildet von Ha und dem Turn zwischen CCa/CCb) an
den beiden Enden des Biindels. Auf der einen Seite des Helixbiindels (Abb. 3.10.A rechts)
sind sie verbunden durch negative Ladungen in CCa, wihrend sie auf der anderen Seite durch
einen von der Helix Oc-Hc gebildeten positiven Bereich unterbrochen wird. Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dass die Helix Oc-Hc mit ihren meist basischen Aminosduren in
einer Occludinstruktur umklappt und statt mit Oc-CCb wie in dem Modell gezeigt mit der
sauren Helix Oc-Ha interagiert (Pfeil in Abb. 3.10.A). Die Darstellung des lipophilen
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Potentials zeigt zwischen den drei Helices aus der a-Cateninvorlage eine hydrophobe Tasche

(Abb. 3.10.C).

Abb. 3.10. Darstellung des Occludinmonomermodells. A) Elektrostatische Potentialoberfliache (rot =
negative Ladungen; blau = positive Ladungen). Die Ladungsverteilung erlaubt die Vermutung, dass
die basische Helix Hc in Richtung der sauren Helix Ha umklappen konnte (gestrichelter Pfeil) und so
zwel langgestreckte Helices (Hb und CCa sowie CCb und Hc) entstechen konnten. B)
Bénderdarstellung des Proteinriickrads (Abkiirzungen nach Abb. 3.2 mit Darstellung der Bereiche aus
IBF5 (orange), 1DOV (magenta) und der modifizierten Loopregionen (grau). Bereiche mit CC-
Vorhersage sind durch ein gelbes inneres Band markiert C) Lipophile Potentialoberflidche (gelb =
lipophil; griin = hydrophil) wobei der hervorgehobene lipophile Bereich (Oval) besonders bedeutsam
erscheint.

3.2.2. Strukturen und Monomermodelle von a-Catenin

Die bekannten Strukturbereiche (VH1, VH2, VH3) vom a-Catenin wurden bereits unter
Punkt 3.1.2. erlautert (Abb. 3.3). Da in der Literatur (Imamura et al., 1999) eine Bindung von
Z0-1 an a-Cateninsg.gos gezeigt worden war, interessierte uns dieser Bereich hinsichtlich des
Vergleichs der ZO-1-Bindung von Occludin und a-Catenin besonders. Fiir den N-terminalen
Teil dieser Region (o-Cateninsgg.¢30, entspricht C-terminaler Hilfte von VH2) gibt es bereits
bekannte Kristallstrukturen (Abb. 3.3), wihrend fiir den VH3-Bereich von a-Catenin ein
Modell basierend auf der Vinculinstruktur 1RKE (Izard et al., 2004) erstellt wurde. Das
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elektrostatische Potential an der molekularen Oberfliche von a-Cateninsgo.e30 (1H6G) weist
wie das Occludinmonomer an beiden Enden eines Vierhelixbiindels negativ geladene
Bereiche auf (Abb.3.11.A). Das elektrostatische Potential des Modells von a-Cateninegs.gss

zeigt einen langgestreckten sauren Bereich auf einer Seite (Abb. 3.11.C Vorderseite).

a-Cateningyg ¢
Struktur (aus 1H6G)

a-Cateninggs o5 Modell nach

Vinculinstrukturvorlage IRKE B

Abb. 3.11. Darstellung der Kristallstruktur a-Cateninsy_¢;, (aus PDB-Nr. 1H6G in A, B; Sequenz in
1H6G vom Menschen, aber im betrachteten Bereich identisch zur Maus-Sequenz) und von einem
Modell der VH3-Region von Maus-a-Cateningsgss (C, D) basierend auf der Vinculinstruktur
IRKE B. Elektrostatische Oberflaichen (A, C: rot = negative Ladungen, blau = positive Ladungen)
und Proteinriickraddarstellungen (B, D).

3.2.3. ZO-1-Monomermodell

Als Strukturvorlage fiir das ZO-1 Modell wurde die beste der in Punkt 3.1.3. gefundenen
Strukturen, die SH3-Hinge-GUK-Struktur von PSD-95 (PDB-Nr. 1KJW) benutzt. Die hohe
Sequenzdhnlichkeit (45%) zwischen Maus-ZO-1515.30¢ und Ratten-PSD-95430.724 ist noch
ausgeprigter, wenn nur die SH3- oder GUK-Doméne verglichen wird, da die einzigen
groBeren Abweichungen zwischen den beiden MAGUK-Proteinen in der Hingeregion
zwischen SH3 und GUK und in der GMP-Bindungsregion der GUK-Doméne liegen (Abb.
3.7; Tabelle 3.5).

Im Homologiemodell fiir ZO-1 wurde die Hingeregion auf zwei Arten modifiziert. In der
Strukturvorlage (1KJW) folgte auf den B-Strang D der SH3-Domine eine a-Helix als Beginn

der Hingeregion, wo bei klassischen SH3-Doménen nach einem 180°-Turn gleich der B-
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Strang E kime. Diese Helix wurde in Ubereinstimmung mit der Sekundirstrukturvorhersage
von ZO-1 verlingert (mit PDB: 1EPUj70.151). Als zweite Verdnderung wurde die
vorhergesagte CCIl-Helix (auf der CC-Vorlage PDB: 1A92i74s5) in die Hingeregion
eingesetzt. Der zur GMP-Bindungsregion von PSD-95 homologe Bereich in ZO-1 ist viel
kiirzer und weiit auch keine Sequenzdhnlichkeiten zu PSD-95 auf. Deshalb wurde dieser
Bereich durch Einsetzen eines zu ZO-1 homologen Fragmentes (PDB: 1E6Y Ci34.154)
modelliert (Abb. 3.12).

Tabelle 3.5. Vergleich der Sequenzidentitidten und -dhnlichkeiten zwischen ausgewihlten Bereichen
von Maus-ZO-1 mit den in der PDB gefundenen Strukturvorlagen berechnet nach der blossum62
Matrix mit Programm GAP (aus SEQLAB).

Protein- Sequenz- |Vorlage (Protein, PDB-Nr.
Strukturelement bereich und Sequenznummern) |% ldentitit % Ahnlichkeit
GUK 70-1 644-812 |PSD-95 (1KJW) 534-724 31,9 45,0
SH3 A-E mit Hinge 70-1518-643 |PSD-95 (1KJW) 430-533 31,3 40,4
SH3 A-D Z0-1518-575 |PSD-95 (1KJW) 430-489 40,0 50,9
Hingeregion
S8 1IKJW ¢D) BBBBHHHHH HHHHHH BBBEBEEBB (E)
PSD 95 TDDIGFIPSKRR.VERREWSRL......... KakdWG. . . .. S55GS. .QGREDS. ....... SYETVTQMEVHYARP.
Z0-1 RGIIPNKNR . AEQLASV(YTLPKTAGGDRADFWR FRGLRSSKRNLRKSREDLSAQPVQTKFPAYERVYLREAGFLRP.
ASZO1 570 58 0 590 600 G610 620 G630 640
SS Vorlagen HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHH H
1EPU .. .QGGIPNKERCAEQIATLCATLG

1492 ROLRKLKKKIKKLEEDNP
GMP Bindungsregion

SSIEJW  JUUHHHHHHHHH BB BB BB HHHHHHHHHHH BBBBBEB BBBBBBHHHHHHHHHH
PSD-95 KDRAN SEFPDKFGSCVPHTTRPKR GRD'YHFVSSREKMEKDIOAHKFIEAGYYNSHL YGTSVQSVREVAEQG
701 ADVAREKLAREEPDIYQI. ... .......... AKSELRDAGTDHRSSGIIR . . . oo v veeeveeeens HTIKQIIDQD:
ASZO-1 660 670 680 690 700
S8 Vorlagen HHHHHHH HHHHHHH BBB

IE6Y .. POMEOC . o o oo e e AKVOMETETTDHALAGY .R_ ... ... ... GAT ~rerermeran,

Abb. 3.12. Ausschnitte aus dem Sequenzvergleich in Abb. 3.7. von ZO-1 mit PSD-95 (1KJW) mit
zusitzlich benutzten Fragmentstrukturvorlagen fiir die Konstruktion der Hingeregion (PDB: 1EPU ;.
s und 1A92,,,5) und der GMP-Bindungsregion (1E6Y_Cj34.154) im ZO-1-Monomermodell. Im
Modell nicht benutzte Bereiche der Fragmente sind mit kleinen Buchstaben bezeichnet. Angegeben
sind jeweils auch die in den benutzten Fragmentstrukturen vorliegenden Sekundérstrukturen (SS) (H=
Helix; B= B-Strang). (D) und (E) sind die entsprechenden B-Stringe aus 1KJW am Ende der SH3-
Doméne (D) und in der Hingeregion (E). Farbung der AS siehe Abb. 3.1.

Die CC-Helix CC1 in der Hingeregion und die a-Helices H1 und H2 von GUK enthalten
einen Uberschuss von positiven Ladungen und sind laut dem Modell in rdumlicher Nihe auf
der Oberfliche der SH3-GUK-Einheit lokalisiert. Sie erzeugen auf der molekularen
Oberfliche der SH3-GUK Einheit einen groflen Bereich mit starkem positiven
elektrostatischen Potential. Dabei liegen CC1 und H2 fast parallel nebeneinander und weisen

in dieselbe Richtung, wihrend H1 unterhalb und etwa in einem rechten Winkel zu H2
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positioniert ist. Im lipophilen Potential sieht man etwa bei CC1 einen gewissen hydrophoben

Bereich an der Oberfldche (Abb. 3.13).

Abb. 3.13. Darstellung des ZO-1-Monomermodells der SH3-Hinge-GUK-Einheit (Maus-ZO-15;5 ¢c)-
A) Elektrostatische Potentialoberfliche (rot = negative Ladungen, blau = positive Ladungen) mit
einem markanten basischen Bereich (Oval) gebildet hauptsichlich von CC1, H1 und H2. B)
Bénderdarstellung des Proteinriickrads: SH3-Doméne = gelb; GUK-Doméne = grau; Hingeregion =
rot; H1 und H2 = blau; CC1 = rot/blau. Zur Lage der beschrifteten Strukturelemente innerhalb der ZO-
1-Sequenz und Erkldrung der Abkiirzungen siehe Abb. 3.7. C) Lipophile Potentialoberflache (gelb =
lipophil; griin = hydrophil) mit einem lipophilen Bereich (Oval), der hauptsidchlich von CC1 gebildet
wird.

3.2.4. Schlussfolgerungen aus den Monomermodellen fiir die Interaktion von
Occludin/ZO-1 und a-Catenin/ZO-1

Wenn man die bisher erarbeiteten Monomemodelle und erhaltenen Informationen zusammen
betrachtet, zeichnen sich Hinweise ab, dass die Interaktion von Occludin bzw. a-Catenin mit
Z0-1 tiber mogliche elektrostatische Interaktionen mit vorwiegend sauren Bindungsmotiven
auf der Seite von Occludin/a-Catenin und einem basischen Bereich auf der Seite von ZO-1
erfolgen konnte. Die bekannten Strukturen von a-Catenin der VHI-Region und der N-
terminalen Hélfte von VH2 haben eher basische elektrostatische Oberflichen, was erkldren
wiirde, warum a-Catenin;.sops nicht an ZO-1 binden (Imamura et al., 1999). Die
Bindungsbereiche werden hautsidchlich von helikalen Strukturen gebildet, wobei
wahrscheinlich auch Coiled coil-Wechselwirkungen beteiligt sind. Eine Gegeniiberstellung
der Momomermodelle von Occludingg-sz; und ZO-1515.506 zeigt keine gute Ubereinstimmung
von Form- und Ladungskomplementaritdt (Abb. 3.14). Die sauren Bereiche an den beiden
Enden des Occludinmodells sind jeweils deutlich kleiner als die basische Region des ZO-1-

Modells. Sie liegen aber zu weit voneinander entfernt, um gleichzeitig an ZO-1 zu binden.
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Durch Oligomerisierung der beiden Proteine konnten sich die Interaktionsflichen
moglicherweise so verdndern, dass die beschriebene Interaktion von Occludin und ZO-1
erfolgt (Fanning et al., 1998), aber die vorliegenden Modelle sprechen eher gegen eine

Wechselwirkung im Verhiltnis 1:1.

Monomer der
Coiled-coil-
Domiine
(Occludingy, ,,)

CC2 H2

Monomer der
SH3-Hinge-GUK-Einheit
(Z O_ 15 18—806)

Abb. 3.14. Malstabsgetreue Gegeniiberstellung der Monomer-Architekturmodelle von Maus-
Occludingy.sy; (A, B) und der SH3-Hinge-GUK-Einheit von Maus-ZO-15;5506 (C, D) als potentielle
Interaktionspartner. Dargestellt sind jeweils eine Banderdarstellung des Proteinriickrads (A, D) und
die elektrostatische Potentialoberflichen (B, C; rot = negative Ladungen, blau = positive Ladungen).
Fiir Abkiirzungen und Details der Einfarbungen des Occludinmodells siche Abb. 3.10 und des ZO-1-
Modells siche Abb. 3.13. Die elektrostatischen Potentiale der monomeren Occludindoméne (B) und
der monomeren ZO-1-SH3-Hinge-GUK-Einheit (C) zeigen kein optimales komplementires Muster,
was gegen eine 1:1-Interaktion spricht.

Die Gegeniiberstellung der Momomermodelle von o-Cateninggs-gss und ZO-1s13.306 zeigt
hingegen eine wesentlich bessere Ubereinstimmung von Form- und Ladungskomplementaritit
(Abb. 3.15). Hier besitzen die sauren bzw. basischen Interaktionsbereiche etwa die gleiche
GroBe. Sie werden beide hauptsdchlich von jeweils zwei nebeneinanderliegenden a-Helices
gebildet (zwei der Helices aus dem Helixbiindel von a-Catenin und die Helices CC1 und H2
mit der kleinen H1 bei ZO-1). Laut Literatur (Imamura et al., 1999) ist die Bindung von ZO-1
an o-Cateninsgogos €twa genauso stark wie an das kiirzere Konstrukt a-Catenings;gos. Das

Modell (a-Cateninggs-gss) enthdlt nicht die ganze Sequenz dieses Konstrukts, aber erklért die
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Bindung schon recht gut. Es ist moglich, dass andere a-Cateninsequenzen auch noch an einer
Z0-1-Bindung beteiligt sind. Der schon kristallisierte Bereich a-Cateninsgo.¢30 (Abb.3.15.B)
hat ebenfalls einige saure Bereiche an der Oberfldche, die potentiell an ZO-1 binden kénnten,

obwohl sie hinsichtlich Form und GroBe nicht so gut zu ZO-1 passen, wie das a-Cateninegs.

sss-Modell (Abb. 3.15.D).

Monomer der SH3-Hinge-GUK-Einheit
(Z O- 15 18—806)

Abb. 3.15. Malstabsgetreue Gegeniiberstellung der Kristallstruktur o-Cateningy ¢y, (aus PDB-Nr.
1H6G in A, B; Sequenz in 1H6G vom Menschen, aber im betrachteten Bereich identisch zur Maus-
Sequenz), sowie von Monomer-Architekturmodellen der VH3-Region von Maus-a-Cateninggs gss (C,
D) und der SH3-Hinge-GUK-Einheit von Maus-ZO-153.5306 (E, F) als potentielle Interaktionspartner.
Dargestellt sind je eine Bénderdarstellung des Proteinriickrads (A, C, F) und die elektrostatische
Potentialoberfldchen (B, D, E; rot = negative Ladungen, blau = positive Ladungen). Fiir Abkiirzungen
und Details der Einfirbungen des ZO-1-Modells siche Abb. 3.13. Die elektrostatischen Potentiale des
a-Cateninggs gss—Modells (D) und der monomeren ZO-1-SH3-Hinge-GUK-Einheit (E) zeigen ein
optimales komplementéres Muster, was fiir eine 1:1-Interaktion spricht.
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3.2.5. Zusammenfassung der Ergebnisse und Schlussfolgerungen aus den monomeren
Homologiemodellen von Occludin, a-Catenin und ZO-1

Die Modelle ergeben verschiedene Bindungsbereiche fiir Occludin (Ha, CCa, CCb) und ZO-1
(CC1, H1, H2), sowie mehrere saure Helices in a-Catenin. Diese hypothetischen Bereiche
sollen in den folgenden Experimenten bestitigt werden. Daneben zeigten die Monomer-
modelle von Occludin und ZO-1 nur eine suboptimale Interaktion. Eine bessere
Wechselwirkung konnte bestehen, wenn Oligomerisierungsprozesse mitberiicksichtigt
werden. Es gibt Hinweise, dass sowohl der C-terminale Teil von Occludin (Nusrat et al.,
2000b) als auch die SH3-GUK-Doméne von ZO-1 (Schmidt et al., 2004) Oligomere bilden
konnen. Auch diese homotypischen Interaktionen sollen im Weiteren ndher untersucht

werden. Mit den experimentellen Daten konnen die Modelle spiter verfeinert werden.

3.3. Studieren der Proteinbindungen mit Oberflichenplasmonresonanzspektroskopie

Aus den wunter 3.2. beschriecbenen Modellen wurden Hypothesen {iber konkrete
Wechselwirkungsorte abgeleitet. Die im Folgenden beschriebenen Experimente wurden so
angelegt, um diese Hypothesen zu validieren. Mit den Ergebnissen werden dann die Modelle
weiter prizisiert oder wo notig modifiziert. Von Occludin, a-Catenin und ZO-1 wurden
rekombinante Deletionskonstrukte hergestellt, die verschiedene der unter Punkt 3.1. und 3.2.
genannten  Strukturelemente  enthalten  oder  ausschlieBen, und mit  der
Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie auf ihre Bindung miteinander getestet. Dabei
wurden, wenn nicht anders erwihnt, fiir alle drei Proteine die entsprechenden Maus-

Sequenzen verwendet.

3.3.1. Untersuchung der ZO-1/Occludin-Interaktion

Um den ZO-1-bindenden Bereich von Occludin einzugrenzen, wurden Konstrukte erzeugt
und untersucht, die systematisch nach den vorhergesagten Sekundérstrukturelementen variiert
bzw. gekiirzt wurden. Es wurde die Technik der Oberflichenplasmonresonanzspektroskopie
(SPR) eingesetzt. Wenn nicht anders erwidhnt wurden die Konstrukte rekombinant als MBP-
Fusionsproteine erzeugt. Ein Konstrukt des gesamten zytosolischen C-Terminus von Occludin
(Occludinges-sz1) war bei der Reinigung instabil und wurde nicht weiter untersucht, da sich die
Z0-1-Bindung auf die C-terminalen 150 AS beschrinkt (Fanning et al., 1998). Ein bereits
vorliegendes Konstrukt (Occludingsg.sy;, Schmidt et al., 2001) entspricht etwa den C-
terminalen 150 AS, die schon frither als ZO-1-Bindungsregion von Occludin identifiziert
wurden. Die Grenzen der im Weiteren erzeugten Verkiirzungsmutanten von Occludin, wurden

in Ubereinstimmung mit den Sekundirstrukturgrenzen des Occludinmodells aus 3.2.1.
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gewdhlt (Abb. 3.16). Diese kiirzeren Konstrukte waren beim Aufreinigen stabil, was fiir eine
korrekt gefaltete Struktur spricht.

Bei den folgenden Messungen wurden jeweils die Occludinfragmente immobilisiert (meist
~2000 RU) und danach die Bindung von ZO-1-Konstrukten mit der SPR-Technik ermittelt.

Die ZO-1-Konstrukte wurden hauptsiachlich in Konzentrationen von 0,5-10 uM eingesetzt.

A ; 521
434 488

406
| {0
N
A17—4 | w A
L - 3 »

451
B: Occludin

Ha Hb CCa CCb He

|
Yo (O AS3HR,,
264-521

378-521
406-521
417-521
434-521
406-488
406-468
406-451
417-451

Abb. 3.16. Schematische Darstellung der verschiedenen verwendeten Occludinkonstrukte A) Lage der
Start- oder Endpunkte (als blau markierte AS) der Occludinkonstrukte im Monomermodell von Maus-
Occludingy, 5,;- B) Vergleich der Occludinkonstruktsequenzen mit einem Schema der vorhergesagten
Sekundarstrukturen in Occludin (Sequenz und Abkiirzungen siche Abb. 3.2). In den weillen Kreisen
ist die vorherrschende Ladung der einzelnen Elemente zu sehen (- fiir negativ, + fiir positiv). Die am
besten bindenden Fragmente von Occludin (schwarze Linien) enthielten die a-helikalen Elemente Ha,
Hb, CCa sowie CCb und haben einen Uberschuss an negativen Ladungen.

Wegen Assoziation der ZO-1-Konstrukte in der Losung konnte nicht mehr von einer 1:1-
Interaktion ausgegangen werden und die gemessenen Kurven liefen sich auch nicht an eine
entsprechend berechnete Bindungskurve fitten. Deshalb war eine sinnvolle Berechnung von
Bindungskonstanten nicht moglich. Um dennoch wenigstens relative Aussagen iiber die
Starke der Interaktion treffen zu kdnnen, wurden unter Standardbedingungen gebundene
Analytmengen miteinander verglichen (siehe Abschnitt 2.2.2). Durch eine Normierung auf
100 fmol immobilisierten Ligand war die Séttigung der Bindungsstellen auf dem Sensorchip

gut abschétzbar. Bei einer 1:1-Interaktion von immobilisiertem Ligand A mit dem im Puffer
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gelosten Analyt B sollten bei immobilisierten 100 fmol A in der Séttigung auch 100 fmol von
B binden. Wenn sich weniger von B anlagert, weist das darauf hin, dass nicht alle Molekiile
von A fiir eine Interaktion frei zugéinglich sind. Dies war auch bei unseren Messungen der
Fall, wo die normierten Werte fiir B bei maximal ~60 fmol lagen. Wegen sterischer
Behinderung durch die Immobilisierung und moglicher Denaturierung einiger
Proteinmolekiile sind aber immer suboptimale Bedingungen zu erwarten. Diese errechneten
Werte gehen von ZO-1-Monomeren in der Losung aus. Falls wie erwartet wirklich ZO-1-
Oligomere als Komplexe mit an die immobilisierten Occludinmolekiile binden, weist das auf
noch weniger freie Bindungsstellen hin. Beim Immobilisieren der Proteine durch die
verwendete unspezifische Aminokopplung wird immer ein Teil der Ligandenmolekiile so an
die Dextrane des Sensorchips gekoppelt werden, dass sie fiir die in der Losung befindlichen
Analytmolekiile sterisch nicht mehr zugénglich sind. Um eine ausreichende Signalstdrke der
Experimente zu erhalten, wurde bis auf wenige Messungen immer Occludin immobilisiert

und die ZO-1-Konstrukte als Analyt dariiber gegeben.

Tabelle 3.6. Normierte Bindungsresultate (Occludingg.sp; als 100%) von ZO-1-Konstrukten an
verschiedene immobilisierte Occludinsequenzen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (MW) und
die mittleren Standardabweichungen (SEM). Die Anzahl der Messungen betrug immer mindestens 4.
Die Bindungswerte der zwei jeweils am besten bindenden Occludinfragmente sind fettgedruckt.

Occludin- |Z0-1644-812 Z0-1589-812 Z0-1589-772
Sequenz MW SEM MW SEM MW SEM
378-521 54 3 60 3 64 2
406-521 100 0 100 0 100 0
417-521 69 8 83 2 90 2
434-521 22 1 25 2 37 4
406-488 155 9 153 10 148 6
406-468 169 10 162 14 136 5
406-451 152 22 123 6 116 12
417-451 97 6 100 5 116 17

Zum besseren Vergleich der verschiedenen Konstrukte untereinander wurde Occludingoe.szi,
das alle vorhergesagten Sekundirstrukturen (Oc-Ha, Oc-Hb, Oc-CCa, Oc-CCb, Oc-Hc)
enthdlt, als Standard benutzt und die ZO-1-Bindungsergebnisse der anderen
Occludinkonstrukte darauf bezogen (Tabelle 3.6). Eine N-terminale Verlangerung (um
Occludinszg 405, in der keine Sekundérstruktur vorhergesagt wird) der Occludin Coiled coil-
Doméne fiihrte zu einer starken Abnahme der ZO-1-Interaktion. Dieser unstrukturierte
Bereich konnte sich teilweise an die Bindungsstelle anlagern und sie so fiir ZO-1 maskieren.
N-terminale Deletion von Oc-Ha und Oc-Hb von der Coiled coil-Doméne verminderte, ein

Abschneiden von Oc-Hc vom C-Terminus hingegen erhohte die Bindung. Dabei ist
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wahrscheinlich bedeutsam, dass Ha negativ Hc hingegen positiv geladen ist. Weitere
Verkiirzungskonstrukte zeigten, dass die essentielle Bindungsregion dem Bereich Occludings.
ags entspricht, welcher die Helices Oc-Ha, Oc-Hb, Oc-CCa und Oc-CCb enthielt (Abb. 3.16).

Die CC-Region von Occludin ist sehr wichtig fiir die Interaktion. Wird zuviel davon entfernt
(Occludingpe.4s1) nimmt die Interaktion wieder ab. Auch bei diesem kleineren Konstrukt fiihrt
eine Deletion von Oc-Ha (Occluding;7.4s1) zu einer weiteren Verringerung der ZO-1-
Anlagerung. Die ermittelten relativen Occludinbindungseigenschaften waren bei allen drei
untersuchten ZO-1-Konstrukten &dhnlich. An Occludingps.ags und Occludinggs.aes erfolgte die
beste und an Occludings.sy; die schwichste Interaktion. Die absolut gemessenen
Bindungsmengen waren am hochsten bei ZO-1sg9.772 gefolgt von ZO-1559.312 und ZO-1644.812.
Dies zeigt die Bedeutung der Hinge-Region mit der CC1-Helix fiir die Bindung, die bei ZO-
leaasin fehlt. Die Wechselwirkung von ZO-1-Konstrukten an Occludinszg.sp; wurde schon
frither in unserer Gruppe untersucht (Schmidt et al., 2004). Die dabei erhaltenen Daten sind

vergleichbar mit meinen ZO-1-Bindungsdaten an Occludingge.sz; (Abb. 3.17).

SH3 (A-D) GUK relative
N — [ 0 e C 70-1- Oceludin
cc1 E H1/2 CC2 F .
Sequenzen  Bindung
502-812 ++
589-731 +
580-772 +++
580-812 ++
597-772 ++(+)
633-812 +
644-812 +
502-772 +(+)
502-645 (+)

......................................... 502-645+795-806 (+)
__________ 502-576+631-645 -

Abb. 3.17. Relative Occludinbindung verschiedener ZO-1-Konstrukte. Die ZO-1-Sequenzen sind zur
Veranschaulichung als Linien mit Bezug zu einem Schema (von Abb. 3.7) der in ZO-1 laut dem
Modell vorhandenen Sekundérstrukturelementen dargestellt. Das am besten bindende Fragment ZO-
1sg9.772 (schwarze Linie) enthielt CC1 sowie H1 und H2 aber nicht CC2. Die zwei letzten Konstrukte

enthalten die B-Stringe F bzw. E, die iiber einen kurzen Linker (symbolisiert durch die Strichellinie
aus den Aminosduren VDGNGN bzw. VDGN) mit dem Rest des Proteins verbunden.

Die maximale Bindungsintensitit zu allen Occludinkonstrukten wurden mit ZO-1sg9.772

erreicht (Abb. 3.17). Der deutliche Unterschied der Bindungsstirke zwischen ZO-15g9.772 und
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Z0-1s89.731 beweist die Wichtigkeit der H1/H2 Region. Generell zeichnen sich folgende
Trends ab. Eine zweite Bindungsregion flir Occludin, die CCI-Helix in der Hingeregion,
bewirkt ebenfalls die Verbesserung der Bindungseigenschaften in den sie enthaltenen
Konstrukten. Die Konstrukte mit nur jeweils einem dieser Motive zeigen nur schwache
Wechselwirkungen. Nur mit beiden Motiven ist die Bindung stark. Nachdem die
Kristallstruktur mit der SH3-GUK-Einheit von PSD-95 erschienen war, bestand die
Moglichkeit, dass auch die SH3-Doméne von ZO-1 durch eine homologe Interaktion mit ihrer
GUK-Domine interagiert und moglicherweise auch die Bindung an die GUK-Doméne
modifiziert. Konstrukte mit SH3-Doméne (ZO-1502-312 und ZO-150,.772) zeigten schwichere
Wechselwirkungen als solche mit Hingeregion aber ohne SH3 (ZO-15g9.512 und ZO-15g89.772).
Die Ergebnisse zweier zusammengesetzter Konstrukte, wo jeweils die B-Stringe E bzw. F
iiber einen Linker an die SH3-Domaine gekoppelt wurden, zeigten nur schwache oder bei
Deletion der Hingeregion gar keine Interaktion mit Occludin. Dies bestdtigt die Bedeutung
der vermuteten Interaktionsmotive (CC1; H1/H2). Ein Beispiel einer SPR-Bindungskurve ist
sichtbar in Abb. 3.18.

—_
o
L=
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Differenzkurven der cebundenen RU

-40
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Zeitms

Abb. 3.18. SPR-Bindungskurven verschiedener Konzentrationen von ZO-1sg9.51, an Occludings.sz
(Hier 1814 RU = 31,8 fmol des MBP-Ocludin-Konstruktes immobilisiert). Dargestellt ist die
Messkurve nach Subtraktion der Blankkurve. Durch leichte Verschiebungen der Kurven ergeben sich
dabei Spitzen bei Beginn (100 s) und Ende (340 s) der Probeninjektion.
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3.3.2. ZO-1-Bindung an verschiedene a-Cateninkonstrukte

Um die Wechselwirkung von ZO-1 mit o-Catenin zu analysieren, benutzten wir die
Konstrukte a-Catenin;.sos und sp9-906, die der VH1-Region mit der ersten Hélfte von VH2
bzw. der 2. VH2-Hilfte und VH3 entsprechen. Zusitzlich wurde o-Cateningsi.7e6, €in
verkiirztes Konstrukt von VH3 mit einer CC-Vorhersage und Sequenzdhnlichkeit zu
Occludin, untersucht. Die beste Bindung von ZO-1 gab es an a.-Cateninsg.gos (Abb. 3.19). Die
Reihenfolge der Bindungsstirke der untersuchten ZO-1-Fragmente an a-Catenin und an
Occludin war etwa gleich, wobei ZO-1sg9.772 an jeden der vier Liganden am besten band. Das
Konstrukt o-Cateninsg.gos zeigte eine starke Bindung an ZO-1 und beinhaltete eine CC-
Vorhersage (AS 678-707) mit einer Sequenzihnlichkeit (45%) zu Teilen von Oc-CCa (AS
440-468). In der VH1-Region von a-Catenin wurden keine signifikanten CC-Vorhersagen
gefunden, was mit den experimentellen Daten einer schwécheren Interaktion von ZO-1 an a-

Catenin,.sos im Vergleich zu a-Cateninsgg.gos libereinstimmt (Abb. 3.19.B).

A 2 224 326 633 699 849
1. VH1 27%) - VH2 (31%) - VH3 (34%) - 906
1 508 631 766

509 906
B
SH3 (A-D) E GUK F 20-1- Bindungsintensitit [fmol] von Z0O-1-
N O— C | Fragmente| Fragmenten an immobilisiertes:

infundiert |Occludin a-Catenin
406-521 |1-508 |509-906 |631-766
644-812 1.5 2.7 4.2 3.2
5389-812 335 2.0 4.2 3.7
589-772 | 124 85 |153 7.3
502-812 4.6 04 3.0 39

cCl H1 H2 CC2

Abb. 3.19. Gegeniiberstellung der Bindungsmessungen von ZO-1 an Occluding.s;; und drei
verschiedene o-Cateninkonstrukte. A) Schema der fiir die Bindungsmessungen verwendeten o-
Cateninkonstrukte im Vergleich zu den vinculinhomologen Regionen des a-Catenins (siche dazu auch
Abb. 3.3). B) Bindungsvergleich (SPR) von verschiedenen ZO-1-Konstrukten an immobilisiertes
Occludinggs.s»; und drei verschiedene immobilisierte a-Cateninkonstrukten. Die ZO-1-Konstukte sind
als Linien in Bezug auf ein Schema der ZO-1-Sekundirstrukturelemente (Symbole und Abkiirzungen
siche Abb. 3.6 und Abb. 3.7) dargestellt. Das am besten bindende Konstrukt (ZO-1sg9.772) enthélt die
vorhergesagte Coiled coil-Helix CC1 und die a-Helices H1 und H2 der GUK-Doméine mit einem
Uberschuss an positiven Ladungen (+ in weien Kreisen) und zeigte dhnliche Bindungsintensitiiten zu
Occludin und den a-Cateninsequenzen.
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Interessanterweise zeigte die gesamte SH3-GUK-Einheit (ZO-150,.312) im Gegensatz zu den
Z0-1-Konstrukten ohne SH3 kaum eine Bindung an o-Catenin,_sog. Moglicherweise sind im
groBeren Konstrukt und damit auch im nativen ZO-1 die entsprechenden Bindungsstellen von
der SH3-Domine verdeckt. Dies wiirde auch die Literaturergebnisse erkldren, wo keine
Wechselwirkung von ZO-1 mit a-Catenin;_sog beobachtet wurde (Imamura et al., 1999). Die
schwichere ZO-1-Bindung an das verkiirzte Konstrukt a-Catenings;.7¢¢ deutet darauf hin, dass
nicht nur die CC Region allein, sondern die gesamte Helixbiindelstruktur von VH3 fiir die

Interaktion nétig ist.

3.3.3. Untersuchungen zu Homoassoziation verschiedener ZO-1-Konstrukte

Der Hauptschwerpunkt der Untersuchungen war die Interaktion von Occludin-ZO-1. Im
Verlauf der SPR-Bindungsstudien wurde beobachtet, dass Fragmente von ZO-1-GUK an sich
selbst binden. Dies erklédrte auch, warum bei der ZO-1-Bindung an immobilisiertes Occludin
(oder a-Catenin) die Kurven nicht einer 1:1-Interaktion entsprachen, da aufgrund seiner
Homoassoziation ZO-1 in der Losung als Oligomer vorlag.

Es wurden zunichst drei verschiedene GUK-Konstrukte auf dem SPR-Chip immobilisiert
(ZO-1589-772; ZO-1589.812; ZO-1644812). Das erste (ZO-1s39.772) entsprach dem unter 3.3.2. am
besten bindend gefundenen Fragment an Occludin und o-Catenin, das die Hingeregion und
H1/H2 aber nicht CC2 enthielt. Das zweite Fragment (ZO-15s39.312) schloss CC2 ein, wiahrend
das dritte Fragment (ZO-1¢44-312) zwar CC2 aber nicht die Hingeregion umfasste. Diese drei
Fragmente, sowie noch zusitzlich eines, das dem ersten Fragment bis auf eine etwas verkiirzte
Hingeregion glich (ZO-1¢01.772), wurden auch als Analyten iiber den oben beschriebenen
Sensorchip injiziert. Die Bindungsstirken der vier Konstrukte an alle drei immobilisierten
Z0-1-Fragmente hatte dieselbe Reihenfolge wie auch bei der Bindung an Occludin. Am
besten band ZO-15g9.77, worauf in absteigender Reihe ZO-1¢01.772, ZO-1589.812 und zuletzt ZO-
loaa-g12 folgten. (bis auf ZO-1401.772 sieche Abb. 3.17). Das nur schwach an ZO-1 bindende
Occludinasasy; (Tabelle 3.6) wurde zur Kontrolle ebenfalls mit injiziert. Uberraschenderweise
zeigte hier ZO-1e44.512 als immobilisierter Ligand die besten Bindungseigenschaften (100%
gegeniiber jeweils ~60% an ZO-1sg9.772 und ZO-1539.512) aller untersuchten Konstrukte (Abb.
3.20.B). Wurde das gleiche Fragment (ZO-1644.312) hingegen als Analyt in Losung eingesetzt,
zeigte es die schwichste Bindung (Abb. 3.20.A). Diese Unterschiede lassen sich auf die
Hingeregion zuriickfiihren, die im Konstrukt ZO-1¢4.312 im Gegensatz zu den anderen
Fragmenten (ZO-1sg9.772; ZO-1s39.312) fehlt. Eine Erklirung konnte sein, dass Fragmente,

welche die Hingeregion enthalten, in Losung stirker oligomerisieren. In den Oligomeren sind
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die Interaktionsstellen der mittleren Monomere schon abgesittigt und nur an den Enden

konnen sich neue Monomere anlagern.
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Abb. 3.20. Homoassoziationen verschiedener ZO-1-GUK-Fragmente untereinander und zum
Vergleich mit Occludings.sy;. A) Bindung (in fmol) verschiedener Analyte (Konzentration je 2,5 pM,
4 min Perfusion, Flussrate 8 pl/min) an drei GUK-Fragmente. Die Werte wurden zum Vergleich auf
eine Immobilisierungsmenge von je 100 fmol normalisiert (Mittelwerte + SD, n=2). B) Werte von A
normalisiert auf Bindung an ZO-1444.512.

Die immobilisierten Fragmente wurden zum Vergleich auf gleiche Molaritdt der Monomere
normiert. Liegen einige Fragmente jedoch verstarkt als Oligomere vor, stehen dort nach der
Immobilisierung im Vergleich weniger freie Interaktionsstellen zur Verfiigung. Das konnte

die Ergebnisse erkldren. Wenn die Hingeregion wichtig fiir die Homoassoziation ist, erklért es
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die schwachen Bindungsergebnisse vom ZO-1¢44.312 als Analyt (Abb. 3.20.A). Wenn ZO-144.
g1 wenig Eigenassoziation zeigt, stehen dort bei Verwendung als Ligand nach
Immobilisierung einer gleichen molaren Menge mehr freie Bindungsstellen zur Verfiigung.
Das Anheften eines ZO-1-Oligomers an den Sensorchip bewirkt wegen der groeren Masse
auch ein stirkeres SPR-Signal als die Bindung eines monomeren ZO-1-Konstruktes. Das
konnte ebenfalls zu den stirkeren Bindungssignalen von ZO-15g9.77, und ZO-15g9.512 beitragen.
Die genauen Bindungskonstanten konnten wegen der unbekannten Bindungsstochiometrie
nicht bestimmt werden. Generell scheint die Hingeregion in immobilisierten GUK-
Fragmenten zu einer Reduktion der Wechselwirkung um ~40% zu fiihren, wéihrend das
Vorhandensein oder Fehlen von CC2 und -Strang F bei den GUK-Fragmenten keine Rolle
fiir die Interaktion spielt.

Zum Vergleich der ZO-1-Bindung an Occludin, a-Catenin und der Homoassoziation an ZO-1
wurden ausgewéhlte Konstrukte dieser drei Proteine nebeneinander auf einem Sensorchip
immobilisiert und mit verschiedenen ZO-1-Fragmenten perfundiert (Tabelle 3.7). Fiir die
Bindung an alle drei Proteine ist die Hingeregion und GUK-Domine wichtig, da ein
Konstrukt ohne diese beiden Bereiche (ZO-15¢,-57¢ mit angefiigtem B-Strang E ¢31.645) in allen
Féllen nahezu keine Interaktion zeigte. Die Hingeregion mit CC1 scheint fiir die Bindung an
a-Catenin keine Rolle zu spielen, da die Bindungswerte von Konstrukten mit (ZO-1s39.772)
und ohne (ZO-1644.772, ZO-1644.312) CC1 dort nahezu gleich sind. An Occludin bindet ZO-15go.

772 dagegen deutlich stirker als die Fragmente ohne CCl.

Tabelle 3.7. Vergleich der Bindungsresultate von ZO-1-Konstrukten (in fmol) an immobilisiertes
Occludinggs.sp1, a-Cateninsgg.gos und ZO-1505.512. Dargestellt sind jeweils die Ergebnisse bei Perfusion
von 2,5 pM Analytldsung fiir 4 min bei einer Flussrate von 8 pl/min. Die Werte sind auf eine
Immobilisierungsmenge von je 100 fmol normiert.

perfundierte ZO-1-Konstrukte immobilisiert
Occludin | a-Catenin | Z0-1
Z0-1-Sequenz | enthaltene Elemente | 406-521 | 509-906 | 502-812

589-772 CC1, H1, H2 95,6 17,3 19,0
644-772 H1, H2 20,6 16,8 10,4
644-812 H1, H2, CC2 25,7 18,7 17,0
502-812 SH3-GUK gesamt 33,7 14,8 11,0
502-803 SH3-GUK gesamt 35,8 14,8 12,5
502-794 SH3-GUK ohne Strang F| 12,2 4,2 41
502-576+631-645A-D, E ohne Hinge 0,6 0,0 0,5

Bei der Bindung verschiedener GUK-Konstrukte an SH3-GUK war wie schon bei GUK-
GUK-Interaktionen ZO-1sg9.77 das am besten bindende Fragment, wihrend die Deletion der

Hingeregion mit CC1 zu einer verschlechterten Bindung (ZO-1e44.772) fithrte. Fiir die
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Wechselwirkung mit SH3-GUK ist, im Gegensatz zur Bindung an GUK allein, auch ein
Bereich mit der CC2-Helix und dem B-Strang F bedeutsam. Dies zeigen die besseren Werte
von ZO-lessg» im Vergleich zu ZO-lgq.772. Die Homoassoziation von SH3-GUK-
Konstrukten scheint hauptsidchlich {iber B-Stranginteraktionen (mdglicherweise sogar mit
Doménenaustausch) zu erfolgen. Das Konstrukt ZO-1502.794 ohne den [-Strang F bindet
deutlich schwécher als Konstrukte, die diesen B-Strang enthalten (ZO-1502-812, ZO-1502-303).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die SPR-Technik nicht sehr geeignet ist, solche
Selbstinteraktionen zu untersuchen, da man an der Signalstdrke nicht unterscheiden kann, ob
z.B. zehn Einzelmolekiile oder ein Decamer bindet. Die Tatsache, dass eine Oligomerisierung
von ZO-1-GUK beobachtet wurde, war ein Grund, mdgliche Di- und Oligomerisierung niher

zu untersuchen (Abschnitt 3.5) und dann zu modellieren (Abschnitt 3.6).

3.3.4. Eine Mischung von Occludin/ZO-1 in Losung verringert die ZO-1-Bindung an
immobilisiertes Occludin bzw. a-Catenin

Um zu sehen, ob die Bindung von ZO-1 an Occludin bzw. a-Catenin vom jeweils anderen
Bindungspartner gehemmt werden kann, wurden Kompetitionsstudien durchgefiihrt.
Occludingge-s21 und a-Cateninsg-gos wurden auf demselben SPR-Sensorchip immobilisiert und
immer mit der gleichen Konzentration ZO-15¢,-303 perfundiert, wobei unmittelbar vor dem
Messbeginn  steigende Konzentrationen Occludinge.s;; dazugemischt wurden. Die
beobachtete Hemmung der Wechselwirkung war dabei deutlich konzentrationsabhéngig. Die
relative Bindungshemmung von ZO-1 an Occludin bzw. a-Catenin war etwa gleich (~40%
bei 10 uM Occludin im Gemisch), was auf vergleichbare Bindungskonstanten hindeutet (Abb.
3.21). Kontrollmessungen mit der im Gemisch verwendeten Occludinpriparation zeigten
keine Interaktion mit dem immobilisierten a-Catenin und nur sehr schwache Bindung an das
immobilisierte Occludin (27,7 uM Occludinggs.s2; hatten 1,3 fmol normierte Bindung an
Occludin). Deshalb muss die beobachtete Bindung des ZO-1/Occludin-Gemisches an den
Chip allein von einer Anheftung von ZO-1 stammen. Wurde das Gemisch nicht sofort
vermessen, sondern 20 min auf Eis inkubiert, nahm die Hemmung der ZO-1-Bindung noch
einmal um etwa 10% zu. Analoge Resultate wurden auch mit 0,5 uM ZO-159,.512 als Analyt in
den Mischungen erhalten. Die beobachteten Hemmungsraten blieben ebenfalls gleich, wenn
statt des MBP-Fusionsproteins von Occludingge.s2; eine Probe benutzt wurde, bei der das
MPB abgespalten war. Von o-Cateninsg.gos konnte nicht eine so hochkonzentrierte
Préparation erzeugt werden wie von Occludingpe.sz;. Eine Mischung von 0,5 uM ZO-150,.512

mit 4 uM a-Cateninsgg.gps zeigte jedoch eine etwa 20% Hemmung der Bindung an Occludin
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und a-Catenin im Vergleich zum reinen ZO-15¢,-5312. Also bewirkt auch eine a-Catenin/ZO-1
Mischung in Losung durch das Maskieren von Bindungsstellen eine Hemmung der

Interaktion von Z0O-1 mit Occludin und a-Catenin.
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Abb. 3.21. Kompetitionsstudie mit immobilisiertem Occludingge.sz; (Occl) und a-Cateninsgg_ggs (0i-Cat)
mit je 0,5 uM ZO-15p,.503 als Analyt, jeweils unmittelbar vor der Messung mit 0-25 uM Occludinggs.sz;
gemischt. A) Gebundene Menge ZO-15p,.503 (in fmol) normalisiert auf je 100 fmol immobilisierten
Ligand (Occludings.s;; bzw. a-Cateninsggos) nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen
Occludingys.sp;. B) Bindungswerte von A) normalisiert als Prozentsatz der nicht gehemmten
Kontrollmessung (mit 0 pM Occludingge_s»1).
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3.3.5. Zusammenfassung der SPR-Ergebnisse

Durch die Untersuchung verschiedener Verkiirzungskonstrukte von Occludin konnte das
Bindungsepitop zu ZO-1 auf den Bereich Occludingeass mit den vorwiegend sauren
Bindungsmotiven Ha, Hb, CCa, CCb eingegrenzt werden. Bei den ZO-1-Konstrukten
bestitigte sich die Bedeutung der CC1- und H1/H2-Epitope, wihrend CC2 anscheinend
keinen Einfluss auf die Occludin/ZO-1-Interaktion hat. Die GUK-enthaltenden ZO-1-
Konstrukte scheinen préferentiell mit der zweiten Hélfte von a-Catenin zu interagieren, wobei
die Bindungsintensititen mit der Wechselwirkung an Occludin vergleichbar sind. Die
Untersuchungen zeigen eine Homoassoziation von ZO-1, wobei wohl auch wieder die
Hingeregion beteiligt ist. Die SPR-Methode ist jedoch nicht geeignet, genauere Angaben zu
Homointeraktionen zu machen, da man die Anteile von der Oligomerisierung zwischen
verschiedenen Molekiilen in der Lésung und der Bindung von geldsten Molekiilen an
immobilisierte Molekiile auf der Chipoberfliche nicht trennen kann. Kompetitionsstudien
zeigten, dass eine ausreichende Occludinkonzentration in der Losung die ZO-1-Interaktion
mit immobilisiertem Occludin und auch a-Catenin verringern kann. Dies spricht ebenfalls fiir

vergleichbare Bindungsintensititen von Occludin bzw. a-Catenin an ZO-1.

3.4. Analyse der Bindungsepitope in ZO-1, Occludin und a-Catenin

Bei diesen Studien wurden jeweils die Occludin/ZO-1 oder die a-Catenin/ZO-1-Interaktion
mithilfe von Peptidmembranen untersucht (Abb.3.22).

Um mogliche Artefakte durch nicht native Faltung der Peptide auszuschlieBen, wurden die
Untersuchungen in zwei Varianten und mit zwei unterschiedlichen Detektionsmethoden
durchgefiihrt. In Variante a) (sieche Abschnitt 3.4.1) wurden Occludin/a-Catenin-Sequenzen
als Peptide auf Membranen immobilisiert. Als Bindungspartner dienten hier mit einem roten
Farbstoff gekoppelte Peptide aus ZO-1. In Variante b) wurden ZO-1-Sequenzen auf den
Membranen synthetisiert, woran GST-Fusionsproteine von Occludin bzw. a-Catenin banden.
Die Detektion erfolgte mit enzymgekoppelten Anti-GST-Antikorper. Wo sich diese
anhafteten, entstand ein Chemilumineszenzsignal. (Zum besseren Verstindnis wie die

Peptidsequenzen auf den Membranen variiert worden sind sieche Anhang S.156).

3.4.1. ZO-1-Peptide binden dhnliche Epitope in Occludin und a-Catenin
Um die Bindungsepitope der interagierenden ZO-1-Elemente CC1 und H2 detaillierter
einzugrenzen, wurden Untersuchungen mit systematisch variierten Sequenzen von

Occludinggp.s;; und a-Cateninsgg.gos durchgefiihrt. Die zwei ZO-1-Peptide (CC1 und H2)
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zeigen teilweise iiberlappende Bindungsbereiche an Occludinpeptiden (Abb. 3.23), jedoch mit
Unterschieden im Oc-Hc-Bereich. Im Gegensatz dazu war das beobachtete Interaktionsmuster
der beiden Peptide mit a-Catenin nahezu gleich (Abb. 3.24). Bei a-Catenin wurde zusitzlich
noch die Bindung eines ZO-1-Peptids studiert, was die Sequenz der im Modell beschriebenen
o-Helix H1 umfasst. Zur genaueren Analyse der Bindungsergebnisse werden im Folgenden
die jeweils von den ZO-1-Peptiden erkannten Sequenzen von Occludin und o-Catenin
miteinander verglichen. In Klammern werden dabei die korrespondierenden Peptidpunkte auf

den Membranen aus Abb. 3.23 bzw. 3.24 genannt.

Mit Peptidmembranen untersuchte Bindungen

o —
Vo el

Auf Membran immobilisierte Peptide: inkubiert mat:
(je Punktum 1 AS verschoben)

- 994999494 <: @ BB 1,pstoffmarkierten
a) sco000000 -1 H2 ] Z0O-1-Peptiden

| (o @B Ol
09-906 000000000 Ol “4O-1usm)

Variante

Variante b) Umgekehrter Ansatz zum Vermeinden von Peptidbindungsartefakten

AL LI LD <: @. GST- Occludiny g 55

000000000 M GST- a-Cateninggg oo

Chemilumineszenzdetektion von HRP-gekoppelten AK gegen GST

Abb. 3.22. Schema der durchgefiihrten Peptidmembranexperimente mit Occludin (griin), a-Catenin
(gelbbraun) und ZO-1 (magenta). Es sind die zwei verwendeten Varianten a) und b) dargestellt. Links
sind dabei die jeweils auf den Membranen immobilisierten Proteinsequenzen abgebildet, wahrend
rechts die dazugegebenen Bindungspartner zu sehen sind.

CC1 und H2 banden beide an Occludinggo.433 (Punkte 1-5), was laut dem Modell den Helices
Oc-Ha/-Hb entsprach. Auch im Bereich der CC-Vorhersage (Oc-CCa/-CCb) zeigten beide
Peptide eine Wechselwirkung, wobei jedoch der erkannte Bereich bei H2 mit Occludingss.ass
(Punkte 46-60) groBer war als bei CC1 mit Occludings;.sgs (Punkte 53-58). Dafiir zeigte CC1
im Gegensatz zu H2 eine Bindung an Occludingso.s; (Punkte 81-93), was der Helix Oc-Hc

entsprach. Die Sequenz von Occludin weist im Bereich von Ha, sowie von CCa bis zur Mitte
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von CCb einen Uberschuss an negativen Aminosiuren auf, wihrend der Hc-Bereich basisch
geladen ist (Abb. 3.2). Diese Daten zeigen, dass die ZO-1-Peptide CC1 und H2 mit den CC-
Epitopen Oc-CCa/Oc-CCb und den a-Helices Oc-Ha/-Hb der Coiled coil-Doméne von
Occludin interagieren. Da die Bedeutung von a-Catenin erst im Laufe der Untersuchungen
klar wurde, erfolgte die Synthese der entsprechenden Membranen und die
Peptidbindungsexperimente rund ein Jahr spédter als bei Occludin. Erst hier wurde auch das

H1-Peptid in die Untersuchungen mit aufgenommen.

CC1-Peptid (ZO-149- 435) inkubiert H2 Peptide (Z0-1-,5 +,) inkubiert
WLIITT 44+ T RRCIII1 0544 _
ii - ’ e isd 41 : Jessnssnooamn » v
] ] L ¥ (]
gi [PRs s s ma F oo Si Bt : iy
Bindungsbereich: Bindungsbereich:
53-58 = Occludings; 455 (CCa/CChb) 46-60 = Occluding, s 457 (CCa/CCh)

81-94 = Occludings 55, (Hc)

Abb. 3.23. Bindung der Peptide ZO-1s97433 und ZO-1745.772 an punktformig membrangekoppelte
Peptide aus Occludinggo.syi. ZO-1597.633 und ZO-1745.77, enthielten die vorhergesagte CC-Helix CC1 aus
der Hingeregion bzw. die a-Helix H2 aus der GUK-Doméine und waren zur Detektion mit dem roten
Farbstoff Tetramethylrhodamin gekoppelt. Jeder Punkt der gezeigten Membranen enthielt ein 29 AS
langes Peptid, wobei die Sequenz von Punkt zu Punkt um je eine Aminosdure verschoben ist (z. B.
Punkt 1: Occludingg.4zs, Punkt 2: Occluding4z9). Die Rechtecke markieren zusammenhingende
Bereiche hoher Bindungsaffinitit. Die Interaktion der Peptide an Occludin wies besonders im Bereich
Hc (Punkte 81-94) Differenzen auf. (Abkiirzungen siehe Abb. 3.2).

Eine Wiederholung der Peptidmappingexperimente mit den Occludinsequenzmembranen
nach etwa einem Jahr bestiétigte die oben genannten Ergebnisse fiir die Bindung von CC1 und
H2. Die beobachteten Wechselwirkungen waren jedoch viel schwicher als friiher.
Moglicherweise war die Peptidmembran durch die lange Lagerung geschiadigt worden. Das
H1-Peptid wies hier nur eine schwache Anlagerung an Occludingsp.sp; auf (Punkte 81-93). Das
ist nicht gezeigt, da dieses Resultat wegen der in den Wiederholungsexperimenten mit CC1
und H2 gefundenen allgemeinen Abschwichung der Bindungsféhigkeit der Membran nicht
sehr aussagekriftig ist. Die Interaktion mit den immobilisierten Peptidpunkten von a-Catenin
ergab fiir die beiden ZO-1-Peptide CC1 und H2 nahezu identische Resultate. Die in der VH2-
Region von a-Catenin erkannten Bereiche entsprachen den Aminosduren 509-541, 535-576
und 584-664 (Punkte 1-5, 27-40, 76-128). In den bekannten Kristallstrukturen von a-Catenin
(Abb. 3.3) bilden diese Bereiche Helices. Das ndchste gefundene Bindungsepitop o-

Cateningss.734 (Punkte 176-198) reicht teilweise in die VH3-Region hinein und enthielt eine
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Sequenz (a-Cateningrs797) mit einer CC-Vorhersage (Tab. 3.2). Das letzte identifizierte
Epitop a-Cateninggs.734 (Punkte 176-198) liegt ginzlich in der VH3-Region. Nach dem in
Abschnitt 3.2.2. beschriebenen Modell der VH3-Region von a-Cateninggs.gss bestehen die

beiden letztgenannten ZO-1-Bindungsbereiche in a-Catenin ebenfalls aus Helices.

Inkubiert: CC1-Peptid (ZO-lg-qss)  H2-Peptide (ZO-157,) H1-Peptide (ZO-1, +,)
1 ' ITTY way ,
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Bindungsbereiche fiir die CC1- und H2-Peptide
1-5 = g-Cateningggs,; (VH2)

27-40 = g-catening,s ;7. (VH2)

76-128 = g-Cateningz, 454 (VH2 und Verbindungsregion zu VH3)
176-198 = g-Cateningg, 754 (z.T. VH3 ab Position 699 1t. Abb.3.3)
243-258 = q-Catenin,, 45, (VH3)

Bindungsbereiche fiir H1-Peptid
1-5 = g-Cateningggs,; (VH2)

21-39 = g-catening, g ;75 (VH2)

80-120 = g-Catenings 45 (VH2 und Verbindungsregion zu VH3)
179-207 = g-Cateningg,5 (z.T. VH3 ab Position 699 1t. Abb.3.3)
243-269 = a-Catenin,,, 5, (VH3)

301-314 = g-Cateninggq 555 (VH3)
323-364 = g-Catening; g (z.T. VH3 bis Position 849 It. Abb.3.3)

Abb. 3.24. Bindung der Peptlde ZO-1597_633 ZO-1745_772, und ZO-1729_743 an punktforrmg
membrangekoppelte Peptide aus a-Cateninsgg.gos. ZO-1597.633 enthielt die vorhergesagte CC-Helix CC1
aus der Hingeregion, wahrend ZO-1745.77, und ZO-1759.743 die a-Helix H2 bzw. die kiirzere H1 aus der
GUK-Doméne umfassten. Alle drei ZO-1-Peptide waren zur Detektion mit dem roten Farbstoff
Tetramethylrhodamin gekoppelt. Jeder Punkt der gezeigten Membranen enthielt ein 29 AS langes
Peptid, wobei die Sequenz von Punkt zu Punkt um je eine Aminosiure verschoben ist (z. B. Punkt 1:
o-Cateninsg.s37, Punkt 2: o-Cateninsg.s3z). Die Rechtecke markieren zusammenhingende Bereiche
hoher Bindungsaffinitit. Zu beachten ist, dass die CC1- und H2-Peptide dieselben immobilisierten o-
Cateninsequenzen auf der Membran erkennen. Das deutet auf gleiche Bindungseigenschaften und —
epitope hin. Die Interaktion des H1-Peptids mit a-Catenin wies dagegen Differenzen auf, besonders

durch zusétzliche Bindungen in der VH3-Region. (Zur Lage der VH-Regionen in a-Catenin siche
Abb. 3.3).

Die meisten der erkannten Peptidpunkte von o-Catenin hatten eine negative Nettoladung,
wohingegen die beiden ZO-1-Peptide positiv geladen waren. Diese fiinf Epitope wurden mit
leichten Verschiebungen der Grenzen auch vom H1-Peptid gebunden (Abb. 3.24). Da sich fiir
zwischen zwei benachbarten Punkten auf der Membran, die Sequenz nur um je 1 AS

verschiebt, werden also hier immer noch nahezu dieselben a-Cateninbereiche identifiziert. Im
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Unterschied zu CC1 und H2 erkennt das H1-Peptid zusétzlich die zwei C-terminal gelegenen
Bereiche a-Cateninggo.gso und a-Cateningsjooo (Punkte 301-314, 323-364). Diese tragen im
Gegensatz zu den anderen im o-Catenin gefundenen Bindungsepitopen eine positive
Nettoladung. Die Peptide CCl, Hl und H2 haben einen Uberschuss an basischen
Aminosduren. Sie unterschieden sich jedoch in der Lidnge und der AS-Zusammensetzung
(Tabelle 3.8). Die gefundenen Ladungsverhiltnisse der Peptide CC1 und H2 konnen die
meisten der beobachteten Interaktionen erkldren, aber nicht die Bindung von CC1 an den Oc-
Hc Bereich und von H1 an die zwei C-terminalen a-Cateninepitope, da dort bei beiden
Partnern basische Eigenschaften dominieren. Bei diesen Peptiden spielen wahrscheinlich

hydrophobe Wechselwirkungen die Hauptrolle.

Tabelle 3.8. Analyse der Aminosdurezusammensetzung der ZO-1-Peptide CC1, H1 und H2. Die
Peptide wurden zur Kopplung an den Farbstoff Tetramethylrthodamin N-terminal mit einem Cystein
und zwei B-Alaninen (in grau) synthetisiert. Die Aminosduren (AS) der Sequenzen ZO-1s597.633, ZO-
1729743 und ZO-174577, (in schwarz) der Peptide wurden nach dem Charakter der Seitenketten in
verschiedene Typen (basisch, sauer, hydrophob, klein, hydrophil) eingeteilt. Durch den Ein-
Buchstaben-Code ist angegeben, welche AS welcher Gruppe zugeordnet wurden. In der Tabelle sind
jeweils die absoluten und prozentualen Anteile der verschiedenen AS-Gruppen dargestellt.

Peptid Z0O-1-AS-Nr.|Peptidsequenz

cc1 597-633 DRADFWRFRGLRSSKRNLLRKS REDLS AQPVQTKFPAY
H1 729-743 NPDSKQGVKTMRMRL

H2 745-772 PESRKSARKLYERSHKLRKNNHHLFTTT

Anzahl der verschiedenen AS-Typen

AS-Charakter| basisch sauer hydrophob klein hydrophil

AS-Code H,K,R D,E F.LL,MV,W.,Y | A,C,P,G S.T,G,N Summe
cc1 10 4 10 6 8 38

H1 4 1 4 2 4 15

H2 11 2 5 2 8 28
Anteile der verschiedenen AS-Typen in % am Gesamtpeptid

AS-Charakter| basisch sauer hydrophob klein hydrophil

AS-Code H,K,R D,E F.LL.MVW.,Y| AC,PG S.T.G,N Summe %
cc1 26.3 10,5 26.3 15,8 211 100

H1 26.7 6.7 26,7 13.3 26,7 100

H2 39.3 7.1 17.9 7.1 28,6 100

Durch unspezifische oxidative Kopplung konnen freie Cysteine bei solchen
Peptidmembranexperimenten Bindungsartefakte erzeugen. Um dies auszuschlieen, wurden
alle Peptide auf den Membranen mit o-Cateninsequenzen, die ein Cystein enthielten, in
parallelen Experimenten auch mit Serin statt Cystein synthetisiert. Dies betrifft in der
untersuchten Maus-a-Cateninsequenz die Cysteine 720, 767, 772, 787 und 793. Bei sonst
gleicher Sequenz ergaben sich fiir die C=>S mutierten Peptidpunkte analoge

Bindungsresultate, wie in Abb. 3.24 fiir die nativen cysteinhaltigen Peptidpunkte beschrieben.
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Bei der Synthese der Peptidmembran von Maus-Occludin (Abb. 3.23) wurden die
Cysteinpositionen 408 und 499 ebenfalls durch Serin ersetzt. Das zeigt, dass die Resultate

nicht durch die Bildung von Disulfidbriicken beeinflusst sind.

3.4.2. Occludin und a-Catenin erkennen gleiche Epitope in ZO-1

In weiteren Experimenten wurden ZO-1-Peptide aus der Hingeregion und GUK-Doméne auf
Membranen synthetisiert. Die Bindung von GST-Occludingge.s;; und GST-a-Cateninsgo-gos
wurde mittels Chemilumineszenz von Anti-GST-HRP-Antikérpern detektiert. Beide
Proteinkonstrukte zeigten eine Interaktion mit ZO-1736.754 und ZO-17s6.731 (Punkte 1b-10b,
31b-37b; Abb. 3.25), was den ZO-1-Elementen H1 und H2 entspricht. Verglichen mit
Occludin scheint die Bindung von GST-a-Cateninsgg-gos an die ZO-1-CC1-Region schwicher
zu sein. Der von a-Catenin gebundene Bereich war auch kiirzer (ZO-1s9;.620 = Punkte 21a-
33a) als das von Occludin erkannte Bindungsepitop (ZO-1s91632 = Punkte 21a-43a). Die
wichtigste Aussage bleibt aber, dass Occludin und a-Catenin mit den gleichen ZO-1-Epitope

interagieren. Das ist ein klarer Beweis fiir einen gemeinsamen Bindungsmechanismus.

70-1 Hinge- 1 Ocdudingyg s, inkubiert . 1 o-Cateninggg o4 inkubiert
. a ! i a
resion 2 JA9000000 2000000004 2l e AN VAN LYYl
GT1-645) 4148 8 YRV 41a
auf Membran ] )
synthetisiert Bindungsbereich: Bmdungs_b ereich:
21a-43a = ZO-1,5, 4, (CC1) 21a-33a = Z0-15g; 43, (CC1)
] LI NeeNNRe Ly . 1b ¢ SR AFONOOR/) ) )4
2. Hilfte von, = o ne v ABA R RRE 210 SR HTIII L
ZO-1-GUK 41p 41b v
(726:810)  61b 61b
auf Membran  Bindungsbereich: Bindungsbereich:
synthetisiert 1b-10b = Z0-14,; 5, (H1) 1b-10b = 20-14,; 4, (H1)
31b-37b = ZO-1- 75, (H2) 31b-37b = ZO-1- o5, (H2)

Abb. 3.25. Bestimmung der Occludin- und o-Cateninbindungsregionen in ZO-1. Gezeigt ist die
Bindung von GST-Fusionsproteinen von Occludinggg.sy; and a-Cateninsgo.gos an Membranen, auf der
Peptide aus der Hingeregion (ZO-1s571445) und der zweiten Hélfte der GUK-Domine (ZO-172.510)
synthetisiert wurden. Die Detektion der Bindung erfolgte iiber die Chemolumineszenz eines mit HRP-
gekoppeltem anti-GST-Antikorpers. Jeder Punkt der gezeigten Membranen enthélt ein 20 AS langes
Peptid, wobei die Sequenz von Punkt zu Punkt um je eine Aminosiure verschoben wurde (z. B. 1a:
Z0-1571500; 2a: ZO-1s75.591). Dunkle Punkte zeigen eine Bindung an. Die GST-Konstrukte von
Occludin und a-Catenin banden dieselben ZO-1-Peptide aus CC1, H1 und H2, die schon im Modell
als Bindungsbereich vorhergesagt wurden. a-Catenin band im Gegensatz zu Occludin schwécher und
nur an einen kiirzeren Bereich der ZO-1-CC1-Region.

Um die unter Punkt 3.4.1. beschriebenen mdglichen Probleme mit Cysteinen auszuschlief3en,

wurden alle auf der Membran synthetisierten Peptide von ZO-1, die das Cystein C744
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enthielten, auch mit Serin statt Cystein hergestellt. Die C=>S mutierten Peptide zeigten die
gleichen Bindungsergebnisse wie die sequenzanalogen nativen Peptidpunkte in Abb. 3.25.
Das zeigt, dass die Bindungsresultate nicht durch die Bildung von Disulfidbriicken beeinflusst

sind.

A: Wildtypsequenzen der Hingeregion B: Simulation der Phosphorylierung

30
371 & & @ 3 .
o1 posewseessesds " i
611 _ 616
S609% S610X
(595-624) (596-625)
C. X=1e3x5,pS,E

D_ Occudinbindung an Peptidpunkte 582-603 E Einfluss verschiedener Mutationen auf die

WT SB09E SB10E *|0ccludinbindung an Peptide der Z0-1-Hingeregion

MW sD SEM

MW 1.8 1.3 1.2 3x 5609=5 1.7 0.3 0,2

sD 0.7 1.1 1.0 3% SE09=ps 2.0 0.5 0.3

N 27 27 22 3% SEOY9=E 1.0 0.0 a0

SEM 0,16 0,24 0,22 3x 5610=5 1.4 0.5 0,3

3x% S610=p5 1.2 0,3 0,z

3x 5610=E 0.7 0,3 0.2

Abb. 3.26. Bindung von GST-Occludingg.s;; an auf Membranen synthetisierte Peptide aus der
Hingeregion von ZO-1 mit Mutationen, die eine Serinphosphorylierung simulieren. Die Detektion der
Bindung erfolgte iliber die Chemolumineszenz eines mit HRP-gekoppeltem anti-GST-Antikdrpers.
Alle synthetisierten Punkte enthalten je ein Peptid mit einer Linge von 30 AS. Die Peptide sind
jeweils mit der Nummer ihrer N-terminalen AS aus der Maus-ZO-1-Sequenz benannt. A) Peptide aus
der Wildtypsequenz der ZO-1-Hingeregion. Beginnend mit dem Peptid ZO-1s57140 ist in jedem
weiteren Punkt die Sequenz um eine AS C-terminal verschoben. B) Analoge Peptidpunkte zu A jetzt
mit Mutation S609E (schwarz beschriftete Punkte) bzw. S610E (griin beschriftete Punkte). Unterhalb
der roten Linie ist links 9x das Peptid ZO-1595.¢24 und rechts 9x das Peptid ZO-1596.65 immobilisiert.
Von links nach rechts wurden dabei erst 3x die Wildtypsequenz mit Serin (S), 3x eine Sequenz mit
Phosphoserin (pS) und 3x eine Sequenz mit Glutamat (E) an den Positionen 609 bzw. 610
synthetisiert. C) Darstellung der die S=>E-Mutation von S609 und S610, sowie der flankierenden ZO-
1-Sequenz. Dargestellt ist die von PSD-95 abgeleitete Sekundérstruktur (SS) mit H=a-Helix, B=f3-
Strang, cc = Coilec-coil-Vorhersage von CCI1. E zeigt die Position der jeweiligen S=>E-Mutation. D)
Die Stéarke der beobachteten Occludinbindungen an die verschiedenen Peptidpunkte wurde visuell mit
einer Skala von 0-3 bewertet. Fiir die Peptidpunkte mit den N-terminalen AS 582-603, die bei allen
Mutationen und dem Wildtyp eine Interaktion mit Occludin zeigen, wurden Mittelwerte gebildet. E)
Statistische Auswertung der visuell bewerteten Occludinbindung an die Peptidpunkte unterhalb der
roten Linie in B).
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In der Literatur wird eine Serinphosphorylierung in der Hingeregion von ZO-1 beschrieben
(Balda et al., 1996a). Die genaue Position wurde nicht identifiziert, aber nach den
verwendeten Sequenzen muss es eines der Serine S609 bzw. S610 von Maus-ZO-1 sein.
Diese Serine liegen im unter 3.4.2. identifizierten CC1-Interaktionsbereich von Occludin und
o-Catenin. Eine Phosphorylierung an dieser Position konnte also flir die Wechselwirkung
dieser Proteine mit ZO-1 eine regulatorische Bedeutung haben. Zum Simulieren der negativen
Phorsphorylierung wurden die entsprechenden Sequenzen mit Glutamat anstelle des Serins als
je 30 AS lange Peptide auf einer Membran synthetisiert und die Bindung von GST-
Occludingge.s2; mit Chemilumineszenz detektiert (Abb. 3.26). Sowohl die S609E als auch die
S610E Mutation bewirkte dabei eine Verringerung der Occludinbindung (Abb. 3.26.D).
Wurde direkt Phosphoserin fiir die Mutation verwendet, gab es keine signifikanten
Anderungen. Mit Phosphoserin gab es jedoch noch keine Erfahrungen in der Arbeitsgruppe,
wo die Peptidmembranen synthetisiert wurden (Michael Portwich, AG Scheider-Mergner,
Charité Berlin). Deshalb konnte sich das Phosphat des Phosphoserin moglicherweise beim
Experimentieren (Waschen, Regenerieren der Peptidmembranen) abgeldst haben, sodass nur

die Wildtypsequenz auf der Membran verblieb.

3.4.4. Zusammenfassung der Peptidbindungsergebnisse

Die Peptidmembranmessungen bestétigen die bisherigen Annahmen. Die basischen ZO-1-
Peptide CC1 und H2 binden an die sauren Ha/Hb und CCa/CCb-Bereiche von Occludin,
sowie an saure Bereiche von a-Catenin. Das H1-Peptid bindet dagegen auch z.T. basische
Peptidpunkte aus o-Catenin. Im umgekehrten Bindungsansatz wurden fiir Occludin und o-
Catenin nahezu identische Interaktionsbereiche in ZO-1 bei den CC1, H1/H2-Regionen
gefunden. Dies zeigt klar, dass diese beiden Proteine in der Zelle um dieselbe Bindungsstelle
an ZO-1 konkurrieren. Untersuchungen zur beschriebenen Phosphorylierungsstelle in der
CCl1 zeigten durch das Einbringen negativer Ladungen (E oder pS statt S) eine abnehmende

Bindung an Occludin.
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3.5. Hinweis auf Dimerisierung von Occludin durch biophysikalische Untersuchungen

Zur naheren Charakterisierung von Occludin wurde das Konstrukt Maus-Occludinggs.sz; mit
verschiedenen biophysikalischen Methoden untersucht. Dieses Konstrukt wurde verwendet,
da es alle im Modell vorhergesagten Strukturelemente enthédlt und laut Literatur eine
proteolytisch stabile Struktur bildet (Peng et al., 2003). Das fiir die Affinititsreinigung notige
MBP wurde mit der Protease Xa abgespalten (Abschnitt 2.1.3). Das Konstrukt Occludingoe.sz)
trug durch die Verwendung der Klonierungsstelle BamHI am N-Terminus nach der Xa-
Spaltung noch sechs zusétzliche AS (ISEFGS). Sie wurden durch die verbliebenen Sequenzen
aus dem multiplen Klonierungsbereich des benutzten pMal-C2x-Vektors gebildet. Ein
ebenfalls erzeugtes Konstrukt ohne diese sechs AS zeigte eine sehr schlechte Effizienz der
Xa-Spaltung. Das konnte darauf hindeuten, dass der durch die sechs AS bewirkte groBere
Abstand von der Xa-Spaltstelle und der gefalteten Occludindomine fiir den guten sterischen
Zugang der Protease Xa noétig ist. Da die folgenden Untersuchungen relativ viel von dem
MBP-freien Occludin erforderten, wurde der besseren Reinigungseffizienz wegen das
Konstrukt mit den zusétzlichen sechs AS und einer berechneten Monomermasse von 14587
Da verwendet. Bei Versuchen mit MBP-ZO-1-Konstrukten wurde leider das ZO-1 durch die
Protease Xa ebenfalls angegriffen, so dass keine biophysikalischen Versuche mit dem MBP-

freien ZO-1 unternommen werden konnten.

3.5.1. Analytische Grofienausschlusschromatographie von Occludin

Zur ndheren Charakterisierung wurde MBP-freies Occludinggs.sy;  liber  eine
GroBenausschlusschromatographie  analysiert. Im  Vergleich mit  verschiedenen
Markerproteinen zeigte sich ein Hauptpeak bei etwa 30 kDa, was einem Dimer entspricht
(Monomermasse berechnet = 14587 Da). Es gab jedoch noch zwei iiberlappende kleinere
Peaks (Abb. 3.27). Nach der Lage des 13,7 kDa Markerproteins ist der linke
hochstwahrscheinlich der Monomerpeak, wéhrend der rechte moglicherweise ein kleineres
Degradationsprodukt darstellt. Auf SDS-PAGE-Gelen waren von dem verwendeten
Occludinkonstrukt jedoch keine Abbauprodukte zu sehen. Deshalb konnte es auch sein, dass
unter den benutzten Pufferbedingungen die Occludinmolekiile in unterschiedlichen
Konformationen vorliegen, die ein differierendes Laufverhalten auf der Sdule zeigen. Der
Versuch  einer  Abtrennung des MBP  nach  der  Xa-Spaltung  durch
GroBenausschlusschromatographie  vom Occludingge.sz;  scheiterte. Die benutzte Séule
(Superdex 75 prep grade HR 16/60 trennt im Bereich kleinerer Proteine (3.000 bis 70.000 Da)
gut auf. Aufgrund der berechneten Molekulargewichte (MBP = 43 kDa Occludingge.s;; = 15

kDa) sollte sich das MBP leicht vom Occludin trennen lassen. Dies ist ebenfalls ein Hinweis,
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dass Occludinggs.s2; hauptsichlich als Dimer (~30 kDa) in der Saule vorliegt und sich deshalb
kaum vom MBP (43 kDa) trennen lie3 (Abb. 2.1).

Occludindimer 30kDa
v, 232 67 43 [] 13,7V,

70

60

50

40

30 A

20 A

oD (280nm)

-10

Fluss (ml)

Abb. 3.27. GroBenausschlusschromatographie von 0,5 mg/ml MBP-freiem Occludings.ss;
(Monomermasse berechnet = 14587 Da) mit einer mit Superdex 200 Sdule. Dargestellt ist die
Abhéngigkeit der Absorption zur Flussmenge (bei 0,5 ml/min). Durch die schwarzen Pfeile wurde die
Lage des Ausschlussvolumens V, (gemessen mit Dextran Blue 2000) und des Totvolumens V;
(Acetonpeak), sowie verschiedener Markerproteine [Catalase (232 kDa), Albumin (67 kDa)
Ovalbumin (43 kDa) und Ribonuklease (13,7 kDa)] dargestellt.

3.5.2. Massenspektroskopie von Occludin

Bei der Analyse von Occludinges;; mit MALDI zeigten sich ebenfalls Hinweise auf
Dimerisierung (Abb. 3.28). Mittels der Massenspektroskopie wurden auch in Proben, wo nach
Coomassiefarbung eines SDS-Gels nur noch reines Occludinggs.s2; enthalten war, noch Spuren
von MBP entdeckt. Die Tatsache, dass Occludindimere in der Massenspektroskopie sichtbar
sind, deutet auf eine sehr feste Bindung hin. Das unter den Bedingungen der
Massenspektroskopie beobachtete Occludinmonomer konnte z.T. oder génzlich auch ein
Dimer mit doppelter Ladung sein. Dies kann das Gerdt nicht unterscheiden, da nur der

Quotient aus Masse und Ladung (m/z) detektiert wird.
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Abb. 3.28. MALDI-MS von MBP-freiem (laut Coomassiefarbung) Occludinggs.sp;.. Laut SDS-Gel war
kein MBP mehr sichtbar, aber der Peak bei 42481,05 Da passt gut zur errechneten Masse des MBP aus
unserem Konstrukt (42482 Da). Der Peak bei 21226,40 Da entspricht héchstwahrscheinlich dem
doppelt geladenen MBP-Molekiil, wodurch sich da m/z Verhéltnis halbiert (auf theoretisch 21241 Da).
Die anderen beiden markanten Peaks passen zum Occludingges.sp;-Monomer (14606,55 Da gemessen;
theoretisch 14587,11 Da) und Occludingge.sy;-Dimer (29197,14 Da gemessen; theoretisch 29174,22
Da). Unterhalb eines m/z-Verhéltnisses von 5000 Da gab es viele Peaks, die wahrscheinlich von
verschiedenen Degradationsprodukten stammten.

3.5.3. Kristallisation von Occludin

Um nicht nur Homologiemodelle, sondern auch experimentelle Strukturdaten zu erhalten,
wurde versucht, Occludinggs.so; zu kristallisieren. Nach dem Testen mehrerer hundert
verschiedener Pufferbedingungen mit der hanging drop“-Methode zeigten sich unter dem
Binokular in einer Losung von 20-30% Methylpentandiol (MPD) und 17-27,5% Ethanol
Kristalle (Abb. 3.29). Bei der Rontgenkristallographie werden kohdrente Rontgenstrahlen
durch ein Proteinkristall gestrahlt und das entstehende Beugungsmuster analysiert. Zum
Errechnen der im Kiristall vorliegenden FElektronendichteverteilung (und damit der
Atomkoordinaten) muss man auch wissen, in welcher Weise die Phase der Rontgenstrahlung
vom Kiristall verdndert wurde. Dies ist aber nicht aus dem Beugungsmuster ablesbar. Mit
Hilfe eines weiteren Datensatzes aus einem durch Schwermetalleinschliisse modifizierten
Proteinkristall, wo die Phase definiert verschoben ist, kann man dieses Phasenproblem 16sen
und auf die Phaseninformation riickschlieBen. Dazu wurde Occludings.s»; auch als

Selenomethioninderivat in metauxotrophen Zellen hergestellt. In der entsprechenden
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Occludinsequenz von Maus gibt es zwei Methionine an den Positionen 474 und 512. Der

Einbau an Selenomethionin anstelle von Methionin wurde mit MALDI-Massenspektroskopie

abgeschitzt (Abb. 3.30).

Abb. 3.29. Proteinkristalle von Occludingge.sy;. Es traten zwei verschiedene Formen auf. Einerseits (A)
Kristalle in Form einer tetragonalen Bipyramide mit einer Linge von 0,05-0,2 mm, sowie (B) als
langgestreckte Bipyramide mit einer Lénge von 0,1-0,7 mm.
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Abb. 3.30. Massenspektroskopische Analyse des Selenomethioninderivats von Occludinggg.sy;. Die
entsprechende Maus-Sequenz enthélt zwei Methionine an den Positionen 474 und 512, bei denen das
Schwefelatom (32,06 Da) durch Selen (78,96 Da) ersetzt wurde. Dadurch steigt rechnerisch das
Molekulargewicht des Gesamtproteins von 14587 Da um 93,8 Da auf 14680,8 Da. Der hier
beobachtete Peak von 14662,30 Da stimmt innerhalb der Messgrenzen damit iiberein. Die zwei
kleineren Peaks sind wahrscheinlich Abbauprodukte.
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3.5.4. Circulardichroismus-Spektroskopie

Mit dieser Methode wurde die Sekundérstruktur von Occludings.sz; bestimmt (Johnson,
1990). Es zeigte sich eine typische a-helikale Struktur mit intensiven negativen Banden bei
222 und 208 nm (Abb. 3.31.A). Der Anteil der a-Helikalizitdt wurde (Chen et al., 1972) mit
66% ermittelt, was gut mit der unter Punkt 3.1.1. erhaltenen Sekundirstrukturvorhersage
ibereinstimmt. Die negative Bande bei 200 nm des H2-Peptid ZO-1745.772 (Abb. 3.31.B) wies
auf ein Zufallsknduel hin. In diesem Peptid lagen, in Puffer SP5 (10 mM Tris; pH 7,5; 20 mM

NaCl), keine definierten Sekundéarstrukturelemente vor.
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Abb. 3.31. CD-Spektroskopie von Occludinggs.sp; und dem H2-Peptid ZO-1745.77, in SPS bei 20 °C,
d=0,1 cm. Dargestellt ist die molare Elliptizitdit in Abhéngigkeit von der Wellenlinge. A) CD-
Spektrum von Occludings.sy; (0,162 mg/ml). B) CD-Spektrum des H2-Peptids ZO-1745.77, (0,041
mg/ml) C) CD-Spektrum eines 1:1-Komplexes der Proteine aus A und B nach 3 Tagen. D) Vergleich
des Vergleichs des gemessenen Komplex- (-) und des berechneten Summenspektrums (--) von
Occludinggs.sp; und dem H2-Peptid ZO-1745.77,.

Nach einer Mischung von Occludingge.sz; und dem H2-Peptid ZO-1745.770 im Verhéltnis 1:1
(und auch 1:10) kam es nach wenigen Sekunden zu einer sichtbaren Triibung der Losung, was
auf eine Interaktion hindeutet. Die Triibung verhinderte eine CD-Messung. Nach 2-3 Tagen
klarte die Losung jedoch wieder vollstindig auf und konnte vermessen werden (Abb. 2.29.C).
Das Spektrum zeigte wie das Einzelspektrum von Occludingps.s21 (Abb. 3.29.A) eine deutliche
a-helikale Struktur, wies jedoch eine Verschiebung zu positiveren spezifischen Elliptizititen

(0) auf. Das Komplexspektrum (Abb. 3.29.C) bestand aus den Komponenten Occludingge.szi
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und ZO-1745.772, wobei nicht gesagt werden konnte, ob sie einzeln oder in einem Komplex
vorlagen und ob sich ihre Strukturen nach Komplexbildung verdndert hatten. Daher wurde
anhand der Einzelspektren von Occludingeszi und ZO-1ms772 ein  theoretisches
Summenspektrum (--) dieser beiden einzelnen Komponenten berechnet. Bei der Berechnung
der spezifischen Elliptizitidt wurden die Konzentrationsdnderungen bei Zugabe von ZO-1745.772
zu Occludings.sp; berlicksichtigt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede vom
Summen- zum Komplexspektrum (Abb. 3.29.D). Daher ist zu vermuten, dass die
Komponenten Occludinggs.sz; und ZO-1745.772 nicht mehr als Komplex, sondern einzeln in der
Losung vorlagen und die gleiche Struktur wie vor der Komplexbildung zeigten. Um diese

Vermutungen zu bestdtigen, miissten weitere Vergleichsmessungen vorgenommen werden.

3.5.5. Dynamische und statische Lichtstreuung zur Bestimmung des Oligomerisierungs-
grades von Occludin

Durch diese Messungen sollten der Oligomerisierungsgrad vom Occludinggs.sz;, MBP-
Occludingge-s21, MBP und dem 1:1-Komplex vom Occludinggs.s2; mit dem H2-Peptid ZO-1745.
772 ermittelt werden. Durch die DLS-Messungen konnte der Diffusionskoeffizient und aus ihm
der Stokes-Radius (Rs) und die Molmassen (M) aus der SLS-Messung bestimmt werden (Abb.
3.32; Tabelle 3.9).
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Abb. 3.32. Messungen zum Oligomerisierungsgrad durch DLS; A) Dargestellt ist die Abhidngigkeit
vom Diffusionskoeffizient zur Proteinkonzentration. In zwei verschiedenen Messungen (1.M. = m;
2.M. = o) wurde Occludinggg.sz;, sowie der 1:1-Komplex von Occludingge.sp; mit dem H2-Peptid ZO-
174577 nach 3 Tagen (®) vermessen. Zum Vergleich diente reines MBP (+). B) Dargestellt ist die
Abhéngigkeit der Streuintensitit zur Verteilung der Stokes—Radien (Rs) von MBP (schwarz) und
OCCIUdil’l406_521 (grau).
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Zur besseren Anschauung sind die Messdaten aus Abb. 3.32 noch einmal in Tabelle 3.9
zusammengefasst. Das MBP-Protein verhilt sich in Abb. 3.32.A wie ein ideal monomeres
Protein. Drei unabhdngige Messungen (DLS) bei verschiedenen Konzentrationen ergaben
stets den gleichen Diffusionskoeffizienten (D). Der kleine Stokes-Radius entspricht ebenso
dem eines Monomers und zeigt in Abb. 3.32.B einen scharfen symmetrischen Peak (schwarz).
Das ermittelte Molekulargewicht (SLS) von 42,7 kDa stimmte ziemlich genau mit dem aus

den AS berechneten Molekulargewicht von 42482 Da iiberein.

Tabelle 3.9: Ergebnisse der Lichtstreuungsexperimente: Molmassen (M), Diffusionskoeffizienten (D),
Stokes-Radius (Rg). Alle Messungen wurden bei RT und in SP5 durchgefiihrt. Die Daten von
Occludinggs.sp; und MBP beziehen sich jeweils auf den Hauptpeak (s. Abb. 3.32.B). In Klammer sind
Werte angegeben, bei denen aus verschiedenen Griinden die gemessenen Werte von den erwarteten
abweichen. Ndheres dazu im Text.

Protein M (kDa) | Dx 107 (cmz/s) Rs (nm) MMonomer RSperechnet (NM)
(kDa) flir Monomer
Occludingge-s21 23+5 7,49 £ 0,20 2,86 £0,07 14,6 1,92
(1.Messung)
Occludinggesz; | 27,8+ 6,0 6,96 £ 0,20 3,08 £0,07 14,6 1,92
(2.Messung)

70-1745772 (1440) (22,3 +£5,0) [(0,96 £=0,05) 3,7 1,16
1:1-Komplex - (0,027 £0,001) | 799 + 30 - -
(sofort nach

Mischung)
1:1-Komplex | 28,7+ 8,0 7,00 + 0,50 3,06+ 0,20 - -

(3 Tage nach

Mischung)

MBP- (36) 6,67 +£0,20 3,21 £0,05 57,1 3,16
Occludin406_521
MBP 42,7+2,0 7,51 £0,10 2,86 +£0,03 42,5 2,84

Die Messungen in der DLS gehen von globulédren Proteinen aus. Fiir eine ideale Kugel gilt die
Beziehung:
Rs = 0,0557M"*”

Rs wird in nm und M in Da angegeben (Skalengesetze). Zum Vergleich mit den gemessenen
Stokes-Radien wurden mit Hilfe dieser Beziehung die einer idealen Kugel entsprechenden
Radien aus den Molmassen berechnet (Tabelle 3.9. letzte Spalte). Bei MBP stimmen der
gemessene und der fiir eine Kugel errechnete Radius nahezu perfekt iiberein. Occludinage.sz;
(Abb. 3.32.A) wurde von zwei Aufreinigungen und bei 2 verschiedenen Konzentrationen
(0,16-0,75 mg/ml) vermessen. Die gemessenen Diffusionskoeffizienten wichen dabei etwas
voneinander ab. Das Molekulargewicht (SLS) von rund 30 kDa (Monomer 15 kDa) wies auf
ein Dimer hin. Die Darstellung der Streuintensitdt im Verhéltnis zum Stokes-Radius (der Abb.

3.32.B) zeigte eine breite Verteilung (2-6 nm mit dem Maximum bei 3 nm), was auf das
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Vorhandensein einer Population verschiedener Oligomere (Monomer, Dimer, Trimer) von
Occludingge.sz; hindeutet. Der im Maximum gemessene Stokes-Radius (~3 nm) spricht im
Vergleich mit dem berechneten Stokes-Radius eines Monomers (1,92 nm) fiir das Vorliegen
eines Dimers von Occludinggs.sp;. Im Bereich von tiber 10-100 nm zeigte sich ein geringer
Anteil von Aggregationen mit niedriger Streuintensitdt. Occludingge.sy) lag daher vorrangig als
Dimer vor und wies einen kleinen Anteil an Aggregaten auf.

Der 1:1-Komplex von Occludings.sp; mit dem H2-Peptid ZO-1745.772 zeigte sofort nach
Mischung (Tab.3.9) groBe Stokes-Radien und kleine Diffusionskoeffizienten. Das
Molekulargewicht war aufgrund der hohen Aggregation und sichtbaren Triibung der Losung
nicht bestimmbar. Nach drei Tagen (nach Aufklaren der Losung) wurde der Komplex aus
Occludinage-s1 und ZO-1745.770 zweimal bei gleicher Konzentration vermessen. Auffallig war,
dass die Molmasse, der Diffusionskoeffizient und der Stokes-Radius eine groBe Ahnlichkeit
mit den gemessenen Werten des Occludingge.sy zeigten. Aufgrund dieser Ergebnisse und der
CD-Untersuchungen (Abschnitt 3.5.4) kann man vermuten, dass Occludingge.so; und das H2-
Peptid ZO-1745.77; erst kurzfristige Aggregate bildeten, aber nach drei Tagen wieder einzeln in
threr Ausgangsstruktur in der Losung vorlagen. Die Messungen des H2-Peptid ZO-1745.772
wurden bei sehr hohen Konzentration von 13,5 mg/ml durchgefiihrt. Die Werte fiir D und Rg
konnen dadurch beeinflusst sein. Die gemessenen Werte fiir Stokes-Radius und
Molekulargewicht sprechen fiir ein Monomer des H2-Peptids (Tabelle 3.9).

Bei der Berechnung des Molekulargewichts wurde die Gesamtkonzentration (2 mg/ml) des
Fusionsproteins MBP-Occludin  verwendet. Die tatsichliche Konzentration des
Monomeranteils war offensichtlich geringer, da ein erheblicher Teil des Proteins in Form von
Aggregaten vorlag. Deshalb ist die so erhaltene Molmasse mit 36 kDa kleiner als der reale
Wert von 57 kDa. Eine eindeutige Trennung in Konzentration der Monomere und
Konzentration der Aggregate anhand der Radienverteilung (analog zu Abb. 3.32.B) war bei
MBP-Occludingps.sp; nicht moglich. Die Messungen (M, Rg) sprechen jedoch fiir ein
iiberwiegend als Monomer vorliegendes Fusionsprotein. Des Weiteren wurde das MBP-
Occludingges21 und das reine MBP mit dem H2-Peptid ZO-1745.77, jeweils 1:1 vermessen
(Daten nicht dargestellt). MBP-Occludinage.sz1 zeigte bei Zugabe von ZO-1745.77; Triibung der
Losung mit groBen Stokes-Radien, die nach drei Tagen wieder verschwand. Pures MBP
hingegen fiihrte bei Zugabe von ZO-1745.772 zu keinem dieser Effekte. Daher ist auf eine

Interaktion der Occludinsequenz mit dem H2-Peptid zu schlieBen.
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3.5.6. Analytische Ultrazentrifugation von Occludin

In den Geschwindigkeitsldufen konnten Svedbergkoeffizienten von 1,5-1,6 107 s bei
Proteinkonzentrationen von 0,5-1,5 mg/ml (Behlke und Ristau, 1997) aus den
Wanderungsgeschwindigkeiten der Sedimentationsfront (Abb. 3.15.) ermittelt werden.

Die erhaltenen mittleren Molekulargewichte (von 14966 und 19438 Da) bei den
verschiedenen Ladungskonzentrationen (0,5-1,5 mg/ml) sprachen fiir ein Auftreten von
Assoziaten, da sie grofer waren als das reine Monomer (14587 Da). Sie sollten in
Gleichgewichtsldufen genauer ermittelt werden. In den Gleichgewichtsldufen gestaltete sich
jedoch die exakte Bestimmung der Massen schwierig, da mehrere Oligomerisierungszustiande
(Monomer/ Dimer/ Trimer), sowie ein unbestimmter Anteil an Aggregaten vorlagen. Der
Anteil der verschiedenen Zustinde lieB sich nicht eindeutig bestimmen. Durch das
Vorhandensein dieser unterschiedlichen Oligomerisierungszustinde (einschlieBlich der
Aggregate) konnten die erhaltenen Rohdaten der Gleichgewichtsldufe nicht ausgewertet
werden. Insgesamt bestitigen diese Experimente, dass das verwendete Occludinkonstrukt
Occludingge.sz; fahig ist zu oligomerisieren, auch wenn die genaue Stochiometrie nicht

ermittelt werden konnte.
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Abb. 3.33. Analytische Ultrazentrifugation von 0,5 mg/ml Occludinge.s,; mit zeitabhéngiger

Bewegung der Sedimentationsfront im Geschwindigkeitslauf. Dargestellt ist die Absorption bei 280
nm im Verhéltnis zum Radius (in cm ausgehend von der Zentrifugenachse).
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3.5.7. Elektronenmikroskopie von Occludin

Mittels der Elektronenmikroskopie sollten die Oligomerisierungszustinde von Occludingos.sz;
besonders die Form der hochmolekularen Aggregate besser verstanden werden. Dazu wurde
eine Proteinprobe mit einer Konzentration von 1 mg/ml benutzt (Abb. 3.34). In der
elektronenmikroskopischen Aufnahme sind eine Vielzahl von fibrilliren Stringen zu
erkennen. Zwei dickere Strange (50-100 nm breit), die parallel zueinander verliefen, sind viel
zu grof3, um aus einzelnen Occludingpe.szi-Dimeren (~3 nm nach den DLS Messungen in
Tabelle 3.9) zu bestehen. Es konnte sich aber um die in Abb. 3.32 beobachteten Aggregate
mit Stokes-Radien von 10-100 nm handeln, die sich zu lingeren fibrilliren Strukturen
zusammengelagert haben. Die beiden dicken Fibrillen waren durch im rechten Winkel
abstehende diinnere Stringe verbunden. Diese wiirden mdglicherweise von der Grof3e her zu
den erwarteten Occludin-Dimeren passen. Um Artefakte auszuschlieBen, miissen diese
Aufnahmen mit verschiedenen Proteinkonzentrationen von Occludingge.so; wiederholt und

bestitigt werden.

Abb. 3.34. Elektronenmikroskopische Aufnahme von Occludinggss;; (1 mg/ml) mit dem
Kontrastmittel Uranylacetat. Fibrilldre Strdnge sind durch Pfeile hervorgehoben. Der Balken ist 150
nm groB.
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3.5.8. Quervernetzung von Occludin

Um weitere Hinweise auf die rdumlichen Verhéltnisse im Occludindimer zu erhalten, wurden
Crosslinking-Versuche (Vernetzungsstudien) durchgefiihrt. Als Chemikalien wurden dabei
Paraformaldehyd (PA) und Disuccimidylsuberat (DSS) eingesetzt, die jeweils Proteine iiber
freie Lysine chemisch verkniipfen. Es wurden die Proteine Occludinage.s2;, MBP-Occludinggs.

551 und zur Kontrolle das reine MBP untersucht.
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Abb. 3.35. Chemische Vernetzung von Occludinggs.sz;, MBP-Occludinggs.sp; und MBP mit
Paraformaldehyd (PA) und Disuccimidylsuberat (DSS). K = Kontrolle ohne Vernetzer, M =
Molekulargewichtsmarker in kDa; A) Vernetzung mit PA, Silberfirbung (Nachweisgrenze 1-10 ng
Protein/mm’ Gel); B) Vernetzung mit DSS, Silberfarbung; C) Vernetzung mit PA, Commassie-
G250-Féarbung (Nachweisgrenze 10-20 ng Protein/mm?).

Das Vernetzungsreagenz PA (Spacerlinge 1,5 A) vernetzte zwar bei Konzentrationen von
0,1-0,5% jedoch unspezifisch sowohl MBP-Occludingge.sz; als auch MBP (Abb. 3.35.A). Bei
Verwendung von DSS (Spacerlinge 11,4 A) war fiir diese beiden Proteine keine spezifische
Interaktion erkennbar. Bei Konzentrationen ab 100 pM DSS waren zwar die monomeren

Banden des Proteine nicht mehr vorhanden, aber es waren keine vernetzten Banden bei der
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doppelten Masse zu erkennen. Moglicherweise bildeten sich hier so grofe Komplexe, dass sie
schon im Sammelgel zuriickgehalten wurden und so nicht auf dem Gel erscheinen (Abb.
3.35.B). Bei 2 mM DSS mit MBP war eine Bande > 116 kDa zu erkennen. Bei den bisherigen
Experimenten konnte nicht eindeutig bestimmt werden, ob die kovalente Kopplung nur im
MBP oder auch im Occludin stattfand. Deshalb wurde der Effekt von PA auf MBP und das
MBP-freie Occludingge.sz; verglichen (Abb. 3.35.C). Einer Konzentration von 2% PA
bewirkte eine Vernetzung von Occludinage.sz; in Hohe eines Dimers (~38 kDa) und Tetramers
(~60 kDa). Das pure MBP weist schon bei 0,1% PA eine schwache Bande auf (Abb. 3.35 A).
Occludingge.so; wie auch MBP zeigten beide eine Vernetzung mit PA. Fiir genauere Studien
missten alle Ergebnisse auf Gelen mit Silberfarbung wiederholt und optimiert werden, um

moglichst hohe Empfindlichkeiten zu erreichen.

3.5.9. Temperaturstabilitit von Occludinggs-521
Bei 4 °C war auch nach 23 Tagen kein nennenswerter Zerfall zu beobachten, wiahrend bei RT
schon am dritten Tag deutliche Degradationsprodukte zu sehen waren und nach 21 Tagen das

Originalprotein fast vollig zerfallen war (Abb. 3.36).

Occludin,, ,, be1 4°C Occludin

406-521

be1 RT
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Abb. 3.36. Untersuchungen zur Temperaturstabilitdit von Occludinggs;; bei 4 °C und Raum-
temperatur. Die Proben wurden fiir die angegebenen Zeiten bei den beiden Temperaturen inkubiert
und anschlieBend bis zum Auftragen auf SDS-Gele bei —20 °C gelagert.
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3.6. Dimere Homologiemodelle von Occludin und ZO-1

Die elektrostatischen Potentiale der Monomermodelle von Occludin und der SH3-Hinge-
GUK-Einheit von ZO-1 hatten keine ausreichenden Komplementaritidtsmuster in GréBe und
Eigenschaften, die fiir eine 1:1 intermolekulare Interaktion passten (negatives Occludin zu
positivem ZO1-SH3-Hinge-GUK, Abb. 3.14). Nur o-Cateninggsgss (VH3) und die SH3-
Hinge-GUK-Einheit von ZO-1 zeigten komplementire Eigenschaften an ihren Oberflichen
(Abb. 3.15.D, E). Experimentelle Ergebnisse SEC, MS und DLS sowie SPR deuten ebenfalls
auf eine Di- bzw. Oligomerisierung von Occludin und ZO-1 hin (Abschnitte 3.3 und 3.5).
Deshalb wurden im Folgenden von Occludinage.sz1 und ZO-15;5.306 noch weitere Modelle von

Dimere und Oligomere generiert.

3.6.1. Dimermodelle von Occludin
Die experimentellen Daten von Punkt 3.5. lieferten gute Beweise, dass Occludinage.sai

hauptséchlich in einer dimeren Form vorliegt.

Abb. 3.37. Paralleles Dimermodell von Occludingg.sy; basierend auf der Kristallstruktur eines Serin-
Chemotaxis-Rezeptors (PDB-Nr. 1QU7). A) Elektrostatische Potentialoberfliche (rot = negative
Ladung; blau = positive Ladung) B) Bénderdarstellung des Proteinriickrads mit den einzelnen
Occludinmonomeren in violett bzw. griin. C) Lipophile Potentialoberflache (gelb = lipophil, griin =
hydrophil).
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Es wurde auch eine Bindung eines Occludinpeptids aus der CC-Region von Occludin mit
Occludin aus Zellextrakten beobachtet (Nusrat et al., 2000b). Dabei wurde humanes
Occludinagg.4eo verwendet, das der Maussequenz Occludingsg.4es entspricht. Aullerdem zeigte
das Occludinmonomermodell keine guten komplementéren Muster zum SH3-Hinge-GUK-
Modell von ZO-1 (Abb. 3.14). Aus diesen Griinden generierten wir Homodimermodelle fiir
die CC-Domine von Occludin. Dafiir wurde die basische Helix Oc-Hc zur sauren Oc-Ha
Helix umgeklappt, wie es auch fiir eine Helix bei a-Catenin beschrieben wurde, die umklappt,
wenn es an B-Catenin bindet (Pokutta und Weiss, 2000). So erhielten wir im Occludin
Monomer zwei lange Helices (aus Hb/CCa und CCb/Hc), die im Dimer als Vierhelixbiindel
nach der strukturellen Vorlage (PDB: 1QU7 von der Vierhelixbiindelstruktur der

zytoplasmatischen Doméne eines Serin-Chemotaxis-Rezeptors) angeordnet wurden.

Abb. 3.38. Antiparalleles Dimermodell von Occludingg.sp; basierend auf der Kristallstruktur eines
Serin-Chemotaxis-Rezeptors (PDB-Nr. 1QU7). A) Elektrostatische Potentialoberfliche (rot = negative
Ladung; blau = positive Ladung) B) Bénderdarstellung des Proteinriickrads mit den einzelnen
Occludinmonomeren in violett bzw. griin und CC-Bereichen als innere gelbe Linie. Beschriftungen
wie in Abb. 3.10.

Dissertation Sebastian L. Miiller



Ergebnisse 110

Die Oc-Ha Helices wurden mit der bekannten Vorlage (PDB: 1BF5 siehe unter Punkt 3.2.1)
modelliert. Prinzipiell gab es zwei Maoglichkeiten, die beiden Monomere im Dimer
anzuordnen: parallel oder antiparallel. Im parallelen Dimermodell trafen die stark negativ
geladenen Turnbereiche zwischen CCa und CCb der beiden Monomeren aufeinander, was zu
einer elektrostatisch ungiinstigen Interaktion fiihrte (Abb. 3.37). Deshalb ist es
unwahrscheinlich, dass das Occludindimer in der Realitit so aufgebaut ist.

Im antiparallelen Dimermodell der CC-Doméne von Occludin bewirken die negativ
geladenen Helix-Turn-Helix-Regionen grofle Bereiche mit negativem elektrostatischen
Potential an beiden Enden des Helixbiindels. Diese Bereiche sind durch negative Ladungen
verbunden, die von Oc-CCa stammen, was zusammen ein grofles durchgehendes
elektrostatisches Potential auf einer Seite der Oberflache bildet (Abb. 3.38). Dieses Modell ist
nicht nur dem Vierhelixbiindel der Kristallstruktur von a-Catenin (PDB: 1H6Gsg9.630; Yang et
al., 2001) sehr dhnlich, sondern es bildet dariiber hinaus ein zusammenhingendes negatives
elektrostatisches Potential wie a-Cateninggs.gss (Abb. 3.15.D). Die Linkerregion (AS 634-698)
zwischen VH2 und VH3, die groBtenteils nicht in dem VH3-Modell von a-Catenin enthalten
ist, weist einen starken Uberschuss an sauren Aminosduren auf, was das negative
elektrostatische Potential des gemessenen o-Catenin-Konstrukts sehr wahrscheinlich noch

verstirkt. Peptide aus dieser sauren Verbindungsregion banden jedenfalls die basischen ZO-1

Peptide CC1 und H2 (Abb. 3.23).

3.6.2. ZO-1-Dimermodelle

Wie experimentell unter Punkt 3.3.3. nachgewiesen wurde, konnen auch GUK-Bereiche von
Z0-1 miteinander interagieren. AuBlerdem ist das in Abb. 3.38 gezeigte Occludindimer grof3
genug, um zwei SH3-Hinge-GUK-Molekiile von ZO-1 zu binden. Als plausible
Interaktionsregionen, auch aus den Experimenten abgeleitet, kamen der langgestreckte saure
Bereich im Occludindimermodell (aus Ha, Hb, CCa und CCb) und der basische Bereich von
7Z0-1-SH3-Hinge-GUK (aus CC1, H1 und H2) in Betracht. Fiir das Dimermodell des SH3-
Hinge-GUK Bereichs von ZO-1 wurden zwei Monomere so zusammengesetzt, dass ihre zwei
positiven Bereiche des elektrostatischen Potentials ein zusammenhidngendes langliches Areal
bildeten. Der Kontaktbereich der Monomere passt dabei von der Form recht gut zusammen,
wihrend keine starken liberwiegenden elektrostatischen Bereiche dort zu sehen waren (Abb.
3.39). Nach dem Zusammensetzen wurde das ZO-1-Dimer erneut minimiert und die

elektrostatischen und lipophilen Oberflichen neu berechnet (Abb. 3.40).
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Abb. 3.39. Vorstellung wie zwei Monomermodelle von (ZO-1515506) (siche Abb. 3.13) zu einem
Dimermodell zusammengesetzt werden. A) Elektrostatische Potentialoberfliche (rot = negative
Ladung; blau = positive Ladung) B) Darstellung des Proteinriickrads; linkes ZO-1-Monomer: SH3 =
violett, Hinge und GUK= hellblau; rechtes ZO-1-Monomer mit SH3 = gelb, Hinge = rot, CC1, H1 und
H2 = dunkelblau; GUK = hellgrau. Ein von Helix H1 und Teilen von H2 gebildeter hervorstehender
Bereich im rechten ZO-1-Monomer passt in eine Vertiefung im linken ZO-1-Monomer (Pfeile).

Dieses Modell zeigt hinsichtlich Form und elektrostatischem Potential ein exakt
komplementidres Muster zu dem Occludindimer. Die mdglichen Hauptinteraktionsbereiche
sind durch Pfeile in Abb. 3.41 gekennzeichnet, die Abb. 3.38. und 3.40. zusammenfasst.

Das ZO-1-Modell (Abb. 3.40) ist konsistent mit der moglichen Bildung eines offenen
Oligomers durch einen Doménenaustausch von SH3 und GUK in der Hingeregion, wie es
schon frither vorgeschlagen worden war (McGee et al.,, 2001). Dabei lagert sich die
Hingeregion des oberen Molekiils um und die SH3 nimmt den Platz von SH3" ein. Was
vorher SH3 bzw. GUK" war, gehort dann zu weiteren ZO-1-Molekiilen. Die Wechselwirkung
zwischen den B-Stringen A-D der SH3-Doméne und den B-Stringen E und F, welche die
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GUK-Domine flankieren, bleibt dabei erhalten, nur gehdren jetzt die entsprechenden

Domainen nicht mehr zum selben Molekiil (Abb. 4.3).

Abb. 3.40. Dimermodell von ZO-1s515306 A) Elektrostatische Potentialoberfliche (rot = negative
Ladung; blau = positive Ladung) B) Darstellung des Proteinriickrads: oberes ZO-1-Monomer mit SH3
= gelb, Hinge = rot, CC1, H1 und H2 = dunkelblau, GUK = hellgrau; unteres ZO-1-Monomer SH3 =
violett; Hinge und GUK= hellblau. Die Strichellinie zeigt die ungefihre Grenze zwischen den
Monomeren an. Nur der vorstehende Bereich des oberen (in Abb. 3.39 das rechte) ZO-1-Monomers
ragt dariiber hinaus.

3.6.3. Zusammenfassung der biophysikalischen Untersuchungen und der Vergleich mit
den Dimermodellen

Das untersuchte Occludinfragment ist bei 4 °C einige Wochen stabil, zerfillt jedoch bei RT
schon nach einigen Tagen. Es besteht iiberwiegend aus Helices (CD). Unterschiedliche
Methoden weisen darauf hin, dass es hauptsédchlich als Dimer vorliegt (SEC, MS, DLS). Nicht
bei allen Methoden konnten die Messungen jedoch vollstindig ausgewertet werden (AUZ).
Fiir die entgiiltige Strukturaufklirung durch Rontgenkristallografie wurden mit der
Entwicklung von Protokollen zur Proteinaufreinigung, MBP-Abspaltung und der Herstellung

von Proteinkristallen die ersten Schritte getan. Auch fiir ZO-1 gab es Hinweise auf
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Oligomerisierungen (SPR). Die Dimermodelle von Occludin und ZO-1 passen von
Oberflachenform und Ladungsverteilung sehr gut zusammen. Mit dem Domainswapping der
SH3- und GUK-Dominen von ZO-1 existiert ein Mechanismus, wie sehr lange Oligomere
entstehen konnten. Diese bilden damit vielleicht die Grundlage fiir die zellumspannenden TJ-

Strange.

CCl® H2* HI*

Abb. 3.41. Architektonische/strukturelle Dimermodelle von Occludin-C-Terminus (aus Abb. 3.38)
und der ZO-1-SH3-Hinge-GUK-Einheit (aus Abb. 3.40) in gleichem Malstab. A) Occludin-
Homodimermodell (Proteinriickrad der zwei Monomere in magenta bzw. griin) basierten auf der
Kristallstruktur des Serin-Chemotaxis-Rezeptors (PDB: 1QU7). Im Gegensatz zum Monomermodell
sind hier im Dimer Hc und He’ (mit Uberschuss an positiven Ladungen) zu den Helices Ha und Ha’
(mit Uberschuss an negativen Ladungen) umgeklappt. Helices mit CC-Vorhersage (Hb [teilweise CC],
CCa, CCb und Hb’ [teilweise CC], CCa’, CCb’) sind zweifarbig mit einem gelben Streifen in der
Mitte. B) Das resultierende elektrostatische Potential des Occludindimers zeigt an der molekularen
Oberflache grofle negative Bereiche (rot) an den zwei Enden verbunden durch negatives Potential
verursacht von CCa und CCa’. Der resultierende zusammenhidngende Bereich mit negativem
elektrostatischen Potential auf der rechten Seite des dimeren Occludinmodells passt (Pfeile) von der
GroBe und den komplementdren Ladungseigenschaften zu dem positiven elektrostatischen Potential
eines dimeren ZO-1-SH3-Hinge-GUK-Modells (C). D) Proteinriickrad von ZO-1-Homodimer
(Monomere iiber und unter der gestrichelten Linie); CC-Vorhersagen (CC1 und CCl1’) sind
zweifarbig, sonst Farben wie bei Abb. 3.40. Abkiirzungen siehe Abb. 3.7.
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