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7. Anhang
7.1. Weitere Alignments

Erklarungen zu den folgenden Alignments:

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).

Alle Sequenzen sind an ZO-1 von Maus und der entsprechenden AS-Nr. (AS-ZO-1m)
ausgerichtet. Die B-Stringe A-F in IKJW sind in Klammern an den entsprechenden
Positionen gekennzeichnet.

Auf Seite 149-150 findet sich ein erweitertes Alignment von Abb. 3.7. Zusitzlich zu der fiir
die Homologiemodelle genutzten SH3-Hinge-GUK-Struktur von PSD95 (1KJW) und der ZO-
1-Sequenz sind hier zum Vergleich noch eine weitere SH3-Struktur (1AEY von a-Spektrin)
sowie andere bekannte GUK-Kristallstrukturen (Siehe dazu Abb. 3.4) enthalten.
Aufeinanderfolgende Abschnitte sind mit einer dicken roten Linie getrennt.

Angegeben ist fiir jede PDB-Nummer erst die in der PDB-Struktur vorliegende
Sekundarstruktur (SS) als Helix (H) oder B-Strang (B). In der jeweils ndchsten Zeile befindet
sich der Proteinname in Kurzform (genauer in Abb. 3.4) und die zur Strukturaufkldrung
genutzte Proteinsequenz (davon in grofBen Buchstaben die Bereiche, die in den
Kristallsstrukturen sichtbar waren. Mit ,,mm® in GUK von hCASK sind zwei AS bezeichnet,
die wahrscheinlich als Klonierungsartefakt von der Swissprotsequenz abweichen (statt HM
miissten sich dort die Aminosduren FK befinden). Mit ,,$* sind fiir die GMP-Bindung in den
GUK-Domidnen essentielle Arginine gekennzeichnet. M.Tuberc. = Mycobacterium
tuberculosis.

Auf den Seiten 151-155 sind oben erneut die Sequenzen von 1KJW, ZO-1, 1AEY und 1EX7
mit Angabe der Sekundérstrukturen (SS; h= Helix; b= B-Strang) angeordnet. Statt durch
Graustufen wie in Abb. 3.7 sind die unterschiedlichen Grade an Konservierung der AS
zwischen 1KJW und ZO-1 mit “|“ fiir v6llige Ubereinstimmung und “:* bzw. “.* fiir grofere
bzw. kleinere Sequenzdhnlichkeit markiert. Die Domidnen sind mit ,,+“ fiir SH3, ,,-“ fir
Hinge, ,,= fiir GUK sowie ,,* fiir die GMP-Bindungsregion von GUK bezeichnet.
Anschlieend folgen, beginnend mit Maus-ZO-1, 28 ausgewihlte MAGUK-Proteine aus
verschiedenen Spezies (Drome = Drosophila melanogaster) mit ihren SH3-Hinge-GUK-
Bereichen.
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Anhang 156

7.2. Schema zum Verstindnis der Peptidmappingexperimente

| |
LEDVNKCVIALOEKDVDGLDRTAGAT RCRAARVIHVVTSEMDNYE PGV TEKVLEATKLLS

Angegeben ist als Beispiel die Maus-a-Catenin-Sequenz von AS 520-580, aber dasselbe
Prinzip gilt auch fiir die Occludin oder ZO-1-Peptidmembranen. Es wurden jeweils Peptide
mit einer Linge von 29 AS auf den Membranen synthetisiert und die Sequenz bei
benachbarten Peptidpunkten um je 1 AS C-terminal verschoben (symbolisiert durch die
Linien). Einige der Peptidpunkte weisen eine Bindung auf (fette Linien, hier an CCl1). Sie
umfassen als Gesamtsequenz den Bereich a-Cateninsss_s7s (unterstrichen und Enden markiert
mit unterbrochenen Linien). Diese dufleren Grenzen der bindenden Peptidsequenzen sind in
den Abb. 3.23, 3.24 und 3.25 (dort sind die synthetisierten Peptide auf den Membranen nur 20
AS lang) angegeben.

Die Interaktion konnte durch eine Bindung an den allen Peptiden gemeinsamen
Sequenzbereich a-Cateninsag_ses erklart werden (fett und mit durchgehenden Linien markiert).
Bei a-Catenin sind jedoch teilweise so groBe Bindungsbereiche zu beobachten, dass die
beteiligten Peptidpunkte gar keine Sequenz mehr gemeinsam haben (Abb. 3.24). Hier muss es
Wechselwirkungsmotive geben, die sich beim Verschieben des Sequenzrahmens wiederholen.
Dies konnte auch im gezeigten Beispiel der Fall sein, da wir als Teil des
Interaktionsmechanismus ionische Wechselwirkungen zwischen positiven (basischen)
farbstoffmarkierten ZO-1-Peptiden und negativen (sauren) membrangebundenen Sequenzen
(in Abb. mit ,,-*“ gekennzeichnet) von Occludin und a-Catenin annehmen. Alle bindenden
Peptide im Beispiel haben die sauren AS E559 und D561 gemeinsam, in den N-terminalen
Peptiden liegen zusétzlich noch D536 und D539, wihrend die C-terminalen Peptide E564,
E570 und E574 enthalten.
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7.3. Abstract

The exact sites, structures and molecular mechanisms of interaction between junction
organizing zona occludence protein 1 (ZO-1) and the tight junction protein occludin or the
adherens junction protein a-catenin are unknown. Binding studies by surface plasmon
resonance spectroscopy and peptide mapping combined with comparative homology
modeling utilizing crystal structures led for the first time to a molecular model revealing the
binding of both occludin and a-catenin to the same binding site in ZO-1. Our data support a
concept that ZO-1 successively associates with o-catenin at the adherens junction and
occludin at the tight junction.

Strong spatial evidence indicates that the occludin C-terminal coiled-coil domain dimerizes
and interacts as a four-helix bundle with the identified structural motifs in ZO-1. The
dimerisation of occludin was supported by biophysical experiments (size exclusion
chromatography, light scattering), while surface plasmon resonance spectroscopy found an
oligomerisation of ZO-1. In the interacting regions of a-catenin and ZO-1 CC-helices were
also predicted. a-Catenin likewise consists of several four-helix bundles according to crystal
structures and homology models. In peptidemapping experiments occludings.s21 and o-
cateninsp.ope interacts with the hinge region (ZO-1s91.632, s91-622 respectively) and with (ZO-
1726.754, 756-781) In the GUK domain of ZO-1 containing coiled-coil and a-helical structures
respectively. The selectivity of both protein-protein interactions is defined by complementary
shapes and charges between the participating epitopes. In conclusion, a common molecular
mechanism of forming an intermolecular helical bundle between the hinge region/GUK
domain of ZO-1 and a-catenin and occludin is identified as a general molecular principle

organizing the association of ZO-1 at adherens and tight junctions.
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