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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1 Das Immunsystem

Wihrend der Evolution hat sich ein komplexes und reguliertes Immunsystem zum Schutz
von eukaryotischen Organismen entwickelt. Es schiitzt den Organismus vor pathogenen
Mikroorganismen, Toxinen, koperfremden Partikeln sowie korpereigenen entarteten
Zellen. Eine zu schwache als auch eine zu starke Reaktion des Immunsystems kann zum
Tod des Organismus fiihren. Beispiele hierfiir sind die Immunsuppression bei einer HIV-
Infektion oder der anaphylaktische Schock bei einer Allergie. Das Immunsystem muss
ortlich und zeitlich angemessen auf die entsprechenden Gefdahrdungen reagieren. Man

unterscheidet das angeborene und das adaptive Immunsystem.

1.2 Angeborenes und adaptives Immunsystem

Der angeborene und entwicklungsgeschichtlich dltere Abwehrmechanismus wird auch als
angeborene Immunabwehr bezeichnet. Das Eindringen von pathogenen Organismen wird
durch Barrieren verhindert, wie z.B. den mechanischen Schutz der Haut, den chemischen
Schutz durch den pH-Wert und den biochemischen Schutz durch antimikrobielle Peptide
und Enzyme. Wenn es dem pathogenen Organismus gelingt, diese Barrieren zu
durchbrechen, wirken im Blutplasma geloste Stoffe wie Antikorper und das
Komplementsystem. Die Komponenten des Komplementsystems, die durch eine
Proteasekaskade aktiviert werden, mobilisieren die Antikorper der adaptiven
Immunantwort, verstiarken die Entziindungsreaktion und fiihren u.a. durch Porenbildung in
der Bakterienzellwand zur Lyse des Pathogens. Die zelluliren Komponenten der
angeborenen Immunantwort - wie z.B. Makrophagen, neutrophile Granulozyten,
dendritische Zellen, Mastzellen und natiirliche Killerzellen - téten Pathogene durch
Phagozytose und Lyse. Ermoglicht wird dies durch Mustererkennungsrezeptoren auf der
Oberfliche von Granulozyten und Monozyten/Makrophagen [1]. Diese Rezeptoren
erkennen z.B. Lipopolysaccharide, unmethylierte DNA und Zuckerstrukturen. Durch
Phagozytose und Aktivierung des Komplementsystems wird eine Vielzahl von Erregern

innerhalb von Stunden nach Eindringen in den Organismus eliminiert [2].

Ist die angeborene Immunabwehr alleine nicht erfolgreich, kommt es zur Aktivierung der
spezifischen Immunabwehr [3]. Diese wird vermittelt durch humorale Komponenten wie
die von B-Zellen produzierten Antikorper und durch zellulire Komponenten wie z.B. den
T-Helferzellen (Tul und Ty2), den zytotoxischen und den regulatorischen T-Zellen (Ty17
und Tregs) [4].
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B- und T-Vorlauferzellen werden im Knochenmark gebildet und exprimieren jeweils einen
spezifischen T- bzw. B-Zellrezeptor. Die B-Zellen reifen im Knochenmark heran und
differenzieren nach Aktivierung des B-Zellrezeptors zu Antikorper produzierenden
Plasmazellen und vermitteln so die humorale Immunantwort. Die sekretierten Antikdrper
binden Pathogene und neutralisieren bzw. markieren diese fiir weitere Zellen des
Immunsystems. Die Bedeckung der Fremdkorper-Oberfliche wird als Opsonisierung

bezeichnet und richtet sich gegen extrazelluldre Pathogene [5].

Die zellvermittelte adaptive Immunantwort zur Bekdmpfung intrazelluldrer Pathogene
erfolgt durch T-Zellen. Die Identifikation findet durch die spezifische Bindung des T-
Zellrezeptors (TCR) an einen mit Antigen beladenen MHC-Komplex (Major
Histocompatibility Complex) statt. Zwei Klassen der MHC-Molekiile werden
unterschieden. Zellen, die Antigene iiber den MHC-II-Komplex auf der Zelloberfldche
préasentieren, werden als professionelle Antigen-prisentierende Zellen (antigen presenting
cells: APC) bezeichnet [6]. Der MHC-I-Komplex wird nahezu ubiquitir auf allen
Korperzellen exprimiert und présentiert in der Regel Peptide aus dem Zytosol der Zelle.
Die professionellen Antigen-prasentierenden Zellen des Immunsystems wie dendritische
Zellen, B-Zellen und Makrophagen exprimieren und prasentieren zusétzlich Peptide aus

intrazelluldren Vesikeln [7, 8].

Knochenmark und Thymus werden als primére lymphatische Organe bezeichnet. Vorldufer
von T-Zellen wandern aus dem Knochenmark in den Thymus, wo sie wihrend der T-Zell-
Entwicklung durch das Expressionsmuster der Korezeptoren CD4 oder CD8 auf den T-
Zellen charakterisiert sind. Diese Stadien werden entsprechend als doppelt negativ (DN,
CD4/CDS"), doppelt positiv (DP, CD4"/CD8") und einzeln (single) positiv (SP, CD4 " oder
CD8") bezeichnet [9]. Im DN-Stadium wird ein Vorldufer-TCR (pre-TCR) aus einer
Vorldufer-a-Kette und der rekombinierten B-Kette gebildet. Durch Neukombination von
Gensegmenten wird die hohe Variabilitit des TCRs erzielt. Nur wenn ein funktioneller pre-
TCR gebildet wurde, passiert die T-Zelle die sogenannte -Selektion. Andernfalls wird sie
durch Apoptose getotet und geht nicht in das DP-Stadium iiber. Im DP-Stadium sterben die
Zellen, die zu stark an MHC-Selbst-Peptid-Komplexe binden, ebenfalls. Die reifenden T-
Zellen werden nur dann im DP-Stadium positiv selektioniert, wenn sie den MHC-Selbst-
Peptid-Komplex zwar erkennen, aber mit einer Affinitit, die nicht zur Hyperaktivierung
der Signalwege und Induktion der Apoptose fiihrt [10]. Nach positiver Selektion und
Reifung zu SP CD4 oder CD8 T-Zellen verlassen diese immer noch "naiven" Zellen, die

noch nicht mit Fremd-Antigen in Beriihrung gekommen sind, den Thymus. Sie zirkulieren

2
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und besiedeln die sekunddrlymphatischen Organe wie Milz, Lymphknoten, Tonsillen und
Peyer-Plaques. Dendritische Vorlduferzellen wie Langerhanszellen phagozytieren Antigene
in der Peripherie und wandern anschlieBend in die sekundiren lymphatischen Organe.
Nach Differenzierung zu dendritischen Zellen stimulieren sie dort die naiven T-Zellen

durch die prasentierten Antigene und durch Kofaktoren [11, 12].

Die CD8-positiven T-Zellen binden an Zellen mit MHC-I-Molekiilen an der Oberfldche
und werden als zytotoxische T-Zellen bezeichnet. Sie toten bereits infizierte oder entartete
Zellen durch Induktion von Fas-vermittelter Apoptose oder durch die gerichtete
Ausschiittung lytischer Granula [13]. Die von den antigen-prisentierenden Zellen (APC)
des Immunsystems auf der Oberfldche exprimierten MHC-II-Molekiile werden von CD4-
positiven T-Zellen erkannt. Wenn zusétzlich eine Kostimulation des T-Zell Molekiils CD28
durch B7-Proteine auf der APC stattfindet, kommt es zur Aktivierung der T-Zelle.
Abhingig vom Zytokinmilieu beim Kontakt mit der Antigen-pridsentierenden Zelle
differenzieren die Zellen in Ty1- oder Ty2-T-Zellen. Zudem konnen sich CD4" T-Zellen in
Tyul7 oder regulatorische T-Zellen (Treg) differenzieren [14]. Diese modulieren bzw.
erhalten die Toleranz von T-Zellen, die korpereigenes Peptid erkennenden.
Inflammatorische Tyl-Zellen aktivieren insbesondere Makrophagen durch Sekretion von
Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y (IFN-y) und von Tumor-Nekrosefaktor-a (TNF-a). Ty2-
Zellen stimulieren durch Sekretion von Interleukin-4 die Antikorperproduktion von B-

Zellen.

Nach Ablauf der Immunantwort verbleibt ein geringer Anteil der differenzierten T- und B-
Zellen als T- und B-Gedéchtniszellen. Dies ermdglicht eine schnellere Reaktion bei einer
erneuten Immunantwort auf das gleiche Pathogen. Diese sogenannte sekunddre
Immunantwort fiihrt zu einer lang anhaltenden Immunisierung gegeniiber bereits

bekdmpften Pathogenen [15, 16].
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1.3 T-Zellen-Migration und -Adhision und Bildung der

Immunologischen Synapse

Die Rekrutierung naiver T-Zellen in die sekundiren lymphatischen Organe bzw. aktivierter
T-Zellen an den Entziindungsherd erfolgt in einem mehrstufigen Prozess (siche Abbildung
1) [17]. Im ersten Kontakt binden Oberflichen-Glycoproteine der T-Zellen an E-, L- und P-
Selektine der Epithelzellen. Diese schwache Bindung fiihrt zu einer langsamen rollenden
Bewegung und lokalen Anreicherung von T-Zellen. In einem weiteren Schritt werden
durch Chemokine die Integrine, wie z.B. LFA-1, auf den T-Zellen aktiviert [18]. Zusétzlich
werden bei einer Entziindungsreaktion durch Cytokine wie TNF-a die Integrin-Rezeptoren
ICAM-1 auf Endothelzellen am Entziindungsort verstirkt exprimiert. Die Bindung von
LFA-1 an ICAM-1 fiihrt zu einer starken Adhdsion der T-Zelle an das Endothel.
Anschliefend migrieren die T-Zellen durch Diapedese in das sekundir lymphatische Organ

bzw. in den Entziindungsherd ein [19].

Abbildung 1: T-Zell-Migration in sekundires lymphatisches Gewebe. Mehrstufiger Prozess der
Extravasation von T-Zellen aus dem Blutstrom ins Gewebe. A) Schwache dynamische Interaktionen
induzieren rollende Bewegung der T-Zellen, B) Chemokin-vermittelte Adhision am Endothel, C)
Extravasation ins Gewebe, D) Migration zur Antigen-prisentierenden Zelle (APC). E) Ausbildung der
Immunologischen Synapse zwischen APC und T-Zelle. Abbildung nach Dr. S. Kliche, Universitit
Magdeburg.

Die Migration wird z.B. durch die Chemokine CCL21 oder CCL19 vermittelt, die von
Stromazellen der sekundédren lymphatischen Organe gebildet werden. Sowohl naive T-
Zellen als auch reife dendritische Zellen exprimieren den Chemokinrezeptor CCR7. In der
T-Zell-Zone treffen APC und T-Zelle zusammen. Bei Antigenerkennung des TCR bildet
sich um den TCR-MHC-Peptidkomplex eine konzentrische Struktur der Oberflichen-

molekiile zwischen der APC und T-Zelle aus. Diese Interaktionsfliche wird als
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Immunologische Synapse oder SMAC (supramolecular activation cluster) bezeichnet [20].
Im Zentrum der Kontaktflache bildet sich der c-SMAC (central supramolecular activation
cluster) mit Mikroclustern aus, die TCR, CD2, SLP-76, ZAP70, PKC6, LAT, CD3 sowie
PI3K enthalten. Um dieses Zentrum organisieren sich Adhédsionsmolekiile wie das Integrin
LFA-1 (Leucocyte Function-Associated Antigen-1) und Zytoskelettkomponenten, wie z.B.
F-Aktin. Dieser Bereich wird als p-SMAC (peripheral supramolecular activation cluster)
bezeichnet (siche Abbildung 2, C). In der &duBersten Region, dem d (distal)-SMAC
sammeln sich die Tyrosin-Phosphatase CD45 und das Sialylglykoprotein CD43 [21].

A B . C Ausbildung der reifen
Ausdehnung Kontraktion Immunlogischen Synapse

0-2 Minuten 2-10 Minuten 10 Minuten bis zu Stunden

i Mikrocluster
Mikrocluster c-SMAC

p-SMAC

Seitenansicht d-SMAC

CcD3high
TCR/CD3
¢-SMAC

Q CDa\uw
/ CD28
; { 8 PKCo
Aufsicht 4 '
{ p-SMAC
J x b \
K_TCH B/cnze 1 ed @ «© d-SMAC
inase -
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Abbildung 2: Dynamik der Immunologischen Synapse. A) Nach Kontakt der T-Zelle mit MHC-
Molekiilen bilden sich Mikrocluster aus TCR, Korezeptoren, Kinasen sowie Adapterproteinen aus. Die
Kontaktfliche weitet sich konzentrisch aus und bildet an der Peripherie weitere Mikrocluster. B) Nach
Ausbildung der vollstindigen Kontaktfléiche fusionieren die Mikrocluster zu grofleren Clustern und
konzentrieren sich im Zentrum der Synapse. C) Die ausgebildete Synapse enthilt im Zentrum, dem c-
SMAC (central supramolecular activation cluster), T-Zell- sowie Korezeptoren. Der ¢-SMAC wird von
Adhiisions- sowie Kinase-Molekiilen umgeben, dem p-SMAC (peripheral-SMAC). Weitere
Mikrocluster bilden sich in der Peripherie, dem d-SMAC (distal-SMAC), und wandern in das Zentrum
der Synapse. Abbildung modifiziert nach Yokosuka und Saito 2009 [21].

Die Stimulation der T-Zelle durch die APC fiihrt zur Polarisation der T-Zelle. Aktin—
Zytoskelett regulierende Proteine wie WAVE2, WASP und Arp2/3 induzieren die
Polarisation und die Verzweigung von filamentosem Aktin (F-Aktin) in der pSMAC-
Region [22]. F-Aktin expandiert konzentrisch in die Kontaktfliche zwischen T-Zelle und
APC, lokalisiert Signalkomplexe und fiihrt zur Stabilisierung der Immunologischen
Synapse. Zusétzlich verlagert sich das MTOC (microtubule organizing center) in die Ndhe
der Immunologischen Synapse und ermoglicht dabei die gerichtete Sekretion von

zytotoxischen Granula an die Plasmamembran der Immunologischen Synapse [23]. Die
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Immunologische Synapse ist hoch dynamisch und wahrscheinlich fiir die optimale

Aktivierung der T-Zelle notig [24, 25].

1.4 Signaltransduktion und T-Zell-Aktivierung

Jede T-Zelle exprimiert einen fiir sie spezifischen T-Zellrezeptor, bestehend aus einer a-
und einer B-Kette. Durch genetische Rekombination von Immunglobulin-Genen wird eine
sehr hohe Variabilitdt dieses transmembrandren Rezeptors erzeugt, der eine spezifische
Erkennung des Antigen prisentierenden MHC ermoglicht. Die zytoplasmatischen Enden
des TCR sind sehr kurz. Die Signalweiterleitung erfolgt daher durch die ldngeren
zytoplasmatischen Enden des CD3-Komplexes. Der CD3-Komplex ist an den TCR
gebunden und besteht aus einem ye-, de-Hetero- sowie {{-Homo-Dimeren [26]. In den
zytoplasmatischen Enden enthalten diese ein oder mehrere sogenannte ITAMs
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Eines der ersten Signale ist die
Phosphorylierung dieser ITAMs in den zytoplasmatischen Enden des TCR-assoziierten
CD3-Multiproteinkomplexes durch Src-Kinasen wie Lck und Fyn [27].

MHC 1/l
88@" .. + Peptid

CD45 TCR-CD3

LAT

Plasma-
membran

' | Adapterprotein Rfs Ci“z‘
W Kinase MAPK PKC Calcineurin
I Phosphatase/Lipase

@® Phosphotyrosin AP-1 NF-kB NFAT

--=» Phosphorylierung \ l /

Differenzierung, Proliferation, IL2-Freisetzung

Abbildung 3: Schema der T-Zell-Aktivierung. Assoziation des T-Zellrezeptors mit dem MHC-Peptid
sowie weiterer Korezeptoren. Lck ist an den Korezeptor CD4 bzw. CD8 gebunden und phosphoryliert
nach TCR-CD3-Stimulation Tyrosin-Motive der zytoplasmatischen Enden des CD3-Rezeptormolekiils.
Die Kinase ZAP70 wird an die phosphorylierten ITAMs rekrutiert und phosphoryliert das
membranstindige Adapterprotein LAT. An phosphoryliertes LAT binden die Adapterproteine GADS,
Grb2 sowie die Phospholipase PLC y. Das an GADS bindende SLP-76 wird so ebenfalls rekrutiert.
PLC v wird aktiviert und spaltet PIP2 in IP3 und DAG. Diese sekundiiren Botenstoffe sowie SOS, das
iiber die Assoziation mit Grb2 an LAT rekrutiert wird, aktivieren Signalwege, die zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren fiihren.



1. Einleitung

Der genaue Mechanismus der Signaltransduktion iiber die Zellmembran ist nicht bekannt.
Die Bindung des T-Zellrezeptors sowie der Korezeptoren CD4 bzw. CD8 an den MHC-
Komplex reicht nicht fiir die Aktivierung einer naiven T-Zelle aus. Es wird ein weiteres
vom TCR unabhéngiges Signal bendtigt. Ein Kostimulus erfolgt durch den Rezeptor
CD28. Dieser wird von den auf APC exprimierten Glykoproteinen der B7-Familie - B7.1
(CD80) oder B7.2 (CD86) - gebunden. Fehlt dieser Kostimulus, verhélt sich die Zelle

tolerant oder anerg [28].

Die Kinase Lck ist konstitutiv mit dem zytoplasmatischen Ende von CD4 bzw. CDS§
assoziiert und wird durch Dephosphorylierung der inhibitorischen Phosphatgruppe durch
die Proteinphosphatase CD45 aktiviert (Abbildung 3). Die zur Src-Familie gehorenden
Kinasen Lck und Fyn phosphorylieren die Tyrosin-Motive (ITAMs) der {-Kette des CD3-
TCR-Komplexes [29]. Durch Bindung der SH2-Doménen an die ITAMs wird ZAP70 (C-
associated Protein) rekrutiert, durch Lck phosphoryliert und damit aktiviert. Substrat der
ZAP70-Kinase ist das transmembrandre und durch Palmitoylierung an der Plasmamembran
in Lipid-Rafts verankerte LAT (Linker of Activated T-cells). An das phosphorylierte LAT
binden GADS (Grb2-Related Adaptor Downstream of Shc) und Grb2 (growth factor
receptor-bound protein 2) [30]. SLP76 (SH2-domain-containing leukocyte protein of 76
kDa) ist konstitutiv an das Adapterprotein GADS gebunden und wird nach der
Rekrutierung von ZAP70 phosphoryliert. Phosphoryliertes SLP76 bindet die Phosphatidyl-
Inositol-Phospholipase Cy (PLC y). Nach Tec-Kinase-Aktivierung spaltet PLC vy
Phosphatidyl-Inositoldiphosphat (PIP2) in die sekundiren Botenstoffe Inositol-Triphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 aktiviert durch Offnung intrazellulirer Ca**-Kanile
die Kalzium-abhingige Proteinkinase C (PKC) sowie die Phosphatase Calcineurin, welche
wiederum die Translokation der Transkriptionsfaktoren NF-AT (Nuclear Factor of
Activated T-cells) und NF-xB in den Zellkern induzieren. Der an Grb2 bindende Guanin-
Nucleotid-Austauschfaktor SOS (Son Of Sevenless) aktiviert {iber den Ras-MAP-Kinase-
Signalweg den Transkriptionsfaktor AP-1 (Activating Protein 1). Die Transkriptions-
faktoren fithren zur IL2-Produktion, Differenzierung und Proliferation der T-Zelle [30-32].
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1.5 Integrine in T-Zellen

Integrine vermitteln die schnelle und feste Adhésion der T-Zelle aus dem Blutstrom an die
Wand der Blutgefile sowie die feste Bindung der T-Zelle an die Antigen prisentierende
Zelle in der Immunologischen Synapse. Integrine werden aus einer transmembran-
standigen, nicht kovalent verkniipften a- sowie B-Kette gebildet. In Sdugern werden aus 18
a- und 8 B-Ketten 24 unterschiedliche Dimere gebildet. T-Zellen exprimieren 12
unterschiedliche Integrin-Heterodimere. Am stérksten exprimiert werden die zur P1-
Integrinfamilie gehorenden Integrine o4p1, a5p1 und a6P1, auch als VLA (Very Late
Antigen) bezeichnet, sowie das zur f2-Familie gehorende al2-Integrin, welches als LFA-
1 (Leukocyte Function-associated Antigen-1) bezeichnet wird [33]. LFA-1 interagiert mit
den interzelluliren Adhésionsmolekiilen ICAM-1,-2,-3 (Intercellular Adhesion Molecule-1,
-2, -3). Die PBl-Integrinfamilie bindet das von Endothelzellen nach Zytokinstimulus
exprimierte VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) und das extrazelluldre

Matrixprotein Fibronektin.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen fiir Integrine mehrere Konformationen, die
unterschiedlichen, in vitro beobachteten, bindungskompetenten Zustdnden zugeordnet
werden [34]. Die Ektodoméne besteht aus einer Kopfgruppe, die durch eine
stabchenformige, ,,beindhnliche* Struktur mit der Transmembran-Doméne verbunden ist
und in einen kurzen zytoplasmatischen Teil miindet. Die Bindung des Liganden ICAM-1
erfolgt iiber die Kopfgruppe des Integrins. In der offenen hochaffinen Konformation (siehe
Abbildung 4 ) stehen nur die Kopfgruppen der a- und B-Kette in Kontakt, die ,,Beine*
sowie die zytoplasmatischen Enden sind voneinander separiert. Die ,,geschlossene*
Konformation zeigt eine an sich selbst zuriick gefaltete Ektodomine. Beide ,,Beine* der
Ektodomine sowie die transmembrandren und zytoplasmatischen Dominen interagieren
miteinander. Zusidtzlich wurde eine intermedidre Konformation beobachtet, die mit
mittlerer  Affinitit in einer gestreckten Konformation vorliegt [35]. Die
Informationsweiterleitung liber die Membran wird durch Konformationsdnderungen
vermittelt. Die extrazellulire Interaktion mit dem natiirlichen Liganden oder Mg®"/Mn*"
mit der Kopfgruppe fiihrt zur offenen hochaffinen Konformation des LFA-1 Integrins.
Daraus ergibt sich ein bidirektionales Modell fiir die Signalweiterleitung der Integrine, d.h.
die Aktivitit der Integrine kann sowohl von extrazelluldren Liganden (,,outside-in‘) oder

intrazellularen Bindungspartnern (,,inside-out*) moduliert werden.
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Integrine stellen als Transmembranproteine die mechanische Verbindung zwischen der
extrazelluldren Matrix bzw. der Antigen préasentierenden Zelle und dem Zytoskelett der T-
Zelle her. An das zytoplasmatische Ende der f2-Integrine bindet Talin und verbindet die
Integrine mit dem Aktin-Zytoskelett der Zelle [36].

1.6 Inside-out-Signaling

Die dynamische Regulierung der Integrine auf der T-Zell-Oberfldche durch Signalwege
innerhalb der Zelle wird als Inside-out-Signaling bezeichnet. Hierzu zahlt die
Konformationsédnderung der Integrine in die offene hochaffine Form (sieche Abbildung 4)
sowie die Steigerung der Aviditit durch ortliche Lokalisation der Integrine in sogenannten

Clustern.
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Abbildung 4: Inside-out-Signalweg: Die Phosphorylierung von LAT vermittelt durch GADS und
SLP76 - nach TCR-Stimulus - die Rekrutierung von ADAP und SKAPSS5 an die Membran. SKAP5S
interagiert mit RAPL, RIAM und dem Rap1 aktivierenden RasGRP. RIAM und RAPL binden aktives
Rap1 und sind direkt oder iiber Talin mit den zytoplasmatischen Enden der Integrin a- bzw. -Kette
assoziiert. Die Lokalisation von aktivem Rap1 an die Plasmamembran aktiviert die Integrine.
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Eine zentrale regulatorische Funktion in der Integrinaktivierung nimmt die kleine GTPase
Rapl (Ras-proximity-1) ein. Dies wurde in Uberexpressions-, Knock-out- sowie
Mutations-Studien gezeigt [37, 38]. Die GTP-gebundene Form von Rapl an der
Plasmamembran filihrt zur Integrinaktivierung. Fiir den Ort der Rap1-Aktivierung gibt es
unterschiedliche Hypothesen. Einige Ergebnisse weisen auf eine Aktivierung an den
endosomalen Vesikeln, andere auf die Aktivierung an der Plasmamembran hin [39, 40]. In
T-Zellen wurden fiir die Rapl-Aktivierung, d.h. den GDP zu GTP-Austausch von Rapl,
die die beiden Guanin-Nucleotid-Austauschfaktoren (GEF: Guanine Nucleotide Exchange
Factor) C3G (Alternativname: RapGEF1) und RasGRP1 (Alternativname: CalDAG-GEF1:
Ca”" und DAG-regulierter GEF Faktor I) identifiziert [41]. Rap! ist durch eine C-terminale
Geranyl-Geranyl-Lipidmodifizierung konstitutiv an Membranen gebunden und wird
sowohl an der Plasmamembran als auch in Vesikeln des endo- und exozytoplasmatischen-
Recyclings gefunden. Die Lokalisation von aktiviertem Rapl an die Plasmamembran ist
ein regulatorischer Schritt in der Integrinaktivierung. An der Lokalisation sind die Rapl-

bindenden Proteine RIAM und RAPL {iiber direkte Interaktionen mit Rap1 beteiligt [42].

RIAM (Rapl-GTP-Interacting Adaptor Molecule) bindet aktives Rapl iiber die RA-
Doméne (Ras—Rapl binding domain) sowie Talin iiber den N-Terminus. Die Lokalisation
von Talin und aktivem Rapl durch RIAM an das zytoplasmatische Ende des B,-Integrins
fiihrt zur Integrinaktivierung [43, 44]. Die Bindung von Talin an das zytoplasmatische
Integrin-Ende wird durch Kindlin 3 verstirkt. Mutationen in Kindlin 3 fiihren zu nicht
aktivierbaren P-Integrinen. Diese Defekte in der Integrin-abhidngigen Adhédsion und
Migration fiihren zu erhdhter Infektionsanfélligkeit und Blutungsneigung Diese Krankheit
wird als LAD-III (Leukocyte Adhesion Deficiency-III) bezeichnet [45]. Uberexpression
von RIAM fiihrt nach TCR-Stimulation zu einer verstiarkten Adhéision von T-Zellen an
Fibronektin und ICAM-1 [41, 44]. Zudem bindet RIAM an SKAPS55. Wird diese
Interaktion inhibiert, ist die TCR-abhédngige Adhdsion und Ausbildung von Zell-Zell-
Komplexen aus T-Zellen und APCs vermindert (siche auch 1.11) [41].

RAPL (Regulator of Adhesion and cell Polarization enriched in Lymphoid tissues,
Alternativnamen: RASSF5, NORE1B, RASSF3) bindet an die zytoplasmatische o -Kette
der Integrine. T- und B-Zellen ohne RAPL zeigen Defekte in der T-Zell-Adhdsion und
-Migration sowie dem LFA-1-Clustering. Uberexpression von RAPL fiihrt zu einem
verstdarkten LFA-1-Clustering und erhohter Adhésion [46]. RAPL enthélt neben einer Rapl
bindenden RA-Doméne eine C-terminal gelegene SARAH-Doméne [47, 48]. Die SARAH-
Doméne bindet die Serin-Threonin-Kinase MST1 (Mammalian Sterile 20-like). Zudem
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wurde eine Bindung an den N-Terminus von SKAPS55 beschrieben [49]. MST1-defiziente
T-Zellen weisen in der Chemokin- sowie TCR-abhidngigen Adhésion und dem Integrin-

Clustering eine nahezu vollstdndige Inhibition auf [50].

Im Inside-out-Signaling vermitteln Integrine kostimulatorische Signale fiir die
Differenzierung von T-Zellen. Das durch den Inside-out-Signalweg aktivierte LFA-1 kann
ICAM-1 binden und fiihrt so zu einer vollstindigen Aktivierung der Integrine und einer
verstirkten Adhédsion. D.h. die Integrine gehen von der mittelaffinen in die hochaffine
Konformation iiber (siche Abbildung 4). An dieser vollstdndigen Integrinaktivierung durch
den Outside-in-Signalweg sind die bereits im Inside-out-Signalweg gebildeten Komplexe
beteiligt (siehe 1.8). Die genauen molekularen Mechanismen sind wie im Inside-out-

Signalweg nicht bekannt.

1.7 Adapterproteine

Adapterproteine besitzen keine enzymatische Aktivitit. Thre Funktionsweise liegt in der
Lokalisierung bzw. Delokalisation von Proteinen. Enzyme enthalten héaufig
Adapterdominen, welche die Lokalisation und die Aktivitdt bestimmen [51, 52]. Die
Interaktionen werden durch Protein-Doménen, d.h. die kleinsten, eigenstéindig gefalteten,
strukturellen und funktionellen Einheiten, vermittelt [53]. Fiir Protein-Protein-
Interaktionen sind z.B. die Bindung von SH3-, WW-, GYF-, EVH1- Dominen an
prolinreiche Sequenzen beschrieben worden [54-57]. Ein regulatorischer Mechanismus fiir
Protein-Protein-Interaktionen zur Komplexbildung ist z.B. die Erkennung von
unterschiedlichen  Phosphorylierungszustdinden.  Phosphorylierungen an  Serinen,
Threoninen und Tyrosinen in Proteinen werden z.B. iiber SH2- und PTB- Doménen [57]
erkannt. Phosphorylierungen am Inositolring von Lipiden werden iiber PH-, FYVE-, PX-,
PHD- und FERM-Doménen erkannt [58-61]. Die posttranslationale Modifikation der
Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung kann sehr schnell ausgefiihrt werden. Bei T-
Zell-Aktivierung werden Proteine und Lipide der Plasmamembran verstiarkt phosphoryliert

[62, 63].
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1.8 ADAP (Adhesion and Degranulation promoting Adaptor Protein)

ADAP wurde durch die Assoziation mit dem Adapterprotein SLP76 und als Substrat der
Fyn-Kinase erstmals identifiziert und beschrieben. Die Isolation des kodierenden Gens aus
humanen sowie murinen cDNA-Bibliotheken erfolgte in zwei Forschergruppen
unabhidngig voneinander unter den Synonymen SLAP-130 (SLP76-Associated
Phosphoprotein of 130 kDa) und FYB (Fyn-Binding protein) [64, 65]. Zwei Isoformen von
120 und 130 kDa sind bekannt. Die Splice-Varianten unterscheiden sich durch einen
Einschub von 46 Aminoséuren (Position: Glycin 636). Dieser Einschub liegt zwischen den
C-terminal gelegenen hSH3-Dominen sowie zwischen der Fyn- und der C-terminal
gelegenen SLP76-Bindungsstelle. Die ldngere Version findet sich hauptsichlich in reifen
peripheren T-Zellen, wohingegen die kurze Variante in unreifen T-Zellen gefunden wird.
Die mRNA von ADAP wurde in allen haematopoetischen Zellen mit Ausnahme von

Erythrozyten und B-Zellen nachgewiesen [66, 67].

SKAPS5
SKAP-HOM VASP/EVL Fyn

(SH3) (EVH;)};SHZ) SKAPS5

1 J — Y 783
P
Y RY

a A
SLP-76 SLP-76
(SH2)  (SH2)

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Doménen-Struktur von ADAP. Der N-Terminus von ADAP
enthiilt keine bekannten Strukturelemente. Die prolinreichen Sequenzen sind mit P bezeichnet. Die C-
terminal gelegenen und helikal erweiterten SH3-Dominen (hSH3) sowie die Kern-
Lokalisationssequenzen (NLS) sind blau bzw. rot eingefirbt. Die Interaktionspartner bzw. deren
bindende Domiinen sind ober- und unterhalb dargestellt. Phosphotyrosin-abhiéingige Interaktionen
sind mit pY gekennzeichnet.

Uber das erste Drittel der N-terminalen Hilfte der 783 Aminoséure langen Splice-Variante
(120 kDa) von ADAP gibt es keine strukturellen und funktionellen Informationen. Im
mittleren Drittel von ADAP befinden sich mehrere prolinreiche Sequenzen, eine wird
durch die hSH3-Doméne von SKAPS55 gebunden (Abbildung 5). Fiir die C-terminale
Halfte sind zwei hSH3-Domaénen sowie mehrere Interaktionspartner bekannt. Diese binden
zwischen den hSH3-Doménen phosphorylierungsabhingig an Phosphotyrosine oder an
eine prolinreiche Sequenz. Zudem wurden vor den SH3-Doménen Kernlokalisations-
Signalsequenzen (NLS, Nuclear Localisation Sequences) vorhergesagt, deren Funktion und

Bedeutung bis jetzt nicht bekannt sind [66].
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Bei TCR—Stimulation zeigen Jurkatzellen, die mit ADAP, Fyn sowie SLP76 kotransfiziert
wurden, eine verstiarkte IL-2-Produktion. In ADAP-defizienten Zellen wurden keine
Defekte in der T-Zellrezeptor-abhidngigen MAP-Kinase-Phosphorylierung (ERK1/2), Ca*'-
Ausschiittung oder Aktin-Polymerisation beobachtet, jedoch in der B1- und B2-Integrin-
Adhision sowie im Clustering von LFA-1. Die Proliferation von ADAP-defizienten Zellen
ist nach anti-CD3- sowie anti-CD3/CD28-Stimulation deutlich vermindert. Ebenso sind die
Produktion von IL2 und Interferon-y geringer. Zusitzlich zeigen die Zellen nach
Aktivierung eine verminderte Expression des IL2-Rezeptors (CD25) und frithen
Aktivierungsmarkers CD69 [68-70].

Bei CXCLI12/SDF-la-Stimulation fiihrt ADAP-Uberexpression zu einer verstirkten
Migration von T-Zellen. ADAP wird in der TCR- sowie Chemokin-abhingigen Adhésion
und Migration benotigt. Die Chemokin-induzierte Migration ist im Gegensatz zur TCR-

induzierten Adhésion nicht von SLP76 abhingig [71, 72].

ADAP wurde als Substrat von Fyn charakterisiert. Fyn-defiziente Zellen zeigen eine
deutlich reduzierte Phosphorylierung von ADAP [64, 65, 70, 73, 74]. An Position 625-628
enthdlt ADAP ein YDGI (Tyrosin-Aspartat-Glycin-Isoleucin)-Motiv, an das Fyn mit seiner
SH2-Doméne bindet. Fyn phosphoryliert Tyrosine des YDDV (Tyrosin-Aspartat-Aspartat-
Valin)-Motivs der Positionen 595-598 und 651-654. Diese werden von der SH2-Doméne
des SLP76 gebunden. Mutationen dieser Bindungsmotive vermindern die T-Zell-
Aktivierung und -Migration [64, 75]. SLP76 bindet Tyrosin-Phosphorylierungs-abhéngig
Zytoskelett-relevante Proteine wie Vav und Nck. Der GADS-SLP76-Komplex rekrutiert
die Phosphatase SHP-2 (SH2 Domain-containing Protein-Tyrosine Phosphatase). Dies
fiihrt zur Dephosphorylierung von ADAP durch SHP-2 und somit zu einer geringeren
Bindung von SLP76 an ADAP. Durch TCR-Stimulation werden in T-Zellen ROS
(Reactive Oxygen Species, Sauerstoffradikale) gebildet, die durch Oxidation des Cysteins
im aktiven Zentrum von SHP-2 zur Inaktivierung der Phosphatase fiihren. Durch diese
Inaktivierung wird ADAP verstirkt phosphoryliert und von SLP76 gebunden. TCR-
stimulationsabhingig zeigt eine SHP-2-Mutation, die der oxidierten inaktiven
Konformation entspricht, eine verminderte T-Zell-Adhédsion. SHP-2 gilt daher als ein
moglicher negativer Regulator der Integrinaktivierung [76]. In weiterfiihrenden
proteomischen Analysen wurden die Phosphorylierungen sowie phosphorylierungs-
abhingigen Proteininteraktionen an ADAP untersucht [77-79]. Sylvester et al. zeigten fiir
das zentrale YDDV-Motiv in ADAP eine phosphorylierungsabhingige Bindung von
SLP76, PLCy, PIK3RI1, Nck, CRK, GADS und RasGAP. Mutationen der
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Phosphotyrosinmotive flihrten zu einer verminderten Migration sowie Adhdsion der T-
Zellen. ADAP stellt eine Verbindung zwischen der Integrinaktivierung und der Aktin-
Remodellierung her. Proteine der Ena/VASP-Familie regulieren die Zelladhdsion, Zellform
sowie die Zellmigration durch Modulation des Zytoskeletts [80]. Ena/VASP bindet durch
die EVHI (Ena/VASP Homology 1)-Doméne an prolinreiche Sequenzen in ADAP und
liegt in einem Komplex mit SLP76, Nck (Non-Catalytic Region of Tyrosine Kinase) und
WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) vor. Ebenso wurde EVL (Ena-VASP-like) als
ein Bindungspartner identifiziert [81, 82]. Eine direkte phosphorylierungsabhingige
Interaktion wurde flir die SH2-Doméane von Nck gezeigt [77, 83]. Eine Bindung von Nck
an ADAP verstdrkt die Aktin-Polymerisation durch Stabilisierung der Bindung zwischen
WASP und SLP76 [84]. In ADAP-Knock-out-Miusen wurden jedoch keine Anderungen
des Gesamt-F-Aktingehalts der Zelle beobachtet [69].

Im Outside-in-Signalweg werden durch Ligation des VLA-4-Integrins SLP76 und ADAP
phosphoryliert. Bei LFA-1-abhédngiger Stimulation wird eine ADAP-abhingige
Reorganisation des F-Aktins beobachtet. Die Bindung von SLP76 an ADAP ist im
Outside-in-Signalweg fiir die Polarisation der T-Zelle nétig. Ein TCR-Stimulus mit einem
anti-CD3-Antikdrper oder die Uberexpression von ADAP, in Kombination mit einem
Stimulus des LFA-1, fiihrt zur Polarisation der T-Zelle. Wird ein SLP76-bindungs-
defizientes ADAP eingesetzt, findet sich SLP76 in Clustern, die aber nicht mehr Integrin
assoziiert vorliegen. Im Phénotyp dieser Zellen ist sowohl die T-Zell-Polarisation als auch
die Bewegung von Jurkat-Zellen auf ICAM-1-beschichteten Platten vollstindig inhibiert
[85, 86]. Anti-LFA-1-Antikorper fiihren in Abhingigkeit von ADAP zur Formierung
ringartiger Aktinstrukturen (,,Actin cloud*) [87]. Diese liber LFA-1 stimulierten T-Zellen
weisen ein niedrigeres Niveau zur Aktivierung durch den TCR auf, sodass LFA-1 mit

ADAP eine kostimulatorische Funktion im Outside-in-Signalweg einnimmt.

Zwei SH3-dhnliche Doménen sind fiir ADAP bekannt. Beide zeigen in der NMR-Struktur
N-terminale, fiir SH3-Doménen untypische helikale Erweiterungen (hSH3 = helical
extended SH3). Diese Helix faltet auf die B-Faltblitter der Domine zuriick (siehe
Abbildung 6). Die Domidnen zeigen keine fiir SH3-Doménen typische Bindung an
prolinreiche Sequenzen, da anstelle des zentralen Tryptophans in der Bindungstasche ein
Lysin liegt [53, 88]. Fiir die C-terminale hSH3“-Domine von ADAP wurde eine
phosphorylierungsabhéngige Interaktion mit dem RKxxY**xxY Motiv in SKAP55
berichtet. Die immunologisch bedeutsamere Interaktion erfolgt durch die Bindung der

SKAP55 SH3-Doméne an die prolinreiche Sequenz in ADAP (siehe 1.11) [89].
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Abbildung 6: NMR-Strukturen der helikal erweiterten hSH3-Doménen von ADAP. Darstellung der
Sekundiirstrukturelemente. A) hSH3N-Doméne, in reduzierter Konformation in griin sowie in
oxidierter Form in blau (PDB: 2GTJ und 2GTQ). Der Ringschluss der benachbarten Cysteine in der
oxidierten Form ist rot dargestellt, B) h\SH3C —Doméne, ebenfalls mit helikaler Erweiterung, ist in rot
abgebildet (PDB: 1RI19).

Bei der Aktivierung von T-Zellen werden ROS gebildet [90], die in der N-terminal
gelegenen SH3-Domine (hSH3Y) einen regulatorischen Mechanismus erfiillen kénnten.
Dieser begriindet sich auf zwei vicinalen Cysteinen, welche abhédngig von ihrem Redox-
Status eine reversible Disulfidbriicke ausbilden [91]. Die dadurch induzierten strukturellen
Verdnderungen im RT-Loop der SH3-Doméne o6ffnen einen hydrophoben Kanal, der
mogliche Interaktionspartner binden konnte (siche Abbildung 6). Die biologische Funktion
bzw. Interaktionspartner, die auf diese Redox-Verinderung in der SH3"-Domiine reagieren,
sind derzeit nicht bekannt. Auch beeinflusst der Redox-Zustand der Cysteine nicht die
Bindung an Lipide. Mit einem Kp-Wert von 133 pM ist die Bindung der SH3"-Doméine an
Lipidvesikel (Zusammensetzung: 54:44:2- PC:PS:PI(4,5)P2) im Vergleich zur C-
terminalen Doméne (Kp=20 uM) deutlich schwicher. [88]. Fiir die SH3“-Doméne wurde
keine spezifische Kopfgruppenerkennung gezeigt, aber Lipide mit negativen Netto-
ladungen werden bevorzugt gebunden. Die Entfernung beider NH-terminaler Helices der
hSH3-Doménen fiihrten zu einer verminderten T-Zell-Adhédsion und -Migration in
Zellassays, wohingegen die komplette Deletion der hSH3 -Domine keinen Effekt zeigte
[92]. Fiir die ADAP-SH3™-Domine wurde in einer Publikation eine Interaktion mit der
CARMA-PDZ-Doméne postuliert [93]. Carmal (CARD-containing MAGUK protein 1)
gehort sowohl zur Familie der Membran-assoziierten Guanin-Kinasen (MAGUK,

Membrane-Associated Guanylate Kinase family), als auch zur CARD (Caspase-Associated
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Recruitment ~ Domain)-Familie. Die  Ausbildung  eines Komplexes aus
Carmal/Bcl10/MALTI1 ist notig, um in T-Zellen die inhibitorische IKK-Untereinheit
(IkBa) durch Ubiquitinylierung abzubauen und so den NF-kB-Signalweg zu aktivieren.
CARMA-1-defiziente T-Zellen zeigen einen Defekt in der IL-2-Produktion [94]. Von
Medeiros et al. wurde gezeigt, dass in ADAP-defizienten T-Zellen die
Carmal/Bcl10/MALT1 (CBM)-Komplexformierung nach TCR-Stimulation gestort ist.
Carmal wird zwar nach TCR-Stimulus in die Membranfraktion rekrutiert, befindet sich
dort aber ohne Bcl10 und MALT1. Die Autoren gehen von zwei ADAP-Populationen aus,
die einerseits durch Assoziation mit dem Carmal/Bcl10/MALT1-Komplex regulatorisch
auf die Gentranskription wirken und andererseits zusammen mit SKAPS55 die

Integrinaktivierung steuern [95].

1.9 SKAPSS (Src Kinase-Associated Phosphoprotein of 55 kDa)

SKAPS55 (alternativ: SKAPI, UniProt: Q86WV1) wurde als ein mit der SH2-Doméne der
Src-Kinase Fyn interagierendes Protein identifiziert, das drei bekannte Phosphorylierungs-
stellen enthilt [74]. SKAPS5 wird nur in T-Lymphozyten exprimiert [73, 74]. Als
Dominen von SKAPS55 wurde in der Sequenz eine zentral liegende PH-Doméne sowie C-
terminal eine SH3-Doméne beschrieben. Die Struktur der PH-Doméne wurde mittels
Rontgenstrukturanalyse aufgeklirt (sieche Abbildung 7). Die Struktur des N-Terminus

sowie der SH3-Domaéne sind unbekannt.

Bei TCR-Stimulation zeigen T-Zellen von SKAP55-Knock-out-Méusen einen identischen
Phénotyp wie ADAP—defiziente T-Zellen. SKAP55-defiziente Zellen weisen eine stabile
ADAP-Expression auf. Neben der verminderten Adhésion der B1- sowie B2- Integrine
sowie dem verminderten LFA-1-Clustering ist auch die IL-2- und IFN-y-Sekretion sowie
die Proliferation der T-Zellen gestdrt [96, 97]. Uberexpression von SKAPS55 fiihrt zu
erhohter Adhdsion der Zellen sowie zur Ausbildung von stabilen T-Zell-APC-Komplexen
[98].

SKAPS55-defiziente T-Zellen zeigen bei Chemokin-Stimulation ein normales Migrations-
verhalten [99]. Dies bedeutet, dass SKAPS55 im Gegensatz zu ADAP eine spezifische Rolle
bei der TCR-abhédngigen Integrinaktivierung einnimmt, wohingegen ADAP sowohl fiir die
TCR- als auch die Chemokin-abhéngige Adhdsion benétigt wird. Die Unterschiede in den
Signalwegen bei TCR- bzw. Chemokin-Stimulation sind aktuelle Fragestellungen des

Inside-out-Signalwegs.
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A ADAP ADAP
(hSH3") paial I

Abbildung 7: Schema der SKAP55-Domiinen-Struktur sowie Kristallstruktur der PH-Domiine. A) Die
in SKAPSS C-terminal gelegene SH3-Domiine bindet konstitutiv an ADAP. Die Pleckstrin-Homologie
(PH)-Doméine liegt in der Mitte der Sequenz. Zwischen der PH- sowie SH3-Domine wurde eine
Bindung durch die ADAP hSH3€ berichtet. Der N-Terminus von SKAP55 wurde bisher nicht weiter
charakterisiert. B) und C) Kiristallstruktur der PH-Domiéne, Darstellung des Proteinriickgrades.
Sequenzen ohne Sekundérstruktur sind griin, a-Helices rot und B-Striinge gelb eingefirbt. PDB-Code:
1USD

Fiir den C-Terminus von SKAPS55 wurde eine Interaktion mit RasGRP1 gezeigt, die durch
die Fyn-Phosphorylierung in Pulldown-Experimenten verstirkt wurde. RasGRP1 (Ras
nucleotide-releasing protein, auch CalDAG-GEFII) wirkt als Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor (GEF: Guanin Nucleotide Exchange Factor) aktivierend auf die GTPase
Ras durch den Austausch von GDP zu GTP. Aktives Ras fiihrt durch den Ras-Erk-AP1-
Signalweg zur Differenzierung sowie Proliferation (Erk: Extracellular Signal-regulated

Kinase; AP1: Activating Transcription Factor 1).

Von Kosco et al. sowie Schneider et al. [100, 101] wurde bei SKAP55-Uberexpression und
TCR-Stimulation eine Inhibition des Ras-Erk-Signalweges beschrieben. Bei SKAPS55-
Knock-down wird von Kosco et al. bei TCR-Stimulation eine verminderte ERK-
Aktivierung gezeigt. Im Widerspruch dazu wurde von Schneider et al. in SKAPS5S5-
defizienten und Knock-down-Zellen eine erhohte ERK-Aktivitit gezeigt. Eine mogliche
Erklarung fiir die erhohte ERK-Aktivitdt ist die Aktivierung von Ras am Golgi-Apparat. In
SKAP55-defizienten Zellen verbliebe nach anti-CD3-Stimulation mehr vom Ras-Aktivator
RasGRP1 am trans-Golgi-Netzwerk, da es nicht von SKAP55 an die Plasmamembran
rekrutiert wird. Umgekehrt wird bei SKAP55-Uberexpression RasGRP1 an die
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Plasmamembran rekrutiert, sodass am Golgi-Apparat vermutlich keine Ras-Aktivierung
erfolgen kann. Die Untersuchungsergebnisse liber die Regulation des Ras-Erk-Signalweges
durch SKAPS55 nach TCR-Stimulation sind widerspriichlich und noch nicht abschlieSend
geklart [100, 101].

Die Assoziation von SKAPS55 mit ADAP ist essentiell fiir die T-Zellrezeptor-abhéngige
Regulierung der Integrine in T-Zellen. Nach der Klonierung von SKAP55 wurde ein
homologes Protein identifiziert, das aufgrund der Sequenzdhnlichkeit als SKAP-HOM
(SKAPS55 homologue) bezeichnet wird.

1.10 SKAP-HOM (SKAPS55 homologue)

SKAP-HOM ist zu 44% mit dem SKAPS5S5 identisch [73, 102, 103]. Der Vergleich der
Doménenstruktur zeigt ebenfalls eine zentral gelegene PH-Domine sowie eine C-terminal
gelegene SH3-Doméne. Diese beiden Doménen sind am starksten konserviert. Zusétzlich

wurde fiir den N-Terminus eine Dimerisierungsdoméne beschrieben.

SKAP-HOM wird wie SKAPS55 durch die Interaktion der SH3-Doméine mit der
prolinreichen Sequenz in ADAP stabilisiert. SKAP-HOM wird im Gegensatz zu SKAPS55
universell exprimiert. SKAP-HOM-defiziente B-Zellen zeigen einen Defekt in ihrer
Proliferation sowie in der Adhédsion der B1- und B2-Integrine [104, 105]. T-Zellen ohne
SKAP-HOM zeigen keinen Defekt, d.h. SKAP-HOM und SKAPS5S erfiillen spezialisierte
Funktionen in B-Zellen bzw. T-Zellen [106]. Die Funktion von SKAPS5S5 kann nicht durch
das homologe SKAP-HOM kompensiert werden (siehe 1.9) [96]. Von Swanson et al.
wurde fiir SKAP-HOM der N-terminale Bereich bis einschlieBlich der PH-Doméne
kristallisiert. Die Kristallstruktur zeigt eine Homodimerisierung durch die Bildung einer
aus zwei a-Helices bestehenden Haarnadel-Struktur, die durch hydrophobe Assoziation mit
der Haarnadel-Struktur eines zweiten Molekiils ein Dimer bildet, siche Abbildung 98.
Diese N-terminale, zuvor noch nicht beschriebene Doméne, wird als Dimerisierungs-

doméne (DM) bezeichnet.
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Abbildung 8: Kristallstruktur der SKAP-HOM DM- und PH-Domiine. A) Das Schema der SKAP-
HOM-Sequenz zeigt die N-terminal gelegene Dimerisierungsdomine (DM), die darauf folgende PH-
sowie C-terminal gelegene SH3-Doméne. B) Jede DM-Domine besteht aus zwei gegenliufigen
aneinander gelagerten o-Helices (rot und dunkel rot). Die Homodimerisierung der N-terminal
gelegenen DM-Domiine erfolgt durch die Ausbildung einer Packung von vier a-Helices. C) Die PH-
Domiéine bindet iiber den B1-f2-Loop an die DM-Domine. Darstellung des Proteinriickgrates der
Kristallstruktur von SKAP-HOM (PDB-Code: 1USE). Sequenzen ohne Sekundirstruktur sind griin,
a-Helices rot und B-Stringe gelb eingefirbt.

Die PH-Domine des SKAP-HOM zeigt den typischen Aufbau von vier B-Stringen (B1 bis
4), die eine Beta-Faltblattstruktur bilden, auf der eine weitere -Faltblattstruktur aus drei
B-Strangen (B5-B7) liegt. Eine Besonderheit dieser PH-Domine stellt der zwischen den
Strdngen B1 und P2 liegende Loop dar, welcher eine kurze a3-Helix bildet und an das
Dimer der DM-Doméne bindet. Ausgehend von dieser Struktur wurde von Swanson et al.
ein Modell eines DM-PH-Schalters entwickelt, bei dem durch die intramolekulare Bindung
der PH-Doméne an die DM-Doméne eine inaktive Form in Bezug auf die Lokalisation in
»membrane ruffles vorliegt. Erst durch die Bindung an Phosphoinositolphosphate,
insbesondere PIP3, kommt es zu einer Lokalisation an ,,membrane ruffles“. Durch
Mutationsanalysen in der PH-Domine von Aminosduren, die an der Lipidbindung bzw. der
Interaktion mit der PH-DM-Doméne beteiligt sind, wurde gezeigt, dass die Lokalisation
nicht iiber die PH-Doméne, sondern tiber die DM-Doméne vermittelt wird. Es wurden
noch zu identifizierende Bindungspartner postuliert, die an die DM-Doméne binden [107].
Ob die N-terminale Dimerisierung und die Bindung von Phosphoinositolphosphaten

analog fiir SKAPSS5 gelten, soll in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht werden.
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1.11 Membranrekrutierung des ADAP-SKAPS55-Komplexes und

Integrinaktivierung

Die Komplexbildung von ADAP und SKAPS55 in humanen T-Zellen wurde durch
Immunprézipitations- sowie Yeast-Two-Hybrid-Experimente nachgewiesen [108]. Es
wurde gezeigt, dass in Jurkat-Zellen mehrere Pools von ADAP vorliegen: Zum einen
ADAP ohne SKAPS55 zu einem kleineren Anteil von 30 % und zum anderen im Komplex
mit SKAPS5 zu 70 %. SKAPS55 wurde zu 100 % im Komplex mit ADAP prizipitiert [ 109].
Durch Deletionsexperimente der prolinreichen Sequenz in ADAP und der SH3-Domine in
SKAPS55 sowie deren Mutation in eine bindungsinkompetente Form (W333K) wurde
gezeigt, dass SKAPS5S5 iiber die SH3-Doméne an eine prolinreiche Sequenz in ADAP
bindet. Die prolinreiche Sequenz wurde auf eine 24 Aminosduren lange Sequenz von
Position 340-364 eingegrenzt [108]. Zusdtzlich wurde von einer Bindung der ADAP-
hSH3“-Doméne an das RKxxY>*xxY-Motiv in SKAP55 berichtet. Diese Interaktion
wurde durch keine weiteren Publikationen bestitigt und steht im Widerspruch zu den von
Kliche et al. publizierten Deletions- und Mutationsexperimenten der SKAPS55-SH3-
Doméne [89, 110]. Die Interaktion der SKAP55-SH3-Domidne mit der prolinreichen
Sequenz von ADAP stabilisiert sowohl SKAPS55 als auch SKAP-HOM [108, 111]. Fehlt
die Stabilisierung durch die prolinreiche Sequenz, reduziert sich die Halbwertszeit von
SKAPS55 auf ca. 20 %, d.h. 15-20 Minuten in Jurkat-Zellen. Knock-out- sowie Knock-
down-Studien von ADAP fiihren gleichzeitig zu einem Verschwinden der SKAP-Proteine.
Die beobachteten ADAP-Knock-out-Phénoptypen sind im Kontext des fehlenden ADAP
sowie von SKAP55 und SKAP-HOM zu betrachten. Der Mechanismus der SKAP55- und
SKAP-HOM-Reduktion ist unbekannt. Da die Niveaus der mRNA gleich bleiben, ist von

einer Regulation auf Proteinebene auszugehen [97, 108].

Die von Kliche et al. gezeigte Regulation der B1- bzw. B2-Integrine durch den TCR-
Stimulus ist abhédngig von der Interaktion der SH3-Domine von SKAPS55 mit ADAP. Die
Deletion der mit SKAPS5S5 interagierenden prolinreichen ADAP-Sequenz oder die
Verminderung von SKAP55 durch siRNA oder Gen-Knock-out fiihrt zu einer verminderten
B1- bzw. B2-Integrin-Adhésion der Zellen. Die Reduktion der Bindung an die Liganden
Fibronectin bzw. ICAM-1 werden nur bei aktivierten T-Zellen beobachtet, die iiber den T-
Zellrezeptor stimuliert wurden. Die basale Bindung ohne Stimulation bleibt unveréndert.
Durch Wiedereinfithren der prolinreichen Sequenz in ADAP bzw. die Expression von

SKAPS5S5 oder nur der SKAP55-SH3-Domine wird iiberraschenderweise die vollstindige
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Bindungskompetenz der T-Zellen wieder hergestellt. ADAP wird durch die Reduktion der
Menge des SKAPS5S5 weder stabilisiert noch destabilisiert.

In einem Modell von Burbach et al. kann zytoplasmatisches ADAP zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB {iber den CARMA1-Bcl10-MALT1 (CBM)-Komplex fiihren.
Eine Chimére aus der PH-Doméne von SKAPS55 und dem C-Terminus von ADAP ist
immer an der Plasmamembran lokalisiert und ermoglicht so die Integrinaktivierung. Wird
diese Chimére aber in der SKAP55 PH-Domine (R131M) mutiert, liegt diese konstitutiv
im Zytoplasma vor und aktiviert den NF-kB-Signalweg [112].

Die Aktivierung der Integrine in T-Zellen durch den T-Zellrezeptor erfolgt durch die
Lokalisation der aktiven Rapl GTPase [39, 113]. Befindet sich diese in der aktiven, d.h.
GTP gebundenen bzw. konstitutiv aktiven Variante (G12VRapl) an der Plasmamembran,
aktiviert dies die Integrine [108, 114]. Rapl lokalisiert an der Plasmamembran sowie in
Vesikeln, die dem endosomalen Recycling unterliegen. Durch Exozytose dieser Vesikel
kann die Konzentration von Rapl an der Plasmamembran schnell erh6ht werden. Nach T-
Zellrezeptor-Stimulation rekrutiert der Komplex aus ADAP und SKAP55 Rapl an die
Plasmamembran. Wird die Interaktion der SKAP55 SH3-Domine mit der prolinreichen
Sequenz in ADAP inhibiert, erfolgt keine Rekrutierung der GTPase Rapl und somit keine
Integrinaktivierung. Wird ADAP oder SKAPS5 durch die Fusion mit der
Transmembranhelix von LAT (Linker for Activation of T cells) konstitutiv in der
Plasmamembran verankert, fiihrt dies zu einer TCR-stimulationsunabhingigen und
konstitutiven Aktivierung der Integrine [108]. Wird in den LAT-Fusionschiméren die
Interaktion mit dem Bindungspartner inhibiert, fithrt dies zu einem vollstindigen Verlust
der konstitutiven Integrin-Aktivitit. Mit den Fusionschiméren wurde zum einen gezeigt,
dass die Rekrutierung von Rapl an die Plasmamembran der Rekrutierung des Komplexes
aus ADAP und SKAPS5S folgt, zum anderen, dass ADAP und SKAPS55 nur im Komplex die
Integrinaktivierung regulieren kdnnen. Die Interaktion von ADAP und SKAP55 mit Rapl
verlauft nicht direkt. Sowohl RAPL (Regulator for Cell Adhesion and Polarization
Enriched in Lymphoid Tissue) als auch RIAM (Rapl Guanosine Triphosphate-interacting
Adapter Molecule), beides Rapl-bindende Proteine, wurden als mogliche direkte

Interaktionspartner des ADAP-SKAP55-Komplexes identifiziert [47-49].

RIAM bindet selektiv aktives Rapl. Die Interaktion mit SKAPSS ist konstitutiv und erfolgt
sowohl mit der RA- (Ras-association) sowie der PH-Domine. Die Bindungsstelle in

SKAP55 ist nicht bekannt. Uberexpression der Tandem-RA-PH-Domine von RIAM
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inhibiert die TCR-stimulationsabhidngige Integrinaktivierung. Die Phosphatidylinositol-
monophosphat bindende PH-Domine von RIAM ist fiir eine Rekrutierung des aktiven
Rapl nicht ausreichend. Die Aktivierung von Rapl ist von SKAPS5 unabhingig, fiir die
Lokalisation an die Plasmamembran wird jedoch SKAPS55 benétigt [41, 108]. Der
ADAP/SKAPS55/RIAM/Rap1-Komplex erfiillt die TCR-abhédngige Aktivierung und
Rekrutierung nur in Anwesenheit von SLP76. Wohingegen die CXCR4-Chemokin-
abhingige Rekrutierung des Komplexes und Integrinaktivierung kein SLP76 benotigt [72].
Die Griinde fiir die beobachteten Unterschiede der Signalwege bei den verschiedenen

Rezeptor-Stimuli sind unbekannt.

Fiir die Interaktion des SKAPS55 mit RAPL wurde die C-terminal gelegene SARAH (Sav-
Rassf-Hpo)-Domine, die mit dem N-Terminus von SKAPSS interagiert, beschrieben [41].
In ADAP- und/oder SKAPS55-defizienten Zellen wurde von Raab et al. keine
Membranlokalisation von RAPL beobachtet [115]. Die Lokalisation von RAPL an die
Plasmamembran ist von einem anti-CD3-Stimulus abhéngig. Die Lokalisation nach
Stimulation wird durch Mutation der SKAP55 PH-Doméne (Mutation: R131M, Inhibition
der potentiellen Phospholipidbindung) oder Inhibition der PI3-Kinase unterbunden. Die
konstitutive Lokalisation von SKAPS55 an der Plasmamembran durch Myristylierung fiihrt
zu einer TCR—stimulationsunabhéngigen Rap1-Lokalisation und LFA-1-Aktivierung [115].

Zusammengefasst wird fiir die TCR- oder Chemokin-abhédngige Integrinaktivierung in T-
Lymphozyten die Rekrutierung aktiver Rap1-GTPase an die Plasmamembran benétigt. Die
Lokalisation von Rapl ist abhingig von der Formierung eines Komplexes aus ADAP und
SKAPS5S5, der Rekrutierung des Komplexes an die Plasmamembran sowie der Assoziation

der Rapl-bindenden Molekiile RIAM bzw. RAPL an SKAPS5S5.

Die Komplexformierung von ADAP und SKAPS5 sowie der molekulare Rekrutierungs-

bzw. Regulierungsmechanismus soll in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht werden.
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1.11.1 Phosphoinositide / Lipidmodifikation
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Abbildung 9: Phosphatidylinositolphosphat und die wichtigen natiirlich vorkommenden Phosphat-
modifizierungen. Pfeil-Beschriftung bezeichnet die modifizierenden Kinasen bzw. Phosphatasen.
Farblich unterlegt sind die bindenden Domiinen-Typen. Abbildung modifiziert nach [116]

Zellmembranen stellen zum einen Barrieren dar, die eine Kompartimentierung von Zellen
und Zellorganellen erlauben, zum anderen wird an ihnen eine Vielzahl zelluldrer Prozesse
durchgefiihrt. Insbesondere die Signalweiterleitung ist ein Prozess von hohem Interesse. In
Sdugetieren bestehen die sauren Phospholipide der Zellmembranen aus Phosphatidylserin
(PS), Phosphatidylsdure (PA) und Phosphatidylinositol. FEin geringer Teil der
Phosphatidylinositole ist an Position 3, 4 bzw. 5 des Inositol-Zuckerrings phosphoryliert
(Abbildung 9). Phospholipide machen einen Anteil von weniger als 1 % der Zellmembran
aus [116, 117]. Der Phosphorylierungsgrad sowie der Anteil der unterschiedlichen
Phospholipide in der Membran sind stark vom Zelltyp und dem Zustand der Zelle
abhingig. Phosphatidylinositole haben Funktionen als sekundédre Botenstoffe sowie als

Ankerpunkte fiir das Zytoskelett.

Bei der T-Zell-Aktivierung wird durch die PI3-Kinase (PI3-K, Phosphatidylinositol-3-
Kinase) vermehrt PIP3 (Phosphatidylinositol-(3,4,5) Phosphat) gebildet, siche Abbildung 9
[62, 118]. PIP3 konzentriert sich in der Kontaktzone von T-Zelle und Antigen
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prasentierender Zelle [119]. Mutationen der PI3-Kinase zeigen eine Verminderung der

Migration, Proliferation sowie der Entwicklung der Lymphozyten [120].

Das an der Plasmamembran durch PI3-Kinase gebildete 3’-Inositolphosphat dient u.a. als
ein Ankerpunkt bzw. erfiillt eine Rekrutierungsfunktion insbesondere fiir Proteine mit PH-
Domainen. Die Domédne wurde erstmals im Protein Pleckstrin beschrieben [60, 121-123].
Die nur in Eukaryonten vorkommende Doméne wird in mehreren Proteinen der T-Zell-

Aktivierung gefunden, z.B. Akt, Lnk, PLCy1, Vav und SKAP55 sowie SKAP-HOM.

1.12 Elektronenmikroskopie (EM)

Das Transmissionselektronenmikroskop (TEM) nutzt zum Abbilden des Objektes die
Elektronen, die das Préparat durchstrahlt haben. Mit dem TEM lassen sich Strukturen mit
atomarer Auflosung von 0,2 nm bis hin zu ganzen eukaryotischen Zellen von bis zu 100
pum darstellen. Limitierend ist die Dicke des Préiparats, da sie die Durchldssigkeit fiir die
Elektronen begrenzt. Auch die Stabilitit des Objektes ist entscheidend, da es in der
negativen Kontrastfarbung im Vakuum dehydriert vorliegt. Zusétzlich kann es durch
Wechselwirkungen mit Elektronen zu Schidden an der Struktur kommen. Fiir biologische
Proben ist zusitzlich die Probenpréparation fiir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen

entscheidend.
1.12.1 EM- Einzelpartikelaufnahmen und Prozessierung fiir die Rekonstruktion

Die 3D-Rekonstruktion von Einzelpartikeln basiert auf Aufnahmen des Partikels aus
unterschiedlichsten Perspektiven und der Rekonstruktion des Partikels aus diesen

unterschiedlichen Aufnahmewinkeln.

Die Partikel nehmen zufdllige unterschiedliche Orientierungen auf dem elektronen-
mikroskopischen Netzchen ein, wenn sie nicht durch Interaktion mit dem Trager bzw.
dessen Beschichtung eine bevorzugte Richtung einnehmen (siche Abbildung 10, B). Bei
der Transmissionselektronenmikroskopie wird die Partikeldichte durch Projektion zwei-
dimensional abgebildet. Um den Kontrast zwischen Partikel und dem Hintergrund zu
erh6hen, werden Schwermetallsalze verwendet. Die Salze filhren zu einer stirkeren
Streuung des Elektronenstrahls, dadurch erscheinen die eingebetteten Makromolekiile
gegeniiber dem Hintergrund heller. Dieses Verfahren wird als Negativkontrastierung

bezeichnet.
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Abbildung 10: Partikelrekonstruktion in der Elektronenmikroskopie. A) Beispielpartikel, B) oben:
unterschiedliche Orientierungen des Partikels, unten: Projektionen der Dichte dieser Partikel, C)
Partikel auf dem elektronenmikroskopischen Triger, D) 1. ausgeschnittene Partikel aus C, 2.
orientierte und zentrierte Partikel (aligniert), 3. klassifizierte Partikel, 4. gemittelte Bilder der Klassen,
E) Euler-Winkel der einzelnen Klassen, F) Partikeldichte-Rekonstruktion durch Riickprojektion der
Klassen oder Einzelbilder den Euler-Winkeln entsprechend, nach [124].

Elektronenmikroskopische Aufnahmen weisen ein nur geringes Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis auf. Um ein besseres Verhéltnis zu erlangen, werden verschiedene
Einzelaufnahmen gemittelt. Um sie miteinander vergleichen bzw. mitteln zu koénnen,
werden die einzelnen Partikelansichten extrahiert (sieche Abbildung 10: C, D 1) und
ausgerichtet (Alignment), (D 2). Die Einzelaufnahmen, die sich am &hnlichsten sind,
werden in Klassen gruppiert und gemittelt. Abbildung 10, D Nummer 3 zeigt die Einzel-
partikel einer Klasse. In Abbildung 10, D Nummer 4 sind die Klassenmittel dargestellt.
Diese zeigen das durch Mittelung verbesserte Signal-zu-Rausch-Verhéltnis [124]. Diese

Klassenmittel werden fiir die initialen Strukturberechnungen verwendet.

1.12.2 Einzelpartikelrekonstruktion

In der ,,common lines“-Methode werden die gemittelten Klassen der unterschiedlichen
Ansichten verwendet. Basierend auf dem Projektionstheorem, beschreibt jede Projektion
des Objektes eine Ebene im Fourierraum [125]. Dementsprechend stehen zwei
unterschiedliche Projektionen des Objektes flir zwei verschiedene Ebenen im Fourierraum,
die eine gemeinsame Schnittgerade besitzen (die ,,common line). D.h. durch Ausrichtung
der gemeinsamen Schnittgeraden der fouriertransformierten Projektionen im Fourierraum

wird ihre Ausrichtung (Euler-Winkel) der Projektionen im realen Raum zueinander
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bestimmt. Hierdurch werden die Euler-Winkel, d.h. die Orientierung der Aufnahmen
zueinander, bestimmt. Durch Riickprojektion werden die einzelnen Klassen entsprechend
ihres Euler-Winkels projiziert. Daraus ergibt sich die Dichterekonstruktion des Partikels
(siche Abbildung 10, E, F). Durch iterative Verfahren, wie z.B. der erneuten
Klassifizierung, basierend auf dem initialen Modell sowie der Projektion der einzelnen
Bilder anstelle der Klassen und der Anwendung von Symmetricoperationen, wird die

Qualitét des rekonstruierten Modells des Partikels erhoht.

1.13 Kernmagnetische Resonanz (NMR)

Die kernmagnetische Resonanz (NMR, Nuclear Magnetic Resonance) beruht auf dem
Verhalten des FEigendrehimpulses (Spin) von Atomkernen in einem Magnetfeld.
Entscheidend fiir magnetisch aktive Kerne ist eine Spinquantenzahl ungleich 0.
Demzufolge kommen fiir die NMR-Spektroskopie von Biomolekiilen die 'H-, PC-, PN-
und *'P-Atome in Frage. Aufgrund der geringen natiirlichen Haufigkeit werden die Isotope
C und N bei rekombinanten Proteinen in E. coli durch Zugabe in sogenanntem

Minimalmedium substituiert.

Im homogenen Magnetfeld richten sich Kernspins aus und fiihren mit der sogenannten
kerntypischen Larmorfrequenz eine Kreiselbewegung um die Magnetfeldrichtung aus.
Kerne mit einer Spinquantenzahl von %2 nehmen zwei Zustinde ein. Durch Einstrahlung
von elektromagnetischen Wellen werden Ubergiinge zwischen den Energieniveaus
induziert, wenn der Resonanzfall vorliegt. Resonanz tritt ein, wenn die eingestrahlte
Frequenz der Larmorfrequenz entspricht, die bei modernen Spektrometern fiir Protonen
zwischen 300 - 1000 MHz liegt. Wahrend der Relaxation kehren die Kern-Spins in den
Gleichgewichtszustand zuriick. Dies wird als FID (Free Induction Decay, freier

Induktionszerfall) bezeichnet und von einer Spule detektiert.

Die chemische Umgebung des Atomkerns bestimmt, wie stark das angelegte Magnetfeld
auf den Kern wirkt. Daraus resultieren die unterschiedlichen Resonanzbedingungen der
Kerne. Diese Unterschiede werden als chemische Verschiebung bezeichnet und auf die
Larmor-Frequenz einer Referenzsubstanz bezogen und in ppm (parts per million)

angegeben.

Durch die Abfolge definierter Pulse und inkrementierbarer Wartezeiten zwischen ihnen
konnen Magnetisierungen {iibertragen werden und dadurch Korrelationen zwischen

Atomkernen in mehrdimensionalen Spektren dargestellt werden.
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1.13.1 1H-15N-Heteronuclear-Single-Quantum-Coherence (HSQC)-Experimente

Abbildung 11: Das 'H-"N-HSQC-Experiment. Die Detektion der NH-Resonanz erfolgt durch
Anregung des Protons, mit anschlieBendem Transfer der Magnetisierung auf das Stickstoffatom und
Riicktransfer auf das Proton zur Detektion (griiner Doppelpfeil). Die in den NMR-Spektren
detektierten Atomkerne sind rot eingefirbt. Die NH-Resonanzen des Proteinriickgrates werden
unabhingig voneinander aufgenommen. Jede Aminosiure mit Ausnahme des Prolins erzeugt eine NH-
Resonanz im 'H-""N-HSQC-Spektrum. Abbildung modifiziert [126].

Im zweidimensionalen 'H-"’N-HSQC-Spektrum wird die Frequenz des Amidprotons mit
der Frequenz des Stickstoffatoms verkniipft (Abbildung 11). D.h. jedes Signal resultiert aus
einer Bindung eines Protons an ein Stickstoffatom. Fiir jede NH-Gruppe des
Proteinriickgrates der einzelnen Aminosdure wird ein Signal im Spektrum erzeugt. Dies
ermoglicht die Untersuchung eines Peptids oder Proteins bezogen auf die jeweilige
Aminosdure. Eine Ausnahme stellt das Prolin dar, welches aufgrund des fehlenden Protons
im Riickgrat nicht detektiert wird. Die Aminosduren Asparagin, Glutamin, Tryptophan und
Histidin erzeugen zusitzliche Resonanzen, die aus der NH,- bzw. NH-Gruppe der

Seitenkette im Spektrum resultieren.

Das 'H-"’N-HSQC-Experiment wird in der Protein-NMR sehr hiufig verwendet, da es
verhdltnisméBig schnell aufgenommen werden kann und jede Aminosdure mit den oben
genannten Einschrinkungen ein Signal erzeugt und nur ein zusitzliches Isotop (°N)
benotigt wird. AuBerdem zeigen gefaltete Proteine ein disperses Spektrum, das bedingt
Aussagen iiber vorherrschende Sekundérstrukturelemente ermoglicht. Durch sensitive
Resonanz-Verschiebungen konnen Riickschliisse auf strukturelle Anderungen oder

Bindungen von Liganden gezogen werden.
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1.13.2 Triple-Resonanz-Experimente fiir die sequentielle Signalzuordnung

Um die Signale des 'H-""N-HSQC-Spektrums der entsprechenden Aminosiure
zuzuordnen, werden Triple-Resonanz-Experimente eingesetzt. Hierfiir werden neben den
Protonen die '°N- und "*C-Isotope verwendet. Das grundsitzliche Vorgehen beinhaltet die
sequentielle Zuordnung benachbarter Aminosduren zueinander. Durch Korrelation von
Kernspins des Proteinriickgrates sowie ggf. der Cg-Atome wird die vorhergehende bzw.

nachfolgende Aminosédure zugeordnet (siche Abbildung 13).

Es werden jeweils Spektrenpaare aufgenommen, deren Bezeichnung der Reihenfolge der
iibertragenen und detektierten Atomkerne folgt (siche Abbildung 12, rote Atomkerne).
Wird die Magnetisierung ohne Detektion transferiert, werden die entsprechenden
Atomkerne zusitzlich in Klammern eingeschlossen (siche Abbildung 12, blaue

Atomkerne).

Fir die Erhéhung der Sensitivitit werden fiir die Anregung sowie Detektion die 'H-
Atomkerne verwendet. Dies begriindet sich in der hohen Empfindlichkeit der Protonen im
NMR, die sich im sogenannten gyromagnetischen Verhéltnis ausdriickt. Die Anregung
erfolgt meist iiber das Amidproton und wird auf die anderen Atomkerne lbertragen.
AnschlieBend wird es wieder zuriick transferiert, um es durch das Amidproton auszulesen.
Dies wird als inverses heteronukleares Experiment bezeichnet und ist in Abbildung 12 als
Pfeil mit zwei Spitzen dargestellt. In den CBCANH- sowie CBCA(CO)NH-Experimenten
ist eine Anregung und Detektion auch bei einem unidirektionalen Magnetisierungstransfer

moglich. Das wird durch einen einfachen Pfeil verdeutlicht.

28



1. Einleitung

HN(CO)CA
1HN ” 15N _Hca
i i 1
HNCO HN(CA)CO
1HiN - 15Ni _13(:(:)i_1 1H‘N - 15Ni _1BCOi
1H1N _ I5Ni '13C0i.1
CBCANH CBCA(CO)NH

1HiN _ 15N‘ _13cui/13cﬂ‘
1HiN o 15Ni _13cui71/13cﬁi71

1HiN _ 15Ni _WSCumlﬁcﬂH

Rest i-1 Rest i

Abbildung 12: Darstellung von 3D-NMR-Experimenten zur Zuordnung aufeinander folgender
Aminosiiuren. Gezeigt sind zwei durch Peptidbindung verkniipfte Aminosiuren mit vereinfachter
Darstellung der Seitenketten. Glycin stellt aufgrund des fehlenden Cyg-Atoms einen Sonderfall dar. Die
in den NMR-Spektren detektierten Atomkerne sind rot eingefirbt, die zur Ubertragung der
Magnetisierung genutzten Atomkerne blau. Die mit A gekennzeichneten Experimente geben fiir die
NH-Frequenz des Riickgrates Signale der vorhergehenden Aminosiure, die mit B bezeichneten
Experimente geben Resonanzen fiir die vorhergehende sowie die eigene Aminosiure. Die Pfeile
beschreiben den Verlauf der Magnetisierung. Pfeile mit zwei Spitzen bedeuten einen anschliefenden
Riicktransfer der Magnetisierung zum H"-Atom. Abbildung modifiziert [126].

Im HNCA-Experiment wird die Magnetisierung vom Amidproton auf das Stickstoffatom
(1. Dimension) und anschlieBend auf das CA, also C, sowie C,"' (2. Dimension),
iibertragen. In der dritten Dimension wird die Resonanzfrequenz der C,-Atome
zuriicktransferiert und am Amidproton ausgelesen. Durch gezielten Magnetisierungs-
transfer und selektive Anregung des Carbonyl-Kohlenstoffs Co im HN(CO)CA ist eine
alleinige Detektion der Resonanzfrequenz des vorhergehenden C,-Atoms mdglich. Wie
Abbildung 13 zeigt, ermdglicht die Uberlagerung der beiden einzelnen Spektren die
Identifikation der Frequenz des eigenen C,' -Atoms bzw. die Frequenz des vorhergehenden
Cai']-Atoms. Dadurch lassen sich die C,-Resonanzen sowie die korrespondierenden NH-

Resonanzen sequentiell zuordnen.
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1. Einleitung

A B C

HNCA HNCA

|HN = \5N _13cu
‘H.N N ‘5N. _13Cul‘

HN(CO)CA
IHIN o \SNI _WECHM

HN(CO)CA wed
® HNCA
:\!

Rest i-1 Rest i }:N(CO)SA b 'Hq—T

Abbildung 13: Sequentielle Zuordnung von NH-Resonanzen im Triple-Resonanzspektrum. A) Im
HNCA-Spektrum werden neben der NH-Resonanz auch die Frequenzen der C,-Atomkerne der
eigenen Aminosiure sowie der Vorliufer-Aminosiure detektiert. Das HN(CO)CA-Spektrum detektiert
nur die C,-Resonanz der vorhergehenden Aminosiure fiir die entsprechende NH-Resonanz (rot:
detektierte Atomkerne, blau: Ubertragung der Magnetisierung). B) Ausschnitte des Triple-
Resonanzspektrums entlang der "H-C-Ebene zeigen im HNCA-Spektrum die Resonanzen des eigenen
sowie des Vorliufer-C,-Atoms; im HN(CO)CA werden nur die Resonanzen der vorhergehenden
Aminosiure detektiert. C) Uberlagerung der Spektren ermoglicht Zuordnung der eigenen C,-
Resonanz sowie Identifikation der Vorlidufer-Aminosiure mit der entsprechenden Frequenz fiir das C,-
Atom.

Die Zuordnung der Resonanzen zur Aminosduresequenz erfolgt anhand von
charakteristischen Verschiebungen der C,-sowie Cp-Atome. Proline geben aufgrund der
fehlenden Amidprotonen keine Signale und konnen auf diese Weise nicht zugeordnet

werden.

Fir die Detektion der Cp-Kernspins werden die CBCANH- und CBCA(CO)NH-Spektren
aufgenommen. Das HNCO- und HN(CA)CO-Spektrenpaar  bestimmt  die
Resonanzfrequenz des Kohlenstoffs der Carbonylfunktion des Riickgrates. Insbesondere
unterstiitzt es die Zuordnung von aufeinanderfolgenden Resonanzen, wenn in den iibrigen
Spektrenpaaren keine genaue Zuordnung erfolgen kann, z.B. bei sich iiberlappenden
Frequenzen @ im  HNCA/HN(CO)CA- oder bei fehlenden Signalen im
CBCANH/CBCA(CO)NH-Spektrenpaar. Durch Kombination der unterschiedlichen

Spektrenpaare erfolgt die sequentielle und sequenzspezifische Zuordnung der Resonanzen.
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2. Zielsetzung

2. Zielsetzung

Die Proteine ADAP und SKAPS55 wurden als Adapterproteine in T-Zellen identifiziert, die
malgeblich an der Signaltransduktion der Integrin-vermittelten Adhdsion beteiligt sind. In
dem als Inside-out-Signaling bezeichneten Prozess kommt der Integrinaktivierung durch
Rekrutierung der kleinen GTPase Rapl an die Plasmamembran nach T-Zell-Aktivierung
eine zentrale Rolle zu. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die molekulare Assemblierung
und den Mechanismus der Membranrekrutierung des ADAP-SKAPS55-Komplexes zu
verstehen. Fiir die Untersuchung der Komplexbildung sollten die Proteine rekombinant in
Insektenzellen exprimiert und aufgereinigt werden. Nach erfolgreicher Préparation des
Proteinkomplexes sollte dieser in Hinblick auf seine Quartirstruktur néher charakterisiert

werden.

Insbesondere sollten dabei die mdgliche Dimerisierung oder Oligomerisierung des
Komplexes mit Hilfe verschiedener Methoden aufgekliart und die fiir die Ausbildung
hohermolekularer Komplexe verantwortlichen Strukturelemente charakterisiert werden.
Die in SKAP55 befindliche PH-Doméne sollte hinsichtlich ihrer Lipidbindungs-
eigenschaften mittels der NMR-Spektroskopie analysiert werden. Mdogliche Lipid-
Kopfgruppen-Spezifititen sollten hinsichtlich ihrer Funktion im Kontext der Signalwege

bei Adhdsion und Migration interpretiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Allgemeine Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen dem Reinheitsgrad ,,pro analysis“ (p.a.) und
wurden, wenn nicht anders benannt, von Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe oder

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze bezogen.

3.1.2 Spezielle Chemikalien
3.1.3 Isotope

15N—NH4C1, Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, USA
15N—Lysin, Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, USA
'*N-Phenylalanin, Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, USA
>N-Leucin, Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, USA
13C—Glucose, Campro Scientific GmbH, Berlin

3.1.4 Phosphoinositolphosphate und Inositolphosphate

IP3, Ins(1,4,5)P3, D-myo-Inositol-1,4,5-triphosphat Natriumsalz,
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, GmbH, Seelze

IP4, Ins(1,3.4,5), D-myo-Inositol-1,3,4,5-tetraphosphat Natriumsalz
Echelon Bioscience Inc., Salt Lake City, USA

PIP2-C4, P1(4,5)P2 diC4, 1,2-Dibutanoyl-sn-glycero-3-phospho(1'-myo-inositol-4',5'-
diphosphat) Natriumsalz
Echelon Biocience Inc., Salt Lake City, USA

PIP3-C4, P1(3,4,5)P3 diC4,
1,2-Dibutanoyl-sn-glycero-3-phospho(1'-myo-inositol-3',4",5'-triphosphat) Natriumsalz
Echelon Biocience Inc., Salt Lake City, USA

PIP3-C8, P1(3,4,5)P3 diC8,
1,2-Dioctanoyl-sn-glycero-3-phospho(1'-myo-inositol-3',4',5'-triphosphat) Natriumsalz
Cayman Chemical Company, Michigan, USA
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3.1.5 Oligonukleotide und Expressionskonstrukte

VOVVDVOVOVVVDVVVOOILVOOVVDOIIVDDIOVOVOD
DDVVOVIVOVOVVODLVIVOVVVD DOLVODOVOVID
LIDVVVOVVOVVLLIOOLVOVOLOODVILLIOODVVOVDILIODLVOD
DILIDDIIDIOLVOVOOVOIIIIILVODIVOV)
DOHILODODIIDVOIIDIDHDODDIVIODIVODOVOVD
LIODIOVODIODILLLOOIDLIDIVIOILVODIVOV)
DOVIOIDHVIOVOVVDDOLLVOVOIVOIILVODOVDVD
DIVVOVVVOLLIOVOLLLLLIOIOVIOIOIDHDVIDLVID
DOOHOOVOVVIVIVVVDIDOIVOOILVDOVOVDO

ODLLIIOODDIIDIOIOHDIODDIVIOLOIDDVIDLVID
DDVVOVOVVVDIOIIVIIODDILVIILVODOVOVD)
DDVOIDILVOVIVOIDILIVOLIOHVIOIOODOVIDIVOD
DOVIOVOOIVIOVIOVOIDLVIOILVODIVOV)
DOLIDVIDIDIVIIDVODIVIDVIODDIVVVD
DOVVVOLLOVIOLIDILLIOIVOIOIVIODOVOV)
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(SunionuaLi()-, ¢ - <) zuanbag

MF-L9t IVAV THWed
MI-09% JVAV THWed
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MQ-[S-6L6-dVAV
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3.1.6 Expressionskonstrukte
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3.1.7 Bakterienstaimme

E.coli XL1-Blue wurde fiir molekularbiologische Arbeiten verwendet, da dieser Stamm
Endonuclease- und rekombinationsdefizient ist. (Stratagene corporation, La Jolla,
Kalifornien, USA), Genotyp: F recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac mit
Episom [ proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)].

E. coli BL21(DE3) wurde fiir die Proteinexpression verwendet. Dieser Stamm beinhaltet
IPTG induzierbare T7-Polymerase. (Stratagene corporation, La Jolla, Kalifornien, USA).
Genotyp - fhuAd2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS A DE3 = 1 sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin).

E. coli DH10Bac wurde fiir die Produktion rekombinanter Baculoviren verwendet. Dieser
Stamm enthélt den Baculovirus-Shuttle-Vektor. (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA)
Genotyp : F— mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 recAl endAl araD139
(ara, leu) 7697 galU galK— rpsL nupG /[pMON14272 / pMON7124

E. coli DL39 (DE3) wurde fiir die selektive Aminosduren-Markierung verwendet. Der
Stamm wurde von Prof. Dr. Volker Détsch, Universitéit Frankfurt bezogen und enthilt eine
intrinsische Kanamycin-Resistenz.

Genotyp : F-, LAM-, aspCl3, fur-25, rph- 1, ilvEI2, tyrB507, gal 1 (DE3),
lacl::PlacUV5::T7 genel. Der Stamm ist durch fehlende Transaminasen auxotroph fiir

Phenylalanin, Tyrosin, Aspartat, Leucin, Isoleucin und Valin.

3.1.8 Bakterienmedien
3.1.8.1 2xYT

Fiir die Expression von nicht mit Isotopen markierten Proteinen wurde das 2xYT-Medium

der Firma Carl Roth, Karlsruhe verwendet.

Chemikalie Konzentration
Trypton 16 g/l
Hefeextrakt 10 g/l
Natriumchlorid | 5 g/l

pH-Wert: 7,0 £0,2
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3.1.8.2 M9-Minimalmedium

Fiir die Isotopenmarkierung von Proteinen in E.coli fir die Kernspinresonanzspektroskopie

wurde M9-Minimalmedium mit 15N-NH4C1 bzw.*C-Glucose verwendet.

Spurenelemente (100x)
Chemikalie | Konzentration
EDTA 13,4 mM
FeSO4 1,8 mM
ZnCl, 0,367 mM
CuSOq, 0,04 mM

Stocklosungen fiir M9 Minimalmedium

M9 Minimalmedium (1 Liter)

M9 Konzentrat (10x)
Chemikalie Konzentration
FeSO, 1,8 mM
ZnCl, 0,367 mM
CuSOq, 0,04 mM

Komponente Menge Sterilisierungsmethode
M9 Konzentrat (10x) 100 ml autoklaviert
Spurenelemente (100x) 10 ml autoklaviert
MgSO4[1M] 1 ml autoklaviert
CaCl, [IM] 0,3 ml autoklaviert
Glucose [40 %]/ PC-Glucose 10 ml/2g | autoklaviert / sterilfiltiert
Thiamin/HCI [ Img/ml] 1,5 ml autoklaviert
Biotin [ Img/ml] 15 ml sterilfiltiert
NH,CL/ "N-NH,Cl 05¢/05g sterilfiltriert

mit Aqua dest. auf 1000ml auffiillen

Tabelle 3: Pipettierschema fiir 1 Liter M9-Medium. Die fiir die *C- sowie "’N-Isotopenmarkierung zu
substituierenden Komponenten sind hervorgehoben.

3.1.8.3 SOC-Medium

Trypton 20 g/l

Hefeextrakt 5¢1
NaCl 0,5 g/l
KCI[1M] 2,5 ml/l

MgCl, [IM]

10 ml/1

Glukose [1M]

20 ml/1

Mit 970 ml Wasser auffiillen und autoklavieren. Vor Verwendung und Aliquotierung sterile

Glukose sowie steriles MgCl, zugeben.
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3.1.9 Gerite

Gerateart

Bezeichnung

Hersteller

Chromatographiesysteme

AKTA™_ Pyrifier

GE Healthcare, Miinchen

AKTA™.FPLC

GE Healthcare, Miinchen

Profinia Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Chromatographie-Siulen | HiLoad 16/60 GE Healthcare, Miinchen
Superdex 75

Superdex 75 10/300
GL

GE Healthcare, Miinchen

HiLoad 16/60
Superdex 200

GE Healthcare, Miinchen

Superdex 200 10/300
GL

GE Healthcare, Miinchen

GSTrap 4B (5ml)

GE Healthcare, Miinchen

HiTrap HP (5ml)

GE Healthcare, Miinchen

Strep-Tactin
Superflow Plus (5ml)

Qiagen, Hilden

Elektroporationsgeriit

Gene Pulser Xcell™

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Elektrophoresesysteme

Owl Separation

Separation Systems, Portsmouth, USA

Systems,

Mini-Protean 11 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

XCell Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

SureLock™Mini-Cell | Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
Elektrophoresesystem TransBlot SD Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
fiir Western-Blot-
Transfer
Fliissigkulturenschiittler | Multitron II Infors AG, Battningen, Schweiz
Fluorimeter LS50B Perkin Elmer Inc., Waltham, USA
Heiz- und Kiihlblocke Thermomixer comfort | Eppendorf GmbH, Hamburg

Block Heater Bibby Scientific Limited, Staffordshire,

Vereinigtes Konigreich

CHB-202 Bioflux-Bioer, Tokyo, Japan
Thermozyklator Epgradient S Eppendorf GmbH, Hamburg
Real-Time-PCR-System | 1Q5 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
pH-Meter Seven Easy Mettler-Toledo GmbH, Giessen

pH-Meter 766

Knick Elektronische Messgerite,
GmbH & Co. KG, Berlin

Spannungsquellen PowerPac 300 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
E802 Consort, Turnhout, Belgien

Plattenreader Saphire Microplate Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Schweiz
Reader

Spektralphotometer Ultrospec” Amersham, GE Healthcare, Miinchen
NanoDrop® ND-1000 | NanoDrop Technologies

LLC,Wilmington, USA
Ultraschallger:it Sonifier W250D Branson Ultrasonics Corp. , Danbury,

USA
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Geriateart

Bezeichnung

Hersteller

Dokumentationsanlage

Intas

Intas GmbH, Géttingen

Vortex-Schiittler

Vortex Genie 2

Bender & Hobein GmbH, Ziirich,
Schweiz

Waagen TP-214 Denver Instrument, Denver, USA
EW 1500 Kern & Sohn GmbH, Balingen
Wasseraufbereitung arium” 611UV Sartorius Stedim Biotech S.A.,
Aubagne Cedex, Frankreich
Zentrifugen Avanti J-25 Beckman Coulter, Fullerton,
Kalifornien, USA
TLX Ultracentrifuge Beckman Coulter, Fullerton,
Kalifornien, USA
Centrifuge 5415R/D | Eppendorf-Netheler Hinz GmbH,
Hamburg
Centrifuge 5804R Eppendorf-Netheler Hinz GmbH
Centrifuge 5810R Eppendorf-Netheler Hinz GmbH
Zell-Inkubator Thermo Forma, Thermo Scientific Inc., Asheville, USA
Model: 3951
Zell-Magnetriihrer CELLSPIN INTEGRA Biosciences AG, Schweiz
DLS Geriit Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments Ltd.,
(532 nm Laser) Worcestershire, England
Grofigerite:
Elektronenmikroskop CM100 Philips, Eindhoven, NL,
Kathode: 100 kV LaB6
CCD-Kamera: 1k x1k Fastscan TVIPS,
Gauting
Standort: Max-Planck-Institut fiir
Molekulare Genetik, Berlin
Elektronenmikroskop Tecnai Spirit FEI, Eindhoven, NL

Kathode: 120 kV LaB6
CCD-Kamera: 4kx4k Eagle, FEI
Standort: Max-Planck-Institut fiir
Molekulare Genetik, Berlin

NMR-Spektrometer Bruker Avance Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten

700MHz Standort: Freie Universitit Berlin,
Institut fiir Chemie und Biochemie,
Berlin-Dahlem

NMR-Spektrometer Bruker DRX Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten

600Mhz

Standort: Leibniz-Institut fiir
Molekulare Pharmakologie, Berlin-
Buch

Tabelle 4: Verwendete Gerite
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3.1.10 Software

Anwendung

Name

Hersteller/ Referenz

In silico-Analyse von DNA- und
Proteinsequenzen (MW, IEP)

Vector NTI Advance ™ 11

Invitrogen Corporation, Carlsbad,
USA

DNA-Sequenzierungsauswertung

Vector NTI Advance ™ 11
/ ContigExpress

Invitrogen Corporation, Carlsbad,
USA

EM-Datenprozessierung,
Strukturberechnung

Spider

[127]

Auswertung von Real-Time-PCR-
Daten fiir Baculovirus-
Titerbestimmung

IQ 5 Standard Edition
Version: 2.0.148.60623

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA

Auswertung der analytischen
Gelfiltrationsldufe, Steuerung der
Akta-Geriite

Unicorn 5.11

GE Healthcare, Miinchen

NMR-Spektrenauswertung,
Assignment, Abbildungen

CCPN-Analysis

[128]

DLS-Auswertung

DTS, Dispersion
Technology Software,
Version: 5.03

Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, England

NMR-Spektrenaufnahme und TopSpin Bruker BioSpin GmbH,
Prozessierung Rheinstetten
Kp-Wert-Modellierung Origin 6.0 Microcal, GE Healthcare,

Northampton, USA

Datenaufnahme Safire -Gerét

Xluor4, Version 5.1 (in
MS Excel implementiert)

Tecan Group Ltd., Ménnedorf,
Schweiz

Molekiildarstellung

PyMol, Version 1.4

Schrédinger LLC, Portland, USA

Molekiildarstellung,
Homologie-Modell

Swiss-PDB Viewer

[129]

Tabelle 5: Verwendete Software

3.1.11 Antikérper

Bezeichnung Gerichtet gegen Bezugsquelle
Anti-FYB, SLAP 130, Maus ADAP BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
. Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
SKAPSS, C-17, Ziege SKAPS55 Cruz, USA
. Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
SKAPSS, N-19, Ziege SKAPS55 Cruz, USA
SKAPS5S, SK 13 B mAK, Ratte | SKAP55 Dr. S. Kliche, Universitit Magdeburg
DOCK?2, Kaninchen DOCK2 Dr. S. Kliche, Universitit Magdeburg

3.1.12 Aligemeine Puffer

PBS-Puffer: 140 mM NaCl; 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, pH=7.4

bei RT

TBS-Puffer: 20 uM Tris/HCI, 150 uM NaCl, pH=7,4 bei RT
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3.2 Methoden
3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.2 PCR-basierte Klonierung

Zur Herstellung eines Vektors mit gewlinschtem Protein oder Proteinfragment wurde
mittels PCR eine Zielsequenz durch PCR amplifiziert. Hierbei diente ein entsprechendes
DNA-enthaltendes Plasmid als Matrize. Wihrend fir ADAP-Konstrukte das in der
Arbeitsgruppe Protein Engineering (AG Freund) vorhandene Plasmid pFastBacl als
Template verwendet wurde, wurden fiir die folgenden Konstrukte Plasmide von Dr. S.
Kliche (Institut fiir Molekulare und Klinische Immunologie, Universitit Magdeburg)
verwendet: fiir SKAPS55 das Plasmid pEF BOS3-SKAPSS, fiir MST1 das Plasmid pDNR-
hMST1 und fir RAPL das Plasmid pGEX 4T-RAPL. Das PCR-Produkt wurde im
Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend aus dem Gel isoliert. Mittels Restriktions-
Endonukleasen wurde das PCR-Produkt sequenzspezifisch hydrolysiert. Der Vektor wurde
ebenfalls mit kompatiblen Nukleasen behandelt, also bindungs-kompatibel zum PCR-
Produkt. Um eine Religation des Vektors zu vermeiden, wurde dieser zuséitzlich
dephosphoryliert. Die proteinkodierende DNA wurde durch Ligation in den
vorbehandelten Plasmid-Vektor integriert und in kompetente E.coli-Zellen transformiert.
Die transformierten Zellen wurden auf Selektionsagarplatten kultiviert (siehe 3.2.8) und
anschlieBend einzelne Kolonien in Flissigmedium weiter kultiviert. Die Plasmid-DNA
wurde isoliert und ein Aliquot mit Restriktionsendonukleasen analysiert. Alternativ wurde
eine sogenannte ,,Kolonie-PCR* durchgefiihrt. Hierbei wurde die inserierte DNA direkt
durch analytische PCR mit Zellmaterial durchgefiihrt. Positiv identifizierte Klone wurden
kultiviert und Plasmid-DNA isoliert. Durch Sequenzierung der Plasmid-DNA (Eurofins
MWG Operon, Ebersberg und Seqlab Sequence Laboratories Gottingen GmbH,

Gottingen) wurde die mutationsfreie Integration bestétigt.

3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Reaktionsansitze enthielten je 50 ng Oligonukleotide als Primer sowie je 1 mM
dNTPs, 15 bis 100 ng Template-DNA und 2,5 U DNA-Polymerase. Die Reaktionen
wurden in 25 bis 35 Zyklen ausgefiihrt. Zu analytischen Zwecken wurde die Tag-
Polymerase von Thermus aquaticus verwendet, wihrend fiir Arbeiten mit hoher
Genauigkeit die Polymerase von Thermococcus kodakaraensis (KOD Hot Start, Novagen,
Merck KGaA, Darmstadt) verwendet wurde. Die Amplifikation wurde mit beheiztem

Heizdeckel (104 °C) und folgenden Programmen durchgefiihrt:
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Tagq-Polymerase KOD-Hot-Start-Polymerase
Polymerase- entfillt 98°C, 2 Minuten
Aktivierung
DNé- 94° C, 30 Sekunden 94° C, 30 Sekunden
Denaturierung
Primer- Primer-abhingig Primer-abhingig
hvbridisierun zwischen 50°C und 65°C zwischen 50°C und 65°C
y 8 fiir 30-45 Sekunden fiir 30-45 Sekunden
. 72° C, Léngen-abhingig 72°C, Langen-abhingig
Elongation pro 1000bp: 1 Minute pro 1000bp: 20 Sekunden
Abschliefiende 72°C, 5 Minuten 72°C, 5 Minuten

3.2.4 Agarosegelelektrophorese

Bei neutralem pH-Wert ist DNA polyanionisch. Dies ermdglicht die Auftrennung der DNA
im elektrischen Feld in Abhdngigkeit von der Nettoladung, Grofle, Form sowie Porengrof3e
des verwendeten Agarosegels. Es wurden fiir Fragmente und Plasmide groBer als 2000 bp
Agarose-Konzentrationen von 0,7 %, fir Fragmente kleiner als 500 bp Konzentrationen
von 2 % und fiir dazwischen liegende Grolen 1 %-ige Agarose verwendet. Die Agarose
wurde in TAE-Puffer aufgekocht und geldst. Zum Nachweis der DNA wurde die Losung
mit Ethidiumbromid in einer finalen Konzentration von 0,5 g pro Liter versetzt.
Ethidiumbromid interkaliert mit doppelstrangiger DNA und kann durch Anregung mittels
UV-Licht bei 254 nm durch Fluoreszenz detektiert werden. Zur Markierung der Lauffront
und Erh6éhung der Dichte der DNA-Proben wurden diese mit 1/10 Volumen DNA-
Probenpuffer versetzt. Dabei entspricht das Laufverhalten von Bromphenolblau einem
doppelstriangigen, linearisierten 300 bp-Fragment. Als Molekulargewichtsstandard wurde der
100bp- sowie 1000bp- Marker der Firma NEB verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei
einer Spannung von 8-15 V pro cm Gelbreite in TAE-Puffer. Nach Beendigung der
Auftrennung wurden in einem UV-Imager (INTAS, Géttingen) die Nukleinsdurebanden

sichtbar gemacht und mit einer CCD-Kamera fotografiert.
TAE-Puffer: 4,8 g 1-1Tris Base, 0,11 % Essigsdure, 10 mM EDTA, pH=8,0

10 x DNA-Proben-Puffer: 12 % (w/v) Glycerin, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau, in 1 x
TAE-Puffer

3.2.5 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde die DNA durch den Interkalator

Ethidiumbromid gefédrbt und mit einem Skalpell ausgeschnitten. AnschlieBend wurde mit
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dem Gelextraktionskit der Firma Qiagen GmbH (Hilden) das Gelstiick aufgelost und die
DNA reversibel an die Matrix eines Anionenaustauschers gebunden. Die Elution der DNA

von der Matrix erfolgte mit Wasser oder einem schwach alkalischen Puffer.

3.2.6 Restriktionsverdau von DNA

Préparativ fiir die Konstruktklonierung oder zur Analyse wurden 0,5 bis 10 ug DNA in
Volumina von 25-100 pul mittels Restriktionsenzymen fiir 1 bis 2 Stunden im Thermoblock
bei 37°C verdaut. Der Reaktionsansatz beinhaltete zu 10 % des Volumens 10x
konzentrierte Pufferlosung des Enzymherstellers, 1-2 U des bzw. der Restriktionsenzyme
sowie, falls fiir das Enzym erforderlich, 1 % (v/v) 100-fach BSA-Losung. Fiir die Auswahl
der Puffer bei der Verwendung von mehreren Restriktionsenzymen wurde nach den
Angaben des ,,.Double Digest Finder der Firma NEB verdaut. Fiir analytische
Anwendungen wurde der Restriktionsansatz mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
und ausgewertet (siche 3.2.4). Fiir Klonierungen wurde das Fragment entsprechender
GroBe entweder aus dem Gel isoliert (siehe 3.2.5) oder nach dem Verdau direkt mit dem

PCR-Aufreinigungskit der Firma Qiagen (Hilden) isoliert.

3.2.7 Ligation

Die Verkniipfung von restriktionsenzymatisch behandelten DNA-Fragmenten wurde mit
T4-DNA-Ligase (NEB) durchgefiihrt. Die Reaktion erfolgte in Volumina von 20-40 pl im
Puffer des Enzymbherstellers bei 16°C fiir mindestens 1 bis maximal 24 Stunden. Das
Insertionsfragment wurde in 3-fach bis zu 10-fach hoherer molarer Konzentration des
Vektors eingesetzt. Die Gesamt-DNA-Menge eines Ligationsansatzes betrug zwischen 0,02

und 1 pg DNA.

3.2.8 Transformation kompetenter E.coli-Zellen

Fiir die Hitzeschocktransformation chemisch kompetenter Zellen wurden die Zellen auf Eis
lagernd aufgetaut, mit bis zu 20 pl Plasmidldsung versetzt und fiir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Durch einen 45 Sekunden andauernden Hitzeschock bei 42°C und Abkiihlung
auf Eis wurde das Plasmid in die Zellen eingebracht. AnschlieBend wurden die
transformierten Zellen in SOC-Medium aufgenommen und wie nach der Elektroporation

behandelt.

Fiir die Elektroporation wurden elektrokompetente E. coli-Zellen auf Eis lagernd aufgetaut

und mit 0,5-1,5 pl Plasmid-Losung mit einer Gesamtmenge von bis zu 100 ng DNA
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versetzt. Anschlieend wurden die Zellen mit einem 1,8 kV-Puls in einer auf Eis
vorgekiihlten Elektroporationskiivette mit 1 mm Kathodenabstand elektroporiert. Nach
dem Puls wurden die Zellen zur Regeneration und Entwicklung der Resistenz in 1 ml
SOC-Medium aufgenommen und bei 37°C bei 300 rpm fiir 1 Stunde inkubiert und
anschlieend auf Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika zur Selektion ausplattiert.

Die Selektionsplatten enthielten 100 mg Ampicillin oder 35 mg Kanamycin pro Liter Agar.

3.2.9 Isolation hochreiner Plasmid-DNA aus E.coli

Fiir die Amplifikation und Isolation von Plasmid-DNA wurden XL1-blue E. coli-Zellen
verwendet. Die Anzucht erfolgte liber 7-14 Stunden bei 37°C und 180 rpm / min. Die
Zellen wurden bei 4000 g fiir 10 Minuten pelletiert und zur Aufreinigung mit den Mini-
und Midi—Préperationskits (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Hierbei werden die Zellen durch
alkalische Lyse aufgeschlossen, die Proteine sowie die chromosomale DNA durch
Prizipitation und anschlieBende Zentrifugation entfernt, die DNA an eine
Ionenaustauschermatrix gebunden und durch mehrere Waschschritte gereinigt.
Anschliefend wurde die DNA in einem leicht alkalischen Puffer oder mit Wasser von der

Matrix eluiert.

3.2.10 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Das Absorptionsmaximum von Basen in Nukleinsduren liegt im Bereich von 260nm.
Zur photometrischen Bestimmung doppelstrangiger DNA wurde die Absorption bei 260nm
bestimmt und die Konzentration wie folgt berechnet:

m
[dsDNA] = Asgonm * SOTg * V

[dsDNA]: Konzentration der doppelstringigen DNA, v: Verdiinnungsfaktor, Azeonm:
Absorption bei 260 nm
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3.3 Préaparative und analytische proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelectrophorese (SDS-PAGE)

Die von Laemmli entwickelte Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) [130] trennt Proteine nach ihrem scheinbaren Molekulargewicht in einem
elektrischen Feld. Durch die Anlagerung der SDS-Molekiile an ein Protein wird dieses
entfaltet. Zur vollstdndigen Denaturierung werden Disulfidbriicken durch Zugabe eines
Reduktionsmittels gedffnet. Die Mizelle aus SDS und Protein erscheint hierbei durch die
negativ geladenen SDS-Molekiile insgesamt negativ geladen.

Zur Trennung wird eine Polyacrylamid-Matrix als Molekularsieb eingesetzt, durch das sich
Proteine abhingig von ihrer Masse mit unterschiedlicher Geschwindigkeit im elektrischen
Feld bewegen. Die Dichte des Polymers ist abhéngig von der Konzentration des Monomers
und des Quervernetzers Acrylamid/N,N'-methylen-bisacrylamid (AMBA). Je grofler die

Massen der aufgetrennten Proteine sind, desto grofer sollten die Poren der Gelmatrix sein.

In der diskontinuierlichen PAGE wird die Proteinmischung zunéchst in einem Sammelgel
mit niedriger Dichte und geringem pH-Wert fokussiert. Beim Eintritt in das Trenngel
befinden sich die Proteine zwischen den lonen des Sammelgels und denen des Trenngels.
Dadurch wird die Trennung im Gel erhoht. Die Separierung von Proteinen mit
MolekulargroBen zwischen 5 und 160 kD wurde mit SDS-Polyacrylamidgelen im
diskontinuierlichen MiniPROTEAN II System der Firma Bio-Rad (Hercules, USA)
durchgefiihrt.

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 19 mM Glycin, 0,1 % SDS (m/v), pH=8,8
5 x SDS-Probenpuffer: 10 % (v/v) Glycerin, 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 3 % (w/v)
SDS, 0,5 % (w/v) Bromphenolblau, 62,5 mM Tris-HCI, pH=6,8

3.3.2 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen durch Western-Blotting

In der SDS-PAGE oder der nativen BN-PAGE aufgetrennte Proteine wurden
elektrophoretisch auf eine Membran transferiert und anschlieBend mit spezifischen
Antikdrpern nachgewiesen. Der Transfer wurde im Semi-Trocken-Verfahren durchgefiihrt.
Hierbei wurden fiir SDS-Polyacrylamidgele die Nitrozellulose-Membran sowie
Filterpapiere entsprechend der GroBle des Gelstiicks ausgeschnitten und mit Transferpuffer

dquilibriert. Der Aufbau, beginnend von der Anode zur Kathode, war wie folgt: zwei
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Lagen Filterpapier (Whatman Schleicher & Schuell, GB005), die Membran, das Gel sowie
drei weitere Filterpapiere, jeweils luftblasenfrei iibereinander geschichtet. Der Transfer

erfolgte bei 25 V fiir 45 Minuten.

Fiir Blue Native-Polyacrylamidgele wurde PVDF-Membran verwendet, die fiir 2 Minuten
mit Methanol aktiviert wurde. Der Transfer erfolgte fiir 1,5 h bei 25 V. AnschlieBend
wurden die Proteine zur Fixierung und Denaturierung auf der Membran 5 Minuten mit 8 %

Essigsdure behandelt und vor der Detektion mit TBS redquilibriert.
Transferpuffer: 48 mM Tris, 38 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol, 1,3 mM SDS

3.3.3 Immundetektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Die Detektion der Proteine auf der Membran erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde mit
einem fiir das Proteinepitop spezifischen Primdrantikdrper das Protein markiert.
AnschlieBend erfolgte der Nachweis durch einen gegen den Fc-Teil des Priméir-antikdrpers

gerichteten Fluoreszenzfarbstoff- oder enzymgekoppelten Zweitantikorper.

Nach dem Transfer des Proteins auf die Membran (siehe 3.3.2) wurde diese fiir 30 Minuten
bei Raumtemperatur im Blockierpuffer, bestehend aus 5 % Milchpulver in TBS-Puffer,
geschwenkt. Die Inkubation der Membran mit dem Primédrantikorper erfolgte entweder bei
8°C tiiber Nacht oder fiir 2 h in Inkubationspuffer. Die folgenden Schritte wurden bei
Raumtemperatur ~ durchgefiihrt. Nichtgebundene Primédrantikdrper wurden durch
viermaliges Waschen a 5 Minuten mit Inkubationspuffer entfernt. Anschlieend wurde fiir
60 Minuten mit Sekundérantikoérpern in Inkubationspuffer inkubiert und viermal mit TBS-

Puffer gewaschen.

Meerrettich-Peroxidase ~ (HRP)-gekoppelte ~ Sekundér-Antikérper ~ wurden  durch
Chemolumineszenz nachgewiesen. Hierfiir wurden die Komponenten des ECL-Kit
(,,enhanced chemiluminescence“- ECL, GE Healthcare, Western Lightning Plus—ECL,
Perkin Elmer) zu gleichen Teilen gemischt und die Membran vollstindig benetzt und mit
einer Folie luftblasenfrei abgedeckt. Aufnahmen wurden im Lumineszenz-Imager
(Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA) mit einer CCD-Kamera erstellt. Fluoreszenzgekoppelte
Sekundérantikorper wurden mit dem Odyssey Infrarot-Scanner (LI-COR) durch Abtastung
im nahen Infrarotbereich detektiert. Die Auswertung erfolgte mit der Odyssey-

Geritesoftware.
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TBS-Puffer: 20 uM Tris/HCI, 150 uM NaCl, pH=7,4 bei RT
Blockierpuffer: TBS-Puffer mit 5 % Milchpulver
Inkubationspuffer: Blockierpufter mit 0,1 % Tween 20 (v/v)
Waschpuffer: TBS-Puffer mit 0,1 % Tween 20 (v/v)

3.4 Zellkulturmethoden

3.4.1 Zellkultur von Insektenzellen

Die Insektenzelllinien SF9 und SF2/ wurden fiir die rekombinante Expression von
Proteinen mittels Baculoviren verwendet. Bei den SF9-Zellen handelt es sich um einen
Subklon der SF2/-Zelllinie. Sie wurden als immortalisierte Ovarzellen aus der Puppe des
Nachtfalters Spodoptera frugiperda isoliert. Die Zelllinien unterscheiden sich in ihrer Form
und Wachstumsgeschwindigkeit. Die Zellen der SF'9-Zelllinie haben eine Verdopplungsrate
von ca. 55 h und sind gleichmiBig rund. SF2/-Zellen haben eine Verdopplungsrate von ca.
24 h und sind groBer. Fiir einen Grofteil der Expressionen wurden aufgrund der bendtigten
hohen Zellzahl SF21-Zellen verwendet. Die Zelllinien wurden von Invitrogen (Carlsbad,
USA) bezogen und adhdrent sowie in Suspensionskultur gehalten. Fiir die
Suspensionskultur wurden die Zellen mit einer Dichte von 0,5 bis 3,5*10° Zellen pro ml
Kultur bei einer Pendelrotation von 60-75 Umdrehungen pro Minute in Spinnerflaschen
gehalten. Die Kultivierung erfolgte in einem nicht CO,-regulierten Brutschrank bei 28°C.
Als Medium wurden das serumfreie SF 900 II (Invitrogen, Carlsbad, USA) sowie Grace
Medium (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, USA) mit 5 % FCS-Zugabe verwendet.

3.4.2 Kryokonservierung von Insektenzellen

Adhérent oder in Suspension wachsende Insektenzellen mit einer minimalen Vitalitdtsrate
von 90 % und logarithmischem Wachstum wurden bei 500 g fiir 10 Minuten pelletiert. Das
Zellpellet wurde mit Kryomedium auf eine finale Konzentration von 1,5-2%10 Zellen pro
Milliliter verdiinnt und in sterilen Kryovials a 1 ml aliquotiert. Das Einfrieren erfolgte mit
einer Temperaturabsenkung von 1°C pro Minute im Minus 80°C-Gefrierschrank unter
Verwendung eines Einfriercontainers (,,Mr. Frosty*, Nalgene Labware). Nach 24 Stunden
wurden die Vials zur Langzeitlagerung in einen mit fliissigem Stickstoff gekiihlten
Container tlberfithrt. Zum Auftauen der Insektenzellen wurde das Vial im 28°C-Wasserbad
unter leichtem Schwenken aufgetaut und zweimal mit Medium gewaschen. Die Zelllosung

bzw. das Zellpellet wurde in 14 ml Medium aufgenommen und bei 500 g fiir 10 Minuten
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zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in T-Flaschen fiir die adhdrente Kultur bzw.

in Spinnerflaschen fiir die Suspensionskultur eingesit.

Kryomedium fiir Insektenzellen: 60 % SF900, 30 % FCS, 10 % DMSO (ROTH,
Karlsruhe)

3.4.3 Baculovirus-Expressionssystem (BEVS)

Die rekombinante Expression von Proteinen in Insektenzellen stellt fiir einige
rekombinante Proteine die einzige Moglichkeit bzw. Verbesserung gegeniiber der
Expression in E. coli dar. Griinde hierfir sind die bei Insektenzellen moglichen
posttranslationalen Modifikationen sowie deren hoher entwickeltes System zur Kontrolle

der Proteinfaltung und die Bildung von Schwefelbriicken.

3.4.4 Herstellung rekombinanter Baculoviren

Fir die rekombinante Proteinexpression werden Baculoviren molekularbiologisch
modifiziert. Baculoviren ermdglichen die Expression rekombinanter Proteine in
Insektenzellen. Die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Baculoviren wurden mit
dem Bac-to-Bac Baculovirus-Expressionssystem der Firma Invitrogen (Carlsbad, USA)
hergestellt (sieche Abbildung 14). Dieses System basiert auf der in vitro ortsspezifischen
Transposition eines Genes aus einem Transfervektor in das Bacmid in E. coli. Das Bacmid
beinhaltet ein gering replizierendes mini-F-Replikon, ein Kanamycin-Resistenz-Gen sowie
ein lacZ-Gen. Innerhalb des lacZ-Gens befindet sich eine Erkennungssequenz fiir das
bakterielle Tn7-Transposon. Das Gen von Interesse wird in einen Donorvektor, der die
Baculovirus-Promotoren beinhaltet, kloniert. Das Konstrukt ist flankiert durch Tn7-
Transposonsequenzen und enthélt zusidtzlich ein Gentamycin-Resistenzgen sowie ein
SV40-Polyadenylierungssignal. ~ Der  Donorvektor wird in  DHI10Bac™-Zellen
transformiert. Diese Zellen beinhalten das Bacmid sowie ein Helferplasmid, das fiir die
Transposase kodiert. Das mini-Tn7-Element des Donorvektors wird durch die auf dem
Helferplasmid kodierte Transposase in die mini-att-Tn7-Bindungsstelle der Bacmid-DNA
transponiert. Die Insertion des Zielgens in das Bacmid fiihrt zur Zerstérung des lacZ-Gens
und ermdglicht die Auswahl von Kolonien mit rekombinanten Bacmiden, wenn diese X-
gal und IPTG ausgesetzt sind, wihrend Kolonien ohne rekombinante Bacmid-DNA blau
erscheinen. AnschlieBend wird die rekombinante Bacmid-DNA aus den Bakterienzellen

isoliert und in Insektenzellen transfiziert (siche 3.4.5).
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Als Donorvektor wurde der pFastBac Dual-Vektor (Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet.
Die kompetenten MAX Efficency DHI10Bac-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und
abweichend vom Protokoll des Herstellers mit der 2-10-fachen Menge, d.h. 2-10 ng des
Donorvektors, transfiziert. Fiir die Transfektion wurden nach DNA-Zugabe die
kompetenten Zellen 30 Minuten auf Eis inkubiert, danach fiir 45 Sekunden ohne Schiitteln
bei 42°C im Wasserbad inkubiert und anschlieBend fiir 2 Minuten auf Eis gestellt.
AnschlieBend wurden 900 pl SOC-Medium zugegeben und fiir 5 Stunden bei leichtem
Schiitteln (300 rpm) bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die transformierten Zellen
10-, 100- und 1000-fach verdiinnt und auf 2YT-Agarplatten mit 50 pg/ml Kanamycin, 7
png/ml Gentamycin, 10 pg/ml Tetracyclin, 150 mg/ml X-gal und 40 pg/ml IPTG
ausplattiert. Nach 48 bis zu 72 Stunden Inkubation wurden mdglichst grofe weille
Kolonien erneut ausplattiert und erneut fiir mindestens 48 h inkubiert. Bei Bestitigung des
weillen Phinotyps wurden diese Kolonien fiir die Isolation der Bacmid-DNA verwendet.
Der Klon wurde iiber Nacht in LB-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin, 7 pg/ml
Gentamycin, 10 pg/ml Tetracyclin vermehrt. Das Pellet von 10 ml Fliissigkultur wurde mit
den Puffern des Qiagen (Hilden) Midi-Prep-Kit (siche 3.2.9) aufgeschlossen. Die Bacmid-
DNA wurde mittels ethanolischer Fillung isoliert. Hierfiir wurde der Uberstand mit 800 pl
Isopropanol gemischt und fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieend die DNA bei
21°C fiir 15 Minuten und 14.000 g gefillt. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen
und erneut zentrifugiert. Es wurde fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und

anschlieend in TE-Puffer aufgenommen.

Die erfolgreiche Insertion des Transposons der rekombinanten Gensequenzen in die

Bacmid-DNA wurde mit M13-fw- und M13-bw-Primern bestatigt.

TE-Puffer: 0,01 M Tris-HCI, pH=7.4, 0,5 mM EDTA

50



3. Material und Methoden

Ziel-Gen

Recombinantss Donor-
Flasmid mit Ziel-Gen

[‘

Kompetente DH10 Bac £ coli-Zellen

\
/

i-alTn?

Donor-Plasmid: pFastBac

y

recombinantes pFastBac
Plasmid

h 4

E.coli Kolonien mit
rekombinantem Bacmid

A 4

Bestatigung positiver Kolonien
mit rekombinantem Bacmid

£ Calfmit
recombinantem Plasmid

Rekombinante
Bacmid-DNA

4

Rekombiante

Bacmid-DNA

b

y

Rekombinanter B

aculovirus Stock:

Zielgen klonieren

Transformationvon MAX
Efficiency DH10Bac Zellen
(beinhalten Bacmid und Helfer-
Plasmid)

Replattieren/ Blau-Weiss-
Selektion

Ubernachtkultur
Isolation rekombinanter
Bacmid DNA

Insektenzell Transfektion

V1

Baculovirus Amplifikation in T75

Baculoviren Flaschen

| Rekombinanter Baculovirus Stock : V2 |

Baculovirus Amplifikation in 500ml
Spinner-Flasche

| Rekombinanter Baculovirus Stock : V3 |

Titerkontrolle Insektenzellinfektion
mit rekombiantem Baculovirus

A

- Protein-Expressionin
f \ Spinnerflaschen

Abbildung 14: Flussschema zur Herstellung von rekombinanten Baculoviren mit dem Bac-to-Bac-
System, modifiziert nach dem Benutzerhandbuch (Invitrogen, Carlsbad, USA, Version D, April 2004)

3.4.5 Insektenzelltransfektion und Baculovirus-Amplifikation

Fiir die Transfektion wurden am Vortag der Transfektion 0,5%10° Insektenzellen in 2 ml
Medium in 6-fach Platten mit 35 mm Napfdurchmesser ausplattiert. Sollte die Transfektion
noch am selben Tag erfolgen, wurden 0,9%10° Zellen ausplattiert und vor der Transfektion

1-2 Stunden inkubiert, um eine Adhédsion der Zellen zu erméglichen.

Fiir die Transfektion wurde Medium ohne Antibiotika und Antimykotika verwendet, da
diese die Transfektionseffizienz mindern. Zuerst wurden 1-4 pg Bacmid-DNA mit 100 pl
SF-900 II Medium gemischt und in einem zweiten Reaktionsgefdl 6 pl Cellfectin
(Invitrogen, Carlsbad, USA) ebenfalls mit 100 ul Medium. Zur Ausbildung der Cellfectin-

DNA-Komplexe wurden die beiden Reaktionsgefdle gemischt und bei Raumtemperatur
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fiir 30-45 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden 800 pul Medium zugegeben und auf die
vorbereiteten Zellen gegeben. Zur Vorbereitung wurden die adhdrent wachsenden Zellen
dreimal mit Antibiotika- und Antimykotika-freiem SF-900 II Medium gewaschen. Die
Zellen wurden mit der DNA-Cellfektin-Losung fiir 5 Stunden im Inkubator inkubiert. Der
Uberstand wurde nach der Inkubation abgesaugt, die Zellen mit 2 ml Antibiotika- und
Antimykotika-haltigem Medium iiberschichtet und mit Parafilm gegen Austrocknung
versiegelt. Die Platten wurden fiir 3-3,5 Tage inkubiert. Zur Gewinnung des Virusstocks 1
(V1) wurden die Zellen im Mediumiiberstand resuspendiert und diese Suspension fiir die

weitere Virus-Amplifikation verwendet (siche Abbildung 14).

Die Amplifikation des Virus erfolgte in T-Flaschen mit 75 cm’® Bodenfliche (T75). Hierfiir
wurden 4.4*%10° Zellen in 15 ml Medium ausgesit und der Virusstock 1 (V1) am Folgetag
zugegeben und fir drei Tage inkubiert. Der Virusstock 2 (V2) wurde zur Infektion in
Spinnerflaschen mit 50-100 ml Insektenzellkultur verwendet. Hierfiir wurden 5-10ml des
Virusstocks verwandt. Der Uberstand wurde als Virusstock 3 (V3) bei 4°C und

lichtgeschiitzt mit 5 % FCS-Zugabe gelagert und fiir die Proteinexpression verwendet.

3.4.6 Baculovirus-Proteinexpression

Fiir die Proteinexpression in Insektenzellen wurden Suspensionskulturen mit 0,75%10°
Zellen pro Milliliter in Spinnerflaschen mit bis zu einem Zehntel Virusstocklosung
infiziert. Die Infektion erfolgte fiir drei Tage. Eine effiziente Infektion zeigt sich durch
Stagnation des Zellwachstums sowie in einigen Féllen durch geringe Abnahme der
Zellzahl. Die Expression der Proteine wurde mittels SDS-PAGE (siehe 3.3.1) und Western-
Blot (siehe 3.3.2) nachgewiesen. Konnte keine bzw. geringe Expression detektiert werden,

wurde der Virustiter bestimmt (siehe 3.4.7) und der Virus weiter amplifiziert.

Fiir Expressionstests in kleinem MaBstab wurden 3.8%10° Zellen in 10 ml Medium in
Zellkulturflaschen mit 25 cm” Bodenfliche (T-25) ausplattiert und mit unterschiedlichen
Virenstocks bzw. Stockvolumina infiziert. Zur Bewertung der Expression wurden die
Zellen mit einem Zellschaber resuspendiert und das Pellet eines Milliliters in 50 ul SDS-
Probenpuffer aufgenommen und 2,5 pl fiir die Analyse auf dem SDS-PA-Gel bzw. im Blot

verwendet.
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3.4.7 Baculovirus-Titerbestimmung

Zur Bewertung des Virustiters eines Virusstocks wurde nach der von Hitchman et al.
beschriebenen Methode auf dem Prinzip einer TagMan-Probe der Titer mit Real-Time-
PCR bestimmt [131]. Die Bestimmung erfolgte durch die Amplifikation einer 72 bp-langen
Sequenz des gp64-Gens des Baculovirus. Die gleichen Primersequenzen wurden
verwendet. Fiir die Sonde wurde abweichend am 3'-Ende der effektivere Black Hole
Quencher™ verwendet neben dem 6-Carboxy-Fluorescein am 5'-Ende (siche Tabelle 1).
Die Baculovirus-DNA wurde mit dem High Pure Viral Nucleic Acid-Kit (Roche,
Mannheim) aufgereinigt. Fiir einen Ansatz mit 25 pl Gesamtvolumen wurden jeweils 2 ul
aufgereinigte Viren-DNA, 12,5 ul Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG-Losung
(Invitrogen, Carlsbad, USA) und die TagMan-Sonde sowie die flankierenden Primer zu
jeweils 100 nM eingesetzt. Die Detektion und Auswertung erfolgte mit dem Gerét und der
Software des Bio-Rad iCycler iQ 5 (Bio-Rad, Hercules, USA). Es wurde folgendes

Temperaturprogramm zur DNA-Amplifikation verwendet:

Schritt Zyklenanzahl | Temperatur | Zeit [Sek.]
Initiale Aktivierung 1 50°C 2
Aktivierung 1 95°C 2
Denaturierung 95°C 15
Annealing und Erweiterung 0 60°C 30

Tabelle 6: Temperaturprogramm zur quantitativen Real-Time-PCR fiir Baculovirus-Titerbestimmung

Da diese Mecthode auf der Detektion von DNA basiert, werden nicht infektiose z.B.
aggregierte Viren mit detektiert. Vorteil dieser Methode ist die schnelle Bestimmung des
Titers. Um die Anzahl infektidser Partikel zu bestimmen, wurde gegebenenfalls der Titer
mit dem von Hopkins et. al. beschriebenen Verfahren bestimmt [57]. Die benétigten SF9-
ET-Zellen wurden vom Protein Expression Laboratory (Advanced Technology Program,
SAIC-Frederick, National Cancer Institute at Frederick, MD, USA) zur Verfligung gestellt.
Die SF-9-ET-Zelllinie (SF-9 Easy Titer Zelllinie) codiert fiir das fluoreszierende Protein
eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) und steht in diesen Zellen unter der Kontrolle des
Polyhedrin-Promoters (PH-Promotor) des Baculovirus. Bei Infektion der SF9-ET-Insekten-
zellen mit Virus wird durch Aktivierung des PH-Virenpromotors die Expression von eGFP

induziert. Anhand der eGFP-Fluoreszenz werden die infizierten Zellen identifiziert. Die SFO-
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ET-Zellen wurden in SF900 II Medium (Invitrogen, Carlsbad, USA) mit 150 pg/ml G418
kultiviert.

Es wurden jeweils 4 ml SF-9-ET-Zellen mit einer Dichte von 0.5*10° Zellen pro Milliliter
in 60 mm Petrischalen ausplattiert und zum Absetzen der Zellen fiir 1 Stunde inkubiert.
Der Uberstand und nicht-adhirierte Zellen wurden abgesaugt und Verdiinnungen des
Virusstocks in 1 ml Medium fiir 2-3 Stunden in die Petrischale gegeben. AnschlieBend
wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit 4 ml 35°C-warmer, bei niedrigen
Temperaturen schmelzender Agarose (Biozym, Plaque GP Agarose) iiberschichtet. Die
Agarose wurde wie folgt hergestellt: 2,5 % (g/v) Agarose wurde in autoklaviertem Wasser
gelost, durch Kochen in der Mikrowelle aufgeldst und im Wasserbad auf 44°C abgekiihlt.
Anschliefend wurde das Medium im 28°C-warmen Brutschrank vorgewarmt und 15 Teile
des Mediums mit 10 Teilen Agarose vermischt und bis zur Verwendung im Wasserbad bei
35°C gelagert. Die Zellen wurden in einer feuchten Kammer im Inkubator fiir mindestens 3

Tage inkubiert und anschliefend mit dem Fluoreszenzmikroskop observiert.

3.4.8 IPTG-induzierte Genexpression in E. coli

Zur Uberexpression von GST- oder HisKonstrukten in E. coli-Bakterien wurde der
Bakterienstamm BL21(DE3) eingesetzt (sieche 3.1.7). Die Bakterien wurden mit dem
Plasmid transfiziert und anschlieend auf Selektionsplatten ausplattiert (sieche 3.2.8 ). Am
nichsten Tag wurden 100 ml 2YT-Selektionsmedium mit 100 mg/L Ampicillin oder 35
mg/L Kanamycin angeimpft. Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurde ein Liter LB-
Selektionsmedium mit einer optischen Dichte (ODgyo nm) von 0,1 mit der Vorkultur
angeimpft und weiter bei 37°C und 180 rpm geschiittelt. Bei einer optische Dichte (600
nm) von 0,5-0,8, wurde durch Zugabe von IPTG bis zu 1 mM fiir 2,5-5 Stunden induziert.
Fiir die Expression von Proteinen mit geringer Loslichkeit wurde vor der Induktion der
Kolben fiir 45 Minuten auf Eis abgekiihlt. Exprimiert wurde bei 20°C iiber Nacht mit der

3-fachen Konzentration an Antibiotika.
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3.4.9 Affinititschromatographie von GST-Fusionsproteinen und Thrombinverdau

Das mit Ultraschall im Waschpuffer aufgeschlossene Zelllysat wurde durch Zentrifugation
bei 16.000 g fiir 20 Minuten von Zellfragmenten getrennt. Der Uberstand wurde durch
einen 0,8 pm- und 0,2 pum-Spritzenfilter filtriert. Das GST-Fusionsprotein wurde an einer
Glutathion-Sepharose®-Matrix ~ (GSTrap“4B-Sidule, GE  Healthcare, = Miinchen)
immobilisiert und gewaschen. AnschlieBend wurde mit einem Stufengradienten das
Fusionsprotein mit Elutionspuffer von der Sdule eluiert. Die Aufreinigung erfolgte am

automatisierten Profinia-Chromatographie-System (Bio-Rad, Hercules, USA).

Waschpuffer (2x): 300 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,4, 10 mM EDTA, pH=7,4
Elutionspuffer (2x): 40 mM Glutathion, 200 mM Tris, 10 mM Tris, 10 mM EDTA,
pH=8.0

Zum Abspalten des GST-Affinititstags wurde das Protein im Profinia-Elutionspuffer mit
5U Thrombin pro 1 mg Protein entweder iiber Nacht bei 4°C oder fiir 3-5 Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert und anschlieend mittels Gelfiltration getrennt.

3.4.10 Affinititschromatographie zur Reinigung von His-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung von His-Fusionskonstrukten wurde entweder am Profinia-
Chromatographiesystem (Bio-Rad, Hercules, USA) oder am Akta-Purifier-System (GE
Healthcare, Miinchen) durchgefihrt. Als Matrix wurde mit Ni*"-komplexierte
Nitrilotriessigsdure (NTA)-Agarose verwendet (HisTrap, GE Healthcare, Miinchen). Im
Profinia-System wurde nach der Immobilisierung des Proteins mit einem zweiten Puffer
mit erhohter Imidazolkonzentration (Waschpuffer 11) gewaschen und anschlieBend mit
einer hohen Imidazolkonzentration von der Matrix eluiert (Elutionspuffer). Fiir die
Aufreinigung mit dem Akta-Purifier-System wurde das Protein mit einem linearen
Gradienten von 5- bis 10-fachem Saulenvolumen aus Waschpuffer I und Elutionspuffer

von der Ni*"-NTA-Matrix eluiert.

Lyse-/Waschpuffer I (2x): 600 mM KCl, 100 mM KH2PO4, 10 mM Imidazol, pH=S8.0
Waschpuffer I (2x): 600 mM KCI, 100 mM KH2PO4, 40 mM Imidazol, pH=8.0
Elutionspuffer (2x): 600 mM KCl, 100 mM KH2PO4, 500 mM Imidazol, pH=S8.0
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3.4.11 Affinititschromatographie zur Reinigung von Strep-Fusionsproteinen

Fiir die Aufreinigung von Strep-Fusionskonstrukten aus Insektenzellen wurden diese bei
1500 g fiir 10 Minuten pelletiert und im Lysepuffer resuspendiert. Zum Abbau von DNA
und RNA wurden 1-3 U Benzonase pro ml Lysat zugegeben. Die Insektenzellen wurden
durch Sonifikation aufgeschlossen und Zellfragmente durch Zentrifugation bei 10 000 g
bei 4°C fiir 20 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,2 pM-Spritzenfilter
filtriert und auf eine mit Waschpuffer regenerierte und equilibrierte Sdule (Strep-Tactin
Qiagen (Hilden), IBA (Goéttingen)) aufgetragen. Nach dem Entfernen nichtgebundener
Proteine mit Waschpuffer wurde das Protein bzw. der Proteinkomplex mit Elutionspuffer
von der Sdule eluiert. Die Aufreinigungen wurden am Chromatographiesystem (Bio-Rad,
Hercules, USA) Akta-Purifier-System (GE Healthcare, Miinchen) vorgenommen oder in
selbstgepackten Sdulen auf der Arbeitsfliche. Zum Regenerieren wurden die Sdulen mit

Regenerationspuffer gespiilt und in Regenerationspuffer gelagert.

Lysepuffer: 150 mM Tris pH=8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM B-ME, 5 mM
MgCl,

Waschpuffer: 100 mM Tris pH=8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM B-ME
Elutionspuffer: 100 mM Tris pH=8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM B-ME, 2,5 mM
Desthiobiothin.

Regenerationspuffer: 100 mM Tris pH=8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM HABA,
0,02 % NaNj3;

3.4.12 Blue Native Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE)

Die von Schigger und Jagow entwickelte BN-PAGE [132, 133] basiert auf der Bindung
des negativ geladenen Coomassie brilliant blue R250-Farbstoffs an Proteine bzw. an
Proteinkomplexe. Die Proteine werden im Gegensatz zur SDS-PAGE nicht denaturiert.
Durch die Eigenladung des Farbstoffs findet eine Gesamtnegativladung des Coomassie-
Protein-Komplexes statt. Dies erlaubt die Auftrennung von Proteinen im nativen Zustand.
Zudem ermoglicht diese Methode, dass Proteine mit einem basischen Isoelektrischen
Punkt und positiver Ladung durch das Coomassie ebenfalls negativ geladen werden und
zur Anode wandern. Weiterhin hat der Farbstoff den Vorteil, dass durch die unspezifische

Bindung an hydrophobe Bereiche die Aggregation von Proteinen verringert wird.

Die Blue Native PAGE wurde mit dem NativePAGE™ NOVEX" Bis-Tris-Gelsystem
(Invitrogen, Carlsbad, USA) durchgefiihrt. Die Proben wurden ohne zu kochen und mit
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einer maximalen Salzkonzentration von 50 mM auf die Bis-Tris-Gradientengele
aufgetragen. Die Gele wurden nach dem Lauf fiir eine hohere Detektion und bessere
Féarbung mit Coomassie gefarbt (siche 3.4.13). Sollten die Gele fiir die Immunodetektion
verwendet werden, wurde der Kathodenpuffer nach dem Lauf eines Drittels des Gels gegen
einen Puffer mit nur einem Zehntel Coomassie (0,002 %) ausgetauscht, um ein

effizienteres Blotten zu ermoglichen.

3.4.13 Coomassie-Firbung von Polyacrylamidgelen

Coomassie brilliant blue R250 ist ein Farbstoff, der mit Proteinen Komplexe bildet.
Dadurch konnen Proteine in Gelen nach der Elektrophorese angefirbt werden. Die Gele
wurden dazu fiir 30 Minuten in Gelfarbelosung geschwenkt oder kurz in einem
Mikrowellenherd aufgekocht: 0,25 % Coomassie brilliant blue R250, 10 % Essigsédure, 40
% Methanol.

Die Losung wurde nach dem Ansetzen filtriert. Zum Entfirben wurde das
Polyacrylamidgel eine Stunde oder iiber Nacht in Entfarbelosung mit 10 % Essigsdure, 30
% Methanol geschwenkt: Die Entfarbelosung wurde dabei mehrmals ausgetauscht.
Alternativ. wurde das Gel im Mikrowellenherd bis zur gewiinschten Entfarbung

aufgekocht.

3.4.14 Silberfirbung von Polyacrylamidgelen

Die Silberfarbung der SDS-Polyacrylamidgele wurde mit dem ProteoSilver™ Plus Silver
Stain-Kit der Firma SIGMA® durchgefiihrt. Grundsitzlich wurde dabei nach Angaben des
Herstellers verfahren. Aufgrund der kleinen Gele wurde jeweils nur ein Drittel der
Volumina verwendet. Zusitzlich wurde der Fixierschritt mindestens 45 Minuten

durchgefiihrt.

Die Proteine im Gel wurden durch Trichloressigsdure-haltige Losungen fixiert.
Anschliefend werden die Gele in Silbernitrat-Losungen inkubiert. Hierbei binden
Silberionen an funktionelle Gruppen und Peptidbindungen der Proteine, wobei sie durch
Reduktion zu Silberkeimen umgewandelt werden. Durch Zugabe von Formaldehyd werden
die Silberionen bei alkalischem pH reduziert. Die Umsetzung zu metallischem Silber ist in
der Nihe von Silberkeimen beschleunigt. Hierdurch werden die Proteine durch Féarbung im
Gel sichtbar. Die Reaktion wurde durch Ansduern gestoppt. Der Vorteil der Silberfiarbung
liegt in der hohen Sensitivitit und ermdglicht den Nachweis von geringen

Proteinkonzentrationen von bis zu 1-10 ng pro Bande.
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3.5 Biophysikalische Methoden zur Proteincharakterisierung

3.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bio-Rad-Protein-Assay (Bio-Rad, Hercules,
USA) nach der Methode von Bradford durchgefiihrt. Der Nachweis basiert hauptsdchlich
auf der Bindung des Coomassie Brilliant Blue G-250-Farbstoffs an basische und
aromatische Aminosduren und auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465
nm zu 595 nm im sauren Milieu [134]. Eine Eichreihe mit 0,01 bis 1 mg/ml BSA wurde
erstellt. Die Bio-Rad-Protein-Assay-Stocklosung wurde mit einem vierfachen Volumen
Wasser verdiinnt und mit einem 0,2 uM-Spritzenfilter filtriert. Der Assay wurde in 384
Well-plates (Corning® 384 Well Clear Flat Bottom Polystyrene NBS™ Microplate)
angesetzt. Pro Well wurden 5 ul Standard oder Probe vorgelegt und 90 pl Bradford-Losung
zugeben. Die optische Dichte wurde mit dem Saphire Microplate Reader bei 595 nm nach
einer Inkubation von mindestens 5 Minuten bei RT ausgelesen. Die Proteinkonzentration

wurde anhand der Kalibrierreihe bestimmt.

3.5.2 Proteinankonzentration

Die Proteine wurden in Zentrifugations-Konzentrationseinheiten der Firma Sartorius
Stedim Biotech S.A. (Aubagne Cedex, Frankreich) bei 8-21°C ankonzentriert. Als
Membran wurden PES (Polyethersulfon)- oder HY (Hydrosart: stabilisierte Zellulose
Membran)-Membranen der Vivaspin 6/20/15R  Reithe mit einem molekularen
Ausschlussvolumen von 2.000, 3.000, 10.000, 30.000 Da verwendet. Die Reservoirlosung
wurde regelméBig resuspendiert, um einem Ausfallen der Proteine durch lokale hohe

Proteinkonzentrationen vor der Membran entgegenzuwirken.
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3.6 Elektronenmikroskopische Methoden

3.6.1 GraFix-Methode

Die von Kastner et al. beschriebene Methode ermdglicht die Stabilisierung von Protein-
komplexen fiir die Einzelpartikel-Mikroskopie. Bei dieser Methode wird die Probe in
einem linearen Dichtegradienten zentrifugiert, der mit einem ansteigenden Konzentrations-
gradienten aus Kreuzvernetzern versehen ist. Durch die steigende Dichte und den dadurch
entstechenden Druck werden schwache und unspezifischere Bindungen aufgeldst und
gleichzeitig durch Kreuzvernetzungen die Proteine stabilisiert. Eine Ubersicht iiber den

Ablauf der Probenpréparation ist in Abbildung 15 gezeigt:

A 4

Proteinkonzentrationsbestimmung
der Fraktionen

Mischen des
Sucrosegradienten,
mit Pufferkissen Gberschichten

v
Proben: v
Konzentrieren und Umpuffern, Neutralisation des Glutardialdehyds

Auftrag auf den Gradienten

¢ A 4

Ultrazentrifugation Ankonzentration und Umpuffern der Fraktionen

Y A 4
Manuelle Fraktionierung SDS-PAGE mit Silberfarbung 7% Tris-Acetat-Gel

A 4
Verdiinnungen und Auftrag auf EM-Probentrager

Abbildung 15: Flussdiagramm der Probenvorbereitung der GraFix-Methode

Der lineare Sucrosegradient (siehe 3.6.2) wurde mit der Rotationsapparatur (sieche
Abbildung 16) erzeugt. Die Probe wurde mittels Zentrifugalkonzentratoren (Sartorius,
Vivaspin 500, MWCO 30, PES) in 20 mM HEPES, pH=8.0, 150 mM NacCl, 0.5 mM TCEP
umgepuffert und auf ein Volumen von 100-300 pl ankonzentriert. Die Probe wurde direkt
auf den linearen Sucrosegradienten aufgetragen bzw. vorher ein Sucrosekissen (5 %
Sucrose (w/v), 20 mM HEPES, pH=8.0, 150 mM NaCl, 0.5 mM TCEP) von 200 pl auf
dem Sucrosegradienten aufgetragen. Die Zentrifugation erfolgte bei 33 000 g und 4°C fiir
12-20 Stunden in einem Ausschwingrotor (SW60Ti Rotor, Beckmann, Krefeld). Fiir die

Fraktionierung wurde das Zentrifugenr6hrchen mit einer Kaniile (0,60 x 30 mm) am Boden
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angestochen und 1 oder 3 Tropfen je Fraktion gesammelt. Die Proteinkonzentration wurde
mit dem Bio-Rad-Protein-Assay im 384-Well-Format durchgefiihrt (siche 3.5). Die
Inaktivierung des Kreuzvernetzers erfolgte mit Glycin-Losung deren finale Konzentration
in der Fraktion bei 70 mM lag. Die Proben wurden ankonzentriert und der Puffer in den
Konzentrationsrohrchen gegen 20 mM HEPES, pH=8.0, 150 mM NacCl, 0.5 mM TCEP
ausgetauscht. Zur Kontrolle der erfolgten Kreuzvernetzung wurden Fraktionen aus
NOVEX Tris-Acetat-Gelen (Invitrogen, Carlsbad, USA) aufgetragen und eine Silber-
farbung durchgefiihrt (sieche 3.4.14). Einzelne Fraktionen wurden durch Negativ-

kontrastierung mit Uranylacetat elektronenmikroskopisch untersucht (siche 3.6.4).

3.6.2 Herstellung eines linearen Sucrosegradienten

Basierend auf der von Coombs und Watts beschriebenen Methode wurden lineare
Sucrosegradienten hergestellt [135]. Die Stammldsungen mit 10 % und 30 % Sucrose
(SIGMA, 84097 Ultra) wurden durch 0,22 pM-Spritzenfilter filtriert und entgast. In 11 x
60 mM Zentrifugenrohrchen (Beckmann, Nr.344062) wurden 1,85 ml leichte Losung
vorgelegt und mit einer Kaniile luftblasenfrei mit der schweren Losung unterschichtet. Das
Zentrifugenrhrchen wurde mit Deckeln (SW 60 Caps, Science Service, Miinchen)
luftblasenfrei verschlossen und in die Rotationsapparatur eingespannt. Die Zentrifugen-
rohrchen wurden fiir 4 Minuten rotiert. Die Deckel der Rohrchen wurden abgenommen

und die Rohrchen fiir eine Stunde bei 4°C stehen gelassen.

Leichte Losung: 10 % Sucrose (w/v), 20 mM HEPES, pH=8.0, 150 mM NaCl, 0.5 mM
TCEP

Schwere Losung: 30 % Sucrose (w/v), 20 mM HEPES, pH=8.0, 150 mM NaCl, 0.5 mM
TCEP, 0,15 % Glutardialdehyd (v/v)

Fiir initiale Versuche der Durchmischung des Gradienten wurde die schwere Losung mit
0.01 % Trypanblau versetzt und die Gradientenbildung bei einer Wellenldnge von 585 nm

bestimmt.
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3.6.3 Rotationsapparatur fiir die Herstellung linearer Sucrosegradienten

Die Apparatur wurde aus Fischer Technik®-Bauteilen (fischertechnik GmbH, Waldachtal)
hergestellt. Als Antrieb diente ein mit 12 V betriebener Fischertechnik-Motor. Durch ein
Getriebe wurde die Rotationsplattform angetrieben (siche Abbildung 16).

B

leichte Deckel
Sucroseldsung p

Rotations-
achse

¥~ schwere

Zentrifugen- Sucroselésung
rohrchen

Abbildung 16: Rotationsapparatur fiir die Herstellung linearer Sucrosegradienten. A) Geriteaufbau,
B) Justierung des Kippwinkels der Rotationsapparatur. Die schwere Sucroselosung wurde mit 0.01 %
Trypanblau angefirbt. Der Kippwinkel wurde eingestellt, so dass die Phasengrenze zwischen schwerer
und leichter Sucroselésung an den Ubergang vom Deckel zur Zentrifugenrohrchenwand grenzt.

Die Zentrifugenr6hrchen wurden senkrecht auf der Rotationsplattform in 2,5 cm Abstand
zur Rotationsachse festgeklemmt. Die Rotationsplattform wurde um ca. 45° zur
Arbeitsfliche gekippt. Hierbei ist darauf zu achten, dass die Phasengrenze der schweren
und leichten Losung am Ubergang vom Deckel zur Zentrifugenrdhrchenwand liegt (siche
Abbildung 16). Die Rotation wurde auf eine Geschwindigkeit von 10 rpm eingestellt und

fiir einen Gradienten von 10-30 % Sucrose fiir 4 Minuten ausgefiihrt.

3.6.4 Herstellung negativkontrastierter Proben und elektronenmikroskopischer

Einzelpartikelaufnahmen von Proteinkomplexen

Als Objekttriger wurden R2/4 bzw. R3/3 Quantifoil™ Trigernetzchen (Grids) (Quantifoil
Micro Tools GmbH, Jena) verwendet. Diese wurden mit Chloroform gewaschen und mit
einem auf Wasser flotierten, ca. 2 nm starken kontinuierlichen Kohlefilm iiberschichtet.
Unmittelbar vor Gebrauch wurden die Grids in einem Plasmareiniger (Harrick Plasma,
Ithaca, USA) unter Vakuum (3*10™" bar) fiir 30 Sekunden beglimmt. AnschlieBend wurden
3,5 ul der Probe auf das Netzchen aufgetragen und nach 45 Sekunden wurde iiberschiissige
Fliissigkeit mit Filterpapier abgesaugt. Zur Kontrastierung wurden 3,5 pl Uranylacetat-

16sung (2 % w/v) aufgetragen und nach 15 Sekunden abgesaugt. Die Netzchen wurden
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anschlieend an der Luft getrocknet. Die elektronenmikroskopischen Arbeiten wurden
gemeinsam mit Jorg Biirger und Dr. Thorsten Mielke am Max Planck Institut flir
Molekulare Genetik (Berlin) durchgefiihrt. Die Abbildung der Proben erfolgte mit einem
100 kV CM100 (Philips) oder Tecnai Spirit (FEI) Transmissionselektronenmikroskop unter
,,Low-Dose*“-Bedingungen (Gesamtdosis < 20 Elektronen/ A%s) und einem Unterfokus von
-1,5 bis -2,5 um. Die Geridte waren mit 1kx1k Fastscan (TVIPS, CM100) bzw. 4kx4k
Eagle (FEIL Spirit) CCD-Kamera ausgestattet.

3.6.5 Bildverarbeitung fiir Elektronenmikroskopie und 3D-Rekonstruktion

Die Bildverarbeitung sowie die Rekonstruktion erfolgten mit dem Programm Spider [136]
und wurden von Dr. Jan Giesebrecht am Institut fiir Medizinische Physik und Biophysik
der Charité Berlin durchgefiihrt. In den digitalen Bildern wurden die Komplexe visuell
lokalisiert und mit einem quadratischen Rahmen extrahiert. Auf die Bilder wurden Hoch-
sowie Tiefpassfilter angewendet und wurde eine Normalisierung der Intensititen der
Grauwerte durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Partikel im Bild zentriert und mit einer
Kreismaske isoliert, um storende Bildeffekte auszuschlieBen. Die Einzelbilder wurden
durch Anwendung einer Kreuzkorrelationsfunktion und daraus folgender Translation sowie
Rotation zueinander orientiert. Die ausgerichteten Einzelbilder wurden durch Anwendung
des K-Means-Verfahrens in Klassen gruppiert [137]. Hierbei wurden schrittweise
Einzelbilder sowie Gruppen aus Bildern zu Clustern vereinigt. Die so gebildeten Gruppen

wurden zu sogenannten Klassensummen zusammengefasst.

Basierend auf den Klassensummen wurde mit der sogenannten ‘'common lines’-Methode
ein dreidimensionales Modell berechnet. Hierfiir wurde die in dem Softwarepaket Spider

[136] implementierte Funktion angewandt.

3.6.6 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Bestimmung der GroB3e von Proteinen in Losung mit der Methode der dynamischen
Lichtstreuung basiert auf der Streuung des eingestrahlten Lichts in alle Richtungen, wenn
die Wellenlidnge des Lichts deutlich groBer ist als die PartikelgroBBe (Rayleigh Streuung).
Abhiéngig von ihrer GroBBe bewegen sich die Partikel unterschiedlich stark (Braunsche
Molekularbewegung). Als Folge dessen variieren die Abstinde der Partikel. Dies flihrt zu
einer Interferenz des gestreuten Lichts. Diese wird durch einen kohidrenten und mono-
chromatischen Laser abgebildet. Aus diesen Fluktuationen wird der Diffusionskoeffizient

bestimmt. Durch Verwendung der Stokes-Einstein-Gleichung wird der hydrodynamische
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Radius eines sphérischen Partikels und somit im Idealfall das Molekulargewicht eines
globuldren Proteins berechnet. Die Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen
erfolgte in 20 pl-Mikrokiivetten mit dem Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, England).

3.6.7 Analytische Gelfiltration

Zur Bestimmung der GroBe von Proteinen bzw. Proteinkomplexen wurden analytische
grofBenausschlusschromatographische Untersuchungen durchgefiihrt. Zur Kalibrierung der
Filtrationssdulen wurden das Niedrig- sowie Hochmolekulargewichts-Gelfiltrations-
Kalibrierkit (GE Healthcare, Miinchen) mit folgenden Standards verwendet: Aprotintin 6,5
kDa, Ribonuclease A 13,7 kDa, Carbonic Anhydrase 29,0 kDa, Ovalbumin 43,0 kDa,
Conalbumin 75,0 kDa, Aldolase 158,0 kDa, Ferritin 440,0 kDa, Thyroglobulin 669,0 kDa
sowie Dextran Blau 2000. Als Sdulen wurden Superdex 75 10/300 GL, Superdex 200
10/300 GL sowie die Superose 6 10/300 GL (GE Healthcare, Miinchen) verwendet. Das
Probenvolumen betrug zwischen 50 und 200 pl mit Proteinmengen zwischen 0,25 und 1
mg. Die Gelfilrationsldufe wurden mit dem AKTA™-Purifier-System durchgefiihrt. Die
Berechnung des Molekulargewichts wurde anhand der Kalibrierkurve mit der UNICORN-
Software (GE Healthcare, Miinchen) erstellt und ausgewertet.

3.7 NMR-Spektroskopie

3.7.1 NMR-Datenprozessierung und Signalzuordnung

Die Messungen erfolgten an 600 und 700 MHz NMR-Spektrometern. Die NMR-Spektren
wurden mittels der TopSpin Software 3.0 (Bruker BioSpin) prozessiert. Durch
mathematische Operationen wurden die Phasen der direkten und indirekten Dimensionen
angepasst, niedrige Frequenzen des Wassers unterdriickt, das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
durch Fensterfunktionen optimiert sowie Signale durch Lineare Vorhersagen des FID (free
induction decay, Signaldampfung) verstarkt. Fiir die einzelnen Zeitdomédnen wurde eine
Fourier-Transformation durchgefiihrt sowie abschlieBend eine Basislinienkorrektur. Die
Darstellung und Auswertung erfolgte mit TopSpin Software 2.1 und 3.0, Bruker BioSpin
und CCPNmr Analysis 2.1 [128].
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NMR-Spektrometer:
600 MHz DRX Spektrometer (Bruker, BioSpin)
5 mM Triple Resonanz Kryoprobenkopf (H, C, N)

700 MHz DRX Spektrometer (Bruker, BioSpin)
5 mM Triple Resonanz Kryoprobenkopf (H, C, N)

3.7.2 2D-NMR-Spektroskopie

Fiir die Aufnahme von 'H-""N-HSQC-Spektren wurden die rekombinanten Proteine in
Minimalmedium mit '“NH4Cl exprimiert (siche 3.4.8) und iiber Affinitits-
Chromatographie und Gréfenausschlusschromatographie aufgereinigt. Die Proben wurden
bei einem pH-Wert von 7,4 in PBS mit 10 % D,O bei einer Temperatur von 310 K
gemessen. Die Probenkonzentration lag zwischen 100 uM und 2 mM. Fiir 'H-""N-HSQC-
Spektren wurden 1024 x 256 komplexe Datenpunkte mit jeweils 4 oder 8 Scans

aufgenommen.

3.7.3 3D-NMR-Spektroskopie

Fiir die Aufnahme von Triple-Resonanz-Experimenten wurde das rekombinante Protein
mit °N- und "’C-Isotopen markiert. Dafiir wurde das Konstrukt mit "NH,Cl- sowie "*C-
Glucose-supplementiertem Minimalmedium exprimiert (siche 3.4.8) und anschlieBend
tiber Affinitatschromatographie und Groéfenausschlusschromatographie aufgereinigt. Die
Proben wurden bei einem pH-Wert von 7,4 in PBS mit 10 % D,O bei einer Temperatur
von 310 K gemessen. Die Probenkonzentration lag zwischen 900 uM und 1,8 mM. Die
Messungen erfolgten an einem 700 MHz NMR-Spektrometer der Firma Bruker. Fiir die
NMR-Zuordnung wurden folgende Triple-Resonanz-Experimente durchgefiihrt: es wurden
HNCA-/HN(CO)CA-, HNCO-/(CA)CO-, HN(CO)CACB-/HNCACB-Spektrenpaare
aufgenommen. Die Spektren wurden mit 1024 x 96 x 96 komplexen Datenpunkten und 16
Scans aufgenommen.

Die sequenzspezifische Zuordnung der 1H-15N-HSQC-Signale zu den Aminosduren
erfolgte unter Verwendung von Triple-Resonanz-Spektren sowie selektiv markierten

Aminosduren in 1H-15N-HSQC-Spektren.
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3.7.4 Selektivmarkierung von Aminosiuren

Fiir die Bestdtigung sowie die neue Zuordnung von Resonanzen wurde das Konstrukt

jeweils mit '°N-Lysin, Phenylalanin oder Leucin markiert. Alle Aminosduren wurden in

NH4Cl-freies Minimalmedium (sieche 3.4.8) gegeben und die jeweils zu markierende

Aminoséure mit dem '"N-Isotop supplementiert (siche Tabelle 7). Die Expression erfolgte

in einem fiir diese Aminosduren auxotrophen E. coli Stamm (E. coli DL39 (DE3), siche

3.1.7). Aufgrund der NMR-Intensitit des natiirlich zu 99,6 % vorkommenden '*N-
Stickstoffs weisen nur die mit '’N-Isotopen supplementierten Aminosduren im HSQC ein

Signal auf. Durch Uberlagerung der 'H-""N-Spektren des vollstindig mit '*N-markierten

Konstruktes werden die Aminosduretypen der selektiv markierten Aminosdure den

Resonanzen zugeordnet.

Aminosiiure | g pro Liter Medium | Aminoséiure | g pro Liter Medium
Alanin 0,28 Methionin 0,02
Cystein 0,05 Asparagin 0,35

Aspartat 0,32 Prolin 0,13
Glutamat 0,10 Glutamin 0,21

Phenylalanin 0,08 Arginin 0,29
Glycin 0,33 Serin 0,21
Histidin 0,04 Threonin 0,91

Isoleucin 0,12 Valin 0,16
Lysin 0,20 Tryptophan 0,03
Leucin 0,17 Tyrosin 0,12

Tabelle 7: Aminosidurezusammensetzung fiir selektive '"N-Markierung einzelner Aminosiuren in

Minimalmedium
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3.7.5 NMR-Titrationsexperimente
3.7.6 Berechnung der chemischen Verschiebung

In Titrationsexperimenten wurden Resonanzen im zweidimensionalen 'H-'’N-HSQC-
Spektrum und deren Positionsverdnderung in Abhédngigkeit von der Ligandenkonzentration
ausgewertet. Resultierend aus den Positionsverinderungen der Resonanzen entlang der 'H-

und °’N-Dimensionen wurde die Verschiebung Appm berechnet:

Appm = /AH? + 0.15 * AN?

AH und AN bezeichnen die Verschiebungen entlang der 'H- bzw. der ’N-Achse. Die 'H-
'>N- Positionen der einzelnen Resonanzen bei unterschiedlichen Ligandenkonzentrationen
wurden mit CCPN-Analysis [138] ausgelesen und in Excel (Microsoft, Redmond, USA)
mit obiger Gleichung berechnet. Es wurde jeweils die Verdnderung der chemischen
Verschiebung zwischen der Resonanz ohne Ligand gegeniiber der jeweiligen Resonanz der

entsprechenden Ligandenkonzentration berechnet.

3.7.7 Kp-Wert-Bestimmung

Aus den Verdanderungen der chemischen Verschiebung Appm (siehe 3.7.6) in Abhdngigkeit
von der Ligandenkonzentration wurde der Verlauf der chemischen Verschiebung durch ein
1:1-Rezeptor-Liganden-Bindungsmodell modelliert. Die Modellierung der Bindungskurve
erfolgte mit Origin 6.0 (Microcal, GE Healthcare, Miinchen).

(Po+kp+L)—+/(Po+kp+L)2— (4%Py*L)
*

AG:AO 2% P
0

Wobei kp: Dissoziationskonstante, L: Ligandenkonzentration, P,: eingesetzte
Proteinkonzentration, 4;: die gemessene Verschiebung und 4,: maximale Verschiebung im

Plateau bezeichnet [139].
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3.7.8 Initialer Prizipitationstest

Fiir die Bildung von Kristallen ist ein superkritischer Zustand der Proteinkonzentration
notig, der das Wachstum eines Proteinkristalls ermoglicht. Die Loslichkeit von Proteinen
ist sehr unterschiedlich. Um sicherzustellen, dass die Proteinkonzentration fiir das
jeweilige Proteinkonstrukt ausreichend ist, wurden initiale Prazipitationstests durchgefiihrt.
Als Prézipitationsagentien wurden in 5 %-Schritten 0 bis 25 % (w/v) PEG4000 und in 0,5
M-Schritten 0-2,5 M Ammoniumsulfat-Lésungen verwendet [140].

3.7.9 ,,Sitting drop“-Kristallisationsansitze

Kristallisationsexperimente wurden im 96—Well-Format bei 4°C oder 20°C im ,,sitting-
drop*-Verfahren durchgefiihrt. Hierbei diffundiert das Losungsmittel aus dem auf einem
Steg sitzenden Kristallisationstropfen in die Reservoirlosung. Dadurch wird die
Proteinkonzentration im Kristallisationstropfen erhoht. Die Kristallisationsplatten (Low
profile Crystal Quick Crystallization, Greiner BioOne, Solingen) wurden mit dem Hydra"-
Plus-One (Thermo scientific) - Hochdurchsatz-Pipettierroboter angesetzt. Je Prizipitations-
ansatz wurden 80 pl der Prézipitationslosung als Reservoirlosung vorgelegt und
anschlieBend 300 nl der Proteinlosung mit 300 nl der Reservoirlosung gemischt.
AnschlieBend wurden die Kiristallisationsplatten luftdicht versiegelt. Fiir die
Prizipitationslosungen wurden die Kristallisationskits PEG, PEGII, ProComplex, PACT,

Compas (Qiagen, Hilden) and Basic 1-4 (Jena Bioscience, Jena) verwendet.

Die Kristallisationsansédtze wurden nach einem Zeitplan von 0, 1, 2, 7, 14, 21, 28 Tagen
und anschliefend in monatlichen Abstinden fotografiert und visuell ausgewertet. Die
Platten wurden in den voll automatisierten Systemen Homebase (The Automated
Partnership, TAB Biosystems, Hertfordshire, UK) und Rock Imager 1000 (Formulatrix,
Waltham, USA) bei 20°C oder bei 4°C gelagert. Die Daten wurden mit dem hauseigenen
OBSERVATION-Programm verwaltet.

Mogliche Kristalle wurden mit einer Nylonschleife fiir kurze Zeit (>1 Minute) in eine
Gefrierlosung tberfiihrt und in fliisssigem Stickstoff schockgefroren. Als Gefrierlosung
wurde die Reservoirlosung mit 20 % Glycerol versetzt. Die Kristallisationsansdtze wurden
in der Arbeitsgruppe ,,Makromolekulare Strukturen und Interaktionen* von Professor Dr.
Udo Heinemann am Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin mit Unterstiitzung

von Dr. Yvette Roske angesetzt.
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3.7.10 Massenspektrometrie

Die Messung sowie Auswertung der massenspektrometrischen Daten erfolgte durch CovalX
(Ziirich, Schweiz). Das CovalX-System ermdoglicht die Bestimmung von Molekiilmassen, die
groBer als 50 kDa sind. Fiir die Messungen wurde His-ADAP mit 3uM und der His-
ADAP/Strep-SKAP55-Komplex mit 3,6 uM eingesetzt. Je Messung wurden 3 Punkte mit
jeweils 300 Laserpulsen beschossen und fiir die Analyse aufsummiert. Fiir die Messung
wurde ein CovalX’s HM2 High-Mass-Detektorsystem verwendet. Die Auswertung erfolgte
durch CovalX mit der CovalX’s Complex-Tracker-Analysis-Software, Version 2.0.
Hierbei wurden die Massenspektren der nicht kreuzvernetzen Proben mit den stabilisierten
Proben verglichen. Nach Subtraktion der Masse des Kreuzvernetzers konnte auf diese

Weise die Masse des Gesamtkomplexes bestimmt werden.

Als Puffer fiir die Massenspektrometrie wurde der gleiche Puffer wie fiir die GraFix- Laufe
(siche 3.6.1) verwendet, um eine Puffersubstanz zu verwenden, die keine primidren Amine

enthélt und somit nicht mit dem Kreuzvernetzer reagiert.

MS-Puffer: 20 mM HEPES pH=8.0, 150 mM NaCl, 0.5 mM TCEP

3.7.11 Isolation der zytoplasmatischen Fraktion von primiren humanen T-Zellen

durch hypotonische Lyse

Die pelletierten Zellen wurden in hypotonischen Lysepuffer aufgenommen, je 5*10° Zellen
in 50 pl Puffer. AnschlieBend wurden die Zellen durch 15 bis 20-maliges Auf- und
Abresuspendieren mit einer Kaniile (27G, 25x0,4 mM) aufgeschlossen. Dabei war darauf
zu achten, dass sich kein Schaum bildet. Nach einer Inkubation von 10 Minuten auf Eis
wurde die Probe fiir 10 Minuten bei 4°C und 16.000 g zentrifugiert und die zytosolische

Fraktion als Uberstand abgenommen.

Hypotonischer Lysepuffer: 10 mM HEPES pH=7.4, 10 mM KCl, 10 mM MgCl,, 0.5 mM
EDTA sowie je 10 ml eine Proteaseinhibitor-Tablette (Roche).
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4. Ergebnisse

Die Adapterproteine ADAP und SKAP55 wirken in der Regulierung der Adhdsion von
Immunzellen. Die Komplexformierung sowie die Funktionsweise des ADAP-SKAPS55-
Komplexes sind nicht bekannt. Daher wurde der Komplex rekombinant hergestellt und

strukturell sowie biochemisch charakterisiert.

4.1.1 Expressionsversuche des Volle-Linge-Proteins in E. coli

Zur Rekonstitution des Komplexes in vitro wurde versucht, ADAP und SKAPS5S5 als Volle-
Lénge-Konstrukte einzeln in E. coli zu exprimieren. Das ADAP His-Fusionskonstrukt
zeigte nach Induktion im Coomassie-gefairbten SDS-Polyacrylamidgel keine
Uberexpression, weder in der 16slichen Fraktion des Uberstandes noch in der unldslichen

Fraktion (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Expressionstest von GST—Fusionskonstrukten der SH3-Domiine sowie vom Volle-
Léinge-Protein von SKAPS5 und His-ADAP in E. coli BL21 DE3. Coomassie-gefirbtes SDS-
Polyacrylamidgel, vI bezeichnet das Gesamtlysat vor der Induktion, L den léslichen Uberstand und P
das Pellet der unldslichen Fraktion nach der Induktion mit 1 mM IPTG bei 37°C fiir 3h.

Das GST-getagte SKAP55-Konstrukt der vollen Linge sowie der SH3-Doméne zeigte

Expression des Fusionskonstruktes allein in der unloslichen Fraktion (siehe Abbildung 17).

Variation der Expressionsbedingungen durch Senken der Temperatur, der Induktionsstérke,
durch niedrigere IPTG-Konzentrationen sowie unterschiedliche Bakterienstimme fiihrten
zu keiner loslichen Expression und Aufreinigung der SKAP55-Konstrukte, welche die

SH3-Domaéne beinhalteten.
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ADAP bzw. SKAPS55 Volle-Linge-Konstrukte konnten in E. coli entweder nicht oder nur
unloslich exprimiert werden. Daher wurde fiir Arbeiten mit Volle-Lange-Konstrukten
sowie Konstrukten mit der SKAP55-SH3-Doméne die Koexpression mittels Baculoviren

in Insektenzellen etabliert.

4.1.2 Koexpression von ADAP und SKAPS5S

Insektenzellen als eukaryotische Zellen sind im Gegensatz zu den prokaryotischen E.coli-
Zellen in der Lage, posttranslationale Modifikationen anzufiigen, Disulfid-Briicken
auszubilden, die Faltung des Proteins durch Chaperone zu unterstiitzen sowie
verhdltnisméaBig groBe Proteine zu exprimieren. Die humanen Proteine ADAP und

SKAPS55 wurden mittels Baculoviren in Insektenzellen erfolgreich rekombinant exprimiert.

4.1.3 Klonierungsstrategie fiir die Koexpression von ADAP- und SKAP55-

Konstrukten in Insektenzellen

Fir die Herstellung von Baculoviren wurde der pFastBac Dual Vektor (Invitrogen,
Carlsbad, USA) verwendet. Dieser enthdlt zwei Promotoren, die es ermdglichen, zwei
Proteine parallel in Insektenzellen mittels Baculoviren zu exprimieren. Hierfiir wurden die
Gensequenzen unter die Kontrolle dieser Promotoren kloniert (Tabelle 2). Der pFastBac
Dual Vektor beinhaltet keine Affinitdts-tag-kodierenden Sequenzen, so dass diese bei der
Klonierung mit integriert wurden. Zwei unterschiedliche Tags wurden ausgewdhlt, um
durch eine konsekutive Affinitdtsaufreinigung die Trennung von nicht komplex-

assoziiertem ADAP oder SKAPSS5 zu ermdglichen.

Aufgrund der Inkompatibilitit der ADAP-Sequenz mit den Restriktionsenzymen der MCS
des p10-Promotors wurden zuerst Strep-SKAPS55-Konstrukte unter p10-Promotorkontrolle
in den Vektor integriert und anschliefend His-ADAP- und ADAP-Konstrukte unter die
Polyhedrin (PH)-Promotorkontrolle kloniert (sieche Abbildung 18 ).

Durch Klonierung der SKAPS55-Konstrukte in den pASK-IBA7 (IBA)-Vektor wurden
Strep-tag-Fusionskonstrukte erhalten, die anschlieBend als Strep-Fusionskonstrukt in den

pFastBac Dual Vektor subkloniert wurden.
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pFastBacDual-Vektor ADAP-Konstrukte
SKAP55- 10 PH
Konstrukte ADAP- His-TAG Pro hSH3" PR ﬂ
Konstrukte His-ADAP 1-783 -
ADAP-92-783 024:_[ }_1__;9:4
Gentamycin ‘r ADAP-224-783 m—:—(:}—u‘m
Resistensgen L Y
Th7L P
Tn7R -— ADAP-257-783 e,
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ADAP-340-783 :__C}_u_
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Abbildung 18: Schema des pFastBac Dual-Vektors zur Herstellung von Baculoviren fiir die
Koexpression von ADAP- und SKAPS5-Konstrukten in Insektenzellen. ADAP-Konstrukte wurden
unter Kontrolle des Polyhedrin (PH)-Promotors und SKAPS55-Konstrukte unter pl0
Promotorkontrolle kloniert. Der Vektor trigt das Gentamycin-Resistenzgen zur Selektion der
erfolgreichen Transposition der Expressionskassette durch die Transposons (Tn7R, Tn7L) in das
Baculovirus Bacmid sowie das p-Lactamasegen zur Resistenz gegen Ampicillin. Schematische
Darstellung der ADAP und SKAP55-Konstrukte, die fiir die Baculovirus-Expression in Insektenzellen
kloniert wurden.

Zentraler Bestandteil fiir die unterschiedlichen ADAP-Konstrukte bildete die prolinreiche
Bindungsstelle der Aminosduren 340-364, um eine Bindung der SH3-Doméne des
SKAPS55 an ADAP zu ermoglichen [108, 109]. Der N-Terminus von ADAP ist bisher
wenig charakterisiert worden und es ist nichts liber Strukturelemente des N-Terminus
bekannt. Um die Chancen einer Kristallisation zu erh6hen, wurden die koexprimierten und
als Komplex aufgereinigten Volle-Lénge-Proteine mit verschiedenen Proteasen verdaut.
Aus den durch limitierte Proteolyse gewonnenen Fragmenten wurden die
Domaénengrenzen, beginnend mit Aminosdure 92 und 224, mit massenspektrometrischer
Analyse bestimmt. Fiir die C-terminalen Doménengrenzen der ADAP-Konstrukte wurden
die Enden der bekannten NMR-Struktur der hSH3™-Domine an Postition 579 [91] sowie
der natiirliche C-Terminus gewdéhlt. Die Konstrukte der SKAP55 SH3-Domine lagen im

Labor als Strep-Fusions-Konstrukte vor und wurden subkloniert.

Die Baculoviren fiir die Insektenzell-Expression wurden nach dem Bac-to-Bac®
Baculovirus-Expressionssystem (Invitrogen, Carlsbad, USA) erzeugt, amplifiziert und fiir

die Expression eingesetzt (siche Abschnitt 3.4.5)

71



4. Ergebnisse

4.1.4 Koexpression von ADAP und SKAPSS in Insektenzellen

Die Volle-Lange-Konstrukte aus His-ADAP und Strep-SKAPS55 konnten mittels Baculo-
viren in Insektenzellen exprimiert werden. Im Coomassie-gefirbten SDS-Polyacrylamid-
Gel (SDS-PA-Gel) konnte die ADAP-Uberexpression gezeigt werden. Die Expression von
SKAP55-Konstrukten konnte aufgrund der geringen Proteinmengen nur im Western-Blot
eindeutig nachgewiesen werden (Abbildung 19, B) oder nach der Aufreinigung im

Coomassie-gefarbten SDS-PA-Gel (siehe Abbildung 20).

A B

kba M 1 2 3 4 kDa M
k T — —
i 250
250 — B &= B His-ADAP
98
o I His-ADAP s Strep-SKAP55
64 ‘ 50
50 ' Strep-SKAPS55 Strep-SKAP55
36
36 .
22
16 : 16
6 ‘- ‘ 6
S =

Abbildung 19: Zeitabhiingige ADAP- und SKAPS5-Koexpression in mit Baculoviren transduzierten
Insektenzellen. SDS-PAGE A) und Western Blot B) zeigen Koexpression von ADAP und SKAPSS in
Abhéngigkeit von der Dauer der Infektion von 48 Stunden in Spur 1, 72 Stunden in Spur 2 und 84
Stunden in Spur 3 gegeniiber den nicht infizierten Zellen in Spur 4. Im Western Blot sind die
spezifischen Antikorper gegen SKAPSS in griin und ADAP in rot iibereinander gelegt abgebildet.

4.1.5 Aufreinigung des ADAP-SKAPS55-Komplexes

SKAPSS5 exprimiert in Insektenzellen schwiécher als ADAP. Die Stabilitdt von SKAPSS ist
vermutlich limitierend fiir den Komplex aus ADAP und SKAPS55. Daher wurde zuerst eine
Affinitdtsaufreinigung mit dem hochaffinen Strep-Tag des SKAPS55 durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde der Komplex durch GroéBenausschlusschromatograpie weiter
gereinigt. Bei der Durchfilhrung der Gelfiltration stellte sich heraus, dass gemeinsam
aufgereinigte ADAP- und SKAPS55-Konstrukte ein anderes Laufverhalten zeigen als fiir
einen 1:1 Komplex erwartet wird, da sie bei kleineren Elutionsvolumina, d.h. bei hoheren

Molekulargewichten, von der Gelfiltrationsséule eluierten.

Die starke Bindung zwischen ADAP und SKAPS55 ermoglichte eine Koaufreinigung durch
Bindung von Strep-SKAPSS5 an die Strep-Tactin-Séule (siehe Abbildung 20).
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Waschfraktionen Elutionsfraktionen
M D P 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6
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Abbildung 20: Koaufreinigung von koexprimiertem His-ADAP und Strep-SKAPS5 aus SF21-
Insektenzellen mittels Strep-Tactin-Affinititssiule. Die gezeigten Elutionsfraktionen entsprechen
cinem halben Siulenvolumen. Nach einem Siulenvolumen eluiert His-ADAP sowie SKAPSS von der
Strep-Tactin-Matrix. D bezeichnet den Durchfluss nach Siulenauftrag und P die unlosliche Fraktion
der Insektenzellen nach dem Aufschluss der Zellen. Aufgereinigtes His-ADAP zeigt Abbaubanden im
Coomassie-gefirbten 12 % SDS-PA-Gel.

4.1.6 Kiristallisationsansitze

Die Struktur eines Proteins ermdglicht diesem seine biologischen Funktionen auszufiihren.
Daher wurde versucht, die Struktur von ADAP und SKAPS55 mittels Rontgen-
strukturanalyse aufzuklidren. Diese Methode basiert auf der Analyse eines Diffraktions-
musters eines Kristalls, d.h. ein Proteinkristall ist fiir die Strukturbestimmung nétig. Die
Bedingungen, unter denen ein Protein Kristalle bildet, konnen nicht vorhergesagt und nur
experimentell bestimmt werden. Proteine bleiben bis zu einer bestimmten Konzentration in
Losung. Wird diese iiberschritten, geht Proteinlosung in eine andere Phase wie z.B.
Aggregate, Gel oder einen Kristall {iber. Durch Variation der Kristallisationsbedingungen
wie pH-Wert, Salzkonzentration, ausfillende Agentien wird versucht, das Protein zur
Bildung eines Kristalls zu zwingen. Bei erfolgreicher anfianglicher Kristallbildung werden

die Bedingungen verfeinert, um das Kristallwachstum zu optimieren.

73



4. Ergebnisse

Konstrukte Kristallisationsplatte (mit jeweils 96 Kristallisationsbedingungen)
ADAP SKAP55 Temperatur JBS- pH JCSG | Classic IT pH Pro Classic ComPAS Classic AmSO4 MPD
Classic Clear Suite Clear Complex Lite Suite Suite Suite Suite
Suite II Suite Suite
340-579 221-359 4°C, 20°C X X X X X - - - - - -
340-579 - 4°C, 20°C X X X X X - - - - - -
467-503 - 4°C, 20°C - X X X X - - - X - -
460-503 - 4°C, 20°C - X X X X - - - X - -
340-579 261-359 4°C, 20°C X X X X X X - - - - -
340-579 1-359 4°C, 20°C > X X X X X X X - - -
340-783 1-359 4°C, 20°C - X X X X - X X - - -
1-783 1-359 4°C, 20°C - X X - X - - X X X
1-783 1-359 4°C, 20°C - X X X X X X - X - -
1-783 1-359 4°C, 20°C - X X X X X - - X - -
0 7-222 4°C, 20°C - X - X X - - X X - -

Tabelle 8: Tabellarische Darstellung der Konstrukte und der verwendeten Kristallisationskits. Ein Kreuz steht fiir eine verwendete Platte mit 96 unterschiedlichen

Kristallisationsbedingungen.
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Fiir ADAP- und SKAP55-Konstrukte wurden Kristallisationbedingungen sowohl fiir den
Komplex als auch fiir Konstrukte allein angesetzt. Kristallisationsansitze des Komplexes
aus ADAP und SKAPS55 hatten zur Grundlage, dass die Proteine durch gegenseitige
Interaktionen flexible Bereiche im Komplex einbinden und stabilisiert werden. Damit

sollte die Wahrscheinlichkeit des Kristallwachstums erhoht werden.

Die rekombinant exprimierten ADAP-SKAPS55-Konstrukte wurden aufgereinigt und
ankonzentriert. Um sicherzustellen, dass die Proteinkonzentrationen ausreichend hoch
sind, wurden initiale Prézipitationstests mit PEG 4000 und Ammoniumsulfat durchgefiihrt
(siche 3.7.8). Falls die Proteinlosung kein Prézipitat aufwies, wurde die Proteinlosung
hoher konzentriert und bei erfolgreichem Prizipitationstest fiir die Kristallisation
verwendet. Fiir die Kristallisationsansidtze wurden systematisch die Kristallisations-
bedingungen wie pH-Wert und Salzkonzentration (Kits: pH Clear Suite, pH Clear Suite II),
unterschiedliche Prézipitationsagentien wie Polymere, Salze und Alkohole (Kits: ComPAS
Suite, AmSO4 Suite, MPD Suite) variiert. Zudem wurden fiir die Proteinkristallisation
erfolgreiche Kristallisationsbedingungen (JBS-Classic, JCSG Suite, Classic, Classic II,
Classic Lite Suite) sowie erfolgreiche Bedingungen fiir Proteinkomplexe (Pro Complex

Suite) getestet.

ADAP und SKAPS55 Volle-Lange-Konstrukte zeigten bei pH-Werten von 5 bis 8 und bei
bis zu 3M NaCl meistens ein l9sliches Verhalten. Bei niedrigeren pH-Werten und héheren
Salzkonzentrationen wurde nach einer Woche Prizipitation beobachtet. Bei PEG-haltigen

Puffern trat hdufig eine Phasentrennung ein.

Bei Kristallwachstum wurde der Kristall durch Dr. Yvette Roeske (Max Delbriick Centrum,
Berlin-Buch) am Synchrotron der Berliner Elektronenspeicherring-Gesellschaft fiir
Synchrotronstrahlung (BESSY) vermessen. Fiir alle getesteten Kristalle konnte aufgrund
der Diffraktionsmuster ausgeschlossen werden, dass es sich um Proteinkristalle handelt. Zu
einem groflen Anteil handelte es sich um Salzkristalle sowie um Kristalle von
niedermolekularen Substanzen, die nicht weiter charakterisiert wurden. Es konnten weder
der Komplex aus Volle-Liange-Protein ADAP mit SKAPS55 noch gekiirzte Konstrukte
erfolgreich kristallisiert werden. Fiir die Kristallisationsansidtze und die verwendeten

Konstrukte siehe Tabelle §.
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4.2 Biochemische Charakterisierung des ADAP-SKAPS5-Komplexes

4.2.1 Analytische Gelfiltration und dynamische Lichtstreuung

Der rekombinante, in Insektenzellen exprimierte Komplex aus ADAP und SKAPS5 wurde
mittels analytischer Gelfiltration und dynamischer Lichtstreuung untersucht. Beide
Methoden bestimmen den hydrodynamischen Radius eines Partikels. Der auch als Stokes’
Radius bezeichnete Radius ldsst Riickschliisse auf das Molekulargewicht zu. Bei der
Berechnung des Molekulargewichts wird dabei von einem sphidrischen Objekt bzw.
globuldren Protein ausgegangen. Fiir die analytische Gelfiltration wurde eine Superose 6
Matrix (GE Healthcare, Miinchen) verwendet, deren Trennungsbereich zwischen 5 kDa
und maximal 5 MDa liegt. Das stirkste Absorptionssignal wurde bei einem
Retentionsvolumen von 11,06 ml gemessen. Dies entspricht einem Molekulargewicht von
1,4 MDa (siehe Abbildung 21, A, Signal 2). Zusitzlich wurde ein schwicheres Signal im
Ausschlussvolumen von 8 ml detektiert. Hierbei handelt es sich um Komplexe oder
Aggregate von His-ADAP und Strep-SKAPSS5, die groBBer als 5 MDa sind. Das SDS-PA-
Gel zeigt, dass beide Proteine in den Fraktionen der Absorptionsmaxima vorliegen (siche
Abbildung 21, A, SDS-PA-Gel). Das Signal 3 eluiert nach dem Saulenvolumen von 24 ml.
Hierbei handelt es sich um Desthiobiothin, das ebenfalls bei 280 nm absorbiert und aus

dem Elutionspuffer der Strep-Tactin-Sédule stammt (siche Abbildung 21).
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Abbildung 21: Grofienbestimmung des His-ADAP/Strep-SKAPS5-Komplexes durch analytische Gel-
filtration und dynamische Lichtstreuung. A) Chromatogramm der Superose 6 Siule bei 280nm zeigt,
dass der Strep-Tactin koaufgereinigte Komplex bei einem Ausschlussvolumen von 8 ml (Signal 1) Liuft.
Das stiirkste Absorptionsignal bei einem Elutionsvolumen von 11,06 ml entspricht einem Molekular-
gewicht von 1,4 MDa. Fiir die Signale 1 und 2 wurden ADAP und SKAPS5S5 im Coomassie-gefirbten 12
% SDS-PAGE nachgewiesen. SA bezeichnet den Siulenauftrag. Die Elutionsmaxima des
Chromatogramms sowie die entsprechenden Fraktionen im denaturierenden Gel sind mit 1, 2, 3
gekennzeichnet. B) Dynamische Lichtstreuung: Histogramm der hydrodynamischen Radii zeigt fiir
den rekombinanten ADAP- und SKAP55-Komplex die grofite Population (86 %) bei 11,7 nm, dies
entspricht einem MW von 1,1 MDa. Die zweite Population (14 %) entspricht einem Molekulargewicht
von 11,9 MDa.
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Die dynamische Lichtstreuung zeigt fiir den rekombinant exprimierten und Strep-Tactin
gereinigten Komplex aus His-ADAP und Strep-SKAPS55 zwei Maxima von 11,4 nm und
32,8 nm. Dies entspricht Molekulargewichten von 1,1 und 11,9 MDa. Der Vergleich der
beiden Methoden zeigt, dass fiir die groBte Population ein Molekulargewicht von iiber
einem MDa bestimmt wurde. Die Grofle der groBen Aggregate oder Komplexe konnte
nicht iiber Gelfiltration bestimmt werden, da das Signal im Ausschlussvolumen der Siule
lauft und somit groBer als 5 MDa ist. Fiir den ca. 1 MDa groflen Komplex wurde in der
dynamischen Lichtstreuung ein Anteil von 86 % und in der Gelfiltration von 84 %
bestimmt. Fiir Komplexe grofler als 5 MDa wurden Anteile von 14 % und 16 % bestimmt.
Beide Methoden zeigen das gleiche Verhéltnis zwischen den zwei Populationen sowie ein
deutlich groBeres Molekulargewicht, als fiir einen ADAP-SKAPS55-Komplex mit einer 1:1

Stochiometrie zu erwarten wire.

Um die Frage zu beantworten, ob dieser Komplex auch in vivo gebildet wird, wurde der
rekombinante Komplex mit Lysat von primdren humanen T-Zellen mittels BN-PAGE

analysiert und verglichen.

4.2.2 Blue Native PAGE (BN-PAGE)

In der Blue Native PAGE bindet der negativ geladene Coomassie brilliant blue-Farbstoff an
der Proteinoberfldache. Die Proteine werden nicht wie in der SDS-PAGE denaturiert. Dies
ermoglicht eine Auftrennung im nativen Zustand, d.h. miteinander interagierende Proteine

konnen als Komplex aufgetrennt werden (siehe 3.4.12).

Rekombinantes His-ADAP lief unter nativen Bedingungen bei einer Grofe von ca. 340
kDa, der Komplex aus ADAP und SKAPS55 bei einem Molekulargewicht von ca. 480 kDa
(sieche Abbildung 22 A, B, Pfeile). Im denaturierenden SDS Polyacrylamidgel wandern
ADAP und SKAPS5S bei groBleren Molekulargewichten, wie dies bereits in die Namens-
gebung mit eingeflossen ist. So lduft ADAP, auch SLAP-130 genannt, bei 120 kDa und das
41,4 kDa grofle SKAPS55 bei einem Molekulargewicht von 55 kDa (sieche Abbildung 20).
Dieses Laufverhalten kann auch fiir die BN-PAGE nicht ausgeschlossen werden, so dass

eine GrofBenabschitzung nur ungefahr moglich ist.
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Abbildung 22: BN-PAGE des rekombinanten ADAP-SKAP55-Komplexes sowie Lysat von priméren
humanen T-Zellen. A), B) ADAP sowie der Komplex aus ADAP und SKAPSS5 bilden einen oligomeren
Komplex wie das Native Gel des rekombinant exprimierten Proteins zeigt. C) Die Anwesenheit der
Proteine ADAP und SKAPSS in den Banden 1-4 wurde durch eine anschieffende denaturierende SDS-
PAGE nachgewiesen. D) Der rekombinante und koaufgereinigte His-ADAP Strep/SKAP55-Komplex
zeigt das gleiche Laufverhalten wie das Lysat primirer humaner T-Zellen, wie der Blot des nativen
Gels mit gegen ADAP gerichteten Antikorpern zeigt.

Der GroBenunterschied in der BN-PAGE zwischen dem rekombinanten ADAP bzw. dem
rekombinanten ADAP-SKAPS55-Komplex sind ca. 100 kDa. Dies ist auf die zusitzliche
Masse von SKAPS5S zuriickzufiihren und kann mit einem SKAPS55-Dimer erklirt werden
(siche Abbildung 22, A, B). SKAP55 konnte nicht alleine exprimiert und aufgereinigt
werden und daher nicht mittels BN-PAGE analysiert werden. Um sicher zu stellen, dass es
sich um ADAP und SKAPS55 im Komplex und nicht um ein Multimer eines der Proteine
handelt, wurde die Bande ausgeschnitten und anschlieBend im denaturierenden SDS-Gel
aufgetrennt (siche Abbildung 22, C). Das denaturierende SDS-Gel der Banden zeigt
sowohl His-ADAP als auch Strep-SKAPS55 in der Bande 4 des nativen Gels. Zudem
wandert ein Teil des Komplexes nicht in das Gelbett der Blue Native PAGE ein, Spur 1.

Um der Frage nachzugehen, ob ein Komplex gleicher Grof3e in vivo gebildet wird, wurden
primdre humane T-Zellen (bezogen von Dr. Stefanie Kliche, Institut fiir Molekulare und
Klinische Immunologie, Otto-von-Guericke-Universitdit Magdeburg) lysiert und die
zytosolische Fraktion wurde in der Blue Native PAGE aufgetrennt (siche 3.7.11). Die
Detektion des Komplexes erfolgte im Western-Blot und zeigte fiir das Lysat sowie den
rekombinanten Komplex aus ADAP und SKAPS55 das gleiche Bandenmuster bei einer
Detektion von ADAP (siehe Abbildung 22, D). Die niedermolekulare Bande ldsst sich als
ADAP und die hohere Bande als ADAP im Komplex mit SKAPS55 erkldren, wie auch
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schon in der Coomassie-gefairbten BN-PAGE gezeigt wurde (siehe Abbildung 22,
vergleiche A und B). SKAPS55 konnte im Blot der BN-PAGE nicht nachgewiesen werden.
Die SDS-PAGE (C) zeigte, dass sich SKAPS55 im Komplex mit ADAP befindet. Dies weist
darauf hin, dass der in vitro aufgereinigte Komplex in dieser Form auch im Zytosol von T-

Zellen vorliegt.

Die Ergebnisse der BN-PAGE, der analytischen Gelfiltration sowie der dynamischen
Lichtstreuung entsprechen nicht dem Molekulargewicht eines einfachen ADAP-SKAPS55-
Hetero-Dimers. Um die Stochiometrie dieses Komplexes niher zu untersuchen, wurde der

Komplex mittels Hochmassen-MALDI-ToF-Massenspektrometrie weiter charakterisiert.

4.2.3 Hochmassen-massenspektrometrische Analyse des ADAP-SKAPS5-Komplexes

Zur Bestimmung der Stochiometrie des rekombinanten ADAP-SKAP55-Komplexes sowie
ADAP alleine wurden massenspektroskopische Untersuchungen durch die CovalX AG
(Schlieren, Schweiz) durchgefiihrt. Es wurde das fiir groBe Molekularmassen entwickelte

System CovalX’s HM2 der Firma genutzt (siehe 3.7.10).

Zur Charakterisierung der Probe wurden jeweils zwei Messungen durchgefiihrt. Fiir die
Bestimmung der Masse des Komplexes wurde dieser durch eine kreuzvernetzende
Substanz (Crosslinker) stabilisiert und die Gesamtmasse bestimmt. Durch Zerfall des
Komplexes im Vakuum wédhrend der Messung werden die Massen der einzelnen
Bestandteile bestimmt, wenn kein Crosslinker eingesetzt wird. Fiir rekombinant
exprimiertes und aufgereinigtes His-ADAP aus Insektenzellen wurde ohne Crosslinker
eine Masse fiir das Monomer von 86.209 Da bestimmt. Dies entspricht nahezu dem
theoretischen Wert von 86.238 Da. Fiir die mit Kreuzvernetzer behandelte Probe wurden
Signale von 94.100 Da, 187.407 Da und 282.852 Da detektiert. Nach Uberlagerung der
Kontrolle sowie der stabilisierten Probe wurde die durch den Kreuzvernetzer eingefiihrte
zusdtzliche Masse herausgerechnet. Dadurch ergeben sich Molekulargewichte von 86.203
Da, 172.697 Da und 258.809 Da. Diese Werte entsprechen einem Mono-, Di- sowie Trimer
von ADAP. Schliefit man von den Intensitéten auf die Verteilung der Multimere zuriick,
liegt ADAP im Komplex iiberwiegend als Dimer und ein geringer Anteil als Trimer vor.

Den grofiten Anteil macht das ADAP-Monomer aus.
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Abbildung 23: Hochmassen-MALDI-ToF-Analyse von His-ADAP zeigt fiir die nicht stabilisierte Probe
die Masse eines Monomers von 86.209 Da (A). Mit Kreuzvernetzer wurden Massen von 94.100, 187.407
und 282.852 Da gemessen. Nach Korrektur durch Subtraktion der Masse des Kreuzvernetzers wurden
diese Molekulargewichte einem ADAP-Monomer, -Dimer bzw. -Trimer zugeordnet (B, C). ADAP liegt

iiberwiegend als Monomer in Losung vor, zu weiteren Teilen als Dimer und zu einem geringen Anteil
als Trimer.
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Fiir den nicht kreuzvernetzten Strep-SKAPS55-His-ADAP-Komplex wurde fiir Strep-
SKAPS55 eine Masse von 43.929 Da und fiir His-ADAP eine Masse von 86.278 Da
detektiert. Dies entspricht in etwa den theoretischen Werten von 43.970 Da und 86.238 Da.
Der Vergleich der Experimente des nicht stabilisierten Komplexes sowie des nicht
stabilisierten ADAP zeigt ein zusdtzliches Signal fiir SKAPS55 von 43.929 Da (siehe
Abbildung 23, A). Die hohere Intensitit des SKAPS55-Signals ist vermutlich auf die bessere
Ionisierbarkeit des kleineren SKAPS55 sowie auf die Uberlagerung mit dem zweifach
geladenen His-ADAP-Signal zuriickzufiihren. SKAP55 konnte nicht als Referenz
vermessen werden, da es sich nicht allein exprimieren und aufreinigen lieB. Fiir den
vernetzten und dadurch stabilisierten Komplex wurde fiir den einfach geladenen Komplex
eine Masse von 276.680 Da gemessen. Zusétzlich wurden die entsprechenden Massen des
zweifach, dreifach sowie vierfach positiv geladenen Komplexes detektiert. Nach Korrektur
der durch den Kreuzvernetzer addierten Masse ergibt sich eine Gesamtmasse fiir den
Komplex von 259.858 Da. Dies konnte einer Zusammensetzung von zwei ADAP zu zwei
SKAPS55 mit theoretisch 260.416 Da oder einem aus drei ADAP-Molekiilen bestehenden
Komplex von 258.714 Da entsprechen. Der errechnete theoretische Wert fiir einen 2:2-
Komplex liegt mit einer Differenz von 0,556 Da niher an dem bestimmten Wert als der
theoretische Wert des nur aus ADAP bestehenden Komplexes mit einem Unterschied von

1.144 Da.

Die Hochmassen-MALDI-ToF-Analyse detektiert fiir ADAP allein zum grof3ten Teil ein
Monomer sowie ein Dimer und zu geringen Anteilen ein Trimer. Fiir den rekombinanten
und koaufgereinigten ADAP-SKAPS55-Komplex wurde eine Stochiometrie von 2:2
bestimmt Der Komplex wurde weiter charakterisiert und die multimerbildenden Einheiten

untersucht.
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Abbildung 24: Die Hochmassen-MALDI-ToF-Analyse von koaufgereinigten ADAP und SKAPS5 zeigt
fiir die nicht kreuzvernetzte Probe Einzelmassen von 43.929 Da fiir SKAPS5S sowie 86.278 Da fiir
ADAP. (A). Mit Kreuzvernetzer wurde fiir den einfach geladenen Komplex eine Masse von 276.680 Da
gemessen. Weitere Peaks von 138.129, 93.550 und 70.279 Da entsprechen dem 2+, 3+ und 4+ geladenen
Komplex (B). (C) Die Uberlagerung der Spektren zeigt -nach Korrektur der durch den Crosslinker
eingefiihrten Masse- fiir den Komplex aus ADAP und SKAP eine Masse von 259.858 Da.
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4.3 Bestimmung der multimerbildenden Einheiten

Um mogliche fiir die Multimerisierung verantwortliche Doménen zu untersuchen, wurden
unterschiedliche Konstrukte von ADAP und SKAPS5 in E. coli und Insektenzellen

exprimiert und weiter untersucht.

4.3.1 Dimerbildung von SKAPSS5

Fiir das homologe Protein SKAP-HOM wurde wihrend der Anfertigung dieser Arbeit von
Swanson et al. eine Dimerisierung des Proteins durch den N-Terminus beschrieben. Die
publizierte Kristallstruktur des SKAP-HOM (PDB: 20TX) - N-Terminus zeigt zwei

aufeinander zuriickgefaltete a-Helices, die ein Homodimer ausbilden (siehe Abbildung 8).

Das Struktur-Vorhersageprogramm COILS sagt fiir SKAP-HOM eine N-terminale Coiled-
Coil-Doméne vorher. Fiir SKAP55 wird fiir diese Region keine Coiled-Coil-Doméne
vorhergesagt  (siche = Abbildung 64). Das Alignment der SKAP-HOM-
Dimerisierungsdoméne mit dem N-terminalen SKAPS5S ergibt einen Konsensus von 66,7

% mit 43,1 % identischen Aminosduren (siche Abbildung 25).

Amino-
Protein:  séaure:

SKAP-HOM 14-64 PEEIRNLLADVETFVADILKGENLSKKAKEKRESLIKKIKDVKSIYLQEFQ
SKAP55 7-57 PEEIRWLLEDAEEFLAEGLRNENLSAVARDHRDHILRGFQQIKARYYWDEFQ

Abbildung 25: Alignment der Proteinsequenz der SKAP-HOM-Dimerisierungsdoméine mit SKAPSS.
Rot: identische Aminosiuren, griin: biochemisch dhnliche Aminosiuren, schwarz: unterschiedliche
Aminosiuren.

Die analytische Gelfiltration zeigt, dass das SKAP55-Konstrukt der Aminosduren 7-222
bei einem Retentionsvolumen von 9,74 ml von der Saule eluiert (siehe Abbildung 26). Das
Retentionsvolumen des SKAP55-Konstruktes liegt zwischen den Retentionsvolumina des
75 kDa schweren Conalbumins und des 43 kDa schweren Ovalbumins, die als
Molekulargewichtstandards eingesetzt wurden. Anhand der Kalibrationsgeraden wurde fiir
das SKAP55 DM-PH (Aminoséduren: 7-222)-Konstrukt ein Molekulargewicht von 55,3
kDa berechnet. Dies entspricht dem Zweifachen des theoretisch 26,43 kDa schweren
Monomers. Mit dynamischer Lichtstreuung wurde ein hydrodynamischer Radius von 2,8
nm bestimmt. Dies entspricht einem Molekulargewicht von 55 kDa und bestitigt die

Bildung eines Dimers fiir SKAP5S5 (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Analytische Gelfiltration und dynamische Lichtstreuung des SKAPSS (7-222)-
Konstruktes. A) Chromatogramm der analytischen Gelfiltration des SKAPS5-Konstruktes. Das
Retentionsvolumen des SKAPSS von 9,74 ml entspricht einem Molekulargewicht von 55,3 kDa. Dies
entspricht dem zweifachen Molekulargewicht des Monomers 2x26,53 kDa. B) Histogramm der
dynamischen Lichtstreuung. Es wird ein hydrodynamischer Radius von 2,8 nm bestimmt, dies
entspricht einem Molekulargewicht von 55 kDa.

Eine Aggregation durch Fehlfaltung kann aufgrund der 'H-""N-HSQC-Spektren
ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 47). Zudem zeigt die analytische Gelfiltration
sowie die dynamische Lichtstreuung keine Signale fiir hohere Molkulargewichte, die
Hinweise auf Aggregation geben. Somit konnte eine Dimerbildung fiir den N-Terminus

von SKAPSS5 gezeigt werden.

Dieser Befund ist insbesondere im Zusammenhang mit SKAP-HOM wichtig, da in diesem
homologen Protein der N-Terminus mit der PH-Doméne interagiert und diese Interaktion
die Bindung an Phospholipide reguliert. Ob SKAPS5 an Phospholipide bindet, wurde mit
NMR-spektroskopischen Untersuchungen weiter untersucht (siehe 4.5.2 und 4.5.3).

4.3.2 Multimerbildung von ADAP

Rekombinant exprimiertes His-ADAP zeigt in der BN-PAGE ein Laufverhalten, das
hoheren Molekulargewichten entspricht (siehe 4.2.2). Ebenso zeigt die Analyse von His-
ADAP mittels Hochmassen-MALDI-ToF-Massenspektrometrie Monomere, Dimere sowie
Trimere fiir ADAP (siehe 4.3.2). Bioinformatische Analysen zeigen fiir ADAP vor der N-
terminalen hSH3-Doméne von Aminosiure 465-503 eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir die
Bildung einer Coiled-Coil-Struktur an. Um die multimerisierenden Eigenschaften von
ADAP zu charakterisieren, wurden Konstrukte mit dieser Sequenz mittels analytischer

Gelfiltration sowie dynamischer Lichtstreuung analysiert (siehe Tabelle 9).
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Konstrukt Theoretisches analytische dynamische Verhiltnis:
Molekular- | Gelfiltration | Lichtstreuung gemessen/
gewicht Superdex [kDa] theoretisches
eines 200/ Molekular-
Monomers Superdex 75 gewicht
[kDa] [kDa] (GF/DLS)
GST-ADAP 460-503 31,9 92 74 2,9/2,3
GST-ADAP 467-503 31,2 92 80 2,9/2,6
ADAP 460-503 5,7 9,0 9,7 1,6/1,7
ADAP 467-503 4,9 X 8,8 x/1,8
ADAP 340-579 26,8 84,0 83,0 3,1/3,1

Tabelle 9: Grofienanalyse von rekombinant exprimierten ADAP-Konstrukten zur Bestimmung der
Multimerisierungsdoméne mit analytischer Gelfiltration (GF) und dynamischer Lichtstreuung (DLS),
x: Werte wurden nicht bestimmt.

Fir Konstrukte der vorhergesagten Multimerisierungsdomine in ADAP mit den
Sequenzabschnitten von Aminosdure 460 bis 503 bzw. 467 bis 503 wurden fir GST-
Fusionskontrukte das 2,3- bis 2,9-fache des hydrodynamischen Radius bestimmt, als fiir
ein Monomer zu erwarten gewesen ware. Fiir GST ist die Bildung von Dimeren bekannt.
Um dies als Ursache fiir groBere Massen auszuschlieBen, wurden die gleichen Konstrukte
ohne GST nach Thrombinschnitt analysiert. Hierbei ergaben sich das 1,6- bzw. das 1,8-
fache des theoretischen Molekulargewichts. Alle Messungen zeigten ein hoheres
Molekulargewicht als fiir ein Monomer zu erwarten wére. Sie schwankten zwischen dem
1,6-fachen bis zum 3,1-fachen des theoretischen Molekulargewichts. Die
GroBenbestimmung mit DLS bzw. Gelfiltration ist maBgeblich durch die Form der Partikel
bestimmt. Die Berechnungen basieren auf der Annahme, dass es sich um globulére Partikel
handelt. Ist dies nicht der Fall, sind die Gréenbestimmungen fehlerbehaftet. Um die Form
der ADAP bzw. ADAP-SKAPS55-Komplexe zu untersuchen, wurden diese mittels der
GraFix-Methode fixiert und durch die Methode des negativen Kontrasts mittels

Elektronenmikroskopie charakterisiert (siche 4.4.3 und 4.4.4).
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4. Ergebnisse

4.4 GraFix-Methodenetablierung und Stabilisierung des ADAP-
SKAPS55-Komplexes fiir die Elektronenmikroskopie

4.4.1 Etablierung eines Gradientenmischers fiir lineare Sucrosegradienten

Die von Kastner et al. fiir die Elektronenmikroskopie entwickelte GraFix -Methode basiert
auf der Zentrifugation der Makromolekiile in einem linear ansteigenden Dichtegradienten,
der zusitzlich eine ansteigende Konzentration Kreuzvernetzer enthilt. Bei dieser Methode
wird die Aggregation von Komplexen durch Zentrifugation in den linearen
Dichtegradienten verhindert. Durch die ebenfalls linear ansteigende Konzentration an
Kreuzvernetzer werden individuelle Makromolekiile durch kovalente Bindungen

stabilisiert.

Da die linearen Gradienten aus Kreuzvernetzer sowie der Dichtelosung zentraler
Bestandteil dieser Methode sind, wurde eine Methode zur Erstellung linearer Gradienten
etabliert. Als Grundlage fiir die Erstellung des linearen Sucrosegradienten diente die von
Coombs und Watts 1985 beschriebene Methode. Im Zentrifugenrohrchen wird die Losung
mit der maximalen Sucrosekonzentration mit der geringsten Konzentration iiberschichtet

und durch Rotation des gekippten Zentrifugenréhrchens gemischt.

Hierfiir wurde eine Vorrichtung gebaut, die es ermoglicht, die Rotationsgeschwindigkeit
sowie den Kippwinkel einzustellen (siche 3.6.2). Bei definiertem Kippwinkel und fester
Rotationsgeschwindigkeit ist die Dauer der Rotation iiber die Durchmischung der zwei
Phasen und des dabei gebildeten Gradienten entscheidend. Zur Evaluierung des Gradienten
wurde der dichteren Losung Trypanblau zugesetzt, welches nach der Fraktionierung

spektroskopisch detektiert wurde.

Der Kippwinkel des Zentrifugenrohrchens ist durch die Phasengrenze bestimmt. Fiir die
Rotation wurde eine Geschwindigkeit von 10 Umdrehungen pro Minute gewéhlt. Der Grad
der Durchmischung der zwei Phasen wird durch die Dauer der Rotation bestimmt, diese
musste fiir die entsprechenden Sucrosegradienten ermittelt werden. Vor der Rotation liegen
die 10 %ige und 30 %ige Sucrose-Losung in getrennten Phasen vor (siehe Abbildung 27,
A). Nach Beginn der Rotation findet eine Durchmischung der Phasen statt, die {iber einen
sigmoidalen Konzentrationsverlauf zu einem linearen Konzentrationsverlauf fiihrt (siehe

Abbildung 27, B und C).
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Durch eine Rotationszeit von 4 Minuten konnte ein nahezu linearer Gradient von 10 bis 30
% Sucrose erzeugt werden (Abbildung 27, C). Im oberen niedrigen Konzentrationsbereich
weist der Gradient eine konstante Konzentration auf, die durch eine ungleichmafige
Durchmischung am Deckel des Zentrifugenrohrchens erzeugt wird. Anzeichen dafiir
konnen bereits bei kiirzeren Rotationszeiten beobachtet werden (siehe Abbildung 27, B).
Abbildung 27 C zeigt die Linearitit des Gradienten sowie die feinste Auflosung, die durch
eine manuelle Fraktionierung erzielt werden konnte. Der etablierte lineare Sucrosegradient
wurde fiir die Fixierung von ADAP bzw. ADAP-SKAP55-Komplexen in der GraFix-

Methode verwendet.

b
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™ 0 Sekunden 50 Sekunden 0 Sekunden
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30% Fraktionen (normiert) Fraktionen (normiert) Volumen Fraktionen (normiert) Volumen

Boden Deckel Boden Deckel Boden Deckel

Abbildung 27: Diagramme der Sucrosegradienten nach unterschiedlichen Rotationszeiten. Zur
Detektion der Durchmischung wurde die 30 %ige Sucroselosung mit Trypanblau versetzt und
anschliefend die Absorption der Fraktionen bestimmt.

4.4.2 Stabilisierung von Komplexen mit der GraFix-Methode

ADAP-SKAPS55-Proben zeigten in elektronenmikroskopischen Aufnahmen hauptsédchlich
Aggregate. (siche Abbildung 29). Durch Etablierung des linearen Sucrosegradienten (siche
4.4.1) wurden Proteinkomplexe mit der GraFix-Methode stabilisiert.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Stabilisierung und Fixierung der Proteinkomplexe
wurden Fraktionen auf 7 % Acrylamid-Gelen mit einem Tris-Acetat-Puffersystem
aufgetrennt. Dieses Gel ermdoglicht die Auftrennung von grofen Molekulargewichten.
Aufgrund der geringen Proteinmengen der Fraktionen wurden die Proteine bzw.
kreuzvernetzten Komplexe mittels Silberfirbung im Gel nachgewiesen. Durch die
Ungenauigkeit der Gele kann nur eine Molekulargewichtsabschédtzung erfolgen, hier fiir
den Komplex aus Volle-Linge-Strep-SKAP55 und ADAP der Aminosduren 340-783
gezeigt. Das verkiirzte ADAP-Konstrukt erlaubt aufgrund des geringeren Molekular-
gewichts eine bessere Abschitzung des Molekulargewichts des kreuzvernetzten

Komplexes im Gel (sieche Abbildung 28).
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Das Chromatogramm der Fraktionen ohne bzw. mit Glutardialdehyd im linearen Sucrose-
gradienten zeigt fiir die jeweilige Probe das stirkste Signal in der 38. bzw. 41. Fraktion
(siche Abbildung 28). Die Verschiebung des maximalen Signals zwischen den beiden
Proben ist auf die manuelle Fraktionierung und dadurch bedingte Schwankungen in der

FraktionsgroBe zurlickzufiihren.

A ohne Glutardialdehyd mit Glutardialdehyd B
M 31 38 30 41 46 34 40 41 43 48 K
kDa _ - B -+~ His-ADAP/Strep-SKAP55 mit GDA
o -o- ADAP 340-783 / Strep-SKAPS55-FL mit GDA
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Abbildung 28: GraFix-Fixierung von ADAP-SKAP55-Komplexen. A) Fraktionen eines GraFix-Laufs
von ADAP 340-783-Strep-SKAPS55-Komplex, aufgetrennt in einem 10-30 % Sucrose-Gradienten mit
und ohne Glutardialdehyd. Die fixierte Probe zeigt eigene Banden fiir den ADAP-SKAP55-Komplex
aus der kreuzvernetzten Probe im silbergefirbten 7 % Tris-Acetat-Gel. B) Gegeniiberstellung von
GraFix-Liufen im linearen Sucrosegradienten von His-ADAP-Volle-Linge bzw. ADAP340-783 im
Komplex mit Strep-SKAP5S. ADAP-Volle-Léinge im Komplex mit SKAP5S wird in Fraktionen héherer
Sucrosekonzentrationen nach Ultrazentifugation fraktioniert. Aufgrund der verschiedenen
Fraktionsgroflen wurden die Fraktionen fiir den Vergleich auf das Zentrifugenréhrchenvolumen
normiert. Die Fraktionen der Abbildung A sind extra ausgezeichnet.

Der Nachweis, dass es sich um einen stabilisierten Komplex handelt, wurde im Vergleich
der kreuzvernetzten bzw. nicht kreuzvernetzen Fraktionen im reduzierenden und
silbergefarbten SDS-Gel gezeigt. Fraktionen der Proben ohne GDA zeigen im
denaturierenden SDS-PA-Gel die Anwesenheit von ADAP (340-783) und Strep-SKAPS55
in dhnlichen Verhéltnissen (siehe Abbildung 28, Kontrolle). Zusétzlich ist eine schwache
Bande fiir die Maxima (Fraktion 38, 39) bei ca. 130 kDa zu sehen, die nicht in der
Kontrolle wiederzufinden ist und auch nicht in den stabilisierten Proben. Fiir die
dquivalenten Fraktionen des GraFix-Ansatzes mit Zugabe des GDA sind im Gel bei
entsprechenden Molekulargewichten nur sehr schwache Banden zu erkennen. Die
dominierende Bande fiir diese Fraktionen lduft bei einem Molekulargewicht von 180-200
kDa. Hierbei handelt es sich um den kreuzvernetzten Komplex. Die Anwesenheit von
ADAP und SKAPS5S5 in dieser Bande wurde im Western-Blot bestitigt. Bei hoheren

Sucrosekonzentrationen (Fraktion 34) ist eine weitere schwache Bande bei einem

88



4. Ergebnisse

Molekulargewicht groBer als 200 kDa zu sehen. Hierbei konnte es sich um hohere
Oligomere handeln, die in geringen Mengen in den anderen Fraktionen vorliegen, wie die
schwachen Banden in den {ibrigen Fraktionen zeigen. Der fixierte Komplex zeigt das
gleiche Laufverhalten wie der nicht fixierte Komplex im Sucrosegradienten. Der
abgebildete GraFix-Lauf zeigt in der Kontrolle sowie in dem Lauf ohne Glutardialdehyd
fiir das Konstrukt ADAP 340-783 - mit dem theoretischen Molekulargewicht von 49,6 kDa
- ein hoheres Laufverhalten von ca. 60 kDa. Fiir das Strep-SKAPS55-Volle-Lénge-
Konstrukt mit dem theoretischen Molekulargewicht von 43,9 kDa wird ebenfalls ein
hoheres Molekulargewicht im Gel von ca. 55 kDa beobachtet. Der mit GraFix stabilisierte
Komplex lduft im Gel bei einem Molekulargewicht von ca. 180-200 kDa, wobei der
Einfluss auf das Laufverhalten durch das Glutardialdehyd nicht bekannt ist. Bezogen auf
die theoretischen Werte sowie das Laufverhalten im Gel ergeben sich mogliche

Stochiometrien des ADAP 340-783 und Strep-SKAP55-Komplexes von 1:2, 2:1 bzw. 2:2.

Die Stabilisierung des Komplexes mit der GraFix-Methode ermoglichte die elektronen-

mikroskopische Einzelmolekiil-Darstellung von ADAP und SKAPSS.

4.4.3 Einzelmolekiildarstellung des ADAP-SKAPS5-Komplexes im negativen

Kontrast mit Schwermetallsalzen ohne Stabilisierung

Zur Evaluierung der Probenqualitit wurden die Prdparationen mit Uranylactetat negativ
kontrastiert (siehe 3.6.4). Das Schwermetallsalz Uranylacetat fiithrt zu einer starken
Streuung des Elektronenstrahls, wohingegen die eingebetteten Makromolekiile aufgrund
threr geringeren Dichte den Elektronenstrahl nur gering streuen. Daraus resultiert, dass
Makromolekiile in der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) heller abgebildet
werden als die sie umgebenden Schwermetallsalze. Daher spricht man von negativem
Kontrast. Der Vorteil dieser Methode besteht in dem hohen Kontrast zwischen den
Proteinen und dem Kontrastmittel, so dass auch verhéltnisméBig kleine Proteine mit einem
Molekulargewicht von ca. 200 kDa noch gut dargestellt werden konnen. Nachteil dieser
Methode ist der Entzug von Wasser durch die Trocknung der Makromolekiile und der
Schwermetallsalze auf dem Kohlefilm. Dies kann zur Abflachung der Molekiile auf dem
Kohlefilm bis hin zur Denaturierung fiithren [136]. Eine Alternative ist die Cryo-
Elektronenmikroskopie. Hierbei wird der Proteinkomplex in Wasser in Form von

amorphem Eis eingebettet. Bei der Cryo-EM ist der Kontrast und damit das Signal-zu-
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Rausch-Verhiltnis noch niedriger. Diese Technik ist insbesondere fiir kleine Molekiile, wie
den ADAP-SKAP-Komplex, schwierig und konnte daher auf dem gegenwértigen Stand der

Analyse im Rahmen dieser Arbeit nicht eingesetzt werden.

In der Negativkontrastierung wurden flir den koaufgereinigten Komplex aus Volle-Linge-
Protein-ADAP und SKAP55 ohne Stabilisierung jedoch nur groBe, ungleichméiBige
Partikel gefunden, wobei es sich vermutlich um undefinierte Aggregate des ADAP-
SKAP55-Komplexes handelt (siche Abbildung 29).

Daher wurde dieser mittels der GraFix-Methode stabilisiert (siche 4.4.2). Durch die
Fixierung des Komplexes konnten Einzelmolekiile nach Negativkontrastierung von ADAP
bzw. Komplexe von ADAP und SKAPS55-Konstrukten ohne Aggregate dargestellt werden
(siche 4.4.4).

Abbildung 29: TEM-Aufnahme von negativkontrastierten (2 % Uranylacetat) koaufgereinigten
ADAP-SKAPS55-Komplexen. Das Bild zeigt grofie Aggregate (schwarze Pfeile). Vergrofierung: 35.400x,
Skalierungsbalken: 200 nm

90



4. Ergebnisse

4.4.4 Die Einzelmolekiildarstellung der GraFix-stabilisierten ADAP- und SKAPSS5-

Komplexe im negativen Kontrast mit Schwermetallsalzen

Fiir den ADAP-SKAPS55-Komplex konnten durch Anwendung der GraFix-Methode (siche
4.4.1 und 4.4.2) einzelne Komplexe ohne Aggregate in der Negativkontrastfirbung
dargestellt werden (siche Abbildung 30, *). Die Fraktionen zeigen gleichmiBig verteilte
Molekiile, wobei in Fraktionen mit hoherer Konzentration zusitzliche fibrilldre Strukturen
zu erkennen sind (sieche Abbildung 30, B). Diese Strukturen weisen ein wiederkehrendes
Muster auf, vergleichbar mit Knoten mit gleichem Abstand in einem Seil (Abbildung 30,
B, schwarze Pfeile). Ob es sich bei diesen Strukturen um ADAP und SKAPS55 bzw. nur um

eines der Proteine bzw. eine Kontamination handelt, konnte nicht bestimmt werden.

A

Abbildung 30: Aufnahme von negativkontrastiertem koaufgereinigtem und GraFix-stabilisiertem His-
ADAP/Strep-SKAP55-Komplex. A) Vergrofierung: 42.000x, Skalierungsbalken: 50nm, B) Ausschnitt
aus Abbildung A zeigt einzelne Partikel (*) sowie fibrilliire Strukturen (weifle Pfeile) mit
wiederkehrenden Verdickungen (schwarze Pfeile).

Fiir His-ADAP wurden nach GraFix-Behandlung in der Uranylacetat-Féarbung gleichmiBig
verteilte Partikel mit einer Gréf3e von ca. 11 nm abgebildet (sieche Abbildung 31).
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Abbildung 31: Elektronenmikroskopische Aufnahme von negativkontrastierten und GraFix-
stabilisierten His-ADAP-Komplexen. Vergriofierung: 42.000x, Skalierungsbalken: 50 nm.

Durch die GraFix-Methode konnten somit ADAP bzw. ADAP-SKAPS55-Komplexe
erfolgreich stabilisiert werden und homogene einzelne Komplexe ohne Aggregate auf dem
Kohlefilm abgebildet werden. Die durch diese Methode gewonnenen Aufnahmen wurden

fiir initiale Strukturberechnungen verwendet.
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4.4.5 3D-Rekonstruktion des ADAP-SKAPS5-Komplexes

Die initiale 3D-Strukturbestimmung fiir Einzelpartikel in der Elektronenmikroskopie ldsst
sich in mehrere Schritte unterteilen. Zuerst findet die biochemische Probenpriparation
statt, d.h. der Komplex wird aufgereinigt und im Falle von ADAP und SKAPS55 mit der
GraFix-Methode fixiert. AnschlieBend wird die Probe auf dem EM-Grid aufgetragen und
es werden mit dem Elektronenmikroskop Projektionen der Elektronendichten der Objekte
aufgenommen. Aus den Projektionen eines Objektes wird die dreidimensionale Struktur,
basierend auf dem Projektionstheorem, berechnet. Zunichst werden die Orientierungs-
parameter wie Euler-Winkel sowie die Verschiebung und Drehung in der Ebene bestimmit,
da sich die Partikel in einer zufdlligen Orientierung auf dem Kohlefilm befinden. Um keine
Strahlenschidden und somit Artefakte durch den Elektronenstrahl einzufiihren, werden die
Aufnahmen mit einer geringen Elektronendosis durchgefiihrt. Dies hat ein geringes Signal-

zu-Rausch-Verhiltnis zur Folge.

Zur Bestimmung der initialen Struktur der GraFix-stabilisierten Komplexe von ADAP bzw.
ADAP-SKAPS5 wurde mit Dr. Jan Giesebrecht (Institut fiir Medizinische Physik und

Biophysik, Charité, Universititsmedizin Berlin) die ,,common lines“-Methode, basierend

auf der statistischen Klassifizierung von Einzelbildern, durchgefiihrt (siehe 1.12.1)

Abbildung 32: Klassendurchschnitte des His-ADAP-Komplexes.

Fiir ADAP bzw. den ADAP-SKAPS55-Komplex wurden die Positionen der Partikel in den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen identifiziert und die einzelnen Partikel
ausgeschnitten. Die Bilder wurden zentriert und anschlieBend zueinander orientiert
(aligniert). Um ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhiltnis zu erzielen, wurden die Bilder
der Einzelpartikel nach der k-Means-Clustering-Methode mit dem Programmpaket
SPIDER klassifiziert und Bilder einer Klasse anschlieBend zu einem Klassendurchschnitt

gemittelt (siche Abbildung 32 und Abbildung 33).
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Fiir ADAP wurden aus 1175 Partikeln 58 Klassen gebildet. Diese zeigen V-formige
Partikel, runde ,,Donut“-dhnliche Partikel sowie runde Partikel, die teilweise zusétzliche
Dichten auf3erhalb des Rings aufweisen (siche Abbildung 32). Fiir den Komplex aus ADAP
und SKAPS55 wurden 64 Klassen aus 1157 Partikeln gebildet. Diese zeigen ebenfalls runde
Partikel mit ,,Donut“-dhnlicher Form. Einige Partikel zeigen zusétzliche Dichten auBBerhalb
des Rings, die teilweise verwischt erscheinen. Diese Regionen konnen auf flexible

Bereiche zuriickgefiihrt werden, die in unterschiedlichen Konformationen vorliegen und

daher nicht als eine definierte Dichte in der Klasse abgebildet werden (siche Abbildung
33).

Abbildung 33: Klassendurchschnitte des rekombinanten His-ADAP/Strep-SKAPS5-Komplexes.

Die gemittelten Klassen des ADAP und ADAP-SKAP55-Komplexes wurden als Grundlage
fiir die Berechnung der Initialstruktur verwendet. Die mit der ,,common-line“~-Methode
berechneten Strukturmodelle zeigen beide ,,Donut“-dhnliche Strukturen. Fiir His-ADAP
sind in der Ringebene auf einer Seite des Rings zusétzliche Dichten vorhanden. Die
Struktur des ADAP-SKAPS55-Komplexes unterscheidet sich durch eine zusétzliche Dichte,
die zwischen anderen Erweiterungen liegt und leicht aus der Ringebene heraus ragt (siehe

Abbildung 34).
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His-ADAP/Strep-
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Abbildung 34: 3D-Modell des His-ADAP und His-ADAP/Strep-SKAPS55-Komplexes.
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4.5 NMR-spektroskopische Untersuchung von SKAPSS

Die NMR-Spektroskopie ermdglicht die Untersuchung von dynamischen Prozessen auf
atomarer Ebene. Zur Aufklidrung der Bindung und Erkennung von Liganden durch
SKAP55 wurden die DM-Domaéne, die PH-Doméine sowie das natiirlich vorkommende

Fusionskonstrukt der beiden Domanen NMR-spektroskopisch untersucht.

Zuerst erfolgte eine Zuordnung der NMR-Signale zur Aminoséuresequenz der PH-Doméne
von SKAPS55. Dieses sogenannte Assignment wurde anschlieBend zur Auswertung von

NMR-Interaktionsstudien mit Phosphoinositolphosphaten verwendet.

4.5.1 Sequentielles NMR-Assignment der PH-Doméne von SKAPSS

Die Zuordnung der HN-Signale des zweidimensionalen 'H-"’N-HSQC-Spektrums zur
Sequenz der SKAPS55 PH-Domine erfolgte unter Verwendung von Tripleresonanz-
experimenten (siche 1.13.2) sowie der spezifischen selektiven 15N—Markierung einzelner

Aminosduren (siche 3.7.4).
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Abbildung 35: Uberlagerung der 'H-""N HSQC-Spektren von vollstindig und selektiv markiertem His-
SKAP55 PH. In grau ist die vollstindig mit "N markierte Probe dargestellt, iiberlagert mit den
Spektren des jeweils '°N selektiv markierten Lysin in blau, Leucin in orange und Phenylalanin in rot.
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Die 'H -"’N-HSQC-Spektren der jeweils selektiv markierten Aminosiuren Leucin, Lysin
und Phenylalanin zeigten fiir Phenylalanin 6, fiir Leucin 9 und fiir Lysin 9 Signale.
Aufgrund der Sequenz wéren 11, 8 bzw. 13 Signale zu erwarten gewesen. Griinde fiir die
zu geringe Anzahl liegen in der Uberlagerung einzelner Resonanzen sowie in verindertem
Relaxationsverhalten flexibler Sequenzbereiche, die im HSQC-Spektrum nicht detektiert
werden (sieche Abbildung 35). Fiir Tripleresonanzexperimente wurde die PH-Doméne in
Anwesenheit von °N- und "*C-Isotopen exprimiert und aufgereinigt. AnschlieBend wurden
Paare von dreidimensionalen @HNCA/HN(CO)CA-, HNCO/HN(CA)CO- und
HN(CO)CACB/HNCACB-Spektren aufgenommen (siehe 3.7.3). In jedem Spektrenpaar
wird zur HN-Resonanz die chemische Verschiebung eines Atomtyps wie C,, Cp oder Co
zusitzlich detektiert. Das erste Spektrum eines Spektrumpaares bildet fiir jede HN-
Resonanz sowohl die eigene als auch die Resonanz der vorhergehenden Aminosaure ab. Im
zweiten Spektrum des Spektrumpaares wird nur die Resonanz der vorhergehenden
Aminoséure detektiert. Durch Uberlagerung dieser Spektren werden die Signale der
eigenen sowie der vorhergehenden Aminosdure zugeordnet. Dadurch wird die Reihenfolge
zweier benachbarter HN-Resonanzen zueinander bestimmt. Durch die Identifizierung
weiterer vorhergehender oder nachfolgender Resonanzen wird die Sequenzabfolge der

Resonanzen erweitert (siehe 1.13.2).

Uber markante Verschiebungen der C,- bzw. Cp-Resonanzen oder durch die Informationen
der selektiv markierten Aminosduren und deren Signale im HSQC wurden diese der
SKAP55 PH-Sequenz zugeordnet. Abbildung 36 zeigt die Peptidsequenz Alal44-Asn145-
Glul46-Lys147-Ser148 mit den entsprechenden Ausschnitten der dreidimensionalen
Spektren. Charakteristische Verschiebungen der Resonanzen der Cpg-Atome zeigt das
Alanin 144 mit 18,80 ppm sowie das Serin 148 mit 66,06 ppm. Zusétzlich zeichnet sich
Serin durch die charakteristische Verschiebung der C,-Resonanz von 63,17 ppm aus (siche
Abbildung 36, A und C). Lysin 147 wurde ebenfalls in der selektiv markierten Probe als
Lysin identifiziert, siche Abbildung 35 bei 8,25 ppm 'H und 115,90 "°N (blaues Signal).
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Abbildung 36: Assignment der 5N-BC-markierten w_ﬁﬁumm PH-Domiine. Dargestellt sind die zugeordneten Resonanzen der Aminosiiuresequenz Alanin, Asparagin,
Glutamat, Lysin und Serin der Positionen 144 bis 148. Die Uberlagerung der Tripleresonanzspektren zeigt in A) blau und rot das HNCA- und HN(CO)CA-Spektrum,
B) griin und dunkelblau das HNCO- und HN(CA)CO-Spektrum sowie C) in griin/rot und orange/blau das HN(CO)CACB- und HNCACB-Spektrum. Die Linien

zeigen die einander zugeordneten Resonanzen: rot: Cy, orange: Co, griin: C,,
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Die chemische Verschiebung der Atome ist von der Aminosdureseitenkette abhéngig und
davon, in welchem Sekundérstrukturelement sich diese Aminoséure befindet. Der A6—Wert
beschreibt die Differenz der beobachteten Resonanz zur typischen chemischen
Verschiebung dieses Aminosduretyps. Aminosduren, die in o-helikalen Bereichen
lokalisiert sind, zeigen fiir C,- sowie Co-Atome eine zusétzliche positive und in B-Stringen
eine negative Ad-Wert- Verschiebung. Diese Verschiebungen sind bei C,-Atomen am
starksten. Bei Cp-Atomen verhilt sich die Verschiebung umgekehrt. In B-Strdngen werden

die Resonanzen zu positiveren Werten verschoben.

Fiir die C,-Atome der Aminosduren Alanin 196 bis Aspartat 211 wird eine Verschiebung zu
positiven Werten gemessen. [B-Stringe weisen negative Verschiebungen fiir die C,-
Resonanzen auf. Diese sind nicht so stark ausgepréigt wie fiir helikale Abschnitte, wie z.B.
die Aminoséduren Tryptophan 128 bis Serin 136 und Leucin 139 bis Tyrosin 143 zeigen.
Bereiche mit keiner definierten Sekundérstruktur zeigen keine zusammenhingenden
positiven oder negativen Ad—Werte. Der Vergleich der Ad-Werte der chemischen
Verschiebung der C,-, Cp-, Co-Atome mit den Sekundirstrukturelementen der
Kristallstruktur (PDB:1U5D) zeigt eine gute Ubereinstimmung (siche Abbildung 37).
Damit weist das hier verwendete Konstrukt der SKAP55 PH-Domine die gleichen
Sekundirstrukturelemente auf wie das kristallisierte Protein und nimmt mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit in Losung die gleiche Tertidrstruktur ein wie die in der

Proteindatenbank abgelegte Kristallstruktur.
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Abbildung 37: Chemische Verschiebung (Ad) der C,-, Cy- sowie Co-Atome des assignten His-SKAP55
PH-Konstruktes fiir die Aminosiuren 96-216. Parallel sind die sekundiren Strukturelemente der
Kristallstruktur 1USD von SKAPSS schematisch dargestellt.
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Abbildung 38: Assignment des 'H-'>N-HSQC-Spektrums der His-SKAP55 PH-Domiine. Bezeichnung
mit Position und Typ der Aminosiure. Mit Sternen bezeichnet sind nicht zugeordnete Signale.

Die aus den Tripleresonanzexperimenten gewonnenen Zuordnungen wurden auf die 'H-
"N-HSQC-Spektren iibertragen (Abbildung 38). Im 'H-"’N-HSQC-Spektrum werden
Resonanzen direkt verkniipfter Stickstoff- und Wasserstoffatome analysiert, wobei neben
den Amidgruppen des Proteinriickgrates auch Amidgruppen innerhalb der Seitenketten
detektiert werden. Prolin zeigt aufgrund der nicht vorhandenen HN-Gruppe keine
Resonanz im 'H-"’N-HSQC-Spektrum. Die Resonanzen von "N bei 110-115 ppm sowie
von 'H bei 6,5-8 ppm sind groBtenteils den Amidgruppen der Asparagin- und Glutamin-
Seitenketten zuzuordnen. Diese zeichnen sich durch eine Aufsplittung in der 'H-Dimension

aus. Insgesamt wurden 94 Signale des HSQC-Spektrums zugeordnet.
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Abbildung 39: Zugeordnete Aminosiuren (Riickgrat) des His-SKAP5S PH-Dominen-Konstruktes.
A) Sequenz des His-SKAPSS5 PH-Konstruktes, rot: Aminosiiuren, denen keine HN-Resonanz, schwarz:
Aminosiurereste, denen ein HN-Signal im 'H-"N-HSQC zugeordnet wurde. Unterstrichen sind
Aminosiuren, die in der SKAP55 PH-Struktur 1USD enthalten sind sowie schematisch die Sekundar-
Strukturelemente. B) Kiristallstrukturdarstellung der SKAPS5 PH-Domine. Nicht zugeordnete
Aminosiuren sind rot markiert (Kristallstruktur, PDB-Code: 1U5D).

Dem 156 Aminosduren-langen His-SKAP55 PH-Konstrukt der Aminoséduren 97-216
wurden 60 % der Signale des '"H-""N-HSQC-Spektrums durch Tripleresonanz-Experimente
und selektive Markierung zugeordnet. Der in der Protein-Data-Bank abgelegten Struktur
der SKAP55 PH-Domine (PDB: 1U5D) wurden 83 % der Aminosduren Signalen im
HSQC-Spektrum zugeordnet (siche Abbildung 38). Fiir Regionen mit hoher Flexibilitit -
wie den Affinitdtstag und die folgenden Aminoséduren des Vektors, den N-Terminus, den C-
Terminus sowie die Loop-Regionen - konnten teilweise keine Resonanzen identifiziert
bzw. zugeordnet werden. Zu diesen Bereichen gehoren auch die B1-B2-, B3-f4- und B5-p6-
Loops wie in Abbildung 39, B gezeigt.

Das Assignment des Proteinriickgrates der SKAPS55 PH-Domine wurde fiir die

Auswertung der folgenden NMR-Interaktionsstudien verwendet.
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4.5.2 NMR-Titrationsexperimente
4.5.3 Bindung von Inositolphosphaten an die PH-Doméne von SKAPSS

Phospholipide dienen als second messenger in Zellen. In T-Zellen fiihrt die Aktivierung zu
einem erhohten Niveau bestimmter Phospholipide an der Plasmamembran (siche 1.11.1).
Fiir SKAP-HOM wurde von Swanson et al. ein regulatorischer Mechanismus durch die
Bindung von Phosphoinositolphosphaten (PIP) an die PH-Domine beschrieben. Die
Bindung von PIP3 hebt eine Autoinhibition durch den N-Terminus auf, so dass SKAP-
HOM in Makrophagen in aktinreichen Zellausstiilpungen lokalisiert ist.

Aufgrund der hohen Sequenzhomologie wurde untersucht, ob fiir SKAP55 ebenfalls ein
solcher Mechanismus wie in SKAP-HOM vorliegt und ob eine Regulierung durch
spezifische Phosphoinositolphosphate stattfindet. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der
SKAPS55 N-Terminus ebenfalls - wie fiir SKAP-HOM beschrieben - ein Dimer bildet und
somit die strukturellen Voraussetzungen fiir die beschriebene Inhibition der PH-Domine

durch die Coiled-Coil-Domine gegeben wiren (sieche 4.3.1).

Um die Bindung von SKAPS55 an Phospholipide durch die PH-Doméne zu untersuchen,
ohne die mdgliche Beeinflussung durch den N-Terminus, wurden NMR-spektrometrische
Untersuchungen an der isolierten PH-Doméne durchgefiihrt. Aufgrund der Unloslichkeit
von PIPs mit langen Acylketten wurden Phosphoinositolphosphate mit einer Octyl- bzw.
Butyl-Kette oder die Derivate der Kopfgruppen in Form von Inositolphosphaten verwendet

(siehe Abbildung 40).
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Abbildung 40: Chemische Strukturen der fiir die NMR-Titration verwendeten Phospholipide bzw.
Inositol-Phosphate. IP3 [Ins(1,4,5)P3] stellt die Kopfgruppe von PIP2 dar und IP4 [Ins(1,3,4,5)P4] die
Kopfgruppe von PIP3, diese wurden als losliche Analoga fiir Bindungsstudien verwendet.
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4.5.4 'H-"N-HSQC-Titrationsexperimente der His-SKAP55 PH-Domiine

Initiale Versuche der SKAP55 PH-Domine mit Kopfgruppen der natiirlich vorkommenden
Phosphoinositolphosphate ~ PIP2  und  PIP3  zeigten  konzentrationsabhéngige
Verschiebungen von Resonanzen im HSQC-Spektrum. Zur Bestimmung der an der
Inositolphosphatbindung beteiligten Aminoséduren sowie deren Dissoziationskonstanten
wurden Titrationsexperimente mit IP3 und [P4 durchgefiihrt. Bei einer
Proteinkonzentration von 150 uM der SKAP55 PH-Doméne wurden jeweils HSQC-
Spektren mit unterschiedlichen Ligandenkonzentrationen von 0, 50, 150, 300, 500, 750,
1050, 1500, 2000, 2670 uM aufgenommen. Fiir das schwicher bindende IP3 wurden zwei
zusitzliche Konzentrationen von 3200 und 3740 uM vermessen. Bei Zugabe der Liganden
bleibt die Gesamtstruktur der Doméne erhalten, wie sich aus den nur gering variierenden
Spektren erkennen ldsst. Die maligeblichen Verdnderungen der Spektren sind graduelle
Verschiebungen einiger Resonanzen in Abhédngigkeit von der Ligandenkonzentration. Bei
hohen Konzentrationen beider Liganden werden zusdtzlich neue Resonanzen detektiert,
z.B.: im Bereich von 'H 8,2-8,8 ppm und '"N: 108-112 ppm. Bei diesen Resonanzen
handelt es sich vermutlich um Aminosduren, die sich in Loop-Regionen befinden (siche
Abbildung 41, *) und nach Ligandenzugabe ein verdndertes Relaxationsverhalten
aufweisen und in Folge dessen detektiert werden. Zur Ubersichtlichkeit sind ausgewihlte
Spektren der Konzentrationen 0, 50, 150, 500, 2670 uM fiir [P4 (Abbildung 41) sowie fiir
IP3 (Anhang: Abbildung 61) gezeigt.

Die Verschiebungen der Resonanzen entlang einer Trajektorie in Abhéngigkeit von der
Ligandenkonzentration zeigen, dass es sich bezogen auf die NMR-Zeitskala um einen
schnellen Austausch des Liganden handelt. Die Bindung an die SKAP55 PH-Doméne

wurde weiter charakterisiert.
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Abbildung 41: NMR-Titration der His-SKAP55 PH-Domine mit IP4. Die 'H-'>*N-HSQC-Spektren
zeigen eine IP4-konzentrationsabhingige Verschiebung einiger Resonanzen beim Vergleich der
Spektren mit 0 pM (rot), 50 pM (dunkelrot), 150 uM (braun), 500 uM (griin) und 2670 pM (blau) IP4.
Bei hohen Ligandenkonzentrationen werden zusitzliche Resonanzen detektiert, mit * markiert. Die
Proteinkonzentration betrug jeweils 150 uM, die Messungen wurden bei 37°C durchgefiihrt. Sehr
starke Signalverschiebungen sind exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet.

4.5.5 Erkennung der Inositolphosphate durch die SKAPSS PH-Domiine

Um die an der Bindung der Inositolphosphate beteiligten bzw. davon betroffenen
Aminosduren zu identifizieren, wurde das Assignment der SKAPS55 PH-Doméne (siche
4.5.1) jeweils auf die Spektren mit unterschiedlichen Ligandenkonzentrationen tibertragen.
AnschlieBend wurde die Verschiebung der Resonanzen gegeniiber dem Spektrum ohne
Ligand berechnet (siehe 3.7.7). Bei IP3- bzw. [P4-Zugabe sind maligeblich drei Bereiche
direkt oder indirekt von der Bindung beeinflusst (siche Abbildung 42 A, B): Von
Aminosdure Glutamat 115 bis Valin 134, von Tyrosin 142 bis Tyrosin 160 sowie
Phenylalanin 178 bis Threonin 191. Hierbei handelt es sich um die B1-B2, B6-B7- Loops
sowie den B3-B4-Loop bzw. dessen B-Stringe sowie die daran angrenzenden Aminosduren

wie in Abbildung 42, B gezeigt.
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Vergleich der maximalen chemischen Verschiebung der SKAP55-PH-

Domane bei IP3- oder IP4-Zugabe
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Abbildung 42: SKAPS5S bindet Inositolphosphate iiber die p1-p2, p3-p4- und p6-p7-Loops. A) Vergleich
der chemischen Verschiebung der Resonanzen der SKAPS5 PH-Domine im HSQC-Spektrum bei
Zugabe von 2670 pM IP4 bzw. IP3. B) Chemische Verschiebung der Aminosiuren bei 2670 pM IP3-
bzw. IP4-Zugabe. Die Stirke und Farbe des Proteinriickgrates reprisentieren die Grofle der
Verschiebung. Die Intensitit der Verschiebung ist ansteigend von blau, iiber griin, gelb, orange bis zur
maximalen Verschiebung in rot dargestellt. Nicht zugeordnete Aminosiuren sind grau eingefirbt.

Die von der Bindung betroffenen Aminoséduren &hneln sich bei IP3- und [P4-Zugabe (siche
Abbildung 42 A). Um Unterschiede der chemischen Verschiebungen zu identifizieren,
wurde der Quotient aus der IP4- und IP3- Verschiebung bzw. der umgekehrte Quotient
gebildet (siche Anhang: Abbildung 59). Die Aminosduren Lysin 116 und 152 sowie
Arginin 131 weisen den groBten Unterschied in der chemischen Verschiebung bei der IP3-

bzw. IP4-Zugabe auf (sieche Abbildung 42 A und Abbildung 43).
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Der Quotient aus den Verschiebungen bei der Zugabe von 2670 uM IP4 bzw. IP3 ergibt fiir
Arginin 131 bzw. Lysin 116 eine 62- bzw. 11-fach stirkere Verschiebung. Lysin152 weist
eine um den Faktor 4 stirkere Verschiebung auf bei IP3-Zugabe gegeniiber einer IP4-
Zugabe (siche Anhang, Abbildung 50). Die Unterschiede bei IP3- und IP4-Zugabe der
Aminosduren Lysin 116 und 152 und Arginin 131 zeigen, dass sie wahrscheinlich direkt an
der Erkennung der 3'-Phosphatgruppe beteiligt sind. Die rdumliche Nidhe dieser
Aminosiuren verdeutlicht die Uberlagerung der Kristallstrukturen der PH-Doménen von
SKAP55 mit dem kokristallisierten Inositolphosphat der PH-Domidne der Akt-Kinase
(PDB: 1UNQ, siehe Abbildung 43).

Die verwendeten Inositolphosphate IP3 und IP4 stellen die Kopfgruppe der Phospho-
inositolphosphate dar. Um die Bindungen zu vergleichen, wurden die
Dissoziationskonstanten bestimmt (siche Abbildung 46, Tabelle 10). Mdogliche
Interaktionen mit der Acylkette der natiirlich vorkommenden PIPs wurden durch weitere

NMR-Titrationsexperimente mit kurzkettigen PIPs untersucht.
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Abbildung 43: Inositol P3—Phosphatgruppen-Erkennung der SKAPS5 PH-Domiine. Gegeniiberstellung
von Lysin 116, Lysin 152 und Arginin 131. A) Uberlagerung der Kristallstruktur 1USD der SKAP55
PH-Doméne mit dem kokristallisierten IP4 der Akt-Kinase (Struktur 1UNQ). P1-P5 bezeichnet die
Position der Phosphatgruppen am Inositolring. Gezeigt sind die SKAPS5-Sekundéirstukturelemente
sowie die Aminosiuren und deren riumliche Nihe zur P3-Position des IP4. B) Verschiebung der
Resonanzen bei 2670 pM IP3- bzw. IP4—Zugabe. C) Uberlagerung von Ausschnitten der *N-"H-HSQC-
Spektren, IP4 in blau und IP3 in rot. Die Farbintensitit der Spektren nimmt mit
Ligandenkonzentration zu. Konzentrationen siehe Text.

107



4. Ergebnisse

4.5.6 Phosphoinositolphosphatbindung der SKAPS5 PH-Domiine

Phosphoinositolphosphate werden an Membranen gebildet (siehe 1.11.1). Hier dienen sie
u.a. als Bindungspartner fiir PH-Doménen. Die natiirlich vorkommenden PIPs mit ihren
zwei Acylketten sind in Lipidmembranen integriert und nicht in PBS 16slich und damit fiir
NMR-Titrationsexperimente nicht geeignet. Um einen moglichen Einfluss der Acylketten
auf Bindung mit NMR untersuchen zu koénnen, wurden Phosphoinositolphosphate mit
Butylketten verwendet. Diese Phosphoinositolphosphate werden im Folgenden als PIP2-
C4 und PIP3-C4 bezeichnet (siche Abbildung 40) .
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Abbildung 44: NMR-Titration der His-SKAP55 PH-Domiine mit Zugabe von unterschiedlichen PIP3-
C4-Konzentrationen. Uberlagerung der 'H-'N-HSQC-Spektren zeigt eine konzentrationsabhiingige
Verschiebung fiir einige Resonanzen. Gezeigt sind Konzentrationen von 150 pM PH-Domiine in
Anwesenheit von 0 pM (rot), 50 pM (dunkelrot), 150 uM (braun), 500 pM (griin) und 1150 uM (blau)
PIP3-C4. Bei hohen Ligandenkonzentrationen werden zusitzliche Resonanzen detektiert, die mit *
markiert sind. Die Messungen wurden bei 37°C durchgefiihrt.

Die SKAP55-PH-Domine wurde vergleichbar mit den Titrationsexperimenten der
Inositolphosphate mit einer Konzentrationen von 150 uM eingesetzt. Es wurden jeweils
'"H-""N-HSQC-Spektren mit Ligandenkonzentrationen von 0, 50, 150, 300, 450, 600, 750,
900, 1151 puM fiir PIP2-C4 und PIP3-C4 sowie einer zusitzlichen Konzentration von 1340
uM fiir PIP2-C4 gemessen. Die Spektren mit zunehmenden Konzentrationen von PIP2-C4
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bzw. PIP3-C4 zeigen konzentrationsabhingige Verschiebungen von Resonanzen (siehe

Abbildung 44).

Vergleich der chemischen Verschiebung der SKAP55
PH- Domane bei PIP2- oder PIP3-Zugabe
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Abbildung 45: Vergleich der chemischen Verschiebung der Aminosiuren des SKAPS55 PH-Konstruktes
bei 1150 pM PIP2-C4- bzw. PIP3-C4-Zugabe.

Nahezu die gleichen Aminosduren zeigen bei der PIP2-C4- bzw. PIP3-C4-Zugabe
Verschiebungen, jedoch sind bei gleicher Konzentration die Verschiebungen bei PIP3-C4 —
Zugabe deutlich groBer (siche Abbildung 45). Dies deutet auf eine stirkere Bindung
gegeniiber PIP2-C4 hin.

Um die Bindungen an die SKAP55 PH-Doméne zu vergleichen und zu bewerten, wurden

die Dissoziationskontanten fiir die Liganden bestimmt.

4.5.7 Dissoziationskonstanten der SKAP55 PH-Domiine fiir
Phosphoinositolphosphate und deren Kopfgruppen

Durch die Bindung eines Liganden an seinen Rezeptor findet lokal eine Verdnderung der
chemischen Umgebung statt. Diese Verdnderung kann durch NMR-Spektroskopie
gemessen werden. Die Grundlage fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstanten der
SKAP55 PH-Doméne fiir IP3, IP4, PIP2-C4 und PIP3-C4 stellen die vorhergehenden
NMR-Titrationsexperimente dar (siche 4.5.2)
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Das Assignment (siehe 4.5.1) der PH-Doméne ohne Liganden wurde auf die Spektren mit
der entsprechenden Ligandenkonzentration iibertragen. Einige Resonanzen verschieben
sich durch Ligandenbindung in Abhéngigkeit von der Ligandenkonzentration. Diese
Verschiebungen zeigen ein hyperboles Séattigungsverhalten, exemplarisch fiir Lysin 117

gezeigt (siche Abbildung 46).
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Abbildung 46: Verschiebung der Lysin 117 'H-""N-Resonanz in Abhingigkeit von der
Ligandenkonzentration von IP3, IP4, PIP2-C4 und PIP3-C4. Die gemessenen Verschiebungen sind
schwarz, die auf einem 1:1 Interaktionsmodell berechneten Bindungskurven mit dem niedrigsten R*-
Wert in rot dargestellt.

Fiir die zehn sich am stirksten durch die Ligandenzugabe verschiebenden Resonanzen der
Titrationsserie wurden die Kp-Werte mit einem Eins-zu-Eins-Liganden-Rezeptor-Modell
und nicht linearer Regressionsanalyse modelliert und bestimmt (siehe 3.7.7 und Abbildung

46, Tabelle 10).
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w3 [ e [PP2ca| ] L e [ [ [ [
[kD [kD] [kD] [kD]

17Lys | 636 | 1 | 0995 | 497 1 0992 | 124 1 | 0.99 82 1 | 0999
18Ser | 631 | 2 | 0996 | 577 2 0986 | 27 13 | 0.945 40 14 | 0.995
153Gly | 134 | 3 | 0.993 883 3 (0993 | 134 9 | 0989 103 10 | 0.997
154Thr | 506 | 4 | 0986 | 666 4 [099%6 | 53 3 | 0993 63 2 | 0998
185Arg | 481 | 5 | 0975 | 1034 6 |0992| 101 4 | 0997 81 7 [0.999
181Thr | 726 | 6 | 0.988 514 8 0992 93 5 | 0998 67 6 | 0.999
182Ser | 719 | 7 [o0989 | 453 9 (0989 | 98 7 | 0.994 = 13| -
143Tyr | 441 | 8 | 0.961 459 5 0989 | 68 8 | 0995 62 5 0998
131Arg | - | >35| - = >35 | -- 276 2 | 0991 66 3 [ 0994
eLys | — |[>35] - ~ >35 | - 114 6 | 0992 75 4 | 0998
187Ser | - | 21 - = 31 - 134 | 10 | 0.989 76 8 | 0.995
155Phe | - | 18 | - 629 7 [ 0.995 - 14 — 67 9 [ 0998
160Tyr | 700 | 10 | 0.82 = 38 | - - 26 - = >35 | —
192Tyr | — | 14 | - 325 10 | 0.960 - 25 ~ ~ 21 -
Mittelw. | 641 604 119 74

std. | 276 202 58 12

Tabelle 10: Dissoziationskonstanten der SKAPS5 PH-Domiéne fiir einzelne Aminosiuren fiir die
Inositol- und Phosphoinositol-phosphate IP3, IP4, PIP2-C4 und PIP3-C4. Die Nummer bezeichnet die
Rangfolge der Verschiebungsstirke, wobei 1 die grofite Verschiebung darstellt.

Fiir IP3 und PIP2-C4 ergeben sich Kp-Werte von 641+/-276 uM und 604+/-202 uM. Mit
hoherer Affinitdt binden IP4 und PIP3-C4. Fiir diese wurden niedrigere Werte von 119+/-
58 uM und 74 +/-12 uM bestimmt. Die Liganden gleicher Kopfgruppen haben einen Kp-
Wert gleicher Grof3enordnung. Der Ligand mit Acylkette und IP3-Kopfgruppe weist einen
um 6 % und der Ligand mit Acylkette und P4 einen um 37 % niedrigeren Kp-Wert auf als
die Liganden ohne die Acylkette.

Ein moglicher inhibitorischer Mechanismus auf die Inositolphosphatbindung der PH-
Doméne durch intramolekulare Bindung der N-terminalen DM-Doméne an die PH-

Domaine wurde weiter untersucht.

4.5.8 NMR-Titration des SKAP55 DM-PH-Konstruktes

Die Titrationsexperimente mit der SKAP55 PH-Doméne mit IP3 und IP4 sowie PIP2-C4
und PIP3-C4 zeigen eine kopfgruppenspezifische Interaktion mit den Phosphoinositol-
phosphaten. Ob diese Interaktion durch die N-terminale SKAP55-Dimerisierungsdoméne,
wie in SKAP-HOM beschrieben, inhibiert wird, wurde mit dem N-terminal um die DM-
Domine erweiterten SKAPS55 PH-Domaénen-Konstrukt untersucht (Aminosduren 7-222).

Das HSQC-Spektrum zeigt Linienverbreiterung und insgesamt schwichere Signale im
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Vergleich zur SKAPS55 PH-Domine. Dies lésst sich durch die Dimerisierung erklédren, die
zur Veranderung der Beweglichkeit des Molekiils in der Losung fiihrt und somit zu
veranderten Relaxationsraten mit Signalverlust durch Linienverbreiterung (siehe
Abbildung 47). Das 'H-""N-Spektrum des SKAP55 DM-PH-Konstruktes deckt sich fiir die
PH-Domine groBtenteils mit den Signalen der Spektren der isolierten PH-Doméne.
Resonanzverschiebungen grofer als 0,5 ppm werden bei folgenden iiber die Struktur
verteilten Aminosduren beobachtet: 154Thr, 118Ser, 100Lys, 107Asp, 147Lys, 159Gly und
182Ser (siehe Abbildung 47). Die PH-Doméne bleibt in ihrer Gesamtstruktur alleine oder
in Anwesenheit der benachbarten Doméne erhalten. Die Phospholipidbindung dieses

Konstruktes wurde mittels NMR-Titration untersucht.
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Abbildung 47: 'H-"N-HSQC-Spektrum des SKAP55 DM-PH-Konstruktes, iiberlagert mit dem
Spektrum der PH-Domiine.

4.5.9 Dissoziationskonstanten des SKAP55 DM-PH-Konstruktes fiir
Inositolphosphate

Fiir die Charakterisierung der Phosphoinositolphosphat-Bindung an das SKAP55 DM-PH-
Konstrukt wurden die Kopfgruppen der Inositolphosphate IP3 und P4 verwendet.

Die Kp-Wert-Bestimmung des DM-PH-Konstruktes ist erschwert, da zum einen die
Signale schwach und zum anderen die zusitzlichen Signale der DM-Doméne die Signale

der PH-Doméne iiberlagern (siche Abbildung 47). Daher konnte keine vollstindige

112

"N [ppm]



4. Ergebnisse

Ubertragung des Assignments der SKAP55 PH-Domine auf das Spektrum des DM-PH-
Domaénenkonstruktes erfolgen. Wie fiir das PH-Domaénen-Konstrukt zuvor wurden zur Kp-

Wert-Bestimmung Inositolphosphate zum SKAP55 DM-PH-Konstrukt titriert.

Aminosidure | IP3 Ranking | +/- R2 IP4 | Ranking | +/- | R2
[kD] [kD]

187Ser -- >35 -- -- 2501 1 1369 | 0,95
181Thr N.N. 8 N.N. N.N. 783 2 260 | 0,95
143Tyr N.N. 3 N.N. N.N. 509 3 221 | 0,91
131Arg -- 16 -- -- 2875 4 1751 | 0,94
182Ser -- 11 -- -- 924 5 195 | 0,98
118Ser 4104 1 1456 0,977 958 6 383 | 0,95
179Glu -- 30 -- -- 1940 7 2759 | 0,6
153Gly N.N. 5 N.N. N.N. 631 8 466 | 0,76
142Tyr N.N. 9 N.N. N.N. 133 9 61 0,89
154Thr N.N. 4 N.N. N.N. 1893 10 1893 | 0,77
137Arg N.N. 2 N.N. N.N. -- 13 -- --
100Lys N.N. 6 N.N N.N - >35 -- --
159Gly N.N. 7 N.N N.N - 29 - --
108Val N.N. 10 N.N. N.N. - >35 -- --

Tabelle 11: Dissoziationskonstanten des SKAP55 DM-PH-Domiénen-Konstruktes, abgeleitet aus dem
Fit der N-'"H-Verschiebungen einzelner Aminosiuren, fiir die Inositolphosphate IP3 und IP4. Mit
N.N. gekennzeichnete Werte konnten nicht bestimmt werden.

Im SKAPS55 DM-PH-Konstrukt sind die chemischen Verschiebungen im Vergleich zur
isolierten PH-Doméne bei gleicher IP4-Konzentration deutlich geringer. Bei einer 1P4-
Konzentration von 2670 uM weist z.B. Arginin 131 im DM-PH-Konstrukt eine
Verschiebung von 0,15 gegeniiber 0,29 ppm im PH-Konstrukt auf. Die bestimmten Kp-
Werte der einzelnen Aminosduren schwanken stark. Die Daten sind aufgrund der nur
geringen Verschiebungen sehr fehlerbehaftet (siehe Tabelle 11). Fiir IP4 ergibt sich fiir die
10 sich am stirksten verdndernden Aminosduren ein Mittelwert von ~1300 +/- 870 uM.
Fiir IP3 konnten aufgrund der minimalen Verschiebungen bei Ligandenzugabe keine
Dissoziationskonstanten bestimmt werden. Die geringen chemischen Verschiebungen im
DM-PH-Konstrukt zeigen bei IP4 eine verminderte bzw. bei IP3 eine nahezu nicht
vorhandene Bindung. Der Einfluss von Lipiden auf die PIP-Bindung an das DM-PH-

Konstrukt wurde mit Octylketten-modifizierten Phosphoinositolphosphaten untersucht.
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4.5.10 Octyl-Phosphoinositolphosphat-Titration des SKAPS5 DM-PH-Konstruktes

Um einen Einfluss der Membran auf die Offnung des DM-PH-Konstruktes zu untersuchen,
wurden Titrationsversuche mit Inositolphosphaten mit Octylketten (PIP3-C8/PIP2-C8)
durchgefiihrt. Fiir das Phosphoinositolphosphat PIP2-C8 konnten keine Spektren
aufgenommen werden, da das Protein nahezu vollstindig prazipitierte. Fiir PIP3-C8 zeigt
das 'H-""N-HSQC-Spektrum schwache konzentrationsabhingige Verschiebungen einiger
Signale. Bei der hochsten eingesetzten Konzentration von 1 mM PIP3-C8 sind starke
Verianderungen im Spektrum sichtbar (sieche Abbildung 48). Unter den 10 am stirksten
Verschiebungen aufweisenden Aminosduren sind die lipohilen Aminosduren Valin 134,
Isoleucin 205 sowie die Phenylalanine 140, 178, 190. Diese Aminosduren mit Ausnahme
des Valins bilden den lipophilen Kern des Proteins. Bei den beobachteten Verianderungen
handelt es sich daher wahrscheinlich nicht um eine spezifische Interaktion der Kopfgruppe,

sondern um einen detergenzdhnlichen Effekt durch die lipophile Acylkette des PIP3-CS8.
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Abbildung 48: "H-">’N-HSQC-Spektren des SKAP55 DM-PH-Konstruktes ohne und mit 1 mM PIP3-
C8.
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4.5.11 SKAP55 DM-Dominen-Interaktion mit der RAPL-SARAH-Domane

Die von Raab et al. 2011 beschriebene Interaktion des SKAP55 N-Terminus mit der
RAPL-SARAH-Domaéne wurde mittels NMR néher untersucht. Von SKAPS55 wurde die N-
terminal gelegene Dimerisierungsdomine exprimiert und aufgereinigt. Die DM-Doméne
alleine zeigt bis auf geringe Verschiebungen ein dem SKAP55 DM-PH-Konstrukt gleiches
'H-'"N-HSQC-Spektrum (siche Abbildung 49). D.h., es nimmt sowohl als einzelne

Domaine als auch in Fusion mit der PH-Doméne eine dhnliche Struktur an.
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Abbildung 49: 'H-""N-HSQC-Spektrum der SKAP55 DM-Domiine (1-104). Uberlagerung des SKAP55
DM-PH-Konstruktes mit dem DM-Doménenkonstrukt (blau).

Um die Bindungskompetenz der RAPL-SARAH-Doméne zu priifen, wurde ein NMR-
Bindungsexperiment mit der MSTI-SARAH-Doméne durchgefiihrt und mit den
publizierten Spektren verglichen. Das Spektrum der MSTI-SARAH-Domine zeigt
chemische Verschiebungen, die mit den publizierten Spektren identisch sind (siehe
Abbildung 50, [141]). D.h., die hier verwendete RAPL-SARAH-Doméne ist nativ gefaltet

und bindungskompetent.
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Abbildung 50: Interaktion der RAPL-SARAH-Domine mit der MST1-SARAH-Domiéine. Gezeigt ist
die Uberlagerung der 'H-""’N-HSQC-Spektren der isotopenmarkierten MST1-SARAH-Domiine ohne
Ligand (100 pM in rot) und nach Zugabe der unmarkierten RAPL-SARAH-Domiine (600 pM in blau).

Im HSQC-Spektrum der SKAP55 DM-Domine wurden bei Zugabe der RAPL-SARAH-
Domine nur geringe Verschiebungen beobachtet (sieche Abbildung 51). Fiir die zehn sich
am stirksten verschiebenden Signale ergeben sich Kp-Werte zwischen 41 und 2339 uM,
mit einem Mittelwert von 570 +/- 660 uM. Die groflen Unterschiede der Kp-Werte sowie
der groB3e Fehler zeigen, dass diese Werte nicht in sich schliissig und nicht belastbar sind.
Die Verschiebungen lassen sich sowohl durch eine schwache und lokale Bindung erkliren,
konnen aber auch auf Effekte, wie z.B. geringe pH-Wert-Verdnderungen oder geringe
strukturelle Verdnderungen durch die hohe Proteinkonzentration in der Losung, zuriick
geflihrt werden. Eine Bindung der RAPL-SARAH-Doméne an die SKAP55 DM-Doméne

konnte in diesem Versuchsaufbau nicht bestétigt, aber auch nicht widerlegt werden.
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Abbildung 51: 1H-ISN-HSQC-Spektrum der Titration der SKAPS5 DM-Domiine (AS 1-104, 110 pM)

mit der RAPL-SARAH-Domine.
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4.5.12 SKAP55-Pulldown in Anwesenheit von PIP3-CS8

Fir SKAP-HOM wurde eine Aufhebung der Autoinhibition durch Bindung von
Phosphoinositolphosphatgruppen an die PH-Doméne beschrieben. Um die mdgliche
Authebung des autoinhibierten Effekts der Lipidinteraktion mit der SKAP55 PH-Domine
und moglicher Interaktionspartner quantitativ zu untersuchen, wurde der SKAP55 N-
Terminus an Beads gebunden und mit Jurkat-Lysat inkubiert. Eine Probe wurde mit 1 mM
PIP3 Lipid inkubiert, um eine Aufhebung der Autoinhibition herbeizufithren und die
Bindung von Interaktionspartnern an den N-Terminus zu ermoglichen. PIP3 wurde
gewdhlt, da die I[P4-Kopfgruppe die stirkste Bindungskonstante an die PH-Doméne

aufwies und somit am ehesten eine Aufhebung der inhibitorischen Bindung erzielen

konnte.
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Abbildung 52: Pulldown mit Lysat von Jurkat-Zellen des N-terminalen SKAPS55 mit und ohne
Phospho-lipidzugabe von PIP3-C8. A) SDS-PAGE, B) Western-Blot.

Der Vergleich des Pulldown in An- bzw. Abwesenheit von PIP3-C8 zeigt im Coomassie-
Gel unterschiedliche Proteinbandenmuster (siche Abbildung 52, Pfeile). Diese
Unterschiede sind nicht auf unspezifische Interaktionen mit der Ni-NTA-Matrix
zuriickzufiihren, da die Kontrolle der Matrix ohne SKAPS55 keine Unterschiede in den
Proben mit und ohne PIP3-C8-Zugabe zeigte (siche Abbildung 52). Das in einer
massenspektrometrischen Untersuchung als Interaktionspartner beschriebene Protein
DOCK2 wurde im Western-Blot nachgewiesen. Durch die Zugabe des
Phosphoinositolphosphats zum His- oder GST-Fusionskonstrukt des SKAP55 DM-PH-
Konstruktes wurde DOCK2 um das 16- bzw. 2-fache aus Jurkat-Lysat an den Beads
angereichert (siche Abbildung 52, B). Ob es sich um eine direkte Interaktion handelt, ist

durch weitere Experimente zu bestétigen.
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5. Diskussion

Eine erfolgreiche Immunantwort ist von der T-Zell-Migration in Lymphknoten und in
Infektionsherde abhéngig. Die Extravasation der T-Zellen ins Gewebe und Ausbildung von
Zell-Zell-Kontakten wird mal3geblich vom Integrin LFA-1 vermittelt. Die Aktivierung des
Integrins wird durch den Komplex aus ADAP und SKAPS55 reguliert (siche Abbildung 4).
Die Rekrutierung des Komplexes an die Plasmamembran sowie die Komplexformierung
sind entscheidende Schritte bei der Integrinaktivierung. Uber die molekularen
Mechanismen der Rekrutierung, Komplexformierung und Wirkungsweise des Komplexes
aus ADAP und SKAPS55 ist wenig bekannt. In dieser Arbeit wurde daher die
Komplexformierung sowie die mogliche Regulation und Rekrutierung durch

Phospholipidbindung untersucht.

5.1 Rekombinante Expression und Aufreinigung des ADAP-SKAPSS-

Komplexes

Fiir die strukturbiologische Charakterisierung mit NMR und mit Kristallographie ist
gereinigtes Protein im mg-Mengenbereich notig. Um ausreichende Proteinmengen zu
erhalten, wird das Protein in der Regel rekombinant {iberexprimiert. Bisher beschreibt
keine Publikation die Expression von Volle-Lénge-Proteinen von ADAP und SKAPSS fiir
strukturbiologische Untersuchungen. Die rekombinante Uberexpression und Aufreinigung
wurde in dieser Arbeit erfolgreich etabliert. In bisherigen Studien wurde ADAP meist in
Jurkat-Zellen oder primédren humanen Zellen exprimiert, um die Funktionsverdnderung
durch Mutation bzw. Interaktionspartner in Immunprézipitations-Experimenten zu

charakterisieren.

Versuche, sowohl ADAP als auch SKAPS55 als Volle-Linge-Konstrukte in E. coli in
l6slicher Form {iiberzuexprimieren, waren nicht erfolgreich. Entweder zeigten die
Konstrukte keine Expression oder befanden sich in der unloslichen Pelletfraktion (siehe
Abbildung 17). Durch Koexpression von ADAP und SKAPS55 in Insektenzellen konnten
erstmals humanes ADAP und humanes SKAPS55 als Komplex rekombinant iiberexprimiert

und aufgereinigt werden.

Die stabile Bindung von ADAP an SKAPS55 ermdéglichte eine Koaufreinigung (siehe
Abbildung 20). Die Koexpression mit dem Baculovirus-Expressionssystem zeigte eine
hohere Expression von ADAP im Vergleich zu SKAPS5S5. Dies ist moglicherweise auf die
unterschiedlichen Promotoren PH (Polyhedrin) fiir ADAP bzw. pl0O fir SKAPSS5

zuriickzufiihren. Aufgrund der Einschriankung der verfiigbaren Restriktionsschnittstellen
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und der potentiellen Schnittstellen innerhalb der Konstrukte konnten die Promotoren nicht
variiert werden. Zudem entspricht dies den in T-Zellen beschriebenen Beobachtungen, dass
SKAPS55 durch Bindung an ADAP stabilisiert wird und konstitutiv mit ADAP assoziiert
vorliegt [111]. ADAP konnte alleine als Volle-Lange-Konstrukt mit dem Baculovirus-

System in Insektenzellen exprimiert werden.

Versuche, SKAP55 ohne ADAP zu exprimieren, zeigten im Western-Blot nur eine sehr
schwache Expression. Die Koaufreinigung des ADAP-SKAP55-Komplexes erfolgte durch
die hochaffine Bindung von Strep-SKAPS55 an die Strep-Tactin-Séule. AnschlieBend wurde
der Komplex mittels Gelfiltration weiter gereinigt. Das Chromatogramm sowie die
dynamische Lichtstreuung zeigten grofBere Komplexe bzw. Aggregate (siche Abbildung 21)
als fiir einen 1:1-Komplex erwartet. Dass es sich bei dem rekombinant exprimierten
Protein um einen hoher oligomeren Komplex handelt, wurde durch BN-PAGE,
Gelfiltration, dynamische Lichtstreuung, GraFix und Massenspektrometrie nachgewiesen.
Die Zusammensetzung des Komplexes aus ADAP und SKAP55 wurde durch SDS-PAGE,
Western-Blots sowie Massenspektrometrie bestimmt. Die Assoziation von ADAP und
SKAP wurde mehrfach in der Literatur dokumentiert, jedoch wurde bisher in keiner
Publikation ein hoher oligomerer Komplex von ADAP und SKAPS5 beschrieben. Die
Stochiometrie war bisher unbekannt und wurde daher in dieser Arbeit weitergehend

charakterisiert.

5.2 Stochiometrie und Aufbau des ADAP-SKAPS55-Komplexes

Die rekombinante Expression und Aufreinigung des Komplexes aus ADAP und SKAP55
ermdglichte die Bestimmung der Masse und somit der Stochiometrie des Komplexes. Die
durch Blue Native PAGE, dynamische Lichtstreuung und analytische Gelfiltration
bestimmten Massen von ca. 480, 1400, 1100 kDa sind um ein Vielfaches grofler als die
mittels Hochmassen-MALDI-ToF-Analyse bestimmte Masse von 259,858 kDa. Die
Unterschiede der Massenbestimmungen lassen sich dadurch erkldren, dass die
Massenspektrometrie nicht von der Partikelform beeinflusst wird, wohingegen die anderen
Methoden sich auf sphidrische Partikeln bzw. globuldre Proteine beziehen. Dass es sich
beim Komplex aus ADAP und SKAPS55 nicht um einen sphérischen Komplex handelt,
zeigt die Rekonstruktion des Komplexes, basierend auf den elektronenmikroskopischen
Aufnahmen (siche Abbildung 34). Bedingt durch die Donut-dhnliche Form ist der
hydrodynamische Radius grofer als fiir einen Komplex dieser Molekiilmasse bei
globuldrer Form anzunehmen ist. Daraus ergeben sich in der Berechnung der
Molekiilmasse mit den zuvor erwdhnten Methoden hohere Werte. Die

Gesamtmassenbestimmung des Komplexes mittels MALDI-ToF-Analyse ist ebenfalls
120



5. Diskussion

begrenzt. Diese Methode bestimmt die Masse flir den durch Kreuzvernetzer stabilisierten
Komplex. Die Masse des Kreuzvernetzers muss anschlieBend herausgerechnet werden,

was die Genauigkeit dieser Methode u.a. limitiert.

Mit der Charakterisierung der Dimerformierung des SKAP55 N-Terminus (siche 4.3.1)
ergibt sich fiir den Komplex aus His-ADAP und Strep-SKAPS55 eine Stochiometrie von
zwei SKAPS5 zu zwei ADAP Molekiilen pro Komplex. Die Komplexformierung in vivo
wurde durch ein dhnliches Laufverhalten des rekombinanten Komplexes im Vergleich zum
Komplex aus dem Lysat primdrer humaner T-Zellen in der Blue Native PAGE

nachgewiesen (siche 4.2.2).

Die Analyse mit einem Vorhersageprogramm (Coils) zeigt insbesondere fiir die Sequenz
vor der hSH3™-Domine multimerbildende Sequenzen voraus (siche Abbildung 64). Die
vermessenen Konstrukte, die jeweils die multimerbildende Sequenz von Position 460-503
beinhalten, zeigten ein um den Faktor 2-3 hoheres Molekulargewicht (siehe Tabelle 9), als
fiir das Monomer erwartet wird. In der Hochmassenspektrometrie wurden in der His-
ADAP-Probe neben Signalen fiir ein Monomer auch Massenpeaks flir das Dimer und in

sehr geringen Anteilen flir ein ADAP-Trimer detektiert.

Es ist davon auszugehen, dass ADAP iiber die N-terminal zu der hSH3-Domine liegende
Sequenz multimerisiert. Diese Sequenz schlieft eine fiir ADAP vorhergesagte
Kernlokalisationssequenz (NLS) ein. Fiir die Mammalian STE20-like Kinase (MST1)
wurde eine Dimerisierung beschrieben, die zu einem Verbleib des Dimers im Zytoplasma
fiihrt. Als Monomer sowie durch Phosphorylierung wird MST1, vermittelt durch eine NLS,
schnell in den Zellkern transportiert [142]. Fiir ADAP wire ein dhnlicher Mechanismus
denkbar. Durch Phosphorylierung des Multimers wird dieses aufgeldst, die potentielle NLS
erkannt und ADAP in den Zellkern transportiert. Das Tyrosin 462 (YEDI-Motiv) im
Bereich der vorhergesagten multimerbildenden Sequenz in ADAP weist eine hohe
Phosphorylierungswahrscheinlichkeit auf (siehe Dissertation Marc Sylvester, [93]).
Injektionsversuche von Marc Sylvester in Hela-Zellen mit in E. coli-exprimierten NLS-
hSH3-Konstrukten zeigten keine Kernlokalisation. Diese Beobachtung konnte auf der
Multimerisierung und der fehlenden Phosphorylierung, wie fiir MSTI1 beschrieben,
beruhen. Basierend auf massenspektroskopischen Analysen, Fraktionierungsanalysen und
immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen postulierte Roland Lehman in seiner
Dissertation eine mdgliche Lokalisation von ADAP im Zellkern [143]. Das in dieser Arbeit
gereinigte ADAP aus Insektenzellen wies im Phosphotyrosin-spezifischen Western Blot

keine Phosphorylierung auf. Weiterfiihrende Experimente mit phosphoryliertem ADAP,
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z.B. durch die Fyn-Kinase, wiren insbesondere beziiglich der Multimerisierung und der
moglichen Strukturverdnderungen des ADAPs und des ADAP-SKAPS55-Komplexes

interessant.

Fiir den N-terminalen Bereich in SKAP55 wurde durch Gelfiltration und dynamische
Lichtstreuung eine Dimerisierung gezeigt (siche 4.3.1). Die verhéltnismaBig breiten NMR-
Resonanzen des DM-PH-Konstruktes weisen auch auf einen hohermolekularen Komplex
hin. Wu et al. beschreiben ebenfalls eine Dimerisierung fiir SKAPS5S, fithren dies jedoch in
Immunprézipitationsexperimenten auf die Bindung der am C-Terminus gelegenen SH3-
Domine an eine prolinreiche Sequenz in SKAPS55 zuriick [144]. Im Anhang der von
Swanson et al. publizierten SKAP-HOM-Struktur wurde fiir SKAPS55 wie in der
vorliegenden Arbeit eine Dimerisierung durch den N-Terminus mittels dynamischer
Lichtstreuung nachgewiesen. Ein Homologie-Modell der N-terminalen Doméne des
SKAPS5 auf Grundlage der SKAP-HOM-Struktur (PDB: 1USE) zeigt unter anderem
unterschiedliche Aminosauren zwischen SKAPS55 und SKAP-HOM in Positionen, die sich
im Modell gegeniiber liegen. In SKAP-HOM befindet sich in Helix 1 an Postition 24 ein
Valin. Dem gegeniiber befindet sich in Helix 2 an Position 45 ein Isoleucin. In SKAP55

befinden sich an diesen Positionen ein Alanin und ein Phenylalanin (siche Tabelle 12).

Das Einfiigen von Punktmutationen an diesen Positionen, d.h. V24D, V28E sowie F27D,
inhibierte die Dimerbildung von SKAP-HOM [107].

Helix 1 Helix 2

SKAP-HOM | SKAP55 | SKAP-HOM | SKAPS5S5

V24 Al7 152 F45

V28 L21 L48 141

Tabelle 12: Gegeniiberstellung der in der Helix 1 und 2 gegeniiberliegenden Aminosiuren der SKAP-
HOM-Struktur (PDB: 1USE) im Vergleich zum SKAPS55-Homologie-Modell

Aufgrund dieser Mutationen ist davon auszugehen, dass diese Aminosduren entscheidend
fiir die Dimerisierung sind und SKAP55 und SKAP-HOM keine Heterodimere bilden
konnen. Zudem wurde gezeigt, dass SKAP-HOM in priméren humanen T-Zellen nicht die
Funktionen von SKAP55 in der Chemokin-induzierten Migration ersetzen kann [99].
Expressionsversuche des in E. coli gut exprimierenden SKAP55-Konstruktes (DM-PH) mit
den Doménengrenzen 7-222 mit Mutationen der SKAP-HOM-homologen Position, d.h.
A17D, F20D und L21E, zeigten weder in der I6slichen noch unldslichen Fraktion eine
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Expression. Diese Punktmutationen scheinen einen groBBen Effekt auf die

Expressionsfahigkeit des Proteins, zumindest in E. coli, zu haben.

5.3 Elektronenmikroskopisches Strukturmodell des ADAP-SKAPS55-

Komplexes

Durch Stabilisierung des Komplexes aus ADAP und SKAPS55 mit Glutardialdehyd im
linearen Sucrosegradienten konnten Einzelpartikel im Elektronenmikroskop abgebildet
werden (sieche Abbildung 29). His-ADAP und der Komplex aus His-ADAP und Strep-
SKAPS55 wird in Fraktionen unterschiedlicher Sucrosekonzentration des linearen
Gradienten fraktioniert (siche Abbildung 28). Der ADAP-SKAPS55-Komplex findet sich in
hoheren Sucrosekonzentrationen als ADAP allein. Dies begriindet sich in den
unterschiedlichen Massen der Komplexe, d.h. durch die Bindung von Strep-SKAPS55 an
His-ADAP. Die Analyse des Komplexes aus SKAPS55 und verkiirztem ADAP und zeigt
Stabilisierung durch die GraFix-Methode (sieche Abbildung 28). Die anhand des
Massenmarkers abgeschétzte Masse dieses stabilisierten Komplexes lédsst sich ebenfalls

mit einer 2:2 Stochiometrie erkliren.

Die selektierten Einzelpartikel sowohl des ADAP als auch des ADAP-SKAP55-Komplexes
und die daraus gebildeten Klassen zeigen ringformige Strukturen sowie mdgliche
Seitenansichten einer Ringstruktur. Die mit der ,,common line“-Methode rekonstruierten
Modelle fir ADAP mit und ohne SKAPS55 zeigen eine Donut-dhnliche Struktur mit
gleichem Radius aber unterschiedlicher Dichte im Zentrum und Rand. Die Chiralitit des
Strukturmodells kann mit der Methode nicht bestimmt werden. Durch die ,,Random
Connical Tilt“-Methode konnte die Struktur sowie deren Chiralitit bestdtigt werden.
Prinzipiell ist die 3D-Rekonstruktion aufgrund der geringen Grofle bzw. Masse des ADAP-
SKAPS55-Komplexes und einer nicht offensichtlichen Symmetrie erschwert, so dass
aufgrund der fiir die Rekonstruktion verwendeten geringen Partikelzahl nur von einem
Initialmodell gesprochen werden kann. Die nur geringen Unterschiede zwischen den
beiden Modellen von ADAP-SKAPS5S5 im Komplex bzw. ADAP allein ldsst sich mit einer
moglichen hohen strukturellen Flexibilitdt des zusitzlichen SKAPSS5 erklaren. Diese fiihrt
zu einer Verteilung der Dichte, die bei zu geringer Partikelzahl nicht als eine eigene Klasse
erkannt und daher bei Mittelung der Klasse nicht als Dichte abgebildet wird. Zur Erfassung
von flexiblen Bereichen bzw. Zustinden mit unterschiedlichen Bindungspartnern sind

mehr Partikelaufnahmen nétig.

Die in dieser Arbeit vorgestellte, initiale Struktur von ADAP und dem ADAP-SKAPS55-

Komplex ist einer von Patla et al. beschriebenen Struktur sehr dhnlich. In der
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Veroffentlichung wurden die Zell-Matrix-Adhidsionsflachen (focal adhesions) in REF52-
Zellen beziiglich der Integrin-assoziierten Multiproteinkomplexe im Zytoplasma
untersucht. Die Zellen wurden auf Fibronektin beschichteten elektronenmikroskopischen
Tragernetzchen adhirent wachsend kultiviert. AnschlieBend wurden die Adhésionsflichen

mittels tomographischer Aufnahmen untersucht.

Die 3D-Rekonstruktion der tomographischen Schnitte zeigt Filamente, die an den
Fibrillen-Membran-Interaktionsflichen mit runden Donut-dhnlichen Partikeln von 20-30
nm Durchmesser assoziiert sind, sowie Partikel mit geringerer Anzahl auch auBerhalb der

focalen Adhédsionsflachen (sieche Abbildung 53, A).

Abbildung 53: 3D-Oberflichendarstellung der tomographischen Rekonstruktion der Adhiisionsregion
aus Patla et al. 2010, ausgewiihlte Bilder aus Abbildung 1 und 2. A) Oberflichendarstellung der Focal-
adhision aus Sicht der Zelladhiisionsfliche. B) Ausschnitte der Rekonstruktion von Knoten. Fiarbung
der Membranen in blau, vermutliches Aktin in braun und die wahrscheinlichen adhiisionsassoziierten
Partikel in griin [145].

Unterschiedliche Orientierungen zu den vermutlichen Aktinfilamenten sowie Variationen
der Partikelformen lassen auf unterschiedliche Komplexkompositionen schlieBen. Die
Vermittlung der Assoziation des Zytoskeletts in der Zelle mit der extrazelluldren Matrix
erfolgt tiber die Plasmamembran mittels der Integrine. Eben an solchen Stellen wurden die
Donut-artigen Partikel in Interaktion mit der Plasmamembran rekonstruiert. Eine direkte
Interaktion mit den Integrinen, bzw. die Frage, ob weitere Proteine in die Interaktion

involviert sind, konnte von Patla et al. nicht aufgelost werden.

Die von Patla et al. 2010 beschriebenen Donut-artigen Strukturen weisen starke

Ahnlichkeiten mit den in dieser Arbeit berechneten ADAP- und ADAP-SKAPS55-
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Strukturen auf (siche Abbildung 34). ADAP und SKAPS55 sind mit der Regulation der
Integrine im Zytoplasma assoziiert. Der in den ,,focal adhesions* beschriebene Komplex
von Patla et al. findet sich in Clustern in direkter rdumlicher Nihe zu den Integrinen an der
Zytoplasmamembran. Zusitzlich interagiert dieser Komplex in den Tomographie-
aufnahmen direkt mit der Membran des Zytoplasmas. Patla et al. identifizierten Komplexe
sowohl an der Membran als auch im Zytoplasma [145]. Fiir den ADAP-SKAPS55-Komplex
wurde eine Rekrutierung an die Plasmamembran nach T-Zell-Aktivierung und damit

einhergehend eine Integrinaktivierung beschrieben, siche 1.11.

Der Komplex in den tomographischen Aufnahmen zeigt direkte Assoziation mit
Filamenten, die von den Autoren als vermutliche Aktinfilamente bezeichnet werden. Die
im GraFix-Gradienten fixierten Proben mit hoherer Sucrosekonzentration (siche Abbildung
30) zeigten teilweise filamentose Strukturen. Fiir die Struktur aus den ,,focal adhesions*
wurden Interaktionen mit tangentialen Fibrillen berichtet. Ob es sich bei den in dieser
Arbeit beobachteten Fibrillen um ADAP-SKAPS5S in einer anderen Konformation oder
Kontaminationen wie Aktin aus den Insektenzellen handelt, kann nicht beantwortet
werden. Eine mogliche Erklarung fiir diese fibrilldren Strukturen wiren z.B. die lokal hohe
Proteinkonzentration und damit verbundene Aggregation oder die Assoziation von ADAP-
SKAPS55-Multimeren. Aufgrund der geordneten und systematisch wiederkehrenden Muster
ist dies unwahrscheinlich. Eine Mdglichkeit der Identifizierung der sich auf dem Netzchen
befindenden Partikel wire eine massenspektroskopische Analyse, wie in einer Publikation
von Richter et al. beschrieben wurde [146]. ADAP kolokalisiert in Mastzellen nach
Rezeptorstimulation in den filamentdsen und aktinreichen Zellausstiilpungen, den
,membrane ruffles [147, 148]. Fiir ADAP wurde das Aktin regulierende Protein Nck als
ein Interaktionspartner identifiziert. Zusétzlich wird ADAP vermutlich durch die EVHI-

Doméne des EVL gebunden, das an der Aktinpolymerisierung beteiligt ist (siehe 1.8) [79].

Die Grof3e der mit Tomographie bestimmten Partikel wurde zu 2545 nm bestimmt. Dies ist
ein zweifach so hoher Wert im Vergleich zu den rekombinant exprimierten und
aufgereinigten ADAP bzw. ADAP-SKAP55-Komplexen mit einer Grofle von ca. 11 nm.
Fir den ADAP-SKAPS55-Komplex wurde in T-Zellen eine Assoziation von weiteren
Proteinen mit den zytoplasmatischen Enden der Integrine beschrieben. Im Komplex mit
der Integrin-pf-Kette wurden RIAM/MST1/Kindlin-3/Talin und in Verbindung mit der a-
Kette RAPL/MSTI1 im Komplex mit ADAP und SKAPS55 nachgewiesen [42]. Diese in der
Rekonstruktion des rekombinanten ADAP-SKAP55-Komplexes fehlenden Proteine
konnten die GroBenunterschiede erkldren. Die Zusammensetzung der Partikel in der

Tomographie ist unbekannt. Wurden die Zellen mit Rho-kinase-, Kinase- oder
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Actinomyosin-Inhibitor behandelt, reduzierte sich die Gréfe der in den ,,focal adhesions*
assoziierten Partikel auf 15 nm. Diese entspricht eher der Gréfe des ADAP-SKAPSS-
Komplexes. Bei den verwendeten REF52-Zellen handelt es sich um eine Fibroblasten-
zelllinie, die kein ADAP bzw. SKAPS5 exprimiert. Es konnte sich um eine strukturell
konvergent entwickelte Struktur handeln, welche als Verbindungsglied zwischen den

Integrinen und dem Aktinzytoskelett dient.

Das in dieser Arbeit gezeigte Initialmodell enthdlt keine weiteren Proteine. Interessant
wire daher die Zugabe von weiteren Komponenten des Inside-out-Signalweges sowie von
Zytoskelett-assoziierten Proteinen, um den Komplex weiter aufzubauen und mit den
tomographischen Aufnahmen zu vergleichen. Da ADAP und SKAPS55 nach T-Zell-
Aktivierung phosphoryliert werden, wére es zudem aufschlussreich zu untersuchen, ob die

Phosphorylierungen z.B. durch die Fyn-Kinase zu strukturellen Anderungen fiihren.

5.4 Kristallisationsversuche

Der Prozess der Proteinkristallisation ist trotz des heute verfiigbaren Wissens immer noch
kein rational planbarer Prozess. Um die Chancen einer Kristallisation zu erhéhen, wird ein
moglichst groBes Spektrum an unterschiedlichen Bedingungen getestet. In einer
zusammenfassenden Ubersicht von Strukturprojekten mit iiber 100 000 Zielkonstrukten
konnten 25,0 % der Zielkonstrukte aufgereinigt und nur bei einem Anteil von 3,6 % die

Struktur erfolgreich mit der Rontgenstrukturanalyse bestimmt werden [149].

In dieser Arbeit wurden systematisch unterschiedliche Salz-, PEG-, Losungsmittel- und
pH-Kristallisationsbedingungen sowie bekannte erfolgreiche Kristallisationsbedingungen
und Zusidtze bei 4°C und 20°C getestet. Kristallisationsansdtze mit Volle-Ladnge-Proteinen
von ADAP und SKAPS55 zeigten bei den unterschiedlichsten Kristallisationsbedingungen
keine Proteinkristalle. Auch die durch limitiert-proteolytischen Verdau bestimmten,
exprimierten und aufgereinigten kiirzeren Konstrukte zeigten keine Kristallbildung. Die
eingesetzten Konstrukte erfiillten die Voraussetzungen einer homogenen Probe sowie einer

ausreichenden Proteinkonzentration, wie in Prézipitationstests nachgewiesen wurde.

Mogliche Griinde fiir die erfolglosen Kristallisationsversuche konnen die Proteingrofe, die
als unstrukturiert vorhergesagten Sequenzen in ADAP sowie mogliche Coiled-Coil- und
prolinreiche Sequenzen sein [150]. Da Vorhersageprogramme nicht alle Sekundir-
strukturelemente und Doménen erkennen, wurde von vornherein nicht ausgeschlossen,

dass der Interaktionspartner SKAPS55 zur induzierten Stabilisierung und Ausbildung neuer
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Strukturen flihrt und dadurch die Kristallisation begiinstigt [151, 152]. Die induzierte
Stabilisierung wurde durch den limitiert proteolytischen Verdau adressiert. In der
Behandlung mit den Proteasen zeigt ADAP eine stirkere proteolytische Spaltung als
SKAPS55. Dies ldsst sich mit den ldngeren Abschnitten und der fiir die Proteasen
zuginglichen flexiblen Sequenzen erkldren. Fiir ADAP wurden fiir die N-terminale
Sequenz vor der hSH3N-Domine Coiled-Coil-Strukturen vorhergesagt. In dieser Arbeit
konnten multimerisierende Eigenschaften dieser Sequenz nachgewiesen werden. Versuche,
diese Sequenzabschnitte allein zu kristallisieren, zeigten allerdings keinen Erfolg. Trotz des
Tests von ca. 5000 unterschiedlichen Kristallisationsbedingungen unterschiedlicher
Hersteller  bei  unterschiedlichen  Temperaturen und mit  unterschiedlichen
Expressionskonstrukten konnten keine Proteinkristalle von ADAP und SKAPS5S5 geziichtet

werden.

5.5 Assignment der SKAPSS PH-Domiine

Von der PH-Doméne von SKAPSS5 wurden von der Kristallstruktur 1USD 83 % der
Aminosiuren 'H-""N-HSQC-Signalen zugeordnet (siche Abbildung 39). Die Aminosiuren
des N-Terminus, des C-Terminus sowie einiger Loop-Regionen konnten nicht zugeordnet
werden. Dies beruht vermutlich auf Konformationsgleichgewichten, die zu einer starken
Linienverbreiterung der entsprechenden NMR-Resonanzen fithren. Die verminderte
Anzahl der Signale der mit selektiv markierten Aminosduren markierten Proben ldsst sich
ebenfalls mit diesem Relaxationsverhalten sowie mit der Uberlagerung von Signalen
erkldren. Durch die Bindung der Inositolphosphate werden die Loops stabilisiert, wodurch
zusitzliche Resonanzen im 'H-""N-HSQC-Spektrum sichtbar werden (siche Abbildung 41
und Abbildung 44). Diese Beobachtung wurde z.B. ebenfalls fiir NMR-Spektren der PH-
Doménen des humanen Pleckstrins sowie der Akt-Kinase gemacht. Durch Ligandenzugabe
konnten die Loops detektiert und teilweise zugeordnet werden [153, 154]. Dies wire
ebenfalls fiir die SKAPS55 PH-Doméne mit dem am stérksten bindenden P4 bzw. PIP3-C4

moglich und wiirde sehr wahrscheinlich zu einem vollstdndigeren Assignment fiihren.

5.6 Kopfgruppenerkennung und Inositolphosphatbindung der SKAPSS5
PH-Doméne

Die Zugabe von Inositolphosphaten zur PH-Doméne fithrt zu konzentrationsabhéngigen
Signalverschiebungen im 'H-""N-HSQC-Spektrum. Die Bindung erfolgt in den p1-2, p3-

B4-, P6-PB7-Loopregionen und angrenzenden Sekundérstrukturelementen. Die
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Schleifenregionen (,,Loops) konnten teilweise nicht zugeordnet werden (sieche Abbildung
38). Dennoch kann aufgrund der Verschiebung der an die Loops angrenzenden und
zugeordneten Aminosiuren auf bindungsbedingte strukturelle Anderungen der Loops
geschlossen werden sowie auf strukturelle Anderungen innerhalb der angrenzenden

Sekundérstrukturelemente.

Arg 186
Arg 185

OPO/ OH |vs 116

Lys 152 Arg 131
Tyr 142/143

Abbildung 54: Modell der beteiligten Aminosiiuren der SKAP55 PH-Doméine bei IP4-Bindung.

Basierend auf der Kristallstruktur der IP4-gebundenen Akt-PH-Doméne, die wie SKAP55
sowohl PIP3 als auch PIP2 bindet [155], sowie auf den beschriebenen Bindungsmotiven
wurden mogliche Aminoséuren bei der Inositolphosphatbindung der SKAPS5 PH-Doméne

mit den beobachteten chemischen Verschiebungen verglichen.

Die PH-Doménen von Grpl, Btk, Dappl, Akt weisen eine hohe Variabilitit in den
Bindungsschleifen auf. Fiir diese PI3-Kinase abhéingig Inositolphosphat-bindenden PH-
Domédnen wurde ein basisches Bindungsmotiv Lys-Xaap-(Arg/Lys)-Xaa-Arg-Xaa,-
(Tyr/N), beschrieben, das mit einem Lysin am C-terminalen Ende des f1-Stranges beginnt,
wobei Xaa jegliche und Xaa,,, verschiedene Sequenzlingen beschreiben [58]. SKAPS5S5
enthilt eine basische Sequenz der Aminosduren Glu-Lys''®-Lys''’-Ser-Lys-Asp. Bei IP3-
und [P4-Zugabe weist in der SKAP55 PH-Domine das am C-terminalen Ende des B1-
Stranges gelegene Lysin 117 die groten Verschiebungen auf. Auch Lysin 116 kénnte an
der Bindung beteiligt sein. Lysin 117 weist in die entgegengesetzte Richtung der
Bindungstasche. Eine mogliche Wasserstoffbriickenbindung mit dem Riickgrat des Lysin
117 wiirde die starke chemische Verschiebung bei Inositolphosphatbindung im '*N-'H-
HSQC-Spektrum erkldren. Interaktionen zwischen der Amidgruppe des Riickgrates im B1-
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B2-Loop wurden in PH-Doménen fiir Akt mit dem 1’-Phosphat und in Btk und Grpl mit
dem 5’-Phosphat beschrieben [58]. In der C-terminal gelegenen PH-Domine des humanen
Pleckstrins wurden in NMR-Bindungsstudien ebenfalls bei Inositolphosphatbindung die

groBten chemischen Verschiebungen am C-Terminus des f1-Stranges gezeigt [153].

Fiir ein vermeintliches PtdIns(3,4,5)P;-Bindungsmotiv wurde in einem Abstand von 6-11
Aminosduren zu dem basischen Bindungsmotiv eine Arg/Lys-Xaa-Arg-Hyd-Hyd-Sequenz
im PB2-Strang der PH-Doméne von Dowler et al. beschrieben, wobei Hyd hydrophobe
Aminoséduren bezeichnet [153, 156]. In der PH-Doméne von SKAP55 wird dieses Motiv
im B2-Strang nur in der verkiirzten Form Lys-Arg"'-Trp-Cys gefunden.

Arginin 131 innerhalb dieses Motivs zeigt neben Lysin 116 und 152 die groBten
Unterschiede in den Verschiebungen im Vergleich zu den ligandgebundenen IP3- bzw. IP4-
sowie PIP2- und PIP3-HSQC-Spektren (siche Abbildung 43, Tabelle 10). Die Unterschiede
der chemischen Verschiebung lassen sich auf die 3’-Phosphatgruppe des Inositolrings
zuriickfiihren. Die Uberlagerung mit dem kokristallisierten IP4 der Akt-PH-Doméne zeigt
die rdumliche Néhe von Arginin 131 und Lysin 116 (siche Abbildung 40). Die Bindung des
negativ geladenen Phosphats erfolgt durch die basischen Seitenketten des Lysin 116 und
Arginin 131, wie der Vergleich der Spektren zeigt und wie sich im Verhiltnis des 1P4/IP3-
Quotienten der chemischen Verschiebung ausdriickt (Abbildung 40 und Abbildung 59).
Die umgekehrt stiarkere chemische Verschiebung des Lysin 152 bei IP3 gegeniiber der 1P4-
Zugabe konnte auf der stidrkeren Beteiligung an der 1'-Phosphatbindung in der IP3-

gebundenen Form beruhen.

SKAPS5 enthilt das fiir den B3-Strang und die Inositolphosphatbindung beschriebene

Tyrosin in der Sequenz Phe-Tyr-Tyr'**

-Tyr-Ala. Die Resonanzen von Tyrosin 142 und 143
verschieben sich bei Inositolphosphatzugabe, was die Bindung durch eines der Tyrosine
nahelegt. Die Interaktion erfolgt vermutlich mit der 4"-Phosphatgruppe des Inositols (siehe

Abbildung 43).

Die Phosphatgruppen 4 und 5 werden wahrscheinlich mafigeblich durch Arginin 185 und
oder Arginin 186 des B6-B7-Loop gebunden, wobei die Verschiebung der Resonanzen
innerhalb des gesamten Loops auf eine Offnung der Bindungstasche durch Bewegung des
gesamten Loops bei Bindung hinweist (siche Abbildung 54). Fiir die PH-Doméne von Akt
wurde in Kristallstrukturen fiir den B6-f7-Loop eine Positionsverdnderung der C,-Atome
von 7,4 A in der IP4-gebundenen gegeniiber der ungebundenen Struktur beschrieben.

Vermutlich erméglicht diese Konformationsédnderung bei Bindung von 3-Phophoinositiden
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die Exposition des Aktivierungsloops und anschlieBende Akt-Aktivierung durch PDKI-
Phosphorylierung [157].

Die Erkennung und Bindung des Inositolphosphats durch die SKAP55 PH-Doméne erfolgt
somit an der ,klassischen, fiir viele PH-Doménen beschriebenen Bindungstasche, die
malgeblich durch die variablen B1-f2-, B3-f4- und B6-B7-Loops gebildet wird. SKAPS5
enthélt im basischen Motiv des B1-Strangs mit Ausnahme des Serin 118 alle Aminoséduren
an homologer Position, die fiir die Kopfgruppen-Erkennung des SKAP-HOM vorhergesagt
wurde [107]. Da weder fiir SKAP55 noch fiir SKAP-HOM eine Kristallstruktur mit Ligand
publiziert ist, konnten die Kopfgruppenerkennungen nur aufgrund von Modellen und

Sequenzhomologien entwickelt werden (siche Abbildung 54).

Die aus den chemischen Verschiebungen in Abhéngigkeit von der Ligandenkonzentration
bestimmten Kp-Werte der Liganden PIP3-C4 bzw. der Kopfgruppe P4 haben mit 119+£58
und 74412 uM eine 5- bzw. 8-fach niedrigere Dissoziationskonstante als PIP2-C4 und
dessen Kopfgruppe IP3 alleine. Die Phospholipide mit Acylkette zeigen jeweils etwas
hoéhere Bindungskonstanten. Dies konnte sich auf Interaktionen mit dem vorhergesagten
Membraninsertionsloop 1-B2 zuriickfiihren lassen (sieche 5.8). In dieser Arbeit konnte die
bevorzugte Bindung der SKAP55 PH-Doméne an IP4 bzw. PIP3-C4 gegeniiber IP3 und
PIP2-C4 gezeigt werden.

Fiir SKAP-HOM wurde mittels fluoreszenzmarkierter Kopfgruppen fiir PIP3 auch eine um
den Faktor 5 stirkere Bindung als an das PIP2-Derivat bestimmt. Die Werte liegen mit 8
bzw. 40 uM unter den fiir SKAPS55 bestimmten Werten. Diese Unterschiede konnten auf
den unterschiedlichen Methoden beruhen. Mittels NMR bestimmte Kp-Werte sind hoher
als die mit anderen Methoden bestimmten Kp-Werte. Fiir die PH-Doméne von Dynamin
wurden fiir die Bindung der freien Kopfgruppe des PtdIns(4,5)P, ohne Lipidkette Kp-
Werte zwischen 1,2 und 4,3 mM bestimmt. Durch Dimerisierung dnderten sich diese Kp-
Werte nicht. Fiir Lipidvesikel mit entsprechender Kopfgruppe wurde fiir das Dimer ein Kp-
Wert von 9 uM bestimmt und fiir das natiirlich vorkommende Tetramer ein apparenter Kp-
Wert von 0,1 nM vorhergesagt [158]. D.h. bei Dimerisierung bzw. Multimerisierung fiihren
die Aviditdtseffekte zur Verstirkung der Bindung an der Membran. Daher wird der Kp-
Wert in vivo fiir SKAPSS5 aufgrund des SKAPS55-Dimers deutlich hoher vorhergesagt als
fiir das Monomer. Zudem wird vermutlich die Bindung an die Membran durch einen
Membraninsertionsloop verstirkt (siehe 5.8). Die Lipidbindungseigenschaften der hSH3-

Dominen von ADAP fiihren vermutlich zur zusitzlichen Steigerung des apparenten Kp-
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Werts des ADAP-SKAP55-Komplexes. Aufschlussreich wiren weitere Bindungs-

experimente in Anwesenheit von Lipiden, wie z.B. in Liposomenassays.

Arginin 131 ist mafgeblich an der Erkennung der 3’- Phosphatgruppe beteiligt. Die
Mutation dieser Aminosdure fiihrt zu einer Delokalisation von der Membran (siche
Abbildung 56). Die funktionelle Bedeutung der PIP3-Erkennung wurde durch Mutation
des Arginin 131 zudem in mehreren Publikationen untersucht und beschrieben. Fiir SKAP-
HOM wurde durch Mutation der homologen Aminosdure Arginin 140 in Makrophagen
gezeigt, dass SKAP-HOM nicht mehr in Membranausstiilpungen lokalisiert ist [107].
Durch Mutation von Arginin 131 zu Methionin in SKAP55 (R131M-Mutante) wird nach
CD3-Stimulation von Jurkat-Zellen im Vergleich zum Wildtyp weniger SKAPS5 und
ebenfalls weniger RAPL in der Membranfraktion gefunden. In dieser Publikation zeigen
die Zellen eine nahezu normale Rapl-Lokalisation, aber die Bindung an ICAM-1 ist
vermindert. Das gleiche Ergebnis wird fiir den SKAP55-Wildtyp beobachtet, wenn die
Zellen mit PI3K-Kinase-Inhibitoren inkubiert werden. Die Membranverankerung des
Wildtyps oder der R131M-Mutante von SKAPS55 durch Myristylierung fiihrte zu einer
Lokalisation von RAPL in der Plasmamembran und einer TCR- sowie PI3K-unabhéngigen
Aktivierung der Integrine [115]. Die Bedeutung der Rekrutierung von SKAPS5 an die
Membran wurde bereits durch die Verankerung von ADAP bzw. SKAPS5 in der
Plasmamembran mit LAT-Fusionskonstrukten gezeigt. Hierbei wurde jedoch im Gegensatz
zur vorhergehenden Publikation eine zentrale Rolle des ADAP-SKAP55-Komplexes in der
Membranrekrutierung von aktivem Rap1 mittels RIAM beschrieben [41, 108].

Neben dem parallel und/oder zusammenwirkenden RIAM- und RAPL-Signalweg zur
Integrinaktivierung hat die Lokalisation des ADAP-SKAP55-Komplexes an die
Plasmamembran durch die SKAP55 PH-Doméne einen regulatorischen Effekt auf den NF-
kB-Signalweg, wie in ADAP-defizienten Zellen gezeigt wurde. Nach TCR-Stimulation
erfolgt die Aktivierung des NF-kB-Transkriptionsfaktors. Diese Aktivierung ist in ADAP-
Knock-out-Zellen gestort. Ein Fusionskonstrukt von SKAPS5 ohne SH3-Doméne mit
Volle-Liange-ADAP fiihrt zu einer Kolokalisation der Chimére an LFA-1 innerhalb von 2-5
Minuten nach CD3/CD28-Stimulation und zu keiner NF-kB-Aktivierung. Wird in der
SKAP55-ADAP-Chimére die R131M—Mutation eingefiihrt und die Zelle liber den T-
Zellrezeptor stimuliert, interagiert die Chimére mit dem CBM-Signalkomplex und die NF-
kB-Aktivierung wird wiederhergestellt. Die Autoren schlieBen daraus, dass durch die
ADAP-Lokalisation, vermittelt durch SKAPS55, entweder die Integrine oder der NF-«xB-
Signalweg aktiviert wird bzw. werden [112]. Da vermutet wird, dass die

Integrinaktivierung durch RIAM-Rapl- oder RAPL-Rapl-Bindung an den SKAP55 N-
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Terminus vermittelt wird, wiren eine Chimére nur mit der SKAPS55 PH-Doméne ohne
DM-Domaéne und deren vermutlich Integrin-bindungsdefizienter Phidnotyp zur Bestétigung

der Integrinaktivierung sehr interessant.

In fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Prof. Dr. Christoph Wiilfing mit GFP-
SKAP55-Volle-Lange-Protein wurde in der zeitabhidngigen Clusteranalyse von T-Zellen
der Maus eine Kolokalisation insbesondere mit PIP2 sowie PIP3 gezeigt (siche Abbildung
65). Als Sensor fiir PIP2- und PIP3 wurden GFP-Fusionskonstrukte der PLC-3- bzw.
Cytohesin PH-Dominen verwendet [159].
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Abbildung 55: Zeitliche Lokalisation von GFP-SKAPSS in murinen T-Zell-APC-Komplexen. A) oben:
mikroskopische Hellfeldaufnahmen, unten: Fluoreszenzaufnahme des GFP-SKAP-55, Intensitit von
blau iiber griin, gelb, rot ansteigend. Zeitabstand der Bilder: 20 Sekunden. T-Zellen: SC.C7, APCs:
CH27, Antigenes Peptid: MCC 10 pM, von Professor Dr. C. Wiilfing (University of Texas Southwestern
Medical Center) [159] siehe auch Abbildung 65.

Das GFP-SKAPS55-Fusionskonstrukt lokalisiert bei der Zell-Zell-Komplexformierung zu
iiber 75% in der Immunologischen Synapse. Der grofite Anteil von 33% wird in der
Peripherie, d.h. an der Membran der Synapse, aber auflerhalb der cSMAC-Region sowie
iiber der kompletten Interaktionsfliche mit etwas Abstand zur Membran im Zellinneren,
dem sogenannten Lamellum detektiert (siche Abbildung 55). Uberraschenderweise zeigt

SKAPS5S5 in der Clusteranalyse nur eine sehr geringe Kolokalisation mit LFA-1, das sich im
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Laufe der Synapsenausbildung in der Peripherie konzentriert. Die fehlende Kolokalisation
konnte auf der Abnahme des SKAPS55-Signals im Laufe der Messung zuriickgefiihrt
werden. Dies erschwert Aussagen iiber 60 Sekunden hinaus. Insbesondere die
zeitabhéngige Klassifizierung der ADAP-Lokalisation wére aufschlussreich, um die
Kolokalisation mit SKAPS55 und die mogliche Lokalisation der nicht SKAP55-gebundenen
Population von ADAP bei der T-Zell-APC-Zell-Komplexausbildung zu charakterisieren.
Zusitzlich konnten die Lokalisation von RIAM und RAPL und die Verteilung des
ADAP/SKAP55-Komplexes zum Verstindnis der Funktion der unterschiedlichen

Komplexe beitragen.

5.7 Inhibition der Lipidbindung von SKAPSS durch die DM-Doméne

Fiir SKAP-HOM wurde eine Inhibition der Lipidbindung durch die DM-Doméne berichtet.
In dieser Arbeit wurde tiberpriift, ob dies auch fiir SKAPS5 gilt. Dies wurde mit einem
SKAP55 DM-PH-Doménenkonstrukt untersucht. Das SKAPS55 DM-PH-Konstrukt
unterscheidet sich vom PH-Konstrukt, das fiir das Assignment verwendet wurde, durch die
Erweiterung des Konstruktes zum N-Terminus hin. Dies fiihrt zur Dimerisierung von
SKAPS55 (siehe 4.3.1). Fiir SKAP-HOM wurde von Swanson et al. eine Dimerisierung des
N-Terminus (DM-Doméne) und eine Inhibierung der Lipidbindung durch diese DM-
Doméne  berichtet. Um den  Einfluss der  DM-Doméne auf  die
Phosphoinositolphospholipid-Bindung zu untersuchen, wurde das SKAPS55 DM-PH-
Konstrukt NMR-spektroskopisch untersucht.

Die NMR-Signale des SKAP55 DM-PH-Konstruktes zeigen im Vergleich zum PH-
Konstrukt schwéchere Signale. Dies beruht vermutlich auf der Groéfenzunahme durch
Dimerisierung. Durch Titration von Phosphoinositolphosphaten wurde versucht, die Kp-
Werte wie bereits filir die PH-Domine durchgefiihrt zu bestimmen. Die Bestimmung der
Kp-Werte mittels NMR ist bei diesem groBeren Konstrukt durch mehrere Faktoren
erschwert. Zum einen ist die Ubertragung und Zuordnung aufgrund der zusitzlichen
Signale der DM-Doméne nicht eindeutig. Zum anderen sind die Signale im HSQC

schwécher und die Verschiebungen bei Inositolphosphatzugabe sehr gering.

Fiir IP3 und das stérker an das PH-Doménen-Konstrukt bindende IP4 konnten aufgrund der
nur sehr geringen Verschiebungen und der damit groBen Fehler bei der chemischen
Verschiebung keine Kp-Werte bestimmt werden. Fiir das DM-PH-Konstrukt von SKAP-
HOM wurden Kp-Werte fiir PIP2 und PIP3 von 30 und 90 uM bestimmt [107]. In dem
verwendeten Fluoreszenz-Polarisationsassay wurden bereits fiir die PH-Domédne um den

Faktor 5 niedrigere Werte bestimmt. Geht man von dem gleichen Einfluss der DM-
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Domaine in SKAPS5S5 aus, wiare mit NMR ein Kp-Wert von mehr als 150 uM zu erwarten
gewesen. Aufgrund der geringen Besetzung der Population des gebundenen Proteins bei
sehr niedrigen Kp-Werten eignet sich NMR-Spektroskopie in diesen Féllen nicht fiir die

Bestimmung der Kp-Werte.

Fiir das SKAP55 DM-PH-Konstrukt konnte zwar kein Kp-Wert bestimmt werden, aber der
Vergleich mit dem SKAPS55 PH-Doménen-Konstrukt zeigt, dass die DM-Doméne mit
hoher Wahrscheinlichkeit zur Inhibition der PIP-Bindung fiihrt.

Von Amelie Witte (Arbeitsgruppe von Dr. Stefanie Kliche, Otto-von-Guericke Universitét,
Magdeburg) wurde fiir SKAP55-Volle-Lange mittels GFP-Fusionskonstrukten der

Inhibitionsmechanismus in lebenden Zellen untersucht (siehe Abbildung 56).
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Abbildung 56: Lokalisationsstudien von SKAP55-Wildtyp und —Mutanten, transfiziert in Jurkat-T-
Zellen. A) Schematische Ubersicht der Konstrukte, GFP: Green Fluorescent Protein mit SKAP55
Fusionskonstrukten, B) Immunfluoreszenzbilder des GFP sowie F-Aktin-Kanals und deren
Uberlagerung, C) Darstellung der Fluoreszenz-Intensitit entlang der weilen Trajektorie in der
Uberlagerung (von Amelie Witte, Otto-von-Guericke-Universitit, Institut fir Molekulare und
Klinische Immunologie, Magdeburg, modifiziert).
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In der Fluoreszenzmikroskopie lokalisiert die GFP-PH-Domine an der Plasmamembran.
Im Volle-Linge-Konstrukt hingegen verbleibt mehr SKAPS5 im Zytoplasma. Basierend

auf der Kristallstruktur wurde von Swanson et al. in SKAP-HOM eine Mutation
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eingefiihrt, die zu einer nicht inhibierten PH-Domine fiihrt. Mutation der homologen
Aminosdure in SKAPS55 (D120K) fiihrt ebenfalls zu einer vermehrten Lokalisation des
Expressionskonstruktes an der Plasmamembran, wie auch schon fiir das PH-GFP-
Konstrukt ohne DM-Doméne zu sehen war. D.h. die Rekrutierung von SKAP55 an die
Plasmamembran wird durch die DM-Doméne inhibiert (siche Abbildung 56).

Die Rekrutierung in den verwendeten Jurkat-Zellen erfolgt stimulusunabhingig. Eine
mogliche Erkldrung hierfiir ist, dass es sich um eine Leuk&mie-Zelllinie handelt, deren
Membranzusammensetzung nicht der von primdren T-Zellen entspricht. Fiir Jurkat-Zellen
wurde ein Mangel der 3 -Inositolphosphatase PTEN beschrieben, die zu einer erhéhten PI-

(3,4)-P»- und PI-(3,4,5)-P;-Konzentration in der Plasmamembran fiihrt [160].

5.8 Modell der SKAP55-Lipidbindung und des Offnungsmechanismus’

In der NMR-Titration des SKAP55 DM-PH-Konstruktes mit den Inositolphosphaten
wurden keine strukturellen Verdnderungen, weder in der PH- noch in der DM—Domine,
beobachtet. Die nicht erfolgte Bindung der SKAP55 PH-Doméne an Phospholipide im
DM-PH-Konstrukt konnte auf das Fehlen der Lipidmembran zuriickzufiihren sein. Die
groen  Verdnderungen im  Spektrum  bei  hohen  Konzentrationen  des
Phosphoinositolphosphats mit Octylkette sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die

Bindung der Octylkette an hydrophobe Aminosduren des Proteins zuriickzufiihren.

Die OPM-Datenbank (Orientations of Proteins in Membranes Database,
http://opm.phar.umich.edu/, [161]) berechnet die Insertion von Proteinen in Membranen
sowie die Bindung an Membranen. Hierbei werden unter anderen Kriterien wie
Energieminimierungen durch Loslichkeitseftekte, Polaritdten von interagierenden Flidchen,
Lipidzusammensetzung sowie die Homologie der membranassoziierten Domine in den

Berechnungen beriicksichtigt.

Fir die SKAPS55 PH-Domine wurde in der OPM-Datenbank eine Insertion der
Phenylalanine 123 und 124 des P1-B2-Loops in die Membran vorausgesagt (siche
Abbildung 57, A). Die in der NMR-Titration eingesetzten Phosphoinositolphosphate mit
Butylketten zeigten eine stirkere Bindung an die PH-Doméne als die Kopfgruppen alleine.
Dies konnte auf zusdtzliche Interaktionen der Phospholipidketten mit lipophilen
Seitenketten des 1-B2-Loops - dhnlich wie an der Membran - zuriickgefiihrt werden. Der

B1-B2-Loop ist in der SKAP-HOM-Struktur (20TX) an der Bindung der DM-Domine
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beteiligt, und auch im Homologie-Modell des SKAPSS5 tritt diese Doméadnen-Doménen-
Interaktion auf (siche Abbildung 57, B).
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Abbildung 57: Modell der autoinhibierten PH-DM-Domine des SKAPSS basierend auf der
Kristallstruktur von SKAP-HOM (PDB:1USE). Vorhergesagtes Modell der OPM-Datenbank fiir die
Membranassoziation der SKAP55 PH-Domiine in lila eingefirbt, basierend auf der PH-Domiinen-
Kristallstruktur 1USD in grau dargestellt. Die Lipidgrenzfliche ist durch blaue Kreuze markiert. A)
PH-Domiine an der Membran mit Darstellung des IP4 aus der gebundenen Akt-Kristallstruktur (PDB:
1UNQ), B) Darstellung wie in A mit Homologie-Modell der SKAPS5 DM-Domiine, basierend auf der
SKAP-HOM Kiristallstruktur, Darstellung der DM-Doméine in griin.

Es ist denkbar, dass der B1-B2-Loop als molekularer Vermittler zwischen der offenen und
geschlossenen Konformation dient. Unterschiedliche Interaktions- und Hierarchiemodelle
sind moglich. Diese Modelle werden durch Publikationen unterstiitzt, die eine PI3-Kinase-
bzw. TCR-abhingige Aktivierung der Integrine und RAPL-Lokalisation durch SKAPS55
gezeigt haben [115]. In einem Modell fiihrt die TCR-Stimulation zu erhéhten zelluldren
Konzentrationen von PI3-Kinase-Produkten (siehe 1.11.1). Die PH-Doméne bindet PIP3.
Infolgedessen wird der B1-f2-Loop in die Membran integriert. Dadurch wird die
hydrophobe Bindung an die DM-Doméne aufgehoben. Die nun freie DM-Doméne konnte
z.B. das an Rapl bindende Molekiill RAPL binden. In einem anderen Modell wiirde ein
weiteres Protein wie z.B. RAPL erst an die DM-Domine binden und somit die Inhibition
fir die Phosphoinositolphosphate auftheben und die Interaktion mit der Membran
ermoglichen. Dieses Modell wird durch eine Publikation von Kliche et al. gestiitzt, welche
eine stimulationsunabhéngige und konstitutive Interaktion von RAPL bzw. RIAM mit
ADAP und SKAPS55 zeigt [42]. Eine dritte Moglichkeit ist, dass die Integrine erst durch
Koinzidenz der Bindung eines Partners an die DM-Domine sowie Bindung von

Phosphoinositolphosphaten an die PH-Doméne aktiviert werden.
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Die PI3K-unabhédngige und konstitutive Aktivierung der Integrine durch Lokalisation von
SKAPS55 an der Membran durch myristylierte oder LAT-Fusionskonstrukte (1.8) steht im
Widerspruch zu der beschriebenen Regulation durch PIPs. Ohne Stimulus, d.h. PIP-
Produktion, ist von einer Inhibition durch die DM-Doméne auszugehen. Eine Erkldrung
konnten die verbliebenen Konzentrationen der Phosphatidylinositole PIP2 und PIP3 in den
Jurkat-Zellen sein, die durch die hohe lokale Konzentration zu einer Offnung fiihren
konnten. Eine andere Erkldrung wiren Signalwege, die zwar iiber ADAP und SKAPS55

aber ohne PIP vermittelt werden.

Bei TCR-Stimulation wird PI3K (PIP3) fiir die Adhdsion bendtigt. Der von Swanson et al.
fiir SKAP-HOM beschriebene Mechanismus und die hier nachgewiesene PIP3-Bindung
von SKAPS55 konnten zur Rekrutierung von RAPL iiber den SKAP55 N-Terminus fiihren,
nachdem PIP3 zur Offnung desselben gefiihrt hat. Die Interaktion der RAPL-SARAH-
Domine an den SKAPS5 N-Terminus konnte jedoch in diesem Versuchsaufbau weder

bestdtigt noch widerlegt werden.

Die Bindung zwischen RAPL und MST1 iiber die SARAH-Dominen konnte mittels NMR-
Spektroskopie nachvollzogen werden [141] (sieche 4.5.11). Fiir SARAH-Doménen wurden
Trimerisierungsmodelle von Scheel und Hofmann beschrieben [162], so dass ein Trimer,
bestehend aus dem SKAPS55 N-Terminus (DM-Domine) und RAPL-SARAH und MSTI1-
SARAH, gebildet werden konnte. Fiir SKAP und ADAP wurde eine konstitutive Bindung
von RIAM bzw. RAPL jeweils im Komplex mit MST1 bei Chemokin-Stimulation gezeigt
[42]. Dem widerspricht die von Raab et al. beschriebene kompetitive Bindung von
SKAPS55 an RAPL gegeniiber MST1 [49]. Der kompetitive Effekt von SKAPS5 wurde
bisher nur in Immunprézipitations-Experimenten gezeigt und konnte mit den RAPL- und
MST1 SARAH-Doménen und dem SKAPS5 DM-Konstrukt (siehe 4.5.11) NMR-

spektroskopisch weder bestitigt noch widerlegt werden.

Ein moglicher PIP3-abhéngiger SKAPS5S5 Interaktionspartner konnte DOCK2 sein. DOCK?2
wurde in massenspektrometrischen Untersuchungen von ADAP in SILAC-Experimenten
mit Jurkatzellen neben SKAPSS5 als ein potentieller Interaktionspartner angereichert [79].
DOCK2 aktiviert die GTPase Rac und reguliert die Aktin-Polymerisation und die
Chemokin-abhingige Migration von Lymphozyten [163]. DOCK2 wurde in Pulldown-
Experimenten in Anwesenheit von PIP3 im Western-Blot verstirkt nachgewiesen (siche
4.5.12). ADAP-defiziente Zellen zeigen jedoch keine Defekte in der TCR- oder Chemokin-
vermittelten Rac-Aktivierung. DOCK2 bindet ebenfalls PIP3, diese Bindung konnte zur

Membran-Dissoziation von DOCK?2 und so zur Anreicherung im Western-Blot fiihren.
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5.9 Modell des ADAP-SKAPS5-Komplexes und seine Funktionen

5.9.1 Stochiometrie und Aufbau

Aus der Stochiometrie von 2:2 und den bekannten Interaktionen zwischen der SKAPS5-
SH3-Doméne mit ADAP sowie der in dieser Arbeit identifizierten Dimer- bzw. Multimer-
bildenden Domine des SKAP55 N-Terminus sowie der vermutlichen Coiled-Coil-Doméne
vor der hSH3"-Domine in ADAP kann nun eine mogliche Assemblierung des ADAP-
SKAP55-Komplexes vorgeschlagen werden (siche Abbildung 58). SKAPS55 und ADAP
bilden jeweils ein Homodimer und SKAPS55 bindet {iber seine SH3-Domine an ADAP
(siche Abbildung 58, B). Die beschriebene Bindung der ADAP hSH3“-Domine an
SKAPS5 wurde aufgrund der derzeit ungekliarten immunologischen Bedeutung nicht ins
Modell integriert (siche 1.8). Aus den beiden Homodimeren lésst sich ein 2:2 Komplex
zusammensetzen oder ein kettenartiger oligomerer Komplex, der abwechselnden aus

ADAP- und SKAP55-Dimeren besteht (siche Abbildung 58, B).

A SKAP5S5 ADAP B ADAP-SKAP55 Komplex 2:2
wa (- @ —W—
DM PH SH3 Pro h8H3" hS8H3¢
SKAP55-Dimer ADAP Di-fTri-mer

‘g’ % ADAP-SKAPSB5 Multimer

C

Membran + PIP3

RAPL/

RIAM

Abbildung 58: Modelle der ADAP-SKAP55-Komplexe. A) Schematische Darstellung der Domiinen-
struktur und Homodimerisierung von ADAP und SKAPS5S5; DM: Dimerisierungsdomine; Pro:
prolinreiche Sequenz, (h)SH3: SH3-Domine bzw. helikal erweiterte SH3-Domine, B) Maogliche
Multimerisierung als 2:2 Komplex sowie fibrilliire Multimerisierung, C) Assoziation des ADAP-
SKAPS5-Komplexes an die Membran ohne PIP3 und mdgliche SKAPS5-Membranbindung und
induzierte Konformationsinderung zur Rekrutierung von Rapl bindendem RAPL bzw. RIAM
(ADAP-Komplex vereinfacht dargestellt).

138



5. Diskussion

Mit dem kettenformigen Komplex lieBen sich die fibrilldren Strukturen in den elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen erkldaren (sieche Abbildung 30). Der ADAP-SKAPS5S5-
Komplex konnte in der linearen Form z.B. an der Membran als Ankerpunkt fiir die
Integrin-assoziierten Proteine dienen und so z.B. Abstinde beim Integrin-Clustering
definieren. Der 2:2-Komplex konnte der in der Elektronentomographie von Patla et al.
beschriebenen sowie mit dem Aktinzytoskelett interagierenden Konformation entsprechen

(siche Abbildung 34).

Der ADAP-SKAPS55-Komplex nimmt eine zentrale, regulative und integrative Funktion in
der T-Zell-Adhésion sowie -Migration ein. Hierbei sind verschiedene Stimuli und
Funktionen zu unterscheiden. Wéhrend die Migration von Chemokinen gesteuert wird,
erfolgt die Ausbildung des T-Zell-APC-Komplexes und die Aktivierung der T-Zelle durch
Signale des TCR. Wie die Integrine durch unterschiedliche Signale aktiviert werden,
welche Funktionen unterschiedliche Protein-Pools dabei einnehmen und ob die Signalwege

allein oder synergetisch wirken, sind zentrale Fragestellungen.

Von Kliche et al. wurden zwei Proteinpools von ADAP und SKAPSS5 identifiziert, die
unabhéngig voneinander jeweils RIAM oder RAPL binden. An der B-Kette des LFA-1-
Integrins wurde ein Komplex aus ADAP/SKAP55/RIAM/MST]1/Talin/Kindlin3
identifiziert, an der a-Kette ein Komplex aus ADAP/SKAPS55/RAPL/MST1 nachgewiesen.
Fiir die Lokalisation beider Protein-Signalkomplexe an das Integrin ist der Komplex aus

ADAP und SKAPS55 essentiell [42].

Sowohl fiir die TCR- als auch die Chemokin-Aktivierung der Integrine wird RIAM
benotigt [41]. Im Gegensatz dazu hat das Fehlen von RAPL keinen Effekt auf die
Chemokin-abhéngige Integrinaktivierung und wird nur bei der TCR-abhidngigen
Aktivierung bendtigt [48]. Es widre moglich, dass die beiden unabhidngigen, an den
zytoplasmatischen Enden der Integrine identifizierten Proteinpools, die als zentralen
Komplex aus ADAP und SKAPS5 bestehen, bei TCR-Stimulation synchron zur stabilen
Integrinaktivierung fiihren. Wohingegen bei Chemokin-Stimulation der Komplex an der o-
Kette ADAP/SKAPS55/RAPL/MSTI1 den Inside-out-Signalweg und der
ADAP/SKAPS55/RIAM/MST1/Talin/Kindlin3-Komplex an der B-Kette den Outside-in-

Signalweg vermittelt.
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6. Zusammenfassung

Die Integrin-vermittelte Migration und Adhdsion von T-Zellen ist entscheidend fiir ein
funktionierendes Immunsystem. Essentielle Komponenten der Regulation der Affinitdt und
Aviditdt der Integrine nach T-Zellrezeptor-Stimulation sind die Adapterproteine ADAP
(Adhesion and Degranulation Promoting Adaptor Protein) und SKAP55 (Src Kinase-
Associated Phosphoprotein of 55 kDa). Uber die molekulare Funktionsweise und die
Struktur des gesamten ADAP-SKAPS55-Komplexes war zu Beginn dieser Arbeit wenig
bekannt. Beide Aspekte wurden in der vorliegenden Arbeit adressiert. Nach der
rekombinanten Expression der Proteine {iber einen transient in Insektenzellen produzierten
Baculovirus konnte der Komplex aufgereinigt werden. Erstmals wurde fiir den ADAP-
SKAPS55-Komplex ein hoher oligomerer Komplex beschrieben. Mit Hochmassen-
massenspektrometrischen Analysen wurde fiir den Komplex eine Masse von ca. 259 kDa
bestimmt. Dies entspricht einer 2:2 Stochiometrie der beiden Interaktionspartner.
Biochemische Charakterisierungen ergaben eine Dimerisierung von SKAPS55 durch den N-
Terminus und eine wahrscheinliche Dimerisierung von ADAP iiber eine potentielle Coiled-
Coil-Struktur N-terminal zur hSH3"“-Domine. Nach Etablierung der GraFix-Methode
konnten geeignete Komplexe fiir die Elektronenmikroskopie erhalten werden. Durch
Einzelpartikelrekonstruktion wurden initiale Strukturmodelle des ADAP-SKAPS55- sowie
des ADAP-Komplexes berechnet, die eine ringformige, Donut-dhnliche Struktur
aufweisen. Zusitzlich wurden fibrillenférmige Partikel in den negativ kontrastierten,
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der ADAP-SKAPS55-Préaparationen nachgewiesen.

Die Lokalisation des ADAP-SKAPS55-Komplexes an der Plasmamembran nach T-Zell-
stimulation ist entscheidend bei der Aktivierung der Integrine. Die SKAP55 PH-Domine
wurde daher beziiglich ihrer Bindung an verschiedene Phosphoinositolphosphate charak-
terisiert. Voraussetzung fiir eine strukturelle Interpretation waren NMR-Resonanz-
zuordnungen des PH-Doménen-Riickgrats mit Hilfe sogenannter Triple-Resonanzspektren.
In den folgenden Interaktionsstudien wurden die B1-B2-, f3-f4- und B6-B7-Loops als die
an der Bindung beteiligten Strukturelemente identifiziert. In NMR-Titrationsexperimenten
wurden die Dissoziationskonstanten fiir die Bindung der Kopfgruppen bzw. der 16slichen
kurzkettigen Derivate der Phosphoinositolphosphate bestimmt. Die PH-Domédne bindet
bevorzugt die Kopfgruppe des PtdIns(3,4,5)P; mit einem Kp-Wert von 119+/-58 puM, die
Kopfgruppe des PtdIns(3,4)P, nur mit 641+/-276 uM. Derivate mit kurzkettigen Acylketten
fiihrten zur Verstiarkung der Bindung. Dies konnte auf Interaktionen der Acylkette mit dem
B1-B2-Loop zurlickzufiihren sein. Ein fiir das homologe Protein SKAP-HOM
beschriebener, von Phosphoinositid abhingiger Regulationsmechanismus wurde auf

SKAPSS5 tibertragen und weiterentwickelt.
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7. Summary

7. Summary

Integrin mediated migration and adhesion is essential for T cell function. The adapter
proteins ADAP (Adhesion and degranulation promoting adaptor protein) and SKAPS5S5 (Src
kinase-associated phosphoprotein of 55 kDa) are needed for regulation of affinity and
avidity of integrins after T-cell receptor stimulation. Little was known about the molecular
mechanism and structure of these proteins at the beginning of this study. For a better
understanding the proteins ADAP and SKAP55 were co-expressed using the Baculovirus
Expression System and co-purified. Several techniques proved for the first time that ADAP
and SKAPS5 form dimeric and higher oligomeric complexes. High mass spectrometric
analysis revealed a complex of 259 kDa. Further characterizations showed dimerisation of
SKAPS55 via its N-terminal part and probable dimerisation of ADAP by a potential coiled-
coil-structure localized at the N-terminal part of the hSH3N-domain. These results suggest

a complex comprising a 2:2 stoichiometry of ADAP and SKAPSS5.

Upon implementation of the GraFix method that utilizes a glutaraldehyde gradient to
stabilize and crosslink the complex we were able to obtain negatively stained single
particles by electron microscopy. Initial single-particle reconstruction revealed a Donut-
shaped complex for ADAP alone and in complex with SKAPS55. Additional fibrous
structures were detected in ADAP-SKAPSS5 preparations.

The localisation of the ADAP-SKAP55-complex to the plasmamembrane upon TCR-
stimulation is a decisive step for integrin activation. To understand the role of the SKAPS55
PH domain in this process the domain was analysed. NMR backbone resonance
assignments were made on the basis of so-called triple resonance experiments of the
SKAP55 PH-domain. Titrations with different phosphatidylinositolphosphates showed that
the B1-B2-, B3-p4- and B6-B7-loops are involved in headgroup recognition. NMR titration
experiments allowed to determine the Kp-values of different inositol-phosphate
headgroups and short chain lipid derivatives thereof. The PH domain bound with a kp of
119+/-58 uM to PtdIns(3,4,5)P; while PtdIns(3,4)P, bound with a kp of 641+/-276 uM.
Derivatives of phosphatidylinositolphosphate with short acylchains enhanced binding. This
might be related to B1-B2-loop interactions with the acylchain of the lipid. Further, an
autoinhibitory regulatory mechanism, similar to that previously proposed for SKAP-HOM,

could be derived from the data presented here.
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9. Abkiirzungsverzeichnis

9. Abkiirzungsverzeichnis

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

A Angstrom

A (Ala) Alanin

ADAP Adhesion and Degranulation promoting Adapter Protein
AG Arbeitsgruppe

Akt Akt—Kinase alias Protein Kinase B (PKB)
AMBA! Acrylamid/N, N’ -methylen-bisacrylamid
AP-1 Activator protein 1 (Transkriptionsfaktor)
APC antigen presenting cell

Arp2/3 Arp2/3 Proteinkomplex

As Aminosdure

BamHI Restriktionsendonuclease aus Bacillus amyloliquefaciens
Bcll0 B-cell lymphoma/leukemia 10

BN-PAGE Blue Native PAGE

bp Basenpaar

BSA Bovines Serum Albumin

C (Cys) Cystein

C3G Alternativhame: RapGEF1

Carmal CARD-containing MAGUK protein 1
CCD Charge-coupled Device

CCL CC chemokine ligand

CCR Chemokinrezeptor

CD Cluster of differentiation

cDNA complementary DNA

cm Zentimeter

CRK chicken retrovirus kinase

c-SMAC central supramolecular activation cluster
CXCL Chemokine (C-X-C motif) ligand 1

D (Asp) Asparaginsdure

Da Dalton

DAG Diacylglycerol

DM Dimerisierungsdoméne

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsidure (DNS)

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

d-SMAC distal Supramolecular Activation Cluster
DTT 1,4-Dithiotreitol

E (Glu) Glutaminsgure

E. coli Escherichia coli

ECL enhanced chemiluminescence

EcoRI Restriktionsendonuclease Escherichia coli Stamm R
EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

eGFP enhanced Green Fluorescent Protein
ERK1/2 Extracellular-Signal-Regulated Kinase 1/2
et al. et alii

EVHI Ena/VASP homology 1

EVL Ena-VASP-like

F (Phe) Phenylalanin

FCS fetal calf serum

FERM Four-point-one/Ezrin/Radixin/Moesin-Doméne
FID Free Induction Decay

Fyb Fyn binding protein (ADAP)

g Lastvielfaches der Fallbeschleunigung der Erde (9,81 m/s”)
G (Gly) Glycin

GADS Grb2-Related Adaptor Downstream of Shc
GAP GTPase aktivierendes Protein

GDP Guanosindiphosphat

GEF Guanine nucleotide exchange factor (Guanin-Nucleotid-Austauschfaktor)
Grb2 growth factor receptor-bound protein 2
GSH Glutathion
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GST Glutathione S-Transferase

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde(n)

H (His) Histidin

HABA 2-[4'-hydroxy-benzeneazo]benzoic acid

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-(2-ethansulfonséure)
His Histidin

HRP Horseradish Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
hSH3 helical extended SH3

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation

I (Ile) Isoleucin

ICAM-1 Inter-Cellular Adhesion Molecule 1

IFN-y Interferon-y

1L-2 Interleukin-2

Ins(1,3.,4,5)P4

p-myo-Inositol-1,3,4,5-tetraphosphat

Ins(1,4,5)P3

p-myo-Inositol-1,4,5-triphosphat

1P3

p-myo-Inositol-1,4,5-triphosphat

1P4 p-myo-Inositol-1,3,4,5-tetraphosphat

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif
K (Lys) Lysin

kb Kilobasenpaare

Kp Dissoziationskonstante

Kpnl Restriktionsendonuclease aus Klebsiella pneumoniae
L Liter

L (Leu) Leucin

lacZ Gen der B-Galactosidase

LAD-III Leukocyte adhesion deficiency-II1

LAT Linker for Activation of T cells

Lck Lymphocyte-specific Protein Tyrosine Kinase
LFA-1 Leucoyte Function-Associated Antigen-1

m Meter

M (Met) Methionin

MALDI Matrix-assisted Laser Desorption/Ionisation
MAILTI Mucosa-associated Lymphoid Tissue Lymphoma Translocation Protein 1
MAP Mitogen-Activated Protein

MCS Multiple Cloning Site

MDa Mega Dalton

MHC Major Histocompatibility Complex

MHz Megahertz

ml Milliliter

MOPS 3-Morpholinopropan-1-sulfonséure

mRNA messenger RNA

MSTI Mammalian Sterile20-like

MTOC Microtubule Organizing Center

MW Molecular Weight

N (Asn) Asparagin

Nck Non catalytic region of tyrosine kinase
NF-AT Nuclear Factor of activated T-cells

ng Nanogramm

NLS Nuclear Localisation Sequences

nm Nanometer

oD optische Dichte

P (Pro) Prolin

PA Phosphatidylsdure

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphate buffered saline

PC Phosphatidylcholine

PCR Polymerase Chain Reaction

PDB Protein Data Bank

PEG Polyethyleneglycol

PH-Doméne Pleckstrin Homology-Doméne

PH-Promotor Polyhedrin-Promoter

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PIP Phosphatidylinositolphosphat

PIP2-C4 1,2-Dibutanoyl-sn-glycero-3-phospho(1'-myo-inositol-4',5'-diphosphat)
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PIP2-C8 1,2-Dioctanoyl-sn-glycero-3-phospho(1'-myo-inositol-4',5'-diphosphat)
PIP3-C4 1,2-Dibutanoyl-sn-glycero-3-phospho(1'-myo-inositol-3',4',5'-triphosphat)
PIP3-C8 1,2-Dioctanoyl-sn-glycero-3-phospho(1'-myo-inositol-3',4',5'-triphosphat)
PKC Kalzium-abhéngigen Proteinkinase C

PLCy Phosphatidyl-Inositol-Phospholipase Cy

ppm parts per million

PS Phosphatidylserin

p-SMAC peripheral supramolecular activation cluster

PVDF Polyvinylidene Fluoride

Q (Gln) Glutamin

R (Arg) Arginin

RA Ras—Rap|1 binding domain

Rapl Ras-proximity-1

RAPL Regulator of adhesion and cell polarization enriched in lymphoid tissues
Ras Rat sarcoma

RasGRP1 Ras Nucleotide-Releasing Protein, Alternativname: CalDAG-GEF1
RIAM Rapl Interacting Adapter Molecule

ROS reactive oxygen species

rpm revolutions per minute

s Sekunde

S (Ser) Serin

SARAH Sav-Rassf-Hpo-Doméine

SDF-1la stromal cell-derived factor-1

SDS sodium dodecyl sulfate

SF 9/21 Spodoptera frugiperda Zelllinie: 9/21

SH2-Doméne SRC Homology 2 Domain

SH3-Doméne SRC Homology 3 Domain

SHP-2 SH2 containing protein tyrosine phosphatase

SKAP55 Src kinase-associated phosphoprotein of 55kDa
SKAP-HOM SKAP55 homologue

SLP-76 SH2-domain-containing leukocyte protein of 76 kDa
SMAC Supramolecular Activation Cluster

SOS Son Of Sevenless

Stul Restriktionsendonuclease aus Streptomyces tubercidicus
SV40 Simian-Virus 40

T (Thr) Threonin

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphine

TCR T-Zellrezeptor

TEM Transmissionselektronenmikroskop

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer

Tn7 Tn7 Transposon

TNF-a Tumor-Nekrosefaktor-a

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Units/Einheiten

Uv Ultraviolettstrahlung

\% Volt

V (Val) Valin

v/v Volumen pro Volumen (Volumenprozent)

VCAM-1 Vascular Cell-adhesion Molecule-1

VLA Very Late Antigen

W (Trp) Tryptophan

WASP Wiskott-Aldrich Syndrome Protein

X-gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid

Xhol Restriktionsendonuclease aus Xanthomonas holcicola
Y (Tyr) Tyrosin

ZAP70 (-associated protein

B-ME 2-Mercaptoethanol
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Abbildung 59: Vergleich der chemischen Verschiebung der SKAPS5S PH-Domiine bei 2670 pM IP4-
bzw. IP3- Zugabe. Arginin 131 und Lysin 116 weisen bei [P4-Zugabe eine um 62- und 11-fach stirkere

Verschiebung auf. Lysin 152 weist bei IP3-Zugabe eine 4-fach stirkere Verschiebung gegeniiber der

IP4 Zugabe auf.
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Abbildung 60: Vergleich der chemischen Verschiebung der SKAP5S PH-Doméine bei 1150 uM PIP3-C4

bzw. PIP2-C4-Zugabe.
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Abbildung 61: NMR-Titration der His-SKAP55 PH-Domine mit IP3. Die 'H-'"’N-HSQC-Spektren
zeigen eine IP3-konzentrations abhiingige Verschiebung von 0 uM (rot), 50 pM (dunkelrot), 150 pM
(braun), 500 pM (griin) und 3740 pM (blau). Bei Hohen Ligandenkonzentrationen werden zusitzliche
Resonanzen detektiert, mit * markiert. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 150 pM, die

Messungen wurden bei 37°C durchgefiihrt
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Abbildung 62: : NMR-Titration der His-SKAP55 PH-Domiine mit PIP2-C4. 'H-""’N-HSQC-Spektrum
zeigt eine PIP2-C4-konzentrationsabhéngige Verschiebung von 0 pM (rot), 50 pM (dunkelrot), 150 pM
(braun), 450 pM (griin) und 1340 uM (blau). Bei Hohen Ligandenkonzentrationen werden zusétzliche
Resonanzen detektiert, mit * markiert. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 150 pM, die

Messungen wurden bei 37°C durchgefiihrt.
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Abbildung 63: Uberlagerung der 'H 15N-HSQC-Spektren von SKAPS55-Konstrukten. SKAPSS DM-
PH-Konstrukt: grau; einzelne PH-Domiine: griin; einzelne DM-Doméne: blau.
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Abbildung 64: Wahrscheinlichkeitsvorhersage des Programms COILS [128, 164] fiir die Bildung von
Coiled-Coil-Strukturen in ADAP, berechnet fiir Sequenzabschnitte mit einer Linge von 14, 21, 28
Aminosiuren.
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10.1 Assignment-Tabelle der PH-Doméine von SKAPSS

Nr. As H [ppm] N [ppm] Co [ppm] Ca [pPpm] Cs [ppm]
97 | Asp 8,22 121,07 173,88 55,17 41,24
98 lle 7,96 118,66 173,88 173,37 173,91
99 Val 8,21 122,13 172,68 62,67 31,88
100 | Lys 7.8 124,04 174,24 55,75 35,16
101 | Gly 9,18 111,34 171,24 45,61 -
102 | Ala 7,42 123,43 177,32 55,01 17,61
103 | GIn 8,63 113,69 173,62 56,77 29,39
104 | Glu 7,83 117,48 173,57 56,13 30,79
105 | Leu 7,09 119,87 173,48 55,37 -
106 | Asp 8,24 120,34 172,22 52,46 42,73
107 | Asn 8,83 116,91 171,7 54,15 -
108 | Val 8,3 118,91 174,42 54,13 32,28
109 | lle 8,77 128,13 172,78 61,21 38,1
110 | Lys 7,05 118, 1 169,29 55,05 34,7
11 | GIn 7,96 119,7 171,49 52,96 31,48
112 | Gly 8,07 107,71 169,01 4543 45,46
113 | Tyr 9,03 118,35 174,12 60,34 39,43
114 | Leu 9,36 121,83 174,12 53,74 -
115 | Glu 8,89 118,1 173,01 55,52 31,87
116 | Lys 9,7 126,51 173,88 54,39 35,99
117 | Lys 8,23 133,08 132,53 133,08 173,85
118 | Ser 8,91 123,89 124,48 171,48 57,93
128 | Trp 8,28 120,72 173,45 56,28 30,51
129 | GIn 8,73 121,47 173,01 54,45 31,46
131 | Arg 9,98 127,41 172,13 53,79 34,79
132 | Trp 9,09 125,4 172,09 57,08 29,74
133 | Cys 8,65 128,17 170,11 58,21 31,25
134 | val 8,81 120,21 171,4 61,15 37,05
135 | Val 8,59 124,78 172,47 60,92 33,39
136 | Ser 9,09 122,72 171,36 57,29 65,43
137 | Arg 9,26 124,44 172,98 57,92 28,14
138 | Gly 8,35 103,33 169,98 45,85 -
139 | Leu 8,31 123,29 170,7 54,31 -
140 | Phe 8,75 123,81 - 55,73 -
141 | Tyr 9,51 125,31 173,08 56,66 43,63
142 | Tyr 8,28 113,25 171,7 55,63 41,84
143 | Tyr 10,23 121,4 173,34 57,16 43,65
144 | Ala 10 125,02 175,04 56,71 18,71
145 | Asn 8,73 109,4 170,58 53,34 40,81
146 | Glu 7,97 117,07 172,06 57,98 27,87
147 | Lys 8,24 115,86 174,43 54,76 32,45
148 | Ser 7,52 118,93 172,02 61,48 65,75
152 | Lys 9,39 122,82 174,67 56,95 32,27
153 | Gly 7,04 105,43 167,51 45,29 -
154 | Thr 7,98 110,47 171,33 60,18 73,7
155 | Phe 8,69 116,41 - 57,00 -
156 | Leu 8,73 122,89 175,07 57,00 -
157 | lle 8,01 121,9 172,33 63,87 -
158 | Lys 8,41 120,13 174,45 59,26 32,4
159 | Gly 8,89 114,65 172,93 45,30 -
160 | Tyr 8,76 121,48 172,84 60,21 39,65
161 | Ser 9,27 113,65 169,97 58,72 65,7
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162 Val 8,87 121,72 170,32 58,72 36,23
163 Arg 8,77 121,33 173,4 55,44 33,33
164 Met 9,08 121,12 174,81 56,12 31,02
165 Ala 8,57 124,98 175,07 50,38 21,21
166 Pro - - - 64,58 -
167 His 7,84 112,55 174,42 56,95 30,21
168 Leu 7,29 119,42 172,42 57,26 -
172 Ser 7,84 119,33 172,33 63,5 71,05
174 Lys 7,8 119,21 174,48 59,95 31,76
175 Glu 7,74 117,15 173,03 57,96 29,04
176 Ser 8,14 112,35 171,25 56,77 64,1
177 Cys 7,36 119,63 172,43 58,28 30,79
178 Phe 9,4 121,21 - 57,06 -
179 Glu 9,35 116,28 171,2 53,63 34,05
181 Thr 9 112,43 170,7 59,75 72,26
182 Ser 9,07 117,04 171,43 57,35 65
184 | Asp 8,62 116,76 172,42 54,72 41,02
185 Arg 7,78 118,13 173,21 55,12 33,96
186 Arg 8,33 119,45 172,54 56,48 30,57
187 Ser 8,42 118,07 171,01 57,87 65,03
188 Tyr 8,88 120,48 170,72 58,04 42,78
189 Glu 8,02 121,85 171,49 56,32 32,2
190 Phe 8,7 117,79 171,49 56,93 27,36
191 Thr 9,55 113,89 171,41 62,46 71,45
192 Ala 9,06 130,02 173,8 50,88 20,66
193 Thr 8,89 108,89 - 64,57 -
194 Ser 7,74 112,91 - 66,07 -
196 Ala 8,19 119,06 178,35 55,3 -
197 Glu 8,12 119,11 176,15 59,14 30,21
198 Ala 8,54 122,59 175,41 56,24 18,49
199 Arg 8,4 115,62 175,36 59,22 29,83
200 | Asp 7,92 119,21 176,13 58,42 41,95
201 Trp 8,38 119,28 175,52 63,25 29,22
202 Val 8,1 117,68 176,33 67,31 31,4
203 | Asp 9,17 122,92 176,28 57,95 40,31
204 Gin 8,73 117,56 177,18 58,69 27,29
205 lle 8,61 118,49 174,76 66,29 37,71
206 Ser 8,93 116,47 174,31 63,37 61,96
207 Phe 8,27 121,82 - 60,92 30,86
209 Leu 8,55 118,08 176,88 - 37,79
210 Lys 7,82 119,31 175,43 58,74 32,27
211 Asp 8 120,9 175,33 56,17 41,38
212 Leu 8,42 120,13 - 56,35 41,35
215 Leu 7,78 121,07 - 57,12 -

Tabelle 13: Assignte Resonanzen der His-SKAPS5 PH-Doméine.

158




10. Anhang

[6Z1] 193Uy [BIIPIJA WIIISIMYINOS SBXI], JO AJSaaAtu) “‘Surynan ydoysuy)
a(q ‘Joid oA J[3sa8 Fundnpaap InzZ ‘3un[ia)IdA[RUSIS IIP NN YPIIUYY UIYII[IIQ pun UdYIIPIZ 13p wneg-13)sn)) (D dwyruqy IUR unis duyeuany 1dun jydridsiud
101 [[EAIUNIYZ UIPUIYISINLIOA WNZ YIRSIIA WI UONESIENo] JOp Suniapueidy emudzoig (g ‘vonemdog ud)z)asaq Jydradsjud Jedsudjup-)os :Sunqaidafeusig
AEMUIZOAJ (V "PRIUOY-[PZ-[RZ 10A WIPUMIS (F PUAUUISIQ ‘SPIRIUOM - JV-[IPZ-L $P I[undidz wduydRzaq unZ *(ss sunpiqqy 2yas) aejpuwef 1 aaygduad g
‘snyip ( dnIsaSurd tAuj ‘[RaIudz ) Ul UIUONESI[EY O] JP SUNIIZYJISSE)Y ‘P RIU0M-D d V-1127-L UIEU UOESI[BHO[uIN0l 13 IsA[euedaisn]) a813ueyqendz :s9 sunplqqy

=[]

1

HIP)
GdId
AN
dSHM
TSH
UTTTIO)
UTUOI0)
utjoe

gary
eydred)
TARA
STUA],
JTOAR

=

159



11. Lebenslauf

11. Lebenslauf

Bernhard Manuel Meineke
Geburtsdatum: 08.10.1979
Geburtsort: Tiibingen
Familienstand: ledig

Kinder: keine

08/1986-07/1987
08/1987-08/1990
09/1990-06/1999
09/1999-07/2000
10/2000-10/2001
10/2001-07/2004

07/2004
10/2004-12/2006

12/2006
seit 01/2007

Berlin, ...............

160

Grundschule am Tannenweg, Glinde

Grundschule Trittau

Gymnasium Trittau, Abschluss: Allgemeine Hochschulreife
Zivildienst, Jugendheim Lichtensee, Hoisdorf

Studium ,,Diplom-Biologie®, Universitit Hamburg
Bachelor-Studium ,,Molekulare Biotechnologie®, Universitit zu
Liibeck

Bachelorarbeit:

»ldentifizierung und Charakterisierung des Erdnuss-Oleosins®,
Laborgruppe Biochemische und Molekulare Allergologie, Abteilung
Klinische  Medizin, Leibniz-Zentrum  fiir Medizin und
Biowissenschaften, Borstel

Abschluss: Bachelor of Science, Universitit zu Liibeck

Master-Studium ,,Molecular Life Science”, Universitit zu Liibeck

Masterarbeit:

,Charakterisierung der Proteininteraktionen der o-Glukosyl-
transferase des Bakteriophagen T4, Institut fiir Biologie, Universitét
zu Liibeck

Abschluss: Master of Science, Universitit zu Liibeck
Promotion,

Otto-von-Guericke-Universitdit Magdeburg, Institut fiir Molekulare
und Klinische Immunologie, Gastwissenschaftler am Leibniz-Institut
fiir Molekulare Pharmakologie (FMP), Arbeitsgruppe Protein
Engineering, Berlin

Bernhard Manuel Meineke



12. Danksagung

12. Danksagung
Mein Dank gilt Herrn Professor Dr. Christian Freund und Herrn Professor Dr. Burkhart
Schraven fiir die Uberlassung des Themas. Herrn Professor Schraven danke ich fiir die
zuverldssige Unterstiitzung und Christian zudem fiir sein starkes Interesse, die stete

Gesprichsbereitschaft und die konstruktiven Diskussionen.

Der Arbeitsgruppe Freund gilt mein besonderer Dank fiir das kollegiale und hilfsbereite
Arbeitsklima. Meinen ,,Labor-Mitbewohnern® (Raum: C. 3.07) Daniela Kosslick, Marc
Sylvester und Andreas Schlundt danke ich fiir den Spall wéahrend und neben der Arbeit.
Ich danke Andreas fiir die Zeit und die Erkldrungen am NMR-Spektrometer. Fiir die gute
organisatorische Arbeit im Labor sage ich einen herzlichen Dank an Kathrin Motzny,
Katharina Thiemke und Sindy Blank. Meinen Kolleginnen und Kollegen Gesa Albert,
Fabian Gerth, Sebastian Giinther, Stefan Klippel, Benno Kuropka, Roland Lehmann,
Kirill Piotukh, Jana Sticht und Marek Wieczorek danke ich fir die freundliche
Atmosphédre. Zudem danke ich den Mitarbeitern des gesamten FMP fiir das offene und

gute Arbeitsklima, vor allem Peter Schmieder und Monika Beerbaum.

Allen Kooperationspartnern danke ich fiir die gute Zusammenarbeit. Insbesondere Stefanie
Kliche (Universitdt Magdeburg) fiir die hilfreichen und guten Diskussionen, Informationen
und Materialien zu den Signalwegen. Amelie Witte (Universitdt Magdeburg) danke ich fiir

die gute Zusammenarbeit.

Fiir die Unterstiitzung bei der Kristallisation danke ich Yvette Roeske (Max-Delbriick-
Centrum, Berlin). Fiir die guten Einweisungen, Erkldrungen, Zeit und Spal am
Elektronenmikroskop danke ich Thorsten Mielke und Jorg Biirger (MPI fiir molekulare
Genetik, Berlin). Jan Giesebrecht (Arbeitsgruppe Christian Spahn, Charité, Berlin) danke

ich fiir seine Hilfe bei den EM-Strukturberechnungen.

Vielen herzlichen Dank allen, die zum Werden dieser Arbeit beigetragen haben wie meine
Freunde und meine Familie. Meinen Briidern Georg, Jens und Dirk danke ich fiir die
wissenschaftlichen und vor allem nicht wissenschaftlichen Diskussionen und die viel zu

seltenen gemeinsamen Touren.

Ich danke meinen Eltern, diec mich immer unterstiitzt haben und auf die ich stets bauen

konnte. Meiner Mutter danke ich besonders fiir die Hilfe gegen Ende der Arbeit.

Jessica danke ich fiir ihr Verstindnis, die Ermutigungen, die Unterstiitzung und das schone

gemeinsame Zusammenleben.

161



13. Erklérung

13. Erklarung

Hiermit erkldre ich, dass ich die von mir eingereichte Dissertation zum Thema
»Molekulare Eigenschaften des Integrin-regulierenden ADAP-SKAP55-Signalkomplexes*
selbststandig verfasst und nicht schon als Dissertation verwendet habe und dass die

Hilfsmittel und Quellen vollstindig angegeben wurden.

Weiterhin erkldre ich, dass ich weder diese noch eine andere Arbeit zur Erlangung des
akademischen Grades doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.) an anderen Einrichtungen

eingereicht habe.

Berlin, .......................

Bernhard Manuel Meineke

162



	Inhaltsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	1. Einleitung
	1.1 Das Immunsystem
	1.2 Angeborenes und adaptives Immunsystem
	1.3 T-Zellen-Migration und -Adhäsion und Bildung der Immunologischen Synapse
	1.4 Signaltransduktion und T-Zell-Aktivierung
	1.5 Integrine in T-Zellen
	1.6 Inside-out-Signaling
	1.7 Adapterproteine
	1.8 ADAP (Adhesion and Degranulation promoting Adaptor Protein)
	1.9 SKAP55 (Src Kinase-Associated Phosphoprotein of 55 kDa)
	1.10 SKAP-HOM (SKAP55 homologue)
	1.11 Membranrekrutierung des ADAP-SKAP55-Komplexes und Integrinaktivierung
	1.11.1 Phosphoinositide / Lipidmodifikation

	1.12 Elektronenmikroskopie (EM)
	1.12.1  EM- Einzelpartikelaufnahmen und Prozessierung für die Rekonstruktion
	1.12.2 Einzelpartikelrekonstruktion

	1.13 Kernmagnetische Resonanz (NMR)
	1.13.1 1H-15N-Heteronuclear-Single-Quantum-Coherence (HSQC)-Experimente
	1.13.2 Triple-Resonanz-Experimente für die sequentielle Signalzuordnung


	2. Zielsetzung
	3.  Material und Methoden
	3.1 Materialien
	3.1.1 Allgemeine Chemikalien
	3.1.2 Spezielle Chemikalien
	3.1.3 Isotope
	3.1.4 Phosphoinositolphosphate und Inositolphosphate
	3.1.5 Oligonukleotide und Expressionskonstrukte
	3.1.6 Expressionskonstrukte
	3.1.7 Bakterienstämme
	3.1.8 Bakterienmedien
	3.1.8.1 2xYT
	3.1.8.2 M9-Minimalmedium
	3.1.8.3 SOC-Medium

	3.1.9 Geräte
	3.1.10 Software
	3.1.11 Antikörper
	3.1.12 Allgemeine Puffer

	3.2 Methoden
	3.2.1 Molekularbiologische Methoden
	3.2.2 PCR-basierte Klonierung
	3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	3.2.4 Agarosegelelektrophorese
	3.2.5 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
	3.2.6 Restriktionsverdau von DNA
	3.2.7 Ligation
	3.2.8 Transformation kompetenter E.coli-Zellen
	3.2.9 Isolation hochreiner Plasmid-DNA aus E.coli
	3.2.10 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

	3.3 Präparative und analytische proteinbiochemische Methoden
	3.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelectrophorese (SDS-PAGE)
	3.3.2 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen durch Western-Blotting
	3.3.3 Immundetektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

	3.4 Zellkulturmethoden
	3.4.1 Zellkultur von Insektenzellen
	3.4.2 Kryokonservierung von Insektenzellen
	3.4.3 Baculovirus-Expressionssystem (BEVS)
	3.4.4 Herstellung rekombinanter Baculoviren
	3.4.5 Insektenzelltransfektion und Baculovirus-Amplifikation
	3.4.6 Baculovirus-Proteinexpression
	3.4.7 Baculovirus-Titerbestimmung
	3.4.8 IPTG-induzierte Genexpression in E. coli
	3.4.9 Affinitätschromatographie von GST-Fusionsproteinen und Thrombinverdau
	3.4.10 Affinitätschromatographie zur Reinigung von His-Fusionsproteinen
	3.4.11 Affinitätschromatographie zur Reinigung von Strep-Fusionsproteinen
	3.4.12 Blue Native Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE)
	3.4.13 Coomassie-Färbung von Polyacrylamidgelen
	3.4.14 Silberfärbung von Polyacrylamidgelen

	3.5 Biophysikalische Methoden zur Proteincharakterisierung
	3.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration
	3.5.2 Proteinankonzentration

	3.6 Elektronenmikroskopische Methoden
	3.6.1 GraFix-Methode
	3.6.2 Herstellung eines linearen Sucrosegradienten
	3.6.3 Rotationsapparatur für die Herstellung linearer Sucrosegradienten
	3.6.4 Herstellung negativkontrastierter Proben und elektronenmikroskopischer Einzelpartikelaufnahmen von Proteinkomplexen
	3.6.5 Bildverarbeitung für Elektronenmikroskopie und 3D-Rekonstruktion
	3.6.6 Dynamische Lichtstreuung (DLS)
	3.6.7 Analytische Gelfiltration

	3.7 NMR-Spektroskopie
	3.7.1 NMR-Datenprozessierung und Signalzuordnung
	3.7.2 2D-NMR-Spektroskopie
	3.7.3 3D-NMR-Spektroskopie
	3.7.4 Selektivmarkierung von Aminosäuren
	3.7.5 NMR-Titrationsexperimente
	3.7.6 Berechnung der chemischen Verschiebung
	3.7.7 KD-Wert-Bestimmung
	3.7.8 Initialer Präzipitationstest
	3.7.9 „Sitting drop“-Kristallisationsansätze
	3.7.10 Massenspektrometrie
	3.7.11 Isolation der zytoplasmatischen Fraktion von primären humanen T-Zellen durch hypotonische Lyse


	4. Ergebnisse
	4.1.1 Expressionsversuche des Volle-Länge-Proteins in E. coli
	4.1.2 Koexpression von ADAP und SKAP55
	4.1.3 Klonierungsstrategie für die Koexpression von ADAP- und SKAP55-Konstrukten in Insektenzellen
	4.1.4 Koexpression von ADAP und SKAP55 in Insektenzellen
	4.1.5 Aufreinigung des ADAP-SKAP55-Komplexes
	4.1.6 Kristallisationsansätze
	4.2 Biochemische Charakterisierung des ADAP-SKAP55-Komplexes
	4.2.1 Analytische Gelfiltration und dynamische Lichtstreuung
	4.2.2 Blue Native PAGE (BN-PAGE)
	4.2.3 Hochmassen-massenspektrometrische Analyse des ADAP-SKAP55-Komplexes

	4.3 Bestimmung der multimerbildenden Einheiten
	4.3.1 Dimerbildung von SKAP55
	4.3.2 Multimerbildung von ADAP

	4.4 GraFix-Methodenetablierung und Stabilisierung des ADAP-SKAP55-Komplexes für die Elektronenmikroskopie
	4.4.1 Etablierung eines Gradientenmischers für lineare Sucrosegradienten
	4.4.2 Stabilisierung von Komplexen mit der GraFix-Methode
	4.4.3 Einzelmoleküldarstellung des ADAP-SKAP55-Komplexes im negativen Kontrast mit Schwermetallsalzen ohne Stabilisierung
	4.4.4 Die Einzelmoleküldarstellung der GraFix-stabilisierten ADAP- und SKAP55-Komplexe im negativen Kontrast mit Schwermetallsalzen
	4.4.5 3D-Rekonstruktion des ADAP-SKAP55-Komplexes

	4.5 NMR-spektroskopische Untersuchung von SKAP55
	4.5.1 Sequentielles NMR-Assignment der PH-Domäne von SKAP55
	4.5.2 NMR-Titrationsexperimente
	4.5.3 Bindung von Inositolphosphaten an die PH-Domäne von SKAP55
	4.5.4 1H-15N-HSQC-Titrationsexperimente der His-SKAP55 PH-Domäne
	4.5.5 Erkennung der Inositolphosphate durch die SKAP55 PH-Domäne
	4.5.6 Phosphoinositolphosphatbindung der SKAP55 PH-Domäne
	4.5.7 Dissoziationskonstanten der SKAP55 PH-Domäne für Phosphoinositolphosphate und deren Kopfgruppen
	4.5.8 NMR-Titration des SKAP55 DM-PH-Konstruktes
	4.5.9 Dissoziationskonstanten des SKAP55 DM-PH-Konstruktes für Inositolphosphate
	4.5.10 Octyl-Phosphoinositolphosphat-Titration des SKAP55 DM-PH-Konstruktes
	4.5.11 SKAP55 DM-Domänen-Interaktion mit der RAPL-SARAH-Domäne
	4.5.12 SKAP55-Pulldown in Anwesenheit von PIP3-C8


	5. Diskussion
	5.1 Rekombinante Expression und Aufreinigung des ADAP-SKAP55-Komplexes
	5.2 Stöchiometrie und Aufbau des ADAP-SKAP55-Komplexes
	5.3 Elektronenmikroskopisches Strukturmodell des ADAP-SKAP55-Komplexes
	5.4 Kristallisationsversuche
	5.5 Assignment der SKAP55 PH-Domäne
	5.6 Kopfgruppenerkennung und Inositolphosphatbindung der SKAP55 PH-Domäne
	5.7 Inhibition der Lipidbindung von SKAP55 durch die DM–Domäne
	5.8 Modell der SKAP55-Lipidbindung und des Öffnungsmechanismus´
	5.9 Modell des ADAP-SKAP55-Komplexes und seine Funktionen
	5.9.1 Stöchiometrie und Aufbau


	6. Zusammenfassung
	7. Summary
	8. Literaturverzeichnis
	9.  Abkürzungsverzeichnis
	10.   Anhang
	10.1  Assignment-Tabelle der PH-Domäne von SKAP55

	11. Lebenslauf
	12. Danksagung
	13. Erklärung

