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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Die eukaryotische Zelle ist ein kompartimentiertes und zugleich dynamisches
System. Um den komplexen Austausch zwischen den Kompartimenten und
gleichzeitig die Homoostase der Kompartimente zu gewahrleisten, ist ein hoch-
spezifischer und koordinierter Transport von Makromolekulen notwendig. Der
Proteintransport zwischen verschiedenen Kompartimenten wird durch drei
verschiedene Mechanismen vermittelt. Durch den Transmembran-Transport werden
Proteine aus dem Zytosol in membranumschlossene Organellen transloziert; der
Schleusen-Transport, auch gated transport genannt, reguliert den Proteinaustausch
zwischen Zytosol und Kern und beim vesikularen Transport werden Proteine mit Hilfe
von kleinen, membranumschlossenen Blaschen, den sogenannten
Transportvesikeln, von einem Kompartiment zum nachsten beférdert.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen sogenannte heterotetramere Adaptorprotein-
Komplexe, die eine zentrale Rolle beim vesikuldaren Transport von

membranstandigen Proteinen spielen.

1.1. Vesikularer Transport
(Alberts et al., 2002; Bonifacino und Glick, 2004; Bonifacino und Traub, 2003)

Der vesikulare Transport vermittelt den Austausch von Membranproteinen, Lipiden
und im Lumen befindlichen Molekulen zwischen einigen membranumschlossenen
Kompartimenten der Zelle. Diese Kompartimente sind das Endoplasmatische
Retikulum (ER), der Golgi-Apparat sowie das endosomale-lysosomale System. Fur
den Transport werden membranumhdullte Transporteinheiten, meist spharische
Vesikel mit einem Durchmesser von 60 - 100 nm, von der Ursprungsmembran
abgeschnurt und durch die Zelle transportiert, um dann mit der Zielmembran zu
verschmelzen.

Durch den vesikularen Transport werden wichtige zellulare Prozesse reguliert, wie
die Aufnahme, die Abgabe und der Abbau von Stoffen, die Verteilung von Proteinen
nach ihrer Synthese und die Homdostase von Organellen. Beispielsweise wird die
Aufnahme von Transferrin und LDL in die Zelle oder die Sortierung von neu-
synthetisierten lysosomalen Proteinen zu ihrem Zielorganell durch vesikularen

Transport vermittelt.



1. Einleitung 2

Transmembranproteine werden mit Hilfe von Vesikeln Uber zwei bedeutende
Transportwege durch die Zelle befordert, die biosynthetische und die endozytotische
Route. Auf dem Weg von Organell zu Organell mussen immer wieder wichtige
Sortierungsentscheidungen getroffen werden. Verbleibt das Protein in einem
Kompartiment oder wird der Transport in ein nachstes initiiert? Und in welche
Richtung erfolgt der weitere Transport? In Abb. 1-1 sind die verschiedenen,
postulierten Transportschritte dargestellt und mit (a) bis (j) gekennzeichnet. In der
biosynthetischen Route werden die Transmembranproteine nach ihrer Synthese am
rauhen ER zunachst zur Cis-Seite des Golgi-Apparates (a), dann durch die Golgi-
Zisternen und anschliessend zur Trans-Golgi-Seite, dem Trans-Golgi-Netz (TGN)
transportiert (b). Am TGN erfolgt entweder eine Sortierung in Richtung
Plasmamembran, durch konstitutive oder regulierte Exozytose (c), oder in das

endosomale-lysosomale System (dq+d,+e).

Lysosom l
0O |I
@_} \ Plamamembran
. g2 Spates

Dl % ) Endosom

Friihes
Endosom

l
g1 CJ

G |

i3
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Kernmembran Golgi E\\\Tosom i
ER cis  Komplex e —— |

Abbildung 1-1: Vesikularer Transport in einer eukaryotischen Zelle. Die Transportwege sind
durch Pfeile gekennzeichnet. Erklarung siehe Text. Die Lumina der membranumschlossenen
Kompartimente entspricht topologisch dem extrazelluldren Raum. (verandert nach Bonifacino und
Glick, 2004).

Das endosomale-lysosomale System besteht aus verschiedenen
Subkompartimenten, den frihen Endosomen (early endosomes = EE), den spaten
Endosomen (lafe endosomes =LE oder multivesicular bodies=MVB), den
Recycling Endosomen (RE) und den Lysosomen. Diese werden durch verschiedene

Eigenschaften, wie pH-Wert im Lumen des Organells, unterschiedliche Morphologie
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und spezifische = Membranproteine charakterisiert (Stoorvogel et al., 1996;
Stoorvogel, 1998). Der Transport vom TGN aus kann in frihe (d{) oder spate
Endosomen (d;) erfolgen. Der Transportschritt vom TGN direkt zu den Lysosomen
ist umstritten (e). In der endozytotischen Route kdnnen Transmembranproteine von
der Plasmamembran aus durch Endozytose in frihe Endosomen beférdert werden
(f). Von frihen Endosomen aus ist ein Transport Uber spate Endosomen zu den
Lysosomen (gi+gz2) oder Uber Recycling Endosomen zur Plasmamembran moglich
(h1+h2). Ein Rulcktransport der Proteine von endosomalen Kompartimenten zum
Golgi (i1-3) sowie vom Golgi zum ER findet ebenfalls statt (k).

Fur die Regulation des Transportgeschehens und der damit verbundenen komplexen
Sortierung ist ein koordiniertes System von spezifischen, zytosolischen Proteinen
notwendig, die sich an die Ursprungsmembran anlagern und die Bildung der
Transportvesikel vermitteln. Diese Proteine sorgen fur die spezifische Erkennung und
Rekrutierung der zu sortierenden Molekiile, sowie fur die Einstllpung der Membran
und die Abschnirung des Vesikels. Viele Vesikel erhalten durch die
Proteinanlagerung eine regelrechte Huille und werden daher als coated vesicle
(coated = beschichtet) bezeichnet. Mehrere Typen von beschichteten Vesikeln sind
bekannt, die jeweils einen spezifischen Transportweg zwischen Organellen
vermitteln (Kirchhausen, 2000; Aridor und Traub, 2002). Dabei ist die Gruppe der

Clathrin-umhiillten Vesikel eine der am besten beschriebenen Vesikelfamilien.

1.2. Clathrin-umbhiillte Vesikel
(Alberts et al., 2002; Kirchhausen, 2000; Owen et al., 2004)

Die Clathrin-umhllten Vesikel (Clathrin-coated vesicle = CCV) verdanken ihren
Namen dem Hauptprotein der Proteinhulle, dem Clathrin. Clathrin besteht aus drei
schweren (192 kDa) und drei leichten Polypeptidketten (30 kDa), die gemeinsam ein
sogenanntes Triskelion bilden (Abb. 1-2 A). Triskelions besitzen die Eigenschaft sich
selbst zu einer kafigartigen Struktur aus Funf- und Sechsecken zusammenlagern zu
konnen, welche sich als Hulle zunachst um den abzuschnirenden Membranbereich
(Clathrin-coated pit = CCP) und spater um das gesamte Vesikel legt (Abb.1-2).

Clathrin  selbst ist nicht in der Lage mit Membranlipiden oder
Transmembranproteinen zu interagieren, deshalb verbinden sogenannte Clathrin-

Adaptorproteine die Clathrin-Hulle mit den Membrankomponenten. Mehr als 20
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Clathrin-Adaptoren sind bereits bekannt, die in mehrere Klassen eingeteilt werden
konnen. Einige binden an Lipide, wie z.B. clathrin assembly lymphoid myeloid
leukemia protein (CALM), als gehirnspezifisches Homolog auch Adaptorprotein 180
(AP180) genannt und Amphiphysine. Andere interagieren mit Membranproteinen und
manche davon zusatzlich mit Lipiden, wie z.B. heterotetramere Adaptorprotein-
Komplexe (APs); Golgi-localized,-y-ear-containing,-ARF-binding proteins (GGAS);
Epsin 1-3; B-Arrestin, um nur die wichtigsten zu nennen. Eine ausflhrliche

Zusammenfassung findet sich in Owen et al., 2004).

Schwere Kette
N-Terminus

A)

Leichte Kette

C - Terminus Proximale

Domaéne
/

Leichte Kette

N - Terminus\ Distale

Doméne

-

Schwere Ketten
C-Termini

Terminale
Doméne

Abbildung 1-2: Clathrin. A) Schematische Abbildung eines Clathrin-Triskelions (verandert nach
Fingerhut, 2000) B) Model eines aus Triskelions zusammengesetzten Clathrin-Kafigs. (Kirchhausen,
2000) C) Elektronenmikroskopische Aufnahme Clathrin-umhullter Pits und Vesikel an der Innenseite

der Plasmamembran (Heuser, 1980).

Ausser Clathrin und Clathrin-Adaptoren beinhalten CCVs akzessorische und
regulatorische Proteine, die ebenfalls mit den Adaptorproteinen interagieren und
wichtige Aufgaben bei der Vesikelbildung, aber auch beim spateren Abstreifen der
Vesikelhulle, bei der Anbindung ans Zytoskelett und bei der Interaktion mit der
Zielmembran erfullen.

Durch die Vielzahl der Bindungen zwischen Adaptorproteinen, Membranproteinen-
und -lipiden, akzessorischen und regulatorischen Proteinen und natirlich Clathrin
entsteht ein Netzwerk aus Protein-Protein- und Protein-Lipid-Interaktionen, welches
fur die korrekte Bildung von CCVs notwendig ist (siehe auch Abb. 4-5).

Je nach vorhandenen Adaptorproteinen entstehen Subtypen von CCVs, die
unterschiedliche Transportprozesse in der Zelle vermitteln. Clathrin selbst dient dabei

immer als aussere, mechanische Hulle und spielt fur verschiedene Transportschritte
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eine Rolle, z.B. bei der Clathrin-vermittelten Endozytose an der Plasmamembran und
bei Transportvorgdngen am TGN und den Endosomen.

Das Zusammenspiel aller Hullproteine gewahrleistet schliesslich die spezifische und
regulierte Ansammlung von zu transportierenden Transmembranproteinen im
Clathrin-coated Pit, die weitere Einstllpung dieses Membranbereiches bis zur
Vesikelentstehung sowie die Abschnurung des Vesikels (Abb. 1-3). Im Zytosol wird
die Vesikelhulle abgestreift. Die Hullproteine liegen wieder zytoplasmatisch vor und
konnen erneut zur Vesikelbildung an die Membran rekrutiert werden. Das Vesikel
wandert ohne Proteinumhillung an Zytoskelettstrukturen entlang zu seiner

Zielmembran, mit der es spezifisch interagiert und letztlich verschmilzt.

'\Q
[ Clathrin- 6&%’0%

umhdlites

Clathrin Vesikel

Trans-

membran- ;
Cytosol Adaptorprotein :
rezeplor ; Vesikel ohne
" Dynamin Proteinhiille
Ligand
Hullenaufbau Knospenbildung Abschniirung Zerfall der Hille

Abbildung 1-3: Bildung eines Clathrin-umhiillten Vesikels. CCVs bestehen aus einer inneren
Schicht: Membran und Transmembranproteine; einer mittleren Schicht: Clathrin-Adaptorproteine,
akzessorische und regulatorische Proteine; sowie einer ausseren Clathrin-Schicht. Weitere

Erklarungen siehe Text. (verandert nach Alberts et al., 2002)

1.3. Heterotetramere Adaptorprotein-Komplexe (APs)

Vier verschiedene heterotetramere Adaptorkomplexe sind identifiziert worden, AP1
(Ahle et al., 1988), AP2 (Ahle und Ungewickell, 1989), AP3 (Dell'Angelica et al.,
1997a; Panek et al., 1997; Simpson et al.,, 1997) und AP4 (Dell'Angelica et al.,
1999a; Hirst et al., 1999). AP1, AP2 und AP3 werden in allen eukaryotischen Zellen
expremiert, wahrend AP4 nur in hoheren Eukaryoten, jedoch nicht in Saccharomyces
cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans und

Schizosaccharomyces pombe vorkommt (Boehm und Bonifacino, 2001). Zusatzlich
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gibt es zwei zelltypspezifische Adaptorkomplex-Varianten AP1B in Epithelzellen und
AP3B in neuronalen Zellen. Die jeweiligen p-Untereinheiten (u1B bzw. u3B) dieser
Komplexe und im Fall von AP3B eine B3B-Untereinheit (3-neuronal adaptor protein =
B-NAP) werden nur gewebespezifisch expremiert. Ausserdem wurden mehrere Gen-
sowie Splicevarianten von Adaptor-Untereinheiten identifiziert, deren Funktion derzeit
unklar ist (Boehm und Bonifacino, 2001).

Die heterotetrameren Adaptorkomplexe AP1 und AP2 waren die ersten bekannten
Clathrin-Adaptoren und sind die Haupt-Adaptoren in CCVs an Plasmamembran und
TGN. Urspranglich nahm man an, dass ohne diese Adaptoren eine Polymerisierung
von Clathrin unter physiologischen Bedingungen unmdglich ist. Jedoch konnte bei
Untersuchungen an Hefe-Zell-Mutanten, denen funktionelles AP2 bzw. AP1 fehlt,
trotzdem eine CCV-Bildung beobachtet werden (Rad et al., 1995). Den gleichen
Phanotyp zeigten mit AP2-siRNA behandelte HelLa-Zellen. Die CCV-Bildung war
zwar um etwa 90 % vermindert, konnte aber stattfinden (Motley et al., 2003;
Hinrichsen et al., 2003; Huang et al., 2004; Conner und Schmid, 2003).

Selbst wenn alle bekannten AP-Untereinheiten in Hefezellen gleichzeitig fehlten,
wurden weiterhin CCVs gebildet (Huang et al., 1999; Yeung et al., 1999). Die Vitalitat
dieser Zellen war allerdings stark beeinflusst. Wie bereits in Abschnitt 1.3
beschrieben, ist heute klar, dass es eine Vielzahl von anderen Adaptoren gibt, die
Clathrin binden und damit die Bildung von CCVs vermitteln konnen. Trotzdem haben
die AP-Komplexe eine zentrale Rolle bei der CCV-Bildung. Auf zellularer Ebene ist
der Verlust von AP-Komplexen zwar tolerierbar, aber er flhrt zu ausgepragten
Storungen beim Transport von Membranproteinen. Das Fehlen von APs in
multizellularen Organismen hat noch weitreichendere Konsequenzen. Der Knock-out
von AP1, AP2 oder AP4 in Mausen ist letal (AP1: Zizioli et al., 1999; Meyer et al.,
2000; AP2: Mitsunari et al., 2005; AP4: unpublizierte Daten von J.S. Bonifacino), wie
auch der Verlust von AP2 in Drosophila melanogaster (Gonzalez-Gaitan und Jackle,
1997) und von AP1 bzw. AP2 in Caenorhabditis elegans (Shim et al., 2000; Shim
und Lee, 2000). Die Existenz naturlicher AP3-Mutanten in Fliege, Maus und Mensch
zeigen, dass in diesem Fall der funktionelle Verlust des AP-Komplexes nicht letal ist
(Ooi et al., 1997; Sevrioukov et al., 1999; Mullins et al., 1999; Kretzschmar et al.,
2000; Kantheti et al., 1998; Feng et al., 1999). Jedoch entstehen durch den
gestorten, vesikularen Transport klinische Symptome, wie oculocutaner Albinismus,

hamorrhagische Diathese und Lungenfibrose, die unter dem Krankheitsbild



1. Einleitung 7

hereditares, autosomalrezessives Hermansky-Pudlak-Syndrom Typ 2 (HPS-2)

zusammengefasst werden (Huizing et al., 2000).

1.3.1. Struktur der APs
(Collins et al., 2002; Owen et al., 2004; Heldwein et al., 2004)

Alle heterotetrameren AP-Komplexe bestehen aus zwei grossen (1-4 und q, vy, ©
oder €; 100-120 kDa), einer mittleren (u1-4; ~ 50 kDa) und einer kleinen Untereinheit
(01-4; 15-20 kDa) (siehe auch Tab. 1-1). Die analogen Untereinheiten der vier
Komplexe weisen lediglich eine Aminosauresequenzidentitat zwischen 21 und 83 %
auf, trotzdem ist der Aufbau der vier APs homolog und es zeigen sich viele
funktionelle Gemeinsamkeiten (Boehm und Bonifacino, 2001; Collins et al., 2002;
Ghosh und Kornfeld, 2003a).

Tabelle 1-1: Heterotetramere Adaptor-Kompexe. (verandert nach Chapuy, 2005)

AP1A AP1B AP2 AP3A AP3B AP4
Untereinheiten
Klein o1 o1 02 o3 o3 o4
mittel W1A u1B p2 H3A u3B u4
gross konserviert | B1 B1 B2 B3 B3B B4
gross variabel Y Y a 0 o 3
Lokalisation TGN/E E PM TGN/E E TGN
baso- TGNoLE baso-
Postulierte TGN<EE laterale Endo- Bildung laterale
Funktion Sortierung | zytose EE=LE synaptischer Sortierung
EESTGN | in Epithel- TGN/E-LRO | Vesikel in Epithel-
zellen zellen
Clathrinbindung + + + +/- - -

Da das an der Rezeptor-vermittelten Endozytose beteiligte AP2 am besten
untersucht worden ist, soll im folgenden die Adaptor-Struktur und die Bindungsstellen
fur Proteine und Lipide anhand von AP2 dargestellt werden.

Die grossen Untereinheiten des Komplexes konnen in eine C-terminale Ear- (auch
Appendage-Domane genannt), eine proteolytisch sensitive Hinge-, und eine N-
terminale Trunk-Domane unterteilt werden (Abb. 1-4 A). Der N-terminale Teil der
beiden grossen Untereinheiten, sowie die 02- und die py2- Untereinheit bilden den
sogenannten Adaptor-Core-Komplex, der bereits kristallisiert worden ist und eine
Ausdehnung von 100 x 80 A hat.
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Abbildung 1-4: Struktur des AP2-Komlexes.
C) Bindung von akzessorischen Proteine Die a-Untereinheit ist blau, B2 griin, p2

lilafarben und o2 goldfarben dargestellt. A)

Model des AP2-Komplexes

Clathrin-
bindung zusammengesetzt aus der Kristallstruktur der

a-Ear-Domane (Owen et al., 1999), der (32-
Ear-Domane (Owen et al., 2000) und des
TrUNK  — : AP2-Core’s (Collins et al., 2002). Die hinge-
Komplexstabilitdt Reogionen sind anhand der Sequenz am
Computer modelliert worden. Die Abbildung

Bindung an
Phosphatidylinositole wurde freundlicherweise von Dr. David Owen

Tyrosinsignal-

binduing zur Verfugung gestellt. B) Darstellung der

Kontakistellen zwischen den Untereinheiten.
Auf der linken Seite: Der AP2-Core-Komplex aus zwei verschiedenen Perspektiven. Auf der rechten
Seite: Die Untereineiten sind weiss dargestellt. Die Kontaktstellen mit einer anderen Untereinheit sind
durch die jeweilige Farbe dieser Untereinheit gekennzeichnet. (verandert nach Collins et al., 2002) C)

Schematische Darstellung der Struktur und der Bindungsstellen des AP2-Komplexes.

Der N-Terminus von p2 (N-p2) ahnelt strukturell der 02-Untereinheit, die a-Trunk- der
B2-Trunk-Domane. a und 02 sowie 32 und p2 bilden je ein festes Heterodimer. Dabei
sitzen N-py2 und 02 jeweils an der Innenseite der gekrimmten, grossen
Untereinheiten (Abb. 1-4). Zwischen den beiden a/02 und B2/u2 Heterodimeren
entsteht eine flache Mulde, in welche sich der C-terminale Teil von p2 (C-p2) legt.
Der N- und C-Terminus von p2 sind durch einen flexiblen Linker (AS 135-158)

verbunden. Jede Untereinheit interagiert im komplex mit allen anderen (Abb. 1-4 C).
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Die 02 und die N-p2 Untereinheit werden fir die Stabilisierung des Komplexes
verantwortlich gemacht.

Am N-Terminus der a- und am C-terminalen Teil der p-Untereinheit konnten
Bindungsstellen fur Membranlipide (Phosphatidylinositole (Pls)) nachgewiesen
werden (Gaidarov et al., 1996; Rohde et al., 2002). Die Details der Bindung wurden
durch die Strukturaufklarung des Core-Komplexes in Anwesenheit von Inositol-
(1,2,3,4,5,6)-hexakisphosphat (InsPs = PI-Analogon) auf molekularer Ebene
beschrieben (Collins et al., 2002). Beide Interaktionen werden durch die
Phosphatgruppen der Phosphatidylinositole und im wesentlichen durch basische
Aminosaureseiten-Ketten des Komplexes vermittelt (involvierte Aminosauren:
a-Untereinheit: Gly12, Arg11, Asn39, Lys43, Tyr53, Lys57, Tyr58, Lys61;
M-Untereinheit: Lys341, Lys343, Lys345, Lys354, Lys356). Dabei erfolgt die Bindung
nicht in einer Bindungstasche, sondern Uber die Enden der Aminosaureseiten-
Ketten, wie bei einem Ball der auf den Fingerspitzen einer halb-geschlossenen Hand
balanciert wird (Collins et al., 2002).

Die Bindung von AP2 an Membranproteine wird Uber lineare Sortierungssignale im
zytoplasmatischen Teil der Proteine vermittelt (siehe auch 1.4.). Die Interaktion
zwischen Tyrosin-haltigen Sortierungssignalen und dem C-terminalen Teil der p2-
Untereinheit ist bereits vielfach belegt und bis auf die Strukturebene aufgeklart
worden (Owen und Evans, 1998). Eine detailierte Beschreibung der Signal-Bindung
durch p2 erfolgt in Abschnitt 1.4.1. Durch die Kristallisierung des AP2-Core-
Komplexes hat sich gezeigt, dass die Signal-Bindungsstelle im Komplex durch die
Interaktion zwischen p2 und B2 blockiert ist. Eine Bindung von AP2 an Tyrosin-
haltige Signale ist in dieser Konformation deshalb nicht moglich. Collins et al., 2002
hat daher ein Model zur Konformationsanderung von AP2 postuliert, welches in
Abschnitt 1.6. naher erlautert wird.

Die Bindung von AP2 an Leucin-haltige Signale ist im Gegensatz zu Tyrosin-haltigen
Signalen weniger gut charakterisiert. Wahrend einige Daten auf eine Interaktion mit
der B2-Untereinheit hinweisen (Greenberg et al., 1998; Rapoport et al., 1998), deuten
andere auf eine Bindung an die p2-Untereinheit hin (Rodionov und Bakke, 1998).
Janvier et al., 2003 postuliert, dass AP2 gar nicht an Leucin-haltige Signale bindet.
Die Kiristallstruktur der beiden Ear-Domanen ist unabhangig vom Rest des
Komplexes aufgeklart worden (Owen et al., 1999; Owen et al., 2000). Beide haben

eine homologe Struktur und binden akzessorische Proteine und andere Clathrin-
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Adaptoren. Die B2-Ear-Domane bindet zusatzlich Clathrin und B-Arrestin. Die Ear-
Domanen sind durch lange, unstrukturierte Bereiche, den hinge-Regionen, mit dem
Core-Komplex verbunden. Die hinge-Regionen haben vermutlich eine Ausdehnung
bis zu 200-300 A und ermdglichen dadurch eine hohe Flexibilitdt der Ear-Domanen
(Collins et al.,, 2002). Ausserdem enthalten sie lineare Bindungsmotive flr
verschiedene an der Endozytose beteiligte Proteine. Darunter auch die
Konsensussequenz (L[LI][DEN][LF][DE]), die sich im p2-hinge befindet (Dell'Angelica
et al., 1998; Kirchhausen, 2000) und fur die Bindung an Clathrin zustandig ist.
Zusatzlich enthalten diese Domanen mehrere, potentielle Phosphorylierungsstellen
(Newman et al., 1995; Wilde und Brodsky, 1996; Dell'Angelica et al., 1997b; Faundez
und Kelly, 2000), die fur die funktionelle Regulation eine Rolle spielen kdonnten.

Trotz struktureller Gemeinsamkeiten der vier Adaptorkomplexe soll hier nochmal
ausdrucklich darauf hingewiesen werden, dass die Adaptoren in ihrer
Bindungsspezifitdt fur Proteine und Lipide und in ihrer Lokalisation differieren.
Besonders Bereiche mit geringer Sequenz-Homologie eignen sich fur Adaptor-
spezifische Aufgaben, dies betrifft vor allem die hinge- und die ear-Domanen, sowie

die variablen, grossen Untereinheiten a, y, 6 und € (Boehm und Bonifacino, 2001).

1.3.2. Lokalisierung und Funktion von APs

Die Rolle der AP-Komplexe beim Vesikeltransport konnte bisher nur fir AP2
eindeutig nachgewiesen werden (postulierte Lokalisation und Funktion siehe auch
Tab. 1-1). AP2 ist ausschliesslich an der Clathrin-vermittelte Endozytose ausgehend
von der Plasmamembran beteiligt, wahrend AP1, AP3 und AP4 verschiedene, noch
nicht klar belegte, Sortierfunktionen am TGN und/oder den Endosomen inne haben
(Abb. 1-5).

AP1A konnte sowohl am TGN als auch an den Endosomen lokalisiert werden. Die
Bildung von Clathrin-haltigen Vesikeln durch AP1A findet vermutlich an beiden
Kompartimenten statt. Am TGN vermittelt AP1A wahrscheinlich den Transport zu den
frihen Endosomen (Le Borgne et al., 1993; Le Borgne et al., 1996; Lewin und
Mellman, 1998, Chapuy, 2005). Neuere Erkenntnisse deuten dabei auf eine
Kooperation mit den monomeren GGA-Proteinen, hin (Puertollano et al., 2001; Doray
et al.,, 2002, Puertollano et al.,, 2003; Ghosh und Kornfeld, 2003b). Auch der

Rucktransport von Proteinen aus dem endosomalen Kompartiment zum TGN scheint
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uber AP1A-haltige Vesikel moglich zu sein (Mallard et al., 1998; Meyer et al., 2000;
Falguieres et al., 2001).

In polarisierten Epithelzellen wird zusatzlich ein AP1B-Komplex mit der
epithelspezifischen Untereinheit p1B exprimiert (Folsch et al.,, 2001). Dieser ist
vermutlich am basolateralen Transport ausgehend von frihen Endosomen beteiligt
(Gan et al., 2002).

Lysosom

0O : |I
/' @ } Spates Plamamembran
y AP3 AP3 Endosom

)
AP3
p o)®,
AP3 —% % ‘\ Friihes |
e
]

- Endosom
‘4‘.,_,..4-- CJ
AP1 ,J
— —
GGA AP?

-

Golgi pmm———

" AF ]
cls  Komplex o AP4 !I

basolaterale Membran

Abbildung 1-5: Mégliche Transportfunktionen von AP1, AP2, AP3 und AP4. Erklarung siehe Text.
(Verandert nach Bonifacino und Glick, 2004).

AP3A konnte ebenfalls am TGN und an Endosomen nachgewiesen werden
(Dell'Angelica et al., 1999b; Simpson et al., 1997; Peden et al., 2004). Die Interaktion
des Komplexes mit Clathrin ist jedoch trotz vorhandenem Clathrin-Bindungsmotiv
umstritten (Dell'Angelica et al., 1998; Peden et al., 2002; Peden et al., 2004). AP3A
wird eine Teilnahme an der Sortierung in Richtung Lysosom und Lysosomen-
verwandte Organellen (lysosomal related organells = LRO), wie z.B. den
Melanosomen, zugeschrieben (Zhen et al., 1999; Honing et al., 1998; Le Borgne et
al., 1998; Cowles et al., 1997; Stepp et al., 1997; Kantheti et al., 1998; Dell'’Angelica
et al., 1999b; Yang et al., 2000; Rous et al., 2002; Daugherty et al., 2001; Mullins et
al.,, 2000). Die meisten dieser Studien beziehen sich dabei entweder auf eine
Analyse der Sortierung von Membranproteinen in AP3 defizienten Zellen bzw.
Organismen oder auf einen Nachweis der Bindung zwischen dem Adaptorkomplex

und dem Sortierungssignal der entsprechenden Proteine. Welche Schritte auf dem



1. Einleitung 12

Weg dieser Proteine in der Zelle durch AP3A vermittelt werden, ist allerdings immer
noch umstritten. Einige Hinweise deuten auf eine Beteiligung an der Sortierung
innerhalb endosomaler Kompartimente hin, andere sprechen fur eine Funktion bei
der direkten Sortierung vom TGN zu den Lysosomen bzw. LROs (Odorizzi et al.,
1998; Le Borgne et al., 1998; Cowles et al., 1997; Stepp et al., 1997; Dell'Angelica et
al., 1999b; Yang et al, 2000; Rous et al, 2002). Zusatzlich gibt es auch
Anhaltspunkte fur eine Beteiligung von AP3A an der Biogenese von sekretorischen
Vesikeln (Daugherty et al., 2001).

FiUr die gehirnspezifische Variante AP3B konnte in vitro gezeigt werden, dass der
Komplex an der Genese von synaptischen Vesikeln an Endosomen beteiligt ist
(Faundez et al., 1998; Blumstein et al., 2001).

Der AP4-Komplex, welcher erst vor relativ kurzer Zeit erstmals beschrieben wurde
(Dell'Angelica et al., 1999a; Hirst et al., 1999), ist der bisher am wenigsten
untersuchte Adaptor. Die bislang verodffentlichten Daten sprechen flr eine
Lokalisierung am TGN und deuten auf eine Funktion bei der basolateralen Sortierung
in Epithelzellen hin (Simmen et al., 2002). Zusatzlich gibt es Hinweise auf eine
Funktion von AP4 in der lysosomalen Sortierung (Hirst et al., 1999; Aguilar et al.,
2001). AP4 enthalt kein Clathrin-Bindungsmotiv und ist wahrscheinlich Teil einer
Vesikelhulle ohne Clathrinbeteiligung (Lafer, 2002).

1.4. Sortierungssignale von Transmembranproteinen

Transmembranproteine mussen eine Markierung oder ein Signal mit einer
Transportinformation enthalten, damit ihre Erkennung durch Adaptoren und ihre
korrekte Sortierung gewahrleistet werden kann. Die Sortierungssignale befinden sich
meist im zytoplasmatischen Teil der Membranproteine. Dies konnte durch die
Entfernung des zytoplasmatischen Teils bzw. den Austausch selbigens durch einen
Lipidanker gezeigt werden (Matter und Mellman, 1994; Simons und Ikonen, 1997).
Transportinformationen in der Transmembran- bzw. der luminalen Domane kommen
ebenfalls vor, spielen aber in den untersuchten Fallen eine untergeordnete Rolle
(Reaves et al., 1998).

Verschiedene Arten von zytoplasmatischen Sortierungssignalen sind beschrieben
worden (Tab. 1-2). Am haufigsten kommen Signale vor, die aus einer kurzen,

linearen Aminosauresequenz bestehen und durch den Einbuchstabencode der
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involvierten AS dargestellt werden. Dazu gehoéren die Konsensusmotive NPXY,
YXX®, [D/EJXXXL[L/I] und das DXXLL-Motiv. Die mit X bezeichneten AS kénnen
dabei von Protein zu Protein variieren. Das ® im YXX®-Signal steht fir eine
Aminosaure mit einer grossen, hydrophoben Seitenkette: Valin, Leucin, Isoleucin,

Methionin oder Phenylalanin.

Tabelle 1-2: Sortierungssignale. Verschiedene Sortierungssignale von Transmembranproteinen und
die nach dem heutigen Stand der Forschung mit ihnen interagierenden Adaptorproteine sind
aufgefiihrt. Ausserdem ist der durch die Interaktion vermittelte Transportschritt angegeben, sowie
einige Transmembranproteine, die das entsprechende Signal beinhalten. (zusammengefasst in
Bonifacino und Traub, 2003)

Sortierungssignal- interagierende Transportschritt Beispiele fur
Typ Adaptoren Membranproteine
NPXY Dab2 +ARH Internalisierung LDL-Rezeptorfamilie,
Integrin B-Familie
YXXO M-Untereinheiten von Internalisierung, Transferrin-Rezeptor,
AP-Komplexen lysosomaler + Cl- und CD-MPR,
basolateraler Lamp1, Lamp2, LAP,
Transport TGN38
[D/EIXXXLIL/ AP-Komplexe Internalisierung, Limpll, Tyrosinase, TRP1,
lysosomaler + CD4, CD3 y-Kette
basolateraler
Transport
DXXLL GGAs TGN=E Cl- und CD-MPR, Sortilin,
GGAs
Diaromatisch (FW) (TIP47) E-TGN CD-MPR
Saure Cluster PACS 1 E-TGN Furin, HIV-nef,
VMAT1, VMAT2
Mono-Ubiquitin Epsins, Hrs/Vps27p, Internalisierung, EGF-R, GH-R, MET,
(GGAs) Transport in MVBs | Notch-Ligand delta,
E-Cadherin

Eine andere Moglichkeit der Erkennung von Transmembranproteinen ist die
Interaktion des zytosolischen Teils einer bestimmten Proteinfamilie mit einem fur sie
spezifischen Adaptorprotein, z.B. die Bindung des Adaptors B-Arrestin an G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren. Oligomerisierung sowie post-translationale Modifikationen
eines Membranproteins, wie Mono-Ubiquitinylierung und Phosphorylierung kénnen
ebenfalls zu veranderter Adaptorbindung und damit zur Beeinfussung der
intrazellularen Sortierung fuhren (Marsh et al., 1995; Wolins et al., 1997; Bonifacino
und Traub, 2003; Shiratori et al., 1997; Zhang und Allison, 1997; Pitcher et al., 1999;
Madrid et al., 2001).

Dartberhinaus sind auch Proteine mit mehr als einem potentiellen Sortierungssignal

fur einen Sortierungsschritt bekannt, z.B. CI-MPR, invariante Kette des MHCII-
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Komplexes und Furin. Jedoch ist bisher noch nicht klar, in wie weit die Nutzung
dieser mehrfachen Signale in vivo eine Rolle spielt (Bremnes et al., 1994; Molloy et
al., 1999; Chen et al., 1993).

Wird die Interaktion des Clathrin-Adaptors mit dem Sortierungssignal durch Mutation
des Adaptors oder des Membranproteins verhindert, kommt es zur Fehlsortierung
des Proteins.

Fur die vorliegende Arbeit sind vor allem 2zwei Typen von linearen
Sortierungsmotiven, die  Tyrosin-haltigen-YXX® und die Leucin-haltigen-
[D/E]XXX[L/I] Signale von Wichtigkeit, auf die in Abschnitt 1.4.1. und 1.4.2. daher

naher eingegangen werden soll.

1.4.1. Tyrosin-haltige Sortierungssignale (YXX®)

Tyrosin-haltige Sortierungssignale vom Typ YXX® werden fir unterschiedliche
Sortierungsprozesse, wie die Internalisierung, den lysosomalen und basolateralen
Transport und den Transport zu LROs genutzt. Das Signal eines Proteins kann die
Sortierung an verschiedenen Membranen vermitteln, so wird z.B. die Sortierung des
lysosomalen Membranproteins LAMP-1 am TGN, im endosomalen System und an
der Plasmamembran Uber sein lineares YXX®-Signal (YQTI) vermittelt (Harter und
Mellman, 1992; Honing und Hunziker, 1995). YXX®-Signale kommen in Typ I-(z.B.
LAMP-1/-2), in Typ II- (z.B. Transferinrezeptor) und in Proteinen mit mehreren
Transmembran-Domanen (z.B. LAMP-3) vor.

Alle vier heterotetrameren Adaptoren binden mit ihrer p-Untereinheit an Tyrosin-
haltige-YXX® Signale (Ohno et al., 1995; Boll et al., 1996; Ohno et al., 1996; Hirst et
al., 1999). Dabei sind der Tyrosinrest und die grosse hydrophobe Aminosaure
essentiell fur eine effektive Bindung an das Signal (Ohno et al., 1995; Boll et al.,
1996; Ohno et al., 1996). Durch die Kristallisierung des C-terminalen Teils von u2 in
Anwesenheit eines Peptides, welches das Sortierungssignals von TGN38 bzw. des
EGF-Rezeptors enthalt, konnte gezeigt werden, dass fur den Y- und den ®-Rest je
eine hydrophobe Bindungstasche in p2 existiert (Owen und Evans, 1998). Der
aromatische Ring und die Hydroxylgruppe des Tyrosins haben einen erheblichen
Anteil an der Interaktion mit der Tyrosinbindungstasche. Dies erklart, warum selbst
der Austausch des Tyrosins zu einem Phenylalanin die Bindung an p2 in vitro

unterdrickt (Ohno et al., 1996) und eine Phosphorylierung des Tyrosinrestes im
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Signal des Co-stimulatorischen T-Zell Rezeptors (CTLA-4) zur Inhibition der Bindung
an AP2 fuhrt (Shiratori et al., 1997; Zhang und Allison, 1997; Chuang et al., 1997).
Zusatzlich bildet u2 auch Wasserstoffbrickenbindungen mit dem Signalpeptid (Owen
und Evans, 1998).

Die Sequenzen von u1, p2, u3 und y4 sind homolog und die an der Signalbindung
beteiligten Aminosauren sind konserviert, daher darf eine generelle Signal-
Bindungsstruktur aller vier Adaptoren als gesichert gelten (Bonifacino und
Dell'Angelica, 1999). Durch die Kristallisation des AP1-Core-Komplexes konnte
bereits bestatigt werden, dass die Struktur von u1 der von p2 entspricht (Heldwein et
al., 2004).

Trotzdem wurde durch Yeast-Two-Hybrid-Analysen der p-Signalbindung festgestellt,
dass jede p-Untereinheit bestimmte Tyrosinsignale besser und andere schlechter
oder gar nicht zu erkennen scheint (Ohno et al., 1998). Die Identitat der grossen
hydrophoben Aminosaure und der Reste vor und nach dem Tyrosin definieren die
Unterschiedlichkeit der Signale und beeinfussen wahrscheinlich die Affinitdt und
Spezifitat der y-Ketten (Ohno et al., 1998; Aguilar et al., 2001). y2 bindet YXX®-
Signale am starksten und mit einer breiten Spezifitat (Ohno et al., 1996). u1, u3 und
M4  zeigen generell eine geringere Bindungsstarke und sind sensitiver bei
Veranderungen in der Aminosaure-Sequenz (Ohno et al., 1998; Aguilar et al., 2001;
Ohno et al., 1999). Mutationen im oder um das Signal von LAMP-1 beeintrachtigen
zum Beispiel die lysosomale Sortierung, aber nicht die Endozytoserate des Proteins
(Harter und Mellman, 1992; Rohrer et al., 1996).

Auch die Position des Signals in der zytoplasmatischen Domane ist fur die
Erkennung wichtig. Bei lysosomalen Proteinen befindet sich das Tyrosin-haltige
Signal meist 6-9 Reste von der Transmembran-Domane entfernt und am Ende der
zytosolischen Domane. Wird diese Position verandert, ist die lysosomale Sortierung
beeintrachtigt (Rohrer et al., 1996). Rein endozytotische Signale liegen oft mitten in
der zytoplasmatischen Domane und haben einen grosseren Abstand (10-40 AS) von
der Membran (Bonifacino und Traub, 2003).

Die Phosphorylierung eines Serins in Signalnahe kann ebenfalls Auswirkung auf die
Signalbindung haben. Madrid et al.,, 2001 konnten zeigen, dass bei Aquaporin 4
(AQP4; Sortierungssignal: -SYMEV) der Serinrest durch die Caseinkinase I
phosphoryliert wird. Dadurch erfolgt eine Erkennung des Signals durch p3A und die

lysosomale Sortierung des Proteins.
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Welche Signalsequenzen durch welche p-Untereinheit praferiert werden, ist bisher
vor allem durch Yeast-Two-Hybrid-Analysen untersucht worden und noch nicht
vollstandig geklart. In wie weit diese Ergebnisse die in vivo Situation wieder spiegeln,
ist in den meisten Fallen ebenfalls noch nicht ausreichend belegt. Auch die
strukturellen Unterschiede, die zu einer Bindungsdifferenz der verschiedenen p-

Untereinheiten fihren konnten, sind bisher unklar.

1.4.2. Leucin-haltige Sortierungssignale ([D/E]XXXL[L/I])

Wie die zuvor beschriebenen Tyrosin-haltigen Signale spielen auch die Leucin-
haltigen Motive des Typs [D/E]JXXXL[L/I] bei der Internalisierung sowie dem
endosomal-lysosomalen und basolateralen Transport von verschiedensten Proteinen
eine Rolle (zusammengefasst in Bonifacino und Traub, 2003). Essentiell fur den
korrekten Transport sind zwei aufeinanderfolgende Leucinreste. Das zweite Leucin
ist bei einigen Signalen durch eine strukturell ahnliche AS, wie Isoleucin, Methionin
oder Valin ersetzt (Letourneur und Klausner, 1992; Dietrich et al., 1996; Sandoval
und Bakke, 1994). Ausserdem befinden sich meist hydrophobe oder saure Reste 4
und/oder 5 AS proximal vom ersten Leucin, die ebenfalls fur die Funktionalitat des
Motives unabdingbar sind. Die Position der Leucin-haltigen Motive in der
zytoplasmatischen Domane scheint fir die Sortierung ebenso wichtig zu sein
(Geisler et al., 1998).

Die Leucin-haltigen Signale der CD3 y-Kette und des CD4-Molekuls stellen eine
aktivierbare Sonderform des Signaltyps dar. Beide enthalten 5 AS proximal vom
ersten Leucin ein Serin, welches phosphorylierbar ist. Durch die Phosphorylierung an
den Serin-Resten wird das Signal aktiviert und die Endozytose und lysosomale
Degradation der Proteine initiiert (Dietrich et al., 1994; Dietrich et al., 1997; von
Essen et al., 2002; Pitcher et al., 1999).

Die Bindung der heterotetrameren Adaptorkomplexe an Leucin-haltige
Sortierungssignale ist bereits durch viele in vitro Experimente gezeigt worden
(Bresnahan et al., 1998; Heilker et al., 1996; Dietrich et al., 1997; Honing et al., 1998;
Rodionov und Bakke, 1998; Rapoport et al., 1998). Die Bindung von AP2 an diese
Signale konnte jedoch noch nicht widerspruchslos belegt werden (Greenberg et al.,
1998; Rapoport et al., 1998; Rodionov und Bakke, 1998, Janvier et al., 2003). Ob

eine Bindung stattfindet und, wenn ja, an welcher Untereinheit, war daher zu Beginn
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dieser Arbeit nach wie vor strittig (siehe auch 1.3.1). Der Charakter des Leucin-
haltigen Signals wird, wie bei Tyrosin-haltigen Signalen, durch die Aminosauren
definiert, die die LL/LI-Reste umgeben. Jeder Adaptor scheint dabei unterschiedliche
Praferenzen flr verschiedene Leucin-haltige Signale zu zeigen (Hofmann et al.,
1999; Honing et al., 1998; Le Borgne et al., 1998; Huizing et al., 2001; Caplan et al.,
2000; Kongsvik et al., 2002).

1.5. Sortierung von lysosomalen Membran-Glykoproteinen

Die lysosomale Membran enthalt Proteine, die in ihrer luminalen Domane stark
glykosyliert sind (Abb. 1-6). Die genaue Funktion dieser Proteine ist unklar, jedoch
scheint der hohe Grad an Glykolysierung dem Schutz der Membran vor der
Degradation durch die lysosomalen, hydrolytischen Enzyme in den Lysosomen zu
dienen (Hunziker und Geuze, 1996; Eskelinen et al., 2003). Die Mitwirkung der
lysosomalen Membranproteine beim Molekdltransport aus dem Zytoplasma in das
Lumen von Lysosomen (Cuervo und Dice, 1996) wird ebenfalls postuliert. Weitere
Hinweise sprechen fur eine Beteiligung an der Autophagozytose (Tanaka et al.,
2000; Nishino et al., 2000).

2
-
[

cytosol
COOH COOH

NH,

COOH COOH COOH

Lamp-1  Lamp-2 Limp-I Limp-l LAP

Abbildung 1-6: Schematische Darstellung der Struktur lysosomaler Membranproteine. Die
schwarzen Punkte symbolisieren die Glykosylierungsstellen in der Iuminalen Domane

(zusammengefasst in Hunziker und Geuze, 1996).
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Zur Gruppe der lysosomalen Membran-Glykoproteine gehéren LAMP-1 (lysosomal
LAMP-2A, LAMP-2B, LAMP-2C, CD 63
(Limp I/ LAMP-3), Limp-ll (lysosomal integral membraneproteine) und LAP

associated membrane protein),

(lysosomal acid phosphatase) (zusammengefasst in Eskelinen et al., 2003,
Nomenklatur nach Eskelinen et al., 2005).
Der kurze zytoplasmatische Teil (10-20 AS) der Proteine enthalt das fur den
intrazellularen Transport erforderliche Sortierungssignal. Im Fall von Limp-Il handelt
es sich um ein Leucin-haltiges, bei allen anderen um ein Tyrosin-haltiges Motiv (Abb.
1-7). Vor dem kritischen Tyrosinrest befindet sich ein Glycin, das fir die lysosomale
Sortierung wichtig ist. Die Mutation dieses Glycins zu einem Alanin vermindert die
Effektivitat des intrazellularen Transports der Proteine vom TGN zu den Lysosmen,
beeinflusst aber nicht die Endozytose und den basolateralen Transport (Harter und
Mellman, 1992; Honing und Hunziker, 1995). Abgesehen vom LAP-Signal sind alle
diese Signale am Ende der zytoplasmatischen Domane lokalisiert, dies spielt
vermutlich ebenfalls eine Rolle bei der korrekten Sortierung zu den Lysosomen
(Rohrer et al., 1996).
Die lysosomale Hydrolase LAP wird als Transmembranprotein in die Lysosomen
transportiert und im Lysosom durch Proteolyse freigesetzt. Die Sortierung von LAP
erfolgt indirekt Uber die Plasmamembran

LAMP-1 -RKRSHAGYQTI und nach einigen Recycling-Zyklen
LAMP-2A -LKHHHAGYEQF

LAMP-2B -RRKSYAGYQTL

LAMP-2C -RRKSRTGYQSV

CD63 -KSIRSGYEVM

Abbildung 1-7: Sortierungssignale von

schliesslich Uber spate Endosomen zu

den Lysosomen (Braun et al., 1989).

Diese Sortierung ist vom GYRHV-Signal

des Proteins, genauer von den AS an

lysosomalen  Membran-Glykoproteinen. Position 2 und 3 nach dem Y-Rest

Aminosduresequenz der zytoplasmatischen
Domane von lysosomalen Membran-
Glykoproteinen (human). Das
Sortierungssignal  ist grau  unterlegt.

(Nomenklatur nach Eskelinen et al., 2005).

abhangig (Obermuller et al., 2002). Das
LAP-Signal wird in vitro weder von AP1
noch von AP3, wohl aber von AP2
gebunden (Sosa et al., 1993).

Die anderen lysosomalen Membran-

Glykoproteine werden vorwiegend intrazellular, also vom TGN aus direkt ins
endosomale-lysosomale System transportiert (Barriocanal et al., 1986; Green et al.,
1987; Carlsson und Fukuda, 1992; Harter und Mellman, 1992; Honing und Hunziker,

1995). Gelangen die Proteine an die Plasmamembran werden sie durch AP2
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endozytiert und anschliessend nicht recycelt, sondern zum Lysosom weiter
transportiert. Vor allem AP3 wird fur den Transport in die Lysosomen vom TGN
und/oder den Endosomen aus verantwortlich gemacht (siehe auch Abschnitt 1.3.). In
AP3 defizienten Zellen werden die Proteine LAMP-1, LAMP-2, CD63 und Limp-Il an
die Plasmamembran fehlsortiert (Le Borgne et al., 1998; Dell'Angelica et al., 1999b;
Dell'Angelica et al., 2000; Rous et al., 2002; Yang et al., 2000; Peden et al., 2002;
Peden et al., 2004). Die Interaktion von LAMP-1 und Limp-Il mit AP3 konnte in vitro
nachgewiesen werden (Aguilar et al., 2001; Stephens und Banting, 1998; Honing et
al., 1998). Allerdings gibt es auch Hinweise auf eine Beteiligung von AP1 an der
Sortierung der lysosomalen Membran-Glykoproteine. In LAMP-1-
Uberexpremierenden Zellen konnte eine Colokalisation von LAMP-1 mit AP1 in
vesikularen Strukturen nachgewiesen werden und die Bindung des Adaptors an das
LAMP-1-Sortierungssignal in vitro wurde gezeigt (Honing et al., 1996). Jedoch wird
LAMP-1 in AP1A defizienten Zellen nicht fehlsortiert (Meyer et al., 2000). Fir AP4
wurde ebenfalls eine Funktion beim lysosomalen Transport vermutet (Aguilar ef al.,
2001).

Welches Adaptorprotein an welcher zellularen Sortierstation wirklich am Transport

der Proteine beteiligt ist, bleibt daher zu klaren.

1.6. Model der Funktion von AP2

Im AP2-Core-Komplex ist die Bindungsstelle fur Tyrosin-haltige Signale im C-
terminalen Teil von p2 durch die Interaktion mit der B2-Untereinheit blockiert (Collins
et al.,, 2002). Die Aminosaure Valin 365 der B-Untereinheit interagiert mit der
hydrophoben Bindungstasche fir die ®-Reste des YXX®-Signals und BTyr405
blockiert die Bindungsstellen fur das Peptidruckrad (Abb. 1-8 B).

Ausserdem ist eine gleichzeitige Interaktion der beiden Phosphatidylinositol-
Bindungstaschen in der a- und der p-Untereinheit mit der Membran nicht mdglich, da
beide in verschiedene Richtungen ausgerichtet sind (Abb. 1-8 A). In Collins et al.,
2002 wurde deshalb eine Konformationsanderung von AP2 postuliert. Dabei entfernt
sich der C-terminale Teil von y2 um 90° vom Komplex, zusatzlich wird die obere
Seite von p2 nach unten gekehrt. Nur so kdnnte eine effektive Bindung an Tyrosin-
haltige Signale und gleichzeitig die Lipidbindung durch beide PI-Bindungsstellen

ermoglicht werden (Abb. 1-8 C). Als Ausloser dieser weitreichenden
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Konformationsanderung wird eine bereits beschriebene Phosphorylierung von p2
angenommen. Die Phosphorylierung findet in der flexiblen Linker-Region zwischen
N- und C-terminalem Teil von p2 am Threonin 156 statt (Pauloin und Thurieau, 1993;
Olusanya et al., 2001) und wird durch die Serin/Threonin-Kinase AAK1 (Adaptor-
assoziated kinase 1) vermittelt (Conner und Schmid, 2002; Ricotta et al., 2002). Ein
Einfluss der Phosphorylierung auf die Signalbindung des Adaptors konnte bereits
durch unsere Arbeitsgruppe nachgewiesen werden. Diese Vorarbeiten konnten
zeigen, dass an p2 phosphorylierte Adaptoren eine grossere Affinitat fur Tyrosin-
haltige Sortierungssignale haben (Ricotta et al., 2002; Fingerhut et al., 2001). Unsere
in vitro erhobenen Daten werden durch Arbeiten anderer Arbeitsgruppen unterstutzt.
Durch die Uberexpression eines im Thr156 mutierten py2s konnten sie zeigen, dass
die Phosphorylierung auch in vivo fur die Endozytose eines Tyrosinsignal-haltigen
Transmembranproteins, des Transferrin-Rezeptors, nétig ist (Conner und Schmid,
2002, Olusanya et al., 2001).

Die Colokalisation von AAK1 mit AP2 in CCPs und CCVs (Conner und Schmid,
2002) sowie die Stimulation von AAK1 durch assembliertes Clathrin (Conner und
Schmid, 2003; Jackson et al., 2003), weisen auf eine Phosphorylierung von bereits
an die Membran gebundenem AP2 hin. Wie die Rekrutierung von AP2 an seinen
Funktionsort die Plasmamembran vermittelt wird, ist allerdings noch unklar. Beim
vesikularen Transport sind nach dem heutigen Stand der Forschung zwei Arten von
flexiblen Rekrutierungsfaktoren flr zytosolische Proteine bekannt; kleine, aktivierbare
G-Proteine der ARF/Arl/Sar-Familie und der Rab-Familie sowie Kkurzlebige
Phospholipide, die Phosphatidylinositole (Pl) (Munro, 2002; Owen et al., 2004,
Behnia und Munro, 2005). Beide sind wichtige Determinanten der Membranidentitat,
deren Anwesenheit in der Membran raumlich und zeitlich reguliert ist. Im Fall von G-
Proteinen erfolgt die Regulation durch GTP exchange factors (GEF) und GTPase
activating proteins (GAP), bei Pls durch spezifische Kinasen und Phosphatasen.

Als Rekrutierungsfaktor fur AP2 wird vor allem das Phosphatidylinositol PtdIns4,5P;
(Phosphatidylinostol-4,5-Bisphospat)  diskutiert.  Ptdins4,5P, befindet  sich
hauptsachlich an der Plasmamembran und ist durch die Interaktion mit einer Vielzahl
von endozytotischen Proteinen z.B. Epsin, AP180/CALM, Dab2 und Dynamin an der
Clathrin-vermittelten Endozytose beteiligt (Owen et al., 2004). PtdIns4,5P; interagiert
mit der a- und der p-Untereinheit von AP2 (siehe auch 1.4., Gaidarov et al., 1996
(PIP3), Beck und Keen, 1991, Rohde et al., 2002) und spielt eine Rolle bei der
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Lokalisation von AP2 an der Plasmamembran (Chang et al., 1993, Gaidarov und
Keen, 1999, Collins et al., 2002).

p2-Ac LJJPT""KT .;l;rz".HAdaptin Abbildung 1-8: Die
Thr156 Phosphorylierung von p2 am Thr156
Phosphorylierungsstelle ermoglicht die Signal- und
Membranbindung von p2. a2 ist blau,
B2 grun, p2 lilafarben und 02
goldfarben dargestellt.

A) Kristallstruktur des AP2-Core-
Komplexes. Das mit dem Komplex
kristallisierte D-myo-lonositol-
1,2,3,4,5,6-hexakisphosphat (InsPsg) ist
in rot/gelb dargestellt. Die
Bindungsstellen  fir  Phosphatidyl-

inosiole in 02 und p2 zeigen in
verschiedene Richtungen. Die

Phosphorylierungsstelle von AAK1 am
Thr156 ist in der Kristallstruktur nicht erkennbar, ihre ungefdhre Lage ist durch einen Pfeil

gekennzeichnet. B) Die p YXX®-Bindungsstelle wird im Core Komplex durch die B2-Untereinheit
blockiert. Das YXX®-Signal ist an der Stelle, an der es binden soll, in grau dargestellt. C) Postulierte
AP2-Konformation nach Phosphorylierung von p2. Eine gleichzeitige Bindung von Pl durch p2 und o2
und von YXX®-Signalen durch p2 ist moglich. (A+C wurden freundlicherweise von Herrn Dr. David
Owen zur Verfligung gestellt. B verandert nach Honing et al., 2005)

Das ebenfalls an der Plasmamembran lokalisierte kleine G-Protein ARF6 (ADP-
ribosylation factor 6) ist ein weiterer, diskutierter Rekrutierungsfaktor fir AP2
(Donaldson, 2003; Randazzo et al., 2000). Eine Beteiligung von ARF6 an der
Clathrin-vermittelten Endozytose konnte bereits gezeigt werden (Krauss et al., 2003).
Krauss et al., 2003 wiesen nach, dass ARF6 Uber eine Aktivierung der Pl4P-5-
Kinase die Ptdins4,5P,-Produktion beeinflusst und damit indirekt auf die

Rekrutierung von endozytotischen Proteinen einwirken kann. Paleotti et al., 2005
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postulieren hingegen eine Rekrutierung von AP2 durch direkte Interaktion mit ARF6
GTP, allerdings konnte eine ARF6 Bindungsstelle bisher nicht identifiziert werden.
Die prazise Rolle von ARF6 bei der Clathrin-vermittelten Endozytose ist daher

fraglich.

Aus den strukturellen Informationen Uber Art und Lage der Bindungsstellen, den
funktionellen Daten Uber die Phosphorylierung von p2 und den Hinweisen zur
Rekrutierung von AP2 wurde durch Collins et al., 2002 ein Model der AP2-Funktion
aufgestellt:

Der AP2-Komplex liegt in zwei verschiedenen Konformationen, einer geschlossenen,
nicht-phosphorylierten und einer offenen, phosphorylierten Form vor.

Zunachst wird AP2 durch die Bindung an Ptdins4,5P, Uber die a2-Untereinheit, bzw.
durch ARF6 GTP oder andere bisher unbekannte Faktoren an endozytotisch aktive
Plasmamembranbereiche rekrutiert. Bevor AP2 an Tyrosin-haltige Sortierungssignale
binden kann, wird es durch die AAK1 am pThr156 phosphoryliert. Dadurch wird die
Loslosung von c-p2 vom Komplex gefordert und eine Konformationsanderung kann
stattfinden. Die offene Konformation des Komplexes wird durch die nun mdgliche
Interaktion von c-py2 mit dem Tyrosin-haltigen Signal und mit Ptdins4,5P, zusatzlich
stabilisiert. Der Abbau von PtdIns4,5P, sowie die Dephosphorylierung von p2
begunstigt die Dissoziation des Signals und ist damit wahrscheinlich nétig fur das
Abstreifen der Vesikelhille nach der Abschnirung des Vesikels von der

Ursprungsmembran.
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1.7. Fragestellung

In den zytoplasmatischen Domanen von Transmembranproteinen befinden sich
spezifische  Aminosauresequenz-Motive  (Sortierungssignale), die  dartber
bestimmen, wie die Proteine in der Zelle transportiert werden. Tyrosin-haltige
Sortierungssignale konnen von vier verschiedenen heterotetrameren Adaptorprotein-
Komplexen (APs) erkannt werden. Verschiedene APs binden ein und dasselbe
Tyrosin-haltige Signal mit unterschiedlicher Affinitat. Da jedes AP vermutlich einen
anderen Transportweg in der Zelle vermittelt, kann die Affinitat eines APs flr ein
spezifisches Signal entscheidend fur die Transportroute des Proteins sein. Im ersten
Teil dieser Arbeit sollte deshalb die Spezifitat und die Affinitat der Bindung zwischen
den vier APs und unterschiedlichen Tyrosin-haltigen Sortierungssignalen in vitro
verglichen werden.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit dem an der Clathrin-vermittelten
Endozytose beteiligten AP2. Zum einen sollte die Rekrutierung von AP2 an seinen
Funktionsort, die Plasmamembran, untersucht werden. Zum anderen war es Ziel ein
in Collins et al., 2002 postuliertes Model der AP2-Bindung an Tyrosin-haltige
Sortierungssignale experimentell zu Uberprifen. Laut dieses Models liegt der AP2-
Komplex in einer Konformation vor, in der die Bindung an Tyrosin-haltige
Sortierungssignale nicht madglich ist. Nach initialer Bindung von AP2 an die
Plasmamembran, wahrscheinlich durch PtdIns4,5P,, erfolgt deshalb eine
Phosphorylierung des Threonin 156 in uy2. Die Phosphorylierung induziert eine
Konformationsanderung des Komplexes und ermoglicht so die Bindung an die
Signale. Durch den Einsatz eines Biacore-basierten in vitro Assays sollte die
Membranbindung von AP2 simuliert und die Phosphorylierungs-abhangige Bindung
von Tyrosin-haltigen Signalen Uberprift werden. Die zur Zeit noch umstrittene

Bindung von AP2 an Leucin-haltige Signale sollte zusatzlich untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Autoklav

Chemilumineszenz-Detektionssystem

Chromatographie Systeme

DNA-Sequenzierer

Drehrad flr Reaktionsgefasse

Eismaschine
Elektroporationsgerat
Extruder

Feinwaage

Gelapperatur fur Agarosegele

Gelapperatur fur Polyacrylamid-Gele

Geltrockner
Heizblock
Homogenisator
Inkubator
Kuhlschrank
Magnetruhrgerat
Mikroliterspritzen
Mikroskop
Lichtmikroskop

Laser Scanning Microscope

Transmissionselektronenmikroskop

Mikrowellenherd
Multikanal Photometer
PCR Gerat

pH-Meter

Pipetten

Reinstwasseranlage

Varioklav®
DIANAIII
AKTAexplorer™
SMART™ System
BioCad Vision
373

Eigenbau

GenePulser®ll
LiposoFast™
CP225D
Eigenbau

Mini-V 8.10
Model 583
Thermostat 5320

Incubator C60
Profi Line
MR 3001

Eclipse TS100
TCS-2 AOBS
CM120

HF 12023
Sunrise

Mastercycler

Pipetman
Optilab®

H+P Labortechnik
Raytest

GE Healthcare

GE Healthcare
Perseptive Biosystems
Applied Biosystem Inc.
Werkstatt des Instituts
Ziegra

Biorad

Avestin

Satorius

Werkstatt des Instituts
GibcoBRL

Biorad

Eppendorf

Waring

Labotect

Liebherr

Heidolph

Hamilton

Nikon
Leica
Philips
Siemens
Tecan
Eppendorf
InoLab
Gilson

MembraPure
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Rein-Werkbank
Rotoren

Kahlzentifuge

Ultrazentrifuge

Schuttelinkubator
Schuttelplattform
Sicherheitswerkbank
Spannungsgerat

Spektralphotometer

SPR basierte Biosensor Systeme

Stickstofftank fur Zelllagerung

Thermoschuttler
Tiefkhlschrank —20°C
Tiefklhlschrank —80°C
Transilluminator

Ultraschallgerate

Vortexer
Waage
Wasserbad
Wipptisch
Zentrifugen

Kuahlzentrifugen

Tischzentrifuge

Ultrazentrifugen

Vakuumzentrifuge

HeraGuard

JA-10

JA-20

TLA-100.3
TLA-45
Innova™4230

KS 260 basic
Telstar Bio II-A
PowerPack 4000
SmartSpec™3000
Biacore®3000
Biacore®T100
Locator4Plus
Thermomixer5436
Comfort

VIP™ Ultra low
Model TFM-20
Sonifier 450
Transsonic 570
UP200S

Genie2

BP610

MP
PlatformRockerStr6

Biofuge fresco
Megafuge 1.0 R
RC5Cplus
5415D
Optima™L-70K
Optima™TLX
DNAplus

Heraeus

Beckmann
Beckmann
Beckmann
Beckmann
NewBrunswickScientific
IKA

Labotect

Biometra

Biorad

Biacore

Biacore
LabTrader™
Eppendorf
Liebherr

Sanyo

UVP

Branson

Elma

Dr.Hielscher GmbH
Bender+Hobein AG
Sartorius

Julabo

Stuart

Heraeus
Heraeus
Sorvall
Eppendorf
Beckman
Beckman
Heto
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2.1.2. Verbrauchsmaterial

Aluminiumfolie

Cellophanfolie
Dialyseschlauche
Einfrierréhrchen
Einmalspritzen
Einwegkanulen
Elektroporationsklvette
ELISA-Platten, 96 Loch
Extruder-Membranen, 100 nm
Handschuhe

Konzentratoren

Klvetten

Parafilm®

Pasteur-Pipetten

Petrischalen
pH-Indikatorstreifen, pH 0-14
Pipettenspitzen 10+1000 pl
Pipettenspitzen 200 pl
Pipettierhilfen-Filtereinsatz, 0,45 um
Reaktionsgefasse 0,5+1,5+2 ml
Sensorchips

fur das Biacore®3000:

fir das Biacore®T100, Series S:

Skalpelle, steril

Sterilfilter:
Bottle-top-Filter, 0,2 ym
Pufferfilter, 0,2 pm
Spritzenaufsatz, 0,2 um

Sterile Plastikrohrchen 10+50 ml

Spectra/Por®
CryoTube ™Vials
Discardit™ Il

Sterican

PS Microplatte

PC Membrane

Nitril 3000

Amicon® Ultra

PS 1,5 ml halbmikro

Universalindikator
Diamond D10+1000

CMS5, research grade
L1

NTA

CM5

L1

NTA

Minisart®

Roth

Patz Folien

Labomatic AG

Nunc

Beckton Dickinson
Braun

Molecular BioProducts
Greiner Bio-one
Avestin

Meditrade

Millipore

Plastibrand®
AmericanNationalCan™
Roth

Sarstedt

MERCK

Gilson

Sarstedt

Integra Biosciences
Sarstedt

Biacore
Biacore
Biacore
Biacore
Biacore
Biacore

Braun

Sarstedt
Millipore
Sartorius
Sarstedt
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UV-Kuvetten
Whatmanpapier GB 003

Zahnstocher

Zentrifugengefasse, Polyallomer

2.1.3. Chemikalien

trUView™

Microfuge®Tube

Biorad
Schleicher&Schull
Haushaltsbedarf

Beckman

Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben im Reinheitsgrad pro

analysis bezogen:

Acetonitril

Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Bromphenolblau
Butanol

Calciumchlorid
CHAPS

Chloroform
Coomassie Blau R 250
Dimethylformamid
di-Natriumhydrogenphosphat
DTT

EDC

EDTA

Epon

Essigsaure

Ethanol
Ethidiumbromid
Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

GDP

GTP

Roth
Roth
Roth
Roth
Biorad
Roth
Roth
Roth
Roth
Serva
Roth
Roth
Roth
Biacore
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Sigma
Sigma

27
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Hefe-Extrakt
HEPES
HPLC-Wasser
Imidazol

IPTG

Kaliumacetat

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
L-Cystein
Lysozym
Magnesiumchlorid
2-Mercaptoethanol
Methanol

MOPS
Natriumacetat
Natriumborat
Natriumcacodylat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumformiat
Natriumhydroxid
Natriumsulfat

NHS
Osmiumtetroxid
PDEA

PMSF
Rinderserumalbumin
Rubidiumchlorid
Saccharose
Salzsaure

Stickstoff, flussig
Stickstoff, gasférmig
Sulforhodamin B

Roth
Roth
J.T.Baker
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Biacore
Roth
Biacore
Sigma
Roth
Roth
Roth
Roth
Messer Griesheim
Linde Gas
Sigma
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TEMED
Trichloressigsaure
Trifluoressigsaure
Tris

Trypton

2.1.4. Lipide

Cholesterin

MPB-PE

Ni-NTA-Lipid (DOGS-NTA-Ni)
Phosphatidylcholin
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylserin

PtdIns3,5P; (syntethisch, dipalmitoyl)
PtdIns3P (synthetisch, dipalmitoyl)
PtdIns4,5P; (aus Schweinehirn)

PtdIns4P (aus Scweinehirn)

2.1.5. Reagenzien und Fertiglosungen

Acrylamid-Losung, Rotiphorese®Gel30
(30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid)
Amine-Kopplungskit

Biacore Maintenance Kit, type 2
BlAdesinfectant solution
BlAmaintenance Kit

Bradford-Losung
DNA-Grdssenstandard

HBS-EP Puffer

HBS-N Puffer

HBS-P Puffer

Proteinase Inhibitor Cocktail

(fur bakteriell expremierte His-Tag Proteine)

Serva
Roth
Fluka
Roth
Roth

Sigma
Avanti
Avanti
Sigma
Sigma
Sigma
Calbiochem
Calbiochem
Avanti

Avanti

Roth

Biacore
Biacore
Biacore
Biacore
Biorad
Invitrogen
Biacore
Biacore
Biacore

Sigma
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Protein-Grossenstandard Biorad

(Precision Plus Protein™ Standard)

Surfactant P20 Biacore
Thiol-Kopplungskit Biacore
2.1.6. Zelllinien

Hela-Zellen

(humane Epithelzellen des Zervixkarzinoms der Patientin Henrietta Lacks)

2.1.7. Molekularbiologische Materialien
2.1.7.1. Antibiotika

Kanamycin Sigma

Ampicillin Serva

2.1.7.2. Bakterien

Als Bakterienstamme wurden die E. coli Stamme DH5a und BL21 DH3 kultiviert.

2.1.7.3. Kits

ProofStart™DNA Polymerase Kit Qiagen
QIA-Plasmid Midi Kit Qiagen
QIA-Plasmid Mini Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
TOPO® Cloning Kit Invitrogen

Omniscript™-Reverse Transkriptase-Kit Qiagen
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2.1.7.4. Plasmide

pCR®4-TOPO®
pET 28a+b

A)

Emal
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¥
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Hru Id0s3) |
[ PET;28a(+)

EcesT Ijarms

AlwH IEB4cy
%’.'-?‘.\:-
B8 % k3maT) Sy

BapLII11 I;zzz4)
S

Tthi11 Iyzoes ¢

Invitrogen

Novagen

Xh
EJI:II: II[[‘:::]]
ag i1
Rl [Ilﬁj?'?]
Sal ljam)
Fac I
EcoR ||i1-u]
BamH Ijt

)
1902 | Mhe Iz
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- Sph Iz08)
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| B 11157)
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| (ESIE lijizaq)
| Yapa liamy
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“Hpa k1820

Pah Iiose)
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B) TT promialer primer £50348-3
——.

PETu p!tl'ﬂ'nlpﬂn'm' AE0214-3 T7 promoter

Bl TG TR R T TR TACGACTCRC TATAGGGGAA T TR TERGCGGAT AAC AAT TODDL

I opsarabar sha rbie

CTAGANATAR STTTAAL

HAGRRGGAGA
T7=Tag

Moo His=Tag
AR AR ARSI CA A TUATCATC A A AR CR R TR T Ao ool oate
MatG lySarfardiokiskizH i zH ot e 8artarcl pLaukalPirsdr gl | yEart i afs
thromidn
SomH | gooR| Zgol st HpAll i Ahal His=Tag

i aCATRACTSGTGGACAGLAN
bl afarHat Toralys I,-ulnuln
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Abbildung 2-1: A) Vektorkarte und B) Multi Cloning Site der pET 28a-b Vektoren von Novagen.
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2.1.7.5. Expressionsvektoren

ASI1 58 AS' 423 3" EcoRl

c-u1A

pET 28b (5368bp)

o-p2: AS 158 AS 435
|

5" EcoRlI 3": Xhol

c-p2

pET 28a (5369bp)

ASI166 AS|418 3" EcoRl

c-u3A

pET 28b (5368bp)

ASI1 78 AS' 453 3" EcoRl

c-u4

pET 28b (5368bp)
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2.1.7.6. Enzyme + Nukleotide

Bei den enzymatischen Reaktionen wurden die vom Hersteller mitgelieferten Puffer

verwendet.

Restriktionsendonukleasen

Ndel (CA_TATG) NEB

EcoRI (G_AATTC) NEB

Xhol (C_TCGAG) NEB

Xbal (T_CTAGA) NEB
T4-DNA-Ligase NEB
T4-DNA-Ligase Puffer (10x) NEB
dNTP, Deoxynucleotide Solution Set NEB
2.1.7.7. cDNA

Folgende cDNA wurden freundlicherweise zur Verfugung gestellt:

p1a, Maus PD Dr. Peter Schu

M2 158-435, Ratte Prof. Dr. Volker Haucke
p3a , Ratte Prof. Dr. Stefan Honing
ARF6 A1-13 (Q67L) GTP Form Dr. David Owen

ARF6 A1-13 (T27N) GDP Form Dr. David Owen

2.1.7.8. Oligonukleotide

Oligo-dt-Primer

Primer flir Klonierungen:

p4 5'Primer AGGCCCGACTTTCGCCG (SH 236)
3'Primer ACAAACTGCCACCTTGGCC (SH 237)

p1a 158-423: 5'Primer ACCAACCATATGTCCTGGCGGTCCGAAGG (SH 243)
3'Primer CTGCGAATTCCCCTCAGTGGGTCCGG (SH 244)
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p3a 166-418: 5'Primer CTGTCCCATATGCCATGGCGTCGGGCAGG (SH 241)
3'Primer CTGAGGAATTCTGGCCTCTTCTCATGTCC (SH 242)

p4 178-453: 5'Primer GTCCTGCATATGCGCTCTGACCAGAGCCAA (SH 238)
3'Primer GTTTGGGAATTCTCAGATCCGAATGAC (SH 239)

Primer flir Sequenzierungen:

pET28: 5'Primer: AGATCTCGATCCCGCGAAA (SH 245)
3’Primer: TTATTGCTCAGCGGTGGCA (SH 246)

T7 Primer

T7 Terminator

Die Primersynthese erfolgte bei Invitrogen.

2.1.8. Biochemische Materialien

2.1.8.1. Saulen

C18 Saule, Delta Pac Millipore
HiLoad 16/60 Superdex 200 GE-Healthcare
His Trap FF, crude 1 mi GE-Healthcare
PD 10 Saulen, Entsalzungsaulen Pharmacia

Superdex G75 SMART-Saule Pharmacia
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2.1.8.2. Peptide

Alle Peptide wurden von Jerini synthetisiert. Einige Peptide hatten einen
Reinheitsgrad von > 95 %, andere wurden vor der Verwendung, wie unter 2.2.2.9.

beschrieben, aufgereinigt. Mutierte Aminosauren sind in rot dargestellt.

Name Spezies Sequenz Molekulargewicht
(in g/mol)

TGN38 Ratte CKVTRRPKASDYQRL 1819,96
TGN38m CKVTRRPKASDAQRL 1727,94
TGN38 kurz Ratte DYQRLN 807,80
LAMP-1 Human CRKRSHAGYQTI 1418,70
LAMP-2A Huhn CKKHHNTGYEQF 1490,65
LAMP-2B (Lamp2c) Human CRRKSYAGYQTL 1444,70
LAMP3 (CD63) Human CK*KSIRSGYEVM 1399,66
AQP4 Human CKAAQQTKGSYMEVE 1671,74
AQP4(P) CKAAQQTKGD**YMEVE 1699,74
CD4-P Human CHRRRQAERMpSQIKRLLSEK 2604,40
CD8-CD3y Chimere  Human RRQRKSRRTI-DKQTLL 2055,40
CD8-CD3y Chimere AA RRQRKSRRTI-DKQTAA 1971,20
CIMPRLL Human CSSTKLVSFHDDSDEDLLHI  2261,40
CI MPR AA CSSTKLVSFHDDSSEDAAHI  2149,20
Synaptotagmin1 Human CGKRLKKKKTTIKK 1660,10
Tyrosinase Maus CKKQPQEERQPLLMDKDDYHSLLYQSHL

*

Das LAMP-3-Peptid wurde falschlicherweise mit einem zusatzlichen K

synthetisiert.

** Durch den Austausch der AS Serin zu Aspartat im AQP4-Peptid wird eine

Phosphorylierung des Serins imitiert.
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2.1.8.3. Proteine

rekombinante Proteine:

Folgende rekombinante Proteine wurden von Herrn Dr. David Owen (Cambridge,

England) expremiert, gereinigt und freundlicherweise zur Verfligung gestellt:

ARF1 A1-17 (Q71L) GTP Form Human
ARF1 A1-17 (T31N) GDP Form Human
PH-Domane von FAPP1 (1-98) Human
PH-Domane von OSBP (87-185) Human
Snx1 Human
ENTH-Domane von Epsin1 (1-163) Human
AP2-Core
a-GST (1-621) Maus
6xHis-B (1-591) Human
M2 Ratte
02 Maus

AP2-P-Core (wie Core, y2 Thr156 phosphoryliert)

AP2-cu2-Core (wie Core, y2 A158-435)

AP2-a™ Core (wie Core, a Lys57Glu, a Tyr58Glu)

AP2-u™' Core (wie Core, u2 Lys341Glu, p2 Lys343Glu, p2 Lys345Glu)
AP2-u Core (wie Core, u2 Phe174Ala, p2 Asp176Ser)

aus Gewebe isolierte Proteine:
Die Adaptorproteine AP1 und AP2 wurden von Herrn Dominic Teichert (Institut fur

Biochemie, Universitat Koln), wie in Fingerhut, 2000 beschrieben, aus Schweinehirn

gereinigt und freundlicherweise zur Verfugung gestellt.
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2.1.9. Standard-Puffer fiir Messungen am Biacore 3000

AP1-Puffer

Core-Puffer

HBS-EP Puffer (Biacore)

HBS-N Puffer (Biacore)

HBS-P Puffer (Biacore)

p-Puffer

2.1.10. EDV
2.1.10.1. Software

Adobe Photoshop

Adobe Reader 7.0

AIDA Image Analyzer
AKTA-Unicorn

Biacore 3000 BlAevaluation 4.1
Biacore 3000 Control Software 4.1
Biacore T100 Control Software

Biacore T100 Evaluation Software

10 mM HEPES; pH 7,4
300 mM NaCl

10 mM Tris; pH 8,7
250 mM NaCl
(1 mM MgCly)

10 mM HEPES; pH 7,5
150 mM NaCl

3 mM EDTA

0,005 % Surfactant

10 mM HEPES; pH 7,5
150 mM NaCl

10 mM HEPES; pH 7,5
150 mM NaCl
0,005 % Surfactant

10 mM HEPES; pH 7,4
500 mM NaCl
10 mM 2-Mercaptoethanol

Adobe Systems Inc.
Adobe Systems Inc.
Raytest

GE Healthcare
Biacore

Biacore

Biacore

Biacore

37
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Endnote

Mac Os X Version 10.3.9
Magellan2

Office XP

Windows XP

2.1.10.2. Hardware

Apple Macintosh

Laserdrucker, E332n

PC

Scanner, Epson Perfection 4990 Photo

2.2. Methoden

Thomson

Apple Macintosh
Tecan

Microsoft

Microsoft

Apple Macintosh
Lexmark
Fujitsu, Siemens

Epson

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung von E. coli

Ldsungen:

Kanamycin (Kan)-Ldésung:

Ampicillin (Amp)-Lésung:

Luria Bertani Bakterien-Medium:
(LB Medium)

25 mg/ml Kanamycin
in A. bidest

steril filtrieren

25 mg/ml Ampicillin
in A. bidest

steril filtrieren

5 g NaCl

2,5 g Hefe-Extrakt

5 g Trypton

add 500 ml A. bidest

autoklavieren und abkihlen lassen
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LB-Agarplatten: 2,5 g NaCl
2,5 g Hefe-Extrakt
5 g Trypton
7,5 g Agar
add 500 ml A. bidest
direkt in eine 500 ml-Flasche einwiegen

autoklavieren und abkuhlen lassen

E. coli Kulturen wurden in LB-Flissigmedium bei 37°C im Schuttelinkubator (220
rom) bzw. auf LB-Agarplatten bei 37°C kultiviert. Die Selektionierung transformierter
Bakterien erfolgte in Gegenwart der Antibiotika Ampicilin (100 pg/ml) oder
Kanamycin (50 pg/ml).

2.2.1.2. Herstellung kompetenter Zellen

Bakterien werden in den Zustand der Kompetenz versetzt, um doppelstrangige

Plasmid-DNA mittels Transformation aufnehmen zu konnen.

2.2.1.2.1. Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung kompetenter E. coli Zellen fur Elektroporation wurden 10 ml LB-
Medium mit E. coli Zellen des Stammes BL21 DH3 aus einer Glycerinkultur (2.2.1.5.)
angeimpft. Diese Startkultur wurde Uber Nacht bei 37°C inkubiert, anschliessend in
11 LB-Medium Uuberfuhrt und bei 37°C bis zu einer ODgyp von 0,3-0,35 weiter
kultiviert. Danach wurden die Zellen fuar 15-30 min auf Eis abgekuhlt und
anschliessend durch mehrfaches pelletieren und resuspendieren gewaschen und
ankonzentriert. Das Pelletieren erfolgte jeweils durch Zentrifugation der Suspension
fur 15 min bei 4°C mit 4400 g. Resuspendiert wurde jeweils einmal mit 1. 1 | kaltem,
sterilen A. bidest; 2. 0,5 | kaltem, sterilen A. bidest; 3. 20 ml kaltem, sterilen 10 %igen
Glycerin und 4. mit 2 ml kaltem, sterilen 10 %igen Glycerin.

Die elektrokompetenten Zellen wurden in 40 ul Aliquots in sterile Eppendorf-Gefasse
pipettiert und sofort in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80°C.
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2.2.1.2.2. Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen (CaCl,-Methode)

Losungen:
Puffer I 100 mM RbCl
50 mM KCI
30 mM KAc
15 % (v/v) Glycerin

pH 5,8 mit Essigsaure einstellen

Puffer Il 10 mM MOPS; pH 7
10 mM RbCiI
75 mM CaCl,
15 % (v/v) Glycerin

Die Lésungen wurden bei —20°C gelagert und vor Gebrauch sterilfiltriert.

Zur Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen wurden 6 ml LB-Medium mit E. coli
Zellen des Stammes DHb5a aus einer Glycerinkultur (2.2.1.5.) angeimpft und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. 2 ml dieser Startkultur wurden in 100 ml LB-Medium
uberfuhrt und bei 37°C bis zu einer ODgoo von 0,5 wachsen gelassen. Anschliessend
erfolgte die AbklUhlung der Kultur unter Schwenken fur 10 min auf Eis und die
Sedimentation der Bakterien flr 5 min bei 1000 g und 4°C. Das Pellet wurde in 2 ml
Puffer | aufgenommen, kurz gevortext und 90 min bei 4°C inkubiert.

Dann erfolgte erneut eine Pelletierung der Bakterien fur 5 min bei 1000 g und 4°C.
Das Bakterienpellet wurde in 2 ml Puffer Il aufgenommen.

Die chemokompetenten Zellen wurden in 100 pl Aliquots in sterile Eppendorf-
Gefasse pipettiert und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung
erfolgte bei —80°C.



2. Material und Methoden 41

2.2.1.3. Transformation von E. coli mit DNA

Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurde diese durch Elektroporation (2.2.1.3.1.)

oder mittels Hitze-Puls (2.2.1.3.2.) in kompetente Bakterienzellen transformiert.

2.2.1.3.1. Elektroporation

Losungen:

SOC-Medium: 2 g Trypton
0,5 g Hefe Extrakt
60 ug NaCl
19 mg KCI

0,2 g MgClz x 6 H2O
add 100 ml A. bidest

autoklavieren

40 pl elektrokompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von
1,2 ul der zu transformierenden Plasmid-DNA wurde die Suspension in eine kalte,
sterile Elektroporationskivette pipettiert. Die Elektroporation erfolgte mit dem
GenePulser®ll (Biorad ) bei 5 pFd; 200 Q; 2,5 kV. Anschliessend wurde die
Bakteriensuspension sofort mit 500 yl SOC-Medium versetzt und 20-40 min bei 37°C
inkubiert. Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgte mit Hilfe von
Kanamycin bzw. Ampicillin. Dazu wurden 100 ul der Bakteriensuspension auf einer
LB-Amp- bzw. LB-Kan-Agarplatte ausplattiert, die restlichen 400 ul auf einer weiteren
Selektionsplatte. Die Platten wurden zur Koloniebildung Utber Nacht bei 37°C
inkubiert.

2.2.1.3.2. Transformation in chemokompetente E. coli Zellen

100 pyl chemokompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 2 yl der zu
transformierenden Plasmid-DNA wurde zugegeben. Anschliessend erfolgte eine
Inkubation der Suspension fur 15 min auf Eis, dann fur 2 min bei 37°C im Wasserbad
(Hitzepuls) und nochmal fur 2 min auf Eis. Die Bakterien wurden mit 1 ml LB-Medium
versetzt und fur 40 min bei 37°C auf dem Drehrad inkubiert.

Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgte wie unter 2.2.1.3.1.

beschrieben.
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2.2.1.4. Isolierung von DNA aus E. coli

Die Isolierung von DNA aus Bakterien erfolgte mit Hilfe des QIA-Plasmid Mini Kits

sowie des QIA-Plasmid Midi Kits von Qiagen nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.5. Anlegen einer Glycerinkultur

Zur langfristigen Lagerung von Bakterienkulturen wurden 750 yl  der
Bakteriensuspension mit 250 pl sterilem, 80 %igem Glycerin versetzt und in
Einfrierrrohrchen  pipettiert. Die Glycerinkultur wurde in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.1.6. Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde photometrisch bestimmt. Dazu wurde die DNA-
Lésung 1:100 mit A. bidest verdinnt und die Extinktion bei 260 nm gegen den
Leerwert (A. bidest) gemessen. Fir die Messung wurde eine Quarzkivette
verwendet. Eine Absorptionsanderung um eine Einheit bei einer Wellenlange von
260 nm entspricht einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml.

Der Quotient OD20/OD2g ist ein Mass fur die Reinheit der DNA. DNA ohne

Proteinverunreinigung hat einen Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 (Milhardt, 2000).

2.2.1.7. Agarose-Gelelektrophorese

Ldsungen:
TAE: 40 mM Tris

2 mM EDTA

pH 8,0 mit Eisessig einstellen
DNA-Probenpuffer 5x: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau

40 % (w/v) Saccharose
in 1x TAE
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Agarose-Gel: 1% (w/v) Agarose
in 1x TAE
aufkochen und abkuhlen lassen
42 ul Ethidiumbromid

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA in einem Agarosegel kann praparativ
oder analytisch erfolgen. Die analytische Auftrennung dient zur Grdssen- und
Mengenabschatzung der aufgetrennten DNA-Fragmente anhand eines ebenfalls im
Gel aufgetrennten DNA-Grossenstandards.

Durch die praparative Auftrennung kann man DNA-Fragmente reinigen. Dazu erfolgt
nach der elektrophoretischen Auftrennung die Extraktion der entsprechenden DNA-
Bande aus dem Agarosegel (siehe 2.2.1.8.).

Die DNA wurde mit 5-fach DNA-Probenpuffer versetzt und der Ansatz wurde mit
sterilem A. bidest auf 10 pl aufgeflllt. Die Probe wurde auf ein 1 %iges Agarose-Gel
aufgetragen und bei 4 V/cm in TAE-Puffer aufgetrennt. Der im Gel enthaltene,
fluoreszierende Farbstoff Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und markiert
dadurch die DNA-Banden im Gel. Diese wurden auf einem UV-Transilluminator

sichtbar gemacht und photographisch dokumentiert.

2.2.1.8. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.9. Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die spezifische DNA-Sequenzen erkennen
und die DNA an diesen Stellen schneiden konnen. Dabei entstehen je nach
verwendetem Enzym DNA-Fragmente mit Basenuberhangen (sticky-ends) oder mit
glatten Enden (blunt-ends).

Die Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen kann zur Uberprifung von
DNA-Sequenzen genutzt werden (Restriktionsanalyse) oder praparativ erfolgen. Die
praparative Spaltung dient zur Vorbereitung der DNA auf die Ligation (siehe

2.2.1.10.). Die Aktivitat von Restriktionsendonukleasen wird in Units (U) angegeben.
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Ein Unit entspricht per Definition der Menge Enzym, die bendtigt wird, um 1 ug A-
DNA in einer Stunde bei 37°C zu verdauen.

Fir die Restriktionsanalyse wurden 1 ug DNA, 2 Units Enzym (NEB) und 2 pl
enzymspezifischer 10x Puffer (NEB) verwendet. Einige Enzyme bendtigten
ausserdem den Zusatz von Rinderserumalbumin. Bei einem Doppelverdau mit zwei
verschiedenen Restriktionsenzymen wurde ein Puffer gewahlt, in dem beide Enzyme
eine ausreichende Aktivitat zeigen. Angaben Uber die verschiedenen
Pufferspezifitaten der Enzyme findet man beim Hersteller.

Der Restriktionsansatz wurde mit sterilem A. bidest auf 20 upl aufgeflllt und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Spaltung durch
elektrophoretische Auftrennung der DNA in einem Agarosegel Uberpruft (2.2.1.7.).
FUr den praparativen Verdau wurden mindestens 5 ug DNA und ein entsprechend
grosserer Restriktionsansatz verwendet. Die praparativ geschnittene DNA wurde

anschliessend aus dem Gel extrahiert (siehe 2.2.1.8.).

2.2.1.10. Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation werden lineare DNA-Fragmente unter ATP-Verbrauch von einer
DNA-Ligase verbunden. Zur Herstellung von Expressionsvektoren wurde
geschnittener Vektor und Insert im molaren Verhaltnis 1:5 verwendet.

Bei einem typischen Ligationsansatz wurden

x ul Vektor-DNA

y dl Insert

1 ul T4-DNA-Ligase (80 NEB Einheiten/ul)
1 ul T4-DNA-Ligase Puffer (10x)

eingesetzt. Der Ansatz wurde mit autoklaviertem HPLC-Wasser auf 10 yl aufgefullt

und 2 h bei Raumtemperatur bzw. Gber Nacht bei 16°C inkubiert.
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2.2.1.11. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels PCR kann man spezifische DNA-Fragmente in vitro amplifizieren.

Die Methode basiert auf der enzymatischen Vermehrung eines DNA-Abschnittes
zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die gegenlaufig an komplementare DNA-
Strange gebunden sind. Die Amplifikation erfolgt mit Hilfe von thermostabilen DNA-
Polymerasen z.B. der Taq-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermophilus
aquaticus.

Fir eine exponentielle Vermehrung der DNA-Matrize mussen folgende Schritte

wiederholt durchgefiihrt werden:

1. Denaturierung: Trennung der Ausgangs-DNA in die zwei Einzelstrange durch
Erhitzen
2. Annealing: Anlagerung der spezifischen Oligonukleotid-Primer bei einer flr

die Primer spezifischen Annealing-Temperatur

3. Elongation: Synthese komplementarer DNA-Sequenzen ausgehend von den
3'OH-Enden der Primer durch eine thermostabile DNA-
Polymerase

Die optimale Annealing-Temperatur ist abhangig von Lange, potentiellen
Sekundarstrukturen und Cystein- und Guanin-Gehalt der Primer. Sie liegt theoretisch
2°C unter der Schmelztemperatur der Primer, die nach folgender Formel berechnet
wird: Schmelztemperatur = 4 x (Anzahl G+C) + 2 x (Anzahl A+T).
Die PCR Reaktion erfolgte mit Hilfe des ProofStart™"DNA Polymerase Kits von
Qiagen.
Ein PCR-Ansatz enthielt: 10 pl 10x PCR-Puffer

2 ul PCR-dNTP-Mix (je 12,5 mM)

40 pmol Primer 1

40 pmol Primer 2

1-20 ng Ausgangs-DNA

1 ul ProofStart ™MDNA Polymerase
und wurde mit sterilem A. bidest auf 100 pl aufgefulit.

Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:
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1. Initiale Denaturierung: 5 min 95°C

2. Denaturierung: 30 sec 94°C
3. Primer-Annealing: 30 sec 56°C
4. Elongation: 3 min 72°C
5. 45 Zyklen (Wiederholung von Schritt 2-4)
6. finale Elongation: 6 min 72°C
7. Kuhlen o0 4°C

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.2.1.7.) analysiert.
Die Reinigung der relevanten Fragmente erfolgte durch Extraktion aus dem Agarose-
Gel (2.2.1.8.) oder mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits von Qiagen
(2.2.1.13.).

2.2.1.12. DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde von den Servicelaboren des Goéttinger Zentrums
fur Biochemie und Molekulare Zellbiologie und des Zentrums fur Molekulare Medizin
Koln (ZMMK) durchgefuhrt.

2.2.1.13. Reinigung von DNA-Fragmenten

Um DNA nach einer PCR (2.2.1.11.) bzw. Ligation (2.2.1.10.) von den
entsprechenden Reaktionsenzymen zu trennen, erfolgte mit Hilfe des QlAquick PCR

Purification Kits (Qiagen) ein Reinigungsschritt nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.14. Praparation von Gesamt-RNA

Die Praparation von Gesamt-RNA aus Hela-Zellen erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit

(Quiagen) nach Angaben des Herstellers.
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2.2.1.15. Reverse Transkription

Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, die an einer
RNA-Matrize eine komplementare DNA (cDNA) herstellt. Dabei wurde ein Oligo-dT-
Primer verwendet, der mit dem poly(A)-Schwanz am 3'-Ende der mRNA hybridisiert.

Zur cDNA-Synthese wurden 2 ug Gesamt-RNA aus HelLa-Zellen (2.2.1.14.)
eingesetzt, die mit 2 pl 10x RT-Puffer, 2 pl ANTP Mix (je 5 mM), 1 pl Reverse
Transkriptase (4 U), 2 yl Oligo-dt-Primer (1:100, Endkonzentration 1 yuM) versetzt
und anschliessend mit RNase freiem A. bidest auf ein Volumen von 20 pl aufgefallt
wurden. Der Ansatz musste fur 60 min bei 37°C inkubiert und fir 5 min bei 95°C
inaktiviert werden.

Die gewonnene einzelstrangige cDNA wurde bis zur Verwendung als PCR-Matrize
(2.2.1.11.) bei — 20°C aufbewahrt.

2.2.2. Biochemische Methoden

2.2.2.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration von Proteinlésungen wurde mit der Bradford-Methode (Bradford,
1976) bestimmt. Das dabei verwendete Coomassie brilliant blue G250 weist ein
Absorptionsmaximum von 465 nm auf. Nach Bildung stabiler, ionischer
Farbkomplexe mit Proteinen zeigt der Farbstoff ein Absorptionsmaximum von
595 nm.

Zur Erstellung der Eichgerade wurde Rinderserumalbumin-Lésung (1 mg/ml in
A. bidest) verwendet. Die Standardproben und 1-20 pl, der zu bestimmenden
Proteinlésung wurden mit 800 ul A. bidest und 200 pl Bradford-Reagenz (Biorad)
versetzt. Durch mehrmaliges Schwenken erfolgte eine Vermischung der Ansatze. Die
Extinktion wurde bei einer Wellenlange von 595 nm mit Hilfe eines Multikanal
Photometer (Sunrise, Tecan) gemessen. Eine lineare Regressionsgerade diente zur

Ermittlung der Proteinkonzentration der Probe.
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2.2.2.2. SDS-PAGE

Losungen:

Trenngelpuffer:

Sammelgelpuffer:

APS:

10x SDS-Lauf-Puffer:

Protein-Probenpuffer 6x:

Coomassie-Farbelésung:

Coomassie-Entfarbeldsung:

1,5 M Tris pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS
in A. bidest

0,5M Tris pH 6,8
0,4 % (w/v) SDS
in A. bidest

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
in A. bidest

1 % SDS

250 mM Tris/HCI pH 8,6
190 mM Glycin

in A. bidest

24 ml 2 M Tris/HCI, pH 6,8
12 g SDS

45 ml 100 % Glycerin

60 mg Bromphenolblau

12 ml 2-Mercaptoethanol
88 ml A. bidest

0,25 % (w/v) Coomassie Blau R 250
45 % (v/v) Ethanol

10 % (v/v) Essigsaure

45 % (v/v) A. bidest

50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure
40 % (v/v) A. bidest

48
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Trenngel+Sammelgel:

. Trenngel Sammelgel
fur 2 Minigele:
7,5 % 10 % 12,5 % 15 % 4,5 %
Acrylamidlésung
2 ml 2,67 ml 3,33 ml 4 ml 0,45 ml
(Roth)
1,5 M Tris
2ml -
0,4 % SDS
0,5 M Tris
- 0,45 ml
0,4 % SDS
H.O 3,9ml 3,3ml 2,62 mi 1,95 ml 2ml
TEMED 8 ul 4 pl
10 % APS 80 ul 40 pl

Zur Auftrennung eines Proteingemisches nach dem Molekulargewicht der Proteine
wurde die denaturierende, diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) verwendet (Laemmli, 1970) .

Das anionische Detergenz SDS (Sodiumdodecylsulfat) bildet mit den Proteinen
negative geladene Komplexe mit konstantem Ladung/Masse-Verhaltnis. Im
elektrischen Feld wandern die SDS-Protein-Komplexe zur Anode und werden durch
die Siebwirkung der porésen Polyacrylamidmatrix nach ihren Strokes-Radien
aufgetrennt.

Zunachst wurde das Trenngel gegossen, wobei die Acrylamidkonzentration im Gel
der Molekulgrosse der zu trennenden Proteine angepasst wurde. Je hoher die
Konzentration, desto kleiner werden die Poren der Polyacrylamidmatrix und desto
besser werden kleine Proteine aufgetrennt.

Vor der Polymerisierung wurde die Trenngel-Losung mit wassergesattigtem Butanol
uberschichtet, um eine gerade Gelkante zu erhalten. Nach dem Auspolymerisieren
wurde das Trenngel mit A. bidest gespult, mit Sammelgellésung Uberschichtet und
ein Probenkamm eingeflgt. Die nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels
entstandenen Probentaschen wurden mit A. bidest gespdilt.

Die Proteinproben wurden mit Protein-Probenpuffer versetzt und fir 5 min bei 95°C
gekocht. Die Gele wurden in die Gelapperatur eingesetzt, die Kammer mit SDS-
Laufpuffer geflllt und dann mit den Proben beladen. Zur Molekulargewichts-
bestimmung wurde ein Proteinstandard mitgeflhrt.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte zunachst bei 50 mA bis die Proben in

das Trenngel eingelaufen waren. Dann wurde die Stromstarke auf 100-150 mA
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erhoht. Durch die Diskontinuitat der Acrylamid-Konzentration in Trenn- und
Sammelgel wurden die Proben zunachst zwischen Trenn- und Sammelgel
aufkonzentriert, dadurch wurden scharfere Proteinbanden erzielt.

Kurz vor dem Herauslaufen der Bromphenolblaufront wurden die Gele aus der
Kammer entnommen und fur 2 h bei Raumtemperatur in Coomassie-Farbeldsung
geschuttelt. Die Entfarbung des Hintergrund erfolgte in Entfarbeldsung, die mehrfach
erneuert wurde. Anschliessend wurden die Gele gewassert. Zur Dokumentation
wurden die Gele mit Hilfe eines Durchlichtscanners (Perfection 4990 Photo, Epson)
eingescannt. Um die Gele langere Zeit aufzubewahren, wurden sie zwischen zwei

Cellophanfolien mit einem Vakuum-Trockner unter Warmezufuhr 2 h getrocknet.

2.2.2.3. Fallung von Proteinen aus wassriger Losung

Losungen:

Na-Acetat-Waschlosung: 2 % NaAcetat in Ethanol

Zum Fallen von Proteinen wurde die Proteinldsung mit Hilfe einer 100 %igen TCA-
Lésung auf 10% TCA eingestellt und 2 h auf Eis inkubiert. Anschliessend musste die
Probe 10 min bei 4°C mit 12.500 g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt
werden. Das prazipitierte Protein wurde kurz mit 2 %iger NaAcetat-Losung in Ethanol

gewaschen und unter dem Abzug vollstandig getrocknet.

2.2.2.4. Expression und Reinigung von Hexa-His-Proteinen

Allgemeine LOosungen:
IPTG: 500 mM IPTG
in A. bidest

steril filtrieren

Imidazol: 5 M Imidazol; pH 7,5
in A. bidest
CHAPS 10 %: 10 % CHAPS

in A. bidest
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Tabelle 2-1:
Proteinspezifische, optimierte Reinigungsbedingungen fir die Proteine His-p1A (AS 158-423), His-p2
(AS 158-435), His-pu3A (AS 166-418), His-p4 (AS 178-453), His-ARF6 GTP Form (AS 14-175), His-
ARF6 GDP Form (AS 14-175).

Expression und Reinigung von rekombinanten Hexa-His-Proteinen.

Reinigung His-c-y-Untereinheiten: His-ARF6 GTP His-ARF6 GDP
von: _ (AS 14-175) (AS 14-175)
His-uy1A (AS 158-423)
His-p2 (AS 158-435)
His-u3A (AS 166-418)
His-uy4 (AS 178-453)
Antibiotikum Kanamycin 50 pyg/ml Ampicilin 100 pug/ml
Volumina der | 500 ml Hauptkultur mit | 200 ml Hauptkultur mit 5 ml Vorkultur
Bakterien- 10 ml Vorkultur animpfen | animpfen
kulturen
Induktions- 30°C 37°C
temperatur
IPTG Endkonzentration: 0,5 mM | Endkonzentration: 0,2 mM
Expressions- | His-p1A: 25°C,uber Nacht | 22°C, tGber Nacht
temperatur His-u2: 30°C,4 h
und -dauer His-u3A:30°C, 4 h
His-u4: 30°C,6 h
Reinigungs- PBS+1 M NaCl: 50 mM Tris pH8 50 mM HEPES
puffer 1 mM MgCl, 100 mM KCI
140 mM NaCl 1mM DTT 1 mM MgCl,
2,7 mM KC| 0,25 mM PMSF | 1 mM DTT
8,1 mM NazHPO4 5 ”M GDP
1,5 mM KH2PO4 pH7.5
pH 7,5
+1 M NaCl
Das Pellet einer 500 ml . )
Bakterienkultur wurde in | Das Pellet einer 200 ml Bakterien-
15 ml Reinigungspuffer kultur wurde in 20 ml Reinigungspuffer
aufgenommen. aufgenommen.
Probenzusatz | + 10 mM Imidazol + 20 mM Imidazol | + 20 mM Imidazol
vor Ni-NTA- + PBSpH 7,5 + 10 % Glycerin
Saulen-Lauf
Ni-NTA 500 mM NaCl Reinigungspuffer | Reinigungspuffer
Laufpuffer 10 mM Imidazol + 10 mM Imidazol | + 10 mM Imidazol
in PBSpH 7,5 steril filtrieren, steril filtrieren,
steril filtrieren, entgasen entgasen entgasen
Ni-NTA 500 mM NaCl Reinigungspuffer | Reinigungspuffer
Elutionspuffer | 300 mM Imidazol + 200 mM + 400 mM
in PBS pH 7,5 Imidazol Imidazol
steril filtrieren, entgasen + 10 % Glycerin + 10 % Glycerin
steril filtrieren, steril filtrieren,
entgasen entgasen
Gelfiltrations- | 10 mM HEPES pH 7,4 Reinigungspuffer | Reinigungspuffer
laufpuffer 500 mM NaCl steril filtrieren steril filtrieren
10 mM 2-Mercaptoethanol | entgasen entgasen
steril filtrieren, entgasen
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Die Expression und Reinigung der rekombinanten Hexa-His-Proteine erfolgte nach
folgendem Standardprotokoll. Die fur die jeweiligen Proteine optimierten
Bedingungen sind in Tabelle 2-1 angegeben.

Je 10ml LB Medium mit Selektionsantibiotikum (Tab.2-1) wurden mit dem
Expressionsvektor-tragenden Bakterienklon aus einer Glycerinkultur angeimpft und
uber Nacht bei 37°C inkubiert. Diese Vorkultur diente zum Animpfen eines grosseren
Mediumvolumens (Tab. 2-1). Die Kultivierung der Bakterien erfolgte bei
verschiedenen Temperaturen (Tab. 2-1) bis zu einer ODggo von 0,8. Durch Zugabe
von IPTG (Tab. 2-1) wurde die Expression der Proteine induziert. Die Expression
fand bei unterschiedlichen Inkubationszeiten und —temperaturen im Schuttler statt
(Tab. 2-1).

Anschliessend wurden die Bakterien 15 min bei 4°C und 5000 g pelletiert. Das Pellet
wurde in einem geeigneten Volumen Reinigungspuffer (Tab. 2-1) resuspendiert und
mit Proteinase Inhibitor Cocktail (100 pl/ 2 g Bakterienpellet) versetzt. Um die Zellen
aufzuschliessen, wurde der Suspension eine Spatelspitze Lysozym zugegeben. Im
Anschluss erfolgte 10 minltige Inkubation auf Eis und eine Behandlung mit
Ultraschall fir zweimal 30 sec (Stufe 4-5, Stabultraschall, UP200S, Dr.Hielscher
GmbH). Die Suspension wurde auf 2 % CHAPS eingestellt und 20 min auf Eis
inkubiert.

Nachfolgend diente ein Zentrifugationsschritt fur 15 min bei 4°C und 15000 g zur
Trennung der geldsten Proteine von Zellresten. Der Uberstand wurde mit 5 M
Imidazol auf eine Imidazol-Konzentration von 10 mM bzw. 20 mM eingestellt
(Tab. 2-1). Im Falle der Reinigung von Hexa-His-u Untereinheiten musste die
Proteinlésung mit PBS pH 7,5 auf eine NaCl-Konzentration von 500 mM verdinnt
und bei der ARF6 GDP Reinigung 10 % Glycerin zugesetzt werden.

Die weitere Aufreinigung der Hexa-His-Proteine erfolgte Uber Ni-NTA-Saulen
(His Trap FF crude 1 ml, GE-Healthcare) mit Hilfe des Chromatographiesystems
AKTAexplorer™ (GE Healthcare) bei einer Flussrate von 1 ml/min.

Zunachst wurde die Ni-NTA-Saule mit finf Saulenvolumina Laufpuffer aquilibriert,
dann die Probe aufgetragen und ungebundene Proteine mit 50 Saulenvolumen
Laufpuffer ausgewaschen. Danach erfolgte die Elution der zu reinigenden Proteine
mit 10 Saulenvolumina Elutionspuffer (Tab. 2-1), dabei wurden 1 ml Fraktionen
gesammelt. Proteinhaltige Fraktionen wurden vereinigt und mittels praparativer

Gelfiltration nach dem Molekulargewicht getrennt. Die dazu verwendete
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Gelfiltrationssaule (Hiload 16/60 Superdex 200 (Trennbereich: 10.000-600.000 Da)
wurde vor dem Probenauftrag mit einem Saulenvolumen Laufpuffer (Tab. 2-1)
aquilibriert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in Laufpuffer bei einer Flussrate
von 1 ml/min. Die wahrend des Laufes gesammelten, proteinhaltigen Fraktionen (je 2
ml) wurden mittels SDS-PAGE (2.2.2.2.) analysiert. Fraktionen, die das gereinigte
Fusionsprotein enthielten wurden vereinigt, die Proteinlosung gegebenenfalls

ankonzentriert (2.2.2.5.) und bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.2.5. Erhéhung der Konzentration von Proteinlésungen

Um die Konzentration von Proteinldsungen zu erhdhen, wurden Amicon®Ultra
Zentrifugenfilter-Gefasse verwendet. Die Ausschlussgrosse des Filters betrug
10.000 Da, so dass beim Zentrifugieren das Protein zurlckgehalten und das
Probenvolumen eingeengt wurde. Vor Gebrauch wurden die Filter dreimal mit Puffer
gewaschen, um noch enthaltenes Triethylenglycol zu entfernen. Die zu
konzentrierende Proteinlosung wurde bei 4000 g und 4°C solange zentrifugiert, bis

das gewunschte Probenvolumen erreicht war.

2.2.2.6. Dialyse

Die Dialyse dient zur Veranderung der Pufferzusammensetzung einer Proteinldsung.
Dabei passieren Pufferbestandteile frei die Dialysemembran, wohingegen das
Protein im Dialyseschlauch verbleibt (Ausschlussgrosse: 12.000-14.000 Da). Der
Dialyseschlauch wurde vor Gebrauch fur einige Minuten in A. bidest gewassert und
dann an einer Seite mit einer Dialyseklammer verschlossen. Nach dem Einfullen der
zu dialysierenden Proteinlésung wurde der Schlauch an der anderen Seite ebenfalls
verschlossen. Die Dialyse erfolgte bei 4°C unter Rihren gegen das 100fache
Volumen der Probe fur mindestens 3 h. Der Dialysepuffer wurde dabei stundlich
gewechselt. Nach beendeter Dialyse wurde die Proteinlésung aus dem Schlauch
entnommen und bei 13.000 g und 4°C fir 10 min zentrifugiert, um denaturierte

Proteine und grosse Aggregate zu entfernen.
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2.2.2.7. CD-Spektroskopie von His-pu1-4

Die  Zirkulardichroismus = Spektroskopie = (CD-Spektroskopie) dient  der
Konformationsermittiung von Polypeptiden in Losung. Grundlage der Methode ist die
Wechselwirkung von polarisiertem Licht mit Materie. In der vorliegenden Arbeit
diente die CD-Spektroskopie zur Bestimmung des Faltungszustands der rekombinant
expremierten und gereinigten His-u1-4 Proteine (2.2.2.4.). Diese Analyse wurde

freundlicherweise von Herrn Dr. David Owen (Cambridge, England) durchgefuhrt .

2.2.2.8. u2 Gelfiltration analytisch

Losungen:
Laufpuffer: 10 mM HEPES pH 7,4
300 mM NaCl

Um eine mogliche, durch Peptidbindung vermittelte Dimerisierung von p2 zu
untersuchen, wurden His-c-u2-Peptidgemische durch analytische Gelfiltration mit
Hilfe des Chromatographie Systems SMART™ (GE Healthcare) nach dem
Molekulargewicht getrennt. Dazu wurde zunachst die Gelfiltrationssaule Superdex
G75 mit einem Saulenvolumen Laufpuffer aquilibriert und 50 ul Probe aufgetragen.
Die Auftrennung erfolgte in Laufpuffer mit einer Flussrate von 50 pl/min. Wahrend der
Trennung wurden 50 pl-Fraktionen gesammelt und die OD bei 280 sowie 214 nm
bestimmt. Protein- und Peptidhaltige Fraktionen wurden mittels massen-
spektrometrischer Analyse (Matrix-unterstitzter Laserdesorptions-/lonisations-
Massenspektrometrie, Servicelabor des Zentrum fur Molekulare Medizin Kaoln)

untersucht.

2.2.2.9. Reinigung von Peptiden

Ldsungen:

Peptidpuffer: 5 % Acetonitril
0,1 % TFA
in HPLC-Wasser



2. Material und Methoden 55

Puffer A: 0,1 % TFA
in HPLC-Wasser

Puffer B: 90 % Acetonitril
0,1 % TFA
in HPLC-Wasser

Die praparative Reinigung von synthetischen Peptiden erfolgte durch Reverse
Phase-Chromatographie mit einer C18 Saule mit Hilfe des Chromatographiesystems
BioCad Vision (Perseptive Biosystems).

Zunachst wurden 20 mg des zu reinigenden Peptides in 5 ml Peptidpuffer
aufgenommen, gut gevortext und 5 min im Ultraschallbad inkubiert. Anschliessend
wurde nicht geldstes Peptid durch 10 min Zentrifugation bei 16000 g entfernt.

Der Lauf der C18 Saule erfolgte in folgenden Schritten:

Reinigungsschritt Konzentration von Lange des
Puffer B Reinigungsschrittes

1. Aquilibrierung der Saule | 5 % 1 Saulenvolumen

2. Probenauftrag

3. Waschschritt 5% 1 Saulenvolumen

4. Elution 5-50 % Steigung von 1 %/ min
50-90 % 0,5 Saulenvolumina

5. Waschschritt 90 % 1 Saulenvolumen

6. Re-Aquilibrierung 90-5 % 5 Saulenvolumina

7. Waschschritt 5% 1 Saulenvolumen

Wahrend des gesamten Laufes mit einer Flussrate von 17 ml/min wurden 8 ml
Fraktionen gesammelt und die OD bei 214 nm gemessen. Peptidhaltige Fraktionen
wurden mittels massenspektrometrischer Analyse (Matrix-unterstutzter
Laserdesorptions-/lonisations-Massenspektrometrie, Servicelabor des Gottinger
Zentrums fur Biochemie und Molekulare Zellbiologie) untersucht. Fraktionen ohne
Verunreinigungen wurden vereinigt und lyophilisiert (2.2.2.10.). Die Lagerung des

gereinigten Peptids erfolgte bei -20°C.
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2.2.2.10. Lyophilisation von Peptiden

Die Gefriertrocknung von Peptiden findet im Hochvakuum durch Sublimation des
Wassers statt. Dazu wurde das Gefass mit den gelosten Peptiden (z.B.
Eppendorfgefass 1,5 ml) mit Parafilm verschlossen und dieser mit einer Kanlle
mehrfach durchléchert. Die Probe wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und

anschliessend Uber Nacht unter Vakuum lyophilisiert.

2.2.2.11. Kopplung von Peptiden an MPB-PE

Losungen:

Peptidlosung: 5 mM Peptid
10 mM MOPS-KOH pH 7,5
50 % DMF

Um synthetische Peptide von einer Lange von 10-20 Aminosauren in Liposomen zu
integrieren, wurden diese durch eine Maleimidkopplung kovalent an entsprechend
modifizierte Lipide gekoppelt. Alle zu koppelnden Peptide verfugten N-terminal Uber
ein Cystein. Das verwendete Lipid MPB-PE (1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
Phosphoethanolamine-N-[4-(p-maleimidophenyl)butyramide]) enthalt an seiner
polaren Kopfgruppe eine Maleimidgruppe, die unter Ausbildung einer
Thioetherbindung mit der Thiolgruppe des Cysteins der Peptide reagieren kann
(siehe Abb. 2-2). Entscheidend fur die Reaktion ist der pH-Wert der Losung. Liegt der
pH-Wert zwischen 6,5 und 7,5 reagiert die Maleimidgruppe spezifisch mit den
Sulfhydrylgruppen der Peptide, bei einem pH Wert U4ber 8,5 Iauft die
Kopplungsreaktion jedoch mit primaren Aminen ab.

Fir die Kopplung wurde 1 ml Peptidlosung mit 1 ml MPB-PE (5 mg/ml in Chloroform
= 5,2 mM) versetzt und flir 2 h bei Raumtemperatur auf dem Drehrad inkubiert.
Anschliessend wurde die Losung auf 10 mM 2-Mercaptoethanol eingestellt und fur
30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um das ungekoppelte Lipid zu blockieren. Zur
Trennung der Lipide von ungebundenem Peptid diente eine Chloroform-Methanol-
Extraktion. Dazu wurden 2 ml Chloroform und 1 ml Methanol zur Lipidlésung
pipettiert, kurz gevortext und 15 min bei 5000 g zentrifugiert. Die untere, organische
Phase wurde vorsichtig mit einer Pasteurpipette entnommen. Zur oberen Phase

wurde 1 ml Chloroform pipettiert, wiederum gevortext und 15 min bei 5000 g
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zentrifugiert. Die nun entstandene untere, organische Phase wurde ebenfalls
vorsichtig mit einer Pasteurpipette enthommen und mit der vorherigen vereinigt.
Dieser Schritt wurden noch zweimal wiederholt. Die gepoolten organischen Phasen
wurden unter einem Stickstoffstrom getrocknet und in 1ml Chloroform/Methanol (2+1)
resuspendiert. Unter der Annahme einer vollstandigen Kopplung konnte so 1 ml
Peptido-Lipid mit einer Konzentration von 5 mg/ml hergestellt werden. Das Peptido-

Lipid wurde mit Stickstoff Uberschichtet und bei -20°C gelagert.
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Abbildung 2-2: A) Strukturformel des MPB-PE. Durch die Maleimidgruppe auf der polaren Seite
des MBP-PE besteht die Mdglichkeit zur Kopplung eines Peptides an dieses Lipid. B) Maleimid-
Kopplungsreaktion. Die Kopplung der Maleimidgruppe des Lipids mit dem Cystein des Peptids
erfolgt bei einem pH-Wert zwischen 6,5 und 7,5. Weitere Erklarungen siehe Text.

2.2.2.12. Liposomenpraparation

Losungen:
Saccharose-Ldsung: 0,3 M Saccharose
In A. bidest
HEPES-Puffer: 20 mM HEPES; pH 7,4
In A. bidest

Um die Interaktion zwischen Proteinen und Lipiden sowie zwischen Proteinen und

Peptiden in Membranumgebung mit Hilfe eines Biacore Biosensors (siehe 2.2.3.)
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messen zu konnen, wurden Liposomen mit unterschiedlicher Lipidzusammensetzung
prapariert. Fur die Praparation wurde pro Ansatz 1 mg Gesamt-Lipid verwendet. Alle
Liposomen enthielten 20 % PE. Weitere, je nach Experiment eingesetzte, Lipide
waren 10 % Phosphatidylinositole (PI), 10 % Ni-NTA-Lipid (Abb. 2-3) sowie 10 %
Peptido-Lipide (Kopplung siehe 2.2.2.11.). Die restlichen 50-80 % Lipid bestanden
aus Phosphatidylcholin (PC).
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Abbildung 2-3: Ni-NTA-Lipid (DOGS-NTA-Ni). Durch die Integration des Nickel-beladenen NTA-

Lipids in Liposomen wird die Bindung von His-modifizierten Proteinen an diese Liposomen ermdoglicht.

Die Lipide wurden zunachst in Chloroform/Methanol (2:1) aufgenommen und mit
Hilfe einer Hamilton-Spritze in den bendtigten Mengen in ein Reagenzglas Uberflhrt.
Das Lipidgemisch musste unter leichter Stickstoffbegasung als dunner,
gleichmassiger Film an der Glaswand des Reagenzgefasses getrocknet werden,
dazu wurde das Reagenzglas langsam gedreht. Die Hydratisierung des Lipidfilms
erfolgte ebenfalls unter langsamen Drehbewegungen in 150 pl Saccharose-Lésung.
Fir die Liposomenbildung musste die Losung 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und
wahrenddessen mehrmals schwach gevortext werden. Anschliessend wurden 850 ul
A. bidest hinzugegeben und 1h in der Ultrazentrifuge mit 17500 g bei 4°C
zentrifugiert. Die pelletierten, fertigen Liposomen, sogenannte large multilamellar
vesicles (MLV), wurden in 500 pl HEPES-Puffer aufgenommen und funfzehnmal
durch einen Extruder gegeben. Die verwendete Porengrosse der Membran betrug
100 nm. Dadurch erhielten die Liposomen einen durchschnittlichen Durchmesser von
120-140 nm (avanti polar lipids www.avantilipids.com) und wurden in Jarge
unilamellar vesicles (LUV) umgewandelt (Abb. 2-4).

Die Liposomenlosung hatte eine Konzentration von 2 mg Lipid/ ml. Die Lagerung
erfolgte bei 4°C fur 7-10 Tage.
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Suv

trockener Lipidfilm Wasser Hydratisierung

Abbildung 2-4: Liposomenbildung durch Hydratisierung eines Lipidfilms. Liposomen vor dem
Extrudieren haben oft mehrschichtige Membranen (MLV Jarge multilamellar vesicles). Durch das
Extrudieren mit einem 100 nm Filter entstehen LUV large unilamellar vesicles mit einer
durchschnittlichen Grosse von 120-140nm. Wenn frisch praparierte Liposomen mit Ultraschall
behandelt werden, entstehen kleinere Liposomen (30—-100 nm) - SUV small unilamellar vesicles.
(Verandert nach Lasic et al., 1997)

2.2.2.13. Darstellung von Liposomen durch Negativkontrastierung in der
Elektronenmikroskopie

Das Prinzip der Negativkontrastierung beruht auf in Wasser l6sliche Schwermetalle,
die in amorpher Form um das abzubildende Objekt auf einer Tragerfolie eintrocknen.
Dadurch bleibt das Objekt gut durchstrahlbar, wahrend seine Umgebung im
Elektronenmikroskop dunkel erscheint. Frisch praparierte Liposomen wurden auf ein
mit Formvarfilm beschichtetes und Kohle bedampftes Kupfergrid aufgetragen. Die
Fixierung mit Glutaraldehyd, die Nachkontrastierung mit Uranylacetat und die
Betrachtung der Liposomen am Transmissionselektronenmikroskop (Philips CM120)
wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Dirk Wenzel am MPI fir biophysikalische

Chemie, Gottingen durchgefuhrt.
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2.2.3. Biacore Biosensor (SPR)
(BiacoreAB, 2003a; BiacoreAB, 2003b; BiacoreAB, 1996; BiacoreAB, 1994)

Mit Hilfe eines Biacore Biosensors ist es moglich die Interaktion zwischen Molekilen
nachzuweisen und die Bindungsparameter der Interaktion zu messen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion zwischen Proteinen, zwischen
Proteinen und Peptiden sowie zwischen Proteinen und Lipiden gemessen. Die
Messung der Bindungsstarke mittels eines Biacore Biosensors erfolgt in Echtzeit und
ohne spezielle Markierung der Interaktionspartner.

Ein Interaktionspartner, der sogenannte Ligand, muss an die Oberflache eines
Sensor Chips gekoppelt werden. Ein Sensorchip besteht aus Glas als
Tragermaterial, welches mit einer Goldschicht Uberzogen ist. Darauf befindet sich in
der Regel Dextran als Oberflachenmatrix. Je nach Art des Chips ist diese Matrix
unterschiedlich derivatisiert, um verschiedene Moglichkeiten der Ligandenkopplung
zu ermoglichen. In dieser Arbeit wurden folgende Kopplungsstrategien angewendet:
die kovalente Kopplung an einen CM5-Chip Uber Thioetherbindungen (2.2.3.4.), die
Bindung von His-modifizierten Proteinen an eine Ni-NTA-Oberflache (2.2.3.6.) sowie
die Bindung von Liposomen an eine L1-Oberflache durch hydrophobe
Wechselwirkungen (2.2.3.5.).

Der Analyt ist der potentielle Bindungspartner fur den Liganden. Er befindet sich in
Lésung und wird in kontinuierlichem Fluss Uber das bereits an die Oberflache
gebundene Protein geleitet. Erfolgt eine Bindung zwischen den Interaktionspartnern
wird eine Veranderung des Resonanz-Signals gemessen (Abb. 2-5).

Die Messung beruht auf einem optischen Phanomen, die Oberflachen Plasmon
Resonanz (Surface Plasmon Resonanz, Abklrzung: SPR). Gemessen wird hierbei
die Anderung des Brechungsindexes an der Oberfliche des Chips, welcher bei
Messungen mit Proteinen linear zur Massenzunahme auf der Chipoberflache ist.
Monochromatisches, p-polarisiertes Licht fallt im Winkel der totalen internen
Reflektion auf die ChipOberflache. Das Licht trifft auf die elektrisch-leitfahige
Goldschicht an der Grenze zwischen Medien mit unterschiedlichen
Brechungsindizes. Die Glasschicht des Chips hat einen hohen Brechungsindex und
die Flussigkeit Uber dem Sensorchip einen niedrigeren. Unter diesen Bedingungen
tritt eine elektromagnetische Feldkomponente, die sogenannte evaneszente Welle
auf. Durch die Interaktion der evaneszenten Welle mit der Elektronenwolke der

Goldschicht entstent das optische Phanomen SPR und fihrt zu einer
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Energieabnahme im reflektierten Licht. Der daraus resultierende Intensitatsabfall im
reflektierten Lichtstrahl, ist in seiner Position abhangig von der Anderung des
Brechungsindexes der oberflachennahen Schicht. Wenn also ein Molekll an der
Chipoberflache bindet, verandert sich die gebundene Masse und damit der
Brechungsindex. Dadurch verandert sich der sogenannte Resonanzwinkel, also der
Winkel, bei dem der "Schatten" im reflektierten Licht von einem Diodenarray Detektor
gemessen werden kann. (siehe Abb. 2-5)

Die Anderung des Resonanzwinkels wird in einem Sensorgramm als
Resonanzeinheitsveranderung angegeben und gegen die Zeit aufgetragen. Ein
Zuwachs von 1000 Resonanzeinheiten (RU) entspricht im Durchschnitt einer
Zunahme von 1 ng Protein pro Quadratmillimeter Chipoberflache.

A) B) Licht-  Intensitat
quelle |

o I 1 /\1Il
Polarisiertes Re : < %/ Winkel

Licht ;
Gold I Prisma L

i bResonanz-
AL Mafrix Sensorchip mit v. S
7 Ligand Goldschicht NIV« | Zeit

oyl ® ) Analyt
Flusszelle

Abbildung 2-5: Messprinzip eines SPR Biosensors. A) Aufbau eines Sensorchips B) Durch die

Glas

Sensorgramm

Oberflachen Plasmon Resonanz entsteht ein Intensitatsabfall im reflektierten Licht. Bindet ein Analyt
an einen immobilisierten Liganden, andert sich der Brechungsindex an der Chipoberflache und der
Schatten im reflektierten Licht verandert seine Position. Die Winkelanderung des Schattens wird im

Sensorgramm als Resonanzsignal dargestellt.

Eine Interaktionsmessung besteht aus mehreren Phasen (siehe Abb. 2-6). Wenn
gerade keine Interaktion gemessen wird, fliesst Laufpuffer Gber die Oberflache (a).
Die Assoziationsphase (b) beginnt mit der Injektion eines definierten Volumens von
Analyt. Dieser bindet an den immobilisierten Liganden und dissoziert auch wieder.
Durch den kontinuierlichen Fluss Uber die Oberflache bleibt die Analytkonzentration
wahrend der Assoziationsphase konstant. Durch Beenden der Injektion des Analyten
beginnt die Dissoziationsphase (c). Es wird nur noch Laufpuffer Uber die Oberflache
geleitet. Der noch gebundene Analyt dissoziiert vom Liganden und wird vom
kontinuierlichen Laufpufferfluss Gber der Oberflache weggespult. Im Idealfall sollten
nach der Interaktion wieder alle Liganden unbesetzt und aktiv vorliegen. Bei einer

kleinen Dissoziationsrate kann dies mehrere Stunden dauern. Auch durch
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unerwunschte Effekte, wie z.B. unspezifische Bindung an die Oberflache oder
rebinding (siehe 2.2.3.1.) kann eine unvollstandige Dissoziation auftreten. Daher wird
eine geeignete Regenerationslosung (z.B. 100 mM HCI, 50 mM NaOH, 10 mM
Glycin pH2) Uber die Oberflache geleitet, um am Ende der Interaktion die Basislinie,
die vor der Messung vorlag, wieder zu erreichen (d).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Biacore 3000 sowie ein Biacore T100
verwendet. Beide Gerate verfligen Uber ein integriertes Flusssystem mit vier seriellen
Flusszellen. Jede Flusszelle ist einzeln anwahlbar, der Fluss kann aber auch
nacheinander durch die Flusszellen geleitet werden. Das bedeutet, dass es moglich
ist, vier verschiedene Liganden auf die verschiedenen Oberflachen zu koppeln und

alle Liganden durch eine einmalige Injektion von Analytldsung zu erreichen.

Resonanz *
Unit e %o

Assoziation Dissoziation
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Abbildung 2-6: Phasen eines Sensorgrammes. a) Vor der Interaktion wird Laufpuffer Uber die an der
Chipoberflache gebundenen Liganden gespult. Das Sensorgramm zeigt eine stabile Basislinie. b)
Wahrend der Assoziationsphase wird der Analyt in kontinuierlichem Fluss Uber die Oberflache
geleitet. Erfolgt eine Bindung an den Liganden steigt das Resonanzsignal. c) Mit dem Beenden der
Analytinjektion beginnt die Dissoziationsphase, in der Laufpuffer tber die Chipoberflache fliesst. Der
Komplex dissoziert und das Resonanzsignal fallt. d) Um die Ausgangsbasislinie wieder zu erreichen,
wird eine Regenerationsldsung (Reg.lsg) injiziert. Alle Bindungsstellen des Liganden sollten nach
beendeter Regeneration wieder frei und aktiv vorliegen.
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2.2.3.1. Voraussetzungen fiir die Messung von kinetischen Daten

Um eine gute Qualitat der Interaktionsdaten zu gewahrleisten, mussen bei allen
Biacore-Messungen einige Voraussetzungen erfullt werden:

1. Ein wichtiger Ausgangspunkt fur kinetische Messungen ist die grosstmdgliche
Reinheit aller eingesetzten Protein-, Peptid- oder Lipidkomponenten. Dadurch
werden durch Verunreinigungen auftretende, unspezifische Interaktionen verhindert.
2. Alle Proteinlésungen sind vor der Verwendung fur 10 min bei 16000 g zu
zentrifugieren, um prazipitiertes Protein zu entfernen. Die Konzentration von
Proteinlésungen ist mittels Doppelbestimmung zu bestimmen.

3. Alle verwendeten Puffer mussen steril filtriert (0,2 ym Filter) und entgast werden.
Letzteres entfallt bei Messungen am Biacore T100, da dieses Gerat uber ein
integriertes Entgasungssystem verfugt.

4. Alle Probenlésungen, die injiziert werden sollen, miussen Luftblasen frei sein. Dies
ist nétig, da injizierte Luft sich als starke Stérung im Sensorgramm bemerkbar macht
und unter Umstanden Ligandenoberflachen zerstort, z.B. bei Liposomen als Ligand.
5. Der Analyt sollte in Laufpuffer gelost sein, da Unterschiede in der
Pufferzusammensetzung zwischen Laufpuffer und Analytpuffer in einer Veranderung
des Brechungsindexes resultieren. Dies macht sich im Sensorgramm als
"Puffersprung" bemerkbar und erschwert die Auswertung der Kurven.

6. Um geringflugige Unterschiede zwischen Lauf- und Analytpuffer und gleichzeitig
unspezifische Interaktionen mit der Chipoberflache zu Kkorrigieren, wird eine
Referenzierung durchgefuhrt. Das bedeutet, dass eine der vier Flusszellen als
Referenzoberflache genutzt wird. Je nach Messung wird diese Oberflache gar nicht
verandert, aktiviert und wieder deaktiviert oder mit einem bindungsdefizienten
Liganden belegt. Das Signal der Refernzoberflache wird von dem Signal der aktiven
Oberflache abgezogen.

7. Fur die sogenannte doppelte Referenzierung erfolgt zusatzlich eine
Laufpufferinjektion. Dazu wird Puffer Uber alle Oberflachen geleitet und das
entstehende Signal wird von allen Analyt-Liganden Interaktionen abgezogen. Dies
dient dem Ausgleich von kleineren Gerate-spezifischen Stérungen im Sensorgramm
und von Schwankungen der Basislinie.

8. Ein weiterer, fur die quantitative Analyse wichtiger Punkt ist die Belegungsdichte

des Liganden auf der Oberflache. Als Mass flr die Ligandendichte dient die
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maximale Bindungskapazitat (Rmax-Wert), welche sich aus folgender Formel

berechnet:

Molekulargewicht des Analyten
Molekulargewicht des Liganden

Rmax = x gekoppelter Ligand (in RU) x n

n = Zahl der Bindungsstellen des Liganden

Der Rmax-Wert gibt an, wieviel RU durch Bindung des Analyten an die vorliegende
Zahl von Liganden maximal erreicht werden konnen. Die optimale maximale
Bindungskapazitat liegt zwischen 20 und 100 RU. Aufgrund dieser sehr geringen
Dichte werden rebinding-Effekte minimiert. Rebinding bedeutet, dass gerade
dissozierte Analyten nicht durch den Pufferstrom weggespltilt werden, sondern sofort
wieder an einen freien, benachbarten Liganden binden. Dieser unerwlinschte
Nebeneffekt fuhrt zu veranderten Messwerten bei der Dissoziation. Die gemessene
Dissoziation ware langsamer als die eigentlich fur die Interaktion spezifische.
Zusatzlich wirkt eine niedrige Ligandendichte Massentransport-Limitationen (siehe
2.2.3.8.) entgegen.

9. Die Basislinie wahrend einer Messreihe muss konstant bleiben, um zu
gewahrleisten, dass fur jede Messung die gleiche Anzahl Bindungspartner vorliegt.
Daher darf nach beendeter Interaktion und Regeneration kein Verlust und kein
Zuwachs der Basislinie zu verzeichnen sein.

10. Die Messungen sollten bei einer Flussrate durchgefuhrt werden, bei der keine
Massentransporteffekte (siehe 2.2.3.8.) auftreten. Die von Biacore daher
empfohlene Flussrate ist 30 pl/min.

11. Die Interaktionsmessungen an einem Biacore 3000 Gerat sollten mit dem
Injektionsmodus Kinject erfolgen. Dies stellt sicher, dass keine Vermischung
zwischen Laufpuffer und Probe stattfindet. Vor der Injektion wird zweimal eine kleine
Menge Probe von der Injektionsnadel aufgesogen. Diese Probensegmente sind
durch Luftsegmente voneinander getrennt und dienen zum Spulen der Nadel und der
Verschlauchung mit Probe (Abb. 2-7).

Abbildung 2-7: Probenaufnahme durch

die Injektionsnadel im Injektionsmodus

| Laufpuffer

Kinject. Erklarung siehe Text.
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Beim Injektionsmodus Inject, der fur Injektion von Regenerationsldsungen verwendet
wird, geht nur ein spulendes Probensegment der eigentlichen Probe voraus.
Zusatzlich wird beim Kinject-Modus die Probenschleife erst nach Beenden der
Dissoziationsphase gewaschen, um Stérungen im Sensorgramm zu vermeiden. Das
Biacore T100 stellt im manuellen Modus die Befehle "Injizieren von Probe" und
“Injizieren von Regenerationslosung" zur Auswahl. Diese Befehle entsprechen den

oben genannten Injektionsmodi.

2.2.3.2. Informationen in einem Sensorgramm

Mit Hilfe des Biacore Biosensors ist es moglich die Interaktion zwischen einem auf
der Oberflache gebundenen Liganden und einem |6slichen Analyten zu messen. Im
einfachsten Fall reagieren Analyt und Ligand im Verhaltnis 1:1 miteinander und es
entsteht dabei der Analyt-Liganden-Komplex.

ka
Analyt + Ligand <« Analyt-Ligand

kd

A + B AB

Die Bindung des Analyten an den Liganden hat eine Massenzunahme auf der
Chipoberflache zur Folge, die als Resonanzsignal messbar wird (siehe auch 2.2.3.).
Im Sensorgramm wird das Resonanzsignal gegen die Zeit aufgetragen.

Die Differenz zwischen Basislinie und absolutem Resonanzsignal entsricht der
Menge des Analyt-Liganden-Komplexes (AB).

In der Assoziationsphase wird der Analyt mit konstanter Konzentration Uber die
Oberflache geleitet. Die Anderung der Konzentration von AB ist in dieser Phase
abhangig von Bildung aber auch vom Zerfall des Komplexes. Assoziation und
Dissoziation finden gleichzeitig statt.

Die Konzentration von AB steigt so lange bis sich das Gleichgewicht der Reaktion
eingestellt hat. Im Gleichgewicht andert sich die Konzentration von AB nicht mehr,
die Geschwindigkeit von Komplexbildung und Zerfall sind gleich. Die RU im

Sensorgramm steigen nicht weiter an.
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In der Dissoziationsphase wird wieder Laufpuffer Uber die Oberflache des Chips
geleitet, somit steht kein Analyt fur die Bindung zur Verfugung. Die Analyt-Liganden-
Komplexe dissoziieren und der frei gewordene Analyt wird vom Pufferstrom
weggespllt. In der Dissoziationsphase spielt daher im Idealfall nur der Zerfall des
Komplexes eine Rolle (siehe auch Rebinding 2.2.3.1.).

Fur die Zerfallsreaktion

kd

AB — A+B

lasst sich die momentane Reaktionsgeschwindigkeit d.h. die Zerfallsgeschwindigkeit

mit folgender Gleichung beschreiben:
- A[AB] / At = kd [AB]

Das bedeutet, dass die Anderung der Konzentration von AB in einer bestimmten Zeit
abhangig ist von der Ausgangskonzentraton von AB und der
Geschwindigkeitskonstante kd. Die Dissoziationsratenkonstante kd gibt also die
Zerfallsrate von AB pro Zeiteinheit an [s™].

Betrachtet man im Gegensatz dazu nur die Komplexbildung kann man folgende

Gleichung fir die momentane Geschwindigkeit formulieren:

ka

A+B — > AB

A[AB]/ At = ka [A] [B]

Die Formation des Komplexes ist also abhangig von der Konzentration des Analyten,
der Konzentration des Liganden und der Geschwindigkeitskonstante ka. Dabei gibt
die Assozitionsratenkonstante ka die Bildungsrate von AB pro Zeiteinheit an [M's™].

Hat sich das Reaktionsgleichgewicht eingestellt, verandert sich die Konzentration

von AB nicht mehr. Die Geschwindigkeit von Komplexbildung und -zerfall sind gleich.

ka [A] [B] = kd [AB]
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Durch umstellen der Gleichung erhalt man die Dissoziations- bzw. Assoziations-

Gleichgewichtskonstante:
Ko =kd /ka =[A] [B]/[AB] bzw. Ka=ka/kd = [AB]/[A][B]

Die Dissoziationsgleichgewichtskonstante Kp gibt das Verhaltnis zwischen freien und
gebundenen Molekllen im Reaktionsgleichgewicht an. Kp beschreibt also wieviel
Komplex sich bei bestimmten Ausgangskonzentrationen von A + B formiert und gibt

damit die Starke der Bindung an.

Fiar die verschiedenen Phasen einer Biacore Interaktion gelten also verschiedene

Gleichungen fur die momentane Geschwindigkeit der Reaktion:

Assoziationsphase: Assoziation und Dissoziation nehmen Einfluss auf die

Konzentrationsanderung von AB

A[AB]/ At = ka [A][B] - kd [AB]

)

Bildung Zerfall

Im Gleichgewicht: Assoziation und Dissoziation sind gleich. Die

Konzentration von AB verandert sich nicht.
A[AB] /At = 0
Dissoziationsphase: Nur die Dissoziation beeinflusst die Konzentration von AB.
A[AB] / At = - kd [AB]
Die Gleichungen fir die momentane Geschwindigkeit lassen sich in Biacore-
spezifische Gleichungen umformen. Dazu werden [A], [B] und [AB] in den

Gleichungen ersetzt. [A] entspricht der Analytkonzentration, die bei der Messung

eingesetzt wurde. Da wahrend der Assoziationsphase der Analyt in kontinuierlichem
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Fluss Uber die Oberflache geleitet wird, bleibt die Analytkonzentration wahrend der
Messung konstant: [A] = konstant = Canaiyt

AB stellt den Komplex zwischen Ligand und Analyt dar. Die Differenz zwischen der
Basislinie und dem gemessenen Resonanzsignal entspricht der Konzentration von
AB: [AB] = relative RU

[B] ist die Anzahl noch freier Bindungsstellen. Die Konzentration an generell
verfugbarem, aktivem Ligand bleibt wahrend der Messung konstant. Sie entspricht
dem Rmax-Wert. Durch den aktuellen Wert fur [AB] ist ausserdem bekannt, wieviel
Ligand bereits durch Analyt gebunden ist. [B] kann daher durch Rmax - RU
angegeben werden.

Durch den Einsatz von [A] = Canayt; [B] = Rmax - RU und [AB] = RU ergeben sich

folgende Biacore-spezifische Terme:

Assoziationsphase: A[AB]/ At
ARU / At

ka [A] [B] - kd [AB]
ka canayt (Rmax-RU) - kd RU

Im Gleichgewicht: A[AB] / At 0
ka canayt (Rmax-RU) = kd RU

Dissoziationsphase: A[AB]/ At =-kd [AB]
ARU/At =-kdRU

Die Gleichungen fur die momentane Reaktionsgeschwindigkeit beschreiben die
Steigung der Sensorgrammkurve an einem bestimmten Punkt des Sensorgramms,
d.h. die Anderung der Konzentration von AB (iber der Zeit wird durch die Steigung
des gemessenen Sensorgramms beschrieben.

Moéchte man die Anderung der Konzentration von AB in Abhangigkeit von der Zeit
darstellen, benutzt man die Geschwindigkeitsgleichungen. Diese Gleichungen
beschreiben den Verlauf des Sensorgramms und sind Grundlage der kinetischen
Auswertung von Biacore-Daten (siehe 2.2.3.3.). Sie lassen sich mathematisch (durch
Integration) von den Gleichungen fir die momentane Reaktionsgeschwindigkeit

herleiten.
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Die Geschwindigkeitsgleichungen lauten:
Assoziationsphase: RU(t)= (ka[A]+kd)/ kd x Rmax(1-g <aAl+kdt

Im Gleichgewicht: Req = ka x c Rmax/ ka x ¢ + kd
(Req = RU im Gleichgewicht)

Dissoziationsphase: RU(t)=R.e™*™

(Ro = RU zum Beginn der Dissioziationsphase)

Mit den Geschwindigkeitsgleichungen ist es moglich die Konzentration von AB zu
jedem Zeitpunkt zu berechnen, wenn die Ausgangskonzentration des Analyten und
des Liganden sowie die Geschwindigkeitskonstanten bekannt sind. Bei der
kinetischen  Auswertung von gemessenen Interaktionskurven st die
Konzentrationsanderung von [AB] in Abhangigkeit von der Zeit durch den
Kurvenverlauf bekannt. Die eingesetzte Konzentration des Analyten ist ebenfalls
bekannt. Die Werte ka, kd und Rmax dagegen sind zu bestimmen (siehe auch
2.2.3.2. Kinetik).

2.2.3.3. Auswertung der Biacore-Daten

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Moglichkeiten der Auswertung von
Biosensordaten eingesetzt. Je nach experimenteller Fragestellung und Qualitat der
Daten konnte ermittelt werden, ob Molekule Uberhaupt miteinander interagieren
(ja/nein-Antwort; Spezifitat), wie stark die Interaktion ist (Affinitat) bzw. wie die

Bindungskinetik der Komplexbildung lautet.

Spezifitat: Ein Vergleich der Bindungsstarke verschiedener Analyten ist mdglich,
indem die erreichten RU zu einem bestimmten Zeitpunkt der Assoziation z.B. nach
60 sec bei gleicher Analyt-Konzentration gegenubergestellt werden. Dabei muss
darauf geachtet werden, dass diese RU-Werte vom Molekulargewicht des Analyten
abhangig sind. Analyten mit hdherem Molekulargewicht rufen einen starkeren RU
Anstieg hervor. Daher mussen die RU-Werte flir das Molekulargewicht normiert

werden. Beim direkten Vergleich zwischen verschiedenen Oberflachen muss
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zusatzlich die Anzahl an moglichen Bindungsstellen auf der Oberflache identisch
sein. Das bedeutet, dass Rmax gleich sein muss bzw. dass die Werte auch fur Rmax

normiert werden mussen.

Die Affinitat (latein: affinitas: Schwagerschaft) ist definiert als das Mass der
Bindungsstarke zwischen Bindungspartnern und setzt sich aus der Summe der
anziehenden und abstossenden nicht-kovalenten Bindungskrafte zusammen.

Mit Hilfe des Evaluierungsprogramm von Biacore (BlAevaluation 4.1) war es moglich
Affinitatsdaten, das heisst die Gleichgewichtskonstanten einer Interaktion, zu
bestimmen. Dazu muissen mindestens 5 verschiedene Analyt-Konzentrationen
vermessen werden, die alle das Reaktionsgleichgewicht erreichen sollten. Die
Analytkonzentrationen sollten so gewahlt werden, dass ein Bereich von 20-80 % der
maximalen Sattigung abgedeckt wird.

Um die Gleichgewichtskonstante zu bestimmen, werden mit Hilfe des
Evaluationsprogramms die Reqg-Werte (erreichte RU im Gleichgewicht) bei
verschiedenen Konzentrationen gegen die jeweilige Konzentration aufgetragen (Abb.
2-8). Die entstehende Kurve nahert sich dem Rmax der Interaktion. Die

Konzentration, die 50 % Rmax zuzuordnen ist, entspricht dem Kp-Wert.

Sattigungskurve

100+

SPR Signal (RU)
g

L) L] Ll 1
0 2.5%107  5.0%x107  7.5%107 1.0%x10*
Konzentration (M)

Abbildung 2-8: Graphische Bestimmung des Kp-Wertes. Werden die im Gleichgewicht
gemessenen Resonanzeinheiten (Req) gegen die eingesetzte Analytkonzentration aufgetragen
entsteht eine Sattigungskurve. Bei hoher Analytkonzentration nahert sich die Zahl der Analyt-
Liganden-Komplexe an die Gesamtzahl aller Bindungsstellen (Rmax) an. Der Kp-Wert ist diejenige

Konzentration, bei der eine halbmaximale Sattigung der vorhandenen Bindungsstellen eintritt.
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Dies lasst sich anhand der momentanen Geschwindigkeit der Reaktion

nachvollziehen:

ARU / At = ka ¢ (Rmax-RU)-kd RU | im Gleichgewicht =0

— 0 =ka c (Rmax-RU)-kd RU | wenn ¢ = Kp

— 0 =kaKd (Rmax-RU)-kd RU | umstellen nach RU

R =1/2 Rmax

Kinetik: Die chemische Reaktionskinetik ist die Lehre vom zeitlichen Ablauf
thermodynamisch moglicher Reaktionen. Durch Biacore-Messungen kann die
Bindungskinetik, das heisst die = Geschwindigkeitskonstanten einer Interaktion
bestimmt werden. Dazu muss eine Mindestmenge an Interaktionsdaten vorliegen.
Daher wurden fur kinetisch auszuwertende Interaktionen mindestens 5 verschiedene
Analyt-Konzentrationen gemessen. Davon mussten mindestens 1-2 so hoch sein,
dass sie innerhalb der Injektionszeit zur Erreichung des Reaktionsgleichgewichtes
fuhren. Der Konzentrationsbereich wurde moglichst breit gewahlt (~0,1-10 facher Kp-
Wert). Zusatzlich wurde eine Analytkonzentration zweimal injiziert, um die
Reproduzierbarkeit der Interaktion zu Uberprifen.

Mit Hilfe des Evaluierungsprogrammes von Biacore konnten die kinetischen Daten
anhand des Langmuir-Models (1:1 Bindung) bestimmt werden. Durch die
gemessenen Interaktionskurven war die Konzentrationsdanderung des Analyt-
Liganden-Komplexes in  Abhangigkeit von der Zeit bei verschiedenen
Analytkonzentrationen bekannt (siehe auch 2.2.3.2.). Zu Beginn der Auswertung
wurden nun initiale Werte fur die unbekannten Werte ka, kd und Rmax angenommen
und daraus eine Evaluationskurve generiert. Durch einen mathematischen
Algorithmus (Marquardt-Levenberg Algorithmus) wurde die Summe der Abstande
zwischen den gemessenen Orginal-Kurven und den berechneten Kurven minimiert,
dadurch erfolgte eine Annaherung an optimale Werte fur ka, kd und Rmax.

Die Berechnung des Kp-Wertes erfolgte Uber die Gleichung Kp = kd/ka.
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2.2.3.4. Messungen mit CM5 Chipoberflachen

Losungen:
EDC 0,4 M EDC
in HPLC-Wasser
NHS 0,1 M NHS
in HPLC-Wasser
Boratpuffer 100 mM Natriumborat; pH 8,5
PDEA 1,7 mg PDEA
in 100 pl Boratpuffer
Peptidlosung bendtigte Peptidkonzentration
in 10 mM NaAcetat
pH je nach Kopplung
Cystein/NaCl 6 mg/ml L-Cystein

5 M NaCl
100 mM NaFormiat (HCOONa)

Die Dextranmatrix eines CM5 Sensorchips ist carboxymethyliert. Mittels geeigneter
Kopplungschemie konnen Liganden kovalent an die Carboxylgruppen gekoppelt
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Peptide mit Hilfe der Liganden-Thiolkopplung
kovalent mit der CM5 Oberflache verknupft.

Durch zwei aufeinanderfolgende Aktivierungsschritte entstehen reaktive Disulfid-
Bricken auf der Chipoberflache, die mit N-terminal am Peptid befindlichen
Thiolgruppen interagieren konnen. Durch den ersten Aktivierungsschritt mit NHS (N-
Hydroxysuccinimid) und EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethyl-amino-propyl)-carbodiimid-
hydrochlorid) werden die Carboxylgruppen auf der Oberflache mit einer
Maleimidgruppe verestert. In einem zweiten Aktivierungsschritt reagiert diese mit
PDEA (2-(2-Pyridinyldithio)ethanamin-hydrochlorid) unter Bildung der reaktiven

Disulfid-Bricken. Durch die Vielzahl an vorhandenen Carboxylgruppen ist die
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Dextranmatrix auch nach der Aktivierung negativ geladen, solange der pH-Wert der
Ldsung Uber dem pK-Wert der Carboxylgruppen liegt. Dies macht man sich fur eine
effektive Prakonzentrierung des Liganden zu nutze. Es wird ein pH-Wert gewahlt, bei
dem die Carboxylgruppen negativ und die Peptide positiv vorliegen. Der pH muss
also Uber dem pK-Wert der Carboxylgruppen und unterhalb des isoelektrischen
Punkts der Peptide liegen. Die elektrostatischen Wechselwirkungen fuhren dann zu
einer raumlichen Annaherung des Peptids an die Oberflache und dadurch zu einer
verbesserten Kopplungseffizienz. Der optimale pH-Wert muss fir jedes Peptid neu
ermittelt werden.

Die Injektionsdauer der einzelnen Kopplungsschritte und die Konzentration der
Ligandenldsung ist abhangig von der gewunschten Ligandendichte.

Die Deaktivierung von Uberschussigen, freien Bindungsstellen erfolgt mit Cystein in
einer Losung mit hoher lonenstake, um zusatzlich nicht-gebundenes Material zu
entfernen (siehe Abb. 2-9).

Nachfolgend das bisherige Standardprotokoll unserer Arbeitsgruppe fur die

Liganden-Thiolkopplung, mit dem eine hohe Ligandendichte (circa 1000 RU) erzeugt

wurde: Kopplungsschritt Injektionszeit in min | Flussrate in pl/min
EDC/NHS 111 6 10
PDEA 6 10
Peptid (50 pg/ml 7 5
in NaAcetat, pH 3,5)
Cystein 3 20

Um die Ligandendichte auf Werte um 100 RU zu verringern, wurden einige

Kopplungsschritte optimiert:

Kopplungsschritt Injektionszeit in min | Flussrate in pl/min
EDC/NHS 1:1 2 10

PDEA 2 10
Peptid (1 pg/ml 1 5

in NaAcetat, pH 4,5)

Cystein 3 20

Alle Kopplungen erfolgten in HBS-EP-Puffer.
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In der vorliegenden Arbeit wurden entsprechend praparierte Chip-Oberflachen fur die
Messung der Interaktion zwischen Peptiden und rekombinanten His-c-p-
Untereinheiten verwendet. Die Messungen erfolgten in einem fur die Interaktion
optimierten Puffer (siehe 2.1.9.) bei einer Flussrate von 30 ul/min. Der Analyt wurde
1 min lang injiziert und nach einer Dissoziationszeit von 2 min erfolgte die
Regeneration mit einer Injektion von 50 mM NaOH bei einer Flussrate von 20 pl/min

fir 30 sec.

Carboxylgruppen
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Abbildung 2-9: Kopplungschemie der Liganden-Thiolkopplung an einen CM5 Chip. Die
Carboxylgruppen auf der Oberflache eines CM5 Chips werden durch Injektion von NHS/EDC und
PDEA aktiviert. Dann erfolgt die Kopplung eines Liganden mit Sulfthydrylgruppe Uber eine
Disulfidbriicke an die Oberflache. Weitere Erlauterungen siehe Text.

2.2.3.5. Messungen mit L1 Chipoberflachen

Ldsung:
Laufpuffer: 10 mM Tris; pH 8,7
250 mM NaCl

Der L1-Chip dient zur Immobilisierung von Liposomen an eine SPR-Oberflache. Die
Dextranmatrix des Chips enthalt aliphatische Kohlenwasserstoffketten ("lipophile
Anker"), an die sich die Liposomen anlagern kénnen.

Zunéachst erfolgte die Aquilibrierung des Chips in Laufpuffer. Dann wurde ein
Sensorgramm gestartet und die Flusszellen durch zwei Injektionen von 10 uyl 20 mM

CHAPS gewaschen (Flussrate 10 ul/min). Die zuvor praparierten Liposomen
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(2.2.2.12.) wurden mit Laufpuffer auf eine Endkonzentration von 0,3 mg/ml verdinnt

und mit einer Flussrate von 5 pl/min fur 5 min

injiziert. Die Kopplung der Liposomen

resultierte in einem Anstieg des Messsignals um circa 10.000 RU. Um lose

angeheftete Liposomen zu entfernen, wurde die Oberflache zweimal flr 30 sec mit

50 mM NaOH (Flussrate 10pl/min) gewaschen.

lipophile
Carboxylgruppen  Seitenketten

Chee ¥
t Il

Abbildung 2-10: Immobilisierung von Liposomen
auf einem L1 Sensorchip. Die Chipoberflache des
L1 Chips ist mit Kohlenwasserstoffketten
derivatisiert. Diese dienen als hydrophobe Anker,

um Liposomen an der Oberflache zu immobilisieren.

Die Messung der Interaktionen
erfolgte bei einer Flussrate von 30
Mi/min fGr 1 min in einem fir die
Interaktion optimierten Puffer (siehe
2.1.9.). Nach einer Dissoziationszeit
von 2 min wurde die Oberflache fur
30 sec mit 50 mM NaOH (Flussrate
10 pl/min) gewaschen, dann war eine
erneute Interaktionsmessung
moglich. Nach  Beenden  der
Messreihe wurde die L1 Oberflache
durch zweifache Injektion von 20 mM
CHAPS fir je 1 min (Flussrate
10ul/min) vollstandig von Liposomen

gereinigt werden.

2.2.3.6. Messungen mit NTA Chipoberflachen

Losungen:
Laufpuffer: 10 mM HEPES pH 7,4
300 mM NaCl
50 uM EDTA
0,05 % Surfactant
Ni#*Lésung: 500 uM NiSOy

in Laufpuffer

Ligandenldsung: 50-200 nM p2 in Laufpuffer
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Analytlésung: Peptid in der gewunschten Konzentration

in Laufpuffer
Regenerationslosung 1: 10 mM HEPES pH 8,3
300 mM NaCl
350 mM EDTA
0,05 % Surfactant
Regenerationslosung 2: 50 mM NaOH
Zur Kopplung von His-modifizierten Proteinen steht eine NTA-Sensorchip-Oberflache
zur Verfugung (Abb. 2-10). In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion zwischen
der His-modifizierten c-p2 Kette (Ligand) und Peptiden (Analyt) auf dieser Oberflache

untersucht. Die Messungen erfolgten an einem Biacore T100.

Nach der Aquilibrierung des Sensorchip in

Carboxylgruppen NTA

Abbildung 2-11: Oberflache
eines mit NTA derivatisierten

Sensorchips. Zur Kopplung von

Laufpuffer wurde die Oberflache dreimal mit 50
mM NaOH gewaschen (0,25 min; 30 ul/min).

Anschliessend  folgte ein  Zyklus  mit
verschiedenen Injektionen, der fur jede
Analytkonzentration erneut durchgefihrt wurde.
Zunachst musste die Chipoberflache durch eine

Injektion von Ni**Lésung fiir 1 min bei 10 pl/min

His-modifizierten Proteinen
werden Nickel beladene NTA-

Chips verwendet. Weitere

mit Ni**lonen beladen werden. Dann wurde der
Ligand c-y2 fir 1 min bei 10 pl/min an die
Erklarungen siehe Text Oberflache gekoppelt und die Analytlésung

injiziert (1 min; 30 pl/min). Die Dissoziationszeit
des Analyten betrug 10 min bei einer Flussrate von 30 pl/min. Danach wurde die
Chipoberflache mit Hilfe von 350 mM EDTA (Regenerationslésung 1) fir 3 min bei
30 ul/min gewaschen. Zusatzlich erfolgte ein zweiter Regenerationsschritt durch
Injektion von NaOH (Regenerationslosung 2; 0,25 min; 30 pl/min). Zur Stabilisierung
der Basislinie lief das Sensorgramm anschliessend fur 20 min bei 30 pl/min. Danach
konnte ein neuer Kopplungszyklus mit der nachsten 2zu testenden

Analytkonzentration gestartet werden.
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2.2.3.7. Lagerung benutzter Sensoroberflachen

Nach abgeschlossener Messung konnte der verwendete Chip aus dem Gerat
entnommen und in HPLC-Wasser bei 4°C gelagert werden. Vor der
Wiederverwendung wurde die Oberflache des Chips unter einem Stickstoffstrom
getrocknet. Teilweise war nach einer solchen Lagerung die Aktivitat und Qualitat des

Chips jedoch eingeschrankt.

2.2.3.8. Test von Massentransport-Effekten

Ein zu beachtendes, da unerwunschtes Problem bei kinetischen Biacoremessungen
sind mdgliche Massentransport-Effekte. Die Flussgeschwindigkeit in einer Flusszelle
nimmt zum Rand hin ab. Der Transport des Analyten zur Chipoberflache ist in der
Randzone von der Diffusion der Molekule abhangig. Liegt eine schnelle Assoziation
des Analyten an den Liganden vor, kann der Massentransport zur Oberflache zum
limitierenden Faktor flr die Bindung werden. Die Assoziation wird nicht mehr von der
eigentlich schnelleren Bindungskinetik, sondern nur noch von der Diffusion des
Analyten im Randbereich der Flusszelle beeinflusst. Um festzustellen, ob
Massetransport-Limitationen vorliegen, wurde die zu testende Interaktion bei drei
unterschiedlichen Flussraten (10, 20 und 75 ul/min) gemessen. Wenn dabei die
initiale Bindungsrate (RU/sec beim Beginn der Interaktion) nicht mehr als 5-10 %
ansteigt, konnen die Effekte des Massetransports vernachlassigt werden. Eine
geringe Oberflachendichte (< 100 RU) und hohe Flussrate (30 ul/min) beugen
Massetransport-Limitationen vor, da dadurch ein besserer Transport an der

Oberflache gewahrleistet wird.

2.2.3.9. TwoState Interaktionstest

Bei der kinetischen Analyse von Interaktionsdaten wurde in der vorliegenden Arbeit
eine 1:1 Interaktion angenommen. Bei Abweichungen vom Model war es moglich zu
testen, ob wahrend der Interaktion eine Konformationsveranderung stattfindet.
Verlangsamt sich die Dissoziation bei langerer Assoziationszeit kann davon

ausgegangen werden, dass eine stabilisierende Konformationsveranderung vorliegt.
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Der Test wurde nach den Angaben des in der Biacore T100 Control Software

enthaltenen Programmes (TwoState-Interaktionstest) durchgefuhrt.

2.2.3.10. Elektronenmikroskopische Darstellung von Liposomen auf einer L1
Sensor-Oberflache

Ldsungen:
Fixierungslésung: 0,1 M Cacodylat
1 % Glutaraldehyd
1 % Osmiumtetroxid
Laufpuffer: 10 mM Tris; pH 8,7
250 mM NaCl
Cacodylat-Puffer: 0,1 M Cacodylat

Nach Immobilisierung der Liposomen auf dem L1-Chip (2.2.3.5.) wurde das
Sensorgramm beendet und der Chip aus dem Gerat entnommen. Die Goldoberflache
des Chips wurde unverzuglich mit 100 ul Laufpuffer Gberschichtet. Dann erfolgte die
Inkubation mit der Fixierungsldosung flr zweimal 30 min bei Raumtemperatur unter
dem Abzug. Die Oberflache wurde dreimal mit Cacodylat-Puffer und dreimal mit A.
bidest gewaschen und anschliessend in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwassert. Die Einbettung erfolgte in Epon. Das Eponbléckchen wurde vom
Glastrager abgetrennt und die Oberflache des Blockchens mit Fluorsaure von Glas
und Goldresten gereinigt.

Die Betrachtung des Chips am Transmissionselektronenmikroskop (Philips CM120)
wurde freundlicherweise von Herrn Dr. rer. nat. Dirk Wenzel am Max-Planck-Institut

fur biophysikalische Chemie, Gottingen durchgefihrt.
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2.2.3.11. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Liposomen auf einer L1
Sensor-Oberflache
Ldsungen:
PBS: 140 mM NaCl
2,7 mM KCI
8,1 mM NayHPO,4
1,5 mM KH,PO4
pH 7,5

Fluorochromlésung: 0,3 M Saccharose
50 mM Sulforhodamine B
in PBS

Um auf einem L1 Sensorchip gekoppelte Liposomen fluoreszenzmikroskopisch
untersuchen zu koénnen, wurden fluorochromgefullte Liposomen verwendet. Die
Praparation dieser Liposomen erfolgte im wesentlichen, wie unter 2.2.2.12.
beschrieben. Zur Hydratisierung des Lipidfiims dienten jedoch 150 pl Fluorochrom-
Losung. Dadurch wurde das sich in der Losung befindliche Sulforhodamin B im
Inneren der Liposomen eingeschlossen. Die fertigen Liposomen wurden nach der
Zentrifugation in sterilem PBS pH 7,4 aufgenommen. Zur Entfernung des freien
Fluorochroms wurden die Liposomen Uber zwei aufeinanderfolgende, mit PBS
aquilibrierte PD 10 Saulen gegeben werden. Die Fraktionierung erfolgte in 1 ml
Schritten. Die erste farbige Fraktion wurde funfzehnmal extrudiert und anschliessend
nochmals mittels zwei PD 10 Saulen von freigesetztem Fluorochrom getrennt.

Nach der Kopplung der Fluorochrom-Liposomen auf dem L1-Chip (2.2.3.5.) wurde
das Sensorgramm gestoppt und der Sensorchip aus dem Gerat entnommen. Die
Oberflache des Chips musste sofort mit 100 ul PBS Uberschichtet werden. Die
Betrachtung der Liposomen auf dem Chip am Laser Scanning Microscope (TCS-2
AOBS, Leica) wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Stefan Honing
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Interaktion der heterotetrameren Adaptorprotein-Komplexe 1-4
mit Tyrosin-haltigen Sortierungssignalen

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Affinitdt zwischen verschiedenen
Tyrosin-haltigen Signalen vom Typ YXX® und den vier APs in vitro gemessen
werden. Dazu wurden die C-terminalen Fragmente der vier y-Untereinheiten (c-p)
kloniert, expremiert und gereinigt. Die Interaktionsmessung zwischen den gereinigten
c-u-Untereinheiten und synthetischen, Sortierungssignal-haltigen Peptiden erfolgte

mit Hilfe von Biacore Biosensoren.

3.1.1. Klonierung, bakterielle Expression und Reinigung von c-u1-4

Alle vier APs interagieren Uber ihre jeweilige p-Untereinheit mit Tyrosin-haltigen
Sortierungssignalen vom YXX®-Typ. Da sich die Bindungstasche fiir die YXX® im C-
terminalen Teil der p-Untereinheit befindet und die kompletten y-Untereinheiten nicht
als l6sliche Proteine expremierbar sind (persoénliche Mitteilung von Herrn Dr. David
Owen), wurden nur verkiurzte p-Untereinheiten kloniert und expremiert. Diese
umfassten die gesamte C-terminale Domane, nicht aber den N-terminalen Anteil und
den verbindenden, unstrukturierten Bereich zwischen N-terminaler und C-terminaler

Domane.

Abbildung 3-1: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel der
S 5 D (D
P I gereinigten c-u1-4 Untereinheiten. Die Reinigung der p-

& & & A

Q,\\'l‘ &\L\ Qrb\'} Qb‘(\ Ketten erfolgte Giber den N-terminalen Hexa-His-tag mit Hilfe

einer Ni-NTA-Saule und anschliessender Gelffiltration. Auf das

:fgg EB dargestellte SDS-Gel wurden je Spur 10ug Protein

- 100 kD aufgetragen. Die Proteine haben die erwartete Grdsse von

- o0 etwa 33 kDa fir p1 (158-423) und p4 (178-453), 35 kDa fir p2

- (158-435) sowie 31 kDa fiir p3 (178-418). In allen vier Spuren

- - 37kD sind zwei zusatzliche Banden bei etwa 75 kDa zu erkennen, die

:_!w | sein vermutlich eine Verunreinigung durch bakterielle Chaperone
darstellen.

Die Klonierung des C-terminalen Teils der p-Untereinheiten (c-u1 (AS 158-423), c-u3
(AS 166-418) und c-p4 (AS 178-453)) erfolgte in den pET28b-Vektor mit N-
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terminalem Hexa-His-tag (Vektorkarte siehe 2.1.7.4. und 2.1.7.5.). Der
entsprechende Teil von p2 (AS 158-435) in pET28a mit N-terminalem Hexa-His-tag
wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Volker Haucke zur Verfugung gestellt.
Die vier y-Ketten wurden, wie in 2.2.2. beschrieben, in E. coli expremiert und Uber
den His-tag gereinigt. Die Proteinausbeute der Reinigung lag fir c-u1 bei ~ 3 mg, fur
c-y2 bei ~ 6 mg, fur c-u3 bei ~ 3,5 mg und fur c-y4 bei ~ 1 mg pro 500 mi
Bakterienkultur. Die Reinheit der Proben wurde mittels SDS-PAGE und
anschliessender Coomassie-Farbung Uberpruft (Abb. 3-1). In allen vier
Proteinldsungen wurden bakterielle Verunreinigungen bei etwa 75 kDa detektiert. Im
Falle von c-u4 betrug der Anteil der Verunreinigung trotz Optimierung der Reinigung
fast 50 % (Quantifizierung der SDS-Gel-Banden mit AIDA Image Analyzer, Raytest).
Bei c-p1, c-y2 und c-p3 lag der Anteil hingegen nur bei 5 - 20 %.

Die korrekte Faltung der gereinigten Proteine wurde mit Hilfe der CD-Spektroskopie
durch unseren Kooperationspartner Herrn Dr. David Owen untersucht. Dabei konnte
festgestellt werden, dass die fur die p-Untereinheiten erwartete Sekundarstruktur mit

ausschliesslich B-Faltblattern tatsachlich vorlag.

3.1.2. Verwendete Tyrosin-haltige Sortierungssignale

Fir die Bindungsstudien zwischen verschiedenen Tyrosin-haltigen Signalen und den

gereinigten c-u1-4 Untereinheiten mit Hilfe

TGN38 -CKVTRRPKASDYQRL
TGN38m -CKVTRRPKASDAQRL

eines Biacore Biosensors, wurden

synthetische Peptide verwendet, deren

LAMP-1 -CRKRSHAGYQTI . i
LAMP-2A -CKKHHNTGYEQF Sequenz der cytoplasmatischen Domane
LAMP-2B -CRRKSYAGYQTL von Transmembranproteinen bzw. einem
CD63 -CK*KSIRSGYEVM Teil dieser Domane entsprach (Abb. 3-2).

Abbildung  3-2:  Sequenzen  der Alle Peptide wurden C-terminal mit einem
verwendeten Peptide mit Tyrosin- Cystein synthetisiert, um sie Uber die

haltigem Signal. Die YXX®-Signale sind  Thig|gruppe an einen CM5-Senorchip sowie
fett hervorgehoben. *Das CD63-Peptid

wurde falschlicherweise mit einem

an Lipide koppeln zu kénnen (2.2.3.4. und
2.2.211)).

Verwendet wurden der komplette

zusatzlichen K synthetisiert.

cytoplasmatische Anteil der lysosomalen Membranproteine LAMP-1 (Human),
LAMP-2A (Huhn), LAMP-2B (Human) und der c-terminale, cytoplasmatische Teil von
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CD63 (Human) (Nomenklatur nach Eskelinen et al., 2005). Das darin enthaltene
YXX®-Signal ist fur die gesamte intrazellulare Sortierung der Proteine verantwortlich
(siehe Abschnitt 1.5.).

Desweiteren wurde ein Teil der cytoplasmatischen Domane von TGN38 (Ratte)
verwendet. TGN38 ist hauptsachlich im TGN lokalisiert, wird aber standig zur
Plasmamembran und von dort Uber frihe Endosomen zurick ins TGN transportiert
(zusammengefasst in Banting und Ponnambalam, 1997). TGN38 spielt vermutlich
bei der Sekretion von Proteinen eine Rolle (Banting und Ponnambalam, 1997; Hilary,
et al., 2001; Lee und Banting, 2002; McNamara et al., 2004). Die gesamte
cytosolische Doméane enthalt 34 AS. Das YXX®-Signal befindet sich nahzu am Ende
der Domane, weiter C-terminal folgen nur noch die Reste NLKL (Luzio et al., 1990;
Sequenz siehe Abb. 4-2). Durch in vitro Analysen wurde die Interaktion des YXX®-
Signals mit p1, p2, u3 und p4 bereits nachgewiesen (Ohno et al., 1995; Ohno et al.,
1996; Stephens et al., 1997; Stephens und Banting, 1998). Das YXX®-Signal ist fur
die Internalisierung von der Plasmamembran und den effizienten Rucktransport zum
TGN verantwortlich (Bos et al., 1993; Wong und Hong, 1993; Humphrey et al., 1993).
Als negative Kontrolle fur alle Interaktionsmessungen diente das TGN38-Peptid mit
mutiertem Tyrosin-Rest (TGN38m; Y zu A). Durch den Austausch des Tyrosins zu
einem Alanin ist in vitro die Bindung an Adaptoren nicht mehr moglich (Ohno et al.,
1996).

3.1.3. In vitro Interaktionsmessung mit c-u1-4 als Analyt (Biacore 3000)

Die unter 3.1.2. beschriebenen Tyrosinsignal-haltigen Peptide wurden Uber das N-
terminale Cystein an einen CM5-Chip gekoppelt. Die Kopplung erfolgte nach dem
Standardprotokoll unserer Arbeitsgruppe fur die Liganden-Thiolkopplung (2.2.3.4.).
Die Ligandendichte betrug circa 1000 RU. Die Interaktion mit den gereinigten c-u1-4
Untereinheiten wurde an einem Biacore Biosensor 3000 in HBS-EP-Puffer gemessen
(2.2.3.4.). Flusszelle 1 diente als Referenzoberflache, hier wurde immer TGN38m
gekoppelt.

Die gemessenen Bindungskurven entsprachen nicht den erwarteten Kurven fir eine
1:1 Interaktion. Eine kinetische Auswertung der Kurven mit dem Biacore
Evaluationsprogramm war deshalb nicht moglich. Daher wurde zunachst nur die

Signalhdhe der Interaktion bei einer Analytkonzentration von 250 nM (u4 500nM)
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nach 60 sec Assoziationszeit verglichen. Die gemessene Signalh6he wurde flr die
Menge an gekoppeltem Liganden und fur das Molekulargewicht des Analyten
normiert (2.2.3.3.). Dann erfolgte ein Abzug der Signalwerte fur TGN38m von allen
anderen Werten.

Der normierte RU-Wert flr die gemessenen Interaktionen ist in Abb. 3-3 dargestellt.

250 Abbildung 3-3: Relative
Bindungsstarke der c-u1-4 Ketten
200 W TGN33 an Tyrosin-haltige Signale. Die
ELAMP-1 Interaktionen zwischen c-u1-4 (250
T 150- WLAMP-2A nM; ausser p4 500 nM) und den
% ELAMP-2B gekoppelten Peptiden wurden in
-g 100 WCD63 HBS-EP-Puffer gemessen.
c Dargestellt wird die far
50+ Ligandendichte und
Molekulargewicht des  Analyten
0- normierte Signalhdhe nach 60 sec

c-u1 c-u2 c-u3 c-u4 (500
nM) Assoziation nach  Abzug der

normierten Signalhdhe fir TGN38m.

Auffallig war, dass c-u1 nicht an CD63 und nur sehr schwach an LAMP-2A band und
dass c-u3 mit allen Peptiden in etwa gleich stark interagierte. Im Fall von c-uy4 war
bei einer Konzentration von 250 nM keine Bindung an die Signale messbar. Daher
wurden 500 nM c-p4 zur Messung eingesetzt. C-p4 interagierte sehr schwach mit
TGN38, LAMP-1, CD63 und LAMP-2A. Zur Diskussion dieser Ergebnisse im

Rahmen bereits publizierter Daten siehe 4.2.2.

Um eine Bestimmung der kinetischen Parameter der Interaktionen zu ermoglichen,
erfolgte eine Optimierung der Messbedingungen anhand der Interaktion zwischen c-
M2 und TGN38. Zur Verbesserung der Qualitdt der Messdaten wurden die
Pufferbedingungen optimiert (3.1.3.1.) und die Ligandendichte herabgesetzt
(3.1.3.2.).

3.1.3.1. Optimierung der Pufferbedingungen

Je nach Art der Bindung zwischen zwei Molekulen konnen die Pufferbedingungen bei

der Messung der Interaktion eine entscheidende Rolle spielen. Eine hohe
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Salzkonzentration im Puffer kann z.B. ionische Wechselwirkungen unterdriicken bzw.
hydrophobe Wechselwirkungen verstarken. Daher ist es wichtig die optimalen
Pufferbedingungen flur eine Interaktion zu testen und bei einem Vergleich zwischen
verschiedenen Interaktionen die Pufferbedingungen zu beachten.

Fir die Interaktion zwischen c-u2 und TGN38 wurden folgende Puffer getestet:

HBS-N-Puffer 10 mM HEPES; pH 7,5
150 mM NaCl
HBS-EP-Puffer 10 mM HEPES; pH 7,5
150 mM NaCl

3 mM EDTA

0,005 % Surfactant
AP1-Puffer 10 mM HEPES; pH 7,4
300 mM NaCl
Core-Puffer 10 mM Tris; pH 8,7
250 mM NacCl
u-Puffer 10 mM HEPES; pH 7,4
500 mM NacCl

10 mM 2-Mercaptoethanol

Bei der Verwendung von HBS-N-Puffer (150 mM NaCl) trat eine starke Interaktion
mit der Kontrolloberflache (TGN38m) auf. Diese wurde durch den Zusatz von
0,005 % Surfactant (Tween 20; HBS-EP-Puffer) minimiert, war aber trotzdem noch
deutlich messbar (Abb. 3-4 A). Hingegen war die Erhdhung der Salzkonzentration
auf 300 mM im AP1-Puffer ausreichend, um die Bindung an die Kontrolloberflache zu
minimieren (Abb. 3-4 B). Eine weitere Erhéhung der Salzkonzentration auf 500 mM
(u-Puffer) hatte zur Folge, dass die Interaktion zwischen dem TGN38-Peptid und c-
M2 bei der verwendeten Analytkonzentration sehr rasch ins Gleichgewicht kam. Die
Bindung von c-p2 an die Kontrolloberflache war ebenfalls minimal (Abb. 3-4 C). Das
fur den Puffertest verwendete Interaktionspaar c-uy2 und TGN38 weist von allen in
3.1.3. getestet Interaktionen die hochste Affinitat auf. Der letztlich verwendete Puffer
sollte fur alle Interaktionspaare moglichst optimal sein, also auch fur niedrig-affine
Interaktionen. Die Verwendung des Puffers mit 500 mM NaCl kénnte dazu fuhren,

dass eine schwache Bindung an die Tyrosin-haltigen Peptide nicht mehr messbar ist.
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Abbildung 3-4: Optimierung der Pufferbedingungen fiir die Interaktion zwischen 500 nM p2
(158-435) und dem immobilisiertem TGN38-Peptid. A) HBS-EP Puffer B) AP1-Puffer C) y-Puffer D)

Core-Puffer.

Die Verwendung von Tris als Puffersubstanz (Core-Puffer) hatte Auswirkungen auf
Assoziation und Dissoziation, die beide verlangsamt waren. Die unspezifischen
Interaktionen mit der Kontrolloberflache waren jedoch ebenfalls gering (Abb. 3-4 D).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fur die weiteren Interaktionsmessungen zwischen
p-Ketten und Sortierungssignal-haltigen Peptiden AP1-Puffer verwendet, da nur
geringe Wechselwirkungen mit der TGN38m-Oberflache messbar waren. Zusatzlich
wies die Bindung zwischen TGN38 und c-u2 in AP1-Puffer eine gute Dissoziation

auf, was wiederum flr geringe unspezifische Bindungen spricht.
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3.1.3.2. Optimierung der Ligandendichte

Durch eine zu hohe Ligandendichte treten vermehrt rebinding-Effekte und
Limitationen des Massentransports auf (siehe auch 2.2.3.1.). Dadurch entsprechen
die gemessenen Interaktionsdaten nicht mehr der realen Reaktionskinetik. Die
maximale, theoretische Bindungskapazitat Rmax dient als Mass der Ligandendichte
und sollte bei < 100 RU liegen (2.2.3.1.). Der Rmax-Wert gibt an, wieviele
Resonanzeinheiten (RU) durch Bindung des Analyten an die vorliegende Zahl von
Liganden theoretisch maximal erreicht werden konnen und lasst sich nach folgender

Formel berechnen:

Molekulargewicht des Analyten
Molekulargewicht des Liganden

Rmax = x gekoppelter Ligand (in RU) x n

Im Fall der Interaktion zwischen c-p2 und TGN38-Peptid ist die Zahl der
Bindungsstellen des Liganden (n) = 1; das Molekulargewicht des Analyten c-u2 =
35 kDa und das Molekulargewicht des Liganden TGN38 = 1820 Da. Damit waren bei
einem angestrebten Rmax von 100 RU theoretisch 5 RU gekoppelter Ligand optimal
fur die Messung.

Um die Ligandendichte zu minimieren wurde das Kopplungsprotokoll der
Peptidkopplung optimiert (2.2.3.4.). Die Aktivierung der Sensoroberflache wurde
verkurzt, die Ligandenkonzentration herabgesetzt und der pH-Wert der
Ligandenlésung erhoht. Dadurch konnte die Ligandendichte von urspringlich
1000 RU auf 200 RU verringert werden; der Rmax-Wert betrug dem entsprechend
nun statt etwa 19000 RU in etwa 4000 RU. Eine weitere Reduzierung der
Ligandendichte war nicht modglich, da dann die Reproduzierbarkeit nicht mehr
gegeben war. Die Ligandendichte schwankte trotz identischer
Kopplungsbedingungen stark. Im Extremfall konnte nach erfolgter Kopplung gar
keine Interaktion gemessen werden.

Die, bei der verringerten Ligandendichte von etwa 200 RU, gemessenen
Interaktionskurven konnten nun mit Hilfe des Evaluationsprogramms von Biacore
ausgewertet werden. Allerdings zeigten sich nach wie vor Abweichungen von einer
1:1 Kinetik (Abb. 3-5 A). Je hdher die eingesetzte Analytkonzentration war, desto

starker wurde die Abweichung vom 1:1 Bindungsmodel.
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Um festzustellen, ob die Interaktion trotz verringerter Ligandendichte durch
Massentransporteffekte beeinflusst wird und deshalb eine Abweichung vom 1:1
Model auftritt, wurde ein Massentransport-Test durchgeflihrt. Dazu wurden die
initialen Bindungsraten der Interaktion bei drei verschiedenen Flussraten 10, 20 und
75 pl/min gemessen (2.2.3.8.). Wenn sich diese nicht mehr als 5-10 % voneinander
unterscheiden, konnen die Effekte des Massetransports vernachlassigt werden. Die
initialen Bindungsraten betrugen zwischen 1,4 und 2,8 RU/sec und wichen somit
mehr als 10 % voneinander ab. Die Ligandendichte hatte daher weiter reduziert
werden mussen. Dies war jedoch aufgrund des oben beschriebenen Verlustes der
Reproduzierbarkeit nicht moglich.

Da dieser Versuchsansatz nicht weiter optimierbar war, wurde der Versuchsaufbau
umgedreht. C-p2 sollte an die Sensoroberflache immobilisiert werden und die

Sortierungssignal-haltigen Peptide als Analyt injiziert werden (3.1.4.).
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3.1.4. In vitro Interaktionsmessung mit c-y2 als Ligand (Biacore T100)

In Abwandlung des zuvor verwendeten Versuchsaufbaus wurden c-uy2 als Ligand

und die Tyrosinsignal-haltigen-Peptide als Analyt eingesetzt.

A)| 25 TGN38 M Abbildung 3-6: Interaktion
zwischen c-p2 als Ligand
20 - 5 nM und Sortierungsignal-
15 | 10 nM haltigen Peptiden. c-u2
25nM wurde als Ligand auf eine
210 - —_25nM Ni-NTA-Oberflache
5 50 nM gekoppelt. A) TGN38-
& ; —_ 100 nM Konzentrationsreihe. Die
0 s '\ 500 nM nach dem 1:1 Model
gefitteten Kurven sind in rot
-5 T T T T T T T T 1000 nM
dargestellt. B) LAMP-2B
0 20 40 60 80 100 120 140 160 Fit
Zeitins Konzentrationsreihe.
B)| 25 - LAMP-2B 0nM
1nM
—10nM
25 nM
——25nM
——50 nM
——100 nM
——500 nM
'5 T T T T T T 1000 nM

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zeitins

Die Immobilisierung von c-u2 erfolgte Uber den His-tag des Proteins an einen Ni-
NTA-Chip (2.2.3.6.). Die Interaktion wurde in 10 mM HEPES pH 7,4; 300 mM NaCl;
50 uM EDTA; 0,05 % Surfactant am Biacore T100 gemessen. Die Messung erfolgte
an diesem Gerat, da zum einen die Empfindlichkeit fir kleine Molekule, also auch
kurze Peptide, gegenuber des Biacore 3000 verbessert ist. Zum anderen ist der
Prozess der Daten Aufbereitung und Evaluierung mit dem T100 deutlich verbessert.
Als Referenzoberflache diente eine Liganden-freie Oberflache. Die Ligandendichte
betrug in etwa 400 RU. Die Bindung des His-modifizierten c-u2s an die Ni-NTA-

Oberflache war bei dieser Ligandendichte stabil. Der theoretischen Rmax-Wert lag
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fur die Bindung von Peptiden bei 20 RU. Die gemessenen Signalkurven der
Interaktion des TGN38-Peptids mit c-u2 sind in Abb. 3-6 A dargestellt. Obwohl nun
optimale Rmax-Werte vorlagen, kaum unspezifische Wechselwirkungen mit der
Oberflache zu verzeichnen waren und eine doppelte Referenzierung durchgefuhrt
wurde (2.2.3.1.), wichen die gemessenen Kurven immernoch vom 1:1
Bindungsmodel ab (Abb. 3-6 A). Vor allem bei hoheren Konzentration wird dies
deutlich. Auch die Interaktionskurven fur c-y2 mit anderen YXX®-Signalen z.B.
LAMP-2B (Abb. 3-6 B) zeigten keine 1:1 Kinetik. Die beste kinetische Auswertung
konnte durch das sogenannte Two-State-Bindungsmodel erreicht werden. Dieses
Model simuliert eine Konformationsanderung bei Ausbildung des Analyt-Liganden-
Komplexes, die eine Erhohung der Affinitat zur Folge hat. Woher die Abweichungen
vom 1:1 Model stammen und ob eine Konformationsanderung fur die Bindung
zwischen p-Untereinheiten und YXX®-Signalen eine Rolle spielt, sollte daher naher

untersucht werden (3.1.5.).

3.1.5. Abweichung der Bindung vom 1:1 Bindungsmodel

Da trotz verschiedener Optimierungen am Versuchsaufbau (3.1.3. und 3.1.4.) die
Interaktion zwischen c-py2 und TGN38 nicht, wie erwartet, dem Model der 1:1
Bindung folgt, sollte untersucht werden, ob diese Abweichung durch die Interaktion
an sich bedingt ist oder ob unspezifische Wechselwirkungen bzw. methodische

Probleme zugrunde liegen.

3.1.5.1. Ausschluss einer Konformationsanderung

Wie bereits oben beschrieben (3.1.4.), konnten die Interaktionsdaten zwischen c-p2
als Ligand und TGN38 als Analyt mit dem sogenannten two-state-Bindungsmodel am
besten ausgewertet werden. Dieses Model geht davon aus, dass nach erfolgter
Bindung die Konformation des Analyt-Liganden-Komplex verandert und dadurch die
Dissoziation des Analyten erschwert wird. Bei der kinetischen Auswertung mit Hilfe
dieses Evaluations-Models wird dieser zusatzliche Schritt in die Berechnung mit
einbezogen: A +B < AB «— AB*

Der Komplex AB wird zu AB*, welcher nicht direkt wieder zu A+B dissoziieren kann,

dadurch spielen zwei ka- und zwei kd-Werte bei der Auswertung eine Rolle. Durch
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diese zusatzliche Komplexitat besteht die Gefahr, dass das Model sich auch bei
Interaktionen ohne Konformationsanderung anwenden lasst (Karlsson und Falt,
1997). Da also allein durch einen guten Fit nicht auf eine Konformationsanderung
geschlossen werden kann, wurde ein Two-State-Interaktionstest durchgefuhrt
(2.2.3.9.). Wenn tatsachlich eine Konformationsanderung der Bindung vorliegt, dann
musste nach einer verlangerten Assoziationsphase eine verlangsamte
Dissoziationsrate des Analyten messbar sein, da bereits mehr Analyt-Liganden-

Komplexe in der "festeren" Konformation vorliegen.

Abbildung 3-7: Two-State-Interaktionstest.

5 Two-State -Interaktionstest ) ) )
4 1 Die Interaktion von 250 nM TGN38-Peptid
3 _
2 mit dem Uber den His-fag gekoppeltem c-pu2
1 wurde mit drei verschiedenen
0 - . .
> 1 30 sec Assoziationszeiten getestet. Anschliessend
2 wurde die Dissoziationsrate bestimmt.
——180 sec
——600 sec

Zeitins

Durch den Two-State-Interaktionstest konnte gezeigt werden, dass keine
Konformationsanderung des Analyt-Liganden-Komplexes stattfindet. Nach einer
verlangerten Assoziationszeit von 30 sec auf 180 sec sowie auf 600 sec konnte
keine veranderte Dissoziation festgestellt werden (Abb. 3-7). Die kinetische
Auswertung der Dissoziationphasen ergab fir alle drei Interaktionsmessungen einen
kd-Wert um 8x10™ s™.

3.1.5.2. Ausschluss der Dimerisierung von c-p2 bei Peptidbindung

Die Dimerisierung oder Oligomerisierung von Molekllen beeinflusst die Kinetik von
Bindungen und kann daher ebenfalls zu Abweichungen vom erwarteten
Bindungsmodel fuhren (Narayan und Lemmon, 2006). Bei der Strukturaufklarung von
c-y2 in Anwesenheit von YXX®-Signalen ist eine Dimerisierung von p2 beschrieben
worden (Owen und Evans, 1998). Unter den Kristallisationsbedingungen formen sich

aus zwei c-p2/Peptid-Komplexen Dimere, deren Kontakt zu 17 % durch die beiden
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beteiligten Signalpeptide gebildet wird (Owen und Evans, 1998). Die Dimerisierung
wird daher wahrscheinlich durch Peptidbindung gefordert.

Ob unter unseren Versuchsbedingungen eine Dimerisierung von c-p2 stattfindet
und/oder ob die Peptidbindung an c-y2 eine Dimerisierung fordert, sollte daher
mittels analytischer Gelfiltration naher beleuchtet werden.

Die Untersuchung der Bindung zwischen c-uy2 und TGN38 mittels analytischer
Gelfiltration (2.2.2.8.) wurde unter den gleichen Pufferbedingungen, wie die Biacore-
Messungen durchgefuhrt. Zunachst wurde die verwendete Superdex 75
Gelfiltrationssaule durch die Auftrennung von funf Standardproteinen mit bekanntem
Molekulargewicht kalibriert (Abb. 3-8). Anschliessend wurden c-u2 allein, TGN38-
Peptid allein sowie c-p2 in Gegenwart von TGN38-Peptid analysiert. Die Losungen
wurden jeweils vor der Analyse fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei c-p2
45 upM in AP1-Puffer) wurde ein proteinhaltiger Peak zwischen den
Kalibrierungspeaks von 25 kDa und 45 kDa gemessen. Dieser Peak entsprach also
der erwarteten Grosse von monomerem c-y2 von 35 kDa (Abb. 3-8). Die
Chromatographie der TGN38-Peptidlésung (4,5 mM in AP1-Puffer) ergab einen
Doppelpeak bei sehr geringem Molekulargewicht (Abb. 3-8). Das TGN38-Peptid hat
ein Molekulargewicht von 1,8 kDa und eluiert von der Gelfiltrationssaule daher erst
kurz vor dem Ende des Gelfiltrationslaufs. Die massenspektrometrische Analyse
(Matrix-unterstutzter Laserdesorptions-/lonisations-Massenspektrometrie, Service-
labor des Zentrum flr Molekulare Medizin Koéln) ergab fur beide Peaks ein nahezu
identisches Massenspektrum, daher ist die Ursache fur die Auftrennung in zwei
Peaks unklar. Auch die Auftrennung des c-pu2-TGN38-Gemisches (45 uyM p2 + 4,5
mM TGN38 in AP1-Puffer) ergab zwei TGN38-Peaks. Zusatzlich konnte ein
Doppelpeak im Elutionsbereich von c-uy2 detektiert werden (Abb. 3-8). Dabei stellt
der Peak mit etwas hoherem Molekulargewicht vermutlich c-uy2 mit gebundenem
Peptid und der Peak mit geringerem Molekulargewicht c-y2 ohne gebundenes Peptid
dar. In der Gréssenordnung von einem c-p2-Dimer (70 kDa) konnte weder bei der
Analyse von c-u2 noch beim c-u2-TGN38-Gemisch ein Peak nachgewiesen werden.
Unter den getesteten Versuchs- und Pufferbedingungen findet also keine

Dimerisierung von c-p2 statt.
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Abbildung 3-8: Analytische Gelfiltration. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei
Raumtemperatur wurden die Proben c-u2, TGN38-Peptid sowie das c-u2-TGN38-Gemisch durch
analytische Gelfiltration unter Verwendung einer Superdex 75 S&ule und eines SMART™ FPLC-
Chromatographiesystems nach Molekulargewicht aufgetrennt. Ein Proteinpeak in der Gréssenordnung

eines c-u2-Dimers war nicht nachweisbar.

Da alle eingesetzten Signalpeptide Uber ein N-terminales Cystein verfugen, ist
ausserdem eine Dimerisierung der Peptide durch Disulfidbrickenbildung denkbar.
Werden die Peptide als Analyt eingesetzt konnten entweder Peptidmonomere oder
Peptiddimere an die p-Untereinheit binden und so eine unterschiedliche
Signalzunahme verursachen. Die massen-spektrometrische Analyse von frisch in
AP1-Puffer gelostem TGN38-Peptid konnte allerdings keine Dimerisierung
nachweisen. Die massen-spektrometrische Analyse der TGN38-Fraktionen nach
analytischer Gelfiltration mit und ohne c-p2 ergab ebenfalls keinen Massenpeak bei
doppelter TGN38-Masse.

3.1.5.3. Heterogenitat der Bindung

Die gemessenen Bindungskurven weichen vom 1:1 Bindungsmodel ab. Vor allem bei
héheren Konzentrationen wurden Kurven gemessen, die einen "Buckel" aufwiesen
(siehe Abb. 3-6). Dies konnte auf eine Heterogenitat der Bindung hindeuten. Mehrere
Bindungsereignisse scheinen gleichzeitig abzulaufen. Wenn zwei verschiedene
Bindungsvorgange mit unterschiedlicher Affinitat stattfinden, ist bei geringeren

Analytkonzentrationen zunachst eher die hoch-affine Interaktion messbar. Wird die
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eingesetzte Konzentration erhoht, spielt der schwach-affine Bindungsvorgang eine
grossere Rolle. Eine solche Heterogenitat der Bindung kdnnte durch die spezifische

Interaktion der Bindungspartner bedingt oder unspezifisch sein.

In letzter Zeit wurden Anhaltspunkte fir eine physiologische Bedeutung von
basischen Resten bei Internalisierungsprozessen publiziert. Diese basischen
Sortierungssignale werden fur die Internalisierung von verschiedenen multimeren
Membranrezeptoren verantwortlich gemacht (Lee et al., 2002; Kastning et al., 2007,
Diviani et al., 2003; Fache et al., 2004). AP2 soll Uber die py2-Untereinheit mit den
basischen Motiven interagieren und die Sortierung der Proteine vermitteln. In der
C2B-Domane von Synaptotagmin ist ebenfalls ein solches aus 8 basischen Resten
bestehendes, p2-bindendes Signal identifiziert worden (Chapman et al., 1998). Der
Austausch von nur zwei dieser positiv geladenen Reste in der C2B-Domane von
Synaptotagmin inhibiert in vitro die Bindung an u2 (Haucke et al., 2000).

Da alle in der vorliegenden Arbeit

TGN38 CKVTRRPKASDYQRL eingesetzten Peptide Uber 2-4 positiv
TGN38m CKVTRRPKASDAQRL . :
geladene Reste proximal des Tyrosin-
LAMP1 CRKRSHAGYQTI _ _ _ ]
CDB3 CK*KSIRSGYEVM haltigen  Sortierungssignals  verfligen
LAMP-2A CKKHHNTGYEQF (Abb. 3-9), sollte festgestellt werden, ob
LAMP-2B CRRKSYAGYQTL die positiven Ladungen Einfluss auf das
TGN38 kurz DYQRLN Bindungsgeschehen zwischen den p-
Synaptotagmin1 CGKRLKKKKTTIKK )
ynapiotag Ketten und den Peptiden nehmen.

Abbildung 3-9: Basischer Anteil der Dazu wurden Interaktionsmessungen mit
verwendeten Peptide. Basische AS sind einem kurzen TGN38-Peptid (DYQRLN)

blau, saure AS rot, die Tyrosin-haltigen ) ) .
ohne basischen Anteil durchgefuhrt.

Sortierungssignale fett dargestellt.
Dieses Peptid wurde bereits fur die

Aufklarung der Kristallstruktur von p2 verwendet (Owen und Evans, 1998). Zusatzlich
wurde auch die Interaktion eines aus der C2B-Domane von Synaptotagmin
stammenden, p2-bindenden, basischen Peptides mit c-u2 getestet (Abb. 3-9). Als
Kontrolle wurden die Interaktionen zwischen c-p2 und TGN38 bzw. TGN38m
gemessen. Die Interaktionsmessung erfolgte wie in Abschnitt 3.1.4. Die eingesetzte
Peptid-Konzentration lag allerdings etwas hoher, zwischen 5 und 10000 nM, um

auch schwach-affine Bindungsanteile zu erfassen.
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Widererwartend konnte bei der Verwendung des kurzen TGN38-Peptids keine
Bindung an c-y2 gemessen werden (Abb. 3-10 A). Dies begrundete sich zum einen
auf eine zu niedrige Ligandendichte und zum anderen auf eine schwachere
Interaktion zwischen dem kurzen TGN38-Peptid und C-M2. Die
Versuchsbedingungen, also die Pufferbedingungen, die eingesetzte Konzentration
und die Ligandendichte, waren fir die Interaktion zwischen c-y2 und dem langeren
TGN38-Peptid optimiert worden. Das kurze TGN38-Peptid hat ein Molekulargewicht
von nur etwa 800 Da, daraus ergibt sich bei der verwendeten Ligandendichte ein
sehr niedriger Rmax-Wert von nur 9 RU fir die gemessene Interaktion. Die Erhéhung
der Ligandendichte war jedoch nicht problemlos moglich. Wurde mehr c-uy2 als
Ligand an die Ni-NTA-Oberflache gekoppelt, war die Immobilisierung nicht mehr
stabil. Ein starker Abfall der Basislinie war die Folge. Die unter diesen Bedingungen
detektierte Interaktion zwischen dem kurzen TGN38-Peptid und c-py2 war schwach
und nicht kinetisch auswertbar. Die schwache Bindungsstarke des kurzen Peptids im
Vergleich zum langeren TGN38-Peptid konnte durch die fehlenden basischen Reste
im Peptid verursacht worden sein.

Bei der Interaktion zwischen c-y2 und dem langen TGN38-Peptid wurde die
Abweichung vom 1:1 Model bei hohen Peptidkonzentrationen am deutlichsten (Abb.
3-10 C). Trotz des mutierten Tyrosins war auch eine Interaktion zwischen c-py2 und
dem TGN38m-Peptid messbar, allerdings wiederum nur bei Analytkonzentrationen
21000 nM (Abb. 3-10 D). Diese Interaktion ist demnach schwacher-affin als die
Interaktion mit dem TGN38-Peptid und unabhangig vom Tyrosin-Rest. Dies spricht
fur die Theorie, dass eine heterogene Interaktion vorliegt.

Desweiteren war auch unter unseren Versuchsbedingungen eine Bindung von c-p2
an das basische Signal aus Synaptotagmin nachweisbar, dabei war ebenfalls eine
héhere Peptid-Konzentration (Uber 500 nM) erforderlich (Abb. 3-10 B).

Diese Ergebnisse sprechen fur einen Einfluss des basischen Teils der verwendeten
Peptide auf das Bindungssgeschehen. Vermutlich sind die basischen Reste Ursache
der festgestellten Heterogenitat der Bindungskurven. Ob die Interaktion zwischen
den p-Ketten und den basischen Resten spezifischer oder unspezifischer Natur ist,

bleibt allerdings zu diskutieren (4.1.1.).
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Abbildung 3-10: Anteil der basischen Reste an der Bindung zwischen c-p2 und TGN38. A)
kurzes TGN38-Peptid B) Synaptotagmin1 C) TGN38-Peptid D) TGN38m-Peptid.

Um die Kinetik der Bindung zwischen verschiedenen y-Ketten und Tyrosin-haltigen

Signalen bestmoglich bestimmen zu konnen, musste eine weitere Optimierung der

Interaktion erfolgen (siehe 4.2.1.5.). Im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit waren die

entsprechenden Experimente nicht mehr durchzufihren.
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3.2. Membran- und Signalbindung von AP2

Ein zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit war die Rekonstitution der Bindung von AP2
an die Plasmamembran unter in vitro Bedingungen. Die Rekrutierung von AP2 an die
Membran, das in Collins et al., 2002 veroffentlichte Model der AP2-Bindung an
Tyrosin-haltige Sortierungssignale (siehe 1.6.) und die Bindung von AP2 an Leucin-
haltige Signale sollte unter moglichst genau definierten Bedingungen analysiert
werden. Dazu wurde ein Biacore-basierter in vitro Assay etabliert, der es ermdglichte
die Membranbindung von AP2 in vitro zu simulieren und zu testen, ob verschiedene

Lipid- bzw. Proteinkomponenten mit AP2 interagieren.

3.2.1. Biacore-basierter in vitro Assay

Um die Bindung von AP2 an Lipide und an Sortierungssignale in Membranumgebung
messen zu kénnen, wurde ein Biacore-basierter in vitro Assay etabliert. Daflr
wurden Liposomen mit einer definierten Lipidzusammensetzung und integriertem
Sortierungssignal prapariert und auf einem Biacore Biosensorchip immobilisiert. Die
Interaktionsmessung zwischen der Liposomenoberflaiche und rekombinanten
Adaptorkomplexen erfolgte an einem Biacore 3000. Ein MaRstab-gerechtes Model

des Assays ist in Abb. 3-13 dargestellt.

3.2.1.1. Praparation und Immobilisierung der Liposomen

Zunachst war es erforderlich, Liposomen definierter Zusammensetzung zu
praparieren (Abb. 3-11). Einfache Liposomen bestanden aus den Phospholipiden
Phosphatidylethanolamin (PE; 20 %) und Phosphatidylcholin (PC; 80 %). Diese
Lipide haben keine Nettoladung und erzeugen kaum unspezifische Bindungen.
Daher wurden einfache Liposomen wahrend den Messungen als Referenzoberflache
verwendet, um einen moglichen Puffersprung und unspezifische Reaktionen mit der
Chipoberflache von der eigentlichen Bindung an die Lipid- bzw. Peptidkomponenten
unterscheiden zu kdnnen. (siehe auch 2.2.3.1.).

Fir die Praparation von komplexeren Liposomen wurden die einfachen PC / PE-
Liposomen als Grundlage verwendet, je 10% PC wurden durch
Phosphatidylinositole (Ptdins4P, PtdIins3P, Ptdins4,5P, oder PtdIns3,5P,) und/oder
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Sortierungssignal-haltige Lipide ersetzt (Abb. 3-11). Die VerknUpfung der
Sortierungssignale mit den Lipiden erfolgte durch kovalente Kopplung von
Sortierungssignal-haltigen, synthetischen Peptiden an ein MPB-Lipid (Abb. 3-11;
Abschnitt 2.2.2.11.). Da die Adaptorbindung an Tyrosin-haltige sowie Leucin-haltige
Signale gemessen werden sollte, wurden als "Prototypen" dieser Signale die
entsprechenden Sequenzabschnitte von TGN38 und CD4(P) verwendet. Fur beide
war eine Interaktion mit AP2 bereits publiziert (Ohno et al., 1995; Ohno et al., 1996;
Stephens et al., 1997; Stephens und Banting, 1998; Pitcher et al., 1999).

PC (60-80 %) / PE (20 %) 0.3 M Saccharose @
_ %f'-'::fi_

+ Phosphatidylinositole (10 %) oa;i;o
PtdIns3P o— —0
Ptdins4P &— »200
PtdIns4,5P, S )
PtdIns3,5P, Doppelmembran  ©)

+ Sortierungssignal (10 %)
TGN38: -CKVTRRPKASDYQRL
CD4(P): -CHRRRAERMS(P)QIKRLLSEK

Abbildung 3-11: Liposomenzusammensetzung.
Die praparierten, unilamellaren Liposomen hatten
einen Durchmesser von 120-140 nm. In ihrem
Inneren war eine 0,3M Saccharose-Ldsung
eingeschlossen. Einfache Liposomen bestanden
aus 20% PE und 80 % PC. Um komplexere
Liposomen zu praparieren wurden je 10 % PC
durch Phosphatidylinositole und/oder

Sortierunassianal-haltiae Lipide ersetzt.

Die verwendeten Liposomen hatten durch das extrudieren mit einer Membran von
100 nm Porengrosse einen durchschnittichen Durchmesser von 120-140 nm und
waren unilamellar. Die Integritdt und Grdésse der Liposomen wurde mittels
Elektronenmikroskopie Uberprift (Abb. 3-12 A; 2.2.2.13.). Zusatzlich konnte durch
die Inkorporation von wasserldslichem Fluorochrom (Sulforhodamin B) in Liposomen
(2.2.3.11.) auch mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops nachgewiesen werden, dass
die Prapapration erfolgreich und die Liposomen intakt waren (Abb. 3-12 B).
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Abbildung 3-12: Uberpriifung der

Liposomenintegritat und -grosse.

A) Transmissions-Elektronen-
mikroskopische Abbildung von
unilamellaren Liposomen B)

Fluoreszenzmikroskopische  Aufnahme

von Fluorochrom-geflillten, unilamellaren

Liposomen.

Zur Interaktionsmessung mit dem Biacore 3000 mussten die fertigen Liposomen wie
in Abschnitt 2.2.3.5. beschrieben auf einem L1 Sensorchip immobilisiert werden
(Abb. 3-13).

Abbildung 3-13: Immobilisierung

A = 2 von intakten Liposomen auf einer
) .\." AP2 e L1 Sensorchip Oberfliche. A)

MaRstab-gerechtes Model des

— Biacore-basierten in vitro Assays.
3 % Die Dextranmatrix des L1 Chips ist
mit Kohlenwasserstoffketten

derivatisiert, mit deren  Hilfe
Liposomen auf die Oberflache
immobilisiert werden koénnen. Die
verschiedenen rekombinanten
Adaptorkomplexe wurden zur
Bindungsmessung in einem

kontinuierlichen Fluss Uber die

200 nm Oberflache geleitet.

Jioum

B) Transmissions-elektronenmikros-
kopische Aufnahme des Querschnitts einer Chip-Oberflache mit gekoppelten Liposomen. Nach der
Kopplung von Liposomen auf einem L1 Chip wurde dieser aus dem Gerat entnommen, sofort fixiert
und in Epon eingebettet (2.2.3.10.). Die Dextranmatrix des Sensorchips konnte wahrend der
Praparation nicht erhalten werden, daher sind nur die Teile der Liposomen erkennbar, die sich
ausserhalb der Matrix befanden. Liposomenteile die sich oberhalb der roten Linie in A) befinden sind
in der elektronenmikroskopischen Abbildung sichtbar. C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von
Liposomen auf einem L1 Chip. Flourochrom-gefiillte Liposomen wurden auf der L1 Oberflache
immobilisiert, der Chip aus dem Gerat enthommen und die Oberflache sofort mit PBS Uberschichtet.
Einzelne Liposomen und nur wenige grossere fluoreszierende Strukturen sind im mikroskopischen
Bild zu erkennen. Die Fluorochromlésung befindet sich noch immer im Inneren der intakten

Liposomen.
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Nach der Immobilisierung der Liposomen auf der L1-Oberflache wurde eine
elektronenmikroskopische sowie eine fluoreszenzmikroskopische Analyse der
Oberflache durchgefuhrt (2.2.3.10. und 2.2.3.11.). Beide Verfahren zeigten
zweifelsfrei die Integritat distinkter Liposomen auf der L1-Oberflache (Abb. 3-13 B
und C). Das von der Firma Biacore beschriebene Verschmelzen zu einer

Doppelmembran findet demnach unter unseren Versuchsbedingungen nicht statt.

3.2.1.2. Nachweis der Bindungsfahigkeit der in Liposomen integrierten
Phosphatidylinositole

Um nachzuweisen, dass die fur den Assay in Liposomen integrierten
Phosphatidylinositole intakt und bindungsfahig vorlagen, wurde ihre Interaktion mit
bekannten Phosphatidylinositol-bindenden Proteinen getestet.

Wie erwartet band die ENTH-Domane des an der Endozytose beteiligten Epsin1 nur
an PtdIns4,5P,-haltige Liposomen, die PH-Domanen der Golgi-lokalisierten Proteine
FAPP1 und OSBP banden praferentiell an Ptdins4P, aber auch an andere
Phosphatidylinositole, wahrend das endosomale Markerprotein Snx1 am starksten
an PtdIns3P band (Abb. 3-14; zusammengefasst in Roth, 2004; Hurley, 2006). Dabei
war die Bindungsstarke an die verschiedenen Phospholipide deutlich abhangig von
der verwendeten Pufferzusammensetzung. Vergleicht man zum Beispiel die
Interaktion von Snx1 in HBS-N-Puffer (10 mM HEPES pH 7,4; 100 mM NacCl) (Abb.
3-14) mit der in Core-Puffer (10 mM Tris pH 8,7; 250 mM NaCl) (Abb. 3-15), so wird
deutlich, dass bei hoherer Salzkonzentration die Bindung von Snx1 an PtdIns4,5P;
unterdruckt wird.

Durch die Messungen konnte die Identitdt und die Bindungsfahigkeit der

verwendeten Phosphatidylinositole bestatigt werden.
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A) AT
T — PCIPE ok — PCIPE
— + Ptdins3P — + Ptdins3P
s — + Ptdins4P a5 — + PtdIns3,5P,
Epsin 1 — PtdlnM,st Epsin 1 —h Ptdlns4,5P2
25 + 25
il S ol | I
I T T T T T
0 50 100 150  Zeitins 0 50 100 150  Zeitins
B-l) B-lI)
o5RUKDa o5 RUKDa
FAPP 1 FAPP 1
45 45
=
7N
25 g \x-k_a_ 25
/2 = 2
Gl f— e 0 e ~
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Abbildung 3-14: Phosphatidylinositol-bindende Proteine. Die Identitat und Bindungsfahigkeit, der

in den Liposomen befindlichen Phosphatidylinositole wurde durch die Messung der Interaktion mit

spezifischen Phosphatidylinositol-bindenden Proteinen tberprift. Alle Messungen erfolgten in 10 mM

Hepes pH 7,4; 100 mM NaCl. Die Bindungskurven wurden fiir das Molekulargewicht des Analyten

normiert, um die Vergleichbarkeit der erreichten RU zu gewahrleisten. A I+1l) Die BAR-Doméane von

Epsin1  band

ausschliesslich

an

PtdIns4,5P,.

Es

erfolgte

keine Bindung an andere

Phosphatidylinositole. B I+ll) Die PH-Domane von FAPP1 band hochaffin an Ptdins4P. Eine

schwachere Bindung an PtdIns3P sowie PtdIins4,5P, war jedoch auch detektierbar. C I+Il) Unter den

verwendeten Pufferbedingungen interagierte die PH-Domane von OSBP am starksten mit PtdIins4P,

aber auch mit allen anderen getesteten Phosphatidylinositolen. D I+Il) Snx1 interagierte praferenziell

mit PtdIns3P. Eine schwachere Interaktion erfolgte mit PtdIns3,5P, und PtdIns4,5P, (vergleiche auch

mit Abb. 3-15).
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S Snx1 in 10 mM Tris, 250 mM NaCl

4 - Abbildung 3-15: Puffer-abhangigkeit

s —PCIPE der Lipidbindung von Snx1. Wird die
S — Ptdins3P Interaktion von Snx1 mit
52 i — PtdIns4P Phosphatidylinositolen in 10 mM Tris

14 —— PtdIns4,5 pH 8,7; 250 mM NaCl getestet, ist nur

0 P2 noch eine Bindung an PtdIns3P

A | | | messbar (siehe auch Abb. 3-14).

0 50 Zeitins 100 150

3.2.1.3. Rekombinante AP2 Komplexe

Wahrend bislang alle Bindungsstudien mit Adaptoren auf mehr oder weniger saubere
Proteinpraparationen aus Geweben (Plazenta, Leber, Hirn) angewiesen waren, sollte
hier erstmals rekombinantes AP2 zum Einsatz kommen.

Rekombinantes AP2 kann durch den Einsatz von Affinitats-Tags mit viel grosserer
Reinheit prapariert werden. Die Praparation ist frei von Verunreinigungen durch
andere an der Endozytose beteiligten Proteine und Enzyme (z.B. Kinasen und
Phosphatasen), die die Bindungseigenschaften von AP2 modulieren koénnten.
Desweiteren ist es moglich von AP2 Mutanten zu erzeugen, wodurch die
Durchfihrung von Struktur-Funktions-Analysen ermdglicht wird.

Die Klonierung, Expression und

& s Reinigung der  rekombinanten
Al & .

& & Komplexe aus E. coli erfolgte durch
i0- unseren Kooperationspartner Herrn
105 - . . _ ]
75- L, 1bbildung 3-16: Dr. David Owen (Abb. 3-16; Honing

@ o Coomassie-gefirbtes SDS-
50- b2 g et al., 2005).
37 - — Gel der gereinigten c-p2- . . . .
Untereinheit (20 pg) und Die beiden grossen Untereinheiten, a
%- des AP2 Core Komplexes Und B2, waren beim rekombinanten
20 92 (60 pg). AP2-Komplex um die c-terminale ear-

und die hinge-Region verkurzt. Dies
war erforderlich, da die unstrukturierten hinge-Regionen sehr Protease-sensitiv sind

und eine Reinigung ohne Verlust der ear- und hinge-Region nicht mdglich ist. Das
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rekombinante AP2 enthielt, neben den Fragmenten von a und 2, die komplette p2-
und o02-Untereinheit und wird im folgenden als Core bezeichnet (2.1.8.3.).

Durch die Co-Expression der Kinasedomane von AAK1 war es moglich den Core-
Komplex stdéchiometrisch am Threoninrest 156 der p2-Untereinheit zu
phosphorylieren. Der phosphorylierte Komplex wird im weiteren als P-Core
bezeichnet.

Daruberhinaus wurden Core und P-Core Mutanten erzeugt und gereinigt. Die
Komplexe waren in der Phosphatidylinositol-Bindungsstelle der a-Untereinheit
(a™'"" Core) und/oder der p2-Untereinheit (u™'"" Core) bzw. in der Bindungsstelle fiir
Tyrosin-haltige Sortierungssignale (u™ Core) mutiert. Weiterhin wurde ein Core
Komplex verwendet, der um den c-terminalen Teil von y2 verkurzt war (-cu2-Core).
Eine Ubersicht Uber die Varianten des rekombinanten AP2 Komplexes sind in den
nachfolgenden Abbildung zu finden (Abb. 3-17 und Abb. 3-18).

aPP Core PP Core

-cM,-Core
I ! I I ' 'ﬂzl C-u,

Abbildung 3-17: Schematische Darstellung der rekombinante AP2 Komplexe. Allen

Core P-Core uY Core

rekombinanten AP2 Komplexen fehlen die Ear- und Hinge-Region der grossen Untereinheiten, sie
werden daher als Core-Komplexe bezeichnet. Der P-Core ist durch die Co-Expression der Kinase
Doméane von AAK1 stdchiometrisch am Thr156 der p-Untereinheit phosphoryliert. Durch den
Austausch von 2 Aminosauren in der p-Untereinheit (Phe174Ala; Asp176Ser) wird die Bindungsstelle
fiir Tyrosin-haltige Sortierungssignale zerstort und es entsteht der u Core. Der a™" Core hat eine
defiziente Phosphatidylinositol-Bindungsstelle in der a-Untereinheit (Lys57Glu;Tyr58Glu), analog ist
beim p** Core die Phosphatidylinositol-Bindungsstelle in der p-Untereinheit mutiert (Lys341Glu;
Lys343Glu; Lys345GIu). Dem -cp2-Core fehlt der C-terminale Teil der y2 Untereinheit (u2 A158-435).
Zusatzlich wurde die isolierte C-terminale Domane (AS 158-435) der p-Untereinheit fur die

Messungen verwendet (c-p2).



3. Ergebnisse 103

(1)

durch p2-Untereinheit

blockierte u
Thri56 YXXQ-Bindungsstelle
Phosphorylierungsstelle
V)

uY Core: oPIP Core:
M YXXQ-Bindungsstelle o PtdIns4,5P,-Bindungs- u PtdIns4,5P,-Bindungs-
mutiert:F174A/D176S stelle mutiert: KS7E/Y58E stelle mutiert:

K341E/K242E/K345E

Abbildung 3-18: Kristallstruktur der rekombinanten AP2 Komplexe. a-Adaptin ist blau, f2-Adaptin
grun, u2-Adaptin lilafarben und 62 goldfarben dargestellt. Die Abbildung wurde freundlicherweise von
Herrn Dr. David Owen zur Verfigung gestellt. B-I) Das mit dem Komplex kristallisierte D-myo-
lonositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphat  (InsPg) ist in rot/gelb dargestellt und dient als
Polyphosphatidylinositol-Analogon. Die Phosphorylierungsstelle von AAK1 am Thr156 ist in der
Kristallstruktur nicht erkennbar, ihre ungefahre Lage ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. B-Il) Die p2-
YXX®-Bindungsstelle wird im Core Komplex durch die B2-Untereinheit blockiert. Das YXX®-Signal ist
an der Stelle, an der es binden soll, in grau dargestellt. B-11I-V) Details der mutierten Bindungsstellen.
Mutierte Reste im p™¥ Core, o™ Core und u™" Core sind goldfarben dargestellt, das YXX® Signal

gruin und InsPg grin/lila.

Mit dem Biacore-basierten in vitro Assay ist es moglich, die Adaptorbindung an
Phospholipide und Sortierungssignale in Membranumgebung zu messen. Durch die
Verwendung von Liposomen mit definierter Zusammensetzung und den Einsatz von
AP2 Mutanten kdnnen Bindungsereignisse voneinander separiert und auf ihren
molekularen Ursprung zurlickgefiihrt werden. Damit ist dieser in vitro Assay ein
wichtiges methodisches Werkzeug, um die Rekrutierung und Signalbindung von AP2

naher zu beleuchten.
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3.2.2. In vitro Analyse der AP2 Membran- und Signalbindung

Die Funktion von AP2 als wichtigster Clathrin-Adaptor bei der Endocytose und die
damit verbundene Lokalisation von AP2 an der Plasmamembran ist unstrittig.
Welche Faktoren fur die Rekrutierung von AP2 verantwortlich sind, ist allerdings
immernoch unklar. Dem in der Plasmamembran angereicherten Ptdins4,5P, wird im
Zusammenspiel mit Sortierungssignalen von Membranproteinen eine Funktion bei
der Rekrutierung zugeschrieben. Als weiterer Rekrutierungsfaktor wird das kleine G-
Protein ARF6 diskutiert.

Wahrend eine AP2-Bindungsstelle fur ARF6 noch nicht identifiziert werden konnte,
wurden durch die Aufklarung der Kristallstruktur von AP2 in Anwesenheit von InsPg
(Polyphosphatidylinositol-Analogon) zwei Phosphatidylinositol-Bindungsstellen, in der
a- sowie in der p2-Untereinheit, nachgewiesen und charakterisiert (Collins et al.,
2002). Allerdings sind die beiden Phosphatidylinositol-Bindungsstellen im
kristallisierten AP2-Komplex in verschiedene Richtungen ausgerichtet, wodurch eine
gleichzeitige Bindung an eine planare Membran nicht mdglich ist (Abb. 3-18).
Darltberhinaus stellten Collins et al., 2002 fest, dass im kristallisierten Komplex die
Bindungstasche fur Tyrosin-haltige Sortierungssignale durch die B-Untereinheit
blockiert ist. Die Interaktion von AP2 mit einem Tyrosin-haltigen Signal sowie
gleichzeitig mit Phosphatidylinositolen Uber beide Bindungsstellen in p2 und a ist
daher laut des von Collins et al., 2002 publizierten Models erst nach einer
Konformationsanderung moglich, die durch die Phosphorylierung von p2 am Thr156
favorisiert wird (siehe auch 1.6.).

Eine weitere diskutierte Frage ist, ob und wo die Bindung von AP2 an Leucin-haltige
Signale von Membranproteinen stattfindet.

Eine Antwort auf die angesprochenen Unklarheiten zur Membran-Rekrutierung und
Sortierungssignal-Bindung von AP2 sollte der von uns etablierte in vitro Assay

liefern.

3.2.2.1. Bindung von AP2 an Tyrosin-haltige Sortierungssignale in
Membranumgebung

Ausgehend von dem Model, dass die Rekrutierung von AP2 an die Membran durch
das Zusammenspiel von Sortierungssignalen und PtdIns4,5P;, vermittelt wird, sollte

die Bindung von AP2 an Tyrosin-haltige Sortierungssignale in Anwesenheit von



3. Ergebnisse 105

Phosphatidylinositolen untersucht werden. Dabei war es Ziel, die Bedeutung der
einzelnen Bindungsstellen (p2-Tyrosinsignal-, p2-Phosphatidylinositol- und a-
Phosphatidylinostol-Bindungsstelle) und den Einfluss der Phosphorylierung von p2

fur die Rekrutierung und Signalbindung von AP2 naher zu beleuchten.

3.2.2.1.1. Bindungseigenschaften der isolierten c-y2-Kette

Die p2-Untereinheit von AP2 ist fur die Funktion des Komplexes von wesentlicher
Bedeutung. Der hier isoliert verwendete c-terminale Anteil ist bis in die atomare
Struktur bekannt (Owen und Evans, 1998) und stellt als einzelnes Protein im
Gegensatz zum Gesamtkomplex ein einfaches experimentelles System dar. Daher
sind nachfolgend zuerst die Bindungseigenschaften der isolierten c-u2-Kette
beschrieben. In c-p2 befindet sich die Bindungstasche fur Tyrosin-haltige
Sortierungssignale und eine Phosphatidylinositol-Bindungsstelle.

Zunachst wurde die Bindung von c-p2 an Phosphatidylinositol-haltige Liposomen
getestet (Abb. 3-19). Die starkste Interaktion konnte dabei mit PtdIns4,5P, gemessen
werden, wahrend die Bindung an das zweite getestete Phosphatidylinositol-
Diphosphat, PtdIns3,5P,, deutlich schwacher war. Die Bindung an
Phosphatidylinositol-Monophosphate war nur wenig starker als die unspezifische
Interaktion mit der PC/PE-Kontrollmembran. Da die Bindung von c-py2 an
Phosphatidylinositole aufgrund von elektrostatischen Wechselwirkungen durch 5
Lysin-Reste vermittelt wird (Collins et al.,, 2002), ist erklarbar, dass c-py2 an
verschiedene, vor allem aber an zweifach negativ geladene Phosphatidylinositole
bindet.

c-p2

500 +

400 -
300 - — Ptdins4P Abbildung 3-19: Bindung von c-p2 an
(74 — Ptdins4.5P2 osphatidylinositole. Die isolierte c-
100 —  PC/PE U2 Kette bindet mit hochster Affinitat an
0 Ptdins4,5P,. Eine schwachere Bindung
-100 ‘ ‘ ‘ an Ptdins3,5P, und Ptdins4P st

0 50 Zeitin s 100 150 ebenfalls messbar.
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Die anschliessenden Messungen betrafen die Bindung von c-u2 an
Sortierungssignal-haltige Liposomen unter der Berucksichtigung der Rolle von
Phosphatidylinositolen.

A) Abbildung 3-20: Die c-y2 Bindung
1900 - C-42 500nM . : . .
an Tyrosin-haltige Signale wird
1400 durch die Anwesenheit von
——PC/PE Phosphatidylinositolen
2 900 - ——Ptdins4,5P2 | gstabilisiert. A) C-u2 interagiert
——PtdIns4,5P2-Y| - o 0sifisch mit PCPE-Y. Die Bindung
400 - ——PCIPE-Y wird durch die Anwesenheit von
Ptdins4,5P, stabilisiert. B) Die
'1 T T . . .
00 Mutation der PI-Bindungsstelle in c-
50 Zeitins 100 . . :
p2  fahrt zu einer  deutlich
B)1900 schlechteren Bindung an
Ptdins4,5P,-Y. C) Alle getesteten
1400 - —_c-p2 lber PtdIns4,5P2-Y Phosphatidylinositole verstarkten die
a 900 - G-12-P! iiber Ptdins4,5P2-Y Bindung von c-p2 an das Tyrosin-
haltige Signal.
400 -
-100 ‘ ‘ ‘
0 50_ .. 100 150
Zeitins
C
)1900 . -2
1400 -
— PtdIns4P-Y
2900 | —— PtdIns3,5P2-Y
— PtdIns4,5P2-Y
400 - ——PC/PE-Y
-100 ‘ ‘
50 zeitin s 100

Dabei konnte, wie erwartet, eine starke Bindung von c-py2 an das Tyrosin-haltige
Signal von TGN38 in PC/PE-Liposomen gemessen werden (Abb. 3-20 A). Wurde
das Signal zusammen mit dem in der Plasmamembran angereicherten PtdIns4,5P,
prasentiert, war eine starkere Interaktion messbar. Vor allem die Dissoziation von c-
M2 wurde durch die zusatzliche Anwesenheit von Phosphatidylinositolen langsamer

(Abb. 3-20 A). Diese Beobachtung wurde durch den Einsatz einer c-u2 Mutante mit
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defekter Phosphatidylinositol-Bindungsstelle (c-u2™') bestatigt. Die Bindung der
Mutante an PtdIns4,5P,-Y entsprach in etwa der Interaktion von c-p2 mit dem
Tyrosinsignal-haltigen Peptid alleine (Abb. 3-20 B). Die Bindung von c-y2 an Tyrosin-
haltige Signale wird also durch die Anwesenheit von Ptdins4,5P, unterstitzt. Die
Anwesenheit von anderen Phosphatidylinositolen stabilisiert ebenfalls die Bindung
von isoliertem c-p2 an Tyrosin-haltige Signale, wie in Abb. 3-20 C gezeigt. Vor allem
Phosphatidylinositol-Diphosphate  (PtdIns4,5P, und PtdIns3,5P;), aber auch
Phosphatidylinositol-Monophosphate verstarken die Bindung von c-py2 an Tyrosin-
haltige Signale. Demnach zeigen diese Experimente, dass die Interaktion mit
Phosphatidylinositolen sich stabilisierend auf die Bindung von c-u2 an Tyrosin-haltige
Signale auswirkt, p2 aber keine ausgepragte Selektivitat fur ein spezifisches
Phosphatidylinositol besitzt.

3.2.2.1.2. Interaktion des AP2 Core Komplexes mit Tyrosin-haltigen
Sortierungssignalen in Membranumgebung

Durch die bisher beschriebenen Untersuchungen konnten wir zeigen, dass die
isolierte  c-uy2-Kette  hoch-affin  mit einem  Tyrosin-haltigen Signal in
Phosphatidylinositol-Umgebung interagiert. Im folgenden sollte nun die Interaktion
des gesamten AP2-Komplexes mit Phosphatidylinositolen und Tyrosin-haltigen
Signalen naher beleuchtet werden. Dabei ist zu beachten, dass c-py2 ein
Molekulargewicht von 35 kDa hat, der AP2-Core Komplex hingegen von 200 kDa.
Dieser Grossenunterschied hat Auswirkungen auf die Bindungsmessung. Durch die
Interaktion eines AP2-Core-Komplexes mit der Oberflache wird mehr Raum
eingenommen, als durch die wesentlich kleinere c-pu2-Kette. Dadurch kénnen andere
Bindungsstellen blockiert werden, so dass weniger AP2 an die Liposomenoberflache
binden kann als theoretisch mdglich. Zusatzlich zum Grossenunterschied hat ein an
AP2 gebundenes p2 weniger Freiheitsgrade als eine isolierte c-u2-Kette, was zu
Veranderungen der Bindungseigenschaften fihren kann. Ein direkter Vergleich der
Bindungsstarke von c-p2 und des AP2-Komplexes ist deshalb unzulassig. Aus
diesem Grund sind die dargestellten Abbildungen auch nicht fur das
Molekulargewicht des jeweiligen Analyten normiert worden und daher keinesfalls

direkt vergleichbar.
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Um die Interaktion des phosphorylierten und nicht-phosphorylierten AP2 Komplexes
mit Phosphatidylinositolen und Tyrosin-haltigen Signalen zu verstehen, muss man
sich verdeutlichen, welche Interaktionen an einem Bindungsereignis beteiligt sein
konnen. Im AP2-Komplex befindet sich in der a-Untereinheit eine
Phosphatidylinositol-Bindungsstelle. Zusatzlich befinden sich in der py2-Untereinheit
die Bindungstasche fur das Tyrosin-haltige Signal und eine zweite
Phosphatidylinositol-Bindungsstelle (siehe auch Abb. 3-18). Ausserdem muss
berucksichtigt werden, dass die u2 Untereinheit mit der f2-Untereinheit interagieren
kann (Collins et al., 2002) und dass unter diesem Umstand die p2-Bindungsstelle fur
Tyrosin-haltige Signale blockiert ist. Im phosphorylierten Komplex (P-Core) wird
vermutlich (laut des Models) die Loslosung der p2-Kette von (2 durch die
Phosphorylierung begunstigt und dadurch eine Bindung von p2 an Tyrosin-haltige
Signale und Phosphatidylinositole favorisiert. Bei einer Interaktion von AP2 mit einer
Membran, die Phosphatidylinositole und Tyrosin-haltige Signale enthalt, haben alle
beschriebenen Wechselwirkungen Einfluss auf die Bindungsstarke an die Membran.
Im folgenden soll durch den Einsatz von verschieden zusammengesetzten
Liposomen, von phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem Core sowie von AP2
Mutanten versucht werden, die Bedeutung der Teil-Interaktionen besser zu

verstehen.

Bindung von AP2 an Phosphatidylinositole

Wie im Falle von c-u2 wurde zunachst die Bindung des AP2-Cores an
Phosphatidylinositole untersucht. Dabei konnten wir feststellen, dass AP2 spezifisch
an PtdIns4,5P, und nicht an die anderen getesteten Phosphatidylinositole bindet
(Abb. 3-21 A). Allerdings ist diese Bindung im Vergleich zu Proteinen mit
spezialisierten Phosphatidylionositol-bindenden Domanen, wie z.B. der Ptdins4,5P,-
bindenden ENTH-Domane von Epsin, sehr schwach (siehe Abb. 3-14). Bei einem
direkten Vergleich der Abb. 3-14 und 3-21 ist zu beachten, dass nur die in Abb. 3-14
dargestellten Interaktionen flr das Molekulargewicht des Analyten optimiert worden
sind. Die Bindung des AP2-Cores an PtdIns4,5P; ist daher in Abb. 3-21 im Vergleich
zur Abb. 3-14 stark Uberreprasentiert.
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Die Bindung von AP2-Core an weitere Phosphatidylinositole war nicht nachweisbar,
weder an Phosphatidylinositol-Monophosphate noch an das getestete
Phosphatidylinositol-Diphosphat PtdIns3,5P; (Abb. 3-21 A).

A) Abbildung 3-21: AP2 bindet spezifisch an
AP2 Core 1000nM i
200 - PtdIins4,5P,. Bindung von AP2 Core und P-
Core an die Phosphatidylinositole PtdIns4P,
150 -
PC/PE PtdIns3,5P, und PtdIns4,5P,. A) Der Core
:100 A Ptdins4,5p2  Komplex bindet schwach-affin, aber spezifisch
Iz50 i Ptdins3,5P2| an PtdIns4,5P,. B) Der am Thr156 in p2
— PtdIns4P hosphorylierte P-Core bindet mit hdherer
N VAR~ phosphory _
1V Affinitat an PtdIins4,5P, als der nicht-
-50 ‘ ‘ w phosphorylierte Core.
0 50 Zeitins 100 150
B) AP2 P-Core 1000nM
200 -
150 -
——PC/PE
:300 ] — PtdIns4,5P2
(4
50 - — PtdIns3,5P2
——PtdIns4P
0 Y
V—
'50 T T T
0 50 Zeit in s100 150

Auch far den an p2 phosphorylierten P-Core war nur eine Bindung an PtdIns4,5P,
detektierbar (Abb. 3-21 B), allerdings war diese Interaktion starker als die Bindung
von Core. Dies spricht far eine Phosphorylierungs-favorisierte
Konformationsanderung: In der  nicht-phosphorylierten, "geschlossenen”
Konformation stehen die  Phosphatidylinositol-Bindungsstellen  rechtwinklig
zueinander, so dass eine Membranbindung Uber beide Untereinheiten gleichzeitig
auszuschliessen ist (Abb. 3-18). Durch die Phosphorylierung am Thr156 in der
flexiblen Region von p2 wird die Losldsung des c-terminalen p2-Anteils vom Komplex
favorisiert. Dies erlaubt eine Umorientierung von p2 und damit eine Interaktion von P-
Core mit Ptdins4,5P, Uber beide Phosphatidylinositol-Bindungsstellen. Diese
gleichzeitige PtdIns4,5P,-Bindung uber die a- und die p-Phosphatidylinositol-
Bindungsstelle verursacht die starkere Interaktion mit Ptdins4,5P,. In der nicht-

phosphorylierten, "geschlossenen" Form kann AP2 nur Uber eine der beiden
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Phosphatidylinositol-Bindungsstellen an Ptdins4,5P, binden, da die in p2-Kette durch
die p2-B2-Wechselwirkung in einer orthogonalen Position zur a-Bindungsstelle
gehalten wird.

Unterstutzt wurde diese Interpretation durch Untersuchungen mit AP2 Komplexen,
die in der p-Phosphatidylinositol-Bindungsstelle mutiert waren (u™%). Bei der
Interaktion von p™'"" Core und p™'" P-Core mit PtdIns4,5P, waren keine Unterschiede
in der Bindungsstarke detektierbar. Bei beiden Komplexen wird die Bindung an
PtdIns4,5P, nur noch Uber die a-Untereinheit vermittelt, welche Phosphorylierungs-
unabhangig erfolgt.

Widererwartend zeigte die anschliessende Analyse der AP2-Mutante, die in der a-

Phosphatidylinositol-Bindungsstelle  mutiert war (a™")

,  keine Bindung an
PtdIns4,5P,. Dies war unabhangig davon, ob die Mutante in phosphorylierter Form
oder nicht-phosphorylierter Form vorlag. Obwohl durch die Aufklarung der
Kristallstruktur von AP2 bekannt ist, dass die y-Phosphatidylinositol-Bindungsstelle
auch im nicht-phosphorylierten, also "geschlossenen" Zustand von AP2 an der
Oberflache exponiert ist und zusatzlich auch die isolierte c-py2-Kette an
Phosphatidylinositole bindet, wird im Komplex durch diese Bindungsstelle alleine
keine PtdIns4,5P,-Bindung vermittelt.

Wie oben beschrieben befindet sich im nicht-phosphorylierten Core die p-
Phosphatidylinositol-Bindungsstelle orthogonal zur a-Phosphatidylinositol-
Bindungsstelle. Eine Bindung an PtdIns4,5P, Uber p2 in dieser Konformation wirde
bedeuten, dass der Komplex in einer anderen Orientierung an die Membran bindet,
als bei Bindung uber die a-Phosphatidylinositol-Bindungsstelle. Eine Oberflache des
Komplexes, die sonst nicht Membran-zugewandt ist, stellt jetzt die Umgebung der p-
Phosphatidylinositol-Bindungsstelle dar. Bei einer Bindung Uber p2 in dieser um 90°
gedrehten Orientierung des Komplexes kénnten also die anderen Untereinheiten des
AP2-Komplexes einer Bindung an PtdIns4,5P,-haltige Membranen entgegenwirken,
z.B. durch eine unpassende Oberflachen-Ladung. Warum aber kann dann der
phosphorylierte P-Core mit mutierter a-Phosphatidylinositol-Bindungsstelle nicht Gber
M2 an Ptdins4,5P, binden, obwohl durch die Phosphorylierung am Thr156 der p2-
Kette zusatzliche Flexibilitat verliehen wird? Eine denkbare Erklarung ware, dass im
Rahmen des Gesamtkomplexes die Bindungsstarke der p-Bindungsstelle nicht

ausreicht, um den Komplex an die Membran zu rekrutieren. Vor allem da die
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Interaktion zwischen Phosphatidylinositolen und der p-Bindungsstelle nur durch
elektrostatische Wechselwirkung vermittelt wird (Collins et al., 2002).

Zusatzlich zur geringen Bindungsstarke der p-Bindungsstelle konnte die Art der
Mutation der a-Bindungsstelle dazuflhren, dass gar keine Interaktion des mutierten
P-Cores mit Ptdins4,5P; stattfindet. Eine positiv- und eine un-geladene Aminosaure
wurden zu je einem negativ-geladenem Rest mutiert (Lys57Glu; Tyr58Glu), was zu
Abstossungseffekten mit den negativ-geladenen Liposomen fuhren kann. In
Kombination mit der schwach-affinen PtdIins4,5P»-Bindung durch p2 resultiert daraus

vermutlich der Verlust der Bindung von P-Core an die PtdIns4,5P, -Liposomen.

Bindung von AP2 an Tyrosin-haltige Signale

Die Bindung von AP2-Komplexen an Membranprotein-Sortierungssignale ist von
zentraler Bedeutung fur die Sortierung der Proteine in Zellen. Dass eine effektive
AP2-Bindung an die Signale erst durch die Gegenwart von Phosphatidylinositolen
ermoglicht wird, zeigten die folgenden Experimente.

Wir testeten die Interaktion von Core und P-Core mit dem Tyrosin-haltigen
Sortierungssignal von TGN38 in PC/PE-Liposomen. Die Interaktion von
unphosphoryliertem und damit laut Model in "geschlossener" Form vorliegendem
AP2 mit dem Tyrosin-haltigen Signal war schwach (Abb. 3-22 A). Zu unserer
Uberraschung stellten wir fest, dass auch die Bindung des phosphorylierten P-Cores
an PC/PE-Y schwach war, obwohl die Phosphorylierung laut des Models eine, fur die
Signalbindung-férderliche, "offene" Konformation unterstiitzen sollte. Die Interaktion
beider Komplexe an PC/PE-Y war nur wenig starker als die Bindung an rein
Ptdins4,5P>-haltige Liposomen (Abb. 3-22 A).

Wurde das Tyrosin-haltige Sortierungssignal hingegen in Ptdins4,5P,-haltigen
Liposomen prasentiert, war eine hoch-affine Bindung von Core und eine nochmals
starkere Bindung von P-Core nachweisbar (Abb. 3-22 A). Die Gegenwart von
PtdIns4,5P; ist also notwendige Voraussetzung fur eine effektive Bindung von AP2

an Sortierungssignale in einer Membran.
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Zu erwarten ware.

Um die beschriebenen Bindungsvorgange naher zu beleuchten und den Einfluss der
verschiedenen Bindungsstellen am Bindungsprozess besser zu verstehen, wurden in
weiteren Experimenten AP2 Komplexe eingesetzt, die an den entsprechenden
Stellen mutiert waren.

Die Mutation der Tyrosinsignal-Bindungstasche in p2 (u) filhrte dazu, dass Core
und P-Core nur noch schwach mit einem Tyrosin-haltigen Signal in Ptdins4,5P,-
Liposomen interagierten (gezeigt fur P-Core in Abb. 3-22 B). Die Bindungsstarke
dieser p'-Komplexe war vergleichbar mit der Bindung der Wildtyp-Komplexe an
Liposomen mit PtdIns4,5P, aber ohne Signal. Dies ist ein guter Beleg daflr, dass die
Bindung an Tyrosin-haltige Signale tatsachlich Uber die hier mutierte Bindungstasche
erfolgt.

die

, konnte nach wie vor eine

Wurden fir die gleichen Messungen Komplexe verwendet,
-PIP
)

in der p2-
Phosphatidylinositol-Bindungsstelle mutiert waren (u

effektive Tyrosinsignal-Bindung in PtdIns4,5P,-Umgebung detektiert werden. Diese
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war allerdings schwacher als die Bindung der Wildtyp-Komplexe und durch eine
schnellere Dissoziation gekennzeichnet. Der Effekt der Mutation der PtdIns4,5P,-
Bindungsstelle in p2 war also deutlich schwacher als der Effekt der Mutation der
Tyrosinsignal-Bindungsstelle.

Die Mutation der Phospatidylinositol-Bindungsstelle in der a-Untereinheit (a™"
Mutante) fuhrte im Gegensatz zur Mutation der p-PtdIns4,5P»,-Bindungsstelle zu
einem drastischen Verlust der Bindungsstarke. Die Interaktion der a-Untereinheit mit
PtdIns4,5P; hat also eine wichtige Bedeutung flur die effektive Interaktion mit Tyrosin-
haltigen Signalen.

PP Mutante mit dem

Allerdings ware zumindest eine schwach-affine Interaktion der a
Tyrosin-haltigen Signal zu erwarten gewesen, da zwischen dem Wildtyp-Komplex
und dem Tyrosin-haltigen Signal in PC/PE-Liposomen eine schwache Bindung
detektierbar war (Abb. 3-22 A) und die Tyrosinsignal-Bindungsstelle sowie die u2-
Phosphatidylinositol-Bindungsstelle in der o™”'* Mutante intakt waren. An dieser Stelle
sei nochmals daran erinnert, dass die o' -Mutanten durch den Austausch einer
positiv-geladenen und einer ungeladenen Aminosaure in zwei negativ geladene
Reste (Lys57Glu; Tyr58Glu) generiert worden sind, was zu Abstossungseffekten mit
den negativ-geladenen Liposomen flihren kann.

Der véllige Verlust der Bindung ist also damit zu erklaren, dass die Bindung der a™'"-
Mutante an Tyrosin-haltige Signale sehr schwach ist und das zusatzlich durch die Art

der Mutation Abstossungseffekte mit Ptdins4,5P, auftreten.

Um die bemerkenswerten Ergebnisse zur Membranbindung von AP2 erklaren zu
konnen, mussen, wie Dbereits erwahnt, eine ganze Reihe einzelner
Bindungsereignisse bericksichtigt werden: 1. Die Bindung von AP2 an PtdIns4,5P,
durch die grosse a-Untereinheit; 2. die Bindung von AP2 sowohl an das Tyrosin-
haltige Signal als auch an PtdIns4,5P, durch die p2-Untereinheit; 3. die Modulation
dieser Ereignisse durch Phosphorylierung am Thr156 von p2 und 4. die
intermolekularen Bindungen zwischen p2 und 2.

In einem sehr einfachen Erklarungsmodel kann man die hoch-affine Bindung von
AP2 an Tyrosin-haltige Signale in Gegenwart von PtdIns4,5P, als die Aviditat aus
drei schwach-affinen Einzelinteraktionen (Ptdins4,5P,-Bindung an a; PtdIns4,5P,-

Bindung an p2; Tyrosinsignal-Bindung an p2) betrachten, auf die die
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Phosphorylierung von p2 einen modulierenden Einfluss hat. Dies wird den
tatsachlichen Bindungsvorgangen allerdings nicht gerecht.

Zum einen ist aufgrund der Kiristallstruktur von AP2 bekannt, dass die
Bindungstasche fiur Tyrosin-haltige Signale durch die Bindung von p2 an B2 blockiert
ist und daher nicht frei interagieren kann. Zum anderen gehen wir davon aus, dass
sowohl die a- als auch die p-Untereinheit mit sehr viel niedrigerer Affinitat an
PtdIns4,5P, bindet als p2 an das Peptidsignal. Diese Annahme wird durch die
Tatsachen gestutzt, dass 1. AP2 (egal ob Core oder P-Core) im Gegensatz zu einem
Phosphatidylinositol-Bindungsspezilisten, wie Epsin, nur mit &usserst geringer
Affinitat an PtdIns4,5P, bindet und dass es 2. erforderlich war das
Phosphatidylinositol-Analogon InsPg im 10000-fachen molaren Uberschuss zu
verwenden, um es uUberhaupt im Komplex mit AP2 kristallisieren zu kdnnen (David
Owen, personliche Mitteilung).

Unter Beachtung dieser Voraussetzungen sollen im folgenden die wesentliche
Befunde der in vitro Experimente erklart und zu einem Bindungsmodel
zusammengefugt werden.

Die isolierte y2-Kette bindet schwach-affin an PtdIns4,5P,, aber mit deutlich héherer
Affinitat an Tyrosin-haltige Signale. Durch die Anwesenheit von PtdIns4,5P;, wird die
Tyrosinsignal-Bindung von p2 stabilisiert. Da beide Bindungsstellen raumlich eng
benachbart sind, bilden sie in ihrer Funktion vermutlich eine Einheit.

Wahrend die isolierte p2-Untereinheit mit hoher Affinitdt an ein Tyrosin-haltiges
Signal in PC/PE-Umgebung bindet, ist dies fur den AP2-Core nicht der Fall, da die
p2-Untereinheit durch die Bindung an B2 an den Komplex gebunden und nicht
flexibel ist. Die Phosphorylierung des Komplexes hat nur einen geringen,
verstarkenden Effekt auf die Bindung an ein Tyrosin-haltiges Signal in PC/PE-
Umgebung. Sie fungiert demnach nicht wie ein Schalter, der eine
Konformationsanderung in AP2 induziert, sondern unterstutzt nur die Loslosung der
p2-Kette vom Komplex.

Erst die Gegenwart von PtdIns4,5P, flihrt zu einer dramatischen Steigerung der
Affinitat.

Wir postulieren daher das Model, dass AP2 durch die schwach-affine Bindung uber
die a-PtdIns4,5P,-Bindungsstelle an die Membran rekrutiert wird. Dadurch befindet
sich der Komplex in raumlicher Nahe und richtiger Orientierung zur Membran und die

Wahrscheinlichkeit, dass py2 sich nach dem Loslésen von 32 in eine fir die Bindung
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an die Membran gunstige Lage ausrichtet steigt. Es findet eine
Konformationsanderung statt und die zuvor orthogonal angeordneten bzw.
blockierten Bindungsstellen fur PtdIins4,5P, und das Tyrosin-haltige Signal werden
zur Membran hin orientiert. Durch die Phosphorylierung am Thr156 wird die
Loslésung von B2 zusatzlich beginstigt und eine Offnung von AP2 favorisiert. Erst
durch die Konformationsanderung sind alle drei Bindungsstellen zuganglich und AP2
bindet mit der beobachteten hohen Affinitat an das in einer PtdIns4,5P,-Umgebung
prasentierte Tyrosin-haltige Signal.

Die Tatsache, dass die Mutation der PtdIns4,5P,-Bindungsstelle in y2 die Bindung
an die Membran nur graduell sinken Ilasst, der Verlust der a-Ptdins4,5P,-
Bindungsstelle aber zum nahzu volligen Verlust der Membranbindung fuhrt, werten
wir als wichtiges Indiz dafur, dass der PtdIns4,5P,-Bindung Uber die a-Untereinheit
eine wichtige Bedeutung in der AP2 Orientierung zur und Bindung an die Membran

zukommt (fur eine Betrachtung der Verhaltnisse in vivo siehe 4.3.5.).

In der Summe zeigen diese Ergebnisse zur Membranbindung von AP2, dass 1. die
Bindung an PtdIns4,5P, sehr schwach, aber spezifisch ist; dass 2. die Bindung an
Tyrosin-haltige Signale allein keine effiziente Membranbindung ermoglicht; dass aber
3. die Interaktion von AP2 mit Tyrosin-haltigen Signalen und PtdIns4,5P;, zu einer
effektiven Membranbindung fuhrt; dass 4. daflir hauptsachlich die Interaktion
zwischen der a-Phosphatidylinositol-Bindungsstelle und Ptdins4,5P, verantwortlich
ist; dass 5. die, fur die Bindung an Tyrosin-haltigen Signale und Ptdins4,5P;
erforderliche, "offene” Konformation von AP2 durch die Phosphorylierung von p2
begunstigt wird und dass dadurch 6. die Bindung an Tyrosin-haltigen Signale
zusatzlich verstarkt wird und dass schlussendlich daher 7. flr eine hoch-affine
Interaktion von AP2 mit Tyrosin-haltigen Signalen die Anwesenheit von PtdIns4,5P,

und die Phosphorylierung von u2 erforderlich sind.
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Tyrosinsignal-Bindung in Anwesenheit verschiedener Phosphatidyinositole

Wie zuvor dargestellt, bindet AP2 mit sehr geringer Affinitat an Ptdins4,5P, (Abb. 3-
21). Allerdings ist die Gegenwart von PtdIns4,5P, Voraussetzung fur eine effektive
Bindung von Tyrosin-haltigen Sortierungssignalen (Abb. 3-22). In der Zelle befinden
sich Tyrosin-haltige Signale auch an intrazellularen Membranen, in denen andere
Phosphatidylinositole vorherrschend sind. Im folgenden sollte daher der Einfluss
weiterer Phosphatidylinositole auf die Tyrosinsignal-Bindung getestet werden.

Dabei zeigte sich, dass auch die Gegenwart von anderen Phosphatidylinositolen
einen positiven Einfluss auf die Tyrosinsignal-Bindung von AP2 hatte (Abb. 3-23).
Sowohl in Gegenwart der getesteten Phosphatidylinositol-Diphosphate, PtdIns3,5P»
und PtdIns4,5P,, als auch in Anwesenheit von Phosphatidylinositol-
Monophosphaten, Ptdins3P und PtdIns4P, war eine deutliche Affinitatssteigerung
messbar. Wobei in Gegenwart von PtdIns4,5P, die Steigerung der Affinitat am
grossten war. AP2 zeigt also nicht die spezifische Selektivitat, die andere
Phosphatidylinositol-bindende Proteine wie z.B. Epsin zeigen. Fur die Situation in der
Zelle muss allerdings berucksichtigt werden, dass AP2 bei der Bildung eines
Clathrin-umhllten Vesikels an der Plasmamembran im Zentrum eines Netzwerks
zahlreicher Protein-Protein- und Protein-Lipid-Interaktionen steht. An diesem
Interaktionsnetzwerk sind weitere Ptdins4,5P»,-bindende Proteine beteiligt, darunter
auch Epsin, so dass die bevorzugte Bindung von AP2 an Tyrosin-haltige Signale in

PtdIns4,5P,-haltigen Membranen durch dieses Netzwerk noch weiter unterstitzt

wird.

Abbildung 3-23: Bindung von AP2

1000 + AP2 P-Core . .
an das Tyrosin-haltige
800 - ——PC/PE Sortierungssignal von TGN38 in
600 - — PC/PE-Y Gegenwart verschiedener
5400 . Ptdins4,5P2 Phosphatidylinositole. AP2 band

o PtdIns4,5P2-Y . . .
schwach-affin an das Tyrosin-haltige

200 1 Pidins3P-Y Signal in PC/PE-Umgeb d
PtdIns4P-Y ignal in -Umgebung und an
0 — PtdIns3.5P2-Y rein PtdIns4,5P,-haltige Liposomen.
-200 ‘ ‘ ‘ Wurde das Signal in Gegenwart von
0 50 100 150 verschiedenen

Zeitins

Phosphatidylinositolen  prasentiert,
war eine Affinitatssteigerung detektierbar. Die starkste Interaktion konnte bei Bindung von AP2 an das

Tyrosin-haltige Signal in Kombination mit Ptdins4,5P, gemessen werden.
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3.2.2.2. Bindung von AP2 an Leucin-haltige Sortierungssignale in
Membranumgebung

Eine weitere Fragestellung im Zusammenhang mit der Membranbindung von AP2
war die Interaktion mit Leucin-haltigen Signalen.

Wahrend in manchen Publikationen postuliert wird, dass AP2 Uber die p2-
Untereinheit an Leucin-haltige Signale bindet, wird in anderen Arbeiten eine
Interaktion an die B-Untereinheit gezeigt. (Rodionov und Bakke, 1998; Rapoport et
al., 1998; Coleman et al., 2005). Janvier et al., 2003 konnten gar keine Interaktion mit
AP2 detektieren.

Der von uns entwickelte in vitro Assay wurde daher auch zur Untersuchung der AP2-
Bindung an Leucin-haltige Sortierungssignale in Membranumgebung genutzt. Dabei
wurde zunachst das Leucin-haltige Signal von CD4 (-QIKRLL-) zum Interaktionstest
verwendet. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden auch die Signale von CD3-y
(-DKQTLL-) und Tyrosinase (-EKQPLL-) getestet, um die Bindung von AP2 an
weitere Leucin-haltige Signale zu beleuchten.

Analog zur Bindung an Tyrosin-haltige Signale war die Bindung von P-Core an das
Leucin-haltige Signal von CD4 in PC/PE-Umgebung (PC/PE-LL) schwach. Erst in
Kombination mit PtdIins4,5P, erfolgte eine effektive Bindung an das Leucin-haltige
Signal (Abb. 3-24 A). In Ubereinstimmung damit fiihrte die Mutation der PtdIns4,5P,-
Bindungsstelle in der a-Untereinheit (a ©'° P-Core) zum Verlust der Leucin-
Signalbindung (Abb. 3-24 B). Dies entspricht dem Bindungsverhalten dieses Mutante
mit der PtdIns4,5P,-Y Oberflache (weitere Erklarung siehe 3.2.2.1.). PtdIns4,5P,
spielt somit bei der Bindung von Tyrosin-haltigen und Leucin-haltigen Signalen eine
entscheidende Rolle.

Die Mutation der Tyrosinsignal-Bindungsstelle (u™ P-Core) hatte hingegen nur
Auswirkung auf die Bindung an das Tyrosin-haltige Signal. Die Bindung an das
Leucin-haltige Signal wurde nicht beeintrachtigt (Abb. 3-24 B). Dies kann als Beleg
daflr betrachtet werden, dass beide Signaltypen an verschiedenen Stellen im
Komplex binden.

Bei einem Vergleich der AP2-Interaktion mit einem Tyrosin-haltigen Signal (TGN38)
und einem Leucin-haltigen Signal (CD4) jeweils in PtdIns4,5P»-haltigen Liposomen,
zeigte sich eine deutlich schwachere Affinitat fur das Leucin-haltige Signal (Abb. 3-24
C).
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A) Abbildung 3-24: Bindung von AP2 an
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Interessanterweise unterschied sich die Affinitat des nicht-phosphorylierten Cores
und des in p2-phosphorylierten P-Cores flr Leucin-haltige Signale in PtdIns4,5P,-
Liposomen (PtdIns4,5P,-LL) im Gegensatz zu Tyrosin-haltigen Siganlen nicht
voneinander (Abb. 3-24 C). Die Phosphorylierung von y2 am Thr156 hat also keinen
Einfluss auf die Leucinsignal-Bindung.

Die Unabhangigkeit der Bindungsstarke von der p2-Phosphorylierung lasst
vermuten, dass die Bindungsstelle fur Leucin-haltige Signale nicht im blockierten
Bereich des Core-Komplexes, also nicht an der Interaktionsflache zwischen der p-

und der B-Untereinheit, liegt.
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Diese Vermutung konnte durch weitere Beobachtungen unterstutzt werden: Zum
einen zeigte der isolierte, C-terminale, YXX®-Signal-bindende Teil von p2 keine
Interaktion mit dem Leucin-haltigen Signal (Abb. 3-25 A). Zum anderen konnte die
AP2-Mutante, der der c-terminale Teil von uy2 fehlt, nach wie vor effektiv mit einem
Leucin-haltigen Signal (in diesem Fall das Signal von CD3-y) interagieren (Abb. 3-25
B). Das c-terminale Fragment von p2 vermittelt also nicht die Bindung an Leucin-
haltige Signale. Da der N-Terminale Teil von p2 weitgehend im Komplex eingebettet
ist und daher wenig Interaktionsflache fur eine Signalbindung bietet, ist anzunehmen,
dass Leucin-haltige Signale nicht durch die p2 Untereinheit gebunden werden.

Analoge Experimente zur Interaktion von AP2 und c-pu2 mit dem Leucin-haltigen

Signal von Tyrosinase konnten die beschriebenen Ergebnisse ebenfalls bestatigen.

A) = Abbildung 3-25: Die
3000 1. c-p2 lber PtdIns4,5P,-Y

2: c-p2 Uber Ptdins4,5P,-LL Interaktion von AP2 mit

3: c-u2 uber Ptdins4,5P, Leucin-haltigen  Signalen
4: c-u2 Uber PC/PE

erfolgt unabhangig vom c-

a 15004 | terminalen p2-Anteil. A) Der

C-terminale Teil von p2 bindet

/__ "\ schwach an Ptdins4,5P, und
- 2

M ——-—_3 mit  hoher  Affinitdt an
0

1 1 R . .
0 100 200 PtdIns4,5P,-Y. Die Bindung

Zeit in sec an die Ptdins4,5P,-LL

B)900— —___P-Core liber Oberflache entspricht dem

Ptdins4,5P2-LL Niveau der Bindung an

_S?JESZ’},GPE?&L’” PtdIns4,5P,. Eine Bindung an

das Leucin-haltige Signal ist

2400 - i i i

nicht nachweisbar. B) Die

AP2-Mutante, der der c-

terminale Anteil von p2 fehlt,

-100 w w w bindet hochaffin an das

0 50 Zeitin s 100 150 Leucin-Signal in PtdIns4,5P,-
Umgebung.

Alle Untersuchungen zur Leucinsignal-Bindung von AP2 zeigen uUbereinstimmend,
dass AP2 in der Tat mit Leucin-haltigen Signalen interagiert. An welcher Untereinheit
die Bindung stattfindet, bleibt jedoch in weiteren Experimenten zu klaren (siehe auch
Diskussion 4.3.4.).
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Durch die bisher beschriebenen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass
PtdIns4,5P, ein wesentlicher Faktor zur Bindung von AP2 an die Plasmamembran
ist/darstellt. Ohne die Anwesenheit von PtdIns4,5P, erfolgt nur eine schwache
Bindung an Tyrosin-haltige und Leucin-haltige Sortierungssignale. Trotzdem kénnen
wir nicht ausschliessen, dass noch weitere Faktoren an der Rekrutierung von AP2 an
die Membran beteiligt sind. Ein direkter Einfluss von ARF6 auf die Rekrutierung von
AP2 ist erst vor kurzem durch Paleotti et al. 2005 beschrieben worden und sollte

daher ebenfalls mit Hilfe unseres in vitro Assays untersucht werden (3.2.1.2.).

3.2.2.3. Rolle von ARF6 bei der Membranrekrutierung von AP2

Die bisher beschriebenen Ergebnisse konnten zeigen, dass Sortierungssignale von
Membranproteinen in Kombination mit Ptdins4,5P, eine effektive Interaktion mit AP2
vermitteln und daher zur Rekrutierung von AP2 an die Membran ausreichend sein
konnten.

Als weiterer moglicher Rekrutierungsfaktor fur AP2 ist die kleine GTPase ARF6
bereits in der Literatur beschrieben worden (Paleotti et al, 2005). Eine
Bindungsstelle fir ARF6 in AP2 ist allerdings bislang nicht identifiziert. Unser Ziel
war es daher, ARF6 in unseren in vitro Bindungsassay zu integrieren, um seine

Bedeutung fur die Rekrutierung von AP2 zu verifizieren.

3.2.2.3.1. Erweiterung des Biacore-basierten in vitro Assays

Die Proteine der ARF-Familie tragen N-terminal eine Myristoylierung. Dieser
Lipidanker vermittelt in vivo gemeinsam mit einer N-terminalen amphiphatischen
Helix die reversible Membranassoziation der Proteine (zusammengefasst in Behnia
und Munro, 2005). Da die Reinigung von stdchiometrisch myristoyliertem Protein
sehr aufwendig und haufig schlecht reproduzierbar ist, haben wir versucht einen
methodischen Trick anzuwenden, um rekombinantes ARF6 an Liposomen zu binden.
Dazu wurde die N-terminale amphiphatische Helix deletiert (ARF6A1-13) und durch
einen Hexa-His-Tag ersetzt. Durch die Verwendung von Liposomen mit
inkooperiertem Ni-NTA-Lipid wurde die Immobilisierung des His-modifizierten

Proteins und dadurch eine Intergration in unseren Assay ermoglicht (Abb. 3-26).
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Abbildung 3-26: Erweiterung des
Biacore-basierten in vitro Assays
durch die Verwendung von Ni-
NTA-Lipiden.
Proteine wurden Uber Ni-NTA-Lipide

His-modifizierte

@

an bestehende Liposomen-

Ni2* oberflachen gekoppelt. Dadurch war

er
es moglich die Bindung an die His-
modifizierten Proteine in Membran-

umgebung zu testen.

Ob die Bindung zwischen einem Hexa-His-modifizierten ARF-Protein und den Ni-

NTA-Liposomen stabil und eine Interaktion mit derart gekoppelten Liganden messbar
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Abbildung 3-27: Coomassie-gefarbtes

SDS-Gel der rekombinanten Proteine
GST-GAT, GST-VHS-GAT, ARF1A1-13
GTP und GDP. Die Expression und

Reinigung wurde von Herrn Dr. David Owen

durchgefihrt.

Wie in nachfolgender Abbildung (Abb.
GDP erfolgreich und spezifisch an die

ist, sollte anhand der bereits bis in die

Kristallstruktur — aufgeklarten Interaktion
zwischen GAT-Domane
monomeren Adaptors GGA1 und ARF1
GTP getestet werden (Collins et al., 2003).
Die GGA-GAT-Domane bindet nicht an
ARF1 GDP, daher diente ARF1 GDP als
negative Kontrolle. Bei der Klonierung von
ARF1 in der GTP (Q71L) bzw. GDP

(T31N) Form wurde ebenfalls ein N-

der des

terminaler Hexa-His-tag eingefluhrt.

Freundlicherweise wurden uns His-ARF1

GTP, His-ARF1 GDP sowie die GAT-

Domane als GST-Fusionsprotein von
Herrn Dr. David Owen bereits gereinigt zur
Verflgung gestellt (Abb. 3-27).

3-28 A) dargestellt, konnten ARF1 GTP und

PC/PE-Ni-NTA-Oberflache gekoppelt werden.

Es war keine Bindung an die Kontrolloberflache (PCPE-Liposomen) detektierbar. Die

Dissoziation der ARF-Molekiile von d

en Ni-NTA-Liposomen war erfreulicherweise

sehr schwach, so dass eine stabile Oberflache generiert werden konnte. Die
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nachfolgende Injektion von GST-GAT Uber beide Oberflachen hatte die Bindung an
ARF1 GTP zur Folge. Wahrend der Injektion von GST-GAT uber die PC/PE-
Oberflache ist zwar ebenfalls ein Signal messbar, dieses wird jedoch durch
Unterschiede in der Pufferzusammensetzung zwischen Laufpuffer und Analytpuffer
hervorgerufen, ist also ein "Puffersprung". (Abb. 3-28 A). Eine Bindung von GST-
GAT an ARF1 GDP konnte nicht detektiert werden (Abb. 3-28 B).

A) Abbildung 3-28: Bindung
350 1 —_PCIPE
) o von GST-GAT an ARF1 GTP.
—— PC/PE/Ni-NTA-Lipid
050 A) ARF1A1-13 GTP wurde
Uber den N-terminalen His-tag
5 an immobilisierte  Ni-NTA-
150 1 Liposomen gekoppelt. Eine
* unspezifische Bindung an die
50 - PC/PE-Liposomen fand nicht
tatt. D hli d
ARF1 GTP +GST-GAT (1puM) | °° as  anschiessen
-50 ‘ w w w w w injizierte GST-GAT band an
0 100 200 30_0_ 400 500 600 die ARF1 GTP- haltige
Zeitins

B Oberflache.
1250 - GST-GAT (1 uM) * Sogenannter "Puffersprung”,
der durch Unterschiede in der
150 - Pufferzusammensetzung
E ARF1 GDP zwischen Laufpuffer  und
50 A ARF1GTP Analytpuffer hervorgerufen
wird. B) GST-GAT band nur an
-50 ‘ ‘ ‘ ARF1-GTP nicht an die GDP-

0 50 100 150
Zeitins Form.

Leider war es nicht moglich das gebundene GST-GAT wunter milden
Regenerationsbedingungen (50 mM NaCl, 20 mM HCI oder 100 mM Imidazol) von
der Oberflache zu entfernen. Nach solch einer Regeneration konnte weder eine
erneute Bindung an ARF1 gemessen werden, noch war es moglich nochmals ARF1
an die Liposomen zu koppeln. Fur jede neue Interaktionsmessung musste daher
zunachst die gesamte Lipid-Oberflache mit Detergenz regeneriert werden, bevor
erneut Liposomen und anschliessend ARF1 gekoppelt werden konnten.

Die Pilot-Experimente zeigen, dass das uber den His-fag an Liposomen gekoppelte
ARF1 stabil und bindungsfahig war. Damit ero6ffnet sich eine weitere Moglichkeit,

zusatzliche Komponenten in unseren in vitro Assay zu integrieren und weitere



3. Ergebnisse 123

Rekrutierungs-relevante Faktoren zu testen. Der Einsatz von Ni-NTA-Lipiden erlaubt
somit eine Untersuchung der Funktion von ARF6 bei der Rekrutierung von AP2 in

Kombination mit Sortierungssignal-haltigen Lipiden und Phosphatidylinositolen.

3.2.2.3.2. Bindung von AP2 an ARF6 in Membranumgebung

Um die Rolle von ARF6 bei der Rekrutierung von AP2 an die Plasmamembran naher
zu beleuchten wurde ARFG6 in der GTP (Q67L) und GDP (T27N) Form mit deletierter
N-terminaler Helix und einem Hexa-His-tag kloniert, bakteriell expremiert und bis zur
Homogenitat aufgereinigt (Abb. 3-29; siehe 2.2.2.4.).

A
GGQ/QQ Qqﬁb\? Qq,@} Abbildung 3-29: Coomassie-gefarbtes

Qoi\{\\ bé Q)@O SDS-Gel des aus Schweinehirn-CCVs

??q’ ?93 g@f‘ gereinigten AP2 Komplexes und der

250 kD == rekombinanten Proteine ARF6A1-13 GTP
133 tg: i und GDP. Die Reinigung von AP2 erfolgte
75 KD = | wy — durch Tris-Extraktion von Schweinehirn-
50 kD = | il CCVs, Gelfiltration des Extraktes und
anschliessender Auftrennung durch eine

TR Hydroxyapatit-Saule. ARF6A1-13 GTP und
GDP wurden Uber den N-terminalen His-fag

25 KD = | > y mit  Hilfe  einer  Ni-NTA-S&dule und
20 KD = | W anschliessender Gelfiltration gereinigt. Auf
- — das dargestellte SDS-Gel wurden je Spur

20 ul Protein aufgetragen. Wie erwartet sind
die a2 (~100 kDA), B2 (~100 kDa) und p2-Untereineit (~50 kDa) von AP2 detektierbar. 02 (17 kDa) ist
nicht erkennbar. ARF6A1-13 GTP und GDP haben die erwartete Grésse von etwa 19 kDa.

Die rekombinanten AP2-Komplexe konnten fur den anstehenden Bindungstest nicht
verwendet werden, da sich an der a-Untereinheit ein N-terminaler His-tag befindet.
Dieser ist zur Aufreinigung der Komplexe unabdingbar, wirde aber nun dazu fihren,
dass das rekombinante AP2 mit den Ni-NTA-Lipiden interagiert. Daher wurde aus
Schweinehirn-CCVs aufgereinigtes AP2 eingesetzt. Die Reinigung erfolgte nach dem
in Fingerhut et al., 2001 beschriebenen Protokoll und wurde freundlicherweise durch
Herrn Dominic Teichert durchgeflhrt. Leider war die Proteinausbeute gering
(1,5 mg/600 g Schweinehirn) und die Stabilitat des Proteins nicht sehr hoch, so dass

die Bindungsaktivitat innerhalb weniger Tage deutlich abnahm. Hinzu kommt, dass



3. Ergebnisse 124

bei einem Vergleich der Bindung von rekombinanten AP2 (3.2.2.1.) und aus Gewebe
aufgereinigtem AP2 (dieser Abschnitt) Unterschiede im Phosphorylierungszustand
und Reinheitsgrad der Proteine berucksichtigt werden missen. Es ist unklar, ob und
wo aus Schweinehirn gereinigtes AP2 phosphoryliert ist und ob endosomale Proteine
in Spuren in der Praparation enthalten sind. Zusatzlich kann aus Schweinehirn
gereinigtes AP2 nicht mutiert werden und damit ist auch keine nahere Untersuchung
von einzelnen Bindungsstellen moglich. Ausserdem enthalt aus Gewebe gereinigtes
AP2 im Gegensatz zu den rekombinanten Komplexen die Ear- und Hinge-Domanen,
die ebenfalls eine Rolle bei der Interaktion mit der Liposomenoberflache spielen
konnten. Bei der Verwendung von aus Gewebe gereinigtem AP2 muss daher klar
sein, dass verschiedene Faktoren die Bindung beeinflussen kdnnen und dass eine
klare Trennung von verschiedenen Bindungsereignissen nicht moglich ist.

Da wir erstaunlicherweise feststellten, dass die GGA1-GAT Domane nicht nur, wie in
3.2.2.3.1. beschrieben, an die GTP Form von ARF1 sondern ebenfalls an ARF6 GTP
band, fungierte GST-GAT als positive Kontrolle fur die Funktionalitat von ARF6 GTP.
Die beiden ARF-Molekule haben in der GTP-Form eine sehr ahnliche Konformation
(Pasqualato et al., 2001), was die Bindung von GST-GAT an beide Molekule erklaren
kann.

Das aus Schweinehirn gereinigte AP2 konnte, wie erwartet, schwach an PtdIns4,5P,-
haltige Liposomen binden (Abb. 3-30 A). Es war keine Bindung an ein Tyrosin-
haltiges Signal in PC/PE-Umgebung detektierbar. Nach Immobilisierung von
ARF6A1-13 GTP an Ni-NTA-haltige PC/PE-Liposomen war ebenfalls keine Bindung
detektierbar, trotzdem wir durch die Interaktion zwischen GST-GAT und ARF6 GTP
zeigen konnten, dass ARF6 GTP bindungsfahig war (Abb. 3-30 B). Ebenso konnte
die Funktionalitat von AP2 nachgewiesen werden, da erwartungsgemass eine
Bindung an das Tyrosin-haltige Sortierungssignal in Kombination mit Ptdins4,5P,
stattfand (Abb. 3-30 C). Demgegenuber konnte keine Bindung an Liposomen
detektiert werden, die sowohl PtdIns4,5P, als auch ARF6 GTP enthielten (Abb. 3-30
C). Auch eine Bindung an Liposomen mit Tyrosin-haltigem Signal und ARF6 GTP
war nicht nachweisbar (Abb. 3-30 D). Nur das in Kombination mit PtdIns4,5P,
prasentierte Tyrosin-haltige Signal ermoglichte eine starke Bindung von AP2 an die

Liposomen.
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Uberraschender Weise band AP2 am starksten an Liposomen, die Ptdins4,5P,, ein
Tyrosin-haltiges Signal und ARF6 GTP enthielten (Abb. 3-31 A). Allerdings zeigten

weitere Kontrollexperimente, dass dies nicht auf die Anwesenheit von ARF6 GTP

zurtuckzufihren war, sondern auf unspezifische Wechselwirkungen mit Ni-NTA-

Lipiden. War ein His-modifiziertes Protein an die freien Ni-NTA-Bindungsstellen
gekoppelt, interagierte AP2 schwacher mit der Oberflache (Abb. 3-31 B).

A) 200 - AP2
150 - —_ PtdIns4,5P2
100 |
> — PtdIns4,5P2 +
50 - Y-Signal
— Ptdins4,5P2 +
0 - Y-Signal +
ARF6 GTP
-50 ‘ ‘ ‘
0 50 100 150
Zeitins
B) 200 - AP2
150
— Ptdins4,5P2 +
Y-Signal +
1001 Ni-NTA-Lipid
(14
50 - — PtdIns4,5P2 +
Y-Signal +
0 ARF6 GTP
'50 T T T
0 50 100 150
Zeitins
c) AP2
90 -
— Ptdins4,5P2 +
Y-Signal +
Ni-NTA-Lipid
=
40 — PtdIns4,5P2 +
Y-Signal +
HisCA
'10 T T T
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Abbildung 3-31:
Bindung von gereinigtem AP2 an
Ni-NTA-Lipide. A) AP2 bindet
schwach-affin an Ptdlns4,5P, und
mit deutlich hdherer Affinitdt an
Ptdins4,5P, in

einem Tyrosin-haltigen Signal. Die

Unspezifische

Kombination  mit
nochmals starkere Bindung an die
Oberflache mit Ptdins4,5P,, Tyrosin-
haltigem Signal und ARF6 GTP wird
durch unspezifische Bindung an Ni-
NTA-Lipide verursacht. B+C) Wird
der Ni-NTA-Lipide durch

eines

ein Teil
Bindung His-modifizierten
Proteins, wie z.B. ARF6 GTP (B)
oder HIV-GAG/CA (C), abgeschirmt,
verringert sich die unspezifische
Bindung AP2. Die
Bindungsstarke in A), B) und C) ist
da die

verschiedenen

von

nicht direkt vergleichbar,
Interaktionen  an
Tagen gemessen worden sind und
die  Bindungsaktivitat
Schweinehirn-CCVs
AP2s

deutlich abnahm.

des aus

aufgereinigten
innerhalb

weniger Tage
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Dabei war unerheblich, welches Protein an die Liposomen gekoppelt wurde, da His-
ARF6 GTP, His-ARF6 GDP wie auch die His-modifizierte CA-Domane des HIV-GAG-
Proteins, die als unspezifische Kontrolle fungierte, den gleichen Effekt hatten (Abb.
3-31 C). Die gereinigte CA-Domane wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Maarten
van den Hurk zur Verfligung gestellt.

Es ist wichtig zu betonen, dass die unspezifische Interaktion von AP2 mit unbelegten
Ni-NTA-Lipiden nur stattfand, wenn AP2 aufgrund anderer Wechselwirkungen bereits
in raumliche Nahe der Liposomen kam. Wir konnten keine unspezifische Bindung an
PC/PE/Ni-NTA bzw. PtdIins4,5P2/Ni-NTA Liposomen beobachten, wohl aber wenn
ein Tyrosin-haltiges Signal und PtdIns4,5P, in den Liposomen vorhanden waren.
Vermutlich fuhren die Ladungen der freien Ni**-lonen zu zusatzlichen
elektrostatischen Wechselwirkungen, wenn der AP2 Komplex sich bereits durch
Bindung an Tyrosin-haltige Signale in Kombination mit PtdIins4,5P;, in raumlicher
Nahe befindet. Die Ni-NTA-Lipide tragen also nur dann unspezifisch zur Bindung bei,
wenn AP2 bereits durch PtdIns4,5P,-Y an die Liposomenoberflache rekrutiert wurde.
Zusammenfassend zeigen unsere Analysen, dass aus Schweinehirn gereinigtes AP2
unter unseren Versuchsbedingungen nicht an ARF6 GTP bindet und dass auch eine
Kombination aus PtdIns4,5P, und ARF6 GTP sowie Tyrosin-haltigem Signal und
ARF6 GTP nicht ausreichend ist, um AP2 an Membranen zu binden. Nur Liposomen
mit Tyrosin-haltigem Signal in Kombination mit PtdIns4,5P, werden durch AP2 hoch-
affin gebunden. Leider war es uns nicht mdglich zu testen, ob eine Kombination aus
allen drei Faktoren die Bindung beeinflusst, da unspezifische Wechselwirkungen mit
der von uns verwendeten Liposomenoberflache auftraten. Um diese Unspezifitaten
zu umgehen, muss eine andere Madglichkeit gefunden werden, um ARF6 in den
Assay zu integrieren. ARF6 konnte z.B. kovalent an ein modifizierbares Lipid
gekoppelt werden oder eben doch als myristoyliertes Protein eingesetzt werden.
Beides konnte im Zeitrahmen dieser Arbeit nicht mehr experimentell durchgefuhrt

werden.
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in vifro Untersuchungen zur
Tyrosinsignal-Bindung der vier heterotetrameren Clathrin-assoziierten
Adaptorkomplexe sowie zur Sortierungssignal- und Membranbindung von AP2
durchgefuhrt.

4.1. Methodische Verfahren zur in vitro Analyse der AP-Bindung an
Sortierungssignale und Membranlipide

Unsere Arbeit steht im Zusammenhang mit Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen,
die bereits in vitro Analysen zum Vergleich von Signalpraferenzen der
Adaptorkomplexe durchgeflhrt haben. Diese Interaktionsstudien fanden meist mit
Hilfe des Yeast-Two-Hybrid-System unter Verwendung der gesamten py-Untereinheit
der AP-Komplexe statt oder wurden durch Surface Plasmon Resonance Analysen
mit aus Gewebe gereinigten AP-Komplexen durchgefuhrt (Ohno et al., 1995; Boll et
al., 1996; Aguilar et al., 2001; Ohno et al., 1998; Gough et al., 1999; Heilker et al.,
1996). Durch die Verwendung von vollstandigen p-Ketten wird das Risiko von falsch
positven und falsch negativen Ergebnissen erhoht, da die kompletten p-
Untereinheiten in physiologischen Pufferbedingungen nicht als Iosliche Proteine
expremierbar sind (personliche Mitteilung von Herrn Dr. David Owen). Aus Gewebe
gereinigte AP-Komplexe haben den Nachteil, dass auch in Spuren vorhandene
Unreinheiten die Messungen verfalschen kdénnen.

Ohno et al.,, 1998 und Aguilar et al., 2001 et al fuhrten zusatzlich ein Sequenz-
Screening mit einer Signalsequenz-Bibliothek, welche alle moglichen Varianten eines
XXXYXXD-Peptids beinhaltete, im Yeast-Two-Hybrid-System durch, um die
Praferenzen verschiedener APs zu testen. Dabei stellte sich heraus, dass u3
vorwiegend Tyrosin-haltige Signale mit sauren Resten vor und nach dem Tyrosin-
Rest bindet; wahrend u4 aromatische Reste an der ®-Position bevorzugt (Ohno et
al., 1998; Aguilar et al., 2001). Fur p1 konnten bisher kaum Praferenzen beschrieben
werden, dagegen favorisiert u2 positive Reste in den X-Positionen. Ein Glycinrest an
der Position vor dem Tyrosin-haltigen Signal scheint optimal fur Bindung an p3 zu
sein und ist haufig bei lysosomalen Proteinen zu finden (Ohno et al., 1998; Rous et
al., 2002). Alle diese Praferenzen sagen allerdings kaum etwas Uber die Interaktion

der uy-Ketten mit nattrlich vorkommenden Signalen aus.
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In der von uns durchgeflihrten in vitro Analyse war es ebenfalls Ziel, die Praferenzen
der vier verschiedenen Adaptoren fur unterschiedliche Tyrosin-haltige
Sortierungssignale zu untersuchen. Daflr verwendeten wir verkurzte und damit
I6sliche, in E.coli expremierte u-Ketten und testeten deren Interaktion mit den
Signalsequenzen von verschiedenen Transmembranproteinen. Die Interaktion wurde
mit Hilfe von Biacore Biosensoren, also mittels Surface Plasmon Resonance
gemessen. Die SPR-Analyse ist zur Zeit die Methode der Wahl, um die Spezifitat und
die Affinitdt von Protein-Protein-Interaktionen in vitro zu messen. Gleiches gilt fur in
vitro Bindungsstudien zwischen Lipiden und Proteinen (Narayan und Lemmon,
2006). SPR-Analysen vereinen viele Vorteile. Die Messungen erfolgen in Echtzeit
und sind sehr sensitiv, so dass auch niedrig-affine Bindungsvorgange erfasst
werden. Kein Interaktionspartner bendtigt eine Markierung. Im Gegensatz zur
Isothermalen Titrations Calorimetrie (ITC), bei der fur eine Messung mehrere mg der
gereinigten Bindungspartner zur Verfligung stehen mdussen, sind fur die SPR-
Analyse Proteinmengen im pg-Bereich ausreichend.

Ein weiterer Pluspunkt der SPR-Analyse ist, dass neben der Bindungsstarke einer
Interaktion auch die Kinetik eines Bindungsereignisses bestimmt werden kann. Da
trotz gleicher Affinitat (gleicher Dissoziationsgleichgewichtskonstante Kp) die Kinetik
(Ratenkonstanten k; und kg) von zwei Interaktionen unterschiedlich sein kann, erhalt
man durch die zeitaufgeloste Betrachtung zusatzliche Informationen Uber das
Bindungsereignis.

Alternativ kdnnte fir die Messung von Protein-Lipid-Interaktionen der sogenannte
Dot- oder Fat-Blot eingesetzt werden. Hierbei werden die zu untersuchenden Lipide
auf eine Nitrocellulose-Membran aufgetropft. Nach der Inkubation des Blots mit
potentiell interagierenden Proteinen wird der Blot gewaschen und gebundene
Proteine werden nach dem Prinzip des Western Blots detektiert. Die Lipide liegen
dabei jedoch nicht als Doppelschicht und daher nicht in physiologisch relevanter
Membran-ahnlicher Umgebung vor und sind hoch-konzentriert. Dadurch werden oft
falsch positive Signale gemessen. Eine quantitative Analyse der Bindung in Form
eines Kp-Wertes kann nicht vorgenommen werden. Der Liposomen-pull-down ist eine
weitere haufig eingesetzte Methode, die fur Protein-Lipid-Interaktionsstudien in Frage
kommt, dabei findet die Interaktion zwischen Saccharose-geflllten Lipid-Vesikeln
(Liposomen) und Proteinen in Losung statt. Gebundenes Protein wird durch

Pelletierung der Liposomen von ungebundenem getrennt und mittels Western Blot



4. Diskussion 130

nachgewiesen. Die zu untersuchenden Lipide befinden sich beim Liposomen-pull-
down in Membranumgebung. Die Analyse von schwach-affinen Bindungen ist jedoch
schwierig, da die Trennung von gebundenem und freiem Protein durch Zentrifugation
und damit relativ langsam verlauft. Zusatzlich besteht die Gefahr, dass prazipitiertes
Protein pelletiert und dadurch als positives Signal fehl-interpretiert wird. Ausserdem
ist eine relativ grosse Menge der Interaktionspartner nétig, um eine Interaktion
nachweisen zu konnen.

Auch mittels ITC kann die Interaktion zwischen Lipiden in Membranumgebung
(Liposomen) und Proteinen analysiert werden. Gemessen wird dabei die bei der
Bindung frei werdende Reaktionsenergie. Fur die ITC-Messung ist jedoch eine noch
grosse Menge an Probe erforderlich als beim Liposomen-pull-down (Protein im mg-

Bereich).

Aufgrund der genannten Vorteile von SPR basierten Interaktionsanalysen (siehe
auch Tab. 4-1) wurden alle in vitro Untersuchungen =zur Signal- und
Membranbindung von APs in dieser Arbeit mit Biacore Biosensoren (Biacore 3000,
Biacore T100) durchgefuhrt.

Tabelle 4-1: Vorteile der SPR-basierten Interaktionsanalyse.

Probleme bei: Vorteile von SPR

ITC grosser Probenbedarf (mg-Bereich) wenig Probe nétig (ug-Bereich)
FRET Fluorochromierung der Probe nétig keine Markierung

Fat-Blot Quantifizierbarkeit fraglich quantifizierbar mit Erhebung von

kinetischen Daten

unphysiologische Lipidumgebung Verwendung von Liposomen,

Membran-Monolayern moéglich

viele falsch-positive Ergebnisse

Liposomen-pull-down | geringe Sensitivitat hohe Sensitivitat

bei Proteinprazipitation Gefahr von

falsch positiven Ergebnissen
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4.2. In-vitro Analyse der Interaktion von AP1-4 mit Tyrosin-haltigen
Sortierungssignalen

Heterotetramere Adaptorprotein-Komplexe interagieren Uber ihre y-Untereinheit mit
Tyrosin-haltigen Signalen (YXX®) von Transmembranproteinen (Ohno et al., 1995;
Boll et al., 1996; Ohno et al., 1996; Hirst et al., 1999) und vermitteln dadurch den
Transport und die subzellulare Lokalisation der Proteine in der Zelle. Da jeder der
vier AP-Komplexe mit unterschiedlicher Affinitat mit den Tyrosin-haltigen Signalen
verschiedener Transmembranproteine interagiert, sollte es moglich sein durch in vitro
gemessenen Affinitaten eines APs flr ein spezifisches Signal, Hinweise Uber die
mogliche intrazellulare Sortierung des Signal-beinhaltenden Membranproteins zu
erhalten. Daher sollten in dieser Arbeit die Affinitaten aller vier Adaptorkomplexe
(AP1-4) fur verschiedene Tyrosin-haltige Signale bestimmt werden.

Bei der kinetischen Auswertung unserer Interaktionsdaten stellten wir allerdings fest,
dass die Interaktion zwischen dem c-terminalen Teil der p-Ketten und den
Sortierungssignal-haltigen Peptiden nicht, wie angenommen, auf einer 1:1 Bindung,
also auf einer einfachen Bindung zwischen YXX®-Signal und seiner Bindungstasche,

beruht. Daher wurde zunachst diese Abweichung naher untersucht.

4.2.1. Abweichung der Interaktion zwischen c-p-Ketten und
Signalpeptiden vom 1:1 Bindungmodel

Die kinetische Auswertung von Biacore-generierten Daten erfolgt durch die
Anpassung von berechneten Kurven an die gemessenen Orginal-Kurven mit Hilfe
eines mathematischen Algorithmus (Marquardt-Levenberg Algorithmus). Die
berechneten Kurven werden aufgrund eines Bindungsmodels erstellt. Das einfachste
Bindungsmodel (Langmuir-Model), das fur die theoretische Kurvenberechnung
verwendet wird, geht von einer 1:1 Bindung zwischen Analyt und Ligand aus.
Weitere in der Evaluations-Software enthaltene Modelle beziehen kleinere
Messstorungen, wie Massentransporteffekte und Basislinienabfall in  die
Berechnungen mit ein. Andere Modelle sind fur die Auswertung von komplexeren
Bindungen geeignet z.B. kdnnen durch das Model fiir bivalente Analyten die Daten
einer Antikorper-Antigen-Interaktion kinetisch ausgewertet werden.

Wenn bei einer gemessenen Interaktion Abweichungen vom 1:1 Bindungsmodel

festgestellt werden, was nicht selten der Fall ist, muss zunachst die Ursache dafir
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ermittelt werden. Prinzipiell kdnnen die Ursachen flr eine solche Abweichung in drei
Gruppen eingeteilt werden: 1. Die Abweichung kann instrumentell bedingt sein; 2.
durch nicht optimale experimentelle Bedingungen verursacht werden (Unspezifische
Interaktionen  durch  Verunreinigungen, Massentransport-limitierte ~ Bindung,
Rebinding des Analyten) oder 3. durch eine komplexere Bindungsreaktion an sich
begrindet sein (Konformationsanderung, Two-state-Reaktion, Dimerisierung,
heterogene Bindungsstellen) (Khalifa et al., 2001).

Eine Abweichung vom 1:1 Model durch Gerate-spezifische Probleme wurde bereits
durch Karlsson und Falt, 1997 und Witz, 1999 erortert und generell fur Biacore-
Anwendungen ausgeschlossen. Daher konzentrierte sich die Suche nach der
Ursache der Abweichung zunachst auf moglicherweise nicht optimale

Versuchsbedingungen.

4.2.1.1. Optimierung der Versuchsbedingungen

Grundsatzlich sei noch einmal erwahnt, dass einige generelle Voraussetzungen beim
Versuchsaufbau und eine sorgfaltige Durchfihrung der Analyse gewahrleistet sein
mussen, um qualitativ hochwertige Daten zu generieren. Die zu berucksichtigenden
Punkte sind unter 2.2.3.1. erlautert und wahrend der Arbeit beachtet worden.

Um Dbestmdgliche experimentelle Bedingungen zu schaffen, erfolgte eine
Optimierung der Pufferbedingungen (3.1.3.1.) und der Ligandendichte (3.1.3.2.).

Da beim ursprunglichen Versuchsaufbau die erforderliche, niedrige Ligandendichte
nicht erreicht werden konnte, wurde der Versuchsaufbau grundsatzlich verandert.
Statt wie bis dahin, Tyrosinsignal-haltige Peptide auf die Chipoberflache zu koppeln,
wurde c-p2 als Ligand auf der Oberflache immobilisiert und das Tyrosinsignal-
haltiges Peptid als Analyt eingesetzt (3.1.5.).

Durch die Optimierung der Pufferbedingungen, den "umgedrehten" Versuchsaufbau
mit optimaler Ligandendichte und die Beachtung von, fur die Kkorrekte
Versuchsdurchfuhrung wichtigen Punkten waren bestmdgliche
Interaktionsbedingungen gegeben. Trotzdem wichen die gemessenen Interaktionen
zwischen den c-u-Ketten und Tyrosinsignal-haltigen Peptiden noch immer vom
erwarteten 1:1 Bindungsmodel ab. Daher war davon auszugehen, dass eine

komplexere Bindungssituation als urspringlich angenommen vorliegt.
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4.2.1.2. Einfluss von positiv-geladenen Aminosauren auf die Interaktion
zwischen c-y-Ketten und Signalpeptiden

Wenn die kinetischen Daten einer Interaktion nicht einer 1:1-Kinetik folgen, kann dies
durch eine komplexere Bindungsreaktion begrindet sein. Dazu zahlen z.B.
Konformationsanderung bei Bindung, Dimerisierung oder die Beteiligung von
mehreren Bindungsereignissen (heterogene Bindung).

Auf die von uns gemessenen Daten lies sich das in der Biacore Evaluierungs-
Software integrierte Model fur eine sogenannte Two-State-Interaktion anwenden.
Dieses Bindungsmodel bezieht bei der Berechnung der theoretischen Kurven eine
Konformationsanderung nach Komplexbildung mit ein.

Durch eine gute Anpassung zwischen gemessenen und theoretischen Kurven allein,
kann allerdings nicht unmittelbar auf die zu Grunde liegenden Bindungs-
Mechanismen geschlossen werden (siehe auch 3.1.5.1.), da bei einem komplexeren
Bindungsmodel mehr Variablen in die Kurvenberechnung einfliessen. Dadurch steigt
die Gefahr, dass sich ein Model auch auf Interaktionen anwenden lasst, denen ganz
andere Bindungsereignisse zu Grunde liegen (Karlsson und Falt, 1997).
Aufgrunddessen wurde zunachst getestet, ob eine Two-State-Interaktion wirklich
stattfindet (3.1.5.1.), dies war allerdings nicht der Fall.

Auch durch Dimerisierung konnen Abweichungen vom 1:1 Model auftreten. Durch
analytische Gelfiltration wurde gezeigt, dass keine Dimerisierung der Komponenten
zu Grunde liegt (3.1.5.2.).

Eine weitere bekannte Ursache fir Model-Abweichungen kann eine heterogene
Interaktion sein, d.h. ein Bindungsvorgang wird durch mehrere verschiedene
Bindungsereignisse beeinflusst. Dies kann z.B. durch zwei unterschiedlich affine,
aber physiologische Interaktionen oder durch unspezifische Wechselwirkungen
hervorgerufen werden. Da alle verwendeten Tyrosinsignal-haltigen Peptide proximal
des Tyrosin-Restes 2-4 positiv geladene Reste enthielten (Abb. 3-9) und einige
Veroffentlichungen die Interaktion zwischen p2 und einem aus zwei positiv
geladenen Aminosauren bestehenden, basischen Sortierungssignal postulieren,
stellte sich die Frage, ob die entsprechenden Reste in unseren Peptiden Einfluss auf

das Bindungsgeschehen zwischen den p-Ketten und den Peptiden nehmen.

Der erste Hinweis auf ein aus zwei positiven Resten bestehendes Sortierungssignal

wurde durch Kappler et al., 1994 publiziert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
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dass die Mutation zweier Lysine im cytoplasmatischen Teil eines Membranproteins,
in diesem Fall des im ER-Golgi intermediate compartment lokalisierten Proteins
ERGIC-53, zur Inhibition der Endocytose des Proteins fuhrt. In neueren
Veroffentlichungen wurde der Einfluss von zwei aufeinanderfolgenden positiven
Aminosauren auf die Endocytose von multimeren Membranproteinen beschrieben.
Dies betrifft z.B. den Glutamatrezeptor vom AMPA-Typ (Lee et al., 2002; Kastning et
al., 2007), den asg-adrenergen Rezeptor (Diviani et al., 2003), den GABAa-Rezeptor
(Kittler et al., 2005) und spannungs-abhangige Natriumkanale (Fache et al., 2004).
Auch die bereits beschriebene Interaktion von p2 mit dem an der Endozytose
beteiligten Protein Synaptotagmin beruht auf zwei basischen Resten (Zhang et al.,
1994; Chapman et al., 1998; Haucke et al., 2000).

Um der Vermutung nachzugehen, dass eine Interaktion zwischen c-py2 und dem
basischen Teil der Peptide stattfinden kann, testeten wir die Interaktion von c-pu2 mit
dem wtTGN38-Peptid und dem TGN38m-Peptid, dessen Tyrosin durch ein Alanin
ausgetauscht war sowie mit einem kurzen TGN38-Peptid (DYQRLN) ohne den
proximalen basischen Anteil. Ausserdem testen wir die Interaktion mit einem aus
Synaptotagmin stammenden, basischen Peptid, welches als p2-bindend beschrieben
worden ist. Die entsprechenden Experimente zeigten, dass die positiven Ladungen in
der Tat die Bindung von c-p2 an die Tyrosinsignal-haltigen Peptide beeinflussen
konnen (3.1.5.3.).

Ein weiterer Hinweis fur die Beteiligung basischer Reste an der Bindung von c-u2 an
das TGN38m-Peptid lieferten die bei der Pufferoptimierung durchgeflihrten
Experimente in Niedrigsalz-Puffer und in Hochsalz-Puffer (3.1.3.1.). Die Erhdhung
der Salzkonzentration verminderte die Interaktion mit TGN38m. Die schwacher-
affine, Tyrosin-unabhangige Wechselwirkung zwischen c-py2 und TGN38m wird also
vermutlich durch elektrostatische Wechselwirkungen - Uber die basischen Reste im

Peptid - vermittelt.

Der Einfluss der basischen Reste auf die Interaktion zwischen den c-p-Ketten und
Tyrosin-haltigen Signalen scheint demnach in unserem in vitro System gegeben zu
sein. Diese zusatzliche Interaktionsmaoglichkeit konnte somit die Abweichung der
gemessenen Kurven vom 1:1 Model verursachen. Fraglich bleibt allerdings, wo

genau die Bindung an die y-Ketten stattfindet und ob sie physiologisch relevant ist.
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4.2.1.3. Suche nach einem passenden Bindungsmodel

Die positiven Ladungen der Peptide konnten mit der in c-y2 befindlichen
Synaptotagmin Bindungsstelle interagieren (Haucke et al., 2000), unspezifisch mit p2
in Wechselwirkung treten oder die Bindung kénnte in raumlicher Nahe des Tyrosin-
haltigen Signals stattfinden.

Die durch Haucke et al., 2000 beschriebene Bindungsstelle fir Synaptotagmin
befindet sich im c-terminalen Anteil der p2-Untereinheit, genauer in der Subdomane
B. Die Bindungsstelle fir YXX®-Signale befindet sich hingegen in der Subdomane A
(Owen und Evans, 1998, Abb. 4-1). Vorstellbar ist, dass ein Signalpeptid-Molekdil
uber die positiven Reste mit der Synaptotagmin-Bindungsstelle interagieren kann
und ein weiteres Peptid-Molekul mit der YXX®-Bindungsstelle. Damit ware eine
gleichzeitige Bindung von zwei Peptid-Molekulen an eine c-p2-Kette mdglich,
allerdings mit unterschiedlicher Affinitdt. Ein fur diese Interaktion passendes
Bindungsmodel miusste demnach zwei konkurierende Bindungen an ein und

denselben Liganden mit unterschiedlicher Affinitat beinhalten.

Abbildung 4-1: Kristallstruktur des C-terminalen Teils
von p2. In Haucke et al., 2000 wurde postuliert, dass sich
Peptide die Synaptotagmin-Bindungsstelle in der Subdomane B der
p2-Untereinheit befindet, hier durch einen roten Kreis

gekennzeichnet (B-Strang 11, 12, 13). Die Bindungsstelle fur

Tyrosin-haltige Signale befindet sich in Subdoméne A
(Verandert nach Owen und Evans, 1998).

Subdomain A

N

Eine andere Interaktionsmdglichkeit zwischen positiven Resten und der c-u2-Kette,
ware die Bindung in unmittelbarer Nahe des YXX®-Signals.

Fir das Zelladhasionsprotein P-Selektin wurde bereits nachgewiesen, dass neben
dem Tyrosin-haltigen Signal eine weitere Aminosaure fur die Bindung an p2
verantwortlich ist (Owen et al., 2001). Dies betrifft einen Leucin-Rest drei Reste

proximal des Tyrosins, der mit einer weiteren hydrophoben Bindungstasche in p2
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interagiert. Aus der Struktur der Bindungstasche war ersichtlich, dass sowohl eine
Interaktion mit hydrophoben als auch mit positiven Aminosauren an der Y-3 Position
moglich ist.

Eine solche zusatzliche Interaktion mit c-u2 in der Nahe der YXX®-Bindungsstelle ist
auch im Falle von anderen positiven Resten denkbar. Bei dieser Interaktion wurde
jede c-p2-Kette nur ein Peptid-Molekull binden und die beiden unterschiedlich affinen
Bindungsereignisse wiurden nicht konkurieren, sondern sich gegenseitig stabilisieren.
FUr beide Interaktionsmoglichkeiten exsistiert in der Biacore Evaluierungssoftware
zur Zeit allerdings kein Bindungsmodel, so dass eine kinetische Auswertung der

Interaktion auf diesem Wege nicht moglich war.

4.2.1.4. Bedeutung des Einflusses der positiven Reste in vivo

Die Frage, ob die schwach-affine, auf basischen Resten basierenden Interaktion mit
den p-Ketten in vivo Bedeutung hat, konnte durch unsere Analyse nicht geklart
werden. Vergleicht man die Sortierungssignal-Sequenzen verschiedener
Membranproteine fallt auf, dass 2-3 aufeinanderfolgende positiv-geladene Reste
haufig direkt an der Transmembrandomane befindlich sind (Abb. 4-2). Dies kdnnte in
vivo in Anbetracht der negativen Ladung der inneren Membranseite fur eine
Ausrichtung des cytoplasmatischen Teils der Proteine ins Cytoplasma wichtig sein.
Bei unserem optimierten, "umgedrehten" Versuchsaufbau sind die Peptide allerdings
frei in Losung. Dadurch koénnte der Einfluss der sonst dicht an der Membran-
befindlichen positiv-geladenen Reste Uberbewertet sein, da eine Interaktion mit sonst
nicht "erreichbaren" Bindungsstellen der y-Ketten moglich ist.

Allerdings gibt es auch vor dem getesteten Tyrosin-haltigen Signal von TGN38 vier
positiv-geladene Reste, die einen Einfluss auf die Bindung an die p-Ketten haben,
sich aber nicht unmittelbar an der Membran befinden. Ahnliche Beispiele fiir Proteine
mit positiven Resten nicht direkt im Anschluss an die Transmembrandomane sind
das Cytotoxic T-lymphocyte Protein 4 (CTLA) und der MPR300 (Abb. 4-2).
Berucksichtigt werden muss dabei jedoch, dass bei unserer Interaktionsmessung nur
mit einem Teilstlick des gesamten cytoplasmatischen Anteils von TGN38 gearbeitet
wurde (Abb. 3-2). Die Lage, mogliche Sekundarstrukturen und die Interaktion mit
anderen Proteinen und der Membran kénnten daher die Interaktion der basischen

Reste mit Adaptorproteinen in vivo beeinflussen.
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LAMP1 Human TM-RKRSHAGYQTI
LAMP-2A Human TM-KKHHNTGYEQF
LAMP-2B Human TM-RRKSYAGYQTL
LAMP-2C Human TM-RRKSRTGYQSV
CD63 Human TM-KSIRSGYEVM
CD68 Human TM-RRRPSAYQAL
CD1b Human TM-RRRSYQNIP
CD1c Human TM-KKHCSYQDIL
CD1d Maus TM-RRRSAYQDIR
GMP-17 Human TM-HCGGPRPGYETL
Endolyn Ratte TM-KFCKSKERNYHTL
TSC403 Human TM-KIRLRCSSGYQRI
Cystinosin Human TM-HFCLYRKRPGYDQLN
Putative solute carrier Human TM-12-SLSRGSGYKEI
TRP-2 Human TM-RRLRKGYTPLMET-11
HLA-DM 3 Human TM-RRAGHSSYTPLPGS-9
LmpA Dictyostelium TM-KKLRQQKQQGYQAIINNE
putative lysosomal protein Dictyostelium TM-RSKSNQNQSYNLIQL
LIMP-II Dictyostelium TM-RKTFYNNNQYNGYNIIN
Transferrin-Rezeptor Human 9-SNLFGGEPLSYTRFSLA-35-TM
Asialoglycoprotein receptor H1 Human MTKEYQDLQHL-29-TM
CI-MPR Human TM-15-CRRSSNVSYKYSKVNKE
CD-MPR Human TM-33-RSKPRNVPAAYRGVGDD-16
CTLA-4 Human TM-3-KKRSPLTTGVYVKMPPT-16
Furin Human TM-10-VYTMDRGLISYKGLPPE-29
TGN38 Ratte TM-16-KVTRRPKASDYQRLNLKL
gp41 HIV-1 TM-6-LSIINRVRQGYSPLSFQT
Acid phosphatase Human TM-RMQAQPPGYRHVADGEDHA
Abbildung 4-2: Tyrosin-haltige Sortierungssignale von verschiedenen

Transmembranproteinen. Das Tyrosin-haltige Sortierungssignal ist fett, basische Reste sind rot und

saure blau dargestellt. Die Position der Transmembrandomane (TM) ist angegeben. (Verandert nach

Bonifacino und Traub, 2003.)
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4.2.1.5. Optimaler Versuchsaufbau fiir die y-YXX®-Interaktionsmessung

Um moglichst storungsfrei nur die "isolierte" Affinitat zwischen den p-Ketten und den
verschiedenen YXX®-Signalen bestimmen zu kénnen, sollte idealerweise folgender
Versuchsaufbau verwendet werden: Fir die Messung der eigentlichen Bindung
zwischen p-Ketten und YXX®-Signal wurde es ausreichen, wenn die verwendeten
Signalpeptide den jeweiligen Signal-Sequenz-Bereich XXYXX® umfassen und sich
sonst nicht unterscheiden. Je mehr Aminosauren im Peptid variieren, desto eher
konnen Affinitatsunterschiede auf nicht zum YXX®-Signal gehérenden Aminosauren
beruhen. Daher sollten Peptid-Chimeren mit einem allgemeinen, gut Ioslichen N-
terminalen Teil und der jeweiligen XXYXX®-Sequenz eingesetzt werden. Als
Kontrollpeptid konnte dann nur der erste Teil der Chimere ohne YXX®-Signal
verwendet werden, da die Referenzoberflache den gleichen Grad an unspezifischen
Bindungen, wie die aktive Oberflache aufweisen sollte (Karlsson und Falt, 1997). Da
die Signale in vivo an der Membran "fixiert" und nicht frei beweglich sind, ist es am
gunstigsten die Peptide als Ligand zu verwenden, also an der Chipoberflache zu
immobilisieren. Um die Situation in vivo am besten zu reprasentieren, ist ausserdem
eine Membranumgebung fur die Peptide am geeignetsten. Dazu konnten die Peptide
an Lipide gekoppelt und dann in Liposomen intergriert werden (2.2.2.11.). Um eine
gute Auswertbarkeit zu gewahrleisten, sollten die Liposomen nur aus
Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin bestehen, zwei Lipide, die nur
geringe unspezifische Wechselwirkungen hervorrufen. Weitere zusatzliche
Membranlipide wirden die natlrliche Membranumgebung besser widerspiegeln, z.B.
konnte durch den Zusatz von Phosphatidylserin die negative Ladung der Membranen
besser reprasentiert werden. Jedoch wirden dadurch wieder erneute
Interaktionsmdglichkeiten geschaffen, die die Auswertung verkomplizieren.

Unter den genannten Voraussetzungen sollte eine storungsfreie kinetische Analyse
der Bindung zwischen den p-Ketten und unterschiedlichen YXX®-Signalen mdglich

sein.
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4.2.2. Tyrosinsignal-Bindung von AP1-4

Aufgrund der zuvor beschriebenen, heterogenen Interaktion zwischen den c-u-Ketten
und den Tyrosinsignal-haltigen Peptiden war die Erhebung von kinetischen Daten
nicht moglich. Um eine vergleichende Analyse der Bindungsstarke der vier c-p-
Ketten mit den YXX®-Signalen dennoch durchfihren zu koénnen, wurden die
gemessenen Signalhdhen bei gleicher Analytkonzentration (normiert fur die Grosse
des Analyten und die Ligandendichte) gegenulbergestellt (Abb. 3-3).

Bei dem fur diese Analyse verwendeten Kontrollpeptid TGN38m ist nur der
Tyrosinrest zu einem Alaninrest mutiert, ansonsten entspricht die Sequenz der des
TGN38-Peptids. Wie bereits erlautert, stellte sich heraus, dass gerade unter den fur
die Analyse verwendeten Pufferbedingungen (150 mM NaCl) dieses Referenzpeptid
nicht optimal ist, da die hydrophobe Aminosaure in Y+3 Position und der basische
Anteil des TGN38-Peptids noch enthalten sind. Daher konnen die aus der Analyse
erhaltenen Daten Tendenzen aufzeigen, kleinere Affinitatsunterschiede sind
allerdings nicht interpretierbar. Die Tendenz der gemessenen Bindungsstarken der
vier lysosomalen Proteine LAMP-1, LAMP-2A, LAMP-2B und CD63 sowie des
lokalisierten TGN38 mit den c-p-Ketten st

hauptsachlich im Golgi-Apparat

vergleichend in Tab. 4-2 aufgefuhrt.

Tabelle 4-2: Interaktion zwischen Tyrosin-haltigen Sortierungssignalen und dem c-terminalen
Teil der p-Ketten. Die gemessene Bindungsstarke zwischen TGN38 und c-p2 wurde gleich eins, alle
anderen Werte ins Verhaltnis dazu gesetzt. Dabei ist zu beachten, dass die Interaktionen im Fall von

c-u4 mit doppelter Analytkonzentration gemessen wurden. (siehe auch Abb. 3-3)

TGN38 LAMP-1 LAMP-2A LAMP-2B CD63
(-ASDYQRL) | (-HAGYQTI) (-NTGYEQF) | (-YAGYQTL) | (-RSGYEVM)

c-u1 10,9 0,9 0,2 0,7 0

c-u2 | 1 0,5 0,7 0,3 0,2

c-u3 10,5 0,7 0,7 0,5 0,7

c-u4 10,2 0,1 0,05 0 0,05

Eine wichtige Ausgangsvermutung fur diese Arbeit war die Uberlegung, dass eine
vergleichende Analyse der Sortierungssignal-Bindung an die u-Ketten der 4 Adaptor-
Komplexe Praferenzen aufzeigt, welche im besten Fall die Vorhersage ermdglichen,

ob ein Signal von einem AP-Komplex erkannt wird oder nicht.
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Diese Annahme muss zum gegenwartigen Zeitpunkt als zu simpel verworfen werden.
Beim Vergleich der Bindung aller getesteten Signale mit den vier p-Ketten fallt auf,
dass alle Signale c-u4 mit niedrigster Affinitat binden (Tab. 4-2). Trotzdem erlaubt
dies nicht unmittelbar eine Rolle von AP4 in der Sortierung der betreffenden Proteine
auszuschliessen. Dies sei am Beispiel der Bindung der Signale an c-p2 erlautert.
TGN38 und LAMP-2A binden c-py2 mit der hochsten Bindungsstarke (1 und 0,7),
wahrend LAMP-1 schon weniger stark (0,5) gebunden wird und nur eine schwache
Bindung von c-p2 an LAMP-2B (0,3) und CD63 (0,2) zu detektieren war (Tab. 4-2).
Angesichts der sehr schwachen Bindung von c-p2 an LAMP-2B und CD63 koénnte
man versucht sein, diese beiden Proteine als nicht an AP2 bindend zu beschreiben.
Allerdings ist fur alle getesteten Proteine eindeutig belegt, dass sie von der
Plasmamembran endocytiert werden kdonnen (Eskelinen et al., 2003; Banting, 1996).
Und es ist davon auszugehen, dass dies durch das jeweilige YXX®-Signal und zwar
durch die Interaktion des Signals mit AP2 vermittelt wird. Trotzdem ist die in vitro
Analyse nicht "nutzlos", da die gemessene Bindung eben keine entweder-oder-
Antwort liefert, sondern nach wie vor ein Mass fur die Affinitat zum jeweiligen Adaptor
ist. Demnach waren die Werte fur die Bindung an c-p2 in der Weise zu interpretieren,
dass die Endocytose von TGN38 deutlich effizienter sein sollte, als die von CDG63.
Allerdings steht ein solcher, direkter Vergleich von in vitro Daten und zellularem
Geschehen noch aus. Fur AP2 ist dieses wichtige Experiment relativ leicht zu
verwirklichen, da der Nachweis von Endocytose sehr einfach ist, sich leicht
quantifizieren lasst und mit keinem anderen Sortierungsschritt interferiert.

Dies sieht bei den intrazellularen Adaptorkomplexen AP1, AP3 und AP4 ganz anders
aus. Kein intrazellularer Sortierungsschritt im endosomalen-lysosomalen System ist
experimentell direkt zuganglich und auch eine Quantifizierung ist schwer
umzusetzen. In Adaptor-defizienten Zellen oder bei Uberexpression von
Transmembranproteinen ist eine Fehlsortierung der zu untersuchenden Proteine in
andere Transportwege maoglich, aber nur schwer nachzuweisen. Vor allem da sowohl
AP1 als auch AP3 daflr sorgen, dass die zu sortierenden Proteine vorwiegend
intrazellular bleiben. Es ist daher nach wie vor schwierig, die Bedeutung eines
intrazellularen AP-Komplexes bei der Sortierung eines bestimmten Proteins zu
definieren.

Diese Probleme spiegeln auch die zahlreichen in-vitro-Interaktionsanalysen und

Untersuchungen an Zellen, darunter auch Adaptor-defizienter Zellen, wider, deren
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Gegenstand die zellulare Sortierung aller hier untersuchten Membranproteine war.
Die Ergebnisse dieser Studien stimmen im Grundtenor Uberein, im Detail weisen sie
aber Diskrepanzen auf. Daher ist die Frage, welches Lamp-Protein welchen Adaptor-
Komplex nutzt bzw. nutzen kann, um den Ort seiner Funktion zu erreichen,

immernoch offen.

Bindung der Tyrosin-haltigen Signale an AP4

Vor dem Hintergrund der Tatsache, dass die an der YXX®-Bindung beteiligten Reste
bei allen pys konserviert sind, ist die sehr schwache Bindung von c-py4 mit allen
getesteten Signalen Uberraschend (Tab 4-2). Allerdings entspricht dies den bereits
mittels Yeast-Two-Hybrid-Analyse gewonnen Daten anderer Arbeitsgruppen uber die
in vitro Interaktion von c-py4 mit Tyrosin-haltigen Signalen. Stephens und Banting,
1998 konnten keine Interaktion der cytoplasmatischen Doméane von TGN38 mit y4
nachweisen. Eine spezifische, aber sehr schwache Interaktion von uy4 mit dem
Tyrosin-haltigen Signal von CD63 wurde durch Hirst et al., 1999 gefunden. Auch die
Interaktion zwischen p4 und LAMP-1 sowie LAMP-2 wurde als spezifisch, aber
schwacher als die Interaktion mit p2 und p3 charakterisiert (Stephens und Banting,
1998; Aguilar et al., 2001).

Keine der in unserem Labor bislang getesteten Tyrosin-haltigen Signale besitzt eine
Bindungsstarke fur p4, die mit uy1-u3 vergleichbar ist. Dies mag daran liegen, dass p4
andere bisher unbekannte oder unbeachtete Sortierungssignale bindet. Simmen et
al., 2002 postulieren zum Beispiel eine Beteiligung von AP4 bei der basolateralen
Sortierung von Proteinen Uber die Bindung an Sortierungssignale, die nicht dem
YXX®-Typ angehdren. Welche Funktion AP4 in der Zelle inne hat, bleibt durch
weitere Experimente zu Uberprifen. Unsere Biacore-basierte Bindungsanalyse bietet
dabei eine geeignete Plattform, um die Affinitdt von AP4 fir entsprechende

Signalsequenzen in Zukunft nachzuweisen.

Bindung von TGN38 an AP1-3

Betrachtet man die Interaktion der c-y-Ketten mit dem Tyrosin-haltigen Signal von

TGN38, fallt auf, dass das Signal von allen p-Ketten relativ stark gebunden wird
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(siehe Tab. 4-2). Die starkste Interaktion war mit c-py2 (1) und mit c-u1 (0,9) sowie
eine starke Interaktion mit c-u3 (0,5) messbar (Tab. 4-2).

Stephens und Banting, 1998 zeigten mittels Yeast-Two-Hybrid-Analyse, dass die
komplette cytoplasmatische Domane von TGN38 mit hoher Affinitat mit p2, jedoch
nur schwach mit y1 und p3 interagiert. Ausserdem konnten sie zeigen, dass der
Kontext in dem das Signal prasentiert wird wichtig fur die Signalerkennung durch die
p-Untereinheiten ist. Ohne die vier vom Tyrosin-haltigen Signal aus weiter c-terminal
gelegenen Reste konnte eine starkere Bindung aller p-Ketten an das Signal
nachgewiesen werden (Sequenz siehe Abb. 4-2). Auch bei dem in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Signalpeptid handelt es sich nur um einen Teilabschnitt der
cytoplasmatischen Domane, C- wie auch N-terminal nach dem Tyrosin-haltigen
Signal befinden sich in vivo weitere Reste, die die Bindung an die p-Untereinheiten
beeinflussen konnten.

TGN38 ist ein hauptsachlich am TGN lokalisiertes Protein, dass standig zur
Plasmamembran und Uber frihe Endosomen wieder zurick zum TGN transportiert
wird (zusammengefasst in Banting und Ponnambalam, 1997). Sowohl die steady-
state Lokalisation von TGN38, als auch die Internalisierung des Proteins wird durch
das SDYQRL-Signals vermittelt (Wong und Hong, 1993, Bos et al., 1993). Welche
Adaptorinteraktion fur die "Transportrunden” wichtig sind, ist nicht eindeutig belegt.
Diese und weitere Arbeiten zeigen, dass AP2 stark mit dem Tyrosin-haltigen Signal
von TGN38 interagiert (Ohno et al., 1995; Stephens und Banting, 1998; diese Arbeit).
Die effiziente Interaktion mit AP2 ist vermutlich fir eine schnelle Internalisierung von
TGN38 erforderlich, welche wiederum fur die "Transportrunden" des Proteins
notwendig ist.

Der Weitertransport von TGN38 von frihen Endosomen zurick zum TGN kénnte
durch AP1 vermittelt werden, da Daten verschiedener Arbeitsgruppen fir eine
Funktion von AP1 beim retrograden Transport sprechen (Mallard et al., 1998; Meyer
et al., 2000; Falguieres et al., 2001) und wir eine gute Interaktion zwischen c-y1 und
TGN38 detektieren konnten. Falls AP1 tatsachlich den Rulcktransport zum TGN
vermittelt, ist allerdings verwunderlich, dass kaum ein Unterschied zwischen der c-
p1-Bindung von TGN38 und LAMP-1 messbar ist, obwohl beide eine
unterschiedliche Sortierung in der Zelle erfahren mussen, da TGN38 im TGN und
LAMP-1 im Lysosom lokalisiert ist. Wenn TGN38 durch die Interaktion mit AP1 vom
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endosomalen Kompartment zum TGN transportiert werden wurde, sollte keine bzw.
nur eine schwache Bindung von c-u1 an LAMP-Proteine detektierbar sein.

Da allerdings die subzellulare Lokalisation von AP1 und AP3 ausserst umstritten ist,
ebenso wie die Route, in welche die Sortierung durch die beiden Adaptoren erfolgt (E
zum TGN; EE zum LE oder LE zum Lys), kann und soll hier keine abschliessende
Bewertung der intrazellularen Verhaltnisse bei der Sortierung von TGN38 und den
LAMP-Proteinen erfolgen.

Bindung lysosomaler Membranproteine an AP1-3

Die lysosomalen Membranproteine LAMP-1, LAMP-2 und CD63, deren
Sortierungssignalbindung an p-Ketten hier analysiert wurde, stellen mehr als 50 %
aller Proteine der lysosomalen Membran dar (Eskelinen et al., 2003). Der Transport
von neu synthetisiertem LAMP-1, LAMP-2 und CD63 erfolgt hauptsachlich
intrazellular, vom TGN in das endosomale-lysosomale System (Barriocanal et al.,
1986; D'Souza und August, 1986; Green et al., 1987; Carlsson und Fukuda, 1992;
Akasaki et al., 1995; Akasaki et al., 1996; Gough et al., 1999; Rous et al., 2002; Ihrke
et al., 2004). Dass das Tyrosin-haltige Signal im cytoplasmatischen Teil der Proteine
fur den intrazellularen Transport und die lysosomale Lokalisierung verantwortlich ist,
wurde bereits durch mehrere Studien belegt. Durch Mutation der im Signal
enthaltenen G-, Y- und/oder ®-Reste werden LAMP-1 (Williams und Fukuda, 1990;
Harter und Mellman, 1992; Guarnieri et al., 1993; Honing und Hunziker, 1995; Rohrer
et al., 1996); die LAMP-2 Isoformen (Gough und Fambrough, 1997; Gough et al.,
1999) und CDG63 (Rous et al., 2002) vermehrt an der Plasmamembran exponiert.
Trotz dieser Gemeinsamkeiten unterscheiden sich die intrazellulare Lokalisation und
die Transportrouten der Proteine in Nuancen. Beispielsweise sind Lamp-2A, -2B und
-2C alternative Spliceformen ein und des selben Genes mit unterschiedlicher
Transmembran- und cytosolischer Domane (Gough et al., 1995; Hatem et al., 1995;
Konecki et al., 1995), deren subzellulare steady-state Verteilung sich durch eine
mehr oder weniger starke Plasmamembran-Expression unterscheidet (Gough und
Fambrough, 1997). Auch ist noch ungeklart, welcher Adaptorprotein-Komplex, an
welcher zellularen Transportstation fur die intrazellulare Sortierung der einzelnen

Proteine verantwortlich ist.
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Die beiden zurzeit im Zusammenhang mit der intrazellularen, lysosomalen Sortierung
hauptsachlich  diskutierten Adaptoren sind AP1 und AP3. Bei unserer
Interaktionsanalyse konnte eine starke Interaktion von c-py3 (0,5-0,7) mit allen
getesteten lysosomalen Signalsequenzen detektiert werden. Die Bindung von c-u1
an die Signale von LAMP-1 (0,9) und LAMP-2B (0,7) entsprach in etwa der Bindung
von c-y3 an diese Signale. Allerdings interagierte c-y1 nicht mit dem CD63-Peptid
und kaum mit dem LAMP2A-Peptid (0,2) (Tab. 4-2). Wie lassen sich unsere in vitro
Daten mit der Situation in der Zelle korrelieren? Mit anderen Worten beeinflusst die
niedrigere Affinitdat des LAMP-2A-Signals und des CD63-Signals fur AP1, die
subzellulare Lokalisation und den Sortierungsweg der Proteine.

Um dieser Frage naher zu kommen, ware eine Analyse der Sortierung der Proteine
auf zellularer Ebene notig. Wie oben bereits erlautert, ist die intrazellulare Sortierung
jedoch schwer untersuchbar.

Die Arbeiten, die bereits die Sortierung von lysosomalen Proteinen in AP-defizienten
Zellen untersucht haben, beschranken sich daher leider meist auf eine Beschreibung
der staedy-state Verteilung der Proteine oder auf eine Quantifizierung des Uber die
Plasmamembran erfolgenden Transports. Im folgenden sollen die Arbeiten zur
Sortierung von lysosomalen Proteinen in AP-defizienten Zellen naher beleuchtet

werden.

Sortierung von lysosomalen Proteinen in AP-defizienten Zellen

Bevor eine nahere Betrachtung der bisher in AP-defizienten Zellen durchgefiihrten
Untersuchungen erfolgt, soll zunachst kurz auf ein Problem eingegangen werden,
welches allen diesen Studien gemein ist. Sowohl bei den naturlichen Mutanten, bei
RNAIi-Zellen und bei Zellen, die aus Knock-out-Mausen stammen, wird jeweils nur
eine Adaptoruntereinheit des betreffenden Komplexes nicht expremiert. Dies flhrt
nicht zum volligen Verlust der Komplexe, sondern es werden Adaptor-Teilkomplexe
in der Zelle expremiert (Peden et al., 2002). Diese sind zwar deutlich instabiler und
werden schneller abgebaut als ein aus allen vier Untereinheiten bestehender
Komplex (Peden et al., 2002), trotzdem ware es mdglich, dass die Restkomplexe in
der Lage sind mit den entsprechenden Membranen zu assoziieren. Daher ist nicht
auszuschliessen, dass durch eine Restaktivitat der Teilkomplexe die Sortierung in

der Zelle beeinflusst wird. Bei RNAi-Zellen ist zusatzlich oft keine vollstandige
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Herunter-Regulation der Untereinheit zu gewahrleisten, so dass das Risko des

Auftretens noch funktioneller Komplexe in der Zelle erhoht ist.

Da alle vier getesteten lysosomalen Proteine in etwa die gleiche Affinitat fur AP3
zeigen, zwei der Proteine (LAMP-1 und LAMP-2B) ebenfalls gut mit AP1, zwei der
Proteine (LAMP-2A und CDG63) allerdings kaum mit AP1 interagieren, stellt sich die
Frage, ob sich das Fehlen von AP3 auf die Sortierung aller Proteine gleich auswirkt.
Oder ob im Fall von LAMP-1 und LAMP-2B die Fahigkeit AP1 zu binden, die
Sortierung in AP3-defizienten Zellen verandert.

In AP3-defizienten Zellen konnte ein Uber die Plasmamembran fehlgeleiteter
Transport von LAMP-1, LAMP-2 und CD63 nachgewiesen werden ((Le Borgne et al.,
1998; Dell'Angelica et al., 1999; Dell'Angelica et al., 2000; Rous et al., 2002; Yang et
al., 2000; Peden et al., 2002; Peden et al., 2004, Kantheti et al., 1998; Zhen et al.,
1999). Ob es bei der Sortierung der verschiedenen Proteine jedoch Unterschiede in
der Menge an fehlsortiertem Protein gibt, ist bisher nur in einer Arbeit untersucht
worden.

Peden et al., 2004 postulieren, dass LAMP-1 und CD63 in AP3 defizienten Zellen der
naturlichen Mausmutante mocha unterschiedlich stark an der Plasmamembran
expremiert werden. CD63, welches in unserer Bindungsanalyse nicht mit c-p1
interagierte, wurde in diesen Zellen, ohne funktionstuchtiges AP3, sehr viel starker
an der Plamamembran expremiert als LAMP-1, welches in unserer Studie gut mit c-
M1 interagierte (Peden et al., 2004). Hier deutet sich also ein mdglicher
Zusammenhang zwischen Bindungsfahigkeit an AP1 und Plasmamembran-
Expression der lysosomalen Proteine an. Allerdings sollte nicht unbeachtet bleiben,
dass in dieser Studie die Expression des endogenen LAMP-1 mit der eines

transfizierten, humanen CD63 verglichen wurde.

Da LAMP-1 und LAMP-2B gut mit AP1 interagieren, sollte ein Verlust dieses
Adaptors sich starker auf die Sortierung der Proteine auswirken, als auf LAMP2A und
CD63. Auch hierzu gibt es noch keine vergleichenden Analysen. Allerdings zeigte die
Untersuchung von LAMP-1 in AP1-defizienten Zellen keine veranderte steady-state
Verteilung des Proteins (Meyer et al., 2000), obwohl eine Interaktion zwischen
LAMP-1 und AP1 in vitro in dieser und in anderen Arbeiten nachgewiesen werden

konnte (Honing et al., 1996; Crottet et al., 2002). Im Gegensatz dazu wurden die
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durch AP1 transportierten MPRs in AP1-defizienten Zellen an die Plasmamembran
fehlsortiert (Meyer et al., 2000).

Der Unterschied bei der Beeinflussung der steady-state-Verteilung von lysosomalen
Proteinen in AP1- und AP3-defizienten Zellen spricht flr eine hauptsachlich durch
AP3 vermittelte intrazellulare Sortierung von lysosomalen Proteinen.

Allerdings konnte weder bei AP1- noch bei AP3-Defizienz beobachtet werden, dass
die Proteine gar nicht mehr ins Lysosom kommen.

Dass eine Sortierung ins Lysosom auch ohne funktionelles AP3 und AP1 stattfinden
kann, zeigen die Studien von Reusch et al., 2002 und Janvier und Bonifacino, 2005.
In der Studie von Reusch wurde festgestellt, dass LAMP-Proteine in AP-1 und AP-3
defizienten Fibroblasten, zwar starker an der Plasmamembran expremiert wurden,
aber trotzdem weitesgehend eine normale lysosomale Verteilung aufwiesen.

Janvier und Bonifacino, 2005 nutzten RNAi-behandelte Zellen, um den Einfluss von
AP1-4 auf die lysosomale Sortierung zu untersuchen. Wurden die y-Untereinhiten
von AP1, AP3 oder AP4 nicht mehr  expremiert, war  die
Plasmamembrankonzentration von lysosomalen Proteinen erhoht. In jedem Fall
wurden jedoch weiterhin lysosomale Proteine ins Lysosom transportiert. Auch bei
kombinierter RNAi von zwei der drei Adaptoren wurde der gleiche Phanotyp
festgestellt. Eine erhohte Plasmamembranexpression der Proteine war messbar, der
Transport ins Lysosom fand also weniger intrazellular statt. RNAi-Zellen, denen alle
intrazellularen Adaptoren AP1, AP3 und AP4 fehlten, konnten leider nicht generiert
werden, da dies letal fur die Zellen war. Ein knock-out aller drei intrazellularen
Adaptoren ist also nicht tolerierbar. Dies kdonnte dafur sprechen, dass die Funktion
eines Adaptors durch einen anderen zumindest teilweise ersetzbar ist. In AP2-RNAi-
Zellen war die steady-state Akkumulation im Lysosom am geringsten. Die Autoren
schlussfolgern daraus, dass flr eine effiziente Sortierung zu den Lysosmen AP2
notwendig ist und das der Transport von neu-synthetisierten, lysosomalen Proteinen
zu einem betrachtlichen Teil Uber die Plasmamembran erfolgt. Allerdings waren die
RNAi-Zellen einige Tage in Kultur, bevor sie untersucht worden sind. Alle Proteine
die wahrend dieser Zeit an die Plasmamembran gelangt sind, sammeln sich ohne
funktionelles AP2 dort. Zum Beispiel ist es mdglich, dass Proteine der intrazellularen
Sortierung entgehen und mit dem normalen Membranfluss an die Oberflache
gebracht werden oder durch Verschmelzung von Lysosomen mit der

Plasmamembran dorthin gelangen (Reddy et al., 2001). Wenn kein AP2 mehr in der
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Zelle vorhanden ist, sind die an der Plasmamembran befindlichen Proteine dort
"gefangen” und gelangen nicht mehr ins Lysosom.

Die Studie zeigt, dass die Sortierung von lysosomalen Proteinen mehrere
Sortierungsprozesse beinhalten kann. Ausserdem wird nochmals klar, wie schwierig
die Untersuchung des intrazellularen Transports ist. Stellt man die Fehlsortierung in
einer AP-defizienten Zelle fest, ist es schwerlich moglich zu unterscheiden, an
welcher zellularen Sortierstation der Transport gestort ist und ob bzw. in wie weit ein
anderer Adaptor eventuell an einer anderen Sortierungsstation das Fehlen

kompensiert.

Sortierung von CD63

Eine ndhere Untersuchung der intrazellularen CD63-Sortierung in AP3-defizienten
Zellen erfolgte durch Rous et al., 2002. In Ubereinstimmung mit unserer in vitro
Bindungsanalyse und den Ergebnissen von Hirst et al., 1999 konnte auch in dieser
Studie eine schwache Interaktion des Tyrosin-haltigen Signals von CD63 mit p2 und
eine starke mit u3 detektiert werden (Yeast-Two-Hybrid-Analyse). Die Bindung an p1
und p4 wurde allerdings nicht untersucht. Zusatzlich zum wtCD63 wurde ein
mutiertes CD63-Signal (GYEVM zu GYEVI) verwendet, welches nicht mehr mit p2
interagiert, aber starker mit u3. Wiederum wurde die Bindungsfahigkeit an y1 und p4
nicht untersucht. Bei Expression des mutierten CD63 in NRK-Zellen, zeigte sich im
Vergleich zum wtCDG63 eine verstarkte, intrazellulare Sortierung. Die CD63-Mutante
war aufgrund der verstarkten p3-Bindung und der dadurch resultierenden verstarkten
intrazellularen Sortierung nahezu nicht mehr an der Plasmamembran detektierbar. In
AP3 defizienten Zellen wurde, in Ubereinstimmung mit anderen Analysen an AP3-
defizienten Zellen, das wtCDG63 trotz fehlendem AP3 in die Lysosomen transportiert,
allerdings mit deutlich erhdhter Plasmamembran-Expression. Wurde hingegen die
Mutante, die nicht in der Lage war p2 zu binden, in AP3 defizienten Zellen
expremiert, fand Uberhaupt kein Transport zu den Lysosomen mehr statt.

In dieser Studie konnte also gezeigt werden, dass CD63 ohne AP3 nicht mehr
intrazellular sondern Uber die Plasmamembran sortiert wird und dass bei zusatzlicher
Bindungsunfahigkeit an AP2 kein Transport ins Lysosom moglich ist. Leider wurde
weder die Interaktion des wtCD63-Moleklls noch der Mutante mit y1 oder p4

untersucht. Allerdings zeigen unsere Biacore-Interaktionsanalysen sowie Yeast-Two-
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Hybrid-Analysen von Hirst et al., 1999, dass das wtCD63-Molekull nicht mit y1 und
sehr schwach mit p4 interagiert. Unter der Voraussetzung, dass das mutierte CD63
sich in Bezug auf die Bindung an y1 und p4 wie das wt-Protein verhalt, kann man
schlussfolgern, dass AP1 und AP4 beim intrazellularen Transport von CD63 im
biosynthetischen Transportweg keine Rolle spielen. Betrachtet man den
Weitertransport von wtCD63 in AP3 defizienten Zellen zum Lysosom nach der
Internalisierung durch AP2, stellt sich die Frage mit welchen Mechanismus dieser
Transport erfolgt. Geht man davon aus, dass AP1 nicht an CD63 bindet und AP3
nicht vorhanden ist, kommen fur den Transport nach der Internalisierung ein
"genereller Membran-Fluss" zum Lysosom, der Transport durch den Einfluss von

AP4 oder weitere unbekannte Adaptoren in Frage.

Sortierung von LAMP-2 Isoformen

Eine Untersuchung der LAMP-2 Isoformen ist in nicht-transfizierten Zellen nicht
moglich, da sich nur in der Transmembran- und cytosolischen Domane
unterscheiden und die verfugbaren Antikdrper gegen die luminale Domane gerichtet
sind. Die Sortierung und Lokalisation von endogenen LAMP-2 Isoformen in Zellen
kann also nicht so einfach analysiert werden. Gough und Fambrough 97 haben
daher Chimeren mit der luminalen Domane von LAMP-1 und der Transmembran-
sowie cytosolischen Domane von LAMP-2A, -2B oder -2C in L Zellen expremiert.
Dadurch konnten sie zeigen, dass LAMP-2B vorwiegend lysosomal lokalisiert ist,
wahrend die Formen LAMP-2A (17 %) und LAMP-2C (25 %) vermehrt an der
Plasmamembran expremiert werden (Gough und Fambrough, 1997). Die zellulare
Verteilung beruht auf die Identitat des Tyrosin-haltigen Signals (Gough und
Fambrough, 1997). In unserer Analyse wird LAMP-2A (YEQF-Motiv) schlecht durch
c-u1 erkannt, LAMP-2B (YQTL-Motiv) hingegen gut. Betrachtet man die Ergebnisse
unserer Analyse und die der LAMP-2-Lokalistionsstudie von Gough und Fambrough,
1997 im Zusammenhang, konnte die erhdhte Plasmamembranexpression durch die
fehlende AP1-Bindung bedingt sein. LAMP-2A, welches nur schwach mit AP1
interagiert, hat eine hohere Plasmamembranexpression als LAMP-2B, welches mit
AP1 interagiert. Auch das Signal von LAMP-1 (YQTI) wird in unserer Studie durch
AP1 gut erkannt und hat laut der Studie von Gough und Fambrough, 1997, wie

Lamp2B, nur eine sehr geringe Oberflachenexpression. Im Einklang damit steht,
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dass das in unserer Analyse nicht untersuchte LAMP-2C (YQSV), welches wie
LAMP-2A starker an der Oberflache expremiert wird als LAMP-2B (Gough und
Fambrough, 1997), in einer Yeast-Two-Hybrid-Analyse nicht mit uy1 interagierte
(Gough et al., 1999). Allerdings interagierte LAMP-2B auch nicht mit y2 und nur
schwach mit p3 und Gough et al, 1999 begrindeten die erhohte
Plasmamembranexpression vor allem mit einer schlechten Internalisierung des
Proteins. In unserer Studie war die Bindung von LAMP-2A mit p1, wie bereits
erwahnt schwach, allerdings zeigte sich eine gleichstarke Bindung von p2 und p3, so
dass zumindest in diesem Falle die erhdhte Plasmamembrankonzentration nicht
durch eine verminderte Internalisierung aufgrund geringer AP2-Bindung erklart
werden kann. Daher konnte die erhohte Plasmamembranexpression tatsachlich

etwas mit fehlender AP1 Bindung zu tun haben.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt konnte die Interaktion zwischen Adaptoren und
Tyrosin-haltigen Signalen vor allem in in vitro Studien belegt werden. Entsprechende
zellulare Analysen zum intrazellularen Transport sind zum einen aufgrund von
eventuell expremierten Restkomplexen ungenauer, zum anderen wurden nie alle
lysosomalen Proteine im Vergleich untersucht, sondern immer nur der Transport von
einzelnen Proteinen.

Trotzdem wird aus der Summe der dargestellten Studien und unserer
Untersuchungen deutlich, dass die Sortierung von lysosomalen Proteinen mehrere
Sortierungsprozesse beinhalten kann. Der Transport der meisten lysosomalen
Proteine ins Lysosom kann von mehreren Zellorganellen aus und durch mehrere
Adaptoren stattfinden. Beim Verlust eines Adaptorproteins wird der fehlende
Transport zumindest teilweise durch andere Transportwege und andere Adaptoren
kompensiert. In einer gesunden Zelle kann man sich die Sortierung daher vielleicht
eher als dynamisches Gleichgewicht vorstellen. Nach einem in Ihrke et al.
aufgestellten Model werden lysosomale Proteine am TGN durch AP3 in Richtung
Spates Endosom/Lysosom transportiert (siehe Abb. 4-3). Hat ein Protein, wie LAMP-
2B, zusatzlich die Moglichkeit mit AP1 zu interagieren, werden Molekule die an der
Sortierung von AP3 "vorbeigerutscht" sind, durch AP1 ins Frihe Endosom sortiert.
Interagiert ein Protein nicht mit AP1, wie LAMP-2A, erfolgt die Sortierung, der an der
AP3-Sortierung "vorbeigerutschten" Molekule, mit dem normalen Sortierungsfluss in

Richtung Plasmamembran. Dies konnte auch die Erklarung sein, warum LAMP-2A
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haufiger an der Oberflache detektiert wird als LAMP-2B (Gough und Fambrough,
1997). An der Plasmamembran erfolgt dann ein Weitertransport der Proteine durch
Endocytose in die Fruhen Endosomen. Auch von hier aus wird AP3 eine Sortierung
in Richtung Spate Endosomen/Lysosomen zugeschrieben (Faundez et al., 1998;
Peden et al., 2004). Allerdings scheint auch ein AP3-unabhangiger Transport nach
der Internalisierung von der Plasmamembran moglich zu sein, wie die Lokalisation
von lysosomalen Proteinen in AP3-defizienten Zellen zeigt. Ob dieser Transport
durch normalen Membranfluss, durch noch unbekannte Sortierungsfaktoren oder
AP1 bzw. AP4 vermittelt wird bleibt zu untersuchen.

Eine solche Flexibilitdt beim Proteintransport scheint sinnvoll, da eine Zelle auf

verschiedene physiologische Situationen und auch Storungen reagieren muss.

Abbildung 4-3: Model fiir die Funktion der AP-Komplexe bei der Sortierung von lysosomalen

Membranproteinen. Erklarung siehe Text. (verandert nach Ihrke et al., 2004)
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4.3. Membran- und Signalbindung von AP2

Uber Bindungspartner, Konformation und generelle Funktion von AP2 ist durch die
Aufklarung der Kristallstruktur (Collins et al.,, 2002) und durch zahlreiche
vorangegangene Studien bereits viel bekannt (siehe Einleitung). Welche Faktoren
allerdings dafur verantwortlich sind, dass APZ2 ausschliesslich an der
Plasmamembran lokalisiert ist, steht im Mittelpunkt aktueller Forschung.

Die Interaktion von AP2 mit einem Sortierungssignal kann allein nicht ausreichend fur
die exclusive Plasmamembran-Lokalisierung des Adaptors sein, da AP2-
interagierende Sortierungssignale an verschiedenen Organellen in der Zelle
vorkommen. So ist das YXX®-Signal von LAMP-1, wie oben bereits erwahnt, fur die
korrekte Sortierung am TGN, fur die Endocytose von der Plasmamembran und die
Sortierung im Endosom notwendig. Zudem stellten Nesterov et al., 1999 fest, dass
AP2-Komplexe mit einer defekten YXX®-Bindungsstelle trotzdem an die
Plasmamembran rekrutiert wurden. Die Bindung an die Tyrosin-haltigen Signale war
fur die Plasmamembran-Lokalisation also nicht zwingend nétig.

Es muss daher andere Plasmamembran-spezifische Determinanten geben, die
sicherstellen, dass AP2 nur an dieser Membran mit den zu sortierenden Proteinen
interagiert. Da die ldentitat einer Membran durch die jeweiligen Membranlipide,
integrale  Membranproteine und kleine, aktivierbare GTPasen bestimmt wird,
kommen alle diese Faktoren fur eine Membran-spezifische Interaktion in Frage (Abb.
4-4). Beim vesikularen Transport wird vor allem zwei Arten von flexiblen
Rekrutierungsfaktoren eine entscheidende Rolle zugeschrieben: den kleinen,
aktivierbaren G-Proteinen der ARF/Arl/Sar- und der Rab-Familie sowie kurzlebigen
Phospholipiden, den Phosphatidylinositolen (Munro, 2002; Roth, 2004; Owen et al.,
2004; Behnia und Munro, 2005). Im Gegensatz zu einem integralen Membranprotein,
das am ER in die Membran integriert werden muss und von dort aus zur
Zielmembran transportiert wird, konnen Pls und GTPasen an ihrem Wirkort direkt
synthetisiert bzw. aus dem Cytosol rekrutiert und nach dem Erfillen ihrer Aufgabe
wieder entfernt werden, da ihre Membranprasenz durch Kinasen/Phosphatasen bzw.
GEFs/GAPs flexibel reguliert wird. Somit vereinbaren diese Molekule eine Organell-
spezifische Lokalisierung mit der Moglichkeit einer flexiblen Regulierung (Simonsen
et al., 2001; Behnia und Munro, 2005).
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Abbildung 4-4: Membran-spezifische Lokalisation verschiedener GTPasen und

Phosphatidylinositole in der Zelle (Behnia 05).

Da PtdIns4,5P, und ARF6 beide hauptsachlich an der Plasmamembran gebildet bzw.
dorthin rekrutiert werden und flir beide bereits eine Interaktion mit AP2 publiziert
worden ist, war es Ziel unserer Untersuchungen, den Einfluss der PtdIns4,5P,-, der
ARF6- und der Sortierungssignal-Bindung auf die Rekrutierung von AP2 an

Membranen in vitro zu testen.

4.3.1. Einfluss von Phosphatidylinositolen auf die Membranbindung von
AP2

Viele Studien weisen bereits darauf hin, dass die Membraninteraktion von AP2 durch
das hauptsachlich an der Plasmamembran lokalisierte PtdIns4,5P;, reguliert wird.
Zum Beispiel fiihrt die Uberexpression der Inositol-5-Phosphat-Phosphatase
Domane von Synaptojanin in Cos-Zellen zu einer Verminderung der Ptdins4,5P,-
Konzentration an der Plasmamembran, mit der Folge, dass weniger AP2 an der
Plasmamembran lokalisiert ist (Krauss et al., 2003). Nach Uberexpression einer
PtdIns4,5P,-spezifischen PH-Domane in Zellen wurde ebenfalls eine Inhibition der
AP2-abhangigen Endocytose festgestellt (Jost et al., 1998). Andererseits fuhrt eine
gesteigerte  PtdIns4,5P,-Konzentration an  der  Plasmamembran  durch

Uberexpression von Isoformen der Phosphatidylinositol-Phosphat-5-Kinase (PIP5KI
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Isoform a, B oder y) zu einer erhdhten Plasmamembran-Lokalisation von AP2 und
gesteigerter Endocytose (Padron et al., 2003).

Weitere Befunde starken ebenfalls die Vermutung, dass eine PtdIns4,5P,-vermittelte
Plasmamembran-Rekrutierung von AP2 stattfindet und dass diese auf eine
Interaktion zwischen der a-Untereinheit von AP2 mit PtdIns4,5P, zurlckzuflhren ist
(Chang et al., 1993; Page und Robinson, 1995; Rapoport et al., 1997;Gaidarov und
Keen, 1999; Padron et al., 2003). Die dabei wohl wichtigste Untersuchung zeigte,
dass eine in Zellen expremierte AP2-Mutante mit defekter a-Phosphatidylinositol-
Bindungsstelle nicht mehr an die Plasmamembran lokalisiert wird (Gaidarov und
Keen, 1999, siehe auch 4.3.5.). Rohde et al., 2002 identifizierten zusatzlich noch
eine Phosphatidylinositol-Bindungsstelle in p2 und konnten zeigen, dass die
Expression einer p2-Untereinheit mit mutierter Bindungsstelle in CHO-Zellen die
Clathrin-vermittelte Endocytose vermindert (siehe auch 4.3.5.). Durch die
Strukturaufklarung von AP2 in Anwesenheit des Phosphatidylinositol-Analogon InsPg
konnten die Einzelheiten der a- als auch der p2-Bindungsstelle auf atomarer Ebene
aufgeklart werden (Owen et al., 2001).

Unter Verwendung unseres in vitro Assays konnten wir zeigen, dass sowohl die AP2-
Bindung an PtdIns4,5P, allein, als auch die alleinige Bindung an Sortierungssignale
sehr schwach ist. Wenn allerdings PtdIns4,5P, und gleichzeitig ein Sortierungssignal
in der Membran vorliegen, erfolgt eine effektive Bindung (3.2.2.1.2.).

Dabei konnten wir durch die Verwendung eines in der p2-Phosphatidylinositol-
Bindungsstelle mutierten AP2 Komplexes feststellen, dass die Interaktionen von a
mit PtdIns4,5P, und p2 mit dem Tyrosin-haltigen Signal bereits ausreichend fur eine
affine  Membranbindung war. Die Bindung von PtdIns4,5P, uber die p2-
Phosphatidylinositol-Bindungsstelle hat also eher stabilisierenden Charakter auf die
Tyrosinsignal-Bindung. Die flir die Membraninteraktion wichtigere Rolle kommt der a-
Phosphatidylinositol-Bindungsstelle zu. Nach Mutation dieser Bindungsstelle ist keine
effektive Signalbindung maoglich (3.2.2.1.2.; siehe auch 4.3.5.).

Damit haben wir eine Bedeutung der AP2-Ptdins4,5P,-Interaktion fur die
Signalbindung erstmals direkt experimentell nachgewiesen.

Wir konnten jedoch keine ausschliessliche Selektivitat von AP2 fur Ptdins4,5P;
messen, da auch eine starke Bindung von AP2 an Tyrosin-haltige Signale in
Anwesenheit von anderen Phosphatidylinositolen messbar war (3.2.2.1.2.). In

diesem Zusammenhang sei erwahnt, dass in den ersten Arbeiten zur
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Phosphatidylinositol-Bindung von AP2 eine Ptdins3,4,5P;-Interaktion beschrieben
worden ist (Gaidarov et al., 1996; Gaidarov und Keen, 1999;Gaidarov et al., 2001).
Da PtdIns3,4,5P; zum Zeitpunkt der Messungen nicht zur Verfligung stand, konnte
der Einfluss dieses Phosphatidylinositols nicht getestet werden.

An der Endozytose sind neben AP2 noch eine Reihe anderer PtdIns4,5P,-bindender
Proteine beteiligt (z.B. Amphiphysin, Epsin, AP180/CALM, B-Arrestin, Dab2, ARH,
Synaptotagmin), die zum Teil sehr spezifisch und affin an PtdIns4,5P, binden und
gleichzeitig mit AP2 interagieren. Es ist anzunehmen, dass aus der Summe der
vielen einzelnen PtdIins4,5P,-Interaktionen eine Ptdins4,5P,-Spezifitat des
endocytotischen Netzwerks entsteht. In diesem Kontext ist ebenfalls interessant,
dass die py2-Untereinheit von AP2 auch mit der Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-
Kinase Typ | (PIPKI) interagiert (Krauss et al., 2006). Dies kdnnte nach Bindung von
AP2 an die Membran die PtdIns4,5P,-Produktion an endocytotisch aktiven
Membranbereichen noch steigern und dadurch weitere an der Vesikelbildung
beteiligte, PtdIns4,5P,-bindende Proteine rekrutieren und so die Bildung eines

Chlathrin-umhillten Vesikels fordern.

4.3.2. Einfluss von ARF6 auf die Membranbindung von AP2

ARF6 gehort mit finf weiteren Ras-ahnlichen, GTP-bindenden ARF-Proteinen zur
ARF/Arl/Sar-Proteinfamilie in Saugetierzellen. ARF-Proteine sind in die Bildung von
Transportvesikeln, in die Aktivierung von Lipid-modifizierenden Enzymen und in die
Reorganisation des Aktin-Cytoskeletts involviert (zusammengefasst in D'Souza-
Schorey und Chavrier, 2006). ARF6 wurde bereits mit der Regulation der
Endocytose von der apikalen (Altschuler et al., 1999), wie auch der basolateralen
(Palacios et al., 2001) Membran von MDCK-Zellen in Verbindung gebracht. Ein
weiterer, allerdings indirekter Hinweis auf die Mitwirkung von ARF6 bei der AP2
Rekrutierung ist, dass GTPyS - ein nicht-hydrolysierbares Analogon von GTP - eine
Fehlrekrutierung von AP2 an ein endosomales Kompartiment bewirkt (Seaman et al.,
1993; Traub et al., 1996) und in vitro die Bildung von CCVs an der Plasmamembran
inhibiert Carter et al., 1993). Krauss et al., 2003 postulierten, dass ARF6 indirekt,
durch einen Einfluss auf die Regulation des Ptdins4,5P,-Haushaltes, an der AP2-
Membranbindung und der Bildung von CCVs beteiligt ist. Die Autoren konnten
zeigen, dass ARF6 durch Aktivierung der Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase
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Typ | die Ptdins4,5P,-Produktion steigert und damit indirekt auf die Rekrutierung von
endozytotischen Proteinen einwirken kann.

Paleotti et al zeigten eine Interaktion von AP2 mit ARF6 und postulieren, dass ARF6
einen direkten Einfluss auf die Rekrutierung von AP2 an die Plasmamembran hat.
Unter unseren Versuchsbedingungen konnten wir keine Interaktion zwischen ARF6
und AP2 detektieren (3.2.2.3.). Dies steht im Widerspruch zu der von Paleotti et al.,
2005 veroffentlichten Studie, welcher bei gegenwartiger Datenlage nicht zu I0sen ist

und daher durch weitere Analysen aufgeklart werden muss.

4.3.3. Phosphorylierungs-unterstitzte AP2-Bindung an Tyrosin-haltige
Signale

Die p-Untereinheit von AP2 kann mit der B-Untereinheit interagieren, wodurch die
Bindungsstelle fur YXX®-Signale in p2 blockiert wird. Unserer Arbeitshypothese
zufolge (Model siehe 1.6.; Collins et al., 2002) ermdglicht die Posphorylierung von u2
am Thr156 eine Loslosung der Untereinheit vom Komplex und favorisiert dadurch
eine fur die Signalbindung notwendige Konformationsanderung. Durch den Einsatz
von nicht-phosphoryliertem und stdchiometrisch phosphoryliertem AP2 in unserem
Bindungsassay konnten wir zeigen, dass ein an p2Thr156 phosphorylierter AP2-
Komplex mit hdherer Affinitat an die Tyrosin-haltigen Signale in Ptdins4,5P»-haltigen
Membranen bindet. Die Bindung des phosphorylierten Komplexes an das Tyrosin-
haltige Signale ohne die Anwesenheit eines Phosphatidylinositols war hingegen nur
wenig schwacher als die Bindung des nicht-phosphorylierten Cores (3.2.2.1.2.).

. Dies zeigt zunachst nochmals die Wichtigkeit der AP2-PtdIns4,5P,-Interaktion, da
erst durch eine zusatzliche Interaktion mit Ptdins4,5P, die Phosphorylierung des
Komplexes eine positive Wirkung entfalten kann. Zum anderen zeigen die
Ergebnisse, dass die Phosphorylierung nicht als "Schalter" wirkt, der eine
Konformationsanderung induziert. Das Loslésen der p-Untereinheit vom Komplex
wird durch die Phosphorylierung nur begunstigt. Wenn der Komplex sich Uber eine
schwache Interaktion mit Ptdins4,5P, bereits in Membrannahe befindet, kann im
phosphorylierten Zustand die benachbarte Membran besser nach
Sortierungssignalen "gescannt" werden (weitere Erlauterungen siehe auch
3.2.2.1.2)).
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Die hier fur AP2-beschriebenen Vorgange der Bindung an Tyrosin-haltige Signale
gelten in ahnlicher Weise auch fur den an der intrazellularen Sortierung beteiligten
AP1-Komplex. Auch die Bindung von AP1 an YXX®-Signale wird durch die
Phosphorylierung von p1 verstarkt (Ghosh und Kornfeld, 2003). Die 2004 publizierte
Strukturanalyse von AP1 zeigt, dass die YXX®-Bindungsstelle im AP1-Komplex
ebenfalls durch die Interaktion mit der [(1-Untereinheit blockiert ist. Die
Phosphorylierung findet, wie bei p2, im Linkerbereich zwischen dem N-terminalen
und dem C-terminalen Anteil von y1 am Thr154 statt. Als involvierte Kinase ist GAK
(Cyclin-G-associated Kinase, auch Auxilin-2 genannt) beschrieben worden. GAK
zahlt, wie die fur die Phosphorylierung von p2 verantwortliche AAK1, zur Familie der
Ser/Thr-Kinasen (Umeda et al., 2000; Korolchuk und Banting, 2002).

Obwohl Hinweise auf eine Abhangigkeit der AP1-Rekrutierung an das im Golgi-
Apparat angereicherte PtdIns4P publiziert worden sind (Wang et al., 2003), konnte
AP1 allerdings nicht wie AP2 mit einem Phosphatidylinositol bzw. einem
Phosphatidylinositol-Analogon (InsPs) ko-kristallisiert werden. Einzig aus Analogie zu
AP2 lasst sich auf eine Phosphatidylinositol-Bindungsstelle in der y-Untereinheit
schliessen, die allerdings deutlich weniger Ladung tragt als die a-Untereinheit von
AP2. Interessanterweise ist die Haufung positiver Ladungen, die die y2 Bindung an
PtdIns4,5P, ermdglicht in AP1 nicht konserviert. Mutation der positiven Reste in der
AP1 y-Untereinheit fUhrten zu einer erniedrigten Bindung des Komplexes an die
Membran, dessen Rekrutierung allerdings die Anwesenheit von ARF1 erforderte
(Heldwein et al., 2004).

4.3.4. AP2-Bindung an Leucin-haltige Signale

Im Gegensatz zur bis auf die Strukturebene aufgeklarten Bindung von AP2 an
Tyrosin-haltige Signale wird die AP2-Bindung an Leucin-haltige Signale kontrovers
diskutiert. Wahrend einige Arbeiten zeigten, dass die Bindung an Leucin-haltige
Signale Uber die p2-Untereinheit vermittelt wird (Rodionov und Bakke, 1998;
Hofmann et al., 1999; Craig et al., 2000), postulieren andere eine Bindung an die 2-
Untereinheit (Rapoport et al., 1998; Greenberg et al., 1998; Geyer et al., 2002;
Schmidt et al., 2006). Janvier et al., 2003 konnten gar keine Interaktion von AP2 mit
den getesteten Leucin-haltigen Signalen nachweisen und auch eine Co-



4. Diskussion 157

Kristallisierung des Signals mit dem AP2-Komplex ist trotz intensiver Bemihungen
bisher nicht gelungen (David Owen, personliche Mitteilung).

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass AP2 mit Leucin-
haltigen Signalen verschiedener Membranproteine interagiert und dass diese
Interaktion nicht Uber den c-terminalen Anteil von y2 (AS 158-435), welcher die
Bindungsstelle fur YXX®-Signale beinhaltet, vermittelt wird (3.2.2.2.). Unsere
Befunde wurden unterstutzt durch Ergebnisse unserer Kooperationspartnerin Frau
Dr. Alison Motley, die zeigen konnte, dass die Internalisierung von Leucinsignal-
haltigen Proteinen in transfizierten Hela-Zellen AP2- und Clathrin-abhangig
stattfindet (Honing et al., 2005).

Auch zwei weitere, erst kurzlich veroffentlichte Arbeiten zeigen eine Interaktion von
AP2 mit Leucin-haltigen Signalen (Doray et al., 2007; Chaudhuri et al., 2007). In der
Arbeit von Doray et al., 2007 wird ebenfalls bestatigt, dass die Bindung dieser
Signale nicht Uber die p2-Untereinheit erfolgt. Unter Verwendung von a/c2- bzw.
B2/u2-Hemikomplexen zeigen die Autoren, dass die Leucin-haltigen Signale an die
a/o2-Hemikomplexe binden, wobei eine weitere Eingrenzung der Bindungsstelle

ebenfalls nicht mdglich war.

4.3.5. AP2-Membranbindung in vivo

Erst klrzlich wurde der Einfluss der in der vorliegenden Arbeit verwendeten,
mutierten AP2 Formen auf die Membranbindung von AP2 und die Internalisierung
des TfR in Zellen untersucht (Motley et al., 2006). Daflr wurde die Expression der
endogenen p2- oder a-Untereinheit durch RNAI ausgeschaltet und die Untereinheiten
wurden durch Expression einer mutierten Variante ersetzt.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen unseres in vitro Systems hatte die
Expression von phosphorylierungs-defizientem bzw. in der YXX®-Bindungsstelle
mutiertem P2 eine erheblich gestorte TfR-Internalisierung zur Folge. Was die
Bedeutung der Phosphorylierung von p2 bei der YXX®-Signalerkennung weiter
belegt. Die Plasmamembran-Lokalisation der so mutierten Adaptoren war wie
erwartet unbeeinflusst.

Zur Uberraschung der Autoren hatte hingegen die Expression der a-Untereinheit
oder der p2-Untereinheit mit mutierter Phosphatidylinositol-Bindungsstelle keinen

Einfluss auf die Rekrutierung von AP2 an die Plasmamembran und auf die
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Endocytose des TfR. In friheren Publikationen wurde eine Fehl-Lokalisation von AP2
sowohl durch die Mutation der a-Bindungsstelle (Gaidarov und Keen, 1999) als auch
durch die Mutation der y2-Bindungsstelle (Rohde et al., 2002) beschrieben. In diesen
Arbeiten wurden jedoch die AP2-Mutanten nicht auf der Basis der Kristallstruktur von
AP2 generiert, da diese zum gegebenen Zeitpunkt noch nicht bekannt war, so dass
die Funktion der Proteine durch Fehlfaltung eingeschrankt sein konnte.

In unserem in vitro Assay konnten wir eine stabilisierende Wirkung der p2-
PtdIns4,5P,-Bindung flr die YXX®-Signalbindung nachweisen. Der Verlust der p2-
PtdIns4,5P»-Bindungsstelle hatte nur einen geringen Effekt auf die Bindung an
Tyrosin-haltige Signale in Ptdins4,5P,-Liposomen (3.2.2.1.). Durch die Arbeit von
Motley et al., 2006 wurde diese Feststellung zur Bedeutung der p2-Ptdins4,5P,-
Bindungsstelle unterstutzt.

Die Bedeutung der a-Phosphatidylinositol-Bindungsstelle bei der Rekrutierung von
AP2 hingegen wurde relativiert. Vor dem Hintergrund, dass AP2 in Zellen auch trotz
mutierter a-Ptdins4,5P,-Bindungsstelle an der Plasmamembran lokalisiert ist (Motley
et al., 2006), erscheint der Verlust der Membranbindung der gleichen Mutante in
unserem in vitro System zunachst unverstandlich. Hier sollte jedoch berlcksichtigt
werden, dass wir in vitro das Zusammenspiel von drei ausgewahlten Faktoren
(PtdIns4,5P,, Sortierungssignal und AP2) analysiert haben, wahrend die Situation an
der Plasmamembran der Zelle deutlich komplexer ist. AP2 ist Teil des komplizierten,
endocytotischen Netzwerks aus Protein-Protein- und Protein-Lipid-Interaktionen
(Abb. 4-5). Da AP2 ausser mit PtdIns4,5P, und Sortierungssignalen auch mit einer
Vielzahl weiterer, an der Endocytose beteiligter Proteine interagiert, wird der Ausfall
eines Bindungsereignisses toleriert und AP2 ist in der Lage trotzdem mit
endocytotisch aktiven Membranbereichen zu interagieren. Was biologisch durchaus
Sinn macht, um den essentiellen Vorgang von Endocytose stérungsunanfalliger zu
machen.

Die Vielzahl von koordinierten Interaktionen zwischen Protein- und
Lididkomponenten wahrend der CCV-Genese macht es ausgesprochen schwierig
Einzelereignisse oder Phasen der CCV-Bildung zu definieren.

Hierzu kann der von uns etablierte in vifro Assay einen wichtigen Beitrag leisten,
durch den es moglich ist, gezielt die Interaktion von einzelnen Bindungspartnern zu
testen und auch verschiedene Bindungspartner zu kombinieren. Der Vergleich der

Membranassoziation der a-Ptdins4,5P,-Mutante von AP2 in vitro (diese Arbeit) und
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in Zellen (Motley et al., 2006) zeigt aber nochmals deutlich, dass nur eine
gleichzeitige in vitro und in vivo Analyse einen besseren Einblick in die tatsachlichen
Verhaltnisse liefern kann.
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Abschliessend bleibt festzustellen, dass AP2 Tyrosin-haltige Sortierungssignale in
einer PtdIns4,5P,-haltigen Membran binden kann und dies in Abhangigkeit der
Phosphorylierung von p2 geschieht. die Bindung von Leucin-haltigen Signalen erfolgt
an anderer Stelle im Komplex (a/02) und ist unabhangig von der Phophorylierung der
M2-Untereinheit. In  welcher zeitlichen Abfolge die p2-Phosphorylierung, die
Membranassoziation sowie die Signalbindung von AP2 erfolgt, ist nach wie vor

Gegenstand aktiver Forschung.
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5. Zusammenfassung

Die heterotetrameren Adaptorprotein-Komplexe AP1, AP2, AP3 und AP4 sind an der
Sortierung von Transmembranproteinen in der Zelle beteiligt. APs interagieren mit
den Sortierungssignalen der Transmembranproteine und vermitteln dadurch die
Aufnahme der Proteine in Transportvesikel.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Spezifitat der vier APs fur die Tyrosin-haltigen
Signale (YXX®) der lysosomalen Proteine LAMP-1, LAMP-2A, LAMP-2B, CD63 und
des am TGN-lokalisierten Proteins TGN38 mittels SPR-Analyse in vitro untersucht.
Dazu wurde die Interaktion der C-terminalen Anteile der y-Ketten (c-p), welche die
Bindungstasche fir YXX®-Signale beinhalten, mit Sortierungssignal-haltigen
Peptiden gemessen, deren Sequenz der cytoplasmatischen Domane von
Transmembranproteinen entsprach. Alle getesteten Signale interagierten kaum mit
AP4, aber gut mit AP3. Die Bindung an AP1 und AP2 war deutlich heterogener. Am
auffalligsten dabei war, dass die lysosomalen Proteine LAMP-1 und LAMP-2B gut an
AP1 banden, wohingegen die beiden anderen lysosomalen Proteine LAMP-2A und
CD63 kaum bzw. gar nicht mit AP1 interagierten.

Entgegen der urspringlichen Annahme folgte die Bindung der c-y-Ketten an YXX®-
haltige Peptide nicht einer 1:1 Kinetik. Als Ursache kommt eine zusatzliche
Interaktion zwischen den p-Ketten und 2-4 basischen Aminosauren, die sich in allen
verwendeten cytoplasmatischen Sequenzen proximal des YXX®-Signals befinden, in
Frage. Ob diese Interaktion in vivo eine Bedeutung hat, missen weitere Analysen
zeigen.

Im Mittelpunkt des zweiten Teils der Arbeit stand der an der Endocytose beteiligte
AP2-Komplex, dessen Rekrutierung an die Plasmamembran und Bindung an
Sortierungssignale mit Hilfe eines Biacore-basierten Assays fir Membranbindung in
vitro simuliert wurde. Um einzelne Bindungsereignisse analysieren zu konnen,
wurden Liposomen mit einer einfachen Lipid-Zusammensetzung verwendet und
rekombinante, phosphorylierte bzw. nicht-phosphorylierte, Wildtyp- oder mutierte
AP2-Komplexe eingesetzt. Unsere Daten zeigen eine von ARF6-unabhangige, aber
von Phosphatidylinositolen-abhangige Rekrutierung von AP2. Vor allem die
Phosphatidylinositol-Bindungsstelle in der a-Untereinheit ist fir die Ptdins4,5P,-
Interaktion von AP2 verantwortlich. Durch den Vergleich von phosphoryliertem und
nicht-phosphoryliertem AP2 konnte bestatigt werden, dass die Interaktion mit

Tyrosin-haltigen Signalen durch die Phosphorylierung der pu2-Untereinheit unterstitzt
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wird. Die Bindung an Dileucin-haltige Signale erfolgt hingegen Phosphorylierungs-
unabhangig an eine bislang unbekannte Bindungsstelle, die nicht im flexiblen, C-
terminalen Anteil von p2 liegt.

Diese Arbeit hat die notwendigen Voraussetzungen geschaffen, um
Bindungsereignisse, die zur Membranassoziation von Proteinen beitragen, unter

definierten Bedingungen zu analysieren.
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