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1 Einleitung

An neuromuskulären und neuronalen Synapsen erfolgt die Signalübertragung durch eine Abfolge

aus elektrischen und chemischen Signalen . Die chemischen Signale werden dabei durch

molekulare Botenstoffe, so genannte Neurotransmitter, vermittelt. Werden diese an der

präsynaptischen Membran in den synaptischen Spalt entlassen, binden sie an Rezeptoren in der

postsynaptischen Membran, zum Beispiel an liganden-gesteuerte Ionenkanäle . Die Bindung eines

Liganden an einen liganden-gesteuerten Ionenkanal bewirkt eine konformationelle Änderung des

Rezeptors, so dass sich der Ionenkanal öffnet und ein selektiver Ionenfluss stattfindet. Es

resultiert ein verändertes Membranpotential der postsynaptischen Membran . Somit wird das

chemische Neurotransmittersignal in ein elektrisches Signal umgewandelt und dieses entlang der

postsynaptischen Membran weitergeleitet . Man unterscheidet erregende und inhibitorische

Neurotransmissionen, die jeweils von spezifischen Neurotransmittern und deren Rezeptoren

vermittelt werden . Bedeutende Vertreter von liganden-gesteuerten Ionenkanälen für erregende

Neurotransmission an neuromuskulären bzw. neuronalen Synapsen sind der nikotinische

Acetylcholin-Rezeptor und der Glutamat-Rezeptor. Der Glycin-Rezeptor und der Rezeptor für y

-Aminobuttersäurevom Typ A (GABAA-Rezeptor) sind wichtige Beispiele von liganden-

gesteuerten Ionenkanälen für inhibitorische Neurotransmission im Gehirn und im Rückenmark.

Liganden-gesteuerte Ionenkanäle und Mechanismen zu deren Modulierung und Regulation sind

von zentraler Bedeutung bei der neuronalen und neuromuskulären Signaltransduktion und daher

bedeutende Ziele der pharmakologischen Wirkstoffsuche .
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1 .1

	

Der GABAA-Rezep tor

Der Neurotransmitter y-Aminobuttersäure (GABA) ist der Ligand d es y-Aminobuttersäure

Rezep tors vom Typ A (GABAA-Rezep tor) und vermittelt schnelle, inhibitorische

Neurotransmission i m Gehirn und im Rüc kenmark. Der GABAA-Rezep t or ist ein

Chlorid ionen kanal und gehö rt zur Cys-Loop Superfamilie, die eine Hauptgrupp e der Rezeptor

-ge koppelten Ionenk anäle d arstellt. Rezeptoren der Cys-Loop Superfamilie weisen fünf

Untereinheiten a uf, die jeweils eine charakteristische Sequenz von 13 Amino säuren im

extrazellulären Sequenzabschnitt beinhalten . Diese ist von zwei Cysteinen umgeben, die kovalent

m iteinander verbunden sind und s o zu der B ildung einer geschlossenen Loop -Struktu r beitragen

(Sine and Engel 2006) . Die Rezep t oruntereinheiten innerhalb dieser Superfamilie weisen eine

ge meinsame Memb rant opologie auf, die eine große ex trazellu l ä re am ino terminale Domäne, vier

durch Loops getrennte Transmemb ransegmente (TM1-4), sowie einen extrazellulären

Carboxyterminus beinhaltet (Abb. 1 .1, A) . Der zwischen TM3 und TM4 befindliche intrazelluläre

Loop (TM3/TM4-Loop ) ist Ziel verschie dener K inasen und potentieller Interaktions bereich,

welcher b ei der Reze p t orverankerung und/oder d em Rezeptortransport eine Rolle spielen könnte

(Macdonald and Olsen 1 994; Moss and Smart 200 1) . Dieser B ereich besitzt gleichzeitig d ie größ te

Sequ enz diversitä t zwischen den Rezep toruntereinheiten (Moss and Smart 200 1 ) . Im Rezep to r

lagern sich die Transmembransegm ente der einzelnen Untereinheiten s o zusammen, dass die

Segmente 2 (TM2) die Wand des Ionenk anals bilden . Die anderen Trans membransegm ente

ordnen sich um d iesen zentralen Ionenkanal herum an (Abb .1 .1, B).

Abbildung 1 .1: Schematische Darstellung der Membrantopologie der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten
und deren Assemblierung im Rezeptor . A : Alle Untereinheiten des GABAA-Rezeptors weisen eine gemeinsame
Membrantopologie auf, wobei ein extrazellulärer amino- und carboxyterminaler Teil, vier Transmembranhelices
(TM1-4) und zwei zytoplasmatische Loop s (TM1/2 Loop und TM3/4 Loop) vorhanden sind. B : Im Rezeptor lagern
sich die Transmembransegmente 2 (TM2) der einzelnen Untereinheiten so zusammen, dass sie die Wand des
Ionenkanals bilden.
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D ie Untereinheiten des heteropentameren GABAA-Rezeptors lassen sich sieben Familien (a, , y,

S, s, 0 un d 7) mit verschiedenen I s ofo rmen (z .B . a1-a6, y1-y4) z uordnen (Barnes 200 1 ; Whiting

1 999) . D abei sind verschie d ene Sp licing-Varianten einiger I s oformen z u beobachten, z .B . y2S und

y2L. Diese beachtliche Diversität kann sowohl wichtig für die sub zelluläre Lokalisierung

(Kneussel 2002), als o a uch für d ie Funktio n (Moss and Smart 200 1) des Rezep tors sein.

D ie verbreitetesten Rezep tor-Subtypen sin d aus a1-, ß2- oder ß3- und y2-Untereinheiten

zu sa mmengesetzt (De Blas 1 99 6) . Funktionelle GABA-gesteuerte Ionenkanäle können b ereits

durch Ko exp ression der a- und ß-Untereinheiten erreicht werden (Angelo tti and Macdonald

1 993) . Die Anwesenheit der y-Untereinheit ist hingegen no twendig für die Rezep tormodulati on

durch Benzodiazepine (Pritchett et al . 1 989).

Regulati onsmechanismen, die die Anzahl von Neurotransmitter-Rezeptoren an der

po sts ynap tischen M emb ran beeinflussen, sind von grun d le gender Bedeutung für funktionelle

Neurotransmission (Barnes 2001 ) . Es handelt sich d abei um dynamische und modulierte

P rozesse, die die S ynthese, Assemb lierung und Transportmechanismen des Reze p t ors zu und

vo n der po stsynaptischen M e mbran weg umfassen . Nach der Synthese und Assemblierung der

Rezep toren im ER werden d iese über den Golgi-Apparat in se kretorischen Vesi keln an die

Zellmemb ran transportiert . B ei d iesem Vo rgang ist ein sele ktiver Transport von einzelnen

Rezep tor Subtyp en an bestimm te Synapsen denkb ar. Durch konstitutive Endozytose werd en

Neurotransmitter Rezep toren vo n der Zellme mbran zu den Endosomen transportiert und von

dort entweder zu r Wie derverwertung an d ie Zelloberfläche z urücktranspo rtiert oder abge b aut.

D iese Vo rgänge sind für den GABAA-Rezeptor schematisch in Abbildung 1 .2 zusammenge fasst.

Sie sind für die Konstrukti on, funktionelle Aufrechterhaltung und Modulati on von GABAergen

Synapsen n otwendig und werden auch als intrazelluläres Trafficking b ezeichnet (Barnes 200 1 ) . D es

Weiteren hat das Ansammeln d iffus verteilter GABAA- Rezep t oren an der po stsynap tischen

Membran in so genannte Cluster einen großen Einfluss auf die Funkti onalitä t GABAerger

Synapsen. So unterschei den sich Rezep tork inetik und Bindungsaffinität für GABA b ei d iffus

verteilten und in Clustern angehäuften GABAA-Rezep to ren (Chen et al . 2000) . Durch

Verankerung der GABAA-Rezeptoren am Zy to skelett werden die Rezepto r-Cluster stabilisiert

(Meyer et al. 2000) . Dabei ist die y2-Untereinheit ein für das Clustering u nd die synap tische

Lokalisation notwendiger B estandteil des GABAA-Rezeptors (Essrich et al. 1 998) .
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Abbildung 1.2 : Schematische
Darstellung der zellulären GABAA

-Rezeptor Transportwege. Nach der
Rezept orsynthese und Asse mblierung im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) wird
der GABAA-Rezeptor (grün) via Golgi-
Apparat in sekretorischen Vesikeln an die
postsynaptische Membran transportiert, wo
er diffus verteilt oder in Clustern

zusammengelagert vorliegen kann . Der
Rezeptor wird in Clathrin -gecoateten

Vesikeln internalisiert und entweder in
einem Wiederverwertungsprozess zurück
an die Membran transportiert oder
degradiert. GABARAP (gelb) bindet an
den GABAA-Rezeptor und ist an dessen
Transportmechanismen beteiligt.
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1 .2

	

Das GABAA-Rezep t or-assoziierte Protein (GABARAP)

1 .2. 1 Pro teincharakterisierung GABARAP

GABARAP ist ein 1 4 kD a umfassendes Protein, dessen genaue Funktion b isher nicht bekannt

ist. Es wird ub iquitär in allen Geweben exprim iert, wobei sich d ie subzelluläre Lokalisierung auf

das Zy tos ol beschrän kt. GABARAP wird d abei vornehmlich an m emb ranösen Strukturen

nachgewiesen (Coyle et al. 2002; K ittler et al. 200 1 ).

GABARAP lässt sich nach einer sequ enzbasierten Proteinklassifizierung der Superfamilie der

Ubiqu itin -like u n d zu der F amilie d er Mikrotubuli-associatedprotein light chain 3-like (MAP-LC3-like)

P ro teine zuo rdnen. Diese umfasst neben GABARAP sieben weitere homologe Pro teine, deren

Sequenzidentität zu GAB ARAP z wischen 30 und 87% liegen: Atg8, GABARAPL1,

GABARAPL2, GABARAPL 3, MAP-LC3A, MAP-LC3B und MAP-LC3 C . Diese werden in

Kapitel 1 .2.3 i m Detail vo rgestellt.

Struktu relle Untersuchungen von GABARAP (Bavro et al. 2002 ; Coyle et al. 2002; Knight et al.

2002; Stangler et al. 2002) und homologen Pro teinen (Koun o et al. 2005 ; Paz et al . 2000;

Sugawara et al. 2004) wiesen eine Ub iquitin-ähnliche Faltung mit zwei zusätzlichen,

aminoterminalen a-Helices auf, d ie im Rahmen einer strukturbasierten Proteinklassifizierung d ie

GABARAP-lik e Pro teinfa milie von anderen Proteinen der Ubiquitin -like Superfamilie

unterschei den (Abb . 1 .3) .

Abbildung 1 .3: Ribbondarstellung der
Lösungsstruktur des humanen
GABARAP-Proteins (Stangler et al.
2002).
Vorhandene Sekundärstrukturelemente sind
farblich hervorgehoben (a-Helix : rot/gelb;
ß-Faltblatt : türkis) und Amino- und
Carboxyterminus beschriftet.

Neb en der str ukturellen Ähnlichkeit z u Ub iquitin, besteht auch eine funktionelle Gemeinsa mkeit.

GABARAP wird in eine m Ubiquitinylierungs -ähnlichen Pro tein -Konjugati onssystem modifiziert.

Ubiqu itin formt in einem drei-Schritt-M echanismus ein Konjugat mit seinem Zielprotein. Es

wird zunächst an seinem carboxyterm inalen Glycin durch ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym
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(Ubiquitin -activating Enzy me, E1-Enzym) aktiviert und bildet via Thioester-Bindung ein Konjugat

mit dem Cysteinrest des aktiven Zentrums des E1-Enzyms . Aktiviertes Ubiquitin wird

anschließend zu einem E2-Enzym transferiert und letztlich mit einem Lysinrest des Zielproteins

mittels Isopeptidbindung verbunden . Dieser Schritt wird durch ein Enzym der Ubiquitin-Protein-

Ligase-Familie, einem E3-Enzym, katalysiert.

Analog dazu wird GABARAP durch die Cysteinprotease Atg4 prozessiert, so dass der

carboxyterminale Arginin-Aminosäurerest abgespalten wird (Tanida et al . 2004) und das

resultierende Protein carboxyterminal ein Glycinrest aufweist . Das verkürzte GABARAP wird

anschließend durch Atg7 aktiviert, welches einem Ubiquitin-aktivierenden E1-Enzym entspricht

(Tanida et al . 1999) . Es folgt ein Transfer des aktivierten GABARAPs zu Atg3, welches einem

Ubiquitin-E2-Enzym entspricht (Tanida et al. 2002) . Diese Prozesse sind für eine

carboxyterminale Lipidierung durch Phosphatidylethanolamin oder Phosphatidylserin und damit

für die Verankerung von GABARAP in der Membran notwendig (Sou et al. 2006) (Abb . 1 .4) . Es

wurde gezeigt, dass die carboxyterminale Prozessierung von GABARAP notwendig für

GABARAP-vermittelte Transportvorgänge des GABA A-Rezeptors ist (Chen and Olsen 2007).

Abbildu ng 1 .4 : Ubiquitinylierungs -ähnliche Prozessierung von GABARAP. Zunächst wird GABARAP
durch die Cysteinprotease Atg4 (grün) p rozessiert, wodurch carboxy terminal ein Glycinrest freigelegt wird.
Anschließend erfolgen die Aktivierung von GABARAP durch Atg7 (E1) (grau) unter ATP-Verbrauch und der
Transfer zu Atg3 (E2) (gelb). GABARAP wird als Phospholipid-Konjugat mit Phosphatidylethanolamin oder
Phosphatidylserin in der Membran verankert und kann durch Atg4 wieder von dieser abgelöst werden . Diese
Vorgänge werden am Beispiel der GABARAP Prozessierung demonstriert, gelten jedoch analog für die
GABARAP-homologen Proteine GATE-16, MAP-LC3 und Atg8. Abbildung editiert aus Marino et al . (Marino
and Lopez-Otin 2004) .
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1 .2.2 GABARAP-bindende Proteine

1.2.2.1 GABAA-Rezeptor

Via Yeast-Two-Hy brid-System wu rd e ein Klon des für GABARAP(3 6 - 11 7) kod ierenden Gens

identifiziert, w elches mit dem intrazellulären TM3/TM4-Loop der y-Untereinheit d es GABAA-

Rezep tors interagiert (Wang et al . 1 999) . D ie Interaktion von GABARAP(1 - 11 7) m it GABAA

-Rezeptor wurd e sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen (Nymann-Andersen et al. 2002;

Wang et al . 1999) . Allerdings konnte GABARAP nicht an GABAergen S ynapsen lokalisiert

werden (Kne ussel et al. 2000) . GABARAP fö rdert das Rezep tor Clustering und moduliert die

Kineti k und Leitfä higkeit des Ionenkanals (Chen et al. 2000; Luu et al . 2006) . In Neuronen

konnte ein funktioneller Effekt von GABARAP auf d as Trafficking des GABAA -Rezep tors gezeigt

werden (Leil et al . 2004) . Durch quantitative Yeast-Two-Hy brid Analyse wurden 23 Amino s äuren

der y2L-Untereinheit des GAB AA-Rezep tors, y2L(389-411), als fü r maxi male Interakti on

notwendig und 1 8 Aminos äuren, y2L(394-411), als für die Interakti on noch ausreichen d

identifiziert (Nymann-Andersen et al. 2002; Wang et al . 1999) . Im Rahmen von

F luoreszenztitrations -Experi menten konnte neb en d er Interakti on des synthetischen Pep tids

y2L(394-411) auch für verkürzte Peptidsequenzen der y2-Untereinheit, y2L(394-406) und

y2L(396-406), eine Bindungsaffinität zu GABARAP im mikromolaren Bereich ermittelt werden

(Coyle et al. 2002) .
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1.2.2.2 Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF)

NSF s p ielt eine Rolle bei verschiedensten Vesikeltransportvorgängen, wie z.B. b eim Transport

der AMPA-Typ Glutamat- und ß -adrenergen Reze p t oren (M cDonald et al. 1 999 ; Nishimune et

al. 1 998; S ong et al . 1 998) u n d interagiert direkt mit der ß -Untereinheit des GABAA-Rezep tors

(Go to et al . 2005) . B ei Vorgängen des Vesikeltransports ist die Membran fusion von Vesikel- un d

Zielmemb ran von grun d legender B ede u tung, b ei der d ie Interaktion von so genannten SNARE

(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor [NSF]-attachment protein recep tor)-Proteinen no twendig ist. Es

wird je nach Lokalisierung zwischen v- SNAREs (Vesikel membran) und t-SNAREs

(Zielmembran) unterschieden. Nach der Bildung eines v- SNARE -t-SNARE Komp lex es bind et

dieser NS F und SNAP (soluble NSF-attachmentp rotein), welche d en Komplex unter ATP-Hydroly se

dissoziieren (Brunger 200 1 ; So llner et al. 1993) . NSF ko lokalisiert m it GABARAP an

intrazellu l ären Membranstruktu ren in Neuronen und bindet dire kt an GABARAP (K ittler et al.

200 1 ) .

1.2.2.3 Tubulin

GABARAP interagiert m it der lö slichen und der polymerisierten Fo rm von Tubulin und

assoziiert mit Mi krotubuli und Mikrofilamenten (Wang and Olsen 2000), deren Au s b ildung und

Bündelung es fö rdert. Die Interakti on findet über den Am ino terminus von GABARAP statt

(Coyle et al. 2002) . a- und ß -Tubulin sind molekulare B a usteine von Mikro tubuli, röhrenförm ige

Struktu ren der Zelle, d ie mit ca. 20-28 nm den größten Du rchmesser aller Kompo nenten des

Zyt o s keletts haben . Es kann daher sp e kuliert werd en, dass GAB ARAP als Linker zwischen dem

Zellzyto s kelett un d GABAA-Rezepto ren fungieren könnte (Coyle an d Niko lov2003) .
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1.2.2.4 Unc-51-like kinase (ULK1)

Das GABARAP-assoziierte Protein ULK1 ist eine neuronale Serin/Threonin-spezifische Kinase,

die im Zusammenhang mit neuronalem Wachstum steht. In diesem Kontext wird über einen

Zusammenhang von vesikulärem GABAA-Rezeptor Transport und axonaler Elongation

spekuliert (Okazaki et al . 2000) . Chan et al. identifizierten ULK1 als Modulato r von

Autophagozytose (Chan et al . 2007) . Dies ist ein kontrollierter Selbstverdauungsprozess, welcher

in Hunger- oder Stresssituationen aktiviert wird . Dabei werden Zytoplasma und Organellen in

Vesikeln, so genannten Autophagosomen, nicht-selektiv zu den Lysosomen oder Vakuolen

transportiert und dort abgebaut oder wiederverwertet (Klionsky and Emr 2000).

1.2.2.5 Gephyrin

Des Weiteren wurde die Interaktion von GABARAP zu dem Tubulin-bindenden Protein

Gephyrin nachgewiesen. Dieses verankert inhibitorische Glycinrezeptoren am Zytoskelett in

synaptischen Clustern . Obwohl die direkte Interaktion von Gephyrin mit dem GABAA-Rezeptor

nicht nachgewiesen werden konnte, so spielt es dennoch eine wichtige Rolle beim Clustering von

GABAA-Rezeptoren mit der y2-Untereinheit (Kneussel et al . 2000) . In y2-knockoutMäusen gehen

synaptische Cluster Gephyrins parallel zu denen von GABAA-Rezeptoren verloren . Es wird daher

spekuliert, dass GABAA-Rezeptor Cluster mit y2-Untereinheit von einem Gephyrin-Gerüst

zusammengehalten werden könnten (C oyle and Nikolov 2003) . Eine mögliche Linker-Funktion

von GABARAP für die Interaktion von GABAA-Rezeptor und Gephyrin wurde bisher nicht

experimentell bestätigt.

1.2.2.6 PRIP

PRIP ist ebenfalls ein GABARAP-bindendes Protein (Harada et al . 2005 ; Kanematsu et al. 2002),

welches zunächst unter dem Namen p 1 30 bekannt war. Aufgrund einer Domäne, die dem

Aufbau der Phospholipase C-81 ähnelt, ohne jedoch deren Phospholipaseaktivität zu besitzen,

wurde p 1 30 später in „phoshpholipase C-related inactive protein“ (PRIP) umbenannt. PRIP

bindet Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP3), ein zentrales Molekül eines Ca2+-vermittelten second

m essenger-Systems der Zelle . Es wird vermutet, dass es IP3 gegen die ansonsten schnell

stattfindende Hydrolyse schützt und so in die IP3-vermittelte Ca2+-Signalvermittlung involviert
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ist. PRIP bindet außerdem die ß- und y2-Untereinheit des GABAA-Rezeptors (Chen and Olsen

2007; Kanematsu et al. 2002 ; Mizokami et al. 2007) und inhibiert die Bindung der y 2-Untereinheit

des GABAA-Rezeptors an GABARAP kompetitiv. Die überwiegend intrazelluläre Lokalisation

von PRIP und die Kolokalisation mit GABARAP lassen darauf schließen, dass PRIP in die

GABAA-Rezeptorassemblierung und/oder Rezeptortransportvorgänge involviert sein könnte

(Coyle an d Nikolov 2003 ; Kanematsu et al . 2002).

1.2.2.7 Transferrin-Rezeptor

GABARAP interagiert des Weiteren mit dem Transferrin Rezeptor (TfR), einem integralen

Membranprotein, welches die Internalisierung von Eisen-beladenem Transferrin vermittelt.

Green et al . zeigten, dass das zytoplasmatische TfR Internalisierungsmotiv YXX(D (wobei X jede

beliebige Aminosäurerest und (D ein (bulky) Aminosäurerest mit hydrophober Seitenkette

darstellt) für diese Interaktion wichtig ist . Sie konnten GABARAP nicht an der Zellmembran von

HeLa-Zellen nachweisen und eine Überexpression von GABARAP zeigte keinen Einfluss auf die

TfR Endozytoserate in HeLa-Zellen . Green et al. schlussfolgerten daher, dass GABARAP eine

universellere Transportfunktion haben muss (Green et al. 2002).

1.2.2.8 Glutamate receptor interacting protein 1 (GRIP1)

GABARAP assoziiert weiterhin mit dem Protein GRIP1 . Dieses bindet an die GluR2

Untereinheit von Glutamat Rezeptoren und ist an Transportvorgängen und dem Rezeptor-

Clustering von Glutamat Rezeptoren beteiligt . GABARAP interagiert dabei mit den PDZ-

Domänen 4 bis 6 von GRIP1 . Aufgrund der Kolokalisation beider Proteine kann über eine Rolle

von GRIP1 im Zusammenhang mit inhibitorischen Synapsen spekuliert werden (Kittler et al.

2004) .

1.2.2.9 DEAD box Polypep tid 47 (DDX 47)

Die RNA-Helikase DDX 47 (DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp/His) box Polypeptid 47) ist ebenfalls ein

GABARAP-bindendes Protein . Bei Kotransfektion von GABARAP und DDX 47 cDNA in

Tumorzellen wird Apoptose induziert, was den ersten Hinweis auf eine mögliche Beteiligung von

GABARAP an apoptotischen Prozessen darstellt (Lee et al . 2005) .
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1.2.2.10 Ras-related protein RAB 24

Basierend auf Yeast-Two Hybrid Experimenten identifizierten Wu et al. kürzlich das humane

Protein RAB 24 als GABARAP-Interaktionspartner (Wu et al . 2006) . RAB 24 assoziiert mit

Autophagosomen in Zellen unter Hungerstress . Des Weiteren konnte die Kolokalisation von

RAB 24 mit dem Autophagosomen-Markerprotein MAP-LC3 nachgewiesen werden (Munafo

2002) . Über eine Beteiligung von RAB 24 bei der Autophagozytose und anderen zellulären

Transportmechanismen wird spekuliert (Maltese et al . 2002).

Tabelle 1 .1 zeigt eine Übersicht aller bekannten GABARAP-bindenden Proteine.

Tabelle 1.1: B in dungsp artner von GABARAP, Tabelle editiert aus (Coyle and Niko lov 2003).
GABARAP
Interaktionspartner Quellenangab e Mögliche Funktion der Interakti on

y-Untereinheit des
GABAA -Rezeptors
NSF

Tubulin

ULK1

Ge p hyrin

P RIP
Trans ferrin Rezepto r
GRIP 1
DDX47
RAB 24

(Wang et al. 1999)

(Kittler et al. 2001)

(Wang and Olsen 2000)

(Okazaki et al . 2000)

(Kneussel et al. 2000)

(Kane matsu et al. 2002)
(Green et al. 2002)
(Kittler et al. 2004)
(Lee et al. 2005)
(Wu et al. 2006)

GABAA-Rezeptor Traficking und Clustering

Vesikeltransportvorgänge
Transport des GABAA-Rezeptors entlang von
Mikrotubuli
Vesikeltransportvorgänge und axonale Elongation,
Autophagozytose
Clustering von Neurotransmitter Rezeptoren an der
Synapse
Assemblierung und Transport von GABAA-Rezeptoren
Transport des Transferrin Rezepto rs
unge kl ärt
Apoptose
Autophagozytose
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1 .2.3 GABARAP-homologe Proteine

Atg8 (auch als Apg8/Aut7/Cvt5 bezeichnet) ist ein GABARAP-orthologes Protein aus Hefe,

welches 55% Sequenzidentität zu GABARAP aufweist.

Humane GABARAP-homologe Proteine sind Teil der MAP-LC3 Familie, deren Mitglieder eine

größere Diversität aufweisen. Neben GABARAP beinhaltet diese Familie die GABARAP-

homologen Proteine GAB ARAPL1 (GEC1, Sequenzidentität 87 %) (Vernier-Magnin et al . 2001),

GABARAPL2 (GATE-16, 57%) (Sagiv et al. 2000), GABARAPL3 (82%), und die leichten

Ketten (LC) der Mikro tubuli-assoziierten Proteine (MAP) MAP-LC3A (30%), MAP-LC3B (31%)

and MAP-LC3C (38%) . Die Mitglieder dieser Proteinfamilie sind evolutiv in allen eukaryotischen

Zellen konserviert, was auf eine wichtige Funktion dieser Proteine in Säugerzellen schließen lässt.

Die hohe Sequenzidentität zwischen den GABARAP-artigen Proteinen und der fehlende

„GABARAP-knock-out-Maus -Phäno typ“ (O'Sullivan et al . 2005) lassen vermuten, dass sich die

Mitglieder der MAP-LC3 Proteinfamilie untereinander funktionell ersetzen können.

1.2.3.1 Atg8

Atg8 weist 55% Sequenzidentität zu GABARAP auf und ist bisher das einzige bekannte

GABARAP-orthologe Hefeprotein . Atg8 ist in die Autophagozytose involviert (Kirisako et al.

1999) . Analog zu GABARAP wird Atg8 in einem ubiquitinylierungs ähnlichen Protein-

Konjugationssystem an Phosphatidylethanolamin oder Phosphatidylserin gekoppelt (Abb . 1 .4).

Dieser Prozess ist für die Verankerung von Atg8 in der Membran notwendig (I chimu ra et al.

2000) und ist essentiell für die Funktionalität der Autophagozytose (Kirisako et al . 2000;

Nakatogawa et al. 2007) .
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1.2.3.2 GEC1/GABARAPL1

GEC1 /GABARAPL1 besitzt mit 87% Sequenzi dentitä t die größte Ähnlichkeit z u GABARAP

innerhalb der MAP-LC3 Pro teinfam ilie . Eb enso wie GABARAP bindet es Tubulin, NSF und

interagiert mit dem GABAA-Rezep to r (Chen et al. 200 6; Mansuy et al . 2004) . Es wird über eine

mögliche Fun ktion von GEC1/GABARAPL1 als po tentieller Linker zwischen dem GAB AA-

Rezeptor und d em Zyto s kelett dis kutiert (Mansuy et al. 2004) . Die B indung von GEC1 an d en K

-Opioid Rezep tor wurde kürzlich i d entifiziert (Chen et al. 2006).

1.2.3.3 GATE -16/GABARAPL2

GATE -16 (Golg i-associated ATPase enhancer of 16 kDa) weist 75 % Sequenzähnlichkeit z u

GABARAP auf und spielt eine Rolle bei Vesikeltransportvorgängen des intra-Go l gi-Transportes.

GATE - 16 ass oziiert mit NSF (Kap. 1 .2 .2.2) unter Verstä rkung von dessen AT Pase-Aktivitä t . Es

interagiert NS F-ab h ängig mit dem Golgi v-SNARE GOS-28 (Le gesse-Miller et al. 1 998 ; Paz et al.

2000; Sagiv et al . 2000) . GATE - 16 b indet des Weiteren an d ie GABARAP-ass o ziierte Unk-5 1 -lik e

Kinase (ULK1) (Okaza ki et al . 2000) . Analog zu GAB ARAP findet auch bei GATE-16 eine

Kopplung an Pho s phatidylethan olam in oder Phosphatidylserin statt, die durch ein

Ubiqu itin ylierung s -ähnliches Pro tein -Konjugationssystem vermittelt wird (Tanida et al. 2003)

(Abb . 1 .4).

1.2.3.4 Microtubule-associated protein – light chain 3/M AP-LC3

Analog z u GABARAP bindet auch MAP-LC3 an Mi krotubuli (Mann and Hammarb ac k 1 994).

Des Weiteren konnte d ie Bindung an AU -reiche Sequenzen der 3’-UTR der Fib ronectin-mRNA

nachgewiesen werden (Zhou et al. 1 997) . MAP-LC3 wurde als Autop ha go somen -M arkerprotein

definiert (Mizushima 2004; Yo shimori 2004) . Ebens o wie GABARAP wird auch MAP-LC3 in

einem Ub iquitinylier ungs-ähnlichen P ro tein -Ko njugati onssy stem an Pho sphatidylethano lamin

oder Pho sphatidylserin ge kopp elt (Sou et al. 2006) .
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1 .2.4 Mögliche zelluläre Funktion von GABARAP

Die Homologie von GABARAP zu Atg8, MAP-LC3 und GATE-16, die Interaktion mit NSF,

PRIP und ULK1, sowie die Beobachtung, dass GABARAP vornehmlich mit Membranen von

intrazellulären Vesikeln des Trans-Golgi-Netzwerkes und der subsynaptischen Cisternae

assoziiert ist (Kittler et al . 2001), lassen klar auf eine Rolle von GABARAP in

Vesikeltransportmechanismen schließen, wie z .B. bei Transportvorgängen des GABAA

-Rezeptors. Die selektive Interaktion ausschließlich mit y- Untereinheiten des GABAA-Rezep tors

(Nymann-Andersen et al . 2002) könnte die Grundlage bei Sortierungsvorgängen von speziellen

Rezeptorsubtypen an bestimmte GABAerge Synapsen sein . Die GAB ARAP-GABAA-Rezeptor

-Interaktion beeinflusst das Clustering von GABAA-Rezepto ren und die Kinetik des Ionenkanals

(Chen et al. 2000) . Ein funktioneller Effekt von GABARAP auf Transportvorgänge des GAB AA-

Rezeptors konnte in Neuronen nachgewiesen werden (Leil et al. 2004), obwohl GABARAP kein

integraler Bestandteil GABAerger Synapsen zu sein scheint (Kittler et al . 2001 ; Kneussel et al.

2000).

Darüber hinaus kann über GABARAP-Funktionen spekuliert werden, die nicht ausschließlich im

Zusammenhang mit Transportvorgängen des GABAA-Rezeptors stehen (Coyle and Nikolov

2003) . Zum Beispiel wird über die mögliche Funktion von GABARAP als Signal diskutiert,

welches Proteine kennzeichnet, die zur inhibitorischen Synapse hin oder von dieser weg

transportiert werden sollen (Kittler et al. 2004). Die Expression von GABARAP in

verschiedensten, auch nicht-neuronalen, Geweben (Nemos et al. 2003) lässt außerdem darauf

schließen, dass die Funktion von GABARAP nicht allein auf neuronale Prozesse beschränkt ist.

Die Rolle von GABARAP als Tumorsuppressor wurde kürzlich diskutiert (Klebig et al . 2005) .
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1 .3

	

Zielsetzung dieser Arbeit

So rtierung, Transport u nd D egradier un g von Neurotransmitter Rezep toren sind

Regulati onsmechanismen, die essentiell für die Bil dung u n d Aufrechterhaltung von funktionellen

Synapsen sind und grundlegende Vorgänge bei der Modulierung synaptischer Plastizit ät

darstellen. GABAA-Rezeptoren vermitteln schnelle inhib itorische Reizleit ung im Gehirn un d im

Rückenmark und sind Ziele verschie dener pharmako logischer Wirk stoffe, d ie zur Behandlung

p s ychischer Stö r u ngen oder zu r Modulier ung des Schlaf-Wach -Rhythmu s oder der Stimmung

eingesetzt werden . Substanzen, die den Transpo rt, den U m satz oder d ie Funkti on des GABAA-

Rezep tors beeinflussen sind daher vo n speziellem m e dizinischem und ökonomischem Interesse.

GABARAP interagiert mit dem GABAA - Rezep tor un d ist Teil einer P ro tein fa milie, d ie in

zellul ä re Vesikeltranspo rtmechanis men involviert ist. Dies sin d grun d le gende Prozesse bei der

Au t ophagozytose, einem kontrollierten Selbstverdauungsprozess, der eine Schlüsselrolle bei

neuronaler Entwicklu ng, Neurodegenerati on und Apoptose s p ielt. Die genaue B ede u tung der

GABARAP-GABAA- Reze p tor-Intera ktion ist bisher nicht b e kannt.

Das Ziel d ieser Arbeit ist die Identifizierung von neuen GABARAP- interagierenden Substanzen

via Phagendisp lay-Selektion und die Charakterisierung der ents prechen d en Intera ktion mit Hilfe

vo n Pu ldown-Analysen, Oberflächenp lasmonenresonanz, NMR- und F luoreszenzs pektro s kop ie.

D ies s oll zu einem fo rtgeschrittenen Verständnis der Prozesse an der po stsynaptischen Membran

beitragen und neu e Möglichkeiten zur Modulierung dieser Vorgä nge eröffnen .
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2 Materialien

2.1

	

Antikörper, Enzyme und Proteine

Tabelle 2 .1: Enzyme, Proteine und Antikörper
Enzym e, Proteine und Anti körper

	

F irm a
- BamHI, XhoI
- Taq-Polymerase
- Shrimp Alk alische Phosphatase (SAP)
- T4-DNA-Ligase
- DNAse A
- Vent-Polymerase
- Thrombin-Protease
- CRT-His Fusi onsprotein
- Kaninchen Anti-CRT
- Maus Anti-CHC
- Kaninchen Anti-GABARAP

- Ziege Anti-Kaninchen ; HRP-konjugiert
- Ziege Anti-Maus; HRP-konjugiert
- Anti-gpVIII (M13)

MBI Fermentas, Leon-Rot
MBI Fermentas, Leon-Rot
MBI Fermentas, Leon-Rot
MBI Fermentas, Leon-Rot
AppliChem, Darmstadt
New England Biolabs Frankfurt am Main
Roth, Karlsruhe
Abcam, Cambridge
A ffinity BioReagents, Golden, USA
BD Biosciences, Pharmingen
Hergestellt bei Pineda, Berlin
(Antigen: GABARAP vo lle Länge)
PIERCE, Illinois, U .S.A.
PIERCE, Illinois, U .S.A.
PROGEN, Heidelberg

2.2 Bakterienstämme

Tabelle 2 .2: Name, Genotyp und Referenz der Bakterienstämme.
Genotyp

	

Referenz
E. coli XL10-Gold

	

Tetr A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96

	

Stratagene Europe,
relA1 lac Hte [F´ proAB lacIqZM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr] a

	

Amsterdam
E. coli BL21-

	

B F- ompT hsdS(rB -mB -) dcm+ Tetr gal ), (DE3) endA Hte [argU ileY Stratagene Europe,
CodonPlus (DE3)-RIL leuW Camr]* Amsterdam
E. coli C43 (DE3)

	

[F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)]

	

(Miroux and Walker
1996)

E. coli ER2738

	

F’, proA+B+ , lacIq, A(lacZ)M1 5 zz f: :Tn10(TetR), fhuA2, glnV, A (lac- New England
proA B), thi- 1 , A (hsdS -mcrB)5 B iolab s, Frankfurt

S tamm
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2 .3

	

B i ochemikalien, Chemikalien und Kits

D ie in dieser Arbeit verwendeten Chemi kalien wurden in den Reinheitsgrad en reinst oder pro

analy si (p .a.) bezogen.

Tabelle 2 .3 : Name und Herkunft der Biochemikalien, Chemikalien und Kits

Biochemikalien, Chemikalien und Kits

	

Firm a

Acrylamid 4 K L ö sung (30%) (Mix 29 :1)
Agarose MP
Amine Coupling Kit
Ammoniumchlorid [15N]
BIAmaintenance Kit
Bis-Tris
Complete-Protease-Inhibitor-Tablette
dNTPs (desoxy-Nukleosid-Triphosphate)
Fötales Kälberserum (FCS)
Glutathion, reduziert
Glutathion-Sepharose 4B
Imidazol
Isopropyl-(i-D-Thiogalactosid (IPTG)
(i-Mercaptoethanol ((i-ME)
Midi Nucleobond AX 20und AX100 Kit
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid (EDC)
Nickel-NTA-Agarose fast flow
Nucleo Spin Kit
Tween 20
Triton X-100
QIAprep 96 M13 Kit

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Biacore AB, Uppsala
Euriso-top, Saint-Aubin Cedex, Frankreich
Biacore AB, Uppsala
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Gibco/BRL, Eggenstein
Sigma, München
Amersham Biosciences, Freiburg
AppliChem, Darmstadt
Boehringer, Mannheim, BRD
Roth, Karlsruhe
Machery-Nagel, Düren
Sigma, München
Qiagen, Hil den
Machery-Nagel, Düren
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Qiagen, Hil den

Alle anderen hier nicht aufge führten Chemikalien wu rd en in ähnlicher Qualität von den Firmen

Fluka (Neu-Ulm), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma (München) b ez ogen.
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2.4 Datenbanken und Internet- Tools zu DNA- und Aminosäurensequenzen

sowie S trukturen von Proteinen

D ie Internet-Datenbanken SwissPro t und TrEMBL (http ://www.expasy .ch/sprot/) lieferten

In fo rmationen zu DNS- und Aminos äuresequenzen. Durch die Proteindatenbank (PDB)

(http ://www.rcsb.org/pdb) konnte auf P ro teinstruktu rdaten zugegriffen w erden.

P rimergenerierungen sowie die Au swertung von DNS-Sequenzierungen wurden online mit dem

BCM Search Launcher (http ://searchlauncher.bcm.tmc.edu/) durchge führt . Pro teinsequenzen wurden

m it Hilfe des Tools ProtParam (http: tools/p rotp aram.html analysiert (z.B .

Ermittlung des Extinktionskoeffizienten, Mo lekulargewicht u nd des is o elektrischen Pu n ktes).

Tabelle 2 .4 zeig t eine Übersicht der zur Analyse der Phagendis p lay-selektierten Sequenzen

verwendeten Programme .

Tabelle 2 .4: In dieser Arbeit verwendete Software zur Analyse der Phage Display Sequenzen
Funktion Name Internet Adresse
Multiples Sequenz
Alignment
Erstellung einer
position sp ecific scoring
matrix (P SSM)
D atenb anksuche mit
erstellten Motiven
Visu alisierung v on
Proteinstrukturen

ClustalW

B lo cks Multiple Alignment Process or

Moti f align ment and search tool (MAST)

MOLecule analysis and MOLecule dis p lay
(MOLMOL)

http://www.ebi.ac. uk /clustalw/

http ://blocks.fhcrc.org/blocks/p rocess_blocks.html

http ://meme.sdsc.edu/meme/mast.html

http ://hugin.eth~Z.ch/wuthrich/software/molmol/

2 .5

	

Eukaryotische Zellen

Im Rahmen der Puldown-Experimente wurde Hirngewe be von Sp rague-D awley-Ratten

verwendet . Die Rattenhirne ohne Hirnrind e wurden von der Firma Bi omo l GmbH, Hambu rg

bezogen.
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2.6 Größenmarker

Prestained Pro tein Ladder

(MBI Fermentas)

Pro tein Mo lecular Weight Marker

(MBI F ermentas)

2 .7 IMAGE-cDNA-Klone

Fü r d ie Klonier ung des für CRT (CRT) kodierenden Gens (CRT 1 8-4 1 7) in einen

prokaryo tischen E xp ressionsvekt or (pET15b_kombi; Abb . 2 .2) wurde der IMAGE- cDNS-Kl on

IRAUp969F116D des Deutschen Ressourcenzentrum für Genomforschung GmbH (RZPD,

Berlin) als Templat benu tzt . Die Klonierung des humanen MAP-LC3 (1 - 1 25) Konstrukts fand

ebenfalls in pET15b_komb i statt, wobei hier der IMAGE-cDNS -Klon IRAUp969H0456D des

D eutschen Ress ou rcenzentrum für Genomforschung GmbH (RZPD, Berlin) als Templat d iente .
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Oligonukleotide

D ie O ligonuk le o ti de zur Sequenzier ung der Einzelstrang-DNS aus M1 3-Phagen und des

pET15b_komb i-Ve kto rs sowie zur Amplifizierung d es CRT- und MAP-LC3b-Gens sin d in der

Tabelle 2 .5 aufge führt . Alle Oligonukleotide wurden von der Firma BioTeZ (Berlin) bezogen.

Tabelle 2 .5 : Name und DNS-S eq uenz der verwendeten Oligonukleotide

2 .8

Nam e

gp3_96
T7-Promotor-(pET)
T7-Terminator-(pET)
pOTB7_CRT_Fwd
pOTB7_CRT_Rev
MAP-LC3_Fwd
maplc3_125rev

DNS-Sequenz (5’-3’)

ccc tca tag tta gcg taa cg
taa tac gac tca cta tag gg
ggg tta tgc tag tta ttg c
tga ccc atg gag cct gcc gtc tac ttc aag
cgc ctc gag aat tct tac agc tcg tcc ttg gcc tg
gca gga tcc atg ccg tcg gag aag acc
tgc cgc tcg agc ggc cgc tta cac tga caa ttt cat ccc

2 .9

	

Pep tide

D ie Pep tide wurden von der Firma Jerini Bi oToo ls GmbH (Berlin) oder dem Analytischen

Zentrallabor des BMFZ (Düsseldo rf) s ynthetisiert . Die Amino säurese quenzen der verwendeten

Pep ti d e und die entsprechenden F luoreszenzmarkierungen sin d in Tab elle 2 . 6 aufgelistet.

Tabelle 2 .6 : Name, Am ino s äuresequ enz und Fluoreszenzmarkierung der verwendeten Peptide.
Nam e

	

Amin osäuresequenz (N ->C) / (F luorophor)
fN1

	

H-SHKSDWIFLPNA-Lys(5,(6)Carboxyfluorescein)-NH2

fN2

	

H-SHFQSWELVSTP-Lys(5,(6)Carboxyfluorescein)-NH 2

fN3

	

H-NHRTPELGHYEW-Lys(5,(6)Carboxyfluorescein)-NH2

N1

	

H-SHKSDWIFLPNA-NH2

CRT (178-188)

	

COCH3-SLEDDWDFLPP-NH2

CHC (510-522)

	

COCH3-TPDWIFLLRNVMR-NH2



Materialien

	

2 1

2 .1 0 Phagendisplay-Peptid-Bibliothek

Für die Identifizierung von P ep ti d-Liganden wu rde eine kommerzielle Phagenbib liothek

(Ph .D .-12TM Phage D isplay Library Kit, New Englan d Bi olab s, Frankfurt) mit 1 2 randomisierten

Amino s äureresten verwendet. D ie Phagenbib liothek besteht au s 2,7 x 1 09 verschie denen

Sequenzen, wobei in einem Volumen von 10 l durchschnittlich 55 Kopien jeder Sequenz

vo rliegen. D ie B ibli othek ist nach der Si gnalsequenz vor das gpIII-Gen insertiert, s o dass das

entsprechen de P eptid an den Amino terminus des Phagenhüllprotein gpIII gekoppelt ist (Abb.

2.1) .

Abbil dung 2. 1: D NS - Sequenzabschnitt der verw en deten
Phag enbibliothek . D er randomisierte DNA-Se qu enzab schnitt
ist mit einem Kästchen markiert.
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2.11 Plasmide

In der vo rliegenden Arbeit wurd e der Ve kto r pGEX-GABARAP (Lorenz Mayr, Basel) zur

Expression des GABARAP-Gens verwendet. D ie fü r GABARAP kodierende DNS - Sequenz ist

über BamH1 und Not1-Restri ktionsschnittstellen in den pGEX-4T- 1 Ve ktor (Amersham,

Pharmacia, Freiburg) einge fügt. Eine Fu sion vo n für Glutathion- S -transferase (GST), eine

Thrombin -Proteaseschnittstelle und GABARAP-kodierende DNS-Sequenzen steht unter der

Kontrolle eines tac-Promoto rs . Nach der Thrombinspaltung des Fusionsproteins weist

GABARAP a ufgr u nd der Proteaseschnittstelle amino termial einen zu s ä tzlichen Glycin- und

Serin-Aminos äurerest auf.

Bei der Klonierung der für CRT und MAP-LC3 kodierenden DNS-Sequenzen wurde ein

modifizierter pET1 5b Vektor (Novagen /M erc k, Darm stadt) benu tzt (p ET15b_komb i), bei dem

die BamH1-Restri ktionsschnittstelle in der für die Thrombinschnittstelle kodieren den Sequenz

lieg t (Abb . 2.2) . Die Fu sio n von für einen His-Tag, eine Thrombin-P ro teaseschnittstelle und CRT

bzw. MAP-LC3 kodierende Sequenz steht unter der Kontrolle eines T7-P romo to rs/lac

-Operators . Nach der Thrombinspaltun g der resultieren d en Fusionsp roteine weisen CRT bzw.

MAP-LC 3 aufgrund der Proteaseschnittstelle amino term inal einen zu s ä tzlichen Glycin- und

Serin-Aminos äurerest auf.

Thrombinschnittstelle

	

SacI, NotI, SmaI, SalI, XhoI

5’-CGGCCTGGTGCCGCGCGGATCCGAGCTCGCGGCCGCCCGGGTCGACTCGAGGATGATCCGGC -3’

BamH1

Abb . 2 .2: DNS-Sequenz der multiplen Klonierungsstelle von pET15b_kombi . Die für eine Thrombin-
Proteaseschnittstelle kodierende Sequenz ist in dunkel- und hellblau dargestellt, wobei hellblau gleichzeitig die
BamH1-Restriktionsschnittstelle kennzeichnet . Grau markiert sind Bereiche für verschiedene weitere
Restriktionsschnittstellen. Sequenzbereiche, die sich vom Originalvektor pET15b (Novagen, Merck) unterscheiden,
sind unterstrichen.
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2 .12

	

Software

F luoreszenzs pektro s kop ische Daten wurden mit der FL WinLab Software (PerkinElmer, Boston,

USA) aufgenommen un d anschließend mit Hilfe vo n Microsoft Exel und Sigmaplo t visualisiert.

Biacore -D aten wurden mit der dazugehörigen BIACORE X Control Software (B iacore AB,

Uppsala) a ufgenommen und m it der Biaevaluatio n Soft ware (B iacore AB, Uppsala) p rozessiert.

Zur Pro zessier un g und Vis u alisierung der NMR-Daten wurden die Programme NMRPipe

(Versi on 2 .3 ; Delaglio et al.), NMRD raw (Versio n 1 .7, Delaglio et al .)(Delaglio et al . 1 995) und

NMRView (Johnson et al.) (Johnson and Blevins 1994) verwendet.

D ie Erzeugung von Graphen und die Durchführung nicht-linearer Regressionsrechnungen

erfolgten mit SigmaPlot2001 (SP SS Inc ., USA) . Weitere graphische Bearbeitung erfolgte mit

CorelDraw 9. Die vorliegende Arbeit wu rde in M icro soft Wo rd erstellt.

2 . 13 Sonstige Materialien

Tabelle 2 .7 : Sonstige Materialien

N ame

	

Hersteller

Spectra/Por-Dialyseschlauch (MWCO : 1000 und 3500 Da)

	

Roth, Karlsruhe
Minisart Sterilfilter (0,22 Wm)

	

Sartorius, Göttingen
Mikrotiterplatten Polysorp 96F

	

Nunc, Wiesbaden
Ultrafiltrations-Konzentratoren (MWCO: 1000 Da)

	

Amicon, Beverly, USA

Alle weiteren, hier nicht aufgeführten Verb rau chsmaterialien wurden von der Firmen VWR

-Internati onal (D arm sta dt), Epp endorf (Wesseling-Berzdorf) und Satorius (Göttingen) bezogen.
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3 Methoden

3.1

	

Klonierung

3.1.1 Kultivierung und Lagerung von E. coli-Stämmen

Zur Klonierung von Genkonstrukten wurde der E . coli XL10-Gold Stamm verwendet. Die

Kulturen wurden jeweils mit einer Einzelkolonie von einer LB-Agarplatte oder aus

Glyzerinkulturen angeimpft . Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C in LB-Medium mit 100 µg/ml

Ampicillin unter Schütteln (200 rpm) bzw . auf LB-Agarplatten über Nacht . Die Bestimmung der

Zelldichte erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm (OD600) . Dabei entspricht

eine OD600 von 1,0 einer Dichte von ca . 109 Zellen/ml Kultur. Für die Langzeitkonservierung

wurden 700 l einer Übernacht-Bakterienkultur mit 300 l sterilem 70 %igem Glyzerin gemischt

und bei -80 °C gelagert.

3.1.2 Transformation von E. coli

Die bei -80 °C gelagerten, chemisch kompetenten Bakterien wurden für ca . 10 min auf Eis

aufgetaut. Zur Transformation wurden 200 l Bakterienlösung vorsichtig mit einem

Ligationsansatz bzw . mit 100 ng Plasmid-DNS versetzt und zunächst 30 min auf Eis inkubiert.

Anschließend erfolgte für 42 s eine Hitzeaktivierung bei 42 °C und nach Zugabe von 800 l

LB-Medium eine Inkubation bei 37 °C für 1 h . Danach wurden im Allgemeinen 100 l und 900

l der Bakteriensuspension auf je eine Ampicillin-haltige LB-Agarplatte ausgestrichen und über

Nacht bei 37 °C kultiviert. Nur Bakterien, die das im eingesetzten Plasmid vorhandene

Ampicillin-Resistenzgen enthalten, können sich vermehren und sichtbare Kolonien bilden . Die

Transformanden wurden anschließend mittels Kolonie-PCR analysiert .
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3.1.3

	

DNS-Isolierung

Plasmidpräparation aus E.coliZellen. B asierend auf der Methode der alkalischen Lyse nach

Ish-Horowicz und Burke (I sh -Ho rowicz and Burke 1 98 1 ) erfolg te die Reinigung von kleineren

Mengen an P lasm id-DNS ( 1 0-30 µg) mit de m Nucleo Spin K it (Macherey-Nagel, Düren) nach

den Angaben des Herstellers . Größere Mengen von Plasmi d-DNS (bis zu 1 00 µg) wurd en mit

Hilfe des Mi di Nucleobond AX1 00-Kits (Machery-Nagel, Dü ren), eb enfalls nach de m P ro t oko ll

des Herstellers, gewonnen.

Isolierung von Einzelstrang-DNS aus M1 3-Phagen . Die für die Se quenzierung b enötigte

M 1 3-Phagen -Einzelstrang-DNS (ssDNS) wurde mit Hilfe des QIAp rep 96 M 1 3 K it (Q iagen,

Hilden) nach den Angab en des Herstellers p räpariert.

3.1.4 Konzentrationsbestimmung von DNS

D ie Konzentrationsbestimmung vo n DNS wurde m it einem Lambda 25 UV/VIS-Sp e ktrometer

von PerkinElmer instruments (USA) du rchgeführt und erfolgte gemäß Sa mb rook et al.

(Sa mb rook et al . 1 989) du rch fo tometrisches Vermessen der Lö s ung bei 26 0 nm (OD260), wobei

eine OD 260 von eins einer DNS -Konzentration von 50 ng/µl entspricht.

3.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

D ie PCR (poly merase chain reaction) (Mullis et al. 1986) ist ein in-vitro-Verfahren zur selektiven

Anreicherung von Nuk leinsäure-Fragmenten definierter Län ge und definierter Sequenz von einer

DNS -Matrize. Dabei können d ie Mo leküle in kürzester Zeit um den Fakto r 1 06 bis 1 0 8 vermehrt

werden. B ei diesem Verfahren setzt man die D NS -Matrize m it zwei chemisch synthetisierten

O ligonuk le o tid en (Primern), deren Sequenzen komplementär zu den Anfangs- und End sequenzen

der zu amplifizierenden DNS sind, sowie weitere Agenzien in einen Temperaturzyklus ein . Nach

j e der Reaktionsfolge au s DNS -Denaturier ung, Primer-Hybridisierung und Auffüllreakti on kommt

es zu einer Verdopplung der DNS u n d som it in einer Kettenreakti on zur exponentiellen

Anreicherung der zu amplifizierenden DNS-Se quenz . D ie PCR diente sowohl präparativ zur

Herstellung rekomb inanter Gene (DNS-Amplifizierung), als auch analytisch zum spezifischen

Nachweis bestimmter Nuk leinsäu rese quenzen (Kolonie-PCR) .
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3.1.5 .1 Amplifizierung von DNS

Zur Amplifizierung von (rekombinanter) DNS wu rd en PCR-Ansätze in einem Volumen von

20 µl bis 1 00 µl mit 1 x PCR-Puffer, 1 00 µM dNTP s, 1 µM 5’-Primer, 1 µM 3’-Primerund 1 -2 U

Vent-Po lym erase (New England Biolab s, Frankfurt am Main) angesetzt. Als Te mplat wurd en 50 -

100 ng gereinig te (Plasmid-) DNS benutzt . Entsp rechen d der Schmelzte mperatu r der

eingesetzten Primer und der Lä nge des zu amplifizierenden DNS-Segmentes wurden die

Einzelschritte der Reaktion d en jeweiligen Erfordernissen angepasst. Allen Reakti onen

ge meinsam war j e doch eine anfängliche Denaturieru ng der DNS für 1 min bei 95 °C, gefolgt von

einem variablen, z yklischen 3-Temperat urp rogramm für 30 Zyklen (Denaturierung b ei 95 °C für

1 m in, Anlagerung der Primer bei 50-60 °C für 40 s, Kettenverlängerung b ei 72 °C für 1 min)

und einer ab schließenden Kettenverlängerung fü r 7 min bei 72 ° C . Die PCR-Rea ktionen wurden

in dem Thermocycler Biozym PTC -200 (Oldendorf) durchgeführt. B ei der p räparativen

Amplifikation von DNS wurde nach Been digung der Synthese der Erfo lg der PCR m ittels

Gelelektrophorese überp rüft . D ie gewünschten PCR-Fragmente wurden, wie unter Kapitel 3 . 1 .8

beschrieben, gereinigt und standen danach für weitere mole ku larbi ologische Methoden zur

Verfügun g.

3.1.5 .2 Kolonie-PCR mit E. coli

D ie Kolonie -PCR ermöglichte das Auffinden von mit Vekt oren trans fo rmierten E . coli-Klonen,

die das gewünschte Insert-DNS-Fragment inseriert haben, ohne d ass die DNS vorher iso liert

werden mu ss. Dab ei wurde eine E. coli-Ko lonie von einer Kulturplatte in 20 µl TE-Puffer, pH

8,0, 1 % (v/v) Nonidet P40 (NP40) überführt, resu s p endiert und du rch fü n fminütiges Erhitzen

auf 95 °C lysiert . Nach Abkühlen auf RT un d Zentrifugation (1 min, 8000 g) wurden dann 5 µl

des Überstandes für eine PCR (Ansatzgröß e 20 µl) m it 25 Zyklen eingesetzt . Dab ei wurden

Primer verwendet, die flankierend zu der multiplen K lonierungsstelle (multip le cloning site, MCS)

sind. Nach Beend igung der Synthese wurde ein Aliquot des Ansatzes über Gelelektrophorese auf

Amplifikation überprüft. Wenn kein Insert vo rhanden war, entstan den PCR-Produkte m it einer

für den j eweiligen Vekto r charakteristischen Größe. Positive Klone wu rden in 5- 1 0 ml LB-

Medium angez ogen, die DNS isoliert (3 . 1 .3) un d anschließend mittels Sequenzierung (K ap.

3.1 .11) auf die Richtigkeit der Insert-Sequenz überprüft.
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3.1.6 Gelelektrophorese von DNS

D ie Agaro se-Gelelektrophorese dient der kontinuierlichen Auftrennung von DNS -Fragmenten

entsprechen d ihrer Größe und s om it zur Reinigung und Identifizierung vo n DNS-Fragmenten.

Das Prinzip der Elektrophorese ber uht auf der Wander ung von in Flü ssigkeit dis pergierten oder

ko lloidal gelö sten, geladenen Teilchen in eine m elektrischen Feld (Dechwer et al. 1 999) . Dabei

bewe gen sich die Partikel mit po sitiver Ladung zu r Kathode, die negativ geladenen zur An ode.

Maßgebend für die Trennschärfe der Elektr ophorese ist die Wanderung sgeschwind igkeit der

Teilchen . D iese wie derum ist abhängig vo n der Form und Größ e der Teilchen, ihrer Ladu ng, des

pH -Wertes, der Temperat ur sowie der Vis ko sitä t des Agaro segeles und der Feldstärke . Kleinere

DNS -Fragmente legen deshalb i m elektrischen Feld eine größere Strecke zurück als größere

F ragm ente.

D ie Agaro se-Gelelektrophorese erfolg te in Ho rizentalelektrophorese-Apparat u ren (Amersham

Bi o sciences) . J e nach Größe des zu analysierenden Fragmentes wird eine 0,8 bis 2,5 %ige

Agaroselö sung in 1 x TAE -Puffer mit 1 mg/l Ethidiumbromi d (EtB r) hergestellt (Sambrook et al.

1 989) . B ei der analy tischen und präparativen Auftrennung wurde die MP-Agaro se (App liChem)

verwendet . Vor de m Auftragen der DNS -Probe wurd e diese m it etwa 1 /5 Volumen (v/v) 5x-

DNS-Auftragspuffer versetzt und je nach Elektrop h orese-Apparatur bei einer konstanten

Stroms pannung von 90 V getrennt. Die Detektion der DNS erfolgte im UV-Licht. EtB r

interkaliert zwischen die B asen der DNS und verändert dabei sein Anregungsspektrum, so dass

die Fluoreszenzem ission b ei B estrahlung mit UV-Licht stark erhöht wird. Die Ergebnisse der

Elektropho rese wurden auf d e m Geldokumentations ystem mit UV-Durchlicht und

Thermodrucker der Firma B io- Ra d („GelDoc 2000“ m it „Quantity One“-Software, Versi on 5 .0 1 ,

München) festgehalten.

Agaroselösung TAE-Puffer 5x-DNS-Auftragspuffer
0,8- 2,5 % (w/v) Agarose 40 mM Tris-Acetat 50 mM EDTA
in TAE-Puffer 1 mM EDTA 50 % (v/v) Glyzerin
1 mg/ml EtBr pH 8,0 0,15 % (w/v) Bromphenolblau

0,15 % (w/v) Xylencyanol
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3.1.7 Enzymatischer Verdau von DNS durch Restriktionsenzyme

Mit Hilfe von Restriktionsenz ymen fand der analytische und präparative Verdau von DNS

(Ve kto ren und PCR-Amplifikat) statt.

D ie käuflich erworbenen Restri ktionsenzyme und die dazu gelieferten Reaktionspuffer wurden

nach den Angaben der Hersteller verwendet. Ein Reaktionsansatz enthielt etwa 1 b is 1 0 µg DNS

in einem Volumen vo n 20 bis 50 µl . D ieser wurd e 1 b is 2 h bei geeigneter Temperatu r mit einer

Enzymaktivität von 5 U/µg ein gesetzter DNS inkubiert, was einem 5-fachen Überverd a u

entspricht . Danach wurde ein Aliquot des Ansatzes parallel zu einem DNS - Größ enmarker auf

einem Agaro segel aufgetrennt und die entstan denen DNS-F ragmente auf d ie Richtigkeit ihrer

Größ e überp rüft .

3.1.8 Präparative Reinigung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach Auftrennung der DNS-F ragm ente mit Hil fe eines p räparativen Agaro segels wu rd e das

gewünschte DNS-Fragm ent unter UV-Licht au s dem Gel is oliert. Die weitere Reinigung erfolgte

unter Verwendung des QIAEXII-Kits (Qiagen, Hilden) nach der Anleitung des Herstellers . Die

Elution erfolgte stets in Wasser. D iese Method e wurde nach Restriktionsverdaus von PCR-

Amplifikaten oder Plas miden zur Reinigung verwend et.

3.1.9 Dephosphorylierung

Um d ie Re-Ligation der Vekt orenden von enzymatisch verd a uten DNS -Molekülen zu

verhindern, wurden die 5’-Phosphatgruppen mit Hilfe der "Shrimp Alkaline Phosp hatase" (SAP)

entfernt. Dazu wurde ca . 1 µg DNS mit 16 µl ddH2O u nd 2 µl 10x SAP-Puffer versetzt. Nach

Zuga b e des Enzyms (1 U/µl) wurde der Reakti onsansatz eine Stunde b ei 37 °C inkubiert . Durch

20-m inütige In kub ati on bei 6 5 °C wurde das Enzym inaktiviert . Anschlie ß end konnte die DNS

dire kt in die Ligation eingesetzt werden.
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3.1.10 Ligation von DNS

Für die Insertion eines DNS-Fragmentes in ein zuvor linearisiertes Plasmid wurde die DNS-

Ligase des Bakteriophagen T4 (T4-DNS-Ligase ; GE Healthcare, München) verwendet. Für die

Ligation wurden ca . 100 ng Plasmidvektor und ein zwei- bis zehnfacher molarer Überschuss an

Insert-DNS mit 1 mM ATP und 1 U T4-DNS-Ligase über Nacht bei RT oder bei 16 °C

inkubiert. Anschließend wurden 200 l chemisch kompetente E . coli XL10 Gold-Zellen mit

maximal 10 l des Ligationsansatzes transformiert.

3.1.11 Sequenzier ung von DNS

500 bis 800 ng gereinigte Plasmid-DNS wurden mit 20 pmol des entsprechenden

Sequenzierungsprimers in einem Gesamtvolumen von 7 l an die Firma

SEQLAB Sequence Laboratories Göttingen GmbH (Göttingen) zur Sequenzierung geschickt .
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3.2

	

Pro teinreinigung

3.2 .1 GABARAP

3.2 .1 .1 Anzucht der Bakterien

D ie Zellanz ucht wurde in mit Schikanen versehenen Erlenm eyerkolben bei 37 °C und 200 rpm

(Unitron, Info rs -HT, Einsbach) durchge führt . Für die Herstellung einer Vorkultur wurden 50 ml

LB-Flü ssigmed ium mit Ampicillin (1 00 µg/ml - entspricht 270 µM) versetzt und mit einer

Kolonie von einer LB-Platte oder m it einer Glyzerinkultur inokuliert und über Nacht inkubiert.

Anschlie ß end wurd e die Vorkultur zentri fugiert (1 min, 3000 g, RT), das Pellet in frischem LB-

Medium resus pendiert und d am it die Expressionskultur auf eine OD600 von ca. 0, 1 eingestellt.

D ie Anzucht der Expressions ku ltur erfolgte bei 37 °C in einem Schüttelin kubator s olange, bis die

Bakterien eine Dichte von OD600 von 0,6 bis 0,8 erreicht hatten (2 b is 3 h) . Die Exp ression

wurd e durch d ie Indukti on m it 1 mM Is opropyl- ß-D- thi ogalactopyrano sid (IPTG) gestartet und

über Nacht unter denselben B e dingungen weiter inkubiert . Die Bakterien wurden anschließ end

durch Zentrifugati on (30 min bei 3000 g und 4 °C) geerntet. Nach einm aligem Waschen des

Bakterien pellets in PB S-Puffer wurde dieses zur Lagerung bei -20 ° C eingefroren.

LB-Medium (1l)

	

LB-Platte
10 g Trypton

	

2 % (w/v) Agar
5 g Hefeextrakt

	

in LB-Medium
10 g NaCl

So llten die Pro teine für (1 H-15N) -HSQC-Messungen verwendet werden, s o wu rde statt d em LB-

Medium 15N -isotopenangereichertes M9-Minimalme dium benutzt.
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M9-Minimalme dium
9,1 g/l NaH2PO 4 . 2 H2 O
3 g/l KH2PO4 . 2 H2O
0,5 g/l NaCl
0,5 g/l 15NH4Cl
100 p M CaCl2 (aus einer 1 M Stammlösung)
2 mM MgSO4 (aus einer 1 M Stammlösung)
10 µM Fe (III) citrat (aus einer 10 mM Stammlösung)
4 g/l Glukose
5 mg/l Thiaminhydrochlorid
0,2 % (v/v) TS2 Spurenelemente aus einer Stammlösung
0,1%(v/v) Vitamin-Cocktail Stammlösung

TS2 / Spurenelemente (Stamml ö sung)
30 mg/l MnCl2 • 4 H2 O

58,8 mg/l ZnSO4 • H2O
300 mg/l H3BO 3

200 mg/l CoCl2 • 6 H2O

20 mg/l NiCl2 ~ 6 H2O

10 mg/l CuCl2 ~ 2 H2O

900 mg/l Na2MoO4 ' 2 H2O
20 mg/l Na2SeO 3

Zur Analyse der Exp ression von GAB ARAP wurden vor der Induktion und zu verschiedenen

Vitamin-Cocktail (Stammlösung)
1 g/l Biotin
1 g/l Cholinchlorid
1 g/l Folsäure
1 g/l Nicotinamid
1 g/l Natrium-D-panthothenat
1 g/l Pyridoxalhydrochlorid
0,1 g/l Ribolavin

Zeitpunkten der Expression Aliquo ts entnommen und mittels Natriumdodecylsulfat

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate, SDS-PAGE) analysiert.

3.2 . 1 .2 Aufschluss der Bakterien

Beim Zellaufschluss wurde das Bakterienpellet in 5 ml Aufschlusspuffer pro g Nasszellgewicht

aufgenommen und resuspendiert. Die dabei stets eisgekühlten Zellen wurden anschließend

mittels Ultraschall (B ranson Sonifier 250, Branson Ultras onics Corp ., Danbury, USA) durch

dreimaliges Sonifizieren für jeweils 30 s aufgeschlossen . Nach dem Abtrennen nicht

aufgeschlossener Zellen und der Zellwandbestandteile durch Zentrifugation (30 min, 55000 g,

4 °C) wurde der zellfreie Rohextrakt abgezogen und für die weitere Reinigung verwendet.

Aufschluss- und Bindungspuffer wurden vor der Zugabe von ß -ME, Proteaseinhibitoren bzw.

DNAse A mindestens 20 min mit Stickstoff begast.

1 x PBS-Puffer

	

Aufschlu sspuffer GABARAP
140 mM NaCl

	

1 x PBS
2,7 mM KCl

	

1 mM ß -ME

10 mM Na2 HPO4	1 Complete-Protease-Inhibitor-Tablette/20 ml
1,8 mM KH2PO 4	10 pg/ml DNAse A
pH 7,4
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3.2 . 1 .3 Affinitätschromatographie

D ie Reinigung der Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusi o ns p ro teine erfo lg te an Glutathion-

Sepharo se 4B (GSH-Se pharose) (GE Healthcare, München). Hierbei beruht das Prinzip auf der

Bindung GST an den Liganden Glutathion, der kovalent an die Sepharo se gekoppelt ist, und der

anschließenden Elution der GST -Fusionsproteine durch reduziertes Glutathio n.

Zur Reinigun g des GST- GA BARAP-Fusionspro tein wurde z uerst eine leere

Chromatograp hies äule (GE Healthcare, München) mit 1 ,5 ml GSH -Sepharose p ro Gramm

Zellnass gewicht b e füllt, mit fünfS äulenvo lumen H20 gewaschen und mit fünf Säulenvolumen

Bindungspuffer äquilib riert. Nach dem Auftrag des zellfreien Rohex traktes wurd e die Säule mit

fünf S äulenvo lumen k altem B indungspuffer gewaschen. Die Elutio n d es gebundenen GST-

GABARAP-Fusi ons pro teins erfolg te durch Auftragen des Elutionspuffers und war nach 20 ml

abgeschlossen. Anschließend wu rden Proben aller Frakti onen über SDS -PAGE analy siert.

Bindungspuffer GABARAP Elutionspuffer GABARAP
PBS

	

50 mM Tris-HCl,
1 mM ß-ME

	

10 mM reduziertes Glutathion
pH 7,4

	

pH 8,0

3.2 . 1.4 Proteolytischer Verdau des GST-GABARAP-Fu sionsp roteins

Zur Spalt u ng wurde das eluierte Fusi ons p ro tein durch D ialyse in den Proteo ly se puffer (PB S)

überführt. Für ein Gramm Ausgangszellmaterial wurd en ungefähr 1 25 Einheiten Thrombin

(Merck, Darm sta dt) zugesetzt. Die S paltung erfolgte unter Sauerstoffau sschluss . Luft im Ge fäß

des Spaltung sansatzes wurde du rch Stick stoff verd rä ngt u n d ersetzt. D er pro teolytische Verd a u

wurd e für 48 h bei RT inkubiert und da bei lan gsam ger ü hrt . Anschließ end wurde eine Probe

genommen und die Vollständigkeit der Pro te o lyse mittels SDS -PAGE verifiziert.
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3.2 .1 .5 Größenausschlusschromatographie

D ie Ausschlusschromatographie trennt gelö ste Moleküle nach ihre m Molekulargewicht und ihrer

Fo rm und basiert auf der unterschiedlichen Permeation der Analyten in ein porö ses

Trägermaterial mit kontrollierter Porengröß e . Dab ei können Moleküle ab einer bestimmten

Größe nicht in die Po ren des Trenngels eindringen und werden zuerst eluiert . K leinere Moleküle

dagegen können in die Poren eindringen, erfahren d adu rch eine Verz öger un g und werden später

eluiert.

Für die Trennung der p ro te olytischen Spaltp rodukte wurde eine

Größ enau sschlusschromatographie m it der S uperdex75- Säule der Firma GE Healthcare (HiLo a d

26/6 0 Superdex 75 pg) durchgeführt. Der Spalt ung sansatz wurde mittels Ultrafiltration

(Macro sep, Pall Filtron, Dreieich) auf 3 ml Auftrag svolumen konzentriert . GABARAP eluierte

klar separiert von GST, Fusionspro tein und Thrombin . Die Elu ti onsfrakti onen wurden mittels

SDS-PAGE analysiert un d GABARAP-enthaltende Fraktionen j e nach Reinheitsgrad vereint.

D iese wurden anschlie ß end gegen 3 x 5 l H2O d ialysiert und i m Lyophilisato r (Alpha 1 -4, Christ,

Osterade a m Harz) gefriergetrocknet .
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3.2.2 CRT

3.2 .2. 1 Bakterienanzucht und Zellau fschluss

D ie Bakterienanzucht zur Expression vo n CRT (CRT), sowie der Zellaufschluss entsprachen

dem unter Kap 3 .2. 1 beschriebene Pro toko ll für GST- GABARAP. Für den Zellaufschlu ss wurde

der im Folgenden aufgeführte Puffer verwend et.

Aufschlusspuffer CRT
50 mM Natriumphosphat
300 mM NaCl
pH 8,0
1 mM ßME
1 Complete-Protease-Inhibitor-Tablette/20 ml
10 µg/ml DNAse A

3.2 .2.2 Ni-NTA-Agarose

Der erste Reinigungsschritt von CRT erfolgte über Affinitätschromatographie mit Hilfe von

Nickel-Nitrilo triessig s äure (Ni-NTA) -Agar o se . Das Reinigung s p rinzip beruht d abei auf der

Bildung eines Komplex es basierend auf der Wechselwirkung des Ni-Metallk ati ons mit einem

kovalent gebundenem Chelator und einem histi dinhaltigen Pro tein (hier: 6 am in o terminale

Histidinreste (6x His)) . Art und Stärke der Komp lexbindung sind abhän gig vom verwendeten

Chelator un d M etall.

Eine leere Chromatograp hies äule (GE Healthcare, München) wurde zunächst mit 1 ,5 ml Ni-

NTA-Agarose pro Gramm Nasszellgewicht b e füllt, m it fünf S äulenvolumen H20 gewaschen und

m it 5 S äulenvo lumen B indung s puffer äquilibriert. Das zellfreie Rohex trakt wurde zusammen mit

dem Säulenmaterial mindestens 1 h bei Raumtemperat ur inkubiert und nicht gebun dene

Bestandteile im Durchfluss aufgefangen. Nach einem Waschschritt m it 5 Säulenvolumen

Bindungspuffer wurd e das 6xHis - CRT Fusi onspro tein in einem Stufengra dienten von

ansteigenden Imidazolkonzentrationen bei etwa 100 mM eluiert . Anschließend wurden Proben

aller Fraktionen über SDS-PAGE analy siert.
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3.2.3 MAP-LC3b

3.2 .3. 1 Bakterienanzucht und Zellau fschluß

D ie B a kterienanzucht zu r Exp ressi on von MAP-LC3b, s owie der Zellaufschluß entsprachen dem

unter K ap 3 .2 . 1 b eschrie benen Pro toko ll für GST - GABARAP . Für den Zellaufschluß wurd e der

im Fo lgenden aufgeführte Puffer verwendet.

Aufschlusspuffer MAP-LC3b
50 mM Natriumphosphat
300 mM NaCl
pH 8,0
1 mM ß ME
1 Complete-Protease-Inhibitor-Tablette/20 ml
10 µg/ml DNase A

3.2 .3.2 Ni-NTA-Agarose

Der erste Reinigungsschritt von MAP-LC 3b erfo lgte über Affinitätschromatographie m it Hilfe

von Nickel-Nitrilo triessig s äure (Ni-NTA) -Agarose entsp rechend dem in K apitel 3 .2 .2

ausgeführten Protokoll für CRT. Die Eluti on des 6xHis -MAP-LC3b Fusions pro tein erfo lgte bei

Imidazolkonzentrati onen zwischen 50 und 1 50 mM . Anschließend wurd en Proben aller

F raktionen über SDS-PAGE analysiert.

3.2 .3.3 Spaltung des His -Fusionspro teins

Zweck s pro teolytischem Verdau wurde das eluierte 6xHis -MAP-LC3 Fu sionsprotein durch

D ialyse in d en Proteo ly se puffer (PBS) überführt. Für ein Gramm A u s gang szellmaterial wurd en

ungefähr 1 50 Einheiten Thrombin (Merck, Darmstadt) zugesetzt. Die Spaltung erfolgte unter

Sauerstoffausschluss . Luft im Ge fäß des Spalt u ngsansatzes wurde du rch Stickstoff ersetzt. Der

Sp altansatz wurd e fü r 24 h bei Zimmertemperat ur inkub iert und dabei langsam gerührt. Dabei

wurd e die Vollständigkeit der Spaltung nach verschie denen Zeitpunkten mittels SD S -PAGE

verifiziert.



36

3.2 .3.4 Größenausschlusschromatographie

Für die Trennung der Spaltprodukte wurde eine Größenausschlusschromatographie mit der

Superd ex75-S äule der Firma GE Healthcare (HiLoad 26 /6 0 Superd ex 75 pg) durchge führt . Der

Spaltungsansatz wurd e mittels Ultrafiltration (Macrosep, Pall Filtron, Dreieich) auf ein

Auftragsvo lumen von maximal 7 ml konzentriert . MAP-LC3b eluierte bei einem

Retentionsvo lumen von ca . 1 50 ml . Die Elutionsfra ktionen wurden mittels SDS -PAGE analysiert

und MAP-LC3b-enthaltende Fraktionen j e nach Reinheitsgrad vereint . Diese wurden

anschließend gegen 3 x 5 l H2 O d ialy siert un d im Lyophilisato r (Alpha 1 -4, Christ, Osterade am

Harz) ge friergetr ocknet.

3 .3

	

SDS-PAGE nach Laemmli

Zur Auftrennung und Analyse von P ro teinen wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE (Sodium

Dodecyl S ulfate Polyacrylam id Gelelektrophorese) bestehend aus eine m Sammel- und Trenngel

nach Laemmli angewandt (Laemmli 1970) . D ie SDS-Elektropho rese trennt nach Molekülgröße

auf. Du rch B ehan d lung mit dem im Probenpuffer enthaltenen anionischen Detergenz

Natriumdodecylsulfat w erden die Eigenladungen von Proteinen überd ec kt; es entstehen

anionische Micellen. Das SDS lagert sich dabei an das Protein an, s o dass die spezifische Ladung,

d.h. Ladung pro Masse, zum entscheidend en Parameter für die Auftrennung wird. ß-ME wird

zugesetzt, um Schwefelbrücken, die zwischen Cysteinen geb il det werd en können, reduktiv z u

s p alten.

Im Sammelgel sind die Poren so groß, dass sie für die Trennung oder Konzentrierung der

P ro teine keine Rolle spielen . Der Konzentrierungseffekt wird vielmehr d adurch erreicht, d ass

sich im Gel andere Ionen (Leitionen) als i m Ele ktrod engefäß (Folgeionen) befinden. Dabei

wand ert d as Leiti on am schnellsten und zieht d ie Pro teine nach sich, während d as Folgeion am

langsamsten wandert und die Proteine in ents p rechen der Weise vor sich herschieb t. So werd en

die Proteine zu einer schmalen, scharf b egrenzten Zone hoher Konzentration gesammelt. D iese

Zone beweg t sich in Richtung Anode, b is sie an die Grenzschicht des engpo rigen Trenngels

gelang t. Die Pro teine erfahren p lö tzlich einen h ohen Reibung swi derstand, so dass ein Stau

entsteht, der z u einer weiteren Zonenschärfung führt . Das niedermolekulare Leition ist davon

nicht b etroffen und überholt die Pro teine .
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D ie Gele hatten eine Größe von 1 0 cm x 1 0,5 c m und eine Dic ke von 0,75 mm. Der Gellauf

wurd e in vertikalen Plattenele ktropho rese kammern (Mighty Small II, Hoefer/ Amersham

Bi o science, Freiburg) durchge führt.

5%-Sammelgel 1 5%-Trenngel Laufpuffer 4-fach-SDS-Probenpuffer
5 % (v/v) Acrylamid 1 5 % (v /v) Acrylamid 50 mM Tris -HCl 40 % (v/v) Glyzerin
1 25 mM Tris / HCl 375 mM Tris / HCl 385 mM Glycin 8 % (w/v) SD S
0,1 % (w/v) SD S 0,1 % (w/v) SD S 0,1 % (w/v) S D S 8 % (v/v) ß-ME
pH 6,8 pH 8,8 pH 8,3 200 mM Tris pH 6,8
0,0 6 % (v/ v) APS 0,1 % (v/v) APS 3 g/l B romp henolblau
0,0 6 % TEMED 0,04 % (v/v) TEMED

D ie Proben wurden vo r de m Lauf im Verh ältnis 1 : 4 mit einem 4-fach-Prob enpuffer nach

Laemmli versetzt. Wurd e d ie Gesa mtpro teinmenge von B a kterienzellen untersucht, s o wurd e das

Vo lumen der einzusetzenden B a kterienkultur nach Gleichung 3 .1 berechnet, um P ro teinmengen

verschie dener Proben quantitativ miteinander vergleichen zu können.

500 / OD600 = Volumen der einzusetzenden Bakterienkultur

	

(Gleichung 3 .1)

Das entsp rechende Bakterienp ellet wu rde anschließend mit 50 µl SDS-Probenpuffer

resuspend iert. Vor d e m Lauf wurden die Prob en für 5 min b ei 95 °C denaturiert, bei 1 0000 g

abzentrifugiert und 5 µl des Überstandes auf das Gel a ufzutragen . Die Elektrophorese erfo lgte

bei einer konstanten Stromstärke von 30-40 mA/Gel für ca. 1 h. Nach der Elektr ophorese wurde

das Trenngel in ca . 100 ml Coomassie -Färb elösung für 3 min in der Mikrowelle erhitzt.

Anschlie ß end wurde das Gel in kochen dem H2O bis zum gewünschten Grad entfärbt. D ie

Dokumentation erfolgte auf dem Gerät Gel Do c 2000 (Bio-Rad, München).

Coomassie-Färbelösung
25 % Isoprop anol
1 0 % Essigsäure
0,5 g/l C oomassie Brilliant B lue R-250
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3.4

	

Pro tein -Konzentrationsbestimmung mittels UV/VIS-Spektrometer

Absorptionsmessungen im UV/VIS-Bereich wurden mit einem Spektralphotometer des Typs

Lamda25 (PerkinElmer, Überlingen) durchgeführt. Die Konzentration von Proteinen bzw.

Peptiden wurde mittels des Lambert-Beerschen Gesetzes durch Messung der Absorption bei

einer Wellenlänge von 280 nm bestimmt. Demnach gilt folgender Zusammenhang zwischen der

Extinktion E und der Konzentration c:

E = d • c • e

	

(Gleichung 3 .2)

Dabei steht e für den molaren Extinktionskoeffizienten, d für die Schichtdicke der Küvette und c

für die Konzentration. D ie Extinktionskoeffizienten der Proteine bzw. P eptide wurden anhand

der Zusammensetzung d er aromatischen Am ino s äuren ermittelt (Gill an d von Hipp el 1 989).

3 .5

	

Circulardichroismus (CD)

Die Circulardichoismus (CD)-Spektroskopie wird zur Analyse von Proteinsekundärstrukturen

herangezogen. Sie ist eine Form der Absorptionsspektroskopie im UV-VIS-Bereich des

Spektrums. Unter CD versteht man die unterschiedliche Absorption von rechts und links zirkular

polarisiertes Licht durch eine optisch aktive Probe . Der CD der Proteine wird vor allem von den

asymmetrischen Elementen im Bereich des Peptidrückgrats und von den aromatischen

Aminosäuren hervorgerufen . Bei allen Aminosäuren mit Ausnahme von Glycin ist das C a-Atom

asymmetrisch substituiert . Das führt zur unterschiedlichen Absorption von rechts und links

zirkular polarisiertes Licht durch diesen Chromophor . Die konkrete Elektronenkonfiguration der

Peptidbindungen wird weiterhin ganz entscheidend von den Sekundärstrukturen bestimmt, die

das Peptidrückgrat ausbildet . Das führt letztlich zu den spezifischen und im Wesentlichen von

der Konformation der Proteine bestimmten CD-Spektren des Peptidbereichs von 180 nm bis

250 nm, die eine Analyse der Sekundärstruktur ermöglichen . Zur Bestimmung der mittleren

molaren Elliptizität pro Aminosäurerest ([O]MRW) wurde die Gleichung 3 .3 angewendet.
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[OMRW J =

	

O

10 •(N - 1) • d • c
(Gleichung 3.3)

[O]MRW = m ittlere mo lare Elliptizität pro Amidbindung [Grad •cm2 • dmol-1]

O = gem essene Elliptizität [mGrad]

	

d = Schicht dicke der Küvette [cm]
N = Anzahl der Amino säuren

	

c = Ko nzentration des Proteins/ Peptid s [M]

Für die Bestimmung der Seku n därstruktu r vo n CRT wurden Fern - UV-CD-M essungen mit einem

Jasco-J810 CD-Sp e ktrometer (Jasco, Groß-Umstadt) durchgeführt. Die Konzentration von CRT

betrug j eweils 4 µM. D ie verwendeten Quarzküvetten (Hellma, Mühlheim) hatten eine

Schichtd icke von 0,05 c m. Der aufgezeichnete Wellenlängenbereich verlie f vo n 1 90 bis 2 60 nm.

D ie Aufnahmegeschwindigkeit betrug 20 nm/m in, die Auflösung 1 nm, die Zeitkonstante 2 s, die

Empfindlichkeit des Gerätes 100 mGra d und die Bandbreite 1 nm. Jedes Spektrum wurde

drei fach akkumuliert. Die Messu ngen fanden bei RT statt. Bei allen Spektren wurde als Kontro lle

und als Hintergru ndmessung das dazugehö rige Pufferspektrum aufgenommen. Die Spektren

wurd en nach Subtrakti on des Hintergrund es au sgewertet.

3.6

	

Phagendisplay

Phagend isplay ist eine effektive und z uverlä ssige Methode, um Pro tein -Protein-Interakti onen

vo rherzusagen un d z u chara kterisieren . Man macht sich hierbei zu Nutze, dass B akteri ophagen

gewisse Veränderungen innerhalb der Struktu rgene tolerieren. B ei der Erstellung einer Phagen-

insertierten Peptidb ibli othek wird daher eine randomisierte Nukleo tidsequenz in das Genom des

M 1 3-Phagen eingebracht, s o dass die resultierenden Phagen ein verä ndertes Oberflächenprotein

(hier GP3) p roduzieren, welches ein Peptid der Pep ti dbiblio thek enth ält . Der Geno typ ist so mit

dem Phäno typ verknüpft.

Bei der Durchführung der Phagendis p lay-Sele ktion wird das Targetprotein auf einer

P lastikoberfläche immobilisiert und freie Bindungsstellen anschließ end b lockiert. Nach der

In kub ati on mit der Phagenbiblio thek werden nicht-b indende Phagen in mehreren Waschschritten

entfernt. Am Ende j e der Selekti onsrun d e werden die no ch gebundenen Phagen eluiert,

amplifiziert und (immer in gleicher Anzahl) in d ie n ächste Selekti onsrunde eingesetzt . Nach
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mehreren Sele ktionsrunden wird der Erfo lg der Selekti on mittels enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) überprüft und ge gebenenfalls die DNS der selektierten Phagen sequenziert.

Der Vorteil der Anwendung von Phagend isplay, i m Vergleich zu z .B . einem Yeast Two Hybrid

Screening ist, dass in kurzer Zeit groß e P ep ti dbiblio theken nach Pep tid en durchsucht werden

können, die eine besti mm te Bindung mit d e m Zielp ro tein eingehen . Dab ei kann eine größere

Bandb reite an unterschiedlichen Pep tiden unters ucht werden, da d ie Verwendung rein

s ynthetischer Peptide eine Randomisierung j eder einzelnen Amino s äureposition zulässt.

Um Pep ti d-Liganden für GABARAP zu identifizieren wurd e eine kommerzielle

Phagenb ib liothek (Ph.D .-12 Phage Display Library Kit, New England Bi olab s, Frankfurt)

verwendet, welche d ie Präsentation von 1 2 randomisierten Aminos äuren erlaub t . Als Target für

die Selektio n diente das GST- GABARAP-Fusi ons p ro tein. Als Kontro lle wu rde gegen GST

selektiert.

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung einer Phagendisplay-Selektion
1 : Eine auf Phagen präsentierte Peptidbibliothek wird dem immobilisierten Zielprotein (GST oder GST-
GABARAP) hinzugefügt . 2: Phagen, deren Peptid an das Zielprotein bindet, werden ebenfalls immobilisiert. 3:
Nach einer Inkubationsphase werden ungebundene Phagen durch mehrere Waschschritte entfernt . 4 : Die
verbliebenen Phagen werden durch eine Senkung des pH-Wertes eluiert . 5: Amplifikation der verbliebenen Phagen
in E. coli. 6 : Nach wiederholter Durchführung der Schritte 1-5 werden einzelne Phagen amplifiziert, deren DNS
isoliert und sequenziert (modifiziert nach Kay et al .)(Kay et al . 1998).

Zur Durchführung d er Selektio n wurde GST-GABARAP in einer Konzentration von 100 µg/ml

in 100 l TBS ( 1 00 mM TrisCl, pH 7,5, 1 50 mM NaCl) p ro Mikro titerplattenvertie fung

immobilisiert. Hierfür wu rden j ew eils 200 l Pro teinlö sung über Nacht bei 4 °C unter

vo rsichtigem Schü tteln inkubiert . Nach Ent fernen der Lö su ng wurden verbleib ende

Bindungsstellen der Mik ro titerplattenvertie fu ng mit j e 200 l B lock ier u ngs-Puffer für 60 min

unter leichtem Sch ütteln bei RT m it BSA geblo c kt. Danach wurden sechs Waschschritte mit 200
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l TB ST-Puffer durch geführt. Für d ie Selektion wurden 10 l Phagen der komm erziellen

Phagenb ib liothek in 100 l TB ST-Puffer für 20 min unter leichtem Schütteln in einer GST-

GABARAP-beschichteten Mi krotiterp lattenvertiefung inkubiert . D ie nicht gebu n denen Phagen

wurd en verwo rfen und anschlie ß end zehnmal mit 200 l TBST-Puffer gewaschen. D ie Elution

erfolgte mit 100 l 0,2 M Glycin-HCl, pH 2,2 für 1 0 m in unter leichtem Schütteln . Das Elu at

wurd e durch Zugabe von 25 l 1 M Tris-HCl, pH 9, 1 neutralisiert und der Phagentiter nach jeder

Selektionsrund e überprüft (Output-Titer) . Zur Amplifikation der im Eluat enthaltenen Phagen

wurd e 9/ 1 0 des Eluats zu 20 m l einer E. coliER2738-Ku ltur (OD600 von 0, 1) gegeb en u n d 5 h bei

37 °C inkubiert. Anschlie ß end wurd e die Kultur 20 min bei 5000 g zentri fugiert. Der Überstand

wurd e in ein neues Gefäß über führt und 1/6 Volumen Polyethylenglyc ol (PEG)/NaCl

zugegeb en . Der Ansatz wurde n un über Nacht auf Eis ge fä llt. Danach wurde 60 min bei 5000 g

zentri fugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 1 ml TB S-Puffer resuspend iert.

Anschlie ß end wurd e 5 min bei 10000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde überführt und 1/6

Vo lumen PEG/NaCl zugegeben . Der Ansatz wurde 1 h auf Eis ge fällt. Abschließ end wurde 1 h

bei 5000 g zentri fugiert und das Pellet in 100 l TBS -Puffer res u spend iert. Nach einer

Phagentiterb estimmu ng (Input-Titer) konnte immer d ie gleiche Menge (ca . 1 x 1011) der so

erhaltenen Phagen in die nä chste Selekti onsrun de eingesetzt werden . Nach fünfSelekti onsr u n den

wurd e der Erfolg der Sele ktion anhand eines „Anreicherungs-ELISAs“ überprüft . D abei wird die

durchschnittliche B indungsstärke der Phagenm ischung an das Zielprotein nach jeder

Selektionsrunde im Verhältnis zu anderen Selektionsrunden gemessen . Bei einer erfolgreichen

Selektion steigt das im ELISA detektierte Farb signal unter Verwendung der Phagengem ische

nach den einzelnen Sele ktionsrunden im Verh ä ltnis z u der Farbrea ktion unter Verwendu ng des

Phagengemisches vor Selekti on an. War die Selektion erfolgreich, wurde ein „Einzelphagen-

ELISA“ durchge führt, b ei dem die relative B indungsstärke der einzelnen Phagenklone an

GABARAP untersucht wurde. Die DNS der nach den ELISA-Ergebnissen au s gewählten

Phagenklone wurde anschlie ß end isoliert und die Amino s äuresequenz der auf diesen Phagen

prä sentierten Peptide über die DNS - Sequenzier u ng des im Phagengenom kodierten Pep tid s

besti mm t .

Blockierungs-
TBS

	

TBS-T

	

Puffer

	

Elutions-Puffer Tris-HCl

	

PEG/NaCl
50 mM Tris-HCl 0, 1 % Tween-20 1 0 mg/ml B SA 0,2 M Glycin-HCl 1 M Tris-HCl 20 % PEG -8000
1 50 mM NaCl in TBS

	

in TBS

	

pH 2,2

	

pH 9, 1	2,5 M NaCl
pH 7,5
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3.7 Anti-Phagen „Enzyme-linked immunosorbent assay“ (ELISA)

D ieser Bindungstest ist ein häufig ver wendeter Test zu r schnellen B estimmung relativer

Bindungsstärken selektierter Peptide, d ie physik alisch mit d em Phagen ver knüpft vorliegen. Er

dient auch zur B estimmung von (b ei dieser Methode nicht selten auftretenden) Phagenvarianten,

die z.B . aufgrund ihrer Affinität z u r Plastikoberfl äche der verwendeten Mikro titerplatten

angereichert werden, u nd die som it zur Verfälschu ng der Ergebnisse führen können. D ie

grund s ä tzliche Durchführu ng dieser Method e wurd e von Sparks et al. b eschrieben (Gill and von

Hippel 1989; Sparks et al. 1 995) . Für den „Anreicherungs-ELISA“ wurden die Phagengem ische

vo r der Selektio n und nach den einzelnen Sele ktionsrunden verwendet, während b eim

„Einzelphagen-ELISA“ isolierte Phagenklone untersucht wurden . In Mikrotiterp latten wurd en je

Vertiefun g 150 l GST - GABARAP-Protein (1 µg/ml) in TBST-Puffer über Nacht bei 4 °C

immobilisiert . Verblei b ende Bindungsstellen wurden durch eine 2-st ün dige Inkubation mit BSA-

haltige m B lockierungspuffer abgesättigt . J e 20 l der zu testend en Phagen wurden mit 1 80 l

Blockierung spuffer in einer Mi krotiterp latte für 20 min vorinkub iert. Es wu rden immer gleiche

Phagenmengen eingesetzt. Anschließend wurde das Phagensu s p ension-B lock ierungspuffer-

Gemisch für 1 h zum immobilisierten GST-GABARAP-Pro tein gegeben . Nach sechs

Waschschritten mit j e 200 l TB ST-Puffer wurden j e Ansatz 150 l Anti-gpVIII/M13 Anti kö rper

(PROGEN, Heid elberg) in einer 1 :1 000 Verdünnung zugege b en und die Platten für eine Stunde

inkub iert. Nach weiteren sechs Waschschritten mit j e 200 l TBST-Puffer wurden j e Vertie fung

150 l des mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Anti-Maus Zweitantikörp ers (PIERCE,

Illinois, U .S .A.) in einer Verdünnun g von 1 : 50000 zugesetzt. Erneut wurd e sechs Mal m it j e 200

l TBST-Puffer gewaschen . Die Dete ktion der gebundenen Phagen fand nach zehn weiteren

Waschschritten unter Verwendung von 1 00 l des Chromogens 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

(TMB)/Wasserstoffperoxid statt . D ie Meerrettich-Perox idase katalysiert d ie Um setzung von

Wasserstoffperox id zu Wasser und oxi diert TMB, welches in seiner oxi dierten Form eine

tie fblaue Farbe zeigt . Die auftreten de Farbreaktio n wurde mit 1 00 l 2 M Schwefels äure gestopp t

und die Farbintensität konnte mittels eines Fluo star Op tima Mi krotiterp latten-Lesegerätes (BMG

Lab technologies GmbH , Offenburg) b ei 450 nm quantifiziert werden.

ELI SA-Färbelö s ung
1 Tablette 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine in 1 ml DMSO +
9 ml 0,05 M Phosphat-Citrat-Puffer (1 Kapsel Phsphat-Citrat-Puffer mit Natrium Perborat)
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3 .8

	

Anzucht einzelner Phagenkl one

Zur Isolierung der Phagenklone wurden E.coli ER2738 Kolonien von einer Agarplatte in 20 ml

LB/Tet-Medium übertragen und mehrere Stunden bei 37 °C und 170 rpm inkubiert. Erreichte

diese Kultur eine OD600 von 0,6, wurde sie mit LB-Medium zu einer Bakteriensuspension mit

einer OD600 von 0,1 verdünnt. Je 2 ml dieser Bakteriensuspension wurden in geeigneten

Glasröhrchen vorgelegt und Einzelphagen von den Agarplatten der Output-Titer Bestimmung in

je ein Aliquot überführt. Nach einer 5-stündigen Inkubationsphase bei 37 °C und 170 rpm

wurden die Bakterien bei 4 °C und 3000 g abzentrifugiert und die Phagenüberstände bis zur

weiteren Verwendung beim Einzelphagen-ELISA oder DNS-Isolierung bei 4 °C gelagert.

	

3 .9

	

Puldown-Experimente

Das Pu ldown-Experiment ist eine in vitro Methode zur Bestimmung von Protein-Protein

Interaktionen. Es dient als initiales Screening -Exp eriment zur Identifizierung von bisher

unbekannten Protein-Protein-Wechselwirkungen, wird jedoch auch zur Bestätigung von

vorhergesagten Interaktionen eingesetzt . Bei der Durchführung des Pu ldown-Exp eriments wird

das gereinigte Zielprotein (Köder) mit Hilfe eines Tags oder kovalent an ein Trägermaterial

gebunden und einer Proteinlösung ausgesetzt . An das Zielprotein direkt oder indirekt bindende

Proteine (Beute) können so aus der Lösung isoliert werden und nach einem Waschschritt und

entsprechender Elu ti on durch SDS-PAGE und Westernblot oder tryptischem Verdau mit

anschließender Massenspektrometrie i dentifiziert werden. Bei der vorliegenden Arbeit wurde

rekombinantes Zielprotein (GABARAP oder CRT) an N-hydroxysuccinimid-aktivierte Sepharose

(NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) nach den Angaben des

Herstellers gekoppelt. Gehirne von adulten Sprague Dawley Ratten wurden in Puffer A

homogenisiert . Unlösliche Bestandteile wurden durch 15-minütiges Zentrifugieren bei 13000 g

entfernt. Der Zellextrakt wurde anschließend zu je 100 l Sepharose-gekoppeltem Zielprotein

und zu 100 l einer nicht gekoppelten Kontrollsepharose gegeben und 1,5 h bei RT inkubiert.

Nach dem Waschen der Sepharose mit Puffer A wurden gebundene Proteine durch Zugabe von

Puffer B eluiert und sofort mit einer Endkonzentration von 100 mM Tris, pH 8,8 neutralisiert.

Eluierte Proteine wurden mit Hilfe von Methanol/Chloroform gefällt und auf ein Volumen von

30 l eingeengt . Die Analyse erfolgte über SDS-PAGE . CRT, GABARAP und CHC konnten

immunologisch per Western B lo t nachgewiesen werden. Die Stromstärke wurde während des
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Blotvorgang s konstant auf 95 mA gehalten und überschritt nie die Spannung von 1 5 V. Die

Blotzeiten variierten je nach Pro tein. Es wurden folgende Antikörper eingesetzt:

Antikörp er

	

Produktnummer / Firm a / Firmensitz
Kaninchen Anti-GABARAP (polyklonal)

	

B ei Pineda/ Berlin hergestellt und affinitätsgereinigt.
Kaninchen Anti-CRT (polyklonal)

	

PA3-900/ Affinity BioReagents, Golden, USA
Maus Anti-CHC (monoklonal)

	

C43820-150/ BD Biosciences, Pharmingen
Ziege Anti-Kaninchen/HRP-gekoppelt

	

31460/ PIERCE, Illinois, U.S .A.
Ziege Anti-Maus/HRP-gekoppelt

	

31430/ PIERCE, Illinois, U.S .A.

Primärantikörper wurden generell 1 : 2000 verdünnt und über Nacht inkubiert, während die HRP-

ge koppelten Sekundärantikörper 1 :1 5000 verdünnt wurden und nur 2 h bei RT inkubierten . Die

Blotsignale wurden durch Chemilum ineszenz visualisiert (S uperSignal West Pic o

Chemiluminescent Sub strate, Pierce, Ro c kford, IL, USA) und mit Hilfe eines geeigneten

Chemilumineszenz-Detekti o nssyste m s dokumentiert (ChemiDoc, B io-Rad, Hercules, CA, USA).

Puffer A

	

Puffer B
10 mM HEPES

	

50 mM Glycin, pH 2,3
150 mM NaCl
pH 7,4
3 mM EDTA
1 mM ß -ME
Protease Inhibitor (Complete Mini, Roche
Diagnostics, Germany),
0,1 mg/ml DNAse
0,5 % Triton)

3 . 10

	

Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine Methode zur Untersuchung zahlreicher struktureller und

dynamischer Eigenschaften von Biomolekülen. Dabei wird ein System mit fluoreszenten

Eigenschaften durch Anregung mit Licht einer geeigneten Wellenlänge in einen elektronisch

angeregten Zustand versetzt. Durch spontane Emission von Licht, welches detektiert wird, fällt

das System in seinen Grundzustand zurück . Üblicherweise wird ein mit einem Fluorophor

markiertes Substrat vorgelegt und der Ligand in aufsteigenden Konzentrationen hinzugeben.

Durch die Bindung des Liganden an das Substrat und die damit verbundenen

Konformationsänderungen (Änderung der chemischen Umgebung) verändern sich auch die

fluoreszenten Eigenschaften des Fluorophors . Die Aminosäurereste Tyrosin, Phenylalanin und

vor allem Tryptophan besitzen intrinsische fluoreszierende Eigenschaften, so dass diese Reste bei

Proteinen alternativ zu anderen Fluorophoren verwendet werden können . Bei der vorliegenden

Arbeit diente die Methode der Fluoreszenz-Titration zur Bestimmung der Dissoziationskonstante
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(KD -Wert) einer Substrat-Liganden-Wechselwirkung . Alle Messungen wurden an einem

PerkinElmer LS55 Luminescence-Photometer (PerkinElmer, Überlingen) durchgeführt.

3.10 .1 Fluoreszenzmessung von GABARAP mit fN1-, fN2- und fN3-Peptid

Drei, im Rahmen des Phagendisplays selektierte, Peptide wurden über Auftragssynthese beschafft

(J erini BioTools GmbH, Berlin) und waren carboxyterminal Fluorescein-gekoppelt (fN1, fN2

und fN3; Tab . 2.6) . Sie wurden während der Fluoreszenzmessung als Substrat vorgelegt und die

Fluoreszenzänderung von Fluo rescein bei Zugabe des Liganden GABARAP gemessen.

GABARAP enthält neun Tyrosinreste und sieben Phenylalaninreste, jedoch keinen

Tryptophanrest . Die Anregungswellenlänge für Fluorescein liegt bei etwa 490 nm, die

Fluoreszenzemission bei etwa 514 nm . Die Anregung swellenl änge des Fluoreszenzspektrometers

wurde nach ersten Testmessungen auf 465 nm eingestellt und der Detektor auf die

Emissionswellenlänge von 520 nm justiert. Die Spaltbreite des Anregungslichtes betrug 8 nm und

die des Emissionslichtes 3 nm . Es wurden 2 µM des jeweiligen Pep tides in 1 ml des unten

genannten Puffers in einer 1 ml Quarzküvette (Hella, Mühlheim) bei 25 °C (Thermo Haake 10)

vorgelegt. Das in den gleichen Puffer dialysierte GABARAP Protein wurde in aufsteigenden

Konzentrationen unter Rühren hinzu titriert und jeweils vor Datenaufnahme 2 min zwecks

vollständiger Vermischung inkubiert . Pro Messpunkt wurden 300 Datenpunkte innerhalb von

30 s aufgenommen und gemittelt. Sobald keine signi fi kante Änderung der Fluoreszenz mehr

erkennbar war, wurde die Titration beendet. Die Titrationsreihen wurden durch

Mehrfachbestimmungen verifiziert und die Hintergrundfluoreszenz durch eine Kontrollmessung

bestimmt, bei der statt GABARAP Puffer zu dem jeweiligen Peptid gegeben wurde . Zudem

wurde in einer weiteren Kontrollmessung die Bindung des Fluorphors Fluoresceinisothiocyanat

(FITC) an GABARAP überprüft .

Puffer der Fluoreszenzmessung
20 mM HEPES
50 mM KCl
5 mM MgCl2

pH 7,2
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3.10 .2 Bestimmung der Dissoziationskonstante (K D) aus den Fluoreszenzdaten

Die Affinität der Bindung zwischen GABARAP und den Phagendisplay-selektierten Peptiden

lässt sich durch die Dissoziationskonstante (KD) beschreiben:

K - [ P ]
.	

[ L]
KD

- [ PL]
(Gleichung 3 .4)

Dabei steht [P] für die Konzentration an freien Protein, in diesem Fall für GABARAP, [L] für die

freie Liganden- bzw . Peptidkonzentration und [PL] für die Konzentration des Komplexes aus

beiden Bindungspartnern.

Um die KD -Werte aus den Fluoreszenzdaten abzuschätzen, wurde eine nichtlineare

Regressionsrechung mit dem SigmaPlot-Programm (Version 8 .0) nach der Gleichung 3 .5

angewendet.

~
F = F

m
+

I [

Pges ] + [Lges]+ KD
I

	

2
~

2
( [Pges ] + [Lges ] + KD ) - [P

ges ] ' [
L

ges ]4

(F - F
min )

~ ~ P
~ ges

(Gleichung 3 .5)

F = Fluoreszenz-Intensität des Proteins bei der entsprechenden Peptidkonzentration
Pges = Gesamtprotein-Konzentration [µM]
Lges = Gesamtligand-Konzentration [µM]
Fmin = Fluoreszenz-Intensität des Peptids bei Titrationsstart
Fmax = Fluoreszenz-Intensität des Peptids bei gesättigter GABARAP-Konzentration
KD = Dissoziationskonstante [µM]
Gleichung übernommen aus (Tran 2005) .
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3.11

	

Oberflächenplasmonenresonanz-Spektroskopie

Oberflächenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance, SPR) -Sp e ktro s kop ie ist eine

markierungsfreie Technik zur Ermittlung d er kinetischen Parameter von moleku laren

Intera ktionen in Echtzeit . Das Detekti onssy ste m eines SPR-Gerätes setzt sich aus einer

monochromatischen, polarisierten Lichtquelle, einem Glas p risma, einem dünnen Goldfilm an der

Basis d es P rismas und einem Photodetekt or zusammen (Abb . 3 .2, A)

Der SPR-Effe kt beruht auf einer kolle ktiven Schwingung sanre gu ng freier Ele ktronen in sehr

dünnen Edelmetallfilmen . Physi kalische Grundlage ist d ie interne Totalreflexion von Licht in

einem Prisma . Befindet sich an der B asis d es Prismas eine von Flüssigkeit umgeb en de

Edelmetallschicht, resultiert aus der Totalreflexion d es eingestrahlten Lichtes ein evaneszentes

Feld, welches m it Oberflächenplasmonen an d er Metall/Flüssigkeitsgrenzfläche in

Wechselwirkung tritt. D ie Kopplung von reflektiertem Licht und Oberflächenp lasmonen tritt nur

bei einem speziellen Winkel (SPR-Winkel) auf, der vo n den optischen Eigenschaften des Prismas,

dem Metall, des Schichtdic ke des Metalls, der umge b en den Flüssigkeit und der Wellenlänge

abhängt. Bei diesem Winkel tritt in de m reflektierten Licht ein Intensitätsminimum auf. Da der

SPR-Winkel sensitiv für den B rechungsin dex der Flüssigkeit in Konta kt m it dem Metall ist, ist

der SPR-Effe kt geeignet, um kleine Vo lumina nahe der Metalloberfläche auf Ä nderung des

Brechung sinde xes zu untersuchen.

Abbildung 3 .2: Schematische Darstellung eines
SPR-Experi m entes . A : Schematische Darstellung einer
SPR D etekti onseinheit. Der Ligand (hier: Antikörper)
wird an der Oberfläche des Sensorchips immobilisiert.
Der Analyt (hier: Antigen) fliesst durch die
mikrofluidische Flusszelle . Die Bindung von Ligand und
Analyt kann als Änderung des Brechungindex in der
Flusszelle detektiert werden. B: Schematische
Darstellung eines typischen Sensorgramms bei der
Bindung des Analyten an den Liganden. Ist die Basislinie
des Systems stabil, wird der Analyt in j iziert . Die Bildung
des Komplexes aus Analyt und Ligand kann in der
Ass oziations phase be ob achtet werden. D as
Gleichgewicht (Equilibrium, steady-state Phase) ist
erreicht, wenn die Dissoziation und die Assoziaton des
Analyten in gleichem Maße stattfinden. Nach dem
Injektionsende kann die Dissoziation des Analyten im
Sensorgramm beobachtet werden. Es erfolgt ein
Regenerationsschritt, z .B. mit Puffer, um an der
Oberfläche verbliebene Moleküle des Analyten
abzuspülen . Abbildung aus Myszka und Rich (Myszka
and Rich 2000) .
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Es werden Liganden an der Metall /Flüssigkeitsgrenzfl äche immobilisiert und mit Puffer oder

Injektionen von Analyten überströmt (Abbildung 3 .2, A) . Dieser Bereich wird Flusszelle genannt.

Die Änderung des SPR-Winkels als Funktion der Zeit wird in Response Units (RU) in einem

Sensorgramm dargestellt und erlaubt im Ideal fall die Ermittlung kinetischer Charakteristika

(Assoziations- und Dissoziationsrate) einer bi- oder multimolekularen Interaktion . Diese können

mit Hilfe der Biaevaluation Software und unter Verwendung eines geeigneten Fitting-Modelles

aus den Sensorgramm-Rohdaten gewonnen werden. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete

Algrorithmus (1 :1 Langmuir binding) geht von einer bimolekularen Interaktion aus und fittet

Assoziations- und Dissoziationsraten aller Analytkonzentrationen global . Sind Assoziations- und

Dissoziationsrate bekannt, kann die Dissoziationskonstante KD nach folgender Formel berechnet

werden.

K K
off=

D K
on

Gleichung 3.6

Dabei steht Koff für die Dissoziations- und Ko n für die Assoziationsrate . Können Asso ziations

-und Dissoziationsrate z .B . aufgrund von ungünstigen kinetischen Phänomenen nicht bestimmt

werden, kann die Dissoziationskonstante alternativ über gemittelte Signalintensität des Analyten

in Abhängigkeit von dessen Konzentration berechnet werden . Abbildung 3 .2, B zeigt ein

typisches Sensorgramm vor, während und nach der Injektion eines Analyten auf eine Liganden-

gekoppelte Flusszelle.

Für jeden Fit wird von der BiaEvaluation Software ein X
2-Wert angegeben . Dies ist ein

Parameter, der die Genauigkeit des Fits beschreibt und wird nach folgender Formel berechnet:

n

rf -rx )
2

n -p

Gleichung 3.7

Dabei entspricht rf dem gefitteten Wert bei einem gegebenen Datenpunkt, rx dem Wert des

entprechenden Datenpunktes, n der Anzahl aller Datenpunkte und p der Anzahl der

Fittingparameter . Bei Sensorgrammdaten ist die Anzahl der Datenpunkte viel größer als die

Anzahl der gefitteten Datenpunkte, so dass n-p ;:2 n angenommen wird . In der Praxis sind x 2
-

Werte kleiner als zehn üblich.

Die Immobilisierung eines Liganden auf einen Sensorchip kann mit unterschiedlichen Methoden

erreicht werden . Dazu gehören kovalente Kopplungen, High Affinity Capture Methoden

(Streptavidin-Biotin) und Adsorption von Lipidmono- und Lipidbilayern . Im Rahmen dieser
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Arbeit wurden alle verwendeten Liganden per Aminkopplung kovalent an einen CM5-Chip

gekoppelt. Dabei wird die Dextranmatrix mit 1 -Ethyl-3(dimethylaminopropyl) - carbodii mi d

(EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) aktiviert, so dass die Carboxylgruppen der

Dextranschicht des Sensorchips zu N-hydroxysuccinimid-Estern umgesetzt werden . So kann der

Ligand über freie primäre Amine eine Peptidbindung zur Matrix ausbilden und ist kovalent

immobilisiert . In einem letzten Schritt werden freie N-hydroxysuccinimid-Ester mit der Zugabe

von Ethanolamin deaktiviert . Die Änderung des SPR-Winkels, welche bei der Bindung eines

Moleküles an den Sensorchip im Sensorgramm verfolgt werden kann, ist proportional zu seiner

Größe und erlaubt eine Abschätzung des Maximalsignals, welches bei der Bindung eines

Analyten an den an die Messzelle immolisierten Liganden zu erwarten ist.

Sensorgramme wurden ausschließlich mit dem auf SPR basierenden Biosensor Biacore X und der

Software BIACORE X Control Software (Biacore AB, Uppsala) aufgenommen . Messungen

wurden mit einer Datenerfassungsgeschwindigkeit von 1 oder 5 Hz, bei einer Temperatur von

21,5 °C durchgeführt.

Kopplungspuffer SPR

	

Laufpuffer S P R (H BS-E P)
1 0 mM Na -Acetat, pH 5,5

	

1 0 mM HEPES
1 50 mM NaCl
3 mM EDTA
0,005 % S urfactant P20 (S P20)
p H 7,4

Surfactant P20 (Polyoxyethylensorbitan) ist ein nicht-ionisches Detergenz, das adsorptive Effekte

hydrophober Moleküle an den Oberflächen des Flusssystems, als auch nicht sp ezifische Bindung

an die Ob erfläche des Sensorchips verhindern soll . Nach der Äquilibrierung des BiacoreX-System

bzw. nach Erreichen einer stabilen Puffer-Basislinie konnte die Kopplung und anschließend

Bindungsstudien durchgeführt werden . Dabei wurden die Proben prinzipiell mit der so

genannten „Double Bubble“-Technik aufgetragen, bei der die Probe gefolgt von 5 µl Luft und

weiteren 5 µl Probe in das System injiziert wird . Dadurch soll die Diffusion der jeweiligen Probe

in den Laufpuffer verhindert werden.
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3.11.1 Aminkopplung von GABARAP oder MAP-LC3

Für die GABARAP- bzw. MAP-LC3-Kopplung wurden CM5 Sensorchips (Biacore AB, Uppsala)

verwendet; die Flussgeschwindigkeit betrug 5 µl/min . Zur Oberflächen-A ktivierung des

Sensorchips wurden 35 µl eines NHS/EDC-Gemisches injiziert (0,05 M NHS, 0,2 M EDC) . In

der Kopplungsphase wurden 35 µl GABARAP bzw. MAP-LC3 (1 bis 2 µM GABARAP bzw.

MAP-LC3 in Kopplungspuffer) injiziert und der Sensorchip anschließend durch Zugabe von 35

µl Ethanolamin (1 M) deaktiviert . Diese Prozedur wurde für beide Flusszellen (Fc) getrennt

durchgeführt, wobei nur die Messzelle Fc2 mit GABARAP bzw . MAP-LC3 gekoppelt und

anschließend die Referenzzelle Fc1 in gleicher Weise, jedoch ohne Protein behandelt wurde.

Bei den folgenden Messungen wurde das Signal der Referenzzelle bei der Datenprozessierung

vom Signal der M esszelle abgezogen, um Änderungen des Brechungindex und unspezifische

Bindungseffekte an die Chip-Oberfl ä che zu eliminieren und das Signal-zu-Rausch-Verhältnis zu

verbessern.

3.11.2 Bindungsstudie GABARAP an N1-Pep tid, CRT (178-188) und CHC (510-522)

Die Peptide CRT (178-188) und CHC (510-522) wurden vom Analytischen Zentrallabo r des

BMFZ (Düsseldorf) durch Auftragssynthese beschafft, das N1-Peptid von Jerini BioTools

GmbH (Berlin) . Die Bindungsstudien von GABARAP an das entsprechende Peptid (Tab . 2 .6)

wurden bei einer Flussgeschwindigkeit von 30 µl/min durchgeführt um

Massentransportlimitierung zu vermeiden . Dieses Phänomen kann zwischen Ligand (hier:

GABARAP) und Analyt (hier: Peptid) auftreten, wenn Analytverarmung zu einer Verlangsamung

der apparenten Assoziationsrate führt. Massentransporteffekte können durch hohe Flussraten

vermieden werden. Bei der Beurteilung der Kinetiken ist es wichtig, Massentransportlimitierung

ausschließen zu können, da Massentransport-limitierte Reaktionen niedrigere kinetische Raten

vortäuschen, als tatsächlich vorhanden sind.

Es wurden verschiedene Konzentrationen (0,1 bis 100 µM) von in Laufpuffer gelöstem Peptid

hergestellt . Die Injektion von je 60 µl pro Probe fand statt, wenn das Signal die Basislinie wieder

erreicht hatte . Dabei erfolgte die Reihenfolge der Probeninjektionen willkürlich, um

systematische Fehler zu vermeiden. Die SPR-Bindungsstudie von CRT (178-188) an GABARAP

wurde in Zusammenarbeit mit Frau Yvonne Hoffmann durchgeführt.
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3.11.3 Bindungsstudie GABARAP an CRT

Die Bindungsstudie von GABARAP an CRT (Abcam, Cambridge) wurde bei einer Flussrate von

30 µl /min durchgeführt um das Phänomen des Massentransportes zu vermeiden . Dabei wurden

verschiedene CRT-Konzentrationen (0,1 bis 2 µM) in beliebiger Reihenfolge in das System

injiziert, um systematische Fehler zu reduzieren. Nach jeder Injektion fand eine Regeneration der

Chipob erfläche durch Injektion eines Ho chsalzpuffers (HBS-EP, 500 mM NaCl) und

anschließender Injektion von 10 µM eines h o chaffinen (KD =150 nM) GABARAP-Peptidliganden

statt.

3.11.4 Bindungsstudie MAP-LC3 an CRT

Es wurde bei einer Flussrate von 30 µl/min gearbeitet, um das Phänomen des Massentransportes

zu vermeiden. Um Konzentrationseffekte zu umgehen wurden verschiedene CRT-

Konzentrationen (0,1 bis 7,5 µM) in beliebiger Reihenfolge injiziert . Eine Regeneration der

Chipob erfläche war nicht notwendig, da die Basislinie nach Injektionsende innerhalb von

Sekunden wieder das Niveau vor Injektion erreichte . Nach einem Waschschritt mit Laufpuffer

wurde hier die nächste Injektion vorgenommen.

3.11.5 Datenprozessierung

Die Referenzierung der Daten fand mit Hilfe der Biaevaluation Software (Biacore AB, Uppsala)

durch Subtraktion des Sensorgramms der Referenzzelle Fc1 von dem entsprechenden

Sensorgramm der Messzelle Fc2 statt . Damit werden Unterschiede im Brechungsindex und

unspezifische Interaktionen mit der Chipoberfläche eliminiert und das „Signal - zu-Rausch-

Verhältnis“ verbessert . Durch die Durchführung eines „Double Referencing“, bei dem von dem

Signal jeder Probeninjektion das Signal einer Pufferinjektion abgezogen wird, können Ein flüsse,

die durch den Puffer verursacht wurden, eliminiert werden (Myszka 1999) .
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3.11.5 .1 GABARAP – N1, CRT (178-188) und CHC (510-522)

Der Injektionsstart der referenzierten Daten von jeder Injektion aus dem entsprechenden

Versuch, wurde mit Hilfe der BiaEvaluation-Software auf die Koordinaten (t=0 s, Response=0

RU) gebracht. Die Sensorgramme aller Injektionen aus einem Versuch wurden in einem Plot

übereinander gelegt und in dieser Form in Biaevaluation ausgewertet . Dabei erfolgte die

Bestimmung der Dissoziationskonstante KD durch Analyse der Daten der Gleichgewichtsphase

(steady state Phase) jeder Injektion.

3.11.5 .2 GABARAP - CRT

Der Injektionsstart der referenzierten Daten von jeder Injektion aus dem entsprechenden

Versuch wurde mit Hilfe der BiaEvaluation-Software auf die Koordinaten (t=0 s, Response=0

RU) gebracht . Die Injektionen wurden in einem Plot übereinander gelegt und mit Hilfe der

Biaevaluation Software ausgewertet . Die Parameter der Bindungskinetik wurden mit dem Modell

eines „1 :1 (Langmuir) Binding“, welches für die gesamte Konzentrationsreihe globale

Assoziations- und Dissoziationsphase fittet, ausgewertet.
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3 . 12 Kernres onanz-Spektroskopie (NMR)

D ie Kernresonanz-Spektro skopie (nuclear magnetic resonance, NMR) ist eine Methode, die unter

anderem z ur Aufk lärung der Strukt ur, sowie zur Untersuchu ng von Dynamik und Interakti onen

vo n bi ologischen Makromo lekülen d ient (Stangler et al. 2006) . Im Gegensatz zur

Röntgenkristallographie, bei der nur kristallisierte Festkörper analy siert werden können, arbeitet

die NMR- Spektro s kopie m it wässrigen P ro teinlö sungen, d ie den physiologischen Bedingungen

näher kommen.

Das NMR-Titrationsexp eriment ist eine weit verb reitete und sensitive Methode, um Pro tein

-Pro tein- b z w. Protein-Ligand-Interakti onen strukturell zu untersuchen und ihre Kontaktstellen

zu kartieren (Otting and Wuthrich 1 990; Z uiderweg 2002) . Mit dieser Method e können auch

P ro tein-Protein-Interaktionen mit geringer Affinität b e obachtet und chara kterisiert werden.

Meistens wird dafür ein heteronukleares 2D Einb indungs korrelationsexperiment für (1H - 15N-)

Korrelationen ((1H -15N) -HSQC) aufgenommen. D a für muss das Protein 15N -

isotopenangereichert sein. Ein (1 H-15N) -HSQC-Sp ektrum weist für j e d e Am idgrupp e des Pro tein-

Rückgrats ein Signal bei der sp ezifischen Res onanz frequenz (bzw. der chemischen Verschiebung)

des Ami dprotons und des Ami d stic k stoffs auf, wob ei diese chemischen Verschiebungen vo n der

chem ischen Umgebung der j eweiligen Amidgruppe abhängen . Auch die Amidgruppen der

Amino s äureseitenketten Trp, Asn und Gln zeigen im (1H -15N) -HSQC- Spektrum ein Signal. Eine

Änderung der chemischen Umgebung der Amidgruppen z.B. durch Bindung eines Liganden

kann somit dire kt als eine Änderung der chem ischen Verschiebun g der Korrelati o nssignale i m

(1 H-15N) -HSQC beobachtet werd en .
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3.12.1 Probenvorbereit ung fü r die NMR-Messung

Für die Aufnahme von (1 H-15N) -HSQC-S pektren wurde lyophilisiertes 15N -

isotopenangereichertes GABARAP Protein ([U- 15N] - GA BARA P) in einer Konzentrati on von 30-

210 µM im unten genannten Puffer 25 mM Natriumpho sphat, 100 mM KCl, 100 mM NaCl, 1 00

µM Natriumazid, pH 6,9 a ufgenommen . Der zu untersuchende, nicht- iso topenangereicherte

Pep tid- bzw. Proteinligand wurde in den gleichen Puffer ge bracht und während der (1H -15N) -

Experimente dem vorgelegten (U-15N) -GABARAP Protein hinz uge fügt. D ie Messung der NMR

-Proben erfo lgte in 5 mm Shigemi NMR-Probenröhrchen (BMS -005V, Shigem i, Toki o) . Die (1 H-
15N) - HSQC Titration von [U-15N] -GABARAP m it dem P ep ti d CRT ( 1 78-1 88) wurde in

Zu sammenarbeit mit Frau Yvonne Hoffmann du rchgeführt.

Puffer der NMR-Messungen
25 mM Natriumphosphat
1 00 mM KCl
1 00 mM NaCl
1 00 p M Phenylm ethylsulfonylfluorid (PMSF)
50 µM ED TA
5 % Deuterium
0,02 % (w/v) Natriumazid
pH 6,9

3.12 .2 NMR-Messbed ingungen und Spektrenauswertung

Die NMR-Spektren wurd en bei 25 °C an Varian UNITY INOVA Spektrometern bei einer

P ro tonenfrequenz von 600 MHz aufgenomm en, die m it einem Varian 5mm XYZ-PFG-

1 H{13C15N} oder einem cryogen ge kühlten Varian Z-PFG-1 H{13C, 15N} Probenkopf ausgestattet

waren. Die Prozessierung erfolgte mit den Programmen VNMRJ (Version 1 .1C, Varian, Palo

Alto, USA) und NMRPipe (Version 1 .7 ; Delaglio et al.) . Für die Vis u alisierung und A u s wertung

wurden die Programme NMRDraw (Version 1 .7) (Delaglio et al . 1995) und NMRView (Johnson

and Blevins 1994) verwendet.
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4 Ergebnisse

4 . 1	Identifizierung von GABARAP-bindenden Peptiden und

Charakterisierung der Interaktion

Zun ächst wurde GST-GABARAP exprimiert und gereinig t, um es anschließend in die

Phagend isplay- Selektion einz u setzen . Via Anreicherung s- und Einzelphagen- ELISA wurde der

Erfo lg der Phagendisplay-Selektion überprüft u nd die DNS - Sequenz der GABARAP-b indenden

Peptide analysiert . Die Interaktion von einzelnen P ep ti den z u GABARAP wurde m it Hilfe von

F luoreszenztitrationse xp erimenten, Oberfl ä chenplasmonenres onanz (surface plasmon resonance,

SPR) M essungen und Kernspinres onanz (nuclear magnetic resonance, NMR) charakterisiert.

4.1.1 Expression und Reinigung GABARAP

Für die Untersuchung von GABARAP mittels NMR-S pektro s kop ie wurde die Expression d es

GST-GABARAP-Fu sions pro teins in M9-Minimalme dium (Sambrook et al. 1989) durchge führt,

wobei 15N -Ammoniumchlori d als einzige Stickstoffquelle diente . Für alle weiteren Exp erimente

wurd e nicht-isotopenangereichertes GST- GABARAP-Fusi onsp ro tein in LB-M e dium e xprim iert.

D abei wurden 1 bis 4 l Medium mit pGEX-GABARAP tragenden E. coli B L21-

CodonPlu s(DE3)-RIL Bakterien beimpft u nd die Expression des GST-GABARAP-

Fusionsproteins bei einer op tischen Dichte (OD600) von 0, 6 b is 0,8 durch Zugab e von 1 mM

IPTG induziert . 10 b is 1 2 h nach Induktion wurden die Zellen geerntet und der Erfolg der

Expression mit Hilfe von SDS -Polyacrylam i d-Gelelektrophorese überprüft (Abb . 4. 1, Spuren 2

und 3) . Pro Liter B a kterienkultur konnten 3 bis 4 g Zellen (Nass gewicht) gewonnen werden.

D ie Zellen wurden mittels Ultraschall aufgeschlo ssen und das Zelllysat zentrifugiert . Das im

Überstand (Ro hextrakt) verb leibende GST-GABARAP-Fusio ns p ro tein wurde im Zuge einer

Affinitätschromatographie an eine GSTrap- Säule gebun den u n d nach eini gen Waschschritten der

Säule mit Puffer du rch die Zuga b e von redu ziertem Glutathion elu iert (Abb . 4. 1 , Spuren 4 und

5) . Zur Du rchführung der Phagend isplay- Selektio n wurde das GST-GABARAP-Fu sionsprotein

anschließend ge gen Wasser dialysiert und lyophilisiert. Aliquots dieses P ro teins m it geeigneter
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Quantität und Qualität wurden anschließend in TBS Puffer aufgenommen und in die Selektion

eingesetzt. Zur Reinigung von GABARAP wurde das eluierte GST-GABARAP-Fusionsprotein

mittels Dialyse in einen geeigneten Proteolysepuffer (PBS) überführt und nach Zugabe von

125 U Thrombinprotease pro g Nasszellgewicht unter weitgehendem Sauerstoffausschluss bei

RT inkubiert. Die Spaltung des Fusionsproteins in GST und GABARAP war nach 24 bis 48 h

weitgehend abgeschlossen und wurde mittels SDS-PAGE überprüft (Abb . 4.1, Spuren 5 und 6).

Der proteolytische Verdau wurde auf ein maximales Volumen von 7 ml eingeengt und die

Spaltprodukte über Größenausschlußchromatographie voneinander getrennt (Abb. 4.2) und

wurde mittels SDS-PAGE verifiziert (Abb . 4.1, Spur 7).

Abbildung 4 .1: 15% SDS-PAGE zur Analyse
der Expression und Reinigung von
rekombinantem GABARAP. Spur 1:
Molekulargewichts-Marker (MBI, Fermentas);
Spur 2: Bakterienrohlysat vor Induktion; Spur 3:
Bakterienrohlysat 10 h nach Induktion; Spur 4:
Üb erstand des Zellaufschlusses nach
Zentrifugation; Spur 5: Eluat des GST-
GABARAP-Fusionsproteins nach
affinitätschromatographischer Reinigung über
GSTrap-Säule und vor Thrombinverdau; Spur 6:
Thrombinspaltprodukte GST und GABARAP
nach 24 h Verdau; Spur 7 : GABARAP nach
Trennung

	

der

	

Spaltprodukte

	

durch
Größ enausschlußchr om atograp hie

Abbildung 4 .2 : Chromatogramm der
Größenausschlusschromat ographie der
Spaltprodukte nach Thrombinverdau
des GST-GABARAP-Fusionsproteins.
Verwendet wurde eine HiLoad 26/60
Superdex 75 pg Gelfiltrationssäule.
GABARAP eluierte bei einem
Retentionsvolumen zwischen 190 und 218
ml. Deutlich zu sehen ist die Trennung
von GST, restlichem GST-GABARAP-
Fusionsprotein und Thrombin, welche
zwischen

	

100

	

bis

	

150

	

ml
Retentionsvolumen eluieren .
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4.1.2

	

Phagendisplay-Selekti on

Zur Identifizierung von GAB ARAP-bindenden artifiziellen Pep tid en wurde ein Screening der

Ph. D .- 1 2-Phagenb ib liothek durchge führt. D ie Phagen d ieser Bibli o thek p räsentieren a uf ihrer

Oberfläche Peptide m it 1 2 randomisierten Amino s äuren . B ei der sequenziellen Durch führung

mehrerer Selektionsrunden sollten diejenigen Phagen angereichert werden, die auf ihrer

Oberfläche Peptide m it einer hohen Bindungsaffinität z um Zielmolekül, in diesem Fall

GABARAP, besitzen . Die Sele ktion wurde, wie in Kap itel 3 . 6 b eschrieben, in Mikro titerplatten

m it dem Selekti onspuffer TB S du rchgeführt. Am Ende j e der Selektionsrund e wurde der Output-

Titer der Phagen -Elution und nach der anschließenden Amplifikation der jeweilige Input-Titer

besti mm t . In j e de neue Sele ktionsrunde wurden ca . 1 x 10 11 Phagen eingesetzt. Nach fünf

Selektionsrund en wurd e ein „Anreicherungs-ELISA“ durchge führt, um den Erfolg der Selekti on

zu überprüfen.

4.1.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

GST-GABARAP oder GST wurden auf einer Plastikoberfläche immobilisiert . Anschlie ß end

erfolgte eine Inkubation m it der Phagenmischung aus den einzelnen Selekti onsru n den, wobei die

Anzahl der zugesetzten Phagen immer gleich groß war . Nach acht Waschschritten wurde die

Menge der gebu n denen Phagen mittels Farbreaktion vis ualisiert und zw ec ks Quantifizierung die

Absorption bei 450 nm dete ktiert. D a die Signalintensität propo rtional zu der Menge des

umgesetzten Substrates ist und diese wiederum propo rtional zu der Menge des gebundenen

Antigens, gibt die Signalintensitä t die mittlere Bindung sstärke der getesteten Phagenmisch ungen

zu GAB ARAP relativ zueinan der an . Es wurden j eweils Zweifachb estimmungen durchge führt

und die Ergebniswerte gemittelt. Bei den Phagen vo r Selektion (Selektionsrunde 0) ist die

Signalintensitä t d eutlich schwächer als b ei d en Phagen der fo lgenden Sele ktionsrunden (1 bis 5),

was auf eine erfo lgreiche Anreicher ung von GABARAP-bindenen Phagen schließen lässt (Abb.

4.3) .
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Abbildung 4 .3 : Anreicherungs-ELISA: Signal-
quantifizierung über die Absorption bei 450 nm.
GABARAP wurde auf einer Plastikoberfläche
immobilisiert und mit Phagengemischen der
entsprechenden Selektionsrunde inkubiert . Nach
einigen Waschschritten wurden die gebundenen
Phagen mittels Farbreaktion visualisiert und bei 450
nm detektiert . Je größer das detektierte Signal, desto
mehr GABARAP-bindende Phagen sind nach der
jeweiligen Selektionsrunde angereichert worden . Die
Fehlerbalken werden durch die Differenz zwischen
den beiden originalen Messwerten definiert.

Bevo r d ie Sequenzierung der Phag en -DNS erfolgte, wu rden mittels „Einzelphagen-ELISA“

eventuell vorhandene Plastik-bindende, GST-b ind end e oder nicht-b indende Einzelphagen

ermittelt u n d z wischen stark und schwach bindenden Phagen unterschieden . D ie Durch führung

erfolgte entsprechend dem „Anreicherungs-ELISA“, hier wurd en 70 is olierte Einzelklone

untersucht. Als Kontrolle diente immobilisiertes GST, welches in einem parallelen Ansatz mit

den Einzelphagen inkubiert wu rde . D ie Intensität der Färbung gibt die relative Bindun gsstä rke

der getesteten Phagenvarianten z u einan der an. Die Phagenklone 24, 30, 32 un d 66 zeigen die

schwächste B indung an GST- GABARAP. Alle weiteren Phagenk lone zeigen eine d eutlich

stä rkere B indung an GST-GABARAP, als an GST alleine . Ein bes onders starkes Signal ist bei

Phagenklon Nummer 8 zu beobachten (Abb. 4.4).

Abbildung 4 .4: Einzelphagen-ELISA : Quantifizierung der Absorption bei 450 nm . GABARAP wurde auf
einer Plastikoberfläche immobilisiert und mit einer definierten Menge von isolierten Einzelphagen in kubiert . Nach
einigen Waschschritten wurde die Menge an gebundenen Phagen mittels Farbreaktion visualisiert und bei 450 nm
detektiert. Je größer das detektierte Signal, desto stärker ist die Bindung des entsprechenden Phagen an GST-
GABARAP (graue Balken) bzw . GST (schwarze Balken).
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Die Sequenzierung der Phagen-DNS zeigte, dass die selektierten GABARAP-bindenden Peptide

keine einzelne dominierende Sequenz aufweisen . In Abbildung 4 .4, A sind die Sequenzen aller

selektierten Peptide mit Hilfe der ClustalW Software als Sequenzalignment dargestellt . Die

Erstellung eines phylogenetischen Baums mit Hilfe der gleichen Software visualisiert die

Ähnlichkeitsverhältnisse der selektierten Peptide (Abb . 4 .5, B).

Außer dem Peptid des Phagen Nummer 24 enthalten alle Peptide mindestens einen aromatischen

Rest, meist ein Tryptophan . Ausnahmen bilden dabei die Peptide der Einzelphagen Nummer 12,

27, 30 und 32, die statt Tryptophan eine andere aromatische Aminosäure beinhalten . Das Peptid

des Phagen Nummer 66 besteht aus nur 3 Aminosäuren (Daten nicht gezeigt) . Die Sequenzen

SHFQSWELVSTP (N2), NHRTPELGHYEW (N3) und GHLSDWVYVPMR (N4) wurden je

dreimal gefunden, während alle restlichen Sequenzen nur zwei- oder einmal vorkommen .
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Abbildung 4.5 : Analyse der Phagen Display selektierten Peptidsequenzen 1 bis 70 A:
Sequenzalignment der Peptidsequenzen, erstellt mit ClustalW . Dick gedruckt ist die Aminosäureposition
hervorgehoben, die in den meisten Peptiden ein Tryptophan aufweist. B : Phylogram der selektierten Peptide,
erstellt mit Hilfe von ClustalW. Die Zweiglänge zwischen den Knotenpunkten ist proportional zum Maß der
Aminosäure-Unterschiede .
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4.1.4 Bestimmung der Bindungsaffinität der über Phagendisplay selektierten Peptide

an GABARAP

Um die relative Bindungsaffinität einzelner sele ktierter Peptide zu GABARAP zu b estimmen,

wurd en drei Peptide per Auftragssynthese hergestellt. Aufgrund der auftreten den Häufigkeit der

Sequenzen wurden P ep ti d SHFQSWELVSTP (N2) und NHRTPELGHYEW (N3) aus gewählt.

Zu s ätzlich wurde das P ep ti d SHKSDWIFLPNA (N1) benu tzt, welches der Sequenz der

Phagenklone 8 und 60 entspricht, d a das Ergebnis des Einzelphagen-ELISA eine starke

Bindungsaffinität zu GA BARAP vermu ten ließ (Abb. 4.4, Phagenklon 8) . Alle drei Peptide

wurd en mit einem carboxyterminalen Fluorescein -Label synthetisiert, um d ie B estimmung der

D isso ziationskonstanten mittels Fluo reszenzspektrometrie zu erleichtern (fN1, fN2 und fN3).

N1 wurde zus ä tzlich auch ohne Fluorescein-Label s ynthetisiert und war carboxyterminal amid iert.

4 .1.4. 1 Bestimmung der Bindungsaffinität von fN1, fN2 und fN3 zu GABARAP

mit Fluoreszenzspektroskopie

D ie Bindungsaffinität vo n fN1, fN2 und fN3 zu GABARAP wurde mittels Fluo reszenztitrati on

untersucht. Dabei wurde die D issoziations konstante (KD -Wert) anhand der Änderung der

F luorescein-Fluo reszenz des j eweiligen Pep tids bei GABARAP-Zugabe erm ittelt (Kap . 3 . 1 0) . Zu

diesem Zweck wurden 2 µM des j eweiligen Peptides vorgelegt und GAB ARAP d azu titriert . In

einer Kontrollmessu ng wurde die Bindungsaffinität von GABARAP zu FITC überprüft. In

Abb ildung 4.6 ist die Änder u ng d es Fluoreszenzsignals in Abhängigkeit der GABARAP-

Konzentration dargestellt. Die nichtlineare Regressi onsrechnung wurde anhan d Gleichung 3 .5

durchgeführt. Tabelle 4.1 zeigt die ermittelten KD-Werte der einzelnen Mess ungen.

GABARAP interagiert m it einem KD -Wert vo n 0,7 µM mit dem Peptid fN1 und mit einem KD

vo n 1 µM mit fN2 . Mit 12 µM ist die Bindungsaffinität zu fN3 ca. um das 15-fache schwächer.

D ie Diss o ziati o ns konstante von GABARAP zu FITC beträgt 61 µM und stellt somit relativ zur

Affinität vo n fN1 und fN2 z u GABARAP eine vernachlä ssigbar geringe Interaktionsstärke dar.
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Abbildung 4.6 : Fluoreszenztitration von GABARAP zu fN1 (A), fN2 (B), fN3 (C) und FITC (D).
Es wurde 2 µM des jeweiligen Peptids bzw. FITC in einem Volumen von 1 ml vorgelegt und
GABARAP in aufsteigenden Konzentrationen dazu titriert. Dargestellt sind die gemittelten
Fluoreszenzintensitäten nach Abzug des Hintergrundes (schwarze Punkte) . Die Excitationswellenlänge
war 465 nm und der Detektor wurde auf die Emissionswellenlänge von 520 nm ju stiert. Der Fit der
nichtlinearen Regressionsrechnung der Datenpunkte (blaue Linie) wurde unter Annahme einer
einfachen, bimolekularen Reaktion durchge führt.

Tabelle

	

4 .1:

fN1

KD-Wert [µM] Disso ziationskonstanten
der

	

Interaktion

	

von
GABARAP mit fN1, fN2,0,70 ± 0,1

fN2 0,95 ± 0,1 fN3

	

und

	

FITC.

	

Die

fN3 11,80 ± 0,6
Berechnung der KD -Werte
erfo lgte

	

durch

	

nichtlineare
FITC 61,00 ± 7,0 Regression

	

der
Fluoreszenzdaten (Gleichung
3 .5).
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4 .1.4.2 Bestimmung der Bindungsaffinität von N1 zu GABARAP mit

Oberflächenplasmonenresonanz

Zur Bestimmung der Bindungsaffinität von N1-Peptid zu GABARAP wurden

Oberflächenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance, SPR)-Bindungsstudien (Kap . 3 .11)

durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden ca. 2000 RU GABARAP in 10 mM NaAcetat pH 5,5

nach Anweisungen des Herstellers auf einen CM5-Chip gekoppelt (Daten nicht gezeigt) . Bei einer

Flussgeschwindigkeit von 30 l/min wurden anschließend unterschiedliche Konzentrationen von

N1-Peptid für jeweils 2 min injiziert . Die Reihenfolge der Injektionen richtete sich dabei nicht

nach der jeweiligen Konzentration, sondern wurde zufällig gewählt, um systematische Fehler zu

vermeiden . In Abbildung 4 .7, A ist die Sensorgramm-Überlagerung der N1-Injektionen gezeigt.

Die gemittelte Signalintensität der „steady state“ Phase der jeweiligen Bindungskurve ist als

schwarzer Balken dargestellt . Wie in Kapitel 3 .11 beschrieben, wurden die Daten mit Hilfe der

BIAevaluation Software prozessiert und gefittet (Abb . 4 .7, B) . Dabei ergab sich ein KD -Wert von

8,6 pM für die GABARAP-N1 Bindung. Der dazugehörige X
2-Wert - ein Parameter zur

Beschreibung der Genauigkeit des Fits - lag bei einem Wert von 4, was eine hohe

Übereinstimmung der Fitdaten mit den Messdaten wiederspiegelt.

Abbildung 4.7 : Bindu ngsst udie von GABARAP und N1-P ep tid mit Ob erflächenplas monenresonanz A:
Sensorgramm-Überlagerung der Bindungskurven unterschiedlicher N1-Konzentrationen injiziert auf einen
GABARAP-gekoppelten CM5-Chip . Bei einer Flussgeschwindigkeit von 30 p l/min wurde je 2 min injiziert . Die
schwarzen Balken markieren die gemittelte Signalintensität der „steady state“ Phase der jeweiligen Injektion . B:
Bindungskurve der N1-GABARAP Interaktion . Die gemittelte Signalintensität der jeweiligen Injektion ist gegen die
entsprechende N1-Konzentration aufgetragen. Der Fit der nichtlinearen Regressionsrechnung ist als blaue Linie
dargestellt.
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4.1.5 S trukturelle Charakterisierung der Bindung von N1-Peptid an GABARAP mit

NMR- Spektroskopie

Zur Kartierung der Bindu ngsre gion von GAB ARAP fü r das N1 -Peptid wu rden NMR-

Experimente durchge führt. Zu diesem Zweck wurden (1H -15N) -HSQC-Spektren vo n 15N-

isotop enmarkiertem GAB ARAP vo r und nach Zugabe von nicht-is otopenangereichertem N1

-Pep ti d aufgenommen. Wie in K apitel 3 . 1 2 a u s geführt, ist bei einem (1 H-15N) -HSQC-S pektrum

für jede Ami dgrupp e des Protein-Rück ra ds ein (1H- 15N)-Korrelatio nssignal z u beobachten . Dabei

sind die chemischen Verschiebungen des j eweili gen Ko rrelationssignals a bhängig von der

dire kten chem ischen U mgebung der Ami dgruppe . Än dert sich d ie chemische Umge bung einer

Ami dgruppe, z . B . durch B indung eines Ligand en, kann dies d irekt als Änderu ng der chemischen

Verschie bungen der jew eiligen Amidp rotonen- und Ami d stick stoffresonanzen im (1 H-15N) -

HSQC-Spektrum beobachtet werden . Dieser E ffe kt gilt für Amino s äurereste, die dire kt von der

Bindung betroffen sind, aber au ch für s o lche, die durch Konfo rmations ä n derungen des Pro teins

indire kt beein flu sst werden.

Abbildung 4.8: Überlagerung der (1 H-15N)-HSQC-Spektren von GABARAP im freien Zu stan d und bei
B in dung an das N1-Peptid . A: Überlagerung der Gesamt-(1H-15N)-HSQC-Spektren von 213 µM GABARAP
ohne Zusatz (schwarz) und in Anwesenheit von 104 p M (grün) und 950 µM (rot) N1-Peptid. Die Zuordnung der
Protein-Rückrad Resonanzen von freiem GABARAP nach Stangler et al . ist in schwarz angegeben (Einbuchstaben-
Aminosäure-Kode)(Stangler et al. 2002) . Die Pfeile kennzeichnen beispielhaft Resonanzen, die nach Peptidzugabe
einen doppelten Signalsatz zeigen . B: Vergrößerung des in (A) markierten Bereiches.
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Abb ildung 4 .8 zeigt das (1 H-15N) -HSQC-Spektrum von GABARAP- Spektrum vo r Titration und

nach Zugabe von 1 04 p M (gr ü ne Signale) und 950 pM (ro te Signale) N1 -P ep ti d . Die Zuord nung

der Am idpro tonen und Ami d stickstoffresonanzen des freien GAB ARAP Proteins im (1H -15N) -

HSQC-Spektrum fand nach Stangler et al. statt (Stan gler et al. 2002) . Für die meisten

GABARAP-Resonanzen sin d eine Änder u ng der chemischen Verschiebungen und/oder eine

Signalverbreiterung nach der Zugabe des N1 -Peptids zu sehen . Zur besseren Übersichtlichkeit

sind b ei der Kartierung der N1 -P ep ti d Bindestelle an GABARAP n ur diej enigen Res onanzen

berücksichtigt wo rden, die aufgrund von Signalverbreiterung nicht mehr detektierb ar und s omit

am stärksten betroffen sin d . D ie Kartier ung ist in Abbildungen 4.9 und 4 . 1 0 visualisiert.

Abbildung 4 .9: Lokalisierung der N1-P epti d Bindestelle von GABARAP. Unter der Darstellung
der GABARAP-Sequenztopologie (Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Aminosäure-Kode angegeben)
sind die entsprechenden Sekundärstrukturelemente auf der X-Achse dargestellt. Von der Bindung des
N1-Peptids am stärksten beeinträchtigte Aminosäuren sind auf der Y-Achse mit einem Balken
gekennzeichnet. Die mit einem Stern (*) markierten Reste kennzeichnen die Aminosäuren, die in dem
GABARAP-orthologen Hefeprotein Atg8 als wichtig für die Autophagozytose identifiziert wurden.
Diese sind in GABARAP konserviert (Nakatogawa et al. 2007).

Die von der N1 -P e p ti d B indung am stärksten beeinflussten GABARAP-Reste (I21, Y25, V29,

I32, L44, K46, K48, Y49, L50, S53, D54, L55, F60, L63, R65, K66 und F103) sind in

verschiedenen Bereichen des GAB ARAP-P ro teins grupp iert. Dabei sind die

Sekundärstrukturelemente ß2 u n d a3 bes onders stark betroffen (Abb . 4.9 und Abb . 4 . 1 0, A) . Es

wird d eutlich, dass eine größ ere, z u sammenh ä ngen de Fläche der GAB ARAP-Ob erfläche von der

CHC (5 1 0-522)-B indung betroffen ist (Abb . 4 . 1 0, B) .
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Abbildung 4 .10: Vis ualisierung d er N1-Peptid Bindestelle an GABARAP . A: Ribbondarstellung
von GABARAP (PDB Code 1kot) . Aminosäurereste, deren Resonanzen im HSQC-Experiment von der
Bindung des N1-Peptids am stärksten betroffen waren, sind rot eingefärbt . Sekundärstrukturelemente
sind mit a (a-Helix) und ß (-Strang) und der entsprechenden Nummerierung gekennzeichnet. B:
Oberflächendarstellung von A . Ribbon- und Oberflächendarstellung wurden mit Hilfe der Software
„MOLecule analysis and MOLecule display“ (MOLMOL) erstellt .
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4.2

	

Motiverstellung und Datenbanksuche zur Identifizierung von

physiologischen GABARAP-bindenden Proteinen

D ie m ittels Phagendisplay selektierten, GABARAP-bindenden Peptide wiesen weder eine

einzelne, dominierende Sequenz auf, no ch waren stark konservierte Se quenzen zu finden, die sich

nur in einzelnen Amino s äurepo sitionen unterschie den. D ie stattdessen vorliegende

Sequenz diversitä t wurde zur Erstellung eines Konsens u s motivs genutzt, welches die GAB ARAP-

Bindungssp ezifität beschreibt. Mit dem erstellten Motiv wurden anschlie ß end

P ro teindatenbanken nach phy sio logischen, po tentiell GAB ARAP-bindenden Pro teinen

durchsucht.

4.2 . 1 Erstellung eines Konsensusmotivs aus den Phagen Display-selektierten

Peptidsequenzen

Zur Erstellung eines Konsens u s motivs, welches d ie GABARAP-Bindungssp ezifität b eschreib t,

wurd en diej enigen Peptidsequenzen der Phagendisplay-Selekti on ausgewählt, die im

Sequenzalignment (Abb . 4.2) die größ te Übereinstimmung m it dem N1 -P ep ti d (Klo n 8 und Kl on

60) zeigten . Daher wurd en d ie Peptidsequenzen der Phagenklone 1, 2, 5, 1 5, 8, 60, 54, 34, 65, 47

und 55 verwendet, um m it Hilfe des „Blo c k s Multip le Alignment Processor“ Tools eine „position

sp ecific scoring matrix“ (PSSM) zu erstellen. Die PSSM stellt die Amino s äuretoleranz und erwartete

Häufigkeit an j eder Positi on in einem Konsensusmo tiv dar, wobei eine logarithm ische

Gewicht un g j e der A minos äure an j eder Po sition des Motivs nach fo lgender Fo rmel stattfindet:

N

20
ln 1 - ~ s(A „d ) / ( 1 + N)

	

(Gleichung 4 .1)	 ~~iprofile ( r , c)	 	 = 	 ~= ~ 	 1	 Comp ( residue
d ,

residuec )
d = 1

	

ln [ 1/(1+ N)]

r: Aminosäureposition in Sequenz i
c, d : Reihe und Zeile der Aminosäure Substitutionstabelle
Profile(r,c) : Wert der PSSM-Matrix an Position r und Säule c
i: Position der Sequenz im Alignment
N : Zahl der berücksichtigten Sequenzen
S (A ir,d) : Wert von 1, wenn die Aminosäure an Position r in Sequenz der Aminosäure in Zeile d entspricht
Comp(residued, residuec) : Wert der Aminosäure Substitutionstabelle, der der Substitution von Aminosäure d mit c
entspricht
Formel aus (Gribskov et al. 1990)
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Es wurde ein Motiv (Motiv 1) mit fünf Aminosäurepositionen unter Einbezug aller elf Sequenzen

(Abb . 4.11) und ein erweitertes Motiv (Motiv 2) mit sechs Aminosäurepositionen unter Einbezug

von nur zehn Sequenzen erstellt, da die sechste Position in Sequenz 2 nicht besetzt ist (Abb.

4.12) . Es wurden ausgewählte Bereiche des Sequenzalignments benutzt (Abb . 4.11, A und 4 .12,

A, Kasten), um die Signifikanz des Motivs nicht zu reduzieren . Die entsprechenden PSSMs sind

in Abbildung 4 .11, B und 4 .12, B als Sequenzlogos dargestellt.

Beide generierten Konsensusmotive weisen ein hoch konserviertes Tryptophan an Position +1

auf. An Motivposition +2 und +4 sind vornehmlich aliphatische Reste vorhanden, während an

Position +3 aromatische Reste zu finden sind . Ein Aspartat ist an Motivposition -1 dominierend.

Bei Motiv 2 (Abb . 4.11, B) ist außerdem bevorzugt ein Prolin an Position +5 vorhanden.

Abbildung 4.11: Erstellung eines „position-specific scoring matrix“ (PSSM) basierten, fünfstelligen
Konsensusmotivs (Motiv 1) aus GABARAP-bindenden Peptidsequenzen. A: Multiples Sequenzalignment
einer Auswahl von Phagendisplay selektierten GABARAP-bindenden Peptiden und der schweren Kette von
Clathrin (CHC) (512 bis 517) . Links ist die jeweilige Phagenklon-Nummer zu der entsprechenden Peptidsequenz
aufgelistet. Der konservierte Tryptophanrest ist fettgedruckt hervorgehoben. Aminosäurepositionen, die bei der
Erstellung der PSSM einbezogen wurden, sind mit einem Kasten umrandet. B : Das aus der PSSM errechnete
Sequenzlogo, welches das Konsensusmotiv (Motiv 1) einer GABARAP-bindenden Sequenz grafisch repräsentiert.
Die relative Größe der einzelnen Buchstaben ist dabei proportional zur Häufigkeit des mit diesem Buchstaben
bezeichneten Restes an dieser Position und die absolute Höhe der jeweiligen Position ist proportional zum Grad der
Konservierung.

A
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A

Abbildung 4 .12: Erstellung eines „position-specific scoring matrix“ (PSSM) basierten, sechsstelligen
Konsensusmotivs (Motiv 2) aus GABARAP-bindenden Peptidsequenzen . A: Multiples Sequenzalignment
einer Auswahl von Phagendisplay selektierten GABARAP-bindenden Peptiden und CRT (178-188). Links ist die
jeweilige Phagenklon-Nummer zu der entsprechenden Peptidsequenz aufgelistet . Der konservierte Tryptophanrest
ist fettgedruckt hervorgehoben . Aminosäurepositionen, die bei der Erstellung der PSSM einbezogen wurden, sind
mit einem Kasten umrandet . B : Das aus der PSSM errechnete Sequenzlogo, welches das Konsensusmotiv (Motiv 2)
einer GABARAP-bindenden Sequenz grafisch repräsentiert. Die relative Größe der einzelnen Buchstaben ist dabei
proportional zur Häufigkeit des mit diesem Buchstaben bezeichneten Restes an dieser Position und die absolute
Höhe der jeweiligen Position ist proportional zum Grad der Konservierung .
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4.2 .2 Datenbanksuche nach physiologischen GABARAP-bindenden Proteinen mit

H ilfe des generierten Konsensusmotivs

Beschränkt sich die B indestelle einer Pro tein -P ro tein-Interakti on in erster Linie auf eine

kontinuierliche Pep tidsequenz, s ollte es möglich sein, diese Interakti on mittels Phagendisplay und

Konsensusbestimmung zu identifizieren und eine potentielle in vivo Wechselwirkung

vo rherzusagen . D ie P SS M-generierten Konsensusmo tive (Kap. 4.2) wu rd en daher zur

Identifizierung vo n Proteinen eingesetzt, die GABARAP-bind ende Pep tidsequenzen beinhalten.

Zu d iesem Zweck wurde eine BLAST- Suche m it den generierten PSSM ge gen verschie dene

P ro teindatenbanken mit Hilfe des „Motif Alignment und Search Tools“ MAST durchge führt

(Bailey and Grib s kov 1998) . Bei der Suche mit Konsens u smotiv 1 wurden unter anderem die

humanen Pro teine clathrin heavy chain-1 und clathrin heavy chain-2 i dentifiziert, die eine große

Ähnlichkeit m it dem Konsensusmo tiv aufweisen (Abb . 4.11 un d Tab elle 4 .2) . D ie schwere Kette

von Clathrin (clathrin heavy chain, CHC) befand sich dabei an zehnter Stelle aller humanen Pro teine

auf der MAST-Hitliste . Der jedem Treffer d er MAST-Hitliste zugeordnete E-Wert gib t die

erwartete Anzahl an Sequenzen in einer Z ufalls datenb ank der gleichen Größe an, die mit de m

verwendeten S uchmo tiv in dem gleichen Maß üb ereinstimmen, wie der jeweilige Treffer . Damit

ist der E -Wert ein M aß für die Signifikanz der Übereinstimmu ng und betrug für b eide Pro teine

1 40. B etracht un g der putativen Bindestelle in der CHC Struktur (PDB Code 1XI5) zeigt, dass die

Amino s äurereste 5 12 bis 516 in einer Oberflächen-exponierten a-Helix liegen und somit

zum in dest teilweise für eine mögliche Bindu ng an GABARAP zugänglich wären (Abb . 4. 1 3).

Tabelle 4.2: Die MAST-Datenbanksuche mit dem 5-stelligen Konsensusmotiv identifiziert unter anderem
humanes Clathrin heavy chain-1 und -2 als putativ GA BARAP-bindende Proteine . Auszug der resultierenden
MAST-Hitliste b ei der Datenbanksuche mit Motiv 1 . Aufgelistet sind die Hits mit den niedrigsten E-Werten der
MAST-Hitliste.
Sequenz Nam e E -Wert

Q9Y2H1|ST38L_HUMAN Serine/thre onine-protein k inase 38-lik e 1 4
Q01813 |K6PP_HUMAN 6-phosphofructokinase type C (Phosphofructokinase 1) 25
Q13630|FCL_HUMAN GDP-L-fuc o se synthetase (Protein FX) 43
P00480|OTC_HUMAN Ornithine carbamoyltransfferase, mitochondrial precursor 47
P51788|CLCN2_HUMAN Chloride channel protein 2 76
P35523|CLCN1_HUMAN Chloride channel protein 1 83
Q8NFJ5|RAI3_HUMAN Retinoic acid-induced protein 3 95
P56373|P2RX3_HUMAN P2X purinoceptor 3 (ATP receptor) 110
P51575|P2RX1_HUMAN P2X purinoceptor 1 (ATP receptor) 110
Q9HB03|ELOV3_HUMAN Elongation of very long chain fatty acids protein 3 130
P53675|CLH2_HUMAN Clathrin heavy chain 2 140
Q00610|CLH1_HUMAN Clathrin heavy chain 1 140
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Abbildung 4 .13 : Lage der putativen GABARAP-Bindestelle (Aminosäurereste 512 bis 516) in der Clathrin
heavy chain (CHC) Struktur A: Schema eines hexagonales Fasses, bestehend aus 36 Clathrin Triskelia (Royle
2006) . In rot ist ein einzelnes CHC Triskelion dargestellt . Der grau umrandete Bereich ist in (B) vergrößert zu sehen.
B : Darstellung einer einzelnen schweren Kette Clathrin mit Sequenzbereichzuordnung und jeweiliger Beschriftung
(Wilbur et al . 2005) . Der grau umrandete Bereich ist in (C) vergrößert dargestellt. C: Ausschnitt aus der CHC PDB-
Struktur 1XI5, dargestellt mit „MOLecule analysis and MOLecule display“ (MOLMOL). In rot sind die
Aminosäurepositionen 512 bis 516 markiert.

Bei der Suche mit Mo tiv 2 wurde unter anderem das humane Protein CRT (CRT) identifiziert,

welches eine groß e Ähnlichkeit zu de m Konsensus mo tiv aufweist (Abb. 4. 1 2 un d Tabelle 4.3).

CRT befand sich unter den fünf besten Hits aller humanen Pro teine auf der MAST-Hitliste und

der entsp rechende E -Wert betrug 72 . Betrachtung der putativen GABARAP-Bindestelle in der

Struktu r des zu CRT homo logen Pro teins Calne xin (PDB Code 1J HN) zeigt, dass die

Amino s äurereste 1 82 bis 1 87 an einer exponierten Stelle von CRT liegen und so für eine

mögliche Interakti on mit GABARAP zugänglich wären (Abb . 4. 1 4).

Tabelle 4 .3: Die MAST-Datenbanksuche mit dem 6-stelligen Konsensusmotiv identifiziert unter anderem
humanes CRT als putativ GABARAP-bindendes Protein . Auszug der resultierenden MAST-Hitliste bei der
Datenbanksuche mit Motiv 2. Aufgelistet sind die Hits mit den niedrigsten E-Werten.
Sequenz Name E-Wert
CAI40003.1_HUMAN Phosphofructokinase 5,9
CAI39990.1_HUMAN Phosphofructokinase 6,8
CAH69852 .1_HUMAN Phosphofructokinase 22
NP_002618_HUMAN Phosphofructokinase 22
AAB33287.1_HUMAN Calreticulin 72
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A

	

B

Abbil dung 4 .14: Vis ualisier ung der putativen GABARAP-B indestelle in CRT anhand d er Kristallstruktur
von humanem Calnexin. A: Paarweises Sequenzalignment von humanem Calnexin und humanem CRT, erstellt
mit dem SIM-Alignment Tool (EXPASY) . Als Vergleichsmatrix wurde BLOSUM62 benutzt, der Wert der „Gap
open penalty“ betrug 12, während die „Gap extension penalty“ auf 4 gesetzt war. In der jeweils oberen Zeile des
Alignments ist die Sequenz von humanem CRT (hCRT) dargestellt, darunter die Sequenz von humanem Calnexin
(hCalnexin). In beiden Sequenzen sind identische Aminosäurereste mit einem Stern gekennzeichnet. In grün sind
die putative GABARAP-Bindestelle von CRT (Aminosäurereste 182 bis 187), sowie die entsprechende Sequenz in
Calnexin (Aminosäurereste 265-272) hervorgehoben . B: Kristallstruktur von Calnexin (PDB Code 1JHN) zur
Visualisierung der putativen GABARAP-Bindestelle in CRT . Sekundärstrukturelemente sind farblich
gekennzeichnet (a-Helix: rot; ß-Faltblatt: blau) . Der Sequenzbereich 265 bis 269 ist in der Kristallstruktur nicht
vorhanden (grüner Pfeil), die Seitenketten der Aminosäuren 270 bis 272, die einem Teil der putativen GABARAP-
Bindestelle in CRT entsprechen, sind in grün dargestellt.
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4.3

	

Charakterisierung der GABARAP-CRT Interakti on

4.3 .1 Bestimmung der Bindungsaffinität von GABARAP und CRT über

Oberflächenplasmonenresonanz Messung

Um die Bindungsaffinität von CRT an GABARAP besti mmen zu können, wu rde z unächst

Kaninchen-CRT-His-Fu sionsprotein (Abcam, Cambridge) bezogen und erste Messungen

durchgeführt. D ie Bindungsaffinität von CRT zu GABARAP wurde mittels S PR Messung

besti mm t . Die Aminkopp lu ng von ca . 2000 RU GABARAP in 10 mM NaAcetat, pH 5,5 auf

einen CM5-Chip wurd e nach Angab en des Herstellers durchgeführt. Die Messungen fanden bei

einer Flussrate von 30 l /min statt, wobei unterschiedliche CRT-Konzentrati onen für jeweils 2

m in in belie biger Reihen folge injiziert wurden, um s ystematische Fehler zu vermeiden. Bei zwei

Konzentrationen wu rde eine Doppelbestimmung du rchgeführt, um die Rep roduzierbarkeit der

Daten zu überprüfen. Dies war no t wendig, d a CRT nach der j eweiligen Injektion nur sehr

langsam von der Oberfläche des GA BARAP-gekoppelten Sens orchip s diss o ziierte und die

Regeneratio n unvollstä n dig war. Bei der Datenau swertung wu rden jeweils 2 min der

Ass o ziations- b z w. D issoziationsphase berücksichtigt.

Abb ildung 4 . 1 5 zeigt die Sens orgramm-Überlagerung der CRT-Inj ekti onen (hellbla u) . Der beste

F it eines 1 :1 bimolekularen Interaktionsmodells ist in schwarz dargestellt . Die Daten wurden mit

Hilfe der BIAevaluation Soft ware prozessiert und gefittet. Zur Ermittlung der k inetischen

Parameter wu rd en Assoziati ons- u nd D issoziations phase, j e doch nicht der Wert der max imalen

Signalstärke (Rmax), glob al gefittet. Es ergab sich ein kon von 1 ,3 x 104 /M s u n d ein koff vo n 8,3 x

10-4/s und damit eine D iss o ziationskonstante KD von 6 4 nM. Der x2-Wert d es Fits beträg t 62,

was eine relativ groß e Abweichung der Fit-Datenpunkte von d en j eweiligen Originaldaten

reprä sentiert.
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Abbildu ng 4.15: Kinetische A nalyse der CRT-GABARAP Interaktion mittels
Oberflächenplasmonenresonanz . Die Sensorgramme (hellblau) wurden sequenziell in der
Reihenfolge 100 nM, 1 µM, 2 µM, 500 nM, 100 nM*, 1 µM* aufgenommen. Die
Bindungskurven wiederholter Konzentrationen zeigten ein reduziertes Signalmaximum und
wurden mit einem Stern (*) gekennzeichnet . Es wurde je Injektion eine 2-minütige
Assoziations- und eine 2-minütige Dissoziationsphase aufgenommen und ausgewertet . Der
beste Fit eines 1 :1 bimolekularen Interaktionsmodells ist in schwarz dargestellt . Assoziations-
und Dissoziationsrate, jedoch nicht das Maximalsignal (Rmax), wurden global gefittet. Es ergab
sich ein kon = 1,3 x 10 4/M s und ein koff=8,3 x 10 -4/s und damit eine Dissoziationskonstante
KD =64 nM.

4.3.2 Kl onierung, Exp ression und Reinigung von humanem CRT

D a d ie in Kapitel 4.3 . 1 b eschriebenen SPR- Studien mit käuflich erworbenem Kaninchen-CRT die

Bindung von CRT zu GABARAP bestätigten, wurd e nun humanes CRT re kombinant hergestellt,

um weitere Messungen du rch führen zu können.

4 .3 .2 .1 Klonierung von humanem CRT

Zur Klonierung des humanen CRT Konstrukts wu rd e die PCR-Technik angewendet . Als

Temp lat diente der IMAGE - cDNS-Klon IRAUp969F116D. D ie Reinigung der amplifizierten

DNS erfolg te m ittels Gelelektropho rese u n d Gele xtrakti on. Als Ve kt or für d ie K lonieru ng wurde

das Plasmid p ET1 5b_kombi (Abb . 2.2) verwendet. Sowo hl der Ve ktor, als auch die PCR

-generierte DNS wurd en mit den Restriktionsenzymen BamH1 und Xho1 geschnitten . Nach der

Reinigung der verdauten DNS mittels Gelelektrophorese u n d Gelex tration erfo lgte die Ligati on

der für CRT kodieren den DNS in den pET1 5b_kombi Ve ktor. Ein Teil des Ligationsansatzes

wurd e anschließend in den Klonierung sstamm E. coli XL1 0-Gold transform iert. Die Analyse der

Trans fo rmanden erfolgte mittels Ko lonie-PCR. Zeigten die unters uchten K lone im analytischen
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Agarose gel die er wartete Größ e, wurde d ie jeweilige DNS isoliert und m ittels Sequenzierung die

Richti gkeit der Sequenz verifiziert. pET1 5b_kombi_CRT wurde anschließ end in den

Expressionsstamm E. coli C43 (DE3) transformiert. Die resultierende Amino säurese quenz des

klonierten CRT Ko nstruktes ist in Abb ildu ng 4.16 dargestellt.

Abbil dung 4.16: Aminos äuresequenz des verwendeten hum anen CRT Konstr uktes . Die Aminosäuren sind
im Einbuchstaben-Aminosäure-Code (Anhang, S . 152) dargestellt und fortlaufend nummeriert . Blau markiert sind
Aminosäuren, die durch proteolytischen Verdau mit Thrombin abgespalten werden können.

4 .3 .2 .2 Expression von humanem CRT

D ie Herstellung von humanem CRT erfo lgte in LB-Medium . Nach der Transformation von

pET15b_komb i_CRT in den Expressi onsstamm E. coli C43 (DE3) fand d ie Expressi on in einem

Vo lumen von 1 bis 3 l M e dium statt . D ie Zellen wurden nach Erreichen einer op tischen Dichte

bei 600 nm (OD600) von ca . 0,7 m it 1 mM IPTG versetzt und nach einer Inkubationszeit von ca.

5 h geerntet. Der Erfo lg der Überexpression von His - CRT wurde mittels SDS-PAGE überprüft

(Abb . 4. 1 7, Spur 1 u nd 2) . Pro Liter Med ium konnten durchschnittlich 2,5 bis 4 g Zellen

(Nasszellgewicht) gewonnen werden. Die Zellp ellets wurden bis zu r weiteren Verarbeitung bei -

20 ° C gelagert.
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4 .3 .2 .3 P roteinreinigung His-CRT

Fü r die Proteinreinigung von humane m CRT wurden die Zellen mittels Ultraschall

aufgeschlossen und das Lysat zentrifugiert . Das His-Fu sionspro tein wurde im Zuge einer

Affinitätschromtographie aus dem Üb erstand an Ni-NTA-Agaro se gebunden und nach einigen

Waschschritten mit nied rigen Imi dazol-Konzentrationen (5 b is 10 mM) mit ca . 50 bis 100 mM

Imidazol eluiert (Abb . 4 . 1 7, Spu r 5) . Bis zur Verwendu ng wurde das gereinigte Pro tein b ei 4 °C

gelagert. Aus einem Gramm Zellpellet ko nnten du rchschnittlich 2 bis 3 mg His-CRT

Fusionsprotein gewonnen werden.

Abbil dung 4.17: 15% SDS-PAGE zur
Analyse der Expression und
Reinigung von rekomb inantem CRT.
Spur 1: Molekulargewichts-Marker (MBI,
Fermentas) ; Spur 2: Bakterienrohlysat
vo r Induktion; Spur 3 : Bakterienrohlysat
5 h nach In duktion ; Spur 4: Üb erstand
des Zellaufschlusses nach Zentrifugation;
Spur 5: Elution von CRT nach
affinitätschromatographischer Reinigu ng
über Ni-NTA.

4.3 .3 Konformationelle Unters uchung von CRT mit Circular-Dichroismus (CD)

Spektroskopie

Fern-UV-CD-Spektro skopie kann zur Analyse von Pro teinsekundä rstrukturen d ienen (Kap. 3 .5).

Durch die Aufnahme eines CD-Spektrum s des gereinigten Proteins s o llte d ie Proteinfaltung von

CRT m it Literaturdaten verglichen und die native Faltung bestätigt werden. D ie identische Probe

wurd e nach einer Wo che wiederholt gemessen, um die Proteinstab ilität in 50 mM

Natriumph o sphat pH 8,0 bei 4 ° C z u p rüfen. Frisch g ereinigtes CRT zeigte ein Minimum bei 208

nm un d eine d eutliche Schulter bei ca . 229 nm (Abb. 4. 1 8, durchgezogene Linie) . D ie Messung

der i dentischen Probe nach einer Woche bei 4 °C ergab ein CD-Sp e ktrum m it den gleichen

Minima, die Gesa mtsignalstärke war jedoch leicht herabgesetzt (Abb . 4. 1 8, gestrichelte Linie) .
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Abbildung 4 .18 : Untersuchung der CRT-
Faltung und -Stabilität über die Zeit
mittels Fern-UV-CD . 4 µM (0,19 mg/ml)
CRT in 50 mM NaPhosphat pH 8,0, wurde in
einer Quarzküvette mit 0,5 mm Schichtdicke
gemessen. Die durchgezogene Linie zeigt das
Spektrum von frisch gereinigtem CRT,
während die gestrichelte Linie das Spektrum
der identischen Probe nach einer Woche
darstellt. B ei b eiden Spe ktren ist das
ents prechende Pufferspektrum schon
abgezogen.

Der Anteil an Alpha-Helix, Beta-Faltblatt, Beta-Turn und ungeordnetem Protein wurde mit Hilfe

der CD-Pro Software (Sreerama and Woody 2004) ermittelt, welche die

Sekundärstrukturbestimmungs-Software SELCON3 (Sreerama et al . 1999 ; Sreerama and Woody

1993), CONTIN (Provencher and Glockner 1981 ; van Stokkum et al . 1990) und CDSSTR

(Manavalan and Johnson 1987 ; Sreerama and Woody 2000) parallel anwendet . Dabei wurde der

Datenbereich zwischen 260 und 200 nm des CD-Spektrums berücksichtigt, da zwischen 190 und

200 nm die Datenqualität abnimmt. Das Ergebnis der CDpro-Auswertung ist in Tabelle 4.4

zusammengefasst und mit Literaturwerten verglichen . Guo et al. bestimmten die

Sekundärstrukturanteile von CRT ebenfalls mittels CD-Spektroskopie.

Tabelle 4.4: Vergleich der ermittelten CRT-Sekundärstrukturanteile von Literaturwerten (Guo et
al . 2003) mit den Werten aus der vorliegenden Arbeit . Die CRT-Sekundärstrukturdaten der
vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe des Programmes CDpro ermittelt . Bei der Auswertung wurde der
Datenbereich zwischen 200 und 260 nm des CD-Spektrums berücksichtigt . Die Ergebnisse der
Sekundärstrukturanalyse Algorithmen SELKON3, CONTIN und CDSSTR wurden gemittelt.
Sekundärstruktur-

analyse aus : a-Helix ß-Faltblatt ß-Tu rn ungeordnet

dieser Arbeit 17 % 28 % 22 % 33 %

(Guo et al . 2003) 14 % 40 % 18 % 27 %
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4.3 .4 NMR-Spektroskopische Untersuchungen der GABARAP-CRT-Interaktion

4 .3 .4 .1 Untersuchung der Bindung von CRT an GABARAP

Um die Bindung von CRT an GABARAP in Lösung nachzuweisen, wurden NMR-Exp erimente

(Kap. 3 . 1 2) durchge führt . Hierfür wurde ein (1H - 15N) -HSQC-S pektrum von 20 µM [U-15N]-

isotop enmarkiertem GABARAP und 20 pM CRT in 25 mM Natriumpho s phat pH 6 ,9, 1 00 mM

KCl, 100 mM NaCl, 100 pM Phenylmethanesul fonylfluorid (PMSF), 50 pM EDTA, 0,02 %

(w/v) NaN3 and 5 % (v/v) Deuteriumoxi d aufgenommen (Abb. 4. 1 9, B, rote Signale) . D iese, für

NMR- Exp erimente sehr nied rigen, Konzentrationen wurden eingesetzt, um das darauf fo lgende

Kompetitionsexperiment zu ermöglichen. Abbildung 4 . 1 9 B zeig t, dass d ie Am i dgruppen-

Res onanzsignale von GABARAP bei Anwesenheit von äquimolaren Mengen CRT bis auf wenige

Ausnahmen stark verbreitert und daher nicht mehr dete ktierbar sin d (ro te Signale).

Abbildung 4.19: (1 H-15N)-HSQC Spektren von GABARAP in An- und Abwesenheit von Liganden A:
GABARAP interagiert mit N1-Peptid . Überlagerung von (1H-15N)-HSQC Spektren von 190 pM GABARAP in
Abwesenheit (blaue Signale) und in Anwesenheit (schwarze Signale) von 950 p M N1-Peptid. B : N1-Peptid
kompetiert mit CRT um die Bindung zu GABARAP . (1 H- 15N)-HSQC Spektrum von 20 pM GABARAP in
Anwesenheit von 20 µM CRT (rote Signale) überlagert mit einem Spektrum von 16 p M GABARAP, 16 µM CRT
und 1180 µM N1-Peptid (schwarze Signale) . Die mit einem Stern (*) gekennzeichneten Resonanzsignale
entsprechen freiem N1-Peptid und treten aufgrund der natürlichen Häufigkeit von 15N auf.
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4 .3 .4 .2 Kompetition von N1-Peptid und CRT um die GABARAP-Bindung

Um festzustellen, ob N1 und CRT überlagernde GAB ARAP-Bindungsstellen hab en, wu rden der

in Kapitel 4 .3 .4. 1 b eschriebenen Probe 11 80 µM N1 -P e p tid b eige fügt, um eine mögliche

Komp etition von CRT durch N1 -Peptid um d ie B indung z u GABARAP nachzuweisen . Dies

verdünnte d ie Konzentrationen von GABARAP und CRT auf j eweils 16 µM. Abbildun g 4 . 1 9, B

(schwarze Signale) zeigt den Einfluss von N1 -Peptid auf den CRT-GABARAP-Komplex. Nach

der Zugab e des N1 -Pep tids zum CRT-GABARAP Komple x erschienen sehr viele GABARAP-

Ami dresonanzen . Zum Vergleich sind in Abbildung 4 . 1 9, A das (1H-15N)-HSQC-Spektrum von

GABARAP alleine (b laue Signale) und von GABARAP im Komplex mit N1 -Peptid (schwarze

Signale) z u sehen . Bei Vergleich mit dem N1 -gebu n denen GABARAP-Spektrum, lassen sich

diese erscheinenden Resonanzsi gnale GABARAP im N1 -gebundenen Zustand zuordnen . Dies

deutet auf die Verdrängung von CRT durch N1 -Pep tid hin.
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4.3 .5 Untersuchung der GABARAP-CRT-Bindung im PuldownExperiment

Um die B indung von endogenem CRT an re kombinantes GABARAP, s owie d ie Interaktion von

endogenem GABARAP m it rekomb inantem CRT nachzuweisen, wurden Pu ldown Exp erimente

durchgeführt. D abei wurde , wie in Kapitel 3 .9 beschrieben, j ew eils das rekombinante Pro tein an

NHS -a ktivierte Se pharo se gekoppelt und m it Hirnhomogenat von adulten Sprague Dawley

Ratten inkubiert. Nach einigen Waschschritten wurden gebund ene P ro teine elu iert, mittels SDS

-PAGE aufgetrennt und im Eluat vorhan denes, endogenes CRT b z w. endogenes GAB ARAP

durch Western Blo t Analyse nachgewiesen.

4 .3 .5 .1 Untersuchung der Bindung von rekombinantem CRT und endogenem

GABARAP

Der generelle Ablauf des Pu ldown Vers uches ist in Kap itel 3 .9 beschrieben. Der Blo tvo rgang

erfolgte in 1 5 min . B ei B etrachtung von Abbil dung 4.20 ist ein deutlicher Unterschie d zwischen

der Si gnalintensität der GABARAP-Immun orea ktivitä t in Spur 2 und 3 zu sehen . Während bei

der Kontrolle (unge kopp elte Sepharose) kein Signal auftritt, ist b ei d em Ansatz mit CRT

-ge koppelter Sepharo se eine deutliche Immunoreaktivität für GAB ARAP zu b e obachten, was auf

die B indung von endogenem GABARAP zu rekomb inantem CRT hinweist. Kürzere

Expo siti onszeiten (Daten hier nicht gezeigt) machen d eu tlich, dass das obere der b eiden in Spur

3 beobachtbaren GABARAP-Signale au s zwei Einzelsignalen besteht.

Abbildung 4.20: Endogenes GABARAP bindet an
immobilisiertes CRT . Kontrollsepharose allein (Spur 2) und
Sepharose-gekoppeltes CRT (Spur 3) wurden mit
Rattenhirnextrakten inkubiert . Nach mehreren
Waschschritten wurden gebun dene Proteine eluiert u nd per
SDS-PAGE aufgetrennt . Die Detektion von GABARAP
erfo lgte durch Western Blot Analyse. Spur 1 zeigt Signale des
Prestained Protein Markers (Prestained Protein Marker,
Broad Range, NEB, Beverly, MA, USA) .
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4 .3 .5 .2 Untersuchung der Bindung von rekombinantem GABARAP und

endogenem CRT

Der generelle Ablauf des Pu ldown Versuches ist in Kapitel 3 .9 beschrieben. Der Blotvorgang

erfolgte in 30 min . Bei Betrachtung von Abbildung 4.21 ist ein deutlicher Unterschied zwischen

der Signalintensität der CRT-Immunoreaktivität des Ansatzes mit ungekoppelter Sepharose (Spur

2) und mit GABARAP-gekoppelter Sepharose (Spur 3) zu sehen . Während bei der

Kontrollsepharose kein Signal auftritt, ist bei dem Ansatz mit GABARAP-gekoppelter Sepharose

eine deutliche Immunoreaktivität für CRT zu beobachten, was auf die Bindung von

rekombinantem GABARAP zu endogenem CRT hinweist.

4 .3 .5 .3 Kompetition von endogenem CRT und N1 Pep tid um die Bindung zu

rekombinantem GABARAP

Parallel zu den in Kapitel 4.3 .5 .2 beschriebenen Versuchen wurde einem Ansatz während der

Inkubation der GABARAP-gekoppelten Sepharose mit Hirnhomogenat 1150 µM N1-Peptid

zugesetzt, um anhand eines Kompetitionsexperimentes nachzuweisen, ob die GABARAP-

Bindungsstellen von N1-Peptid und CRT überlappen. Wie in Abbildung 4 .21 (Spur 4) zu sehen

ist, kann bei Anwesenheit von N1-Peptid nur eine sehr schwache Immunoreaktivität für CRT

beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass das N1-Peptid CRT erfolgreich von GABARAP

verdrängt hat.

Abb ildung 4 .21: Endog enes CRT b in det an immobilisiertes
GABARAP . Ungekoppelte Sepharose (Spur 2) und Sepharose-
gekoppeltes GABARAP in Abwesenheit (Spur 3) u n d Anwesenheit
(Spur 4) von 1150 µM N1-Peptid wurden mit Rattenhirnextrakten
inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurd en gebund ene
Proteine eluiert und per SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion von
CRT erfolgte durch Western Blot Analyse . Spur 1 zeigt Signale des
Prestained Protein Markers (Prestained Protein Marker, Broad Range,
NEB, Beverly, MA, USA) .
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4.3 .6 Untersuchung der Ca2+-Abhängigkeit der CRT-GABARAP-Bindung mit

Oberflächenplasmonenresonanz

Um festzustellen, ob die GABARAP-CRT-Interaktion kalzium abhängig ist, wurden SPR

-Bindungsstudien (Kap . 3 .11) durchge führt. Die Aminkopp lung von GABARAP auf einen C M5-

Chip wu rd e wie in Kapitel 4.3 . 1 beschrieb en durchge führt. Bei der Du rch führung der d arauf

folgenden Messreihe wurde dem HB S-EP Laufpuffer statt der üb lichen 3 mM EDTA entweder

1 0 mM EDTA (Puffer 1) oder 5 mM CaCl2 (Puffer 2) zugesetzt und das Sy stem m it dem

j eweiligen Puffer äquilib riert . Anschließend wurden mehrere Inj e ktionen von j e 400 nM CRT im

entsprechen den Puffer durchge führt und die Kinetik der einzelnen Bindung s kurven mit Hilfe der

BiaEvaluatio n Software ermittelt . In Abbildung 4 .22 sin d zwei Bindung s kurven p ro Puffersy ste m

überlagert dargestellt. Die Daten wurd en mit Hilfe der BIAevaluation Soft ware prozessiert und

gefittet. Zur Ermittlu ng der k inetischen Parameter (Tab elle 4.5) wu rden Asso ziations- und

D isso ziationsphase, j edo ch nicht der Wert der max i malen Signalstärke (Rmax), glob al gefittet. Der

beste Fit eines 1 :1 bimo lekularen Interaktionsmodells ist in schwarz dargestellt.

Abbildung 4 .22: Kinetische Analyse der
Kalziumabhängigkeit der GABARAP-CRT Bindung
mittels SPR. Es wurde wiederholt 400 nM CRT in zwei
verschiedenen Laufpuffern (Puffer 1 : 10 mM HEPES,
150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,005% Surfactant P20
(SP20), pH 7,4; Puffer 2 : 10 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 5 mM CaCl2, 0,005% S urfactant P20 (SP20), p H
7,4) auf einen GABARAP-gekoppelten CM5-Chip
injiziert. Pro Bindungskurve wurden eine 2-minütige
Assoziations- und eine 2-minütige Dissoziationsphase in
die anschließende Berechnung der Fitparameter
einbezogen. Der beste Fit eines 1 :1 bimolekularen
Interaktionsmodells ist in schwarz dargestellt.
Assoziations- und Dissoziationsrate, jedoch nicht das
Maximalsignal (Rmax), wurden global gefittet . Die
resultierenden Fitparameter sind in Tabelle 4.5
zusammengefasst.

Tabelle 4 .5: Aus SPR-Daten ermittelte Fitparameter der GABARAP-CRT Bindung in
Abhängigkeit der Kalziumkonzentration.
Puffersystem Kon [1/M s] Koff [1/s] KD [nM] X2 -Wert

Puffer 1 (1 0 mM EDTA)

Puffer 2 (5 mM CaCl2)

3,0 * 1 04

2,8 * 1 04

9,0 * 10-4

6,6 * 10-4

29

23

41

23
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4.3 .7 Bestimmung der Bindungsaffinität von CRT(178-188) an GABARAP

Das Peptid CRT (178-188) (COCH3-SLEDDWDFLPP-NH2) entspricht dem CRT Aminosäure-

Sequenzausschnitt, der nach der Phagendisplay-Selektion gegen GABARAP (Kap . 4.1) mittels

Konsensusmotiverstellung und Datenbanksuche (Kap . 4.2) als potentiell GABARAP-bindend

ermittelt wurde . SPR-Bindungsstudien dienten zur Bestimmung der Bindungsaffinität (KD) von

CRT (178-188) zu GABARAP . Zunächst wurden ca . 2000 RU GABARAP in 10 mM

Natriumacetat pH 5,5 nach den Anweisungen des Herstellers auf einen CM5-Chip gekoppelt.

Anschließend wurden unterschiedliche Konzentrationen CRT (178-188) bei einer Flussrate von

30 l/min für jeweils 2 min injiziert, wobei die Reihenfolge der Injektionen zufällig gewählt

wurde, um systematische Fehler zu vermeiden . Die Durchführung einer Doppelbestimmung (15

pM CRT (178-188) fand statt, um die Reproduzierbarkeit der Daten zu überprüfen . Mit Hilfe der

BiaEvaluation Software wurden die Daten prozessiert und gefittet . In Abbildung 4 .23, A sind die

Sensorgramme aller CRT (178-188) Injektionen überlagert dargestellt. Die gemittelte

Signalintensität der jeweiligen „steady state“ Phase ist als schwarzer Balken in die Sensorgramme

eingezeichnet. Abbildung 4.23, B stellt die Bindungskurve der GABARAP-CRT (178-188)

Bindung dar. Der ermittelte KD-Wert beträgt 11,5 µM, der x 2 -Wert - ein Parameter zur

Beschreibung der Genauigkeit des Fits - liegt bei einem Wert von 3,5 und spiegelt eine relativ

große Übereinstimmung der Fitdaten mit den originalen Messwerten wieder . Der ermittelte KD

-Wert ist somit als zuverlässig zu betrachten.

Abb ildung 4 .23: Bindung sst udie von
GABARAP und CRT

	

(178-188) mit
Oberflächenplasmonenresonanz A:
Sensorgramm-Überlagerung

	

der Injektion von
unterschiedlichen

	

CRT

	

(178-188)-
Konzentrationen auf einen GABARAP-
gekoppelten CM5-Chip. Bei einer
Flussgeschwindigkeit von 30 i l/min wurde je 2
min injiziert. Die Konzentrationen wurden dabei
sequenziell in der Reihenfolge 100 nM, 15 pM_A,
40 µM, 2,5 µM, 100 µM, 500 nM, 5 µM, 250 nM
und 15 pM_B vermessen . Die schwarzen Balken
markieren die gemittelten Signalintensitäten der
„steady state“ Phasen der jeweiligen Injektion. B:
Bindungskurve der CRT (178-188)-GABARAP
Interaktion. Die gemittelte Signalintensität der
jeweiligen Injektion ist gegen die entsprechende
CRT (178-188)-Konzentration aufgetragen. Der
Fit der nichtlinearen Regressionsrechnung ist als
blaue Linie dargestellt. Der resultierende KD-Wert
beträgt 11,5 µM und x2 liegt bei einem Wert von
3,5.
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4.3 .8 Strukturelle Untersuchung der GABARAP-CRT (178-188) Bindung

Zur Ermittlung der CRT Bindestelle von GABARAP mittels (1H -15N) -HSQC Exp eriment ist die

Verwendung des „volle-Länge“ CRT (46 kDa) ungeeignet, da d ie Resonanzen von großen

Molekülen aufgrund einer ungünstigen Dynam ik schlechter detektiert werden können . Daher

wurden NMR-Titrationsexp erimente mit GABARAP und CRT ( 1 78- 1 88) durchgeführt.

Das nicht- is otopenangereicherte Peptid wu rde in einem (1H-15N) -HSQC-Exp eriment zu (U-15N)-

GABARAP titriert. Für j e de Amidgruppe des GABARAP-Pro teinr ückgrats ist im (1H - 15N) -

HSQC-Spektrum eine Resonanz zu beobachten (Kap. 3 . 1 2) . D ie Lage b z w. die chem ische

Verschie bung des j ew eiligen Res onanzsignals ist dabei abhängig von der d irekten chemischen

Umgebung der Amidgrupp e . Ändert sich d iese, z .B. durch B indung eines Liganden, kann dies

dire kt als Änder ung der chemischen Verschiebung d es jeweiligen Resonanzsignals im HSQC-

Spektrum b e obachtet werden. D ieser Effekt gilt für Aminos äurereste, die direkt von der Bindung

betroffen sind, aber auch fü r s olche, d ie durch Ko n formationsänder u ngen des Proteins in direkt

beein fl u sst werden.

Abbildung 4 .24: (1H-15N)-HSQC Sp ektren v on GABARAP in Ab- und Anwesenheit vo n CRT (178-188) . A:
GABARAP interagiert mit CRT (178-188). Überlagerung von (1H-15N)-HSQC Spektren von 30 µM GABARAP in
Abwesenheit (schwarze Signale) und in Anwesenheit von 100 µM (grüne Signale), 200 µM (gelbe Signale) und 400
µM (rote Signale) CRT (178-188). Die Zuordnung der Protein-Rückgrat Amidgruppen-Resonanzen von freiem
GABARAP nach Stangler et al . ist in schwarz angegeben (Einbuchstaben-Aminosäure-Kode) (Stangler et al. 2002).
B : Vergrößerung des in A markierten Bereiches .
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Abb ildung 4 .24 zeigt das GABARAP-Spektrum vor Titration (schwarze Signale) u n d nach

Zuga b e von 100 NM (grüne Signale), 200 µM (gelb e Signale) und 400 µM (ro te Signale) CRT

( 1 78- 1 88) Zugab e . D ie Zuord nung d er Resonanzsignale der Am idgrupp en des freien GABARAP

P ro teins im (1H- 15N)-HSQC-Spektrum fand entsprechend der Zuordnu ng von Stangler et al. statt

(Stangler et al. 2002) . Für die meisten GABARAP Amidgruppen-Res onanzen sind eine Ä n derung

der chemischen Verschiebung und/oder eine Signalverbreiteru ng nach der Zugabe des CRT

( 1 78- 1 88) P ep tids zu sehen . Zur b esseren Übersichtlichkeit sind bei d er Kartier ung der CRT

( 1 78- 1 88) Bindun gsstelle an GABARAP nur diej eni gen Res onanzsignale berücksichtigt worden,

die aufgrund von Signalverbreiterung nicht mehr d etektierbar und somit am st ärksten betroffen

sind. D ie Kartierung ist in Abb ildu ng 4.25 und 4 .26 visualisiert.

Abbildung 4 .25: Lokaliserung der CRT (178-188) Bind estelle von GABARAP. Unter der Darstellung der
GABARAP-Sequenztopologie (Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Aminosäure-Kode angegeben) sind die
entsprechenden Sekundärstrukturelemente auf der X-Achse dargestellt. Von der Bindung des CRT (178-188)-
Peptids am stärksten beeinträchtigte Aminosäuren sind auf der Y-Achse mit einem Balken gekennzeichnet . Die
mit einem Stern (*) markierten Reste kennzeichnen die Aminosäuren, die in dem GABARAP-orthologen
Hefeprotein Atg8 als wichtig für die Autophagozytose identifiziert wurden. Diese sind in GABARAP
konserviert (Nakatogawa et al . 2007).

Die vo n der CRT ( 1 78- 1 88)-B indung am stärksten beeinflussten GABARAP-Reste (I21, Y25,

V29, I32, V33, K46, K48, Y49, L50, S53, L55, F60, L63, R65, K66, N81, F103, F104 und Y106)

sind in verschiedenen Bereichen des GABARAP-Proteins gruppiert. D abei sind die

Sekundärstrukturelemente ß1, ß2 und a3 bes onders stark betroffen (Abb . 4.25 und Abb . 4 .2 6,

A). Es wird deutlich, dass mit d iesen Resten eine größere, zusammenh ängen de Fl ä che der

GABARAP-Oberfläche von der CHC (5 1 0-522)-Bindung beeinflusst wird (Abb. 4.2 6, B) .
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Abbildung 4.26 : Visu alisierung der CRT (178-188) Bindestelle an GABARAP. A: Aminosäurereste,
deren Amidgruppen-Resonanzen im (1H-15N)-HSQC-Experiment von der Bindung des CRT (178-188)-
Peptids am st ärksten betroffen waren, sind rot eingefärbt. Sekundärstrukturelemente sind mit a (oc-Helix) u nd
ß (-Strang) und der ents prechen d en Nummerierung gekennzeichnet. B : Oberflächendarstellung von A.
Ribbon- und Oberflächendarstellung wurden mit Hilfe der Software „MOLecule analysis and MOLecule
display“ (MOLMOL) erstellt .
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4.4

	

Untersuchung der Wechselwirkung von MAP-LC3b mit CRT

CRT wurde im Rahmen dieser Arbeit als GABARAP-b indendes Pro tein identifiziert . Mittels

SPR-Analyse s ollte getestet werden, ob CRT neben GAB ARAP auch andere Pro teine der MAP-

LC 3 Pro tein familie b indet. D iese besteht aus 7 Pro teinen, deren Sequenzidentitäten zu

GABARAP zwischen 30% und 87% liegen . Obwohl die Sequenzi dentität von MAP-LC3b zu

GABARAP nur bei ca. 3 1 % liegt, wurde zunächst d ieses stellvertretend für die MAP-LC 3

P ro teinfamilie ausgewä hlt, um eine mögliche Bindung z u CRT zu testen, da es in die

Au t ophagozytose involviert (K ab eya et al. 2000) und funktionell gu t untersucht ist.

4.4 . 1 Klonierung, E xp ression und Reinigung von MAP-LC3b

4 .4 .1. 1 Klonierung von MAP-LC3b

Zur Präparation des humanen MAP-LC3b (1 -1 25) Konstrukts wu rde die PCR-Technik

angewend et . Als Templat d iente der IMAGE-cDNS -Klon IRAUp969H0456D. Die Reinigung

der amplifizierten DNS erfolgte mittels Gelelektropho rese und Gelextra ktion. Als Vektor für die

K lonierung wurde das Plas mid p ET1 5b_kombi (Abb . 2.2) verwend et . Sowo hl der Vektor, als

auch die PCR-generierte DNS wurden m it den Restri ktionsenzymen BamH1 und Xho1 verdau t.

Nach der Reini gung der verdauten DNS mittels Gelelektropho rese und Gelex trati on erfolgte die

Ligation der für MAP-LC3b kodieren den DNS in den pET15b_komb i Vektor . Ein Teil des

Ligationsansatzes wurd e anschließend in den K lonier u ngssta mm E. coli XL10-Gold

trans formiert . D ie Analyse der Trans fo rmanden erfo lgte m ittels Kolonie-PCR. Zeigten d ie PCR-

Amplifik ate der untersuchten Klone im analytischen Agaro segel d ie er wartete Größ e, wurde die

j eweilige DNS isoliert u nd mittels Sequenzier un g d ie Richtigkeit der Sequenz verifiziert.

pET15b_komb i_MAP-LC3b wurde anschließend in den Expressionsstamm E. coli B L 2 1 -

CodonPlu s (DE3)-RIL trans formiert . D ie resultieren de Aminosäurese quenz des k lonierten MAP-

LC3b Konstruktes ist in Abb ildu ng 4.27 dargestellt.
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Abbildung 4.27: Am inos äuresequ enz des verwendeten humanen MAP-LC3b Konstruktes. Die
Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Aminosäure-Code (Anhang, S. 152) dargestellt und fortlaufend nummeriert.
Blau markiert sind Aminosäuren, die bei der Proteolyse mit Thrombin abgespalten werden.

4 .4 .1.2 Exp ression von humanem MAP-LC3b

D ie Herstellung von (U-15N)-MAP-LC3b für NMR-HSQC -Exp erimente erfo lgte in M9-

Minimalme dium, wobei [15N]-Ammoniumchlorid als einzige Stic kstoffquelle zugegeben wurde .

Für alle weiteren E xperimente erfolgte die Expression vo n MAP-LC 3b in LB-M e dium. Nach der

Trans fo rmation vo n pET15b_kombi_MAPLC3b in den Exp ressionsstamm E . coli B L2 1 -

CodonPlu s (DE3)-RIL fand d ie Expression in einem Volumen von 1 bis 3 l Me d ium statt. D ie

Zellen wurden nach Erreichen einer op tischen D ichte bei 600 nm (OD600) von ca . 0,7 mit 1 mM

IPTG versetzt un d nach einer In kubationszeit von ca. 5 h geerntet . Der Erfo lg der

Überexp ression von His -MAP-LC 3b wurde mittels SDS-PAGE überprüft (Abb. 4.28, A, Spu r 1

und 3) . Pro Liter M e dium konnten durchschnittlich 2,5 bis 4 g Zellen (Nasszellgewicht)

gewonnen werd en . Die Zellpellets wurden bis zur weiteren Verarbeitu ng bei -20 °C gelagert.

4 .4 .1.3 Reinigung von rekombinantem MAP-LC3b

Für die Proteinreinigung von MAP-LC3b wurden die Zellen m ittels Ultraschall aufgeschlo ssen

und das Lysat zentrifugiert. Das Fusionspro tein wurde im Zuge einer Affinitätsreinigung aus dem

Überstand an Ni-NTA -Agaro se ge bunden und nach einigen Waschschritten mit nied rigen

Imidazol-Konzentrationen (5 bis 20 mM) mit ca. 50 bis 100 mM Imidaz ol eluiert (Abb . 4.28, A).

Der pro te olytische Verdau mit Thrombin fand während der folgenden Dialyse der

Eluti onsfrakti onen gegen PB S , pH 7,4 statt. D abei wurde die aus 1 l gewonnene Menge

Fusionsprotein mit 450 U Thrombinprotease innerhalb von ca . 5 h gespalten. D ie Vollstä n digkeit

der Proteoly se wurd e mittels SDS-PAGE überprüft (Abb . 4.28, B) . Der proteoly tische Verdau
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wurde anschließend auf ein maximales Volumen von 7 ml eingeengt und die Spaltprodukte,

sowie Thrombin über Größenausschlußchromatographie voneinander getrennt (Abb . 4.29, A).

Die MAP-LC3b enthaltenden Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE identifiziert und qualitativ

überprüft (Abb . 4.29, B) . Über die Absorption bei 280 nm konnte photometrisch die

Proteinkonzentration ermittelt werden, wobei aus einem Gramm Ausgangszellmasse

durchschnittlich 4 mg MAP-LC3b isoliert werden konnten.

Abbil dung 4.28 : Reinigung und Proteaseverd au von rekombinante m MAP-LC3b . A: 15% SDS-PAGE zur
Analyse der Expression und Ni-NTA-Reinigung von rekombinantem MAP-LC3b . Spur 1: Bakterienrohlysat vor
Induktion; Spur 2 : Molekulargewichts-Marker (MBI, Fermentas) ; Spur 3: Überstand des Zellaufschlusses nach
Zentrifugation; Spur 4: Durchfluss; Spur 5 : Waschschritt mit Bindungspuffer; Spur 6: Elution mit 10 mM Imidazol;
Spur 7 : Elution mit 50 mM Imidazol; Spur 8 : Elution mit 100 mM Imidazol ; Spur 9 : Elution mit 150 mM Imidazol;
Spur 10: Elution mit 500 mM Imidazol B : 15% SDS-PAGE zur Analyse des Proteaseverdaus von MAP-LC3b mit
Thrombin bei RT. Spur 1: MAP-LC3b vor Proteaseverdau; Spur 2: Molekulargewichts-Marker (MBI, Fermentas);
Spur 3 : Thrombinverdau nach 30 min Inkubationszeit ; Spu r4 : Thrombinverdau nach 60 min Inkubationszeit ; Spur
5: Thrombinverdau nach 90 min Inkubationszeit; Spur 6: Thrombinverdau nach 24 h Inkubationszeit
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Abbildung

	

4 .29 :

	

Analyse

	

der
gr ößenau sschlusschr om atographischen
Reinigung der His-MAP-LC3b Sp altprodukte . A:
Chromatogramm der
Größenausschlusschromatographie der Spaltprodukte
nach Thrombinverdau von His-MAP-LC3b . B: 15%
SDS-PAGE zur Analyse der
größenausschlusschomatographischen Reinigung von
MAP-LC3b nach proteolytischen Verdau mit
Thrombin 1 : Molekulargewichts-Marker (MBI,
Fermentas); 2 : MAP-LC3b nach Proteaseverdau; 3-
10: MAP-LC3b enthaltende Elutionsfraktionen der
Größenausschlusschromatographie . Verwendet wurde
eine HiLoad 26 / 6 0 Superdex 75 pg
Gelfiltrationssäule. MAP-LC3b eluierte bei einem
Retentionsvolumen zwischen 150 und 165 ml.
Deutlich zu sehen ist die Trennung von Thrombin
und einigen Verunreinigungen, welche zwischen 90
und 150 ml Retentionsvolumen eluieren.

4.4 .2 Strukturelle Untersuchung von MAP-LC3b

Um sicherzustellen, dass das rekombinante MAP-LC3b seine native Faltung besitzt, wurde

zunächst ein (1 H-15N) -HSQC NMR-Spektrum mit gereinigtem (U- 15N)-MAP-LC3b in 25 mM

Natriumphosphat pH 6,9, 100 mM KCl, 100 mM NaCl, 100 µM Phenylmethanesulfonylfluorid

(PMSF), 50 pM EDTA, 0,02 % (w/v) NaN 3 and 5 % (v/v) Deuteriumoxid aufgenommen . Wie

bereits in Kapitel 3 .12 beschrieben, ist im (1H - 15N) -HSQC -Spektrum für jede Amidgruppe des

15N-isotopenmarkierten Proteins eine (1 H-15N) -Resonanzkorrelati on zu beobachten, wobei die

chemische Verschiebung der jeweiligen Resonanz dabei von der direkten chemischen Umgebung

der Amidgruppe abhängig ist. In Abbildung 4 .30 ist das MAP-LC3b (1 H-15N) -HSQC-S pektrum

dargestellt . Die spektrale Dispersion der Resonanzsignale und der Vergleich mit einem MAP-LC3

Referenzspektrum (Kouno et al. 2004) (Kap. 7 .4) lassen darauf schließen, dass MAP-LC3b seine

native Faltung aufweist .
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Abbildung

	

4.30:

	

(1H-15N)-
HSQC-Spektrum von MAP-
LC3b. Die Messung von 140 µM
MAP-LC3b erfolgte in 25 mM
NaPhosphat pH 6,9, 100 mM KCl,
100 mM NaCl, 100 pM PMSF, 50
µM EDTA, 0,02 % (w/v) NaN 3

and 5 % (v/v) Deuteriumoxid bei
25 °C.

4.4 .3 Untersuchung der Bindung von CRT an MAP-LC3b

Die Bindungsaffinität von CRT an MAP-LC3b wurde mittels SPR-Messung (Kap . 3 .11)

bestimmt . Zu diesem Zweck wurden ca . 2000 RU MAP-LC3b in 10 mM Natriumacetat, pH 5,5

an einen CM5-Chip nach Angaben des Herstellers gekoppelt . Unterschiedliche CRT-

Konzentrationen zwischen 100 nM und 7,5 µM wurden bei einer Flussrate von 30 l /min auf die

Chipob erfläche für jeweils 2 min injiziert. Die Reihenfolge der Konzentrationen war beliebig, um

systematische Fehler zu vermeiden. Konzentrationen über 7,5 pM führten zu

Agg regationseffekten auf der Messzelle, so dass die Datenauswertung erschwert war (Daten nicht

gezeigt).

In Abbildung 4.31, A ist die Sensorgramm-Überlagerung der CRT-Injektionen zu sehen . Die

gemittelte Signalintensität der jeweiligen Injektion ist als schwarzer Balken dargestellt . Wie in

Kapitel 3 .11 beschrieben, wurden die Daten mit Hilfe der BIAevaluation Software prozessiert.

Abbildung 4.31, B zeigt die Bindungskurve der MAP-LC3b-CRT Bindung . Es zeigte sich, dass

die MAP-LC3b-CRT Bindung bis zu einer Konzentration von 7,5 pM nicht sättigbar ist . Die

Bindungsaffinität (KD) liegt dementsprechend über 3 µM, wenn überhaupt eine Bindung

stattfindet.
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Abb ildung 4.31: B in dungsstudie von MAP-
LC3b un d CRT mittels
Oberflächenplasmonenresonanz Analyse.
A : Sensorgramm-Überlagerung der Injektion
von unterschiedlichen CRT-Konzentrationen
auf einen MAP-LC3b-gekoppelten CM5-Chip.
Bei einer Flussgeschwindigkeit von 30 p l/min
wurde je 2 min injiziert. Die Konzentrationen
wurden dabei sequenziell in der Reihenfolge
2,5 µM, 100 nM, 5 µM, 1 µM, 7,5 pM
vermessen. Die schwarzen Balken markieren
die gemittelte Signalintensität der „steady state“
Phase

	

der

	

jeweiligen

	

Injektion.

	

B:
Bindungskurve

	

der

	

CRT-MAP-LC3b
Interaktion. Die gemittelte Signalintensität der
jeweiligen

	

Injektion

	

ist

	

gegen

	

die
entsprechende CRT-Konzentration
aufgetragen. Die Bindung von CRT und MAP-
LC3b ist bis zu einer Konzentration von 7,5
µM nicht sättigbar.

4.4 .4 Untersuchung der Bindung von CRT (178-188) an MAP-LC3b

Ents p rechend der SPR-Messreihe von CRT an MAP-LC3b (Kap . 4.4 .3) wurden B indungsstudien

zur Untersuchung der CRT (1 78- 1 88)-MAP-LC3b Interakti on durchge führt . Unterschiedliche

CRT (1 78- 1 88) Konzentrationen wurden in b eliebiger Reihenfolge auf den MAP-LC3b-

gekoppelten CM5-Chip injiziert . Es konnten im Vergleich zu den Messun gen mit CRT d eutlich

höhere Konzentrati onen CRT ( 1 78- 1 88) eingesetzt werd en, d a keine Aggregati onse ffekte

auftraten. In Abb ildung 4.32, A ist eine Sens o rgramm-Überlagerung von verschie denen CRT

( 1 78- 1 88) Injektionen zu sehen . Am Anfang und am Ende j e d er Inj ekti on traten so genannte

Spikes auf, die das Fitten der Ass o ziations- und D issoziations phase unmöglich machten.

D iese können z .B . entstehen, wenn Luft in das System eintritt. Dies ist in d iesem Fall

unwahrscheinlich, da die S pi kes sy stematisch am Anfang und a m Ende j eder Inj e ktion auftreten

und die Luftspi kes in aller Re gel eine größ ere Signalintensitä t zeigen. Eine weitere Ursache kann

darin lie gen, dass das Signal d er Referenzzelle, welches vo n dem Signal der Messzelle abgezogen

werden s ollte, zeitlich leicht versetzt sein kann . Werden in diesem Fall d ie Daten der M esszelle

durch Sub traktion des Referenzzellsignals re ferenziert, resultieren Spikes, die typischer weise am

Anfang und a m Ende jeder Inj ektion auftreten . Dieses Zeitfenster ist wichtig bei der Berechnung
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der Ass o ziations- und Diss o ziatonsraten, d ie daher unter den hier vorliegen den Bedingungen

nicht ermittelt werden konnten.

Abbil dung 4 .32: Bindung sstudie von
MAP-LC3b und CRT (178-188) m it
Oberflächenplasmonenresonanz A:
Sensorgramm-Überlagerung der Injektion
von unterschiedlichen CRT (178-188)-
Konzentrationen auf einen MAP-LC3b-
gekoppelten CM5-Chip. Bei einer
Flussgeschwindigkeit von 30 i l/min
wurde je 2 min injiziert. Die
Konzentrationen wurden dabei
sequenziell in der Reihenfolge 40 µ M, 100
µM, 5 µM, 22,5 µM, 70 µM vermessen.
Die schwarzen Balken markieren die
gemittelte Signalintensität der „steady state“
Phase der jeweiligen Bindungskurve. B:
Bindungskurve der CRT (178-188)-MAP-
LC3b Interaktion. Die gemittelte
Signalintensität der jeweiligen Injektion ist
gegen die entsprechende CRT (178-188)-
Konzentration aufgetragen. Die
Bindungskurve von CRT (178-188) und
MAP-LC3b zeigt bis zu einer
Konzentration von 100 pM CRT (178-
188) keine vollständige Sättigung.

D ie gemittelten Signalintensitäten sind als schwarze B alken in die Sensorgramme eingezeichnet.

Abb ildung 4.32, B zeig t die Bindu ngsku rve der MAP-LC3b-CRT ( 1 78- 1 88) Interaktion, wobei

die gemittelten Signalintensit äten der In j ektionen gegen die j eweilige CRT (1 78-1 88)

Konzentration aufgetragen sind. D ie Bindung zeigt b is zu einer Konzentrati on von 100 pM CRT

( 1 78- 1 88) keine vollstä n dige Sättigu ng. D ies deu tet auf einen KD -Wert von über 40 p M hin, wenn

überhaup t eine Bindun g stattfindet.
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4.5

	

Charakterisierung der GABARAP-Clathrin-Interaktion

4.5 .1 Untersuchung der Bindung von endogenem CHC und rekombinantem

GABARAP

Die Bindung von endogenem CHC an GABARAP wurde mittels Pu ldown Versuch

nachgewiesen . Zu diesem Zweck wurde GABARAP an NHS-aktivierte Sepharose gekoppelt und

mit Hirnlysat von adulten Sprague Dawley Ratten inkubiert. Nach mehreren Waschschritten

konnten gebundene Proteine eluiert und CHC mittels Western Blot Analyse nachgewiesen

werden. Der genaue Ablauf der Pu ldown Prozedur ist in Kapitel 3 .9 beschrieben . Der

Blotvorgang erfolgte 45 min . In Abbildung 4.33 kann man deutlich einen Unterschied zwischen

der Signalintensität der GABARAP-Immunoreaktivität in Spur 2 und 3 erkennen . Im Gegensatz

zu dem Ansatz mit Kontrollsepharose, bei der nur eine schwache Immunoreaktivität für CHC zu

sehen ist, kann man eine deutlich erhöhte Immunoreaktivität für CHC bei dem Ansatz mit

GABARAP-gekoppelter Sepharose erkennen . Dies lässt auf die Bindung von endogenem CHC

zu GABARAP schließen .



Ergebnisse

	

95

4.5 .2 Kompetition von endogenem CHC und rekombinantem CRT um die B indung

an rekomb inantes GABARAP

Parallel zu den in Kapitel 4.5 . 1 b eschriebenen Vers uchen wurde d ie Fähigkeit von CRT

überprüft, CHC von GABARAP i m Puldown Versuch z u verdrängen, um festzustellen, ob bei de

P ro teine eine gemeinsame GABARAP-Bindungsstelle ha b en . Zu diesem Zweck wurden dem

Versuchsansatz wä hren d der Inkub ati on von GABARAP-gekoppelter Sepharose mit Hirnlysat 70

µM CRT beige fügt. Das resultierende CHC Western B lot Signal (Abb. 4 .33, Spur 4) ist im

Vergleich zu dem Ansatz ohne CRT (Abb. 4 .33, Spu r 3) star k reduziert, was auf eine

Verdrängung von GABARAP-ge bundenem CHC durch CRT hinde u tet.

Abbildu ng 4 .33 : Endogenes Protein CHC bindet
an immob ilisiertes, rek ombinantes GABARAP.
Ungekoppelte Sepharose (Spur 2) und Sepharose-
gekoppeltes GABARAP in Abwesenheit (Spur 3) und
Anw esenheit (Spur 4) von 70 p M CRT wurden mit
Rattenhirnextrakten inkubiert. Nach mehreren
Waschschritten wur den gebundene Proteine eluiert
un d per SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion von
ggf. vo rhandenem CRT erfolgte durch Western Blot
Analyse . Spur 1 zeigt Signale d es Prestaine d Protein
Markers (P restaine d Pro tein Marker, Broa d Range,
NEB, Beverly, MA, USA).

4.5 .3 Strukturelle Untersuchung der B indung von CHC (510-522) an GABARAP

Zur Unters uchung der d irekten Intera ktion bzw . zur Kartierung der Bindestelle von CHC an

GABARAP wu rd en NMR-Titrati onsexperimente durchge führt . CHC ist mit ca . 1 90 kD a für die

Aufnahme von (1H-15N) -HSQC- Spektren ungeeignet, da die Resonanzdete ktion von großen

Molekülen aufgrund einer ungünstigen Dynamik erschwert ist . Daher wurd e ein P e p ti d [CHC

(5 1 0-522)] (COCH3-TPDWIFLLRNVMR-NH 2) beschafft, welches dem CHC Aminos äure-

Sequenzausschnitt ents pricht, der nach einer Phagendisp lay-Selekti on gegen GABARAP (K ap.

4. 1) mittels Konsensusmo tiverstellung und Datenbank s u che (Kap . 4.2) als po tentiell GABARAP-

bindend erm ittelt wurde . CHC (5 1 0-522) wurde außerd em nach Lö slich keitsas p ekten au sgewählt.

Das nicht-is otopenan gereicherte P eptid wurde in eine m (1H - 15N) -HSQC Exp eriment zu (U-15N) -

GABARAP titriert. Für j e de Amidgruppe des GABARAP-Pro teinr ückgrats ist im (1H - 15N)-
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HSQC-Spektrum eine (1H - 15N) -Resonanzkorrelation zu beobachten. Die chemische

Verschiebung des jeweiligen Resonanzsignals ist dabei abhängig von der direkten chemischen

Umgebung der Amidgruppe . Ändert sich diese, z .B. durch Bindung eines Liganden, kann dies

direkt als Änderung der chemischen Verschiebungen des jeweiligen Resonanzsignals im (1H -15N)-

HSQC beobachtet werden. Dieser Effekt gilt für Aminosäurereste, die direkt von der Bindung

betroffen sind, aber auch für solche, die durch Konformationsänderungen des Proteins indirekt

beein fl u sst werden.

Abbildung 4.34 : (1H-15N)-HSQC Sp ektren von GABARAP in Ab- un d A nwesenheit v on CHC (510-522) A:
GABARAP interagiert mit CHC (510-522) . Überlagerung von (1H- 15N)-HSQC Spektren von 30 pM GABARAP in
Abwesenheit (schwarze Signale) und in Anwesenheit (rote Signale) von maximal 40 µM CHC (510-522) . Die
Zuordnung der Protein-Rückgrat Amidgruppen-Resonanzen von freiem GABARAP nach Stangler et al . ist in
schwarz angegeben (Einbuchstaben-Aminosäure-Kode) (Stangler et al . 2002) . B: Vergrößerung des in A markierten
Bereiches.

Abbildung 4 .34 zeigt das GABARAP-Spektrum vor Titration (schwarz) und nach CHC (510-

522) Zugabe (rot) . Dabei wurde CHC (510-522) in gesättigter Konzentration (30 µM) eingesetzt.

Die Zuordnung der Amidresonanzen des freien GABARAP Proteins im (1 H-15N) -HSQC-

Spektrum fand entsprechend der Zuordnung von Stangler et al . statt (Stangler et al. 2002) . Für

die meisten GABARAP-Resonanzsignale sind eine Änderung der chemischen Verschiebung

und/oder eine Signalverbreiterung nach der Zugabe des CHC (510-522) Peptids zu sehen . Zur

besseren Übersichtlichkeit sind bei der Kartierung der CHC (510-522) Bindungsstelle an

GABARAP nur diejenigen Resonanzsignale berücksichtigt worden, die aufgrund von
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Signalverbreiterung nicht mehr detektierbar und somit am stärksten betroffen sind . Die

Kartierung ist in Abbildungen 4.35 und 4.36 visualisiert.

Abbildu ng 4 .35: Lokalisierung der CHC (510-522) Bindestelle vo n GABARAP. Unter der
Darstellung der GABARAP-Sequenztopologie (Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Aminosäure-Code
angegeben, Anhang S. 156) sind die entsprechenden Sekundärstrukturelemente dargestellt. Von der
Bindung von CHC (510-522) am stärksten beeinträchtigte Aminosäuren sind auf der Y-Achse mit einem
Balken gekennzeichnet. Die mit einem Stern (*) markierten Reste kennzeichnen die Aminosäuren, die in
dem GABARAP-orthologen Hefeprotein Atg8 als wichtig für die Autophagozytose identifiziert wurden
und sind in GABARAP konserviert (Nakatogawa et al . 2007).

Die von der CHC (510-522)-Bindung am stärksten beeinflussten Reste (I21, Y25, V29, K46,

K48, Y49, L50, V51, S53, D54, F60, L63, R65, K66, E101, F103 und F104) sind in

verschiedenen Bereichen des GABARAP-Proteins gruppiert, vor allem in den

Sekundärstrukturelementen ß2 und a3 (Abb . 4 .35 und Abb . 4 .36, A) . Es wird deutlich, dass mit

diesen Resten eine größere, zusammenhängende Fläche der GABARAP-Oberfläche von der

CHC (510-522)-Bindung betroffen ist (Abb . 4 .36, B) .
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Abb ildung 4 .36 : Visualisier u ng der CHC (510-522) Bindestelle an GABARAP. A:
Ribbondarstellung von GABARAP (PDB Code 1 kot) . Aminosäurereste, deren Resonanzen im
(1H- 15N) -HS QC-Experiment von der Bindung des CHC (510-522) Peptids am stärksten betroffen
waren, sind rot eingefärbt . Sekundärstrukturelemente sind mit a (a -Helix) und ß (-Strang) und
der entsprechenden Nummerierung gekennzeichnet. B : Oberflächendarstellung von A. Ribbon

-und Ob er flächendarstellung wurden mit Hilfe der Software „MOLecule analysis and MOLecule
display“ (MOLMO L) erstellt .
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5 Diskussion

GABAA-Rezeptoren sind Ziele verschiedener pharmakologischer Wirkstoffe, die zur Behandlung

psychischer Störungen und zur Modulierung des Schlaf-Wach-Rhythmus oder der Stimmung

eingesetzt werden. Sie vermitteln schnelle inhibitorische Reizleitung im Gehirn und im

Rückenmark . Daher sind Substanzen, die Transport, Umsatz oder Funktion des GABAA-

Rezeptors beeinflussen von speziellem medizinischem und ökonomischem Interesse.

GABARAP interagiert mit dem GABA A-Rezeptor und ist Teil der MAP-LC3 Proteinfamilie, die

in zelluläre Vesikeltransportmechanismen involviert ist . Dies sind grundlegende Prozesse bei der

Autophagozytose, einem kontrollierten Selbstverdauungsprozess . Autophagozytose spielt eine

Schlüsselrolle bei neuronaler Entwicklung, Neurodegeneration und Apoptose . Die genaue

Bedeutung der GABARAP-GABA A-Rezeptor-Interaktion ist bisher nicht bekannt. In der

vorliegenden Arbeit wurden synthetische Peptid- und zellul äre Proteinliganden von GABARAP

mit Hilfe einer Phagendisplay-Selektion i dentifiziert und die resultierenden Interaktionen mittels

Fluoreszenzspektroskopie, SPR-Messungen, Pu ldown-Versuchen und NMR-spektroskopischen

Methoden charakterisiert, um ein erweitertes Verständnis von den Prozessen an der

postsynaptischen Membran und deren Modulierungsmöglichkeiten zu erhalten .
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5.1

	

Expression und Reinigung von GABARAP

Zu Beginn dieser Arbeit stan d en der Exp ressionsvekt or pGEX- GABARAP, sowie das

entsprechen de standardisierte Reinigungspro tokoll für GST -GABARAP-Fusi ons p ro tein und

GABARAP (Stangler et al . 200 1) zur Verfügung.

5.1.1 Die Expression und Reinigung von GABARAP verliefen erfolgreich

GST-GABARAP wurde in löslicher Form in E . coli exprimiert. Der erste Reinigungsschritt des

GST-GABARAP-Fu sionspro teins konnte daher nativ durch Affinitätschromatographie an GSH-

Sepharo se stattfinden . D ie durchschnittlichen Aus b euten lagen dabei zwischen 5 und 1 0 mg

Fu sionsprotein pro g Nasszellgewicht . Nach d em p rote o lytischen Verdau mit Thrombin ko nnte

das GST-Spaltprodukt durch Größenausschlusschromatographie von GABARAP getrennt

werden (Abb. 4 .2) . Pro g Nasszellgewicht konnten durchschnittlich 2 bis 4 mg GAB ARAP

gewonnen werd en, w as für d ie Durch führung der im Rahmen dieser Arbeit ge p lanten

Experimente ausreichend war. Es bestand deshalb kein Anlass, das Reinigungsprotokoll weiter z u

optimieren.

5.2

	

Identifikation von GABARAP-bindenden Peptiden und Untersuchung der

Interaktion

Phagendisplay-Selekti on mit einer randomisierten P e p ti dbiblio thek ist eine zuverlässige und

effektive Methode zur Ermittlung von Pro tein-Protein Interakti ons partnern (Smothers and

Henikoff 200 1 ; Smothers et al . 2002) . Dabei ist Voraussetzung, d ass die Bindestelle der

entsprechen den Protein-Pro tein Interaktion kontinuierlich ist und du rch ein 12mer P ep ti d

dargestellt werden kann.

5.2 .1 Bei der Phagendisplay-Selektion gegen GST - GABARAP wurden GABARAP-

bindende Peptide selektiert

D ie Phagend isplay- Selektion gegen GABARAP wurde erfo lgreich du rchg eführt. Dies konnte

zunächst durch das Ergebnis des Anreicherungs-ELISAs bestä tigt werd en, b ei d em die

durchschnittliche Affinität der Phagenmischu ng zu GST - GABARAP vo r Selektio n und nach den
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einzelnen Selektionsrunden anhand einer Farbreaktion qu antifiziert wurde (Abb . 4.3) . Die

steigende Signalintensität der Phagenmischungen nach Selektion im Vergleich zu dem Signal der

Phagenmischung vor Selektion ist ein Hinweis auf die Anreicherung von GST-GABARAP-

bindenden Phagenvarianten. Nach der zweiten Selektionsrunde steigt das Signal im

Anreicherungs-ELISA nicht weiter an . Dies kann aus einer nach Selektionsrunde 2

abgeschlossenen Anreicherung resultieren, wenn z .B . alle vorhandenen Phagen-exponierten

Peptide mit ähnlichen Affinitäten an GABARAP binden und so in den folgenden

Selektionsrunden keine Anreicherung von stärker bindenden Peptiden bzw . ihrer Phagenklone

mehr stattfindet. Ein weiterer Grund könnte ein hoher Messfehler sein, da die gemessenen

Signalintensitäten in einem Detektionsbereich über 1 liegen.

Die Durchführung eines anschließenden Einzelphagen-ELISAs diente zur Ermittlung eventuell

vorhandener Plastik-bindenden, GST-bindenden oder nichtbindenden Phagen und relativen

Quantifizieru ng der Einzelphagenbindung an GABARAP. Wie auch beim Anreicherungs-ELISA

ist hier die Signalintensität proportional zur Bindungsstärke des entsprechenden Einzelphagen an

das Zielprotein (GST oder GST-GABARAP) bzw. zur Plastikoberfläche . Das Ergebnis des

Einzelphagen-ELISAs bestätigte die spezifische Bindung der Peptide der meisten Phagenklone

an GABARAP (Abb . 4 .4) . Dies zeigt sich in einer drastischen Signalreduktion, wenn statt GST-

GABARAP nur GST als Zielprotein gekoppelt wurde . Bei nur vier der 70 untersuchten

Phagenklone (Nummer 24, 30, 32 und 66) war die Bindungsstärke zu GST bzw. der

Plastikoberfläche genauso groß wie zu GABARAP. Die Signalintensitäten der GABARAP-

bindenden Phagenklone lagen in einem Bereich zwischen 0,45 und 0,85 und unterschieden sich

damit maximal um den Faktor zwei voneinander. Klon 8 wies mit einer Signalintensität von ca.

0,85 die größte Bindungsstärke auf.

Die Sequenzierung der Phagen-DNS zeigte, dass die selektierten GABARAP-bindenden Peptide

keine einzelne dominierende Peptidsequenz aufweisen (Abb . 4 .5) . Die drei Sequenzen

SHFQSWELVSTP (im Folgenden N2 genannt), NHRTPELGHYEW (N3) und

GHLSDWVYVPMR (N4) wurden je dreimal gefunden, während alle restlichen Sequenzen nur

zwei- oder einmal vorkommen. Es wird deutlich, dass der Fehler des Einzelphagen-ELISAs groß

sein muss, da z .B . die Peptidsequenzen der Phagenklone 8 und 60 identisch sind, im

Einzelphagen-ELISA jedoch Färbeintensitäten von 0,85 und 0,65 zu sehen sind, was einer

prozentualen Differenz von ca . 25 % entspricht.

Alle Peptidsequenzen, außer dem Peptid des Phagenklons Nummer 24, enthalten einen oder

mehrere aromatische Reste, meist ein Tryptophan . Dies lässt vermuten, dass das Vorhandensein

einer aromatischen Aminosäure, bevorzugt Tryptophan, für die Bindung eines Peptides an

GABARAP eine wichtige Rolle spielt . Übereinstimmend mit dem Ergebnis des Einzelphagen-
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ELISAs ist bei den Peptiden der nicht-bindenden Phagenklone Nummer 24, 30, 32 und 66 kein

Tryptophan vorhanden, was eine zentrale Rolle von Tryptophan für die Peptid-GABARAP-

Interaktion bestätigt. Ausnahmen bilden die Peptide der Phagenklone Nummer 12 und 27 . Diese

zeigen im Einzelphagen-ELISA eine deutliche Bindung zu GABARAP, ohne jedoch ein

Tryptophan in ihrer Sequenz zu beinhalten . Die auftretenden Häufigkeiten der Peptidsequenzen,

bzw. das Fehlen einer einzelnen, dominierenden Sequenz nach mehreren Selektionsrunden,

lassen vermuten, dass alle selektierten Peptide (außer den Peptiden der Phagenklone Nummer 24,

30, 32 und 66) eine ähnliche Bindungsaffinität zu GABARAP besitzen . Die im Einzelphagen-

ELISA beobachtbaren, ähnlichen Signalintensitäten aller untersuchten GABARAP-bindenden

Phagenklone, die sich maximal um den Faktor zwei unterscheiden, unterstützen diese Theorie . Es

kann daher spekuliert werden, dass GABARAP in der Lage ist, eine Reihe von Proteinen über

ähnliche, jedoch nicht identische Erkennungspeptidsequenzen zu binden.

Von Coyle et al . wurde gezeigt, dass ein dem y 2-Loop (394-411) des GABAA-Rezeptor

entsprechendes Peptid mit einer Bindungsstärke (KD) von 1 µM an GABARAP binden kann

(Coyle et al. 2002), was in anderen Studien allerdings nicht bestätigt werden konnte (Knight et al.

2002) . Bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Phagendisplay-Selektion wurde kein

Peptid mit signifikanter Ähnlichkeit zu einem Teil des y 2-Loop s des GABAA-Rezeptors selektiert.

5.2 .2 Die synthetischen Peptide fN1, fN2, fN3 und N1 interagieren mit GABARAP

Die Bindungsaffinität der Peptide fN1, fN2 und fN3 (Tabelle 4 .1) zu GABARAP wurde mittels

Fluoreszenztitration ermittelt (Abb . 4.6) . Die resultierenden KD -Werte von 0,7 µM für fN1 und 1

µM für fN2 lagen dabei ca . um den Faktor zehn unter dem KD-Wert für fN3 mit einem KD von

ca . 12 µM. Die Kontrollmessung, bei der die Bindungsaffinität von FITC zu GABARAP

untersucht wurde, ergab einen KD-Wert von ca . 61 µM, der damit ca . um den Faktor fünf höher

liegt, als der KD-Wert von fN3 zu GABARAP.

Da die Ergebnisse der Fluoreszenztitration darauf hindeuten, dass der an die Peptide

synthetisierte Fluorescein-Label die Bindungsaffinität zu GABARAP beeinflussen könnte, wurde

beispielhaft die Dissoziationskonstante von N1-Peptid ohne Fluorescein-Label mittels

Oberflächenplasmonenresonanz bestimmt (Abb . 4.7) . Der resultierende KD -Wert von 8,6 µM

liegt ca . 10-fach über dem per Fluoreszenztitration gemessenen Wert für die fN1-GABARAP-

Bindung. Dieses Phänomen kann einerseits durch das Fehlen des Fluorescein-Labels erklärt

werden, andererseits können SPR-spezifische Effekte, wie z .B . eine eingeschränkte

Ligandenzugänglichkeit und/oder konformationelle Veränderungen aufgrund der
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Immobilisierung einer Komponente auf der Chipoberfläche, eine Rolle spielen . Im Rahmen

dieser Arbeit wurde ein weiteres Kontrollexperiment gemacht, bei dem die Bindungsaffinität von

N1 zu GABARAP mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht wurde (Daten nicht gezeigt).

Der resultierende KD -Wert von ca . 2 µM liegt ungefähr mit einem Faktor vier unter dem per SPR

ermittelten und mit einem Faktor drei über dem per Fluoreszenztitration ermittelten Wert . Dies

lässt darauf schließen, dass sich der tatsächliche KD -Wert der GABARAP-N1-Interaktion im

niedrigen einstelligen, mikromolaren Bereich befindet.

Knight et al. haben die Interaktion von einer kleinen Anzahl an Peptiden zu GABARAP genauer

untersucht (Knight et al. 2002) . Dabei handelte es sich um das Peptid y2L (394-411), welches

einem Teil der y-Untereinheit des GABAA-Rezeptors entspricht, sowie Teile des

Carboxyterminus von Tubulin, aber auch zufällig ausgewählte Peptide, für welche keine

Interaktion mit GABARAP bekannt ist. Diese Peptide unterschieden sich in ihrer Sequenz und

ihren Ladungseigenschaften . Die Bindungsaffinität (KD) aller Peptide betrug, sofern bestimmbar,

über 100 µM . Knight et al. schlussfolgerten, dass die Ladungskomplementarität der Peptide keine

grundlegende Rolle für die Bindung an GABARAP spielt und GABARAP offensichtlich eine

schwache, unspezifische Affinität für Peptide hat (Knight et al . 2002) . In einer Studie von Coyle

et al. wurde die Dissoziationskonstante des y2L(394-411) Peptides mittels Fluoreszenztitration

auf 1 µM bestimmt (Coyle et al . 2002), was den von Knight et al. gemessenen Ergebnissen

widerspricht . Im Rahmen dieser Arbeit wurden die von Coyle et al . beschriebenen Experimente

wiederholt, das Ergebnis der Bestimmung der Dissoziationskonstante der y 2L (394-411)-

GABARAP Bindung konnte jedoch nicht reproduziert werden . Stattdessen ergab sich ein KD

-Wertvon ca. 20 µM (Daten nicht gezeigt).

Mit KD -Werten im einstelligen bis niedrigen zweistelligen mikromolaren Bereich gehören die im

Rahmen dieser Arbeit vorgestellten trotzdem zu den affinsten aller bisher untersuchten Peptid-

GABARAP Interaktionen (Tab . 5 .1).

5.2 .3 Kartierung der N1-Bindestelle von GABARAP

Die Änderung der chemischen Umgebung einer Amidgruppe, z .B. durch Bindung eines Liganden

kann im (1 H-15N)-HSQC Experiment direkt als eine Änderung der chemischen Verschiebung der

Korrelationssignale im beobachtet werden.

Im Rahmen von (1H- 15N)-HSQC-Titrations-Experimenten sind nach der Zugabe von N1-Peptid

für die meisten (ca. 90 %) GABARAP-Amidgruppen-Resonanzsignale eine Änderung der

chemischen Verschiebung und/oder eine Signalverbreiterung zu beobachten (Abb . 4 .8) . Dabei

können pH-Effekte ausgeschlossen werden, da die pH-Werte der GABARAP- und der
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Peptidlösung vor den Messungen genau eingestellt wurden . Bei der Bindung von N1, einem

12mer Peptid, an GABARAP ist es unwahrscheinlich, dass so viele GABARAP-Reste direkt an

der Interaktion beteiligt sind . Daher ist es nicht sinnvoll, alle betroffenen Resonanzsignale bei der

Kartierung der N1-Bindestelle an GABARAP mit einzubeziehen und es wurden nur diejenigen

Signale berücksichtigt, die nach dem letzten Titrationsschritt durch Signalverbreiterung nicht

mehr detektierbar und somit am stärksten betroffen sind. So wurden 17 Reste ausgewählt, die in

mehreren benachbarten Regionen der GABARAP-Oberfläche (Abb. 4.10) liegen, in erster Linie

im Bereich der Sekundärstrukturelemente a2, a3, ß1 und ß2 (Abb . 4 .9).

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Titration von GABARAP mit N1-Peptid lassen eine genaue

Kartierung der N1-Bindungsstelle an GABARAP nicht zu, da die Zahl der betroffenen

GABARAP-Resonanzsignale bei der Bindung von N1-Peptid höher ist als zu erwarten wäre,

wenn nur die direkt an der Peptidbindung beteiligten GABARAP-Aminosäurereste eine

Änderung ihres Amidgruppen Resonanzsignals im (1H- 15N)-HSQC-Titrations-Experiment zeigen

würden . Betrachtet man jedoch nur die von der N1-Peptidbindung am stärksten betroffenen

Resonanzsignale, kann der mögliche Bereich der Peptidbindung weiter eingegrenzt werden.

Dabei wird die Annahme zugrunde gelegt, dass die stärker betroffenen Resonanzsignale näher an

der N1-Bindungsstelle lokalisiert sind, als weniger stark betroffene . Die Definition der am

stärksten betroffenen Reste erfolgte über den Detektionsverlust des entsprechenden

Resonanzsignals im (1 H-15N)-HSQC Spektrums . Dies ist streng genommen nur dann zulässig,

wenn die Signalintensitäten der Resonanzsignale im GABARAP-Ausgangsspektrum bekannt und

gleich groß sind . Die Interpretation der (1 H-15N)-HSQC Daten ist somit doppelt vereinfacht.

Anhand eines (1H- 15N)-HSQC Titrationsexperimentes kann eine Bindungsstelle prinzipiell nur

indirekt bestimmt werden, da die Änderung der chemischen Verschiebung eines Resonanzsignals

nicht zwangsläufig auf die direkte Interaktion mit einem Liganden zurückzuführen sein muss,

sondern z .B . durch konformationelle Änderungen des Proteins nach Ligandenbindung verursacht

werden kann.

Knight et al. untersuchten die Interaktion von unterschiedlichen Peptiden (y2L[394-411], Teile

des Carboxyterminus von Tubulin und zufällig ausgewählte Peptide, für welche keine Interaktion

mit GABARAP bekannt ist) zu GABARAP (Tab . 5 .1) . Diese Peptide unterschieden sich in ihrer

Sequenz und ihren Ladungseigenschaften (Knight et al . 2002) . Knight et al. konnten in ihren 2D

(1H-15N)-HSQC-Experimenten strukturell spezifische Effekte aller untersuchten

Peptidbindungen auf die Sekundärstrukturbereiche ß2 und a3 von GABARAP beobachten, was

in guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen der N1-Titration zu GABARAP ist. Es wird

deutlich, dass verschiedene bisher untersuchte Peptide an die gleiche Region der GABARAP-

Oberfläche binden .
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Interessanter weise üb erlappt diese Regi on mit homologen Resten des Hefeproteins Atg8, die für

eine fun ktionelle Autop hagozytose in Hefe wichtig sind (Na katogawa et al . 2007) . D iese Reste

sind in MAP-LC3 un d GABARAP konserviert . Es kann daher vermutet werd en, dass die

Intera ktion vo n phy siologischen Ligan den an die hier vorgeschlagene Regio n der GABARAP-

Oberfläche eben falls essentiell fü r seine zelluläre Funktion (z . B . Beteili gun g an A utophago zy to se,

Rezeptortransport) ist.

Ist die Austau schrate zwischen freiem u n d gebun denem Zustand des zu untersuchenden Pro teins

im (1 H-15N) -HSQC-Titrations-Exp eriment „schnell“ i m Vergleich zu der Differenz der

chem ischen Verschiebung z wischen den Res onanzfrequenzen der beobachteten HN- u n d N

-Kerne im freien und gebun denen Zustand, so ist nur ein NMR-Signal zu b e obachten, wobei die

Lage seiner che mischen Verschie bung abhängig von dem Bindungsstatus ist. Dabei bleib t die

Signalintensitä t konstant. Sind die Au stauschraten dagegen eher k lein (langsamer Au stau sch), s o

werden gleichzeitig Resonanzen des freien und d es ge bundenen Zu standes dete ktiert. Die

Abnahme der Signalintensitä t durch Signalverbreiterung der betroffenen GABARAP-

Res onanzen, s owie das Auftreten eines dopp elten Signalsatzes bei manchen Res onanzsignalen

lassen b ei der GABARAP-N1 Titration auf einen interme diä ren bis langsamen Austausch

schließen (Abb . 4.8, Pfeile) . Die Änder u ng der chemischen Verschiebung einzelner Res onanzen

m it nur leichter Veränderung ihrer Linienb reite weist dagegen auf einen eher intermediären

Au stausch hin . Interaktionen m it einer Bindungsstä rke unter 1 0 µM zeigen in der Regel

langsamen Au stau sch. Liegt die Dissoziations ko nstante üb er 1 0 µM, ist oft ein intermediärer bis

schneller Austausch zu beobachten (Zuiderw eg 2002) . Die B indungsstärke der N1 -GABARAP

Intera ktio n kann anhand der (1 H-15N) -HSQC-Titrations-Exp erimente auf einen KD im einstellig

m ik romo laren Bereich abgeschätzt werden, was mit den Ergebnissen der

Fluoreszenzs p e ktros kop ie und der SPR-M essungen übereinstimmt.
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5.3

	

Identifizierung von physiologischen GABARAP-bindenden Proteinen mit

Hilfe der Phagendisplay-selektierten Peptidsequenzen

5.3.1 Generierung von Konsensusmotiven anhand der Phagendisplay-selektierten

Peptidsequenzen

Bei der Durch führung der Phagend isplay- Sele ktion wurde keine einzelne, dominieren de

P e p ti d sequenz sele ktiert (Abb . 4.5) . Die stattdessen vorhandene Sequ enz diversit ä t wurde daher

zur Generierung eines gewichteten Konsensus motivs genutzt, welches die Eigenschaften von

mehreren Sequenzen in sich vereint u n d s o einen besseren Einblic k in d ie GAB ARAP

Bindungssp ezifität gibt, als eine einzelne Peptidsequenz. D ie „position-sp ecific scoring matrix“ (PSSM)

reprä sentiert die erwartete Häufigkeit, mit der j e de Am ino säu re an den einzelnen Po sitionen eines

Konsensusmotivs vorkommt (Schneider and Stephens 1 990) . Bei der Generierung der PSSM s i m

Rahmen dieser Arbeit wurden diej enigen P eptidsequenzen berücksichtigt, welche bei der

Erstellung eines Phylograms mit Hilfe des Multip leA lignment Tools „ClustalW“ um die Sequ enz des

N1 -P eptids (Sequenz 8 un d 60) clustern (Abb. 4.5, B). Dab ei wurde der Sequenzbereich

eingeschränkt (Abb. 4.11 und 4. 1 2, Kasten), um die Signifikanz der entsprechenden Mo tive nicht

zu re du zieren . Das resultierende fünf- bzw . sechsstellige Konsens u s motiv zeigt den h öchsten

Konservierungsgra d für d ie Sequenzpositionen + 1 (Tryp tophan) u nd +4 (Leucin) . Auch den

restlichen Sequenz po sitionen lassen sich definierte Eigenschaften zuo rdnen, da die

Sequenzi dentität (75 %) und Se quenzähnlichkeit (83 %) der zugrunde liegenden

Sequenzabschnitte entsprechend groß ist. So ist an Sequenz po sition -1 vo rrangig d ie saure

Amino s äure Aspartat vorhanden, währen d an Po sitio n +2 hydrophobe und ungeladene Reste

(Valin, Iso leucin und Threonin) zu finden sind . An Sequenz po sition +3 liegen b evorzugt

aromatische Reste (Phenylalanin, Tyro sin) und an Po stion +5 (nur bei Konsensu smo tiv 2

vo rhan den) ist meist ein Pro lin vo rhan d en .
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5.3 .2 Die Datenbanksuche mit Hilfe der erstellen Konsensusmotive identifizierte

Calretikulin und Clathrin als physiologische, potentiell GABARAP-bindende

Proteine

Eine BLAST S u che mit den erstellen PSSM s ge gen die Pro teindatenb anken SwissPro t und NCBI

identifizierte die humanen Proteine CHC1 und 2 und CRT als potentiell GABARAP-b ind ende

Pro teine (Tab. 4 .2 und 4 .3) . Dab ei wurde das Motif Alignment und Search Tool (MAST) benutzt,

welches j edem Treffer einen E -Wert zuordnet. Dieser gib t die erwartete Anzahl an Sequenzen in

einer Zufallsdatenbank der gleichen Größe an, d ie mit de m verwendeten Suchmo tiv in dem

gleichen Maß übereinstimmen, wie der j ew eilige Treffer . Som it ist der E-Wert ein M aß für die

Signifikanz des Treffers . Für CHC1 u nd 2 betrug der E-Wert 140 u nd für CRT 72, was eine

niedri ge Signifikanz dieser Tre ffer wiederspie gelt. J e do ch b efand sich CHC unter d en besten zehn

und CRT unter d en besten 5 Hits aller humanen Pro teine auf der MAST-Hitliste.

CHC1 un d CHC2 sin d Is oformen des CHC Pro teins, die 85 % Sequenzidentität aufw eisen.

Während CHC1 ubiqu itin ä r in allen Geweben exp rimiert wird, ist CHC2 in der Skelettmuskulatur

vo rhan den. Es wird vermutet, dass CHC1 un d CHC2 unterschie dliche p h ysi ologische

Funktionen haben (89) . Das zelluläre Pro tein Clathrin besteht aus d rei schweren Ketten (~190

kDa), jede mit einer leichten Kette (~25 kDa) assoziiert (K irchhau sen and Harrison 1 98 1;

Ungewickell and Branton 1 981), die zusammen d as s o genannte Triskelion bilden . Clathrin weist

eine spezielle Winkelung der schweren Kette auf, d ie d ie Unterscheidung in ein „proximales

Segment“, ein „Knie“, ein „distales Segment“, einen „Linker“ und eine „terminale Domäne“

relativ z ur Trimerisierungs domä ne möglich macht (Wilbur et al. 2005) . Strukturelle

Untersuchu ngen der CHC ergaben eine globulär ge faltete am ino terminale Domäne m it eine m

sieb en -strängigen ß-Faltblatt (ter Haar et al. 1998) . Der restliche, vorwiegend lineare Teil des

Pro teins ist mit großer Wahrscheinlich keit eine Superhelix, bestehen d au s alpha -zig zag Elementen

(Ybe et al . 1999) (Abb. 4. 1 3) . Die Betracht un g der CHC Str ukt u r zeigt, d ass die putative

GABARAP-Bindestelle (Am ino säu rereste 5 12 bis 516) sich im Linker-Bereich der schweren

Kette befindet und für eine mögliche Interaktio n m it GABARAP zugänglich wäre . Basierend auf

den Ergebnissen einer analytischen Proteoly se wird die Re gion, in der sich die Amino s äu rereste

5 1 2 bis 516 befinden, als „flexible Linker Region“ b ezeichnet (Kirchhausen et al. 1 987) . Dies lä sst

auf die Möglichkeit einer konformationellen Ä nderung dieses CHC Sequenzbereiches bei der

Bindun g an GABARAP schließen, was die Zugän glichkeit der putativen GABARAP-Bindestelle

möglicherweise erhöht.

D iese unterschei det sich von bisher b e kannten Bindestellen von weiteren CHC Liganden. Es ist

bekannt, dass die globul äre a minoterminale Domäne von CHC Pro teine mit Clathrin - box Mo tiv
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(L (DX(D [DE]) bindet (D steht für große, hydrophobe und X für jede beliebige Aminosäure, die

eckigen Klammern schließen zwei alternativ vorkommende Aminosäuren ein), welches in den

Clathrin Adapterproteinen AP-1, AP-2 und ß -Arrestin vorhanden ist (ter Haar et al . 2000) . Die

aminoterminale Domäne hat zusätzlich eine weitere bekannte Bindungssequenz, das W-box

Motiv (PWXXW), welches in Amphiphysin zu finden ist (Miele et al. 2004) . Aminosäurereste 512

bis 516 befinden sich außerhalb der globulären, N-terminalen Domäne in der Linker-Region von

Clathrin, von der bisher keine Beteiligung an Protein-Interaktionen bekannt ist.

Die CRT Sequenz wird in drei Abschnitte unterteilt : Die N-Domäne (Aminosäure 1 bis 170), die

Prolin-reiche P-Domäne (171-285) und die saure C-Domäne (286-400) . Neben der

Lösungsstruktur eines CRT-Teilkonstruktes, der P-Domäne (Ellgaard et al. 2001), ist bis heute ist

keine NMR- oder Röntgenstruktur von CRT in voller Länge vorhanden. Dagegen konnte die

Struktur der zu CRT (6 bis 332) entsprechende Sequenz des homologen Proteins Calnexin

(CNX) per Röntgenkristallographie gelöst werden (Schrag et al. 2001) . Basierend auf diesen

Daten geht man davon aus, dass CRT eine globuläre, lektin-artige Domäne aufweist, die die N-

und C-Domäne einschließt, während die dazwischen befindliche P-Domäne eine doppelstränge

hairp in-like Faltung aufweist, die eine herausragende, armartige Form zeigt. Das Phagendisplay-

basierte GABARAP-Bindungsmotiv von CRT befindet sich in einem Lösungsmittel-exponierten

Bereich am Übergang von der P- zur C-Domäne. Der dem CRT (182-187) entsprechende

Sequenzbereich von Calnexin ist in der Röntgenstruktur nur partiell vorhanden (Schrag et al.

2001) (Abb . 4 .14) . Es ist jedoch anzunehmen, dass die putative GABARAP-Bindestelle von CRT

(Aminosäurereste 182-187) für eine mögliche Protein-Interaktion mit GABARAP zugänglich ist.

Die hier vorgestellte GABARAP-Bindestelle von CRT überlappt nicht mit bekannten

Bindestellen von anderen CRT Liganden. Die ER-ständige Thiol-Disulfid Oxidoreduktase

ERp57 interagiert mit der äußersten Spitze der P-Domäne (Frickel et al. 2002), die Carbohydrat-

Bindungsgregion liegt in der N-Domäne (Kapoor et al . 2004; Schrag et al . 2001) . Beide

Interaktionen sind von großer Wichtigkeit für die ER-assoziierte Funktion von CRT. Für das

zytosolische CRT wahrscheinlich irrelevant. Die Bindungsstellen der zytosolischen

Interaktionspartner von CRT, wie z .B . Integrine oder Glukokortikoid Rezeptor, sind bisher

unbekannt.
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5.4

	

K lonierung, Expression und Reinigung von CRT

5.4 .1 D ie Klonierung, Exp ression und Reinigung von CRT verliefen erfolgreich

Humanes CRT konnte im Rahmen dieser Arbeit erfo lgreich kloniert, exprimiert und gereinigt

werden (Kap . 3 .2.2) . Es wurde in löslicher Form in E. coli e xprimiert und konnte unter nativen

Bedingungen du rch Affinitätschromatographie an Ni-NTA-Agarose aufgereinigt werden (Abb.

4. 1 7) . Dabei konnte im SDS-PAGE regelmäß ig ein Schmier unter der Band e des CRT Pro teins

beobachtet werden. Dies könnte durch p roteo lytischen Abb au von CRT wä hren d der

Reini gun gsprozedur zustande kommen , konnte jedoch nicht durch Zugabe eines Protease

-Inhibitor- Gemisches verhindert werden, welches vor allem Serin-, Metallo- und C ysteinproteasen

hemmt. Die durchschnittlichen Au s b e u ten lagen d abei zwischen 2 und 3 mg Fusionspro tein pro

g Nasszellgewicht . Der His-tag wurde in später entwickelten Reinigungsschritten anschlie ß end

proteo ly tisch m it Thrombin abgespalten u nd d ie entstehenden Spaltp rodukte m ittels

Größ enausschlusschromatographie voneinan der getrennt (Daten nicht gezeig t) . Alle i m Rahmen

dieser Arbeit durchge führten Experimente fanden jedoch au sschlie ßlich mit His-CRT

Fu sionsprotein statt.

Der Faltu ngszustand des rekombinanten His - CRTs wurd e mittels Circulardichroismus (C D)-

Sp e ktroskopie untersucht . Das resultieren de Sp e ktrum (Abb. 4 . 1 8) zeigt m it einem Minimum bei

208 nm und einer d eutlichen Schulter bei ca . 229 nm eine große Übereinsti mmung mit den

Literaturdaten (Bouvier and Sta ffo rd 2000; O st wald et al. 1 974) . Die Auswertung des Erge bnisses

m it Hilfe des CD-Analy setools CD-P ro lieferte Informationen zu den prozentualen Anteilen der

vo rhan denen Sekun därstrukturelemente . Die in Ta b elle 4 .4 aufge führten CD-P ro Ergebnisse

sti mmen eb enfalls mit d en per CD-Spektro skopie erm ittelten Literaturwerten (Guo et al. 2003)

überein . D abei können kleinere Unterschie d e auf Puffereffekte und/oder das Vorhandensein des

His-tags zu rüc kge führt werden. Die Sekundärstr ukt u ranalyse mittels CD-Sp ektro skopie lä sst

zu sa mmenfassend d arauf schließ en, dass nach der in dieser Arbeit durchge führten

Reini gun gsprozedur nativ gefaltetes CRT vo rlag. B eim Vergleich des CD-Spektrums von frisch

gereinigtem CRT mit dem Spektrums der identischen Probe nach einer Woche zeigt, d ass das

CD-Spektrum nach einer Wo che die gleiche Form aufweist, die Gesamtsignalstärke j edoch leicht

herabgesetzt ist (Abb . 4 . 1 8, gestrichelte Linie) . Dies könnte z.B . durch einen Proteinverlust

aufgrund h yd rophober Wechselwirkung von CRT an d as au s Plastik bestehende Lagerungsge fäß

oder durch partielle D egradation des Proteins zustande ge kommen sein . Das noch vo rhan dene

Pro tein weist j edoch noch die gleichen Sp ektren- Charakteristika auf, wie frisch gereinigtes CRT.
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Dies lässt darauf schließen, dass CRT in 50 mM Natriumphosphat pH 8,0 bei 4 °C innerhalb von

einer Woche konformationell stabil ist.

5.5

	

CRT interagiert mit GABARAP

Eine im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte BLAST-Suche mit einer Phagendisplay-basierten

position-sp ecific scoring matrix (PSSM) gegen die Proteindatenbank NCBI identifizierte humanes CRT

als potentiell GABARAP-bindendes Protein (Kap. 4 .2) . Die anschließend durchgeführten SPR

Messungen, NMR-spektroskopischen Methoden und Pu ldown Analysen dienten zur Verifizierung

dieser Interaktion.

5.5 .1 CRT bindet direkt und hochaffin an GABARAP

Die ersten SPR-Messungen wurden mit kommerziell erhältlichem Kaninchen-CRT (Abcam,

Cambridge) durchgeführt.

Bei Betrachtung der Sensorgramme wird deutlich, dass CRT nur sehr langsam von der

GABARAP-gekoppelten CM5-Chip Oberfläche dissoziiert (Abb . 4.15) . Die Basislinie wird auch

nach verschiedenen Regenerationsschritten nicht wieder vollständig erreicht und steigt nach jeder

Injektion proportional zur Signalstärke der CRT-Bindungskurve an (Daten nicht gezeigt) . Wenn

die Injektion einer bestimmten CRT-Konzentration wiederholt wurde, konnte reproduzierbar

eine Reduktion der Differenz zwischen Basislinie und Maximalsignal bei der jeweils späteren

Injektion beobachtet werden (Abb . 4 .15, *). Dies deutet darauf hin, dass ein Teil des gebundenen

CRT so langsam von der GABARAP-gekoppelten Chipoberfläche dissoziiert, dass zum

Zeitpunkt des folgenden Injektionsstarts die Basislinie noch nicht wieder erreicht war und somit

die Basislinie mit jeder Injektion immer weiter ansteigt . Eine andere Ursache könnte sein, daß ein

Teil des gebundenen GABARAPs nach jeder CRT-Injektion konformationell verändert vorliegt

und keine Bindung von CRT mehr zulässt.

Bei der Ermittlung der kinetischen Parameter wurde daher die Dissoziations- und

Assoziationsrate global gefittet, jedoch für jede Bindungskurve ein separater Rmax -Wert

angenommen. Die kinetischen Raten der GABARAP-CRT Interaktion ergeben mit kon= 1,3 x

104/M s und koff=8,3 x 10-4/s einen KD-Wert von 64 nM. Der X
2 -Wert des Fits beträgt 62 und

gibt damit eine relativ große mittlere Abweichung aller Fit-Datenpunkte zu den entsprechenden

Messwerten an . Dies kann z.B . durch den Datenbereich des jeweiligen Injektionsendes zustande

kommen, da hier die Fit- und Originalwerte die größten Abweichungen zueinander zeigen . In den
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Zeitbereichen vo rher und danach gib t es dagegen eine gute Übereinstimmung der Fit- und

Messdatenwerte, was auf eine gute Zuverlässigkeit der Fit-P ara meter schlie ß en lä sst. D ie koff Rate

lässt auf einen hochstabilen Komplex m it einer Halbwertszeit von 20 min schließen . D am it weist

die CRT-GABARAP-B indung die größ te bisher erm ittelte Affinität fü r j e d e der bei den

Komponenten zu eine m anderen Pro tein oder Pep tid auf. Die Bindungsaffinität von N1 zu

GABARAP ist mit 740 nM signifikant schwächer, als d ie Bindungsaffinität von CRT zu

GABARAP (6 4 nM) . D ies kann entweder auf die vorhandenen Sequenz unterschie de von N1

-Pe p ti d und CRT (1 78- 1 88), oder aber auf tertiäre CRT-Interaktionen mit GAB ARAP

zurückzuführen sein . D ie von F rickel et al . erm ittelte Bindungsaffinität von CRT zu ERp57 zeigt

m it einem KD -Wert zwischen 9 und 1 8 µM und einem koff>1000/s (Fric kel et al. 2002) eine

signifikant schwächere Interaktion. Auch die Bindungsaffinität von CRT zu Glyk anen liegt mit

einem KD-Wert vo n 435 nM un d einem koff=0,1/s (Ka poor et al. 2003) deutlich unter d erj enigen

zu GAB ARAP . Beide Intera ktionen sin d m it der Chapero n -Fun ktion von CRT ass o ziiert . Es

konnte des weiteren gezeigt werd en, dass CRT an nicht-glyko lysierte Peptide und unge faltete

oder ko n formationell zerstö rte Proteine bindet, währen d die entsprechende Intera ktion des

j eweilig nativen Proteins an CRT nicht mehr stattfindet (Saito et al. 1 999 ; Steino et al. 2004) . Im

Gegensatz d az u findet die Interakti on von CRT und GABARAP mit nativ gefaltetem

GABARAP Protein statt . Dies wird bei Betrachtung der entsprechenden NMR- Spektren (Abb.

4. 1 9) deutlich.

Vergleicht man die (1H- 15N)-HSQC-Spektren von GA BARAP vo r und nach Z uga be von N1

-Pe p ti d (Abb. 4 . 1 9, A), s o verändert sich die Lage vieler GABARAP-Res onanzsignale nach der

Bindung des N1 -Pep tides, j e doch ist d ie Signald ispersion b eider Spektren typisch für ge faltete

Pro teine (Dob son and Hore 1998) . Im (1H- 15N)-Spektrum von GABARAP sin d in Anwesenheit

vo n CRT die meisten HN- und N- GABARAP-Res onanzen durch eine drastische

Signalverbreiterung nicht mehr detektierb ar (Abb. 4. 19, B, rote Signale) . Die

Signalverbreiterungen sind erklärbar durch eine Erhöhun g des Mo leku largewichtes von

GABARAP durch CRT-Bindung, was zu einer geringeren B eweglich keit d es Proteins führt,

eventuell auch in Kombination mit einer ungünstigen Dynamik der GABARAP-CRT

-Intera ktio n . D ie Signalverbreiterung der Amidgruppen-Res onanzen zeigt ab er, dass eine Bindung

vo n CRT an GABARAP stattge funden hat . Lediglich schwache Signale der A mi dgruppen-Signale

der Gln/Asn Seitenketten und der carboxyterminalen A mino s äure Leu11 7 konnten weiterhin

detektiert werden, vermutlich weil diese ihre relativ h ohe intrinsische Flexibilitä t im CRT-

GABARAP Komp lex zum Teil behalten . Möglich wäre auch, d ass der Komp lex deutlich größer

ist, als angenommen. Oligomerisierung von CRT wurde in der Literatur mehrfach b eschrieben

(Jorgensen et al . 2003 ; Rizvi et al. 2004) . Andererseits wurden kon formatio nelle
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Austauschphänomene und Linienverbreiterung ebenfalls bei NMR-Spektren der freien CRT-P-

Domäne dokumentiert (Ellgaard et al. 2001) . Es ist daher möglich, dass die Linienverbreiterung

der GABARAP-Resonanzen auch durch konformationelle Austauschphänomene des CRT-

gebundenen GABARAPs zustande kommt . Das Ergebnis dieser NMR-spektroskopischen

Untersuchung beweist, dass GABARAP und CRT in Lösung direkt aneinander binden.

5.5 .2 Rekombinantes CRT bindet an endogenes GABARAP

Die Bindung von endogenem GABARAP an rekombinantes CRT wurde mit Hilfe eines

Pu ldown-Versuches nachgewiesen . Während keine Bindung von endogenem GABARAP an die

ungekoppelte Kontrollsepharose beobachtet werden kann (Abb . 4.20, Spur 2), lässt die

Immunoreaktivität für GABARAP nach der Verwendung von CRT-gekoppelter Sepharose

jedoch auf die Bindung von endogenem GABARAP an rekombinantes CRT schließen (Abb.

4.20, Spur 3) . Im Western Blo t werden dabei zwei Banden mit GABARAP-Immunoreaktivität

detektiert . Es ist daher anzunehmen, dass der im Western-Blot verwendete polyklonale

GABARAP-Antikörper neben GABARAP ein weiteres, zu GABARAP ähnliches, Protein mit

einer anderen Größe bindet . Hierbei kann es sich z .B . um die lipidierte Form von GABARAP

(Tanida et al. 2003 ; Tanida et al. 2006 O ct) handeln . Eine unspezifische Bindung des Antikörpers

an andere Proteine ist unwahrscheinlich, da dieser affinitätsgereinigt war.

5.5 .3 Rekombinantes GABARAP bindet an endogenes CRT

Die Bindung von endogenem CRT an rekombinantes GABARAP wurde mit Hilfe eines Pu ldown

Versuches nachgewiesen. Während keine Bindung von endogenem CRT an die nicht

GABARAP-gekoppelte Kontrollsepharose beobachtet werden kann (Abb. 4.21, Spur 2), lässt die

Immunoreaktivität für CRT nach der Verwendung von GABARAP-gekoppelter Sepharose

jedoch auf die Bindung von endogenem CRT an rekombinantes GABARAP schließen (Abb.

4.21, Spur 3) .
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5.5.4 CRT bindet an nativ gefaltetes GABARAP und kann durch N1-Peptid von

GABARAP verdrängt werden

Im Rahmen dieser Arbeit wurde CRT m it Hilfe eines Phagendis play-basierten Konsensu s motivs

als putativ GABARAP-b ind endes Pro tein identifiziert. Definiert dieses kontinuierliche

Sequenzmo tiv, welches eine groß e Ähnlichkeit zu CRT (1 78- 1 88) aufweist, die Hauptb indestelle

von CRT an GA BARAP, könnte die CRT-GABARAP Intera ktion durch die Zugabe von N1

-Pe p ti d kompetiert werden, d a dieses ebenfalls eine große Ähnlichkeit zu d e m Sequenzmo tiv

besitzt . D ies wird durch die Ergebnisse des (1H- 15N)-HSQC-Experiments und der Pu ldown-

Analyse bestätig t:

Während d ie meisten GABARAP-Amidgrupp enresonanzen im (1H- 15N)-HSQC-Experiment bei

Anwesenheit von CRT eine drastische Signalverbreiterung zeigen und somit nicht mehr

detektierbar sind (Abb . 4. 1 9, B, ro te Signale), führt die Zugabe von N1 -Pep ti d dazu, d ass die

GABARAP-Res onanzen wie der an Intensitä t gewinnen, obwohl die Konzentration von

GABARAP bei diesem Schritt weiter sin kt (16 µM) . Die resultierend en Signale zeigen das für den

aus GABARAP und N1 -Peptid bestehenden Komplex typische HSQC -S p ektrum (Abb . 4. 1 9, B,

schwarze Signale) . Es ist daher anzunehmen, dass CRT an nativ ge faltetes GAB ARAP b indet und

durch N1 -P ep ti d von GABARAP verdrängt werden kann. Analog dazu kann auch im Pu ldown

Experiment die Bindun g von endogenem CRT an rekomb inantes GABARAP durch die Zugabe

von N1 -Peptid kompetiert werden. D ies lässt sich durch eine signifikante Redukti on der CRT

-Immuno reaktivität in Anwesenheit des N1 -Peptids erkennen (Abb . 4.2 1 , Spur 4).

Obwohl allosterische Effe kte nicht ausgeschlo ssen werden können, ist es wahrscheinlich, d ass

sich die CRT-Bindungsstelle partiell oder komplett m it der N1 -B indungsstelle von GAB ARAP

üb erlagert.

5.5.5 D ie GABARAP-CRT Interaktion ist nicht kalziumabhängig

Ca2+ fungiert als zellul äres Signalmolekül, welches Einfluss auf zahlreiche Prozesse, wie z.B .

Sek reti on, Kontraktio n/Relaxatio n, Mo tilität, Stoffwechsel, Pro teinsynthese, -modifikation und -

falt ung, Genexpression, Zellzyk lu s und Apop t ose hat (Michalak et al. 1 999) . CRT ist ein Ca2+

-bindendes Protein, dessen Kon formation und Temperat urstabilitä t Ca2+ -abhängig ist (Gelebart et

al . 2005; Li et al. 200 1 ; Nakamura et al. 200 1 ; Rizvi et al . 2004) . Holas ka et al.. zeigten, dass CRT-

vermittelter nuklearer Expo rt des Glukokortiko id Rezep t ors (GR) Ca2+ -abhängig ist und konnten

s o einen fun ktio nelle Bedeutung der CRT-Ca2+ B indung nachweisen (Holaska et al . 2002) . Über



11 4

eine mögliche Funktion der Ca2+-CRT Interaktion bei der Phagozytose wird spekuliert (Muller-

Taubenberger et al. 2001) . GABARAP interagiert mit PRIP (phoshpholipase C-related inactive

protein), einem Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) assoziierten Protein, welches in die IP3-

vermittelte Ca2+ -Signaltransduktion der Zelle involviert ist (Harada et al . 2005 ; Kanematsu et al.

2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher die Ca2+-Abhängigkeit der CRT-GABARAP

Interaktion mittels SPR-Messungen überprüft (Abb . 4 .22, Tab. 4.5) . Die Bindungsstärke des

CRT-GABARAP Komplexes in Anwesenheit von 10 mM EDTA (K D = 29 nM) und in

Anwesenheit von 5 mM CaCl2 (KD = 23 nM) unterscheidet sich mit einem Faktor von 1,2 kaum.

Daher ist es unwahrscheinlich, dass Ca2+ eine physiologische Relevanz für die CRT-GABARAP

Interaktion hat.

Der hier ermittelte KD-Wert der CRT-GABARAP-Interaktion in Anwesenheit von 10 mM

EDTA (29 nM) sollte dem in Kapitel 5 .5.2 diskutierten KD -Wert (64 nM) entsprechen . Beide

Werte unterscheiden sich um den Faktor zwei, was keinen signifikanten Unterschied der

Bindungsaffinität darstellt, da z .B . Fehler bei der Proteinkonzentrationsbestimmung das Ergebnis

beeinflussen können . Zudem handelt es sich hierbei um das rekombinante, humane CRT,

welches sich z .B . durch die Lokalisation des His-Tags von dem Kaninchen-CRT unterscheidet.

Mit einem KD-Wert im zweistelligen nanomolaren Bereich kann hier das Ergebnis der in Kapitel

4.3 .1 beschriebenen Messreihe bestätigt werden.

5.5 .6 CRT (178-1 88) bindet direkt an GABARAP

Zunächst wurde die Bindungsaffinität des 11mer P e p ti des CRT (178-188) an GABARAP mittels

SPR bestimmt. Die Sensorgramme der entsprechenden Messreihe zeigen eine gute

Reproduzierbarkeit und keine Störanfälligkeit durch Artefakte (Abb. 4.23) . Die kinetischen

Parameter für Assoziations- und Dissoziationsphase ließen sich aufgrund von ungünstigen

Kinetiken nicht quantitativ bestimmen. Daher wurde die Bindungskurve der CRT (178-188)-

GABARAP Interaktion anhand der gemittelten Signalintensitäten der „steady state“ Phase der

einzelnen Injektionen erstellt . Es resultiert eine Dissoziationskonstante von 12 µM für die CRT

(178-188)-GABARAP Interaktion, die sich somit nicht signifikant zu der Bindungsstärke von

N1-Peptid an GABARAP (KD =8,6 µM) unterscheidet. Dies ist nicht erstaunlich, wenn man die

hohe Sequenzidentität von N1-Peptid und CRT (178-188) von ca . 50 % betrachtet (Abb . 5 .1) .
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Abbildung 5 .1: Die Aminosäuresequenzen der Peptide N1 und CRT (178-188) zeigen 50 %
Sequenzi dentit ät. In beiden Peptiden identische Aminosäuren sind fettgedruckt hervorgehob en.

Weiter kann geschlussfolgert werden, dass die hohe Bindungsaffinität von CRT (volle Länge) an

GABARAP im Vergleich zu der CRT (178-188)-GABARAP Bindungsaffinität durch zusätzliche

Kontakte von CRT zurückzuführen sein muss, die ausserhalb des CRT (178-188)-

Peptidbereiches liegen . Wie bereits in Kapitel 4 .1 .4 ausgeführt, gehören die im Rahmen dieser

Arbeit vorgestellten Peptid-GABARAP-Interaktionen mit KD-Werten im einstelligen bis

niedrigen zweistelligen mikromolaren Bereich zu den affinsten aller bisher untersuchten Peptid-

GABARAP-Interaktionen (Tab . 5 .1) .
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5.5 .7 Kartierung der CRT (178- 1 88)-Bindestelle von GABARAP

D ie CRT (1 78- 1 88)-GABARAP-Interaktion wurde weiterhin mittels (1 H-15N) -HSQC-Titrations-

Experiment untersucht, um d ie Bindung b eider Komponenten in Lösung nachzuweisen und eine

Kartierung der CRT (1 78- 1 88) Bindungsstelle an GABARAP zu ermöglichen (Abb. 4.24) . Dies

stellt eine praktikable Alternative zu NMR- sp ektro s kopischen Untersuchun g des Gesamtp ro teins

CRT dar, nach dessen Bindu ng an GABARAP keine Amidgrupp enresonanzen im (1H -15N)-

HSQC -Experiment mehr dete ktierbar sin d (Abb . 4.24, B, ro te Si gnale).

Nach der Zugabe von CRT ( 1 78- 1 88) sind für die meisten GAB ARAP-Ami dgruppen-

Res onanzen (ca. 90 %) Änderun gen der chem ischen Verschiebungen und/oder

Signalverbreiterungen z u beobachten. D abei können pH -Effekte ausgeschlo ssen werden, da die

pH -Werte der GABARAP- und der P e p ti dlö s ung vor den Messungen genau eingestellt wurden.

Bei der Bindung des 11mer Peptids CRT ( 1 78- 1 88) an GABARAP ist es unwahrscheinlich, d ass

s o viele GABARAP-Reste dire kt an der Interaktion b eteiligt sind . Es ist daher nicht sinnvoll, alle

betroffenen Resonanzsignale bei der Kartier un g der CRT (1 78-1 88) B in destelle an GAB ARAP

m it einzubeziehen. S o wurden nur diej eni gen ausgewählt, d ie nach dem letzten Titrati onsschritt

durch Si gnalverbreiteru ng nicht mehr dete ktierbar und somit am stärksten betroffen sind. Dabei

wurden 19 Reste berücksichtigt, d ie in mehreren benachbarten Regionen d er GABARAP-

Oberfläche lie gen (Abb. 4.26) . Diese lie gen analog zu der in Ka pitel 4 . 17 dargestellten

GABARAP-N1 Pe p tid Interaktion vorrangig im Bereich der GABARAP-

Sekundärstrukturelemente a3, ß 1 und ß 2 (Abb . 4.25).

Basierend auf den Ergebnissen der GABARAP-Titration m it CRT ( 178- 1 88) Peptid kann keine

exa kte Kartierung der CRT (1 78- 1 88)-Bindungsstelle an GAB ARAP vorgenommen werden, da

die Zahl der betroffenen GABARAP-Resonanzsignale b ei d er Bindung von CRT (1 78- 1 88)

höher ist als zu erwarten wäre, wenn nur die d irekt an der Peptidb indung beteilig ten GABARAP-

Amino s äurereste eine Ä nderung ihres Amidgruppen Res onanzsignals im (1 H- 15N) -HSQC-

Titrations -Experiment zeigen würden. Der mögliche B ereich der Peptidb indung kann j e doch

eingeschränkt werden, in d em nur die von der B indung am stä rksten betroffenen GABARAP-

Res onanzseignale berück sichtigt werden . D ie Definition der am stärksten betroffenen Reste

erfolg te über d en Dete ktionsverlust des ents p rechenden Res onanzsignals im (1H -15N) -HSQC

Sp e ktrum s.

D ie Ergebnisse der CRT (1 78-1 88)-GABARAP (1H - 15N) -HSQC Titration werden bei einem

Vergleich mit den Res ultaten der GABARAP-Titratio n mit N1 -Peptid (Kap. 4 . 1 .5) unterstützt, da

eine große Übereinstimmung mit der hier vorgeschlagenen GABARAP-B indu ngsregion für CRT
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( 1 78- 1 88) zu sehen ist. D ies kann z. B . auf die hohe Sequ enzi dentität von N1 -Peptid und CRT

( 1 78- 1 88) von ca. 50 % zurüc kzuführen sein (Abb. 5 .1) . Knight et al . untersuchten die

Intera ktion verschiedener Peptide (y2L [394-4 11], Teile des Carboxy terminus von Tubulin und

zufällig ausgewählte Peptide, für welche keine Interaktio n mit GABARAP b e kannt ist) zu

GABARAP . D iese unterschieden sich in ihrer Sequenz u n d ihren Ladungseigenschaften . Bei der

Bindun g aller Peptide an GABARAP konnten auch hier strukturell spezifische Effekte auf die

GABARAP- Sekundärstrukturelemente ß2 und a3 b eobachtet werden(Knight et al. 2002), was die

Ergebnisse der GABARAP-Titration mit N1 -Pep tid ebenfalls unterstü tzt. Alle bisher

untersuchten Peptide bind en d a m it an einen ähnlichen B ereich der GABARAP-Oberfläche.

Interessanter Weise üb erlappt diese Region mit homo logen Resten des Hefepro teins Atg8, die für

eine fun ktionelle Autop hagozytose in Hefe wichtig sind (Na katogawa et al . 2007) . D iese Reste

sind in MAP-LC3 un d GABARAP konserviert . Es kann daher vermutet werd en, dass die

Intera ktion vo n phy siologischen Ligan den an die hier vorgeschlagene Regio n der GABARAP-

Oberfläche eben falls essentiell fü r seine zelluläre Funktion (z . B . Beteili gun g an A utophago zy to se,

Endozy tose, Rezepto rtransport) ist.

D ie Austauschrate zwischen freiem und gebu n denem Zustan d eines z u untersuchenden Pro teins

im HSQC - Exp eri ments im Vergleich zu der D ifferenz der chem ischen Verschiebu ng zwischen

den Res onanz -Frequenzen des z u b eobachteten Kerns gib t Aus kunft über die Bindung sstärke der

untersuchten Interaktion. D ie Bindung sstärke der CRT (1 78- 1 88)-GABARAP-Interaktion kann

anhand der (1 H- 15N) -HSQC-Titrations -Experimente auf einen KD im einstellig mikromolaren

Bereich abgeschätzt werden, was m it den Erge bnissen der SPR-M essung (K a p. 4.3 .7)

übereinstimm t.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit unterschiedlichen Method en gezeigt werden, d ass

GABARAP eine h ohe Bindung saffinität (29 bis 6 4 nM) z u CRT besitzt.
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5.5 .8 Mögliche Relevanz der GABARAP-CRT-Interaktion

CRT ist ein multifunktionales, Lektin-artiges 46 kD a Pro tein, welches am besten als Ca2+

-abhängiges Chaperon des Endoplasmatischen Retikulums (ER) b ekannt ist (Michalak et al. 1 999).

Es ist Regulator des Ca2+ Haushalts und hat eine wichtige Funktio n bei der Regulier ung von

Ca2+-abhängigen Signaltransduktionswegen . Eine groß e Zahl an physio logischen und

patho logischen Effekten ist mit CRT asso ziiert, manche davon auch außerhalb des ERs (Dedhar

1 994; Johnson et al . 200 1 ) . CRT bindet an ein konserviertes Se quenzmo tiv in der

zytoplasmatischen Domäne der a-Untereinheit von Integrinen (Rojiani et al. 199 1) und zeigt

Effekte auf Zelladhäsion (C oppolino et al. 1997) . Es ist ein Rezeptor für nuklearen Export

(H olas ka et al. 200 1) und moduliert Genexp ressio n (D e dhar 1994) . Kürzlich ko nnte die

Retrotranslokation von CRT vom ER in das Zyto s ol nachgewiesen werden (A fshar et al. 2005).

D ies zeig t, dass CRT in der Lage ist, zelluläre Komp artimente zu wechseln u nd dass das

zyto s olische CRT aus dem ER-ständ igen Pool entsteht. D iese Retro translok ati on findet nicht über

den für ungefaltete Pro teine üblichen „ER-A ssociatedDeg radation“ (ERAD)-Weg (Tsai 2002) statt.

GABARAP ist Teil einer Proteinfamilie, die in vesi ku l äre Transportp rozesse, z .B . Trans po rt d es

GABAA-Rezep tors, involviert ist . Obwohl b isher keine experi mentellen Daten vo rliegen, d ie den

Effekt der GABARAP-CRT Interaktion auf den Transport und die Oberflächen-Expression des

GABAA-Rezep tors demonstrieren, lässt die hohe Bindungsaffinität des GABARAP-CRT

Komple xes einen funktionellen Zu sammenhang zwischen CRT und d em GABAA

-Rezeptortransport oder -lokalisierung vermuten . In der Tat interagieren bei de Proteine mit

Integrinen. Dies sind heterodi mere Transmembranproteine, die Zelladhäsion vermitteln . Sie sin d

wichtig bei der S ynap togenese und bei der Modulierung der synap tischen Plastizitä t (Cle gg et al.

2003) . Alle bekannten a-Untereinheiten der Integrin Pro teinfamilie weisen ein stark konserviertes

Sequenzmo tiv (KxGFFKR) auf, welches benachbart zur Transm emb randomäne im Zyto s o l lieg t.

CRT b indet an das entsp rechende Pep tidfragment (Roj iani et al. 1 99 1), wird m it a3ß1-Integrinen

zu sa mmen gereinigt (Leung-Hagesteijn et al. 1994) und ist ein essentieller Modu lator von

Zelladhäsion (C oppolino et al . 1 997) . a3ß1-Integrine kolok alisieren mit GABAA-Rezeptoren und

unterd rüc ken Langzeit-Po tenzierun g von GABAA-Rezeptor Empfindlichkeit an inhib itorischen

Syna p sen auf zereb ellaren Purkinj e -Neuronen (Kawaguchi an d Hirano 2006).

Neben dem Kontext d er Integrine gibt es weitere Hinweise auf eine B eteiligung von CRT an der

s yna p tischen P lastizitä t. Langzeit Sensibilisierung straining in Ap lysia hatte eine erhö hte

Expressionsrate von CRT z ur Fo lge (Kennedy et al. 1 992) . CRT ist ein vo rgeschalteter Regulator

der Ca2+ /Calmodulin-abhängigen Pro tein Pho s phatase Calcine urin (CaN) (Lynch and Michalak

2003) . D iese ist ein Regulator von neu ronaler P lastizität und hat Einfluss auf Kurz- und
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Langzeiteffekte von neuronaler Reizbarkeit und Funktion (Groth et al . 2003 ; Mansuy 2003).

Langzeit Depression (LTD) von GABAerger Abschwächung wird durch CaN vermittelt (Gaiarsa

et al . 2002; Lu et al. 2000 ; Wang and Stelzer 1996) . CaN interagiert direkt mit GABAA

-Rezeptorenund ist in die Vermittlung von Langzeit Depression an CA1 inhibierenden Synapsen

involviert (Wang et al. 2003) . Diese Interaktion findet mit den Resten 317-332 des

zytoplasmatischen TM3/TM4 Loop s der GABAA-Rezeptor y2 Untereinheit statt . GABARAP

bindet gleichfalls an die y2 Untereinheit des GABAA-Rezeptors, jedoch an die Reste 389-411 des

zytoplasmatischen Loops. Es kann daher spekuliert werden, dass GABARAP zytosolisches CRT

in räumliche Nähe von CaN bringen könnte.

CRT ist in zytosolische Ca2+-Signalwege involviert. CRT-defiziente Zellen haben einen gestörten

Integrin-vermittelten Einstrom von extrazellulärem Ca2+ (Coppolino et al. 1997) . Eine weitere

Studie zeigte, dass der Bradykinin-induzierte Ca2+-Ausstrom in CRT-defizienten Zellen inhibiert

ist, obwohl die direkte Aktivierung von IP 3-Rezeptoren mittels IP3 immer noch funktional ist

(Nakamura et al. 2001) . Die Beteiligung von CRT an IP3 -abhängigem Ca2+-Ausstrom wurde

seiner Chaperonfunktion bei der Bradykininrezeptorfaltung zugeschrieben, da bekanntlich die

Abwesenheit von CRT die generelle Qualitätskontrolle des sekretorischen Wegs beeinträchtigt

(Knee et al . 2003) . Das GABARAP-assoziierte Protein PRIP-1 (Kanematsu et al. 2002) ist ein

IP3 -bindendes Protein. Es wird vermutet, dass es IP 3 gegen ansonsten schnell stattfindende

Hydrolyse schützt und so an der Regulierung IP3-vermittelter Ca2+-Signaltransduktion beteiligt ist

(Harada et al. 2005) . Daher könnte GABARAP das zytosolische CRT in PRIP-1-modulierte IP3

-vermittelte Ca2+-Signaltransduktion einbinden.

Die wahrscheinlich offensichtlichste Interpretation der physiologischen Relevanz der

GABARAP-CRT-Interaktion ist mit den Ubiquitin-ähnlichen Eigenschaften von GABARAP

assoziiert. Wie SU MO oder Ubiquitin gehört GABARAP zu den ubiquitin-like modifiers (UBL),

die als Sortierungssignale bei Transportprozessen bekannt sind . Sie verändern die

Bindungseigenschaften ihres Zielproteins und können somit deren subzelluläre Lokalisierung

beeinflussen (Seeler and Dejean 2001), oder ermöglichen die Interaktion des Zielproteins an

Transportproteine (Schwartz and Hochstrasser 2003) . Während SUMO und Ubiquitin

ausnahmslos an Proteine binden, sind die Zielmoleküle von GABARAP Lipide . Dies spiegelt sich

auch in der subzellulären Verteilung von GABARAP wieder, welches in der Zelle an

membranösen Strukturen lokalisiert vorliegt und so als vesikuläres Transportsignal fungieren

könnte . Es könnte als Vesikel-assoziiertes Protein die Rekrutierung von weiteren Faktoren

ermöglichen, die für die entsprechenden Transportvorgänge notwendig sind, z .B. zytosolisches

CRT .
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Des Weiteren b leibt die Frage zu beantworten, ob CRT si multan oder kompetitiv mit der Reihe

vo n bekannten GABARAP-bind enden Proteinen, z .B . PRIP- 1 , NSF od er dem GABAA-Rezep to r

an GABARAP bindet. Auch wenn die Interaktion von GAB ARAP zu CRT nicht Ca2+-ab h ängig

ist, bleib t außerdem zu bedenken, dass mit der Rek ru tierung von CRT ein Ca2+-b indend es und -

sensitives Protein in vesiku l ä re Transportvorgän ge m it einbezogen wird und dieses somit als

potentieller E ffe kto r bei Ca2+-Signalg ebung in GABARAP-vermitteltem vesi kulärem Transport

fungieren kann . CRT hat eine Ca2+-B indestelle mit einer Bindung saffinität (KD) vo n 6 µM (Martin

et al. 2006), die dam it in einem B ereich liegt, der ggf. die Regulierung durch physi ologisch

relevante Konzentrationen von zy to solischem, freie m Ca2+ möglich macht, die üb licherw eise

zwischen 0, 1 und 1 0 µM liegt . Die Ca2+ -abhängigkeit der CRT-B indu ng zu anderen ER-Pro teinen

wird in der Literatur beschrieben (Corbett et al. 1999) . CRT interagiert dire kt mit de m

Glukokortikoid-Rezepto r und der CRT-vermittelte nukleare Expo rt des Glukokortikoid-

Rezeptors ist in der Tat Ca2+-abhängig (Holas ka et al. 2002).

Der GABARAP-verm ittelte Einbezug von zyto solische m CRT bei Vorgängen, die sich auf die

s ynap tische Plastizitä t auswirken, PRIP- 1 -modulierte IP3 -vermittelte Ca2+- Signaltransduktion und

vesi kuläre Transportvo rgänge ist zurzeit sp e kulativ, stellt aber eine Grundlag e d ar, die die

Entwick lung exp erimenteller Strategien zur Unters uchung der phy sio logischen B e deutung dieser

Intera ktio n möglich macht .
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5.6

	

Untersuchung der MAP-LC3b – CRT Interaktion

CRT wurde im Rahmen dieser Arbeit als GABARAP-bindendes Protein identifiziert. Mittels SPR

Analyse sollte getestet werden, ob CRT neben GABARAP auch andere Proteine der MAP-LC3

Proteinfamilie bindet. Diese besteht neben GABARAP aus sechs Proteinen, deren

Sequenzidentitäten zu GABARAP zwischen 30% und 87% liegen. Obwohl die Sequenzidentität

von MAP-LC3b zu GABARAP nur bei ca . 31% liegt, wurde zunächst dieses stellvertretend für

die MAP-LC3 Proteinfamilie ausgewählt, um eine mögliche Bindung zu CRT zu testen, da es in

die Autophagozytose involviert (Kabeya et al . 2004) und funktionell gut untersucht ist.

5.6.1 D ie Klonierung, Exp ression und Reinigung von MAP-LC3b verliefen erfolgreich

Nach der erfolgreichen Klonierung von MAP-LC3b in den eukaryotischen Expressionsvektor

pET15b_kombi, konnte das MAP-LC3b Protein mit einem aminoterminalen His-tag in löslicher

Form in E.coli exprimiert werden . Der erste Reinigungsschritt fand über Ni-NTA-Agarose statt,

wobei MAP-LC3b bei ca . 50-100 mM Imidazol eluierte (Abb . 4.28) . Die Spaltprodukte des

anschließend stattfindenden proteolytischen Verdaus und Thrombin wurden im zweiten

Reinigungsschritt über Größenausschlusschromatographie erfolgreich voneinander getrennt, so

dass MAP-LC3b anschließend in einer Reinheit von >95% vorlag (Abb . 4.29) . Die

Proteinausbeuten lagen mit ca . 4 mg pro g Nasszellgewicht in einem Mengenbereich, der die

Durchführung aller im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Experimente ermöglichte. Mittels

NMR-Spektroskopie wurde die Proteinfaltung von MAP-LC3b nach dieser Reinigungsstrategie

überprüft. Das resultierende (1H-15N)-HSQC-Spektrum zeigt eine für das gefaltete MAP-LC3

Protein typische Dispersion der HN- und N-chemischen Verschiebung (Abb. 4 .30) (Kap. 7 .4)

(Kouno et al . 2004).

5.6.2 CRT bindet nicht an MAP-LC3b

Die SPR-Bindungsexperimente mit MAP-LC3b und CRT wurden analog zu den Messungen mit

GABARAP und CRT (Kap. 4.3 .1) durchgeführt . Dabei konnten die Kopplungs- und

Messbedingungen übernommen werden. Die CRT-MAP-LC3b Bindung ist im SPR-Experiment

bis zu einer CRT- Konzentration von 7,5 µM nicht sättigbar (Abb . 4 .31) . Dies lässt auf eine
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D iss o ziationskonstante von über 3 µM schließen, falls üb erha upt eine Bindung stattfindet. Bei

der Kopplung von ca . 2000 RU MAP-LC3b auf den CM5-Chip liegt das the o retische

Max i malsignal der CRT-B indung - ausgehen d von einer bimo lekularen Intera ktion - bei ca . 6 000

RU. B ei der vorliegenden Messreihe entspricht das Signal der höchsten CRT-Konzentrati on (7,5

µM) ca . 20 RU u nd liegt somit weit unter dem erwarteten M aximalwert. Auch im Vergleich z u

der in Kapitel 4.3 . 1 gezeig ten GABARAP-CRT Messreihe sin d die Signale der MAP-LC3b-CRT

Intera ktio n signifikant kleiner. D ies kann durch Inhomogenit ä t des auf den CM5-Chip

ge kopp elten MAP-LC3b zustande kommen, wenn z .B . nicht alle Mole kü le für d ie Bindung von

CRT zugänglich sin d oder ein Teil des ge kopp elten Proteins konfo rmationell ver ä ndert vorliegt.

And ererseits kann sp ekuliert werden, dass CRT nicht oder nur sehr schwach an MAP-LC3b

bindet.

5.6 .3 CRT (178-1 88) bindet nicht an MAP-LC3b

D ie SPR-Bindun gsexp erimente wu rden mit einem MAP-LC3-gekoppelten CM5-Chip und CRT

( 1 78- 1 88) durchge führt, da CRT ( 1 78- 1 88) im Gegensatz zu CRT in höheren Konzentrati onen

löslich ist . Es wurden ma ximal 100 µM CRT (1 78- 1 88) verwendet, wobei das resultierende

Bindun gssignal einen Ausschlag von ca. 20 RU zeigte (Abb . 4.32, A) . D ie Bindun gskurve zeigt bis

zu dieser Konzentratio n keine vollständ ige Sä ttigung d er Bindung (Abb. 4 .32, B) . Der

entsprechende KD-Wert liegt fo lglich bei über 40 µM, falls überhaupt eine Bindung statt findet.

Bei der Kopplung von ca . 2000 RU MAP-LC3b auf den CM5-Chip kann (unter Annahme einer

bimo lekularen Intera ktion von CRT ( 1 78- 1 88) mit MAP-LC3b) the oretisch ein Max imalsignal

von ca . 200 RU erreicht werden. Auch hier liegt das Signal weit unter de m the oretischen

Max i malwert. B ei der SPR-Messreihe vo n CRT (1 78- 1 88) mit einem GABARAP-gekopp elten

CM5-Chip konnte d age gen mit 70 RU bei 100 µM CRT (1 78- 1 88) ein deutlich höherer Wert

erreicht werden. Wie bereits in Kapitel 5. 6 .2 ausge führt, kann dies durch Inhomogenit ä t des auf

den C M5-Chip gekopp elten MAP-LC3b zu stan de kommen. Es ist j e doch wahrscheinlich, d ass

keine oder eine nu r sehr schwache Bindung von CRT ( 1 78-1 88) an MAP-LC3b stattfindet.

D ies macht d eutlich, dass CRT nicht an alle Proteine d er MAP-LC3 F am ilie b indet, s ondern eine

sp ezifische Intera ktion zu GABARAP zeigt. D ie Untersuchung der Bindung von CRT an weitere

GABARAP-homo loge Proteine kann weitere Hinweise auf eine mögliche Funktio n der

GABARAP-CRT Interaktion liefern muß in Zukunft noch verifiziert w erd en .
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5.7

	

CHC interagiert mit GABARAP

Eine im Rahmen dieser Arbeit du rchgeführte B LAST-S uche mit einer Phagendis p lay-basierten

position-sp ecific scoring matrix (PSSM) gegen die Proteindatenbank Swiss Pro t identifizierte humanes

CHC als potentiell GABARAP-bindendes Pro tein (K a p . 4 .2) . D ie anschließ end durchge führten

Pu ldown-Analysen und NMR- s p e ktros kop ischen M essungen dienten zur Verifizierung dieser

Intera ktio n.

5.7 .1 Rekombinantes GABARAP bindet an endogenes CHC

Zunächst wu rd e die B indung von rekombinantem GA BARAP an endogenes CHC mittels

Pu ldown-Analyse untersucht . Bei der B indung von endogenem CHC an d ie nicht GABARAP-

ge kopp elte Kontrollsepharose konnte ein schwaches Signal b eobachtet werden (Abb. 4.33, Spur

2) . D ies kann auf eine unspezifische Wechselwirkung von CHC mit dem Säulen material

zurückzuführen sein . Dagegen lässt eine signifikant stärkere Immuno reaktivitä t für CHC nach

der Verwendung von GABARAP-ge kopp elter Sepharose auf d ie B indung von endogenem CHC

an rekombinantes GAB ARAP schließen (Abb . 4.33, Spur 3).

5.7 .2 Die GABARAP- CHC Bindung lässt sich im Puldown-Experiment durch CRT

kompetieren

D ie B indung von endogenem CHC an rekombinantes GAB ARAP kann im Pu ldown-Versuch

durch die Zugabe von CRT komp etiert werden . Dies zeig t sich in einer drastischen Abnahme der

CHC Immuno reaktivität, wenn de m Vers u chsansatz CRT z uge geben wird (Abb. 4 .33, Spur 4).

Es wird d eutlich, d ass CRT und CHC um die B indung zu GABARAP konkurrieren und nicht

gleichzeitig m it GABARAP intera gieren können. Dies unterstützt d ie Ergebnisse der

Phagendisplay-basierten Konsensusmotiverstellung und BLAST-Suche, d a d ie dort

vo rhergesag ten, putativen GABARAP-Bindungsstellen von CRT un d CHC eine große

Ähnlichkeit zueinan der zeigen (Abb . 5.2) und s omit eine B indung an d ie gleiche Re gion der

GABARAP-Oberfläche wahrscheinlich ist.
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Abbildung 5 .2: Die Aminosäuresequenzen der Peptide CRT (178-188) und CHC (510-522) zeigen eine
S equenzidentität von über 30 %. In beiden Pep tiden identische Am inos äuren sind fettged ruckt hervorgehoben.

D ie Signalstärke der CHC-Immun o reaktivität wird b ei diesem Versuch sogar no ch unter

diej enigen der Ne gativkontrolle reduziert (Abb . 4.33, Spur 2 und 4) . Es kann daher s p e kuliert

werden, dass weniger CHC durch unsp ezifische Bindung an das Säulen material gebund en werden

kann, d a die verwen dete Säule GABARAP-gekoppelt ist u n d s omit weniger Säulen material

zugänglich ist.

5.7 .3 Kartierung der CHC (510-522)-Bindestelle von GABARAP

Um die B indung von CHC (5 1 0-522) und GABARAP in Lö s ung nachzuweisen und eine

Kartierung der CHC (510-522)-B indestelle an GABARAP z u ermöglichen, wu rden (1H - 15N) -

HSQC -Titrati ons-Exp erimente du rchgeführt. Nach der Zugab e von CHC (5 1 0-522) sin d für die

meisten GAB ARAP-Res onanzen eine Änd erung der chem ischen Verschiebung u nd/oder eine

Signalverbreiterung zu beobachten (Abb. 4.34) . Dabei können pH -Effekte ausgeschlossen

werden, da die pH -Werte der GABARAP- und der Pe p tid lö su ng vor den Messungen gena u

eingestellt wurden . B ei der Bindung des 13mer Pep tids CHC (5 1 0-522) an GABARAP ist es

unwahrscheinlich, dass so viele GABARAP-Reste d irekt an der Intera ktion b eteiligt sind. Daher

wäre es nicht sinnvo ll, alle betroffenen Resonanzsignale bei der Kartierung der CHC (51 0-522)

Bindun gsstelle an GABARAP m it einzubeziehen . Es wurd en nur diej enigen aus gewählt, d ie nach

dem letzten Titrationsschritt durch Signalverbreiterung nicht mehr detektierb ar un d s omit am

st ärksten betroffen sind. D abei han delte es sich um 1 7 Reste, die in mehreren benach b arten

Regionen der GABARAP-Oberfläche lie gen (Abb . 4.36) . D iese liegen analog zu der GABARAP-

N1 -(Kap . 4. 1 .5) und GABARAP-CRT-(178- 1 88) (Kap . 4 .3.8) Peptid-Interaktionen vor allem im

Bereich der GABARAP- Sekundärstrukturelemente ß2 u n d a3 (Abb . 4 .35).

Anhand der NMR-Titration von GABARAP mit CHC (5 1 0-522) kann die GABARAP-

Bindun gsstelle von CHC (5 1 0-522) nicht eindeutig kartiert werden, da die Zahl der betroffenen

GABARAP-Res onanzsignale bei der Bindung von CHC (5 1 0-522) höher ist als zu erwarten wäre,

wenn nur die d irekt an der Peptidb indung beteiligten GABARAP-Amino säurereste eine

Än d erung ihres Am idgrupp en Res onanzsignals im (1H - 15N) -HSQC -Titrati ons-Exp eriment zeigen

würden . Der mögliche Bereich der Pep tidbindung k ann jedoch eingeschränkt werden, in dem nur
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die von der Bindung am stärk sten betroffenen GAB ARAP-Ami dgruppen-Res onanzen

berück sichtigt werd en . D a b ei wird die Annahme zugrun de gele g t, d ass d ie stärker betroffenen

Res onanzen n äher an der CHC (5 1 0-522) Bindungsstelle lokalisiert sind, als weniger stark

betroffene . D ie Definition der am stärksten betroffenen Reste er folg te über d en

Dete ktionsverlust des entsprechenden Resonanzsignals i m (1 H-15N) - HSQC Spektrums.

D ie Ergebnisse der CHC (5 1 0-522)-GABARAP (1H - 15N) -HSQC Titration werden vo n d en

Ergebnissen der GABARAP-Titrati on mit N1 -P ep ti d (Kap . 4 . 1 .5) u n d GABARAP-CRT (178-

188) Pep tid (K ap. 4.3 .8) unterstü tzt, da eine große Übereinstimmung mit der hier

vo rgeschlagenen GAB ARAP-Bindun gsregion für CHC (5 1 0-522) P e p tid zu sehen ist. Wie in

Kapitel 4 . 1 .5 bereits erwähnt, untersuchten Knight et al. die Intera ktion verschie dener Peptide

(y2L [394-4 11], Teile des Carboxy terminus von Tubulin und zufä llig au sgewählte Peptide, für

welche keine Interaktion mit GABARAP bekannt ist) zu GABARAP, welche sich in ihren

Sequenzen und ihren Ladungseigenschaften unterschie den. Auch hier ko nnten b ei der Bindung

aller Peptide an GABARAP strukturell spezifische Effekte auf d ie GABARAP-

Sekundärstrukturelemente ß2 un d a3 beobachtet werden (Knight et al. 2002) . Damit binden alle

bisher untersuchten Peptide an einen ähnlichen B ereich der GABARAP-Oberfl ä che.

Interessanter weise üb erlappt diese Regi on mit homologen Resten des Hefeproteins Atg8, die für

eine fun ktionelle Autop hagozytose in Hefe wichtig sind (Na katogawa et al . 2007) . D iese Reste

sind in MAP-LC3 un d GABARAP konserviert . Es kann daher vermutet werd en, dass die

Intera ktion vo n phy siologischen Ligan den an die hier vorgeschlagene Regio n der GABARAP-

Oberfläche ebenfalls essentiell für seine zelluläre Funkti on (z .B . Beteiligung an Prozessen der

Autophagozy tose, Endo zytose, Rezep to rtranspo rtvorgänge) ist. Abbildung 5.3 zeigt

zu sa mmenfassend die vo n der j ew eiligen P eptidbindung am stärksten beeinflussten Regionen der

GABARAP-Ob erfläche für alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Peptide.
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Abbil dung 5 .3: Die drei Peptid e N1, CRT (178-188) und CHC (510-522) binden an die gleiche Region d er
GABARAP-Oberfläche. Oberflächendarstellung von GABARAP (PDB Code 1kot). Aminosäurereste, deren
Amidgruppen-Resonanzen im (1H-15N)-HSQC-Experiment von der B in dung des N1-Peptides (A), CRT (178-188)
(B) oder des CHC (510-522)-Peptides am stärksten betroffen waren, sind rot eingefärbt. Die Abbildung wurde mit
Hilfe der Software „MOLecule analysis and MOLecule display“ (MOLMOL) erstellt.

D ie Austauschrate zwischen freiem und gebu n denem Zustan d eines zu untersuchenden Pro teins

im (1H -15N) - HSQC-Exp eriments im Vergleich zu der Differenz der chemischen Verschiebung

zwischen den Resonanzfrequenzen der zu b e obachteten HN und N -Kerne im freien zum

ge bundenen Zu stan d gibt Auskunft über d ie Bindung sstärke der unters uchten Intera ktion. Die

Bindun gsstä rke der CHC (5 1 0-522)-GABARAP-Intera ktio n kann anhand d er (1 H-15N) -HSQC-

Titrations -Experimente auf einen KD im einstellig mikromolaren Bereich abgeschätzt werd en.

D ies ko nnte b isher aufgrund der schlechten Peptidlöslichkeit nicht mit anderen Methoden

verifiziert werden.

Wie bereits in Ka p itel 4. 1 .4 ausge führt, gehören die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten

P e p ti d-GABARAP-Interaktionen mit KD -Werten im einstelligen bis niedrigen zweistelligen

m ik romo laren Bereich zu den affinsten aller bisher untersuchten Peptid-GABARAP-

Intera ktionen (Tab . 5 . 1 )
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Tabelle 5 .1: Übersicht über B in dungsaffinit ätenverschiedener GABARAP-Peptid-Interaktionen
Peptid Sequenz/Quelle Dissoziations-

konstante
Untersucht von

1 RHGRIHIRIAKMD,
human, y 2L

>100-200 µM (Knight et al. 2002)

2 RTGAWRHGRI H I RIAKMD,
human, y 2L

>100-200 µM (Knight et al. 2002)

3 EGEGEEEEGEEY,
Schwein, a -Tubulin

100-200 µM (Knight et al. 2002)

4 EQGEFEEEGEED EA,
Schwein, (i -Tubulin

100-200 µM (Knight et al. 2002)

5 DVRxVNAFKFM (x=Phosphotyrosin),
Quelle irrelevant

>100-200 µM (Knight et al. 2002)

6 SRRRAGQKKL, Quelle irrelevant >100-200 µM (Knight et al. 2002)

7 RTGAWRHGRIHIRIAKMD
human, y2L

1,3 µM (Coyle et al. 2002)

8 RTGAWRHGRIHIR
human, y2L

3,3 µM (Coyle et al. 2002)

9 GAWRHGRIHIR
human, y2L

5,5 µM (Coyle et al. 2002)

fN1 SHKSDWIFLPNA-
Lys(5,(6)Carboxyfluorescein)

0,7 pM diese Arbeit

fN2 SHFQSWELVSTP-
Lys(5,(6)Carboxyfluorescein)

0,9 µM diese Arbeit

fN3 NHRTPELGHYEW-
Lys(5,(6)Carboxyfluorescein)

12 µM diese Arbeit

N1 SHKSDWIFLPNA 8,6 pM diese Arbeit

CRT(178-188) SLEDDWDFLPP 11,5 µM diese Arbeit
CHC(510-522) TPDWIFLLRNVMR ~1 bis 10 µM diese Arbeit



1 28

5.7.4 Mögliche Relevanz der GABARAP-CHC Interakti on

Vesikelabschnürung, -sortierung und -transport sind essentielle Mechanismen für die Funktion

jeder Zelle . CHC ist ein 190 kDa Protein, welches als c oat-bildendes Protein bei

Vesikelabschnürungsprozessen von der Membran zu Endosomen und beim sekretorischen

Transport zwischen dem trans-Golgi Netzwerk und den Endosomen eine zentrale Rolle spielt

(Brodsky et al. 2001 ; Kirchhausen 2000) . Clathrin ist zudem an dem Recy cling synaptischer Vesikel

beteiligt (Sudhof 2004) . Die konstitutive Endozytose des GABAA-Rezepto rs ist Clathrin-

vermittelt (Connolly et al. 1999; Kittler et al. 2000 ; Tehrani and Barnes

1997; van Rijnsoever et al. 2005) . Über eine mögliche Funktion von

Clathrin bei mitotischen Prozessen wird diskutiert (Mack and

Compton 2001; Okamoto et al. 2000; Royle 2006) . Der Prozessverlauf

von Clathrin-vermittelter Endozytose umfasst verschiedene Stadien:

Keimbildung des Clathrin-g ecoateten pits inklusive Erfassung der zu

internalisierenden Proteine und Multimerisierung von Clathrin,

Ausbreitung der Membraneinschnürung, Knospung bzw.

Abschnürung des Clathrin -g ecoateten Vesikels durch fortschreitende

Anlagerung weiterer Clathrin-Moleküle und die Aktivität von

Dynamin und letztlich ATP-abhängige, Auxilin-vermittelte

Disassemblierung des Clathrin-Coats gefolgt von dem Vesikeltransport

zu dessen Zielmembran (Brodsky et al . 2001 ; Kirchhausen 2000 ; Royle

2006; Ungewickell et al. 1995) (Abb . 5 .4) . Während der Coat-Bildung

interagieren die Clathrin-Triskelions mittels ihrer proximalen und

distalen Segmente miteinander und formen so einen polyhedralen

äußeren Käfig, während die aminoterminalen globulären Domänen Abbildung

	

5 .4:

zur Vesikelmembran au sgerichtet sind (Musacchi o et al. 1 999 ; Smith et Schematische Darstellung
einer Clathrin-ver mittelten

al . 1998; Vigers et al . 1986) . Dabei sind verschiedene Clathrin- Vesikelab schnürung.
Editiert aus (Royle 2006)

Käfigformen bekannt (Fotin et al. 2004; Fotin et al . 2004) . Clathrin

bindet nicht direkt an die Membran, sondern wird mit Hilfe von Adapterproteinen an das

Membranlipid Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphat (P tdIns (4,5)P2) und an Sortierungssignale

von Frachtproteinen gekoppelt (Maldonado-Baez and Wendland 2006) . Die zwei Hauptklassen

von endozytotischen Adapterproteinen, die die Bildung von Clathrin-g ecoateten Vesikeln

vermitteln sind die multimeren Adapterproteine (AP-1-3) und monomerische Adapterproteine

(clathrin-associated sorting protein; CLASP) (Maldonado-Baez and Wendland 2006 ; Owen et al . 2004;

Robinson 2004; Traub 2005 ; Traub 2003) .
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig die direkte Interaktion von GABARAP und CHC

nachgewiesen . Die potentielle Bedeutung dieser Interaktion wird im Folgenden diskutiert.

Sowohl CHC, als auch GABARAP assoziieren mit Phosphoinositid-bindenden Proteinen . AP180

(Ford et al. 2001 ; Stahelin et al. 2003), OCRL (Lowe and Kreis 1995) und EpsinR (Stahelin et al.

2003) repräsentieren dabei entsprechende Beispiele für CHC, während GABARAP mit dem

Inositol-1,4,5 Trisphosphat (IP3)-bindenden Protein „Phosp h olip ase C-related inactive protein 1“

(PRIP-1) interagiert (Harada et al. 2005 ; Kanematsu et al. 2002), welches weiterhin mit der ß und

der y2-Untereinheit des GABAA-Rezeptors assoziiert (Chen and Olsen 2007; Kanematsu et al.

2002; Mizokami et al. 2007) . PRIP-1 kompetiert mit der y2-Untereinheit um die Bindung zu

GABARAP (Kanematsu et al . 2002) . Es wird spekuliert, dass PRIP-1 IP3 gegen die ansonsten

schnell stattfindende Hydrolyse schützt und somit in die Regulation der IP3-vermittelten Ca2+

-Signaltransduktioninvolviert ist (Harada et al. 2005) . Ca2+ fördert Clathrin-Polymersierung

(Nandi et al. 1981) . Zudem wird Clathrin-vermittelte Endozytose in motorischen Endplatten der

Schnecke durch Anwesenheit von Ca2+ direkt erleichtert (Teng and Wilkinson 2005) . Weiterhin

inhibiert die Maskierung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) mittels PH-Domäne

der Phospholipase CS (PLCS) frühe Schritte der Clathrin-vermittelten Endozytose (Jost et al.

1998) . CHC und GABARAP sind somit beide mit Ca2+-Signalwegen assoziiert.

Die GABARAP-bindende AAA-ATPase N-ethylmaleimide sensitive factor (NSF) (Kittler et al.

2001) ist in eine Reihe verschiedener Vesikeltransportprozesse involviert, wie z .B. der Transport

des AMPA Typ Glutamat- (Hanley 2007; Song et al. 1998) und des ß2 Adrenergen-Rezeptors

(Cong et al . 2001 ; Nishimune et al. 1998) . NSF bindet direkt an die Aminosäurereste 395-415 der

ß3-Untereinheit des GABAA-Rezeptors in hippokampalen Neuronen und wirkt an der

Regulierung der GABAA-Rezeptor Oberflächenexpression mit (Goto et al. 2005) . NSF assoziiert

mit Clathrin-g ecoateten Vesikelmembranen (Steel and Woodman 1995) und interagiert mit ß

-Arrestin1, einem Clathrin-bindenden Protein (McDonald et al . 1999).

GABARAP bindet an Tubulin und Mikrotubuli (Wang and Olsen 2000) und fördert

Tubulinpolymerisierung (Coyle et al. 2002) . Mikrotubuli sind Hauptbestandteile des Zytoskeletts

und als solches in viele zelluläre Prozesse, wie Mitose, Zytokinese und vesikulären Transport,

eingebunden (Valiron et al . 2001) . Die Interaktion von Mikrotubuli mit dem neuronalen Ca2+

-sensorProtein Neurocalcin S wurde berichtet, welches außerdem an Clathrin bindet (Ivings et al.

2002).

Die wahrscheinlich offensichtlichste funktionelle Verbindung von GABARAP und CHC ist ihre

Beteiligung bei zellulären Transportvorgängen des GABAA-Rezeptors . Clathrin ist essentiell für

die Formierung der so genannten clathrin-coated pits und damit für die Fähigkeit der Neuronen zur

Regulierung der postsynaptischen Rezeptorzahl . GABAA-Rezeptoren werden konstitutiv in
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Clathrin-g ecoateten Vesikeln internalisiert (Kittler et al . 2000; Tehrani et al . 1997) . Es konnte

gezeigt werden, dass ein Dileucin AP2 Adaptin-Bindemotiv der ß 2-Untereinheit des GABAA

-Rezeptors essentiell für die konstitutive Endozytose desGABAA-Rezeptors ist (Herring et al.

2003) . Die GABAA-Rezeptorzahl kann durch phosphorylierungsabhängige Interaktion des

Clathrin AP2 Adapter-Komplexes mit der ß -Untereinheit des GABAA-Rezeptors reguliert

werden (Kittler et al. 2005).

GABARAP gehört zur Superfamilie der ubiquitin-like Proteine, deren Mitglieder als

Sortierungssignale bei Transportprozessen bekannt sind . SUMO z.B. verändert die

Bindungseigenschaften seiner Zielproteine und kann somit deren subzelluläre Lokalisierung

beeinflussen (Seeler and Dejean 2001) . Ubiquitinylierung ermöglicht die Interaktion des

Zielproteins zu weiteren Transportproteinen (Schwartz and Hochstrasser 2003) . Die

Zielmoleküle von GABARAP sind Lipide . Dies ist in Übereinstimmung mit der subzellulären

Verteilung von GABARAP, welches in der Zelle an membranösen Strukturen lokalisiert vorliegt

und so als vesikuläres Transportsignal fungieren könnte.

Neben der Interaktion von GABARAP mit der y 2-Untereinheit des GABAA -Rezeptors (Wang et

al . 1999) konnte ein funktioneller Effekt von GABARAP auf den Transport des GABAA

-Rezeptors,auf dessen Kinetik und Ionenleitfähigkeit nachgewiesen werden (Chen et al . 2000; Leil

et al. 2004; Luu et al . 2006) . Das Clustering von GABARAP mit dem GABAA-Rezeptor konnte

durch Zerstörung von Mikrotubuli verhindert werden (Chen et al. 2000 ; Wang and Olsen 2000).

Die aminoterminale Mikrotubuli-Bindedomäne von GABARAP (Reste 1 bis 22) und die y

-Untereinheitdes GABAA-Rezeptors sind für das Clustering beider Proteine notwendig (Chen et al.

2000) . Es wird spekuliert, dass GABARAP die Rezeptorkinetik des GABAA -Rezeptors nicht

direkt, sondern indirekt über die Förderung des Rezeptortransportes an die Zelloberfläche

beeinflusst (Boileau et al. 2005).

Die Beteiligung beider Proteine, CHC und GABARAP, an Transportvorgängen des GABAA

-Rezeptorsist ein deutlicher Hinweis auf die physiologische Relevanz ihrer Interaktion, wobei die

genaue Funktion dieser Bindung in Zukunft noch weiter konkretisiert werden muss .
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5.7 .5 Funktionale Zusammenhänge der beiden GABARAP-bindenden Proteine CRT

und CHC

Im Rahmen dieser Arb eit konnte gezeig t werden, dass das GABARAP-bindende Pro tein CRT in

der Lage ist, endogenes CHC von Sepharo se -gekoppeltem, rekomb inantem GAB ARAP z u

verdrängen (Abb. 4.27) . Dies lässt auf eine gemeinsame GABARAP-Bindungsstelle schließen,

obwohl allosterische Effekte von CRT auf die CHC-GABARAP-Interaktion nicht völlig

ausgeschlo ssen werden kö nnen . Da zu diesem Zeitpun kt die physi ologische Relevanz der

Intera ktion von CRT und CHC m it GABARAP noch nicht geklärt ist, bleib t auch die

Interpretation des kompetitiven Bindungsmodus von CHC -CRT an GABARAP zunächst

s p e kulativ.

Sowohl CRT als auch Clathrin spielen bei mitotischen Prozessen eine Rolle . Währen d Clathrin an

Sp indelfasern bindet (Royle 2006), interagiert CRT an Chromatinfasern u nd bindet an Histon

H2A/H2B D imere und Histon A3/A4 Tetramere, was auf eine B eteiligung von CRT an

Chromatindynamiken auf der Oberfläche von mito tischen Chromosomen schließen lä sst

(Kobayashi et al. 2006).

Vigneswara et al. fanden, dass Clathrin leichte Kette und CRT, s owie eine Reihe weiterer

Pro teine, Substrate der L-is o as partat O-methyltransferase (PIMT) sind, welche

Reparaturmechanismen von Is oas p artylresten in altern den oder stress geschädigten Pro teinen in

vivo initiiert (Vigneswara et al. 2006).

Da CRT neb en dem Lumen des ER auch in anderen sub zellu l ä ren Kompartimenten, wie z.B.

dem Zyto sol (Afshar et al. 2005), vorhanden ist und die D issoziations ko nstante zu GAB ARAP

im nanomolaren Bereich (zwischen 29 und 64 nM) liegt, könnte CRT als Ca2+-bindendes Protein

eine wichtige Ro lle zu r Regulation der GABARAP-CHC -Intera ktion s p ielen.
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5.8

	

Tryp tophan als B indungsdeterminante für die Interaktion eines Liganden

zu GABARAP

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten mittels Phagendisplay synthetische, GABARAP-

bindende Pe p tide selektiert werden. Diese weisen keine dominierende Aminosäuresequenz auf.

Bis auf eine Ausnahme enthalten jedoch alle Sequenzen einen oder mehrere aromatische Reste,

meist ein Tryptophan was vermuten lässt, dass das Vorhandensein einer aromatischen

Aminosäure, bevorzugt Tryptophan, für die Bindung eines Liganden an GABARAP eine

grundlegende Rolle spielt . Dies ist in Übereinstimmung mit den Ergebnissen des Einzelphagen-

ELISAs, bei dem vier von fünf Peptiden ohne Tryptophan im Vergleich zu denjenigen mit

Tryptophan eine signifikant geringere Bindungsaffinität zu GABARAP zeigen (Abb. 4 .4).

Darüber hinaus kann spekuliert werden, dass auch physiologische Liganden von GABARAP ein

konserviertes Tryptophan in ihrer jeweiligen GABARAP-Bindungssequenz aufweisen . In der Tat

kann dies für CRT, CHC und den y2-Loop des GABAA-Rezeptors beobachtet werden, deren

GABARAP-Bindungsstellen bereits bekannt sind . Ein multiples Sequenzalignment von

humanem CRT (SwissProt Nr . P27797) mit 24 orthologen Proteinen aus anderen Eukaryoten

ergibt, dass W 1 83 aus humanem CRT in allen bekannten Sequenzen konserviert ist. Eine

begrenzte Auswahl dieser Sequenzen ist in Abbildung 5 .5, A zu sehen. Eine für die GABARAP-

Interaktion ausreichende Sequenz der y2-Untereinheit des GABAA-Rezeptors (SwissProt Nr.

P 1 8507) wurde von Coyle et al. identifiziert (Coyle et al . 2002) und ist in Abbildung 5 .5, B

unterstrichen dargestellt . Auch hier ist ein Tryptophan vorhanden, welches in allen bekannten y 2-

Sequenzen konserviert ist. Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierte GABARAP-Bindungsstelle

der humanen Proteine CHC1 und 2 (Aminosäuren 510-522) (SwissProt Nr . Q0061 0 und P53 6 75)

ist in Abbildung 5 .5, C zu sehen. Es zeigt sich, dass Trp514 des humanen Proteins nur in vier von

den sieben Sequenzen bekannter Homologe konserviert ist. Die Proteine aus Hefe, D ro sop hila

Melanogaster und Dictyostelium Discoideum weisen an der entsprechenden Sequenzposition

eine andere aromatische Aminosäure auf. Bei diesen drei Organismen ist im Gegensatz zu den

vier anderen die Existenz eines GABARAP Proteins nicht bekannt. In Hefe ist lediglich das

GABARAP-homologe Protein Atg8 vorhanden, welches ca. 55% Sequenzidentität zu

GABARAP aufweist. In D rosophila Melanogaster und Dictyostelium Discoideum ist dagegen

bisher keine Existenz von GABARAP-homologen Proteinen bekannt . Dies ist in guter

Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Phagendisplay-Selektion und des Einzelphagen-

ELISAs, da diese die Rolle von Tryptophan als zentrale Bindungsdeterminante eines Liganden

für die Interaktion mit GABARAP ebenfalls unterstützen.
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Abbildung 5 .5 : Ein Sequenzalignment der drei
Proteine CRT, y2-Untereinheit des GABAA

-Rezeptors und CHC mit Sequenzen aus orthologen
Proteinen zeigt je ein konserviertes Tryptophan . A:
Alignment der Aminosäuren 196-213 aus humanem CRT
(SwissProt Nr. P27797) mit homologen Proteinen aus
fünf weiteren Organismen zeigt eine Konservierung von
Trp 200 des humanen Proteins . Es sind sechs zufällig
gewählte Beispiele aus 25, augenblicklich in der SwissProt
Datenbank vorhandenen, CRT-Sequenzen aufgeführt,
von denen alle das konservierte Tryptophan aufweisen . B:
Alignment der Aminosäuren 425-442 aus der humanen
y 2-Untereinheit des GABAA-Rezeptors (SwissProt Nr.
P18507) mit d en Se quenzen von allen fünf in der
SwissProt Datenbank aufgeführten Orthologen zeigt
100% Konservierung von Trp429 des humanen Proteins.
Unterstrichen sind die Aminosäuren 422 bis 432 der
humanen y2-Untereinheit, die für die Bindung an
GABARAP als ausreichend identi fiziert wurden (Coyle et
al . 2002) . C: Alignment der Aminosäuren 510-527 aus der
schweren Kette von humanem Clathrin Protein 1 und 2
(SwissProt Nr. Q00610 und P53675) mit den Sequenzen
aller fünf, in der SwissProt Datenbank vorhandenen,
homologen Proteine zeigt eine Konservierung von
Trp514 aus humanem Clathrin in vier von sieben Fällen.
Die Sequenzalignments wurden mit Hilfe der Software
ClustalW (Thompson et al. 1994) erstellt.
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Zusammenfassung

y-Aminobuttersäure (GABA)-Rezeptoren des Types A (GABAA-Rezeptoren) vermitteln schnelle

synaptische Inhibierung im zentralen Nervensystem . Sie sind von speziellem pharmazeutischen

Interesse und Ziel verschiedener Wirkstoffe, die zur Behandlung von mentalen Störungen oder

zur Regulierung von Schlaf und Stimmung eingesetzt werden . Sortierungsvorgänge, Transport-

und Abbauprozesse von Neurotransmitter-Rezeptoren sind wichtig zur Bildung und

Aufrechterhaltung von funktionellen Synapsen und sind Grundlage bei der Modulierung von

synaptischer Plastizität . Das GABAA-Rezeptor-assoziierte Protein (GABARAP) gehört zu der

MAP-LC3 Proteinfamilie, deren Mitglieder in intrazelluläre, vesikuläre Transportprozesse, wie

Autophagozytose und intra-Golgi-Transport, involviert sind . GABARAP bindet an eine

Untereinheit des GABAA-Rezeptors, und ist an dessen Transportvorgängen beteiligt. Die

genauen Abläufe und die Funktion dieser Interaktion sind bisher nicht bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung von artifiziellen Peptid- und physiologischen

Proteinliganden von GABARAP und die Charakterisierung der resultierenden Interaktionen.

Dies erweitert einerseits das Verständnis der Bindungsmechanismen beliebiger Liganden zu

GABARAP und kann andererseits als Basis für die Entwicklung neuer Medikamente dienen, um

die Funktion von GABARAP bzw. des GABAA-Rezeptors zu modulieren . Die Kenntnis neuer

GABARAP-Interaktionspartner trägt zudem zu einem besseren Verständnis der zellulären

Funktion von GABARAP und den Vorgängen an der postsynaptischen Membran bei.

Mittels Phagendiplay-Selektion ist es erstmals gelungen, hochaffine, artifizielle Peptidliganden für

GABARAP zu identifizieren . Die resultierenden Interaktionen konnten mittels E nzy me-linked

immunosorbent assay (ELISA), Fluoreszenztitration, Oberflächenplasmonenresonanz und

Kernresonanz-Spektroskopie genauer charakterisiert werden . Aus den Peptidsequenzen wurde

ein Konsensusmotiv erstellt, welches Grundlage für eine Proteindatenbanksuche war . Die

zellulären humanen Proteine Calretikulin (CRT) und die schwere Kette von Clathrin (clathrin

heavy chain, CHC) konnten auf diesem Wege erstmalig als GABARAP-bindend identifiziert

werden . Die entsprechenden Interaktionen wurden mittels Oberflächenplasmonenresonanz,

Pu ldown-Analysen und Kernresonanzspektroskopie charakterisiert.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse leisten einen wichtigen Beitrag für ein

fortgeschrittenes Verständnis der GABARAP Bindungsspezifität und seiner zellulären Funktion .
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5.10 Summary

y-aminobutyric acid (GABA) receptors (type A) (GABAA receptors) mediate fast synaptic

inhibition in the central nervous system. They are of particular pharmacological importance and

are targets for drugs used to treat mental disorders or to modulate sleep and mood.

Sorting, transport and degradation of neurotransmitter receptors are important for the

construction and maintenance of functional synapses and are fundamental processes to modulate

synaptic plasticity. The GABAA receptor-associated protein (GABARAP) belongs to the M AP-

LC3 protein family which is involved in vesicular transport processes, like autophagocytosis and

intra-golgi transport. GABARAP binds to a GABA A receptor subunit and participates in its

transport events . The exact mechanisms and the function of this interaction are not yet known.

The objective of the present work was the i dentificati on of artificial peptide and physiological

protein ligands of GABARAP and the characterisation of the resulting interactions . This

enhances on the one hand the understanding of the binding mechanisms of any ligand to

GABARAP and on the other hand, can facilitate the design of new drugs capable of modulating

the function of GABARAP or the GABA A receptor. The knowledge of new GABARAP

interaction partners additionally contributes to a better understanding of the cellular functions of

GABARAP and the procedures at the postsynaptic membrane.

By employing a phage display selection procedure, artificial hi gh-affinity peptide ligands of

GABARAP could successfully be identified . The resulting interactions could be characterised via

enzyme-linked immunosorbent assay, fluorescence titration, surface-plasmon resonance and

nuclear magnetic resonance spectroscopy.

A consensus motif was derived from the GABARAP-binding peptide sequences . It was used to

search protein databases to identify putative GABARAP-binding proteins . For the first time, the

human cellular proteins calreticulin (CRT) and clathrin heavy chain (CHC) were identified to bind

GABARAP. The corresponding interactions could be characterised via surface plasmon

resonance, pulldown analysis and nuclear magnetic resonance spectroscopy.

The results of the present work make a substantial contribution to an enhanced understanding of

the GABARAP binding specificity and its cellular function.
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Ausblick

Mittels Phagendisplay Screening konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit artifizielle

Peptidliganden von GABARAP selektiert werden . Über 95% dieser Peptide enthalten einen oder

mehrere aromatische Aminosäurereste, meist Tryptophan. Es kann daher spekuliert werden, dass

Trp eine zentrale Rolle bei der Bindung eines Liganden an GABARAP einnimmt, was von den

Ergebnissen des Einzelphagen-ELISAs ebenfalls bestätigt wird . Um die Bindungsspezifität

beliebiger Liganden an GABARAP weiter zu charakterisieren, könnte die Dissoziationskonstante

von Tryptophan und seiner Derivate zu GABARAP mittels NMR ermittelt und verglichen, und

Bindungsexperimente von GABARAP an Pepspotmembranen durchgeführt werden . Darüber

hinaus ist es sinnvoll, das Potential kleiner organischer Moleküle oder artifizieller, hoch-affiner

Peptide zu untersuchen, die zelluläre Funktion von GABARAP zu beeinflussen. Dies könnte mit

Hilfe von Neuro-Chips oder geeigneten zellbiologischen Experimenten überprüft werden.

Die Bindungsaffinität einzelner Phagendisplay selektierter Peptide zu GABARAP wurde mittels

Fluoreszenztitration und SPR-Analysen quantifiziert. Die resultierenden KD -Werte lagen im ein-

bis zweistelligen mikromolaren Bereich . Strukturelle Untersuchung eines Peptid-GABARAP

Komplexes, z .B . die Bestimmung der Lösungsstruktur via NMR oder Röntgenkristallographie,

würden zu einem erweiterten Verständnis der Bindungsmechanismen bzw . den

Bindungsdeterminanten einer GABARAP-Ligand Interaktion führen . Dies wäre die erste

GABARAP-Peptid Komplexstruktur.

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit konnten die zellulären Proteine CRT und CHC

als GABARAP-Liganden identifiziert und deren Interaktion zu GABARAP mit verschiedenen

molekularbiologischen, biochemischen und biophysikalischen Methoden charakterisiert werden.

Die direkte Interaktion von CHC (volle Länge) mit GABARAP könnte in Zukunft z .B . mit

geeigneten Pu ldown-Versuchen nachgewiesen werden. Dabei wird endogenes CHC Protein via

NHS-aktivierter, Sepharose-gekoppelte Antikörper an Säulenmaterial immobilisiert und die

Bindung von rekombinantem GABARAP Protein an CHC mittels Western Blot Analyse

nachgewiesen . Eine strukturelle Charakterisierung der CHC und CRT Komplexe mit GABARAP

mittels NMR-Spektroskopie oder Röntgenkristallographie wäre sinnvoll, da funktionelle

Zusammenhänge und Mechanismen an der postsynaptischen Membran weiter aufgeklärt werden

könnten . Dies umfasst z.B . die Möglichkeit einer simultanen oder kompetitiven Bindung

mehrerer GABARAP-Liganden, sowie konformationelle Veränderungen, die GABARAP im

Komplex mit einem Liganden zeigen könnte . Des Weiteren könnte im Rahmen von
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Medikamenten-Entwicklung die Suche nach Substanzen, die die zelluläre Funktion von

GABARAP manipulieren, gezielt eingeschränkt werden.

Die besonders wichtige Frage nach der physiologischen Relevanz der Interaktion von CRT und

CHC mit GABARAP bleibt im Rahmen dieser Arbeit unbeantwortet . Um dies zu untersuchen,

könnten zunächst geeignete zellbiologische Experimente durchgeführt werden, um die

subzelluläre Lokalisierung von CRT, CHC und GABARAP und ggf . deren Kolokalisation

nachzuweisen. Darüber hinaus könnte die Identifizierung weiterer physiologischer GABARAP-

Liganden zu einem besseren Verständnis der zellulären GABARAP-assoziierten Vorgänge

beitragen und so die Rolle der CRT und CHC Interaktion mit GABARAP weiter aufklären.

Unter zu Hilfenahme eines Modellorganismus (z.B . S. cerevisiae oder C. elegans) könnten knockout

bzw. knockin Experimente einen zusätzlichen Beitrag zu einem fortgeschrittenen Verständnis der

zellulären Funktion von GABARAP leisten.

Des Weiteren könnte untersucht werden, ob CRT und CHC neben GABARAP auch andere

Proteine der MAP-LC3 Familie binden . Dies konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur für

das Protein MAP-LC3b ausgeschlossen werden . Da CRT neben Ca2+ auch Mg2+ und Zn2+ bindet,

sollte außerdem überprüft werden, ob die Bindung von CRT zu GABARAP bzw . GABARAP-

homologen Proteinen eine entsprechende Ionenabhängigkeit zeigt . Dies könnte im Rahmen von

SPR-Bindungsstudien verifiziert werden.

Erste Schritte der hier aufgeführten Arbeiten wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits

durchgeführt und werden in Zukunft zu einem fortgeschrittenen Verständnis der Mechanismen

an der postsynaptischen Membran und den Möglichkeiten deren Manipulation beitragen .
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7 Anhang

7.1

	

Verzeichnis der Abkürzungen und Symbole

Axxx

	

Extinktion bei xxx nm

Abb

	

Abbildung

Amp

	

Ampicillin

Apg/Atg

	

Autophagy-related protein

AP

	

Adaptor protein

ATP

	

Adenosintriphosphat

ß-ME

	

ß-Mercaptoethanol

BIS-TRIS

	

Bis(2-hydoxyethyl)-amino-tris(hydroxymethyl)methan

Ca2+	Calzium

c

	

Konzentration

CD

	

Circulardichroismus

CHC

	

Clathrin heavy chain

CRT

	

CRT

d

	

Durchmesser

D2O

	

Deuteriumoxid; 2H2O

Da

	

Dalton; Molekulargewichtsangabe für Biopolymere

DMSO

	

Dimethylsulfoxid

DNS

	

Desoxyribonukleinsäure

dNTP

	

Desoxynucleosidtriphosphat

DTT

	

Dithiothreitol

EDC

	

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid

EDTA

	

Ethylendiamintetraessigsäure

E. coli

	

Escherichia coli

ELISA

	

Enzyme-linked immunosorbent assay

ER

	

Endoplasmatisches Retikulum
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und andere („et allis“)

EtBr

	

Ethidiumbromid

FC

	

Flusszelle

FCS

	

Fetales Kälberserum

FITC

	

Fluorescein-5-isothiocyanat

g

	

Gramm

GABA

	

y-Aminobuttersäure

GABAA-Rezeptor Rezep to r füry-Aminobuttersäure vom Typ A

GABARAP

	

GABAA-Rezeptor-assoziiertes Protein

GATE-16

	

Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa

GEC

	

Glandular epithelial cell protein (GABARAPL1)

GRIP1

	

Glutamate receptor interacting protein 1

GST

	

Glutathion-S-Transferase

h

	

Stunde

HEPES

	

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

HSQC

	

Heteronukleare Einquantenkohärenz („heteronuclear single quantum coherence“)

IP3	Inositol 1,4,5-trisphosphat

IPTG

	

Isopropyl-p -D-thiogalactopyranosid

Kap

	

Kapitel

kb

	

Kilobasen

KD

	

Dissoziationskonstante

kDa

	

Kilodalton

l

	

Liter

LB-Medium

	

Luria-Bertani Medium

MAP-LC

	

Mikrotubuli-assoziiertes Protein, leichte Kette

M

	

molar [Mol/Liter]

N M

	

Mikromolar [Mikromol/Liter]

min

	

Minute

mg

	

Milligramm

ml

	

Milliliter
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mM

	

Millimolar [Millimol/Liter]

M9-Medium

	

künstliches Minimalmedium (zur Isotopenmarkierung)

MOLMOL

	

„molecule analysis and molecule display“, Computerprogramm zur Darstellung
und Analyse von 3D Molekülkoordinaten

mRNA

	

Messenger-RNA

MWCO

	

Molekulargewichts-Ausschlussgrenze für die Passage durch Membranen

(„molecular weight cut-off“)

NHS

	

N-hydroxysuccinimid

Ni-NTA

	

Nickel-Nitrilotriessigsäure

nm

	

Nanometer

NMR

	

Kernmagnetische Resonanz („nuclear magnetic resonance“)

NMRPipe

	

Computerprogramm zur Prozessierung von NMR-Spektren

NOE

	

Kern-Overhauser-Effekt („nuclear Overhauser effect (enhancement)“)

NOESY

	

NOE-Spektroskopie („NOE spectroscopy“)

NSF

	

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor

nt

	

Nukleotide

ODxxx

	

Optische Dichte bei einer Wellenlänge von xxx nm

p.a.

	

pro analysi

PAGE

	

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS

	

Phosphat-gepufferte Salzlösung

PCR

	

Polymerasekettenreaktion („polymerase chain reaction“)

PDB

	

„Protein Data Bank“

PEG

	

Polyethylenglycol

PMSF

	

Phenylmethylsulfonylfluorid

ppm

	

„parts per million“, hier für die Angabe der NMR-chemische Verschiebung

PRIP

	

phoshpholipase C-related inactive protein

PSSM

	

Position-specific scoring matrix

RNA

	

Ribonukleinsäure

rpm

	

Umdrehungen pro Minute („rotations per minute“)

RT

	

Raumtemperatur

RU

	

Response Units
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s

	

Sekunde

SDS

	

Natriumdodecylsulfat („sodium dodecylsul fate“)

SNAP

	

s olub le NSF-attachment protein

SNARE

	

[NSF]-attachment p ro tein rece p tor

SPR

	

S urface plasmon resonance, Oberflächenplasmonen Resonanz

SP-20

	

S urfactant P20 (Po lyoxyethylens orbitan)

SUMO

	

Small ubiquitin-like modifier

Tab	Tabelle

TBS

	

Tris -gepufferte Salzlösung

TEMED

	

N,N,N’,N’-Tetrametylethylendiamin

Tet

	

Tetracyclin

TfR

	

Transferrin Rezeptor

TM

	

Transmembrandomäne

Tris

	

Tris(hydroxymethyl) -aminom ethan

ULK	Unc -5 1 -like Kinase

N l

	

Mik roliter

UV

	

Ultraviolett

V

	

Volt

v/v

	

Volumen pro Volumen

WT

	

Wildtyp

w/v

	

Gewicht pro Volum en
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Einbuchstaben-Aminosäure-Code

A

	

Alanin

	

I

	

Isoleucin

C

	

Cystein

	

K

	

Lysin

D Aspartat L Leucin

E Gluatamat M Methi onin

F

	

Phenylalanin

	

N

	

Asparagin

G Glycin P Pro lin

H Histidin

	

Q

	

Glutamin

R Argingin

S

	

Serin

T Threo nin

V Valin

W Tryptop han

Y Tyro sin
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7.4

	

(1H-15N)-HSQC Spektrum von MAP-LC3 (Kouno et al. 2004)

Abbildung au s (Kouno et al. 2004) : (1H-15N)-HSQC Spektrum von MAP-LC3 . Die Assignments sind dem
jeweiligen Resonanzsignal zugeordnet . Manche Signale sind durch horizontale Linien miteinander verbunden und
korrespondieren zu den Amidgruppen der Asn und Gln Seitenketten . Die mit einem Stern gekennzeichneten
Resonanzsignale sind dem aminoterminalen Tag von MAP-LC3 zuzuordnen.
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