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1. Einleitung

1.1. Die 14-3-3 Proteine

Die in Eukaryoten zu findenden 14-3-3 Proteine bilden eine Gruppe acider, hoch konservierter
Proteine, welche eine GroRe von etwa 30 kDa pro Monomer aufweisen (Aitken, 2006; Gardino,

Smerdon, & Yaffe, 2006; Hermeking, 2003).

Ihre Benennung geht auf die Nomenklatur von Moore und Perez zurlick (Finnie, Borch, & Collinge,
1999; G. Moore BW, Perez VJ, 1968). Sie beruht auf der Identifizierung und Einordnung l6slicher
Proteine aufgrund ihres Elutionsverhaltens bei einer DEAE (Diethylaminoethyl)-Cellulose-
Saulenchromatographie und der Wanderungseigenschaften bei der Starke-Gel-Elektrophorese. Die
erstmals aus Rinderhirn isolierten Proteine wurden bei der Sdulenchromatographie in Fraktion 14
eluiert und zeigten bei der nachfolgenden 2D-Elektrophorese die Migrationskoordinaten 3.3, welche

das relative Molekulargewicht und die Ladung angeben (Aitken, 2006).

14-3-3 Proteine sind in allen Eukaryoten zu finden (Hermeking, 2003), wobei sich die Organismen in
der Anzahl der Isoformen unterscheiden. Sowohl bei Spalt- als auch bei knospenden Hefen wie
Saccharomyces cerevisiae und der Fliege Drosophila melanogaster sind zwei Isoformen bekannt,
wohingegen Pflanzen wie Arabidopsis thaliana bis zu 15 verschiedene Isoformen aufweisen (Coblitz

et al., 2005; Gardino et al., 2006; Mackintosh, 2004).

Im menschlichen Organismus wurden bislang sieben Isoformen identifiziert. Diese werden nach den
griechischen Buchstaben a, B, vy, 6, €, n, o, T und T benannt, wobei o und & die phosphorylierten
Formen der B und T Isoformen sind (Jones, Ley, & Aitken, 1995; Yaffe et al.,, 1997). Die meisten
Isoformen (a bis n) werden hauptsachlich in Hirnzellen exprimiert, sind aber auch in fast allen
anderen Geweben zu finden. t ist in T-Zellen angesiedelt und die Expression von 14-3-3¢ ist auf

Epithelzellen beschrankt (Aitken, 2006; Hermeking, 2003; Jones et al., 1995).

1.1.1. Struktur

Die 14-3-3 Proteine setzen sich aus zwei Monomeren mit einer GroRe von je etwa 30 kDa zusammen,
die Gber einige Reste ihres N-Terminus (Aminosdurepositionen 80-90) miteinander wechselwirken
und sich so in der typischen “W-Form“ zu Homo- oder Heterodimeren zusammenlagern (Aitken,
2006; Jones et al., 1995; Petosa, 1998). Dabei bilden einige der Isoformen, welche eine hohe
Sequenzhomologie untereinander aufweisen, bevorzugt Homodimere aus (14-3-3c und y). Von

anderen Isoformen wie 14-3-3¢ wird hingegen Heterodimerisierung praferiert (Morrison, 2009).

-1-
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amphipatische

Bindegrube

Abbildung 1.1: Gezeigt ist die antiparallele Helices-Anordnung eines 14-3-3¢ Dimers als Cartoon-Darstellung.
Die Ausbildung einer amphipatischen Bindegrube wird durch die Oberflachendarstellung
eines Monomers abgebildet. In blau zu sehen ist der N-Terminus, der C-Terminus ist rot

markiert. Die Grafik wurde mit PyMol erstellt nach Struktur PDB ID 3P1N.

Durch rontgenkristallographische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass jedes der beiden
Monomere aus neun antiparallelen a-Helices besteht (Fu, Subramanian, & Masters, 2000). Die N-
terminalen Helices 1 - 4 sind dabei an der Dimerisierung beteiligt, die Helices 3, 5, 7 und 9 formen die
fir die Protein-Protein-Interaktion wichtige amphipatische Bindegrube beziehungsweise den
Bindekanal (Petosa, 1998; Yaffe et al., 1997), der auch in Abb. 1.1 dargestellt ist. Dieser ist etwa 35 A
breit und 20 A tief (Yaffe et al., 1997). Auf der auRen liegenden Oberfliche des Kanals ist der Grad
der Konservierung im Gegensatz zum Grubeninneren gering, wodurch die Isoformen - trotz ihrer
hohen Sequenzhomologie untereinander - Isoformspezifitdit aufweisen (Finnie et al., 1999).
Besonders wichtig flir die Wechselwirkungen mit anderen Proteinen sind die polaren Aminosduren
der Helices a3 und a5 und die hydrophoben Aminosauren von Helix a7 und a9. Diese befinden sich

auf der Innenseite der Bindegrube (Hermeking, 2003).
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1.1.2. Funktion

Den regulatorischen 14-3-3 Proteinen wird eine immer wichtiger werdende Rolle zugeschrieben, da
sie in essentielle zellulare Prozesse involviert sind (Morrison, 2009). Zu diesen zahlen
Signaltransduktion (Yaffe et al., 1997), Kontrollpunkte des Zellzyklus sowie der Genexpression und
der Apoptose (Gardino et al., 2006; Hermeking, 2003), Proteintranslokation (Aitken, 2006) und
Metabolismus (Gardino et al., 2006; Huber, MacKintosh, & Kaiser, 2002).

Die Proteine selbst besitzen keine enzymatische Aktivitat, sondern vermitteln ihre Wirkung durch die
Bindung eines Interaktionspartners und die Beeinflussung dessen Funktion oder der Struktur
(Konformationsanderung) (Mackintosh, 2004). Gebunden wird der Interaktionspartner dabei Gber
den Bindekanal des Monomers, sodass zwei Konsensussequenzen der Partnerproteine zeitgleich mit
einem 14-3-3 Dimer wechselwirken kdnnen (Finnie et al., 1999; Fu et al., 2000; Morrison, 2009). Bis
heute sind etwa 200 dieser 14-3-3 Liganden bekannt. Dazu gehéren unter anderem
Transkriptionsfaktoren, Tumorsuppressoren, Signalmolekiile, Kinasen, (Membran-)Rezeptoren und

Phosphatasen (Morrison, 2009; Zhao et al., 2011).

Uber verschiedene Mechanismen kdénnen die 14-3-3 Proteine, abhingig von den zelluldren
Bedingungen (Huber et al., 2002), die Aktivitat ihrer Zielmolekiile steigern oder erniedrigen (Fu et al.,
2000). AuBerdem besitzen sie die Fahigkeit, Wechselwirkungen zwischen zwei Proteinen zu
inhibieren oder aber zu induzieren. Im zweiten Fall fungieren sie als Adapter- oder auch
verbriickende Proteine (Dixit, 1996; Zhao et al.,, 2011). Des Weiteren konnen sie die zelluldre
Lokalisation ihrer Interaktionspartner beeinflussen (Finnie et al.,, 1999; Fu et al.,, 2000). Die
verschiedenen Interaktionen zwischen 14-3-3 Proteinen und ihren Partnern kénnen dabei sowohl
durch abweichende 14-3-3-Konzentrationen in Zellen als auch durch Modifikationen der

Regulatorproteine beeinflusst werden (Fu et al., 2000).

Muslin und Kollegen entdeckten in den 90er Jahren, dass die Bindung der Interaktionspartner an
14-3-3 Proteine Uber ein Phosphoserin/-threonin erfolgt, weshalb sie auch als Phosphoserin/-
threonin-bindende Proteine bezeichnet werden. Im Laufe der Jahre wurden zwei Bindemotive
beschrieben: RSX-pS/T-XP (mode 1) und RXF/YX-pS/T-XP (mode II) (Gardino et al., 2006; Yaffe et al.,
1997). Das X in der Sequenz steht dabei fiir eine beliebige Aminosaure. Diese Motive sind in fast allen
Sequenzen der 14-3-3 Protein-Protein-Interaktionspartner zu finden. Ein weiteres Bindemotiv wurde
identifiziert, welches am C-Terminus lokalisiert ist und als mode Il bezeichnet wird: [pS/pT]X1.,-COOH
(Ottmann, Marco, et al., 2007). Dies verfiigt liber eine vergleichbare Bindungsaffinitat wie die N-
terminalen Bindemotive (Coblitz et al., 2005). Eine schematische Darstellung dieser drei Motive ist in

Abbildung 1.2 zu finden.
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Abbildung 1.2:  Zu sehen ist eine Uberlagerung der Backbones der mode | — Ill Peptide, als Stickdarstellung
hervorgehoben ist der jeweils phosphorylierte Rest und das Prolin an +2 Position. Die
Oberflaiche des Monomers ist in grau dargestellt, mode | in magenta, mode Il ist in tirkis
gezeigt und mode Il in griin.

(Quelle: http://hdl.handle.net/2003/295589)

Neben den phosphorylierungsabhangigen Wechselwirkungen interagieren die 14-3-3 Proteine nur
mit wenigen Proteinen, die eine nicht-phosphorylierte Sequenz aufweisen (Fu et al., 2000). Als
Beispiele hierfir dienen mitochondriale Zielsequenzen und die ExoenzymS (ExoS)-ADP-

Ribosyltransferase (Fu et al., 2000; Ottmann, Yasmin, et al., 2007).

Aufgrund der vielen Interaktionspartner aus zelluldren Signal- und Kontrollwegen spielen die 14-3-3
Proteine eine sehr bedeutende Rolle in Krankheiten. So zdhlen sie zu den entscheidenden Faktoren in
Signalwegen, die bei Krebs- (Hermeking, 2003; Mackintosh, 2004) und Stoffwechselerkrankungen
Uberreguliert sind. Ebenso sind sie bei Desregulierung beispielsweise in neurodegenerativen
Krankheiten wie Alzheimer, Creutzfeldt-Jakob und Parkinson involviert (Aitken, 2006; Fu et al., 2000).
Ein konkretes Beispiel fiir eine neurologische Stérung beziehungsweise Fehlfunktion stellt das
Krankheitsbild Migrane dar, welches auf den Funktionsverlust des Kaliumkanals TRESK KCNK 18
zuriickgefiihrt wird (Andres-Enguix et al., 2012). Dieser gehort ebenfalls zu den Interaktionspartnern

der 14-3-3 Proteine und wird als Teil dieser Arbeit im nachsten Abschnitt naher erldutert.
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1.2. Der Interaktionspartner: Kaliumkanal TRESK KCNK 18
1.2.1. Phylogenetische Einordnung/Klassifizierung

Die zu den lonenkanalen gehdrenden Kaliumkanadle kommen allgemein in allen Saugetierzellen vor,
sind aber auch in Pflanzen zu finden (Florian Lesage & Lazdunski, 2000; Sano et al., 2003). Sie werden
auf Basis ihrer Kanaleigenschaften — der Anzahl von Transmembrandomé&nen (TM-Domanen) und
Poren-bildenden Domanen (P-Doméanen, engl. pore domain) — verschiedenen Unterfamilien
zugeordnet. Es gibt Kaliumkandle mit zwei, vier oder sechs TM-Domanen und ein oder zwei

P-Domanen (Goldstein, Bockenhauer, O’Kelly, & Zilberberg, 2001; Sano et al., 2003).

Die Zwei-Poren Domanen Kaliumkanale (engl. two-domain pore potassium channel, K2P channels)
stellen eine der wichtigsten Familien dar und werden durch die Anwesenheit von vier TM-Domanen
und zwei P-Domanen charakterisiert. Zwei Monomere, welche Uber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind, bilden dabei ein Dimer aus (Lesage et al., 1996). Vier P-Doméanen bilden auf diese

Weise eine Pore des Kaliumkanals aus (Florian Lesage & Lazdunski, 2000).

Zu einer der Unterfamilien der K2P-Kandle gehort TRESK, dessen humane Form ein
Interaktionspartner von 14-3-3 ist. TRESK steht dabei fiir TWIK-related spinal cord K" channel (Sano et
al.,, 2003). Der Zusatz KCNK 18 bezeichnet das codierende Gen (potassium channel, subfamily K,
member 18), welches im menschlichen Genom auf Chromosom zehn lokalisiert ist (Sano et al., 2003).
Die Benennung lasst sich darauf zurlickfihren, dass TRESK im Rickenmark (engl., spinal cord)
beziehungsweise im dorsal root gangliom exprimiert wird (Enyedi, Braun, & Czirjak, 2012; Sano et al.,
2003). Hochstwahrscheinlich findet dessen Expression zudem in Regionen des zentralen und
peripheren Nervensystems statt (Czirjak, Téth, & Enyedi, 2004; Enyedi et al., 2012). Die Expression
von Kaliumkanalen im Allgemeinen ist in fast allen Geweben des Korpers verbreitet (Florian Lesage &

Lazdunski, 2000).

Weitere Mitglieder der K2P-Familie sind: TREK (TWIK-related K" channel), TRAAK (TWIK-related,
arachidonic acid-stimulated K* channel), TASK (TWIK-related acid sensitive K* channel), THIK (Tandem
pore domain halothane-inhibited K* channel) und TALK (TWIK-related alkaline pH-activated K*
channel) (Sano et al., 2003).

An Bedeutung gewinnt der Kaliumkanal TRESK, da dieser eine Rolle in der Schmerzwahrnehmung
spielt (Czirjdk & Enyedi, 2010) und, in mutierter Form und dem daraus folgenden Funktionsverlust,

mit dem Krankheitsbild Migrane zusammenhangt (Andres-Enguix et al., 2012; Enyedi et al., 2012).
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1.2.2. Funktion

TRESK gehért zu den leak channels oder auch Background K'-Kanilen, die Kaliumionen selektiv
permeieren lassen. Bei physiologischen K'-Konzentrationen strémen die Kaliumionen durch die
Poren, welche dennoch nicht permanent geodffnet sind, nach aullen, sodass sich ein Potential

aufbauen kann (Goldstein et al., 2001).

Die Background K*-Kanile sind nicht nur fiir die Regulation des ruhenden Membranpotentials von
Nervenzellen zustandig (Florian Lesage & Lazdunski, 2000; Sano et al., 2003), sondern auch fiir die
Kontrolle der Dauer und Amplitude eines Aktionspotentials (Goldstein et al., 2001; Patel & Lazdunski,
2004). Somit lasst sich feststellen, dass die K2P-Kanile die Erregbarkeit von Zellen sowie von Muskeln

sowohl beeinflussen als auch mit kontrollieren.

Hinzuzufligen ist, dass K2P-Kanale allgemein in die Regulation der Muskelkontraktion, der Herzrate,
der Hormonsekretion und des Zellvolumens involviert sind (Florian Lesage & Lazdunski, 2000; Sano et
al., 2003) und eine wichtige Rolle bei Apoptose und Tumorgenese spielen (Patel & Lazdunski, 2004).
Bei letzterem wird vor allem TASK-3 hervorgehoben. Méglicherweise vermitteln sie auch die Wirkung
von Anésthetika (Goldstein et al., 2001). Dies geschieht Uber die Interaktion mit anderen Proteinen,

was im nachsten Abschnitt ndher thematisiert wird.

1.2.3. Regulation und Interaktion mit 14-3-3 Proteinen

Die Aktivitdt von leak channels ist an Proteinkinasen, die Anwesenheit von (un-)gesattigten
Fettsdauren und Veranderungen des pH-Wertes sowie der Temperatur gekoppelt. TRESK reagiert
dabei besonders empfindlich auf ungesattigte Fettsdauren und intrazellularen pH-Wechsel (Goldstein
et al., 2001; Rahm et al., 2012; Sano et al., 2003) und wird Rezeptor-vermittelt reguliert (Czirjak et al.,
2004).

Im Gegensatz zu anderen Kaliumkanalen besitzt TRESK einen auRergewdhnlich langen intrazellularen
Loop zwischen den TM-Domanen, in dem wichtige regulatorische Regionen und Bindungsseiten fiir
zwei Partnerproteine angesiedelt sind (Enyedi et al., 2012; Sano et al., 2003). Uber diese Bindestellen
erfolgt sowohl die reversible Aktivierung durch die Calcium-/Calmodulin-abhingige Protein-
phosphatase Calcineurin (an Ser276) als auch die Interaktion mit 14-3-3 Proteinen (Andres-Enguix et

al., 2012; Czirjak, Vuity, & Enyedi, 2008; Enyedi et al., 2012).
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Abbildung 1.3: Die Abbildung zeigt den strukturellen Aufbau des Kaliumkanals TRESK. In blau zu sehen sind
die vier TM-Domadnen sowie der intrazelluldre Loop, in gelb sind das Aminosaure-Bindemotiv
fir Calcineurin (PQIVID) sowie die zwei fur die TRESK-Regulation wichtigen Serine dargestellt.

Sye4 ist die Bindungsseite fiir das 14-3-3 Protein.

Anders als bei den K2P-Kandlen TASK und TREK wird TRESK durch das Caz+—SignaI aktiviert,
wohingegen die beiden anderen Kanale inhibiert werden (Czirjak et al., 2004). Durch die Aktivierung
von TRESK wird das ruhende Membranpotential stabilisiert und die Erregbarkeit in TRESK-

exprimierenden Zellen herabgesetzt (Czirjak et al., 2004, 2008).

Die Bindung eines 14-3-3 Proteins an TRESK ist phosphorylierungsabhangig und erfolgt sehr
wahrscheinlich nach der Phosphorylierung des Loops (an Position Ser264) durch die Proteinkinase A.
Das Protein bindet dabei direkt an das Aminosdure-Motiv RSNpSCP des intrazelluldren Loops (Czirjak
et al., 2008; Enyedi et al., 2012). Durch die Bindung von 14-3-3 wird die Rickkehr des durch
Calcineurin aktivierten TRESKs in den Ruhe- oder Erholungszustand inhibiert (Czirjak & Enyedi, 2010;
Enyedi et al., 2012). Konkurriert ein phosphoryliertes Peptid mit diesem Kanal um die Bindungsstelle
des 14-3-3 Proteins, wird diese Inhibition deutlich verringert. Dies geschieht aufgrund der Besetzung
der Bindegrube. Der exakte Mechanismus, wie 14-3-3 Proteine den TRESK-Kanal regulieren, ist dabei

noch nicht vollstandig geklart und Gegenstand der aktuellen Forschung. Czirjdk und Kollegen

-7-
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beschrieben 2008 in ihrer Arbeit zwei moglicherweise miteinander gekoppelte Wege der Kontrolle

(Czirjak et al., 2008).

Zum Einen wird TRESK an Position Ser264 phosphoryliert, woraufhin die unmittelbare Bindung eines
14-3-3 Proteins erfolgt. Dies fiihrt zur Inhibition des K*-Kanals, indem die Abnahme des K*-Stroms
nach der Aktvierung durch Calcineurin beschleunigt wird (Czirjdk & Enyedi, 2010). Diese Abnahme ist
weiterhin von der Inhibierung der Kinase-Aktivitat abhangig, welche fir die Phosphorylierung von
Ser276 verantwortlich ist. Welche Kinase das Ser276 phosphoyliert, ist bislang noch nicht bekannt.
Der zweite Regulationsweg erfolgt ebenfalls Gber die Bindung eines 14-3-3 Proteins an Ser264,
welche dazu fiihrt, dass die Kontrolle des fiir die Kinase-Bindung notwendigen Ser276 aus sterischen
Grinden verhindert wird. Moglich ist auch, dass die oben erwdhnte Kinase selbst durch 14-3-3

inhibiert wird (Czirjak & Enyedi, 2010).

Im Jahr 2008 stellten Czirjdk und Kollegen fest, dass die Regulierung der Aktivitdtsdauer von TRESK
Uber 14-3-3 Proteine Isoform-spezifisch ablauft. So erfolgt die Kontrolle tber 14-3-3y und n,
wohingegen die anderen Isoformen die TRESK-Aktivitdt nach einem Calcium-Signal nicht signifikant

verlangern (Czirjak et al., 2008).
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2. Zielsetzung

Viele heutige Krankheitsbilder tragen ihren Ursprung in der Fehlfunktion kérpereigener Proteine und
Enzyme, welche sich meist auf Mutationen zurlickfihren lassen. Die Auswirkungen dieser
Mutationen sind sehr unterschiedlich und reichen von gesteigerter Proteinaktivitdt bis hin zum

volligen Funktionsverlust.

Um diese Auswirkungen beeinflussen zu kénnen, werden bislang meist Inhibitoren der aktiven
Zentren von Enzymen eingesetzt, was Einfluss auf die Interaktion zwischen Enzymen und ihren
Regulatorproteinen haben kann. Ein anderer Ansatzpunkt ist die Stabilisierung solcher Wechsel-
wirkungen mit Hilfe kleiner Molekiile. Als mogliches therapeutisches Ziel dieses neuartigen Ansatzes
gewinnen die 14-3-3 Proteine immer mehr an Bedeutung, da sie eine Vielzahl von Interaktions-
partnern aufweisen. Fiir den Einsatz von Inhibitoren oder Stabilisatoren missen zunachst aber
physiologische Aspekte der Proteine und deren Bindungspartner aufgeklart werden, welche aufgrund
der hohen Komplexitat oftmals nicht bekannt sind. Die Proteinkristallographie stellt beispielsweise

eine nitzliche Methode dar, um die Struktur des Proteins auf atomarer Ebene zu I6sen.

Ziel dieser Arbeit war es also, die Bindungseigenschaften verschiedener 14-3-3 Isoformen zum
Kaliumkanal TRESK KCNK 18,s,43.255 mittels Fluoreszenz-Polarisations (FP)-Messungen zu untersuchen
und deren Dissoziationskonstanten Ky zu ermitteln. Diese geben Aufschluss (ber die Affinitat
zwischen der jeweiligen Proteinisoform und dem TRESK-Peptid. Fiir den Assay werden zwei 14-3-3

Bindesequenzen verschiedener Lange (PPQAMERSNpSCPELVL, AMERSNpSCPELVL) verwendet.

Um die Ergebnisse des FP-Assays zu verifizieren, sollten die Bindungen zwischen den 14-3-3
Isoformen vy, €, n, o und Tt und dem Kaliumkanal TRESK KCNK 18 mittels Proteinkristallographie
aufgeklart werden. Daflir sollten zunachst die oben genannten Proteinisoformen mit dem Peptid,
welches der Konsensussequenz entspricht, komplexiert und kristallisiert werden. AnschlieRend
sollten die 14-3-3 Isoformen mit Cystein modifiziert, exprimiert und aufgereinigt werden. Diese
Cysteinmutanten bauen bei der Komplexierung mit Peptiden (TRESK KCNK 18) eine intermolekulare
Disulfidbriicke auf. Durch diese kovalente Bindung wird die Interaktion zwischen Protein und Peptid

zusatzlich stabilisiert.

Weiterfiihrendes Ziel ist die Glutamat-Modifikation des 14-3-3 Interaktionspartners (intrazelluldrer
Loop von TRESK) an einer Position, sodass fiir die Komplexierung auf die Phosphorylierung verzichtet
werden kann. Nach der Komplexierung mit dem Glu-Peptid soll liberprift werden, ob die Stabilitat
der Disulfidbriicke in Kombination mit dem Glutamat ausreicht, um das phosphorylierte Serin zu

ersetzen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Konstrukte, Enzyme

Protein Lang Mutationen Tag

ein
AS

14-3-3 1- G174C His-Tag

gammaAC 238

14-3-3 1- G172C His-Tag

epsilonAC 232

14-3-3 1- G169C His-Tag

tauAC 230

TRESK Sequenz

KCNK 18

TRESKpS 243- PPQAMERSN(pS)CPELVL
258

TRESKe 243- PPQAMERSN(E)CPELVL
258

Intrazellu- 149 | TDTGDILATILSTSYNRFRKFPFFTRPLLSKWCPKSLFKKKPDPKPADEAVPQIIISAEELPG

larer Loop - PKLGTCPSRPSCSMELFERSHALEKQNTLQLPPOAMERSNSCPELVLGRLSYSIISNLDEV
280 | GQQVERLD

Enzyme Hersteller

Dnase | Roche

Dpn | New England Biolabs®

Pfu Turbo DNA Polymerase Stratagene/Agilent

TEV-Protease

MPI Dortmund
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3.1.2. Bakterienstamme

Bakterienstamm zur heterologen Expression eukaryotischer Proteine:

Escherichia coli Rosetta™ 2 (DE3)

Genotyp: F- ompT hsdSB (rB — mB =) gal decm (DE3) pRARE2 (Cam®)

3.1.3. Primer (Ortsspezifische Mutagenese)

Die Primer wurden bei der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bestellt.

Primername Sequenz 5‘ - 3’

14-3-3 Epsilon AC:

G172C_a_e CAACGCATCCTATTCGCTTATGTCTTGCTCTCAATTTTTC
G172C_as_e GAAAAATTGAGAGCAAGACATAAGCGAATAGGATGCGTTG

14-3-3 Gamma AC:

G174C s g CCCACCCCATCCGATTATGCCTGGCTC

G174C as_ g GAGCCAGGCATAATCGGATGGGGTGGG

14-3-3 Tau AC:

G169C s t CACACCCAATCCGCCTGTGCCTTGCTCTTAACTTTTC
G169C as_t GAAAAGTTAAGAGCAAGGCACAGGCGGATTGGGTGTG

TRESK KCNK 18 Loop

Aspartat-Modifizierung:

TR_S252D_S CCGCAGGCTATGGAACGTAGTAATGACTGTCCGGAACTG
TR_S252D_AS CAGTTCCGGACAGTCATTACTACGTTCCATAGCCTGCGG
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3.1.4. Ndhrmedien

Alle Nahrmedien wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt und nach Fertigstellung bei 121 °C

autoklaviert.

TB-Medium: 24 g/L Hefeextrakt
12 g/L Trypton
9,4 g/L di-Kaliumhydrogenphosphat
2,2g/L Kaliumdihydrogenphosphat
0,4 % (v/v) Glycerin

LB-Medium: 10g/L Trypton
5g/L Hefeextrakt
10 g/L NacCl

LB-Agarplatten: 16 g/L Bacto Agar

(+ Ampicillin) 10 g/L Bacto Trypton
10 g/L NaCl
5g/L Hefeextrakt
100 pg/mL Ampicillin

SOC-Medium 20g/L Trypton

Transfol:::ationen S8/t Hefeextrait

0,58 g/L NaCl
0,19 g/L KCl
2,03 g/L MgCl, x 6 H,0
2,46 g/L MgS0O, x 7 H,0
0,4 % (v/v) sterile 50%ige (w/v) Glucose-Losung
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3.1.5. Puffer

Alle Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser hergestellt.

Affinitatschromatographie liber Ni-NTA Sepharose / Co-Siule

Lysepuffer 50 mM
pH 7,4 150 mM
5% (v/v)
4 mM
1mM

Waschpuffer 50 mM
pH 8 500 mM
5% (v/v)
25 mM
1mM

Elutionspuffer 50 mM
PH 8 200 mM
5% (v/v)
250 mM
1mM

Aufreinigung Uber Gelfiltration

Gelfiltrationspuffer 25 mM
pH 7,4 100 mM
10 mM
1mM

TRIS

NaCl

Glycerol
B-Mercaptoethanol
PMSF

TRIS
NacCl
Glycerol
Imidazol

B-Mercaptoethanol

HEPES
NaCl
Glycerol
Imidazol

B-Mercaptoethanol

HEPES

NaCl

MgCl,

B-Mercaptoethanol oder TCEP
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| SDS-PAGE
5x SDS- | 62,5 mM | Tris-HCI
Probenpuffer | 2% (v/v) | SDS
| 5% (v/v) | B-Mercaptoethanol
| 10% (v/v) | Glycerol
| Spatelspitze Bromphenolblau
Kathodenpuffer | 1M | Tris
(10x) im [ Tricin
| 1% (v/v) | SDS
Anodenpuffer (10x) | 2M | Tris
Coomassie- | 50% (v/v) | Ethanol
Farbeldsung | 10% (v/v) | Essigsdure
| 0,1% (v/v) | Coomassie Brilliant Blue 250
Entfirber-Ldsung | 700 mL | H,0
(1L) 200 mL | Ethanol
| 100 mL | Essigsaure

‘ Komplexansatz fiir die Kristallisation

Komplexierungs- | 20 mM | HEPES

puffer ‘ 2mM ‘ MgCl,

-14 -
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FP Assay
Stammlésung 0,1M HEPES
HBS-Puffer (10x) 15M Nacl
pH 7,4
ad 1000 mL H,O
FP-Puffer 0,1 % (v/v) Tween 20
(1x) 0,1 % (v/v) BSA
1% (v/v) 10x HBS
3.1.6 SDS-Gele

Die Angaben beziehen sich auf die Herstellung von 2 Gelen bei einer Dicke von 0,75 mm (Mini-

PROTEAN™-Apparatur (BioRad)) (in mL).

Trenngel (12%) Sammelgel (5%)
Bis-Acrylamid (30%) 3,9 0,5
Gelpuffer 2,5 0,38
H,O 3,2 2,1
APS (10%) 0,1 0,05
TEMED 0,01 0,005
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3.1.7. Gerate

Gerate Hersteller
Zentrifugen Tischzentrifuge Biofige 13, Heraeus
Tischzentrifuge Minispin Eppendorf

Ultrazentrifuge

Avanti JA30i / J20XP Beckmann

Sdulen Ni, Co Saule (Co-NTA) Qiagen / GE-Healthcare

Gelfiltrationssaule GE-Healthcare

Affinitatschromatographie- GE-Healthcare

saule-Pumpsystem (Akta-Purifier, Akta-Explorer)

Expression Inkubatorschrank Binder
Schittler Infors HAT
Zellaufschluss Hochdruckhomogenisator Microfluidics Corporation
SDS-Gele Proteingelkammer Biorad
Spannungsquelle Biorad

Power-PAC 300

Kristallisation Pipettierroboter Phoenix Art Robins Instruments

FP-Assay Fluoreszenzspektrometer Infinite500, Tecan

Weiteres Konzentrationsbestimmung Nanodrop, Thermo Scientific
Klvettenphotometer Eppendorf
pH-Meter inoLab, WTW
Vortexer Scientific Industries
Thermocycler T 3000 Biometra

3.1.8. Kits
Kit-Systeme Hersteller

Gene JET™ Plasmid Miniprep Kit

Fermentas
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3.2. Methoden

3.2.1. Ortsspezifische Mutagenese

Als Grundwerkzeug fiir die Einbringung von Mutationen in die DNA der Isoformen dient die DNA-
Amplifikation mittels einer PCR (Polymerasekettenreaktion, engl. polymerase chain reaction). Dieses

Verfahren lasst sich in drei Schritte unterteilen, welche zyklisch wiederholt werden.

Wahrend der ersten Phase, der Denaturierung, wird auf 95 °C erhitzt, sodass die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basenpaaren der doppelstrangigen DNA (dsDNA) in

zwei Einzelstrange aufbrechen.

AnschlieBend wird die Reaktion auf 42-68 °C abgekihlt, damit sich die komplementaren Primer an
die einzelstrangige DNA (ssDNA) anlagern kdnnen. Die Temperatur des Annealings richtet sich nach
der jeweiligen Schmelztemperatur des Primers, welcher nach Lange und Sequenz ausgewahlt wird,

und sollte etwa 5 °C unterhalb der T,, liegen.

Bei der Elongation, dem abschlieRenden Schritt der PCR, wird die Temperatur auf 72 °C erhoht, damit
die hitzebestandige Polymerase die Primer in 5‘->3‘-Richtung verldangern kann. Dies geschieht durch
die Anlagerung von Desoxynucleotidtriphosphaten, kurz dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), welche
nach der Abspaltung eines Diphosphats an die jeweilige 3-OH-Gruppe geknipft werden kénnen. Als
Polymerase dient beispielsweise Tag-Polymerase aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus, die ihr
Temperaturoptimum bei etwa 72 °C aufweist und somit die Primer schnell anlagern kann. In dieser

Arbeit wurde Pfu Polymerase aus Pyrococcus furiosus verwendet.

Im nachsten Zyklus dient die neu synthetisierte DNA bereits als Templat und ab dem dritten Zyklus

wird sie exponentiell vervielfaltigt.

Fir die ortsspezifische Mutagenese wurde folgendes PCR-Programm verwendet und fir die

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes diente das darauffolgende Pipettierschema:

95°C 1 min PCR-Ansatz 50 plL:
95 C 1min Pfu 10x Puffer 5uL
55 C 1min 30 Zyklen Primer_forward X pL
65 C 15 min Primer_reverse X uL
65 C 30 min Templat-DNA 1-2 uL (40-100 ng)
i oo Pfu Turbo Polymerase lpl
ddH,0 ad 50 pL
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Die Primermenge richtet sich nach der Anzahl der Basenpaare des Primers und lasst sich mit der

Formel

125ng x 1000 _
330 x 23 (Anzahl der Basenpaare des Primers)

uL

berechnen.

AnschlieBend erfolgte der Restriktionsverdau der Plasmid-DNA durch das Enzym Dpnl wahrend einer

2-3 stiindigen Inkubation bei 37 °C, um die nicht mutierte, methylierte DNA zu zerschneiden.

3.2.2. Transformation via Hitzeschock

Ziel der Transformation ist es, vorhandene DNA oder Plasmide in kompetente Bakterienzellen zu

transformieren. Als kompetente Zellen dienten in dieser Arbeit E. coli Rosetta'™ DE 3.

Zunachst wurden 100 pL chemisch kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und zu diesen 80-100 ng DNA
gegeben. Nach 35 minutiger Inkubation auf Eis folgte der Hitzeschock fiir 1 Minute bei 42 °C im
Thermomixer und im Anschluss eine 2 minltige Abkihlungsphase auf Eis. Anschlieend wurden
200 pL vorgewarmtes SOC-Medium hinzugegeben und eine Inkubationszeit von 45 Minuten bei 37 °C
eingehalten. Die Ernte der Zellen erfolgte durch Zentrifugation flr 1 min bei 13000 g. Das Pellet
wurde darauffolgend in etwa 50 pL des Uberstands resuspendiert und auf einer mit Ampicillin
(50 pg/mL) versetzten LB-Agarplatte unter sterilen Bedingungen ausplattiert. Inkubiert wurden die

Agarplatten bei 37 °C iber Nacht.

Die LB-Agarplatten mit Ampicillin wurden ausgewahlt, da das verwendete Plasmid eine Resistenz
gegenliber dem Antibiotikum aufweist. Dies fiihrt zu einem Selektionsvorteil der Zellen, die das

Plasmid erfolgreich aufgenommen haben.

3.2.3. DNA-Isolierung, -Sequenzierung und -Fallung

Um eine gewlinschte Mutation verifizieren zu kénnen, wurde die DNA aus den Bakterienzellen

unterschiedlicher Kolonien einer Agarplatte mittels einer sogenannten Miniprdparation isoliert.

Fir die Isolation wurden 6 mL mit Ampicillin (100uM/mL) versetztes TB- oder LB-Medium mit einem

Klon angeimpft und diese (iber Nacht bei 37 °C im Schittler (150 rpm) inkubiert.
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Am nachsten Tag wurden die Zellen durch Zentrifugation, 1 Minute bei 13000 rpm, geerntet.
AnschlieRend erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA mittels GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit von

Fermentas nach der Herstellerangabe.

Die geernteten Zellen wurden in 250 uL Resuspensionslosung, welche RNAse enthalt, resuspendiert.
Nach Zugabe von 250 pL Lysis- und 350 pL Neutralisationsldsung wurde 5 Minuten bei 13000 rpm
zentrifugiert, um den Uberstand von den festen Bestandteilen der Suspension zu trennen. Der
Uberstand wurde in eine GeneJET™ spin column Uberfiihrt und erneut 1 Minute bei 13000 rpm
zentrifugiert. Nachdem der Durchfluss verworfen wurde, wurde mit 500 uL Waschlésung gewaschen
und zentrifugiert. Zur Elution der DNA wurden abschlieend 50 uL Elutionspuffer hinzugegeben. Die
Konzentration des Eluates konnte nach 2 minitiger Inkubation bei Raumtemperatur und 2 mintiger

Zentrifugation bei 13000 rpm mittels Nanodrop (Thermo Scientific) ermittelt werden.

Die DNA wurde anschlieBend bei -20 °C gelagert oder direkt zur Sequenzierung weiterverwendet,

welche intern im Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie erfolgte.

Fiir die Sequenzierung mussen die Proben mit Hilfe einer Sequenzier-PCR vorbereitet werden. Dies
erfolgt nach der Methode von Sanger oder auch der ,Kettenabbruchmethode”. Im Unterschied zur
,herkdmmlichen” PCR wird anstelle von dNTPs eine Mischung aus dNTPs und Fluoreszenz-markierten
ddNTPs (Didesoxynucleotidtriphosphat, diese sind im Terminator Mix (BigDye, Applied Biosystems)
enthalten) zugefiigt. Wenn ein ddNTP statt eines dNTPs wahrend der Elongation eingebaut wird,
wird die Verlangerung des komplementdren Stranges an dieser Stelle abgebrochen, da der
Polymerase die 3'OH-Gruppe fehlt. Auf diese Weise entstehen verschieden lange Fragmente mit
unterschiedlichen endstdandigen Basen, die nach ihrer Lange elektrophoretisch aufgetrennt werden
kénnen. Durch die differenten Fluoreszenz-markierten ddNTPs am Ende jedes DNA-Fragmentes zeigt
die Fluoreszenz nach der Anregung unterschiedliche Farben, die dann von einem Detektor gemessen

werden kdénnen.

Die Sequenzier-PCRs wurden nach folgendem PCR-Programm und Probenansatz durchgefihrt:

96°C 30sec PCR Ansatz 20 plL:

96°C 30sec 30 Zyklen t-Mix (Terminator Mix) 2 uL

50°C 15sec Primer (5 uM) 1ul

60°C 4 min Templat-DNA 150-300 ng
4°C oo ddH,0 ad 20 pL
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AbschlieBend wurde die amplifizierte DNA mittels DNA-/Ethanol-Fillung aufgereinigt. Dazu wurde
der Ansatz in 0,5 mL ReaktionsgefaRe (Eppendorf) Gberfihrt und 2 uL 3M NaAc, 2 pL 125 mM EDTA
und 50 pL 100% EtOH zugegeben. Die Suspension wurde gevortext und 10 Minuten auf Eis inkubiert.
Die DNA wurde bei 13000 rpm pelletiert und der Uberstand mittels einer Pipette dekantiert. Nach
zweimaligem Waschen mit je 200 pL 70% EtOH und anschlieBendem Zentrifugieren wie oben

beschrieben wurde das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet.

3.2.4. Proteinexpression und Zellaufschluss

Mit der zuvor durch Sequenzierung verifizierten Kolonie oder angelegten Gefrierkultur wurden
250 mL mit Ampicillin versetztes TB- oder LB-Medium angeimpft und diese Vorkultur Gber Nacht bei
37 °C und 150 rpm im Schiittler inkubiert. Am folgenden Tag wurde eine 5 L Hauptkultur (ebenfalls
TB- oder LB-Medium mit Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/mL) mit der Vorkultur
angeimpft und das Wachstum der Zellen halbstiindig Gber die ODgy verfolgt. Die optische Dichte
wurde Uiber das Biophotometer bestimmt. Wahrenddessen wurde die Kultur weiterhin bei 37 °C und

150 rpm geschiittelt.

Bei einer ODgy zwischen 0,6 - 0,8 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 0,5 mM IPTG
(Isopropyl-thiogalactopyranosid) induziert, die Temperatur auf 18 °C gesenkt und erneut iber Nacht
bei 150 rpm geschiittelt. Durch IPTG-Zugabe wird die Dissoziation des lac-Repressors vom lac-Operon

bewirkt, wodurch die Polymerase an den Promotor binden und die Genexpression starten kann.

Die Zellernte erfolgte am darauffolgenden Tag bei 4500 rpm und 4 °C fir 15 Minuten. Fir den
Zellaufschluss wurde das erhaltene Pellet in gekiihltem Ni-NTA-Lysepuffer resuspendiert und mit
DNAse | versetzt. AnschlieRend wurden die Zellen mit Hilfe eines Hochdruckhomogenisators

(MicroFluidics) aufgeschlossen.

Um die I6slichen von den unléslichen Zellbestandteilen zu trennen, wurde bei 23000 rpm und 4 °C
30 Minuten lang zentrifugiert und die unléslichen Bestandteile so pelletiert. Der Uberstand wurde

zur Aufreinigung auf eine Co-NTA-Affinitatschromatographie-Saule aufgetragen.
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3.2.5. Aufreinigung lber Affinitdtschromatographie und Gelfiltration

Affinitdtschromatographie:

Aufgereinigt werden die Proteine Uber eine Affinitdtschromatographie, wofiir sie am C- oder N-
Terminus (iber einen spezifischen Affinitdts-Tag verfigen missen. In diesem Fall besitzt das 14-3-3
Protein einen His-Tag, der sich durch zwei bis zehn zusatzliche Histidine (meist ein Hexapeptid)
auszeichnet und womit sich das Protein durch Imidazol oder einen niedrigen pH-Wert eluieren lasst.
Den Histidinen nebenstehend befindet sich eine Proteaseschnittstelle, an der der Affinitats-Tag
spater abgetrennt werden kann. Der Tag dient zum spezifischen, aber reversiblen Binden des
Zielproteins an das Saulenmaterial, wahrend andere Proteine, die nicht mit diesem His-Tag versehen
sind, nicht an die Sadule haften koénnen. Diese unspezifisch bindenden Proteine kdnnen mit
Waschpuffer entfernt werden. Die Elution der Proteine erfolgt liber einen Puffer, der eine der Saule
gegeniber hoch affine Substanz in hoher Konzentration enthalt. Durch diesen Puffer wird das mit

dem His-Tag modifizierte Protein von der Saule verdrangt.

Fiir die Aufreinigung wurde in dieser Arbeit eine 30 mL Co-NTA-Sdule verwendet, die zunachst mit
3 Sdulenvolumen (SV) Lysepuffer und einer Flussrate von 4 mL/min dquilibriert wurde. Nach dem
Beladen der Siule mit dem Zelllysat iber eine Peristaltikpumpe (2 mL/min) wurde die Saule mit
10 SV Ni-NTA-Waschpuffer (ebenfalls 2 mL/min) gewaschen. Die abschlieBende fraktionierte Elution
mit 3 SV Elutionspuffer erfolgte mit einer Flussrate von 1 mL/min, bei der Imidazol anstelle des His-
Tags an die Sdule bindet und das Protein somit verdrangt. Durch das Messen der Absorption bei
280 nm wahrend der gesamten Aufreinigung konnten die das Protein enthaltenden Fraktionen

identifiziert werden. Alle Aufreinigungsschritte erfolgten am Chromatographie-System Akta Purifier.

Um den Erfolg der Aufreinigung zu kontrollieren, wurden Proben des Zelllysats, des
Saulendurchflusses, der Waschfraktion und der Eluate genommen, damit diese anschlieRend tber

eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert werden konnten.

Die vereinigten Protein enthaltenden Eluatfraktionen wurden in Zentrikons mit einem Cut off von
30 kDa auf etwa 1 mL aufkonzentriert und das Enzym Tobacco Etch Virus (TEV)-Protease zugegeben.
Der Reaktionsansatz wurde Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die TEV-Protease dient dabei zur
spezifischen Entfernung des His-Tags vom Protein und besitzt die Aminosdure-Erkennungssequenz

ENLYFQG. Der Schnitt erfolgt zwischen Glutamin und Glycin beziehungsweise Serin.
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Gelfiltration:

Zur weiteren Aufreinigung kann nach der Affinitatschromatographie eine Gelfiltration erfolgen. Die
Gelfiltrationssaule zeichnet sich durch Poren im Sdulenmaterial aus, welche die Auftrennung der
Molekiile nach ihrer GréBe mdglich machen. Das Prinzip dabei ist, dass kleinere Molekiile und
Verunreinigungen in die Poren hinein diffundieren kénnen, wahrend groRe Proteine nicht in die
Poren eindringen. Daher bendtigen Proteine mit groRerem hydrodynamischen Radius weniger Zeit

fiir den Weg durch die Saule. Aus diesem Grund lassen sie sich schneller eluieren.

Nach der Aquilibrierung der Siule (Sephacryl S200 von GE Healthcare, 320 mL Volumen) mit etwa
2 SV Gelfiltrationspuffer und einer Flussrate von 1 mL/min wurde das von der TEV-Protease verdaute
Protein mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,8 mL/min auf die Siule geladen. Das fraktionierte

Eluieren des Proteins (1 mL/min) erfolgte anschlieBend mit etwa 1 SV Gelfiltrationspuffer.

Ahnlich der Aufreinigung mittels der Affinitditschromatographie wurde wéahrend des zeitlichen
Verlaufs die Absorption bei 280 nm gemessen, sodass nach der Elution die Protein enthaltenden
5 mL - Fraktionen Uber eine SDS-PAGE analysiert und in Zentrifugationskonzentratoren (Amicon

Ultra, MWCO 30 kDa) auf ein Endvolumen von 1 mL einkonzentriert werden konnten.

Nach der Aufkonzentrierung wurde das Protein aliquotiert, mit fllissigem Stickstoff schockgefroren

und anschlieRend bei -80 °C gelagert.

3.2.6. SDS-PAGE

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient zur Uberpriifung der Reinheit und zur Bestimmung

des Molekulargewichts eines isolierten Proteins.

Bei der SDS-PAGE werden die Proteine durch Anlegen einer Spannung nach ihrer GroRe aufgetrennt,
wobei kleine Molekiile schneller in Richtung der Anode wandern als groRe. Dazu missen zunachst
die Disulfid- und Wasserstoffbriickenbindungen der Protein-Tertidrstruktur durch B-Mercaptoethanol
reduziert werden, wodurch die Proteine denaturiert werden und in einen linearen Zustand
Ubergehen. Hinzugegebenes Natriumdodecylsulfat (SDS, engl. Sodiumdodecylsulfat) dient zur
Angleichung der Ladungsdichte aller Proteine und verursacht eine negative Ladung durch die
Bindung an hydrophobe Regionen im Proteininneren. Etwa 1,4 g SDS binden pro Gramm Protein,

sodass das Ladungs-Masse-Verhaltnis aller Proteine etwa gleich wird.

IM

Als ,Tragermaterial” wurden Polyacrylamid-Gele verwendet, welche durch die Copolymerisation von

Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid hergestellt werden konnen. Durch Verwendung
-22-



Material und Methoden

verschiedener Konzentrationen und Verhaltnisse der beiden Stoffe kann Einfluss auf die PorengrolRe

genommen werden.

Vor Auftragung auf das Gel wurden die Proben mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt und zur
vollstdndigen Denaturierung 5 Minuten bei 95 °C im Thermoblock erhitzt. Anschlieend wurden
10 uL der Proben und 5 pL eines Proteinmarkers (Page Ruler, Prestained Protein Ladder der Firma
Fermentas), der zur GroRenbestimmung der Proteine dient, auf die in 3.1.6. genannten SDS-Gele
aufgetragen. Nach Befiillen der inneren Gelkammer mit Kathodenpuffer sowie der aufleren
Gelkammer mit Anodenpuffer (Zusammenstellung siehe 3.1.5.) wurde die Elektrophorese bei einer

Spannung von 55 mA (Angabe fiir ein Gel) gestartet.

Die Gele wurden nach dem Elektrophoresedurchlauf bei leichtem Schiitteln fir 10 Minuten in
Coomassie Blue-Farbelosung angefarbt, um die Proteinbanden sichtbar zu machen. Bei der
anschlieRenden Entfarbung der Gele wurde die unter 3.1.5. genannte Entfarber-Losung verwendet,

sodass nachfolgend nur bei den Proteinbanden eine Blaufarbung zu sehen war.

3.2.7. Fluoreszenz-Polarisations Assay

Das Prinzip der Fluoreszenz-Polarisation (FP, engl. fluorescence polarization/anisotropy) basiert auf
der Anregung eines mit einem Fluorophor modifizierten Molekiils. Erfolgt diese Anregung mit (linear)
polarisiertem Licht bei einem sich bewegenden oder viel mehr rotierenden Molekiil, so flhrt dies zur
Depolarisierung des Lichts. Wird ein Molekil mit einem weiteren Molekiil gekoppelt, kommt es
aufgrund des groBeren Molekiilvolumens zu einer langsameren beziehungsweise eingeschrankten
Rotation. Das emittierte Licht bleibt polarisiert, es kann sogar eine Zunahme der Polarisation

beobachtet werden.
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Fluoreszenz=

polarisiertes lebensdauer depolarisiertes
Licht schnelle 4 Licht

Rotation

Fluoreszenz-

polarisiertes lebensdauer polarisiertes
Licht P Licht
Rotation

Abbildung 3.1: Unterschiede der Rotation und Fluoreszenz-Polarisation kleiner und groBer Molekiile
(Bild: "PNA-Peptid-PNA Chimaren - Werkzeug zur hybridisierungsbasierten Kontrolle der
Peptidkonformation und fiir Protease-Screenings", Dissertation Dr. Lars Roglin, Humboldt-

Universitat Berlin, Januar 2008)

Die Anderungen des emittierten Lichts kdnnen in einem FP-Assay durch die Titration des
Bindungspartners bestimmt werden. Aus dieser Messung von konstanter Liganden- und variabler
Rezeptorkonzentration kann mit Hilfe nicht-linearer Regression die Dissozitationskonstante Ky
gewonnen werden. Der Kq-Wert gibt Aufschluss tber die Affinitdt zwischen dem Peptid und dem
Protein. Die Begriffe ,Rezeptor” und ,Ligand” sind hierbei nicht wortlich gemeint, sondern sie
bezeichnen zwei verschiedene Molekiile und sind gegeneinander austauschbar. Als Rezeptor werden
in dieser Arbeit die sieben Isoformen des 14-3-3 Proteins verstanden, unter dem Liganden die
fluoreszenzmarkierten Peptide mit Sequenzen verschiedener Lange des intrazelluldaren Loops vom

Kaliumkanal TRESK KCNK 18.

Zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Ligand wurde das FAM Peptid mit
dem frisch angesetzten, filtrierten FP-Puffer (1x) zundchst auf eine Konzentration von 100 nM
verdiinnt. Dazu wurden 5 plL Peptid in 5 mL FP-Puffer (1x) suspendiert. Anschliefend wurden 18 uL
der Puffer-Peptid-Suspension im ersten Well jeder Reihe einer Assay-Platte mit 384 Wells (Corning
Assay Platten, Corning Incorporated, USA) vorgelegt. Durch Zugabe von 2 plL der 14-3-3 Isoformen in
das erste Well wurde mit Hilfe einer Mehrfachkanal-Pipette (Eppendorf, Hamburg) eine
Verdiinnungsreihe pipettiert. Dabei wird die Proteinkonzentration von Well zu Well halbiert. Die
vorletzte Spalte jeder Assay-Platte diente als Referenzwert der Messung und enthielt nur die Puffer-
Peptid-Suspension, die letzte wurde als Blank genutzt (nur FP-Puffer (1x)). Fir jede Isoform wurde

eine Dreifach-Bestimmung durchgefihrt.

Das Messen und Aufnehmen der Daten erfolgte (iber das Fluoreszenzspektrometer Infinite500 der

Firma Tecan, die Datenauswertung erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism.
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3.2.8. Proteinkristallisation und Rontgenkristallographie

Notwendig fiir die Kristallisation von Proteinen sind deren Reinheit und die Eigenschaft,
Kristallstrukturen ausbilden zu kénnen. Die Kristalle bestehen aus sich periodisch wiederholenden
Einheiten (auch Elementarzellen genannt) in einem Kristallgitter, welche durch intermolekulare
Wechselwirkungen flexibel zusammengehalten werden. Aufgrund der Tatsache, dass die
Kristallstrukturen keine starre Konformation einnehmen sondern flexibel bleiben, kann eine

Proteinkristallstruktur als Modell flir den nativen Zustand eines Proteins angesehen werden.

Zwischen den Proteinmolekiilen befinden sich Hohlrdume, in denen sich Kristallwasser ansammelt
und durch die die umgebende Pufferl6sung diffundieren kann. Durch Entfernen des Wassers kann
sich zunachst ein Kristallkeim und daraus spater ein Kristall entwickeln. Diese Art der
Kristallerzeugung wird als Dampfdiffusionsmethode bezeichnet. Dabei wird zwischen der Methode
des sitzenden Tropfens (engl. sitting drop) und der des hiangenden Tropfens (engl. hanging drop)

unterschieden.

i)

Abbildung 3.2: Dampfdiffusionsmethode mittels der Methode des sitting (links) oder hanging (rechts) drop

(Bild: http://crystal.csiro.au/en/About/Vapour-Diffusion.aspx)

Das Prinzip dieser Technik beruht auf der Gleichgewichtseinstellung zweier unterschiedlicher
Losungen — der Reservoirlosung und der des Proteintropfens — in einem abgeschlossenen System, die
Uber eine Gasbricke miteinander verbunden sind. Da die Konzentration der Prazipitantien im
Proteintropfen verglichen mit der der Reservoirlésung geringer ist, wird das Wasser in Richtung des
Reservoirs entzogen. Auf diesem Weg steigt die Konzentration des Protein-Peptid-Komplexes und
auch die der Préazipitantien verhaltnismaRig an. Es kommt zur Ubersattigung, bei welcher die
Keimbildung der Kristalle beginnt. Der Ubergang der Proteinmolekiile aus der erwihnten

Ubersattigten Phase in die feste Phase stellt den Prozess der Kristallisation dar.
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Als Prazipitantien dienen Salze wie Ammoniumsulfat, Alkohole oder organische Polymere wie
Polyethylenglucol (PEG). Durch Variation der Substanz-Konzentration oder auch des pH-Wertes und
der Temperatur konnen verschiedene, in einem |Initial-Screen (ITS) zu testende
Kristallisationsbedingungen erhalten werden. Fir den Screen wurden 96-well-Platten (Methode
sitting drop) und sieben verschiedene Kristallisationslosungen eingesetzt. Dazu zdhlen Core I-IV,
JCSG+, MPD und Cryos (alle der Firma Qiagen). Per Pipettierrobotor Phoenix® wurde die
Kristallisationslosung in das Reservoir pipettiert und je 0,1 puL der Komplexansatze im sogenannten
Vial mit 0,1 pL der Reservoirldsung verdiinnt. Nach dem luftdichten Versiegeln der Platte konnte der
Kristallisationsfortschritt im Beobachtungssystem , Formulatrix®“ mit Hilfe des Computerprogramms

,Rock Maker®“ verfolgt werden.

Solche Kristallisationsbedingungen, die sich bei einem Initial-Screen als erfolgreich erwiesen haben,
wurden weiter optimiert. Ziel dieser Optimierung ist die Verfeinerung von Kristallentstehungs-
Bedingungen. Dabei sollen Kristalle von moglichst hoher Qualitdt und entsprechend hohem

Streuvermogen geziichtet werden, da die Detailtreue der Struktur hierdurch beeinflusst wird.

Bei der Optimierung wurden 24-well-Platten (Methode hanging drop) verwendet. Die Rander der 24
Kammern wurden fiir das luftdichte AbschlieBen nach Auflegen der Glasdeckelchen mit einer
Silikon6l-Mischung bedeckt. Die Reservoirs der Kammern wurden mit 500 pL Puffer befiillt, wobei die
Kristallisationsbedingung in jedem Well variiert wurde. Zur Ziichtung der Kristalle wurden je 1 uL der
Reservoirlésung mit 1 pL des Komplexansatzes auf einem Glasdeckelchen zusammenpipettiert,
welche abschliefend auf die Kammern platziert wurden. Die Kontrolle des Kristallisationsfortschritts

erfolgte mit Hilfe eines Mikroskops Gber mehrere Tage.

Um letztendlich die Struktur eines Protein-Peptid-Komplexes zu bestimmen, bietet sich die Methode
der Rontgenkristallographie an, die zu den Grundlagen der Strukturbiologie gehort. Bei diesem
Verfahren wird gemessen, wie stark und in welche Richtung die Rontgenstrahlen von den Kristallen
gebeugt werden. Die gebeugten Strahlen kénnen sich durch konstruktive Interferenz verstarken
(oder durch destruktive Interferenz ausloschen), wodurch bei der Bestrahlung eines Proteinkristalls
ein Streubild gewonnen werden kann. Anhand des Beugungsmusters aus diesem Streubild kann die
Elektronendichte-Verteilung eines kristallisierten Molekils ermittelt werden. Dies erfolgt liber die
Starke der auftretenden Beugungsmaxima, durch welche die Atomanordnung mit Hilfe

mathematischer Verfahren innerhalb einer Elementarzelle berechnet werden kann.
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Abbildung 3.3: Beispiel eines Beugungsmusters, gezeigt ist der Kristall 14-3-3n mit einer Sequenz des

TRESK(pS) KCNK 18 ("PPQAMERSN(pS)CPELVL™). Die duRere Aufldsungsgrenze liegt bei 2,5 A.

Um an Hand des Beugungsmusters eine Elektronendichtekarte zu erstellen, missen viele Aufnahmen
angefertigt werden. Dies geschieht (iber den Detektor in einem Rontgengenerator (auch Beamline

genannt), dessen Auflésung im Gerat des Max-Planck-Institutes bei 1,5 A liegt.

Wahrend der gesamten Messung muss sichergestellt werden, dass der Proteinkristall
kryogen/gekihlt bleibt. Kryogen bedeutet dabei das Einhalten einer extrem niedrigen Temperatur
von etwa 110 K (entspricht -160 °C). Dies geschieht (iber einen Strahl aus Stickstoff und Trockenluft
(100 K). Ist die Messung beendet, kann der Kristall wahlweise fiir weitere Anwendungen in flissigem

Stickstoff gelagert oder bei keinem erneuten Gebrauch verworfen werden.

Nach Aufnahme eines vollstandigen Datensatzes beginnt die Auswertung fiir die Ermittlung der
gesuchten Struktur. Daflir wurden die Diffraktionsbilder zunachst durch Datenprozessierung mit dem
Programm XDS in Elektronendichtefunktionen umgewandelt (mathematische Integration Uber die
Peaks der jeweiligen Beugungsreflexe). Es konnten sowohl die Raumgruppe als auch die
Zellkonstanten bestimmt werden. AnschlieBend wurde der molekulare Ersatz mit Hilfe des
Programms PHASER (J. Appl. Cryst. (2007). 40, 658-674. Phaser crystallographic software. A. J.
McCoy, R. W. Grosse-Kunstleve, P. D. Adams, M. D. Winn, L.C. Storoni and R.J. Read.), CCP4i-Software

(Collaborative Computational Project, Number 4. 1994. "The CCP4 Suite: Programs for Protein
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Crystallography". Acta Cryst. D50, 760-763) durchgefiihrt. Die fir die Lésung des Phasenproblems
notwendige bekannte Struktur eines strukturell dhnlichen Proteins wurde (iber die PDB-Datenbank

herausgesucht, wobei auf moéglichst hohe Sequenziibereinstimmung geachtet wurde.

Die Verfeinerung der Struktur und die Validierung des Modells erfolgten mittels WINCOOT (Emsley,
P., & Cowtan, K. (2004). Coot: model-building tools for molecular graphics. Acta crystallographica.
Section D, Biological crystallography, 60(Pt 12 Pt 1), 2126-32. d0i:10.1107/50907444904019158) und
REFMAC (Murshudov, G. N., Vagin, A. A,, & Dodson, E. J. (1997). Refinement of macromolecular
structures by the maximum-likelihood method. Acta crystallographica. Section D, Biological
crystallography, 53(Pt 3), 240-55. doi:10.1107/5S0907444996012255), ebenfalls CCP4i-Software.
AnschlieBend wurden die in dieser Arbeit gezeigten Struktur-Bilder/-Abbildungen lber PyMOL
(DelLano, W.L. (2002). The PyMol Molecular Graphics System (San Carlos, CA: Delano Scientific),

www.pymol.org) erstellt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Herstellung von 14-3-3 Mutanten durch Ortsspezifische Mutagenese

Flr die Kristallisation mit dem TRESK-Peptid sollten zunachst Cystein-modifizierte Mutanten der
14-3-3 Isoformen y, € und t hergestellt werden. Dabei wird an den Aminosaurepositionen 169
(14-3-31), 172 (14-3-3€) und 174 (14-3-3y) ein Glycin gegen Cystein ausgetauscht. Diese Mutanten
bilden bei der Komplexbildung eine intermolekulare Disulfidbriicke mit dem Peptid aus, sodass die

Bindung zusatzlich stabilisiert wird.

Um die 14-3-3 Proteine spezifisch zu mutieren, wurden diese durch ortsspezifische Mutagenese mit
den unter 3.1.3. aufgefiihrten Primern amplifiziert. Die so erhaltenen Konstrukte wurden nach dem
Dpnl-Verdau via Hitzeschocktransformation in kompetente E. Coli Rosetta DE 3 Zellen transformiert
und auf Ampicillin-haltige LB-Agarplatten ausplattiert. Nach dem Anwachsen der Kolonien wurden
mit diesen verschiedene Vorkulturen (6 mL mit Ampicillin versetztes LB-Medium) fiir die spatere
Plasmidisolation angeimpft und die DNA mit Hilfe des Gene JET™ Plasmid Miniprep Kits isoliert. Die
anschlieRende Sequenzierung, welche mit Sequenzier-PCR und Ethanol-/DNA-Fillung vorbereitet
wurde, lieferte fir folgende Konstrukte positive Ergebnisse. Diese wurden durch Sequenz-Alignment

verifiziert und sind nachfolgend aufgefiihrt.

14-3-3y Mutante:

1 HHDYDI PTTENL YFQGAMGSMVDREQL VQKARL AEQAERYDDVAAANKNVTELNEPLSNE 60
s MVDREQL VQKARL AEQAERYDDVAAAVKNVTELNEPLSNE 40
R R R R R R R SRR R SRRSO

1 ERNLL SVAYKNVWVGARRSSVIRVI SSI EQKTSADGNEKKI EWRAYREKI EKELEAVCQDV 120

2 ERNLL SVAYKNVVGARRSSVIRVI SSI EQKTSADGNEKKI EWRAYREKI EKELEAVCQDV 100
IR SRR S SRS RS EEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES

1 LSLLDNYLI KNCSETQYESKVFYLKVKGDYYRYLAEVATGEKRATVWESSEKAYSEAHEI 180

2 LSLLDNYLI KNCSETQYESKVFYLKVKGDYYRYLAEVATGEKRATVWESSEKAYSEAHEI 160
IR SRR RS SRS RS EEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES

1 SKEHVQPTHPI RLELALNYSVFYYE! QNAPEQACHL AKTAFDDAI AELDTLNEDSYKDST 240

2 SKEHVQPTHPI RLGLALNYSVFYYEI QNAPEQACHL AKTAFDDAI AELDTLNEDSYKDST 220
*hkkkkkkhkkkkhkx EEE R R I T I I I I I S I I I I R I I I

1 LI MOLLRDNLTLWISDQQ- - - - - - - - - 258

2 LI MQLLRDNL TLWI' SDQQDDDGGEGNN 247

R S O S
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14-3-3€ Mutante:

1 GSMDDREDL VYQAKL AEQAERYDEMVESVKKVAGVDVEL TVEERNLLSVAYKNVI GARRA 60
2 - - MDDREDL VYQAKL AEQAERYDEMVESVKKVAGVDVEL TVEERNLLSVAYKNVI GARRA 58
Rk S Sk I kR R I R R R kS R R kS R R R I O

1 SWR! | SSI EQKEENKGGEDKLKM REYRQWETELKLI CCDI LDVLDKHLI PAANTGESK 120

2 SVR! | SSI EQKEENKGGEDKLKM REYRQWETELKLI CCDI LDVLDKHLI PAANTGESK 118
LRk I O S O R

1 VFYYKNMKGDYHRYL AEFATGNDRKEAAENSL VAYKAASDI AMTELPPTHPI RLELALNFS 180

2 VFYYKMKGDYHRYL AEFATGNDRKEAAENSL VAYKAASDI AMTELPPTHPI RLGLALNFS 178
khkkkkkhkkhkhhkkhhkhkhhkkhkhhkkhhkhkhhhhkhkhhkdhhdhkhkhhkddhkdkhhhkddxhkrkxk *x*x* ***x**x%

1 VFYYE! LNSPDRACRLAKAAFDDAI AELDTL SEESYKDSTLI MQLLRDNLTLWT- - - - - - 234

2 VFYYE! LNSPDRACRLAKAAFDDAI AELDTL SEESYKDSTLI MQLLRDNLTLWI SDMQGD 238
Rk R S O R O O O

1 e diaciaaoio-

2 GEEQNKEAL QDVEDENQ 255

14-3-3t Mutante:

1 DI PTTENL YFQGAMGSVEKTEL | QKAKLAEQAERYDDVATCVKAVTEQGAEL SNEERNLL 60
7 MEKTEL| QKAKLAEQAERYDDVATCVKAVTEQGAEL SNEERNLL 44
R O S S o O O O O O S I

1 SVAYKNVVGGRRSAVRVI SSI EQKTDTSDKKLQLI KDYREKVESELRSI CTTVLELLDKY 120

2 SVAYKNVVGGRRSAVRVI SSI EQKTDTSDKKLQLI KDYREKVESELRSI CTTVLELLDKY 104
R R O O O I kS O S S O S

1 LI ANATNPESKVFYL KNKGDYFRYLAEVACGDDRKQTI DNSQGAYQEAFDI SKKEMQPTH 180

2 LI ANATNPESKVFYL KNKGDYFRYLAEVACGDDRKQTI DNSQGAYQEAFDI SKKEMQPTH 164
R O O I S O I ok S S

1 Pl RLELALNFSVFYYEI LNNPEL ACTLAKTAFDEAI AELDTLNEDSYKDSTLI MQLLRDN 240

2 Pl RLGLALNFSVFYYEI LNNPEL ACTLAKTAFDEAI AELDTLNEDSYKDSTLI MQLLRDN 224
R S S O o O S O S

1 LTLWIS- - -« == e e mmm - - 246

2 LTLWI' SDSAGEECDAAEGAEN 245

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der folgenden online verfligbaren Tools:

http://www.uniprot.org/ (Proteindatenbank)

http://web.expasy.org/translate/ (zum Translatieren der DNA-Sequenz in die

Aminosauresequenz und zur Bestimmung des
readings-frames)

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ (Sequenz-Alignment)
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Die erfolgreich modifizierten Proteine wurden spater exprimiert und aufgrund ihres His-Tags Uber
eine Co-NTA-Saule aufgereinigt, um ein Protein mit ausreichender Reinheit zu erhalten, welches mit

dem TRESK-Peptidasyas.oss co-kristallisiert werden kann.

Anzumerken ist, dass die Ortsspezifische Mutagenese mehrfach wiederholt werden musste, da nicht
alle sequenzierten Klone nach der ersten Mutagenese eine positive Mutation getragen haben. Dies
kann an einem unvollstandigen Restriktionsverdau durch Dpnl liegen. Des Weiteren ist es denkbar,
dass die Elongationszeiten zur Verlangerung der Primer durch die Anlagerung von dNTPs nicht

ausreichend lang waren.

Auf den Agarplatten, die keine transformierten Klone aufwiesen, scheint es plausibel, dass die
kompetenten Zellen das erforderliche Plasmid fiir die 14-3-3 Konstrukte nicht enthalten haben. Sehr
wahrscheinlich ist auch, dass die Temperatur des Primer-Annealings bei der Mutagenese-PCR
anfangs nicht ausreichend hoch gewahlt wurde, sodass sich die Primer nicht an die Templat-DNA
anlagern konnten. Diese Vermutung wird dadurch bestatigt, dass nach dem Erhéhen der Temperatur

(im Zyklus der Mutagenese-PCR) Kolonien auf den Agarplatten gewachsen sind.
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4.2. Expression und Aufreinigung der 14-3-3 Mutanten

Um die 14-3-3 Mutanten co-kristallisieren zu kdnnen, waren gréBere Mengen an reinem Protein
erforderlich. Dazu wurde fiir jede der drei Isoformen zunichst eine Testexpression zur Uberpriifung
durchgefiihrt. Anschlieend wurden die beiden 14-3-3 Isoformen y und € auch im grofen Malstab
(5L-Kulturansatze) exprimiert. Da die Expression von 14-3-3t nur sehr geringe Ausbeuten erzielte,

wurde diese bislang verworfen.

4.2.1. 14-3-3y Mutante

Nach der Expression von 14-3-3y in E. coli Rosetta DE3 Zellen wurden diese liber eine 30 mL Cobalt-
NTA-Sdule aufgereinigt. Dabei wurden zur Kontrolle von jedem Schritt der Isolierung und
Aufreinigung folgende Proben zur Analyse auf einem 12%-igem Tris-Tricin-Gel genommen: Uberstand
nach der Zentrifugation des Zelllysats, Durchfluss nach Beladen der Saule, Waschfraktion sowie aus

den einzelnen Elutionsfraktionen.

M L-Us DF W E1 E2 E3 E4 ES

kDa
170
130
100
70
55

40

35

L LI
1 =
-

15

10

Abbildung 4.1: Das SDS-Gel zur Kontrolle der Reinheit des Proteins zeigt auf Bahn M: Marker Page Ruler,
Prestained Protein Ladder, Fermentas®. Bahn US-L bezeichnet: Uberstand des Zelllysats nach
der Zentrifugation, DF: Durchfluss beim Beladen der Sdule und W: Waschfraktion. E1 - E5
entsprechen den Eluatfraktionen, wobei E1 die Probe A7 aus dem Chromatogramm (Abb. 4.2)
bezeichnet. Nachfolgende Eluate stellen die weiteren Proben A8-A11 aus dem Absorptionspeak
dar. Von allen Proben wurde das gleiche Volumen aufgetragen (10 pL), die Konzentrationen

variierten.
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Die proteinhaltigen Fraktionen wurden an Hand des folgenden Absorptionsspektrums von der

Affinitatschromatographie ausgewahlt.

mATT
2000
1500
1000
500
o
F2 |A1|.u|_A3|_-14 A3 A6|AF|A£|A_~1|A]0|A]1|A]2|B]:
T T 7 T T u
260 280 300 320 340 ml

Abbildung 4.2: Gezeigt ist das Chromatogramm der Aufreinigung von 14-3-3y. Der Peak signalisiert die

Elution des Proteins in den Fraktionen A7-A11.

Auf dem Gelbild ist zu erkennen, dass die Bahnen US-L und W bis E5 eine deutliche Bande bei etwa
32 kDa aufweisen. Diese stellt das 14-3-3y Protein mit His-Tag dar, welches aufgrund seiner
Uberexprimierung in verhaltnismaRig hoher Konzentration vorliegt. Bahn US-L zeigt die Probe nach
dem Abzentrifugieren des Zelllysats. Da sich in dieser Probe noch alle Zellproteine befinden, sind

mehrere Banden zu identifizieren.

Auf der dritten Spur ist die Probe DF dargestellt, welche den Durchfluss bei dem Beladen der Saule
zeigt. Aus den vielen Banden lasst sich schlieBen, dass ein Teil der Zellproteine nicht an die Saule
gebunden hat und somit bereits vom Zielprotein abgetrennt wurde. Eine schwache Bande ist
allerdings auch bei etwa 32 kDa zu erkennen, was zeigt, dass moglicherweise nicht das komplette
Protein an die Sdulenmatrix gebunden hat. Dies kann an der zu hohen Konzentration liegen, was ein
,Uberladen” der Saule bedingt. Auch auf Bahn W, welche die Waschfraktion bezeichnet, spiegelt sich
die 14-3-3y-Bande wider, was sich erneut auf eine zu hohe Konzentration und das dadurch bedingte

Auswaschen oder den geringen Anteil von Imidazol im Waschpuffer zurlickfiihren lasst. Zusatzlich
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sind einige weitere Banden zu erkennen. Diese demonstrieren, dass einige der an die Saule
gebundenen Verunreinigungen mit Hilfe des Waschschrittes entfernt werden konnten. Die folgenden
flinf Bahnen signalisieren die Eluatfraktionen des Peaks, welche alle eine deutliche Bande bei etwa
32 kDa aufweisen und somit darlegen, dass das Protein erfolgreich eluiert wurde. Schwache Banden
bei einer GréRe von 70 kDa lassen sich moéglicherweise durch eine unvollstandige Reduzierung des
Dimers zum Monomer erkldren, stellen aber keine Verunreinigung dar. Da bei den Eluaten keine
weiteren signifikanten Proteinbanden auszumachen sind, kann davon ausgegangen werden, dass
keine unspezifisch gebundenen Proteine mehr auf der Sdule gewesen sind und der Reinheitsgrad des

Proteins bereits nach der Affinitatschromatographie hoch war.

Die vereinigten Fraktionen (A7-A11) wurden anschlieRend auf 1 mL mit einer Konzentration von
75,20 mg/mL aufkonzentriert und durch die TEV-Protease verdaut, welche spezifisch den His-Tag
vom Protein schneidet. Nach dem Verdau wurde das 14-3-3 Protein auf eine Gelfiltrationssdule
(320 mL Volumen) aufgetragen, um die Rickstidnde der TEV-Protease sowie maoglicherweise noch
vorhandene Verunreinigungen zu entfernen. Zur Uberpriifung des TEV-Verdaus sowie zur
Reinheitskontrolle wurden Proben des ungeschnittenen und geschnittenen Proteins und einige

proteinhaltige Fraktionen der Gelfiltration auf ein SDS-Gel aufgetragen.

M  Unges. Ges. El E2 E3 E4 E5 E6

kDa
170
130
100
70
55
40

35 u-‘-‘
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!
i

Abbildung 4.3: Auf dem Gelbild abgebildet sind auf Bahn M der Marker Page Ruler, Prestained Protein
Ladder, Fermentas®, auf Bahn Unges. das ungeschnittene 14-3-3y Protein, auf Bahn Ges.
hingegen das geschnittene Protein. Die Bahnen E1-E6 reprasentieren die Eluate der
Gelfiltration, wobei E1 die Fraktion B6 bezeichnet. Die Benennung der anderen Spuren

erfolgte analog: E2 - C1, E3 - C2,E4 - C4, E5 > C6, E6 > C7.
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3000

2000

1000

Abbildung 4.4: Dargestellt ist das Chromatogramm der Gelfiltration von 14-3-3y. Der Hauptpeak
reprasentiert dabei das geschnittene Protein. Die Elution des Proteins erfolgte in den

Fraktionen C1 bis C7.

Abbildung 4.3 zeigt deutlich einen GroBenunterschied zwischen ungeschnittenem und
geschnittenem 14-3-3y auf den Bahnen Unges. (etwa 34 kDa) und Ges. (ca. 29 kDa), wodurch eine
erfolgreiche Abspaltung des His-Tags durch die TEV-Protease nachgewiesen ist. Die einzelne Bande
auf der Bahn ,Ges.” unterstreicht zudem die Tatsache, dass die Protease das komplette Protein
geschnitten hat. Ware das 14-3-3 Protein nicht vollstandig geschnitten worden, wirden

Mehrfachbanden zu sehen sein.

Auf der Bahn E1, welche die Fraktion B6 aus dem Absorptionsspektrum bezeichnet, ist eine
schwache, aber fiir das Protein spezifische Bande bei 29 kDa lokalisiert. Die Elution des Proteins
beginnt also an dieser Stelle. Da sich keine weiteren deutlichen Proteinbanden erkennen lassen,
veranschaulicht dies, dass sich bereits keine Verunreinigungen mehr auf der Saule befunden haben.
In den flunf nachfolgenden Spuren E2 bis E6 ist die Bande des 14-3-3 Proteins bei 29 kDa deutlich
sichtbar. Diese Fraktionen stammen alle aus dem Absorptionspeak und weisen lediglich
unterschiedliche Konzentrationen auf. Dabei stimmt die intensivste Bande (auf Bahn E4) mit dem

Maximum des Absorptionsspektrums liberein.

Das eluierte Protein aus allen Fraktionen wurde abschlieend auf 1 mL mit einer Konzentration von
37,86 mg/mL aufkonzentriert und in flissigem Stickstoff schockgefroren.
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4.2.2. 14-3-3¢ Mutante

Die Aufreinigung der 14-3-3e Mutante erfolgte analog zu der von 14-3-3y. Gezeigt ist nur das SDS-
Gelbild nach dem TEV-Verdau und der Gelfiltration.

kDa M  Unges. Ges. 1 2 3 4
170 J .

130 |

100

70

55 e

40 B

35 — -

25 - - - I '
15 -

10 | —

Abbildung 4.5: Die Abbildung zeigt das SDS-Gel nach der Gelfiltration von 14-3-3s. Bahn M: Marker Page Ruler,
Prestained Protein Ladder, Fermentas®, Bahn Unges.: ungeschnittenes Protein, Bahn Ges.:
geschnittenes Protein nach dem TEV-Verdau. Die weiteren vier Spuren 1-4 bilden eine

Verdiinnungsreihe des 14-3-3€ Proteins nach der Gelfiltration und Aufkonzentrierung ab.

Auch bei dieser Isoform ldsst sich an Hand von Abbildung 4.5 feststellen, dass der His-Tag erfolgreich
vom Protein abgespalten wurde, was sich durch den Bandenshift zwischen Bahn 2 (Unges.) und
Bahn 3 (Ges.) bemerkbar macht. Des Weiteren liegt 14-3-3¢ in reiner Form vor, da keine

unspezifischen Proteinbanden erkennbar sind.

14-3-3e wurde auf eine Endkonzentration von 32,78 mg/mL bei einem Volumen von etwa 1 mL

aufkonzentriert und in fliissigem Stickstoff eingefroren.
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4.3. Kristallisation der Bindrkomplexe

Die Cystein-modifizierten 14-3-3 Proteine wurden nach der Aufreinigung fir die Co-Kristallisation mit
dem TRESKe Peptid KCNK 18 (Sequenz siehe 3.1.1.) verwendet, TRESKpS wurde hingegen mit den
Originalsequenzen der 14-3-3 Proteine co-kristallisiert. Bei der Komplexierung sollte durch die
Modifikation eine Disulfidbriicke zwischen Protein und Peptid ausgebildet werden, welche zur
Stabilisierung des Komplexes beitragt. Folgende Komplexlosungen wurden fir die Kristallisation
angesetzt: 14-3-3y AC original mit TRpS und 14-3-3y G174C AC mit TRe, 14-3-3¢ original AC mit TRpS
und 14-3-3e G172C Ac mit TRe und 14-3-3n AC original mit TRpS. TRpS bezeichnet dabei eine 16
Aminosauren lange Sequenz aus dem intrazelluldaren Loop von TRESK mit einem phosphorylierten
Serin an Position 252. Bei TRe wurde das Phosphoserin gegen ein Glutamat ausgetauscht. Mittels der
Dampfdiffusionsmethode konnten bei dem Initialscreen alle angesetzten Komplexe bei
verschiedenen Bedingungen erfolgreich auskristallisiert werden. Bei der Optimierung dieser
Bedingungen durch Variation des pH-Wertes und der Prazipitantienkonzentration konnten die

Kristalle aller hergestellten Komplexierungsansatze reproduzierbar gezlichtet werden.

Aufgrund der mangelnden Streueigenschaften der Kristalle (etwa 7-8 A) bei internen Messungen im
Max-Planck-Institut konnten fiir die meisten der oben genannten Komplexansatze jedoch bislang
keine verwertbaren Datensdtze aufgenommen werden, um daraus die Kristallstrukturen l6sen zu
kénnen. Fir den Komplex 14-3-3n AC ohne Mutation mit TRpS konnte ein Datensatz aufgenommen

werden, der aufgrund der Datenqualitat allerdings nicht ausgewertet werden konnte.

4.3.1. 14-3-30 AC Mutante (G171C) mit TRpS und TRe

Kristalle des Binarkomplexes von 14-3-3c AC G171C mit TRpS und TRe wurden bereits im Vorfeld
dieser Arbeit durch Mitglieder der Arbeitsgruppe Ottmann erzeugt und deren Datensatze
aufgenommen. Diese wurden im Rahmen der Arbeit ausgewertet, sodass die Kristallstrukturen der

beiden Komplexe gelést werden konnten.

14-3-30 AC Mutante mit TRpS:

Abbildung 4.6 zeigt die Kristallstruktur der 14-3-3c AC Mutante (G171C) mit TRpS, welche bei einer
Auflésung von 1,7 A aufgenommen und iiber molekularen Ersatz gelést wurde (kristallographische

Daten im Anhang).
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Abbildung 4.6: Darstellung des Komplexes 14-3-3c AC G171C mit TRESKpS (abgebildete Sequenz:
RSN(pS)CPEL). A) Die Abbildung zeigt ein 14-3-3c Dimer (dargestellt in grau), in den
Bindegruben ist das Peptid TRESKpS in tilirkis gezeigt. B) Hier veranschaulicht ist die
Detailansicht des amphipatischen Bindekanals eines Monomers als Oberflachendarstellung

(ebenfalls in grau, Peptid in tirkis).

Die Abbildung 4.6 macht deutlich, dass das Peptid (iber den N-Terminus im mode | - Bindemotiv an
14-3-30 AC G171C bindet und in der amphipatischen Bindegrube liegt. Uber welche Aminosiurereste

TRESKpS im Bindekanal koordiniert wird, wird in der nachfolgenden Darstellung gezeigt.

= WAy
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Abbildung 4.7: Gezeigt ist sowohl die Phosphatkoordination des mode | Peptids TRESKps KCNK 18 (in tiirkis,
Sequenz siehe Abb. 4.6) durch ein 14-3-3c Monomer als auch deren

Wasserstoffbriickenbindungen und die Disulfidbriicke (in gelb).
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An der Struktur (Abb. 4.7) ist zu erkennen, dass das Peptid Gber Wechselwirkungen zwischen dem
Phosphoserin und den Resten Arg56, Arg129 und Tyr130 koordiniert wird. Lys49 tragt in diesem Fall
nicht zur Bindung bei. In der Abbildung ist jedoch nur die wahrscheinlichste Ausrichtung gezeigt,
welche die Lysin-Position aus der ermittelten Elektronendichte wiederspiegelt. Ware Lysin anders
ausgerichtet, ware eine Phosphatkoordination daher auch denkbar. An Hand dieser Kristallstruktur
und aufgrund der hohen Sequenzhomologien der 14-3-3 Isoformen untereinander lasst sich bereits
vermuten, dass auch die anderen Isoformen B, v, €, n, T und T das phosphorylierte TRESK in ihrem
Bindekanal binden. Dies wurde zumindest fiir 14-3-3y, € und n bereits durch Kristallisations-

experimente nachgewiesen.

Der N-Terminus von TRESKpS wird Uber insgesamt vier Wasserstoffbriickenbindungen vom Protein
gebunden. Zwei H-Briicken werden zwischen dem Peptidriickgrat (Hydroxylguppe und Stickstoff) und
Asn226 ausgebildet, eine weitere kommt vom Trp230 und die vierte Wasserstoffbriicke stammt von
Glu182. Eine weitere H-Briicke zum Stickstoff des Peptidriickgrats wird von dem Proteinrest Asn175
ausgebildet. Am C-Terminus wird das Peptid ebenfalls ber eine H-Briicke koordiniert, welche
zwischen dem vom Peptid kommenden Glutamat und dem vom Protein stammenden Asn50 gebildet

wird.

Abbildung 4.8: A) In gelb dargestellt ist die Disulfidbriicke zwischen TRESKpS und der 14-3-30 Mutante
(G171C) (maximaler Abstand zwischen den Cg-Atomen: 4 A). B) Abbildung B zeigt die
gemessene 2Fy-Fc Elektronendichte, skaliert auf 1o, von TRESKpS, welche deutlich die

Ausbildung einer Disulfidbriicke darstellt.
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Die Abbildung 4.8 A weist deutlich auf, dass die Disulfidbriicke zwischen dem Cystein-modifizierten
Protein und dem Peptid erfolgreich eingefiihrt werden konnte, was zur Stabilisierung des Komplexes
beitragt. Auch in Darstellung 4.8 B lasst sich das Vorhandensein einer Disulfidbriicke an Hand der
gemessenen 2Fq-F¢ Elektronendichte nachweisen. Zudem wird durch die Elektronendichte bestatigt,
dass die phosphorylierte TRESK-Sequenz an dieser Stelle im 14-3-3 Bindekanal bindet. An Hand der
Elektronendichte lasst sich bei einer Detaildarstellung der Cystein-Region (siehe Abbildung 4.9)
allerdings auch beobachten, dass das Cystein des Peptids zwei mogliche Ausrichtungen
(Konformationen) einnehmen kann. Entweder findet wie bereits in Abbildung 4.8 gezeigt eine
Ausbildung der Disulfidbriicke zum Cystein des 14-3-3 Proteins statt oder, bei einer anderen
Orientierung, gibt es keine Bindung. Dies ist moglicherweise auf die zu groRe Entfernung zwischen
den beiden Cg-Atomen der Cysteine zuriickzufiihren, welche fiir die Ausbildung einer Disulfidbriicke
einen maximalen Abstand von 4 A haben durfen. Liegen sie weiter voneinander entfernt, kdnnen die
Reste keine kovalente Bindung eingehen. Da der Abstand der Cg-Atome in der gezeigten Struktur
jedoch 3,75 A betragt, wird der Grund fiir das Ausbleiben dieser Disulfidbriicke die reduzierenden
Bedingungen innerhalb des Cytosols sein. Unter diesen Gegebenheiten wird die kovalente Bindung

zu zwei Thiolgruppen reduziert.

Abbildung 4.9: Detaildarstellung der 2F5-Fc Elektronendichte von 14-3-3c G171C, skaliert auf 1o, und der
zwischen dem 14-3-3 Protein und TRESKpS Peptid ausgebildeten Disulfidbriicke.
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14-3-30 AC Mutante mit TRe:

Bislang wurde vermutet, dass Glutamat in vielen Strukturen ein phosphoryliertes Serin oder Threonin
ersetzen kann, selten jedoch als Phosphomimikri fungiert. Oft reichen die Wechselwirkungen des
Glutamats mit dem Protein aber nicht aus, um die Phosphat-Wechselwirkungen zu ersetzen. Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine zur zusatzlichen Stabilisierung des Komplexes wichtige
Disulfidbriicke eingefiihrt. Dies sollte dazu dienen, zu lberprifen, ob die Wechselwirkungen des
Cysteins und Glutamats ausreichen, um das Phosphat zu ersetzen. Wie sich nachfolgend zeigt, ist die
Disulfidbriicke in Kombination mit dem Glutamat ausreichend stabil, um eine Bindung zum 14-3-3
Protein auszubilden. Anstelle des phosphorylierten Serins tragt diese Sequenz also ein Glutamat an

entsprechender Position.

Die Struktur dieses bindren Komplexes, welche ebenfalls mittels molekularen Ersatzes bei einer

Aufldsung von 1,45 A geldst wurde, ist in Abbildung 4.10 dargestellt. Die kristallographischen Daten

dazu befinden sich im Anhang.

Abbildung 4.10: Die Abbildung zeigt den Komplex 14-3-3c AC Mutante (G171C) mit TRESKe (abgebildete
Sequenz: RSN(E)CPE). A) Dargestellt ist ein 14-3-3c0 Dimer (in grau), das Peptid in tirkis bindet
im amphipatischen Bindekanal. B) In Grafik B ist die Oberflachendarstellung des Bindekanals

veranschaulicht (ebenfalls in grau, Peptid in tirkis).
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Abbildung 4.11: Gezeigt sind die Polarkontakte zwischen 14-3-3c G171C und TRESKe (Sequenz siehe Abb.
4.10) sowohl in Oberflachen- als auch in Cartoondarstellung. Die Farbverteilung wurde analog

zu Abb. 4.10 gewahlt.

TRESKe wird auf eine zum phosphorylierten Peptid vergleichbare Weise, durch Wasserstoff-
briickenbindungen von Arg56, Arg129 und Tyr130, von dem 14-3-3 Protein koordiniert. Bei dieser
Struktur werden die Bindungen alternativ zum Phosphat zum hier vorhandenen Glutamat
ausgebildet, wodurch das Glutamat in eine zum Phosphat vergleichbare Position gebracht wird.
Arg56 baut hier im Gegensatz zur Phosphatkoordinierung allerdings eine H-Briicke weniger zum
Peptid auf, woraus sich schlieBen lasst, dass die Affnitdat zum TRESKe-Peptid geringer ist als die zum
TRESKpS-Peptid. Moglicherweise ist die fehlende Wasserstoffbriicke darauf zuriickzufiihren, dass
Glutamat einen H-Briickendonor und einen -akzeptor aufweist, wohingegen Phosphat drei
Wasserstoffdonatoren besitzt. Der Rest Lys49 ist nicht an der Koordinierung des Glutamats beteiligt,
sondern baut stattdessen eine H-Briicke zur Carbonylgruppe des Peptidriickgrats auf. An Hand dieser
Struktur wird deutlich, dass nicht immer ein Phosphat fiir eine 14-3-3 Protein-Protein-Interaktion

notwendig ist.
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Tyr130

Abbildung 4.12: A) Die Abbildung zeigt das Glutamat in zwei verschiedenen Ausrichtungen, welche aufgrund
der gemessenen 2Fy-F. Elektronendichte, skaliert auf 1o, beide moglich sind. B) Die
Anderungen der Polarkontakte aufgrund der verschiedenen Glu-Koordinationen sind durch

unterschiedliche Farbgebungen dargestellt.

In Abbildung 4.12 A ist die gemessene 2F,-Fc Elektronendichte fiir Glutamat dargestellt, an Hand
derer festzustellen ist, dass es im Unterschied zur Phosphatkoordinierung zwei madgliche
Ausrichtungen fiir Glu gibt. Die Phosphatgruppe im phosphorylierten Peptid nimmt hingegen nur
eine Konformation ein. Darstellung 4.12 B zeigt die Auswirkungen dieser unterschiedlichen
Orientierungen. In der einen Position wird Glutamat durch Wasserstoffbriickenbindungen der Reste
Arg56, Arg129 und Tyr130 koordiniert (die polaren Kontakte sind in grau gezeigt). Bei der zweiten
Ausrichtungsmoglichkeit sind hingegen nur die beiden Arginin-Reste an der Glu-Koordinierung
beteiligt. Dabei bildet Arg56 zwei H-Briicken und Arg129 nur eine Wasserstoffbriicke zum Glutamat

aus (in magenta dargestellt).

Die Koordination des Peptidriickgrats findet analog zum 14-3-3c AC Mutante-TRpS-Komplex tiber die
Reste Asn226, Trp230, Asn175 und Glul82 statt. Des Weiteren konnte auch hier die Ausbildung einer
Disulfidbriicke beobachtet werden, welche zur Stabilisierung des Komplexes fihrt (siehe Abbildung

4.13).
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Abbildung 4.13: A) Stickdarstellung des an 14-3-30 G171C gebundenen TRESKe Peptids. Die Disulfidbriicke
zwischen TRESKe und der 14-3-3c Mutante ist in gelb abgebildet. B) In tirkis dargestellt ist
das von 14-3-3 koordinierte Peptid TRESKe sowie dessen gemessene 2F,-F¢ Elektronendichte,

skaliert auf 1o.

In der nachfolgenden Abbildung 4.14 (siehe nachste Seite) ist an Hand der gemessenen 2F,-Fc
Elektronendichte im Detail dargestellt, dass die an der Disulfidbriicke beteiligten Cysteine

verschiedene Konformationen einnehmen kdnnen.

Abbildung 4.14: Gezeigt sind drei verschiedene Ausrichtungen der Cysteine, die an der Disulfidbriicke beteiligt
sind, sowie deren gemessene 2Fy-Fc Elektronendichte, skaliert auf 1o. Bei zwei
Konformationen kommt es zur Ausbildung einer Disulfidbriicke, bei einer dritten

Ausrichtungsmadglichkeit hingegen nicht.
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Die Abbildung 4.14 demonstriert, dass die Cysteine, welche an der Ausbildung der Disulfidbricke
beteiligt sind, ebenfalls verschiedene Ausrichtungen einnehmen kénnen. Durch die gemessene 2F,-Fc
Elektronendichte (in tlrkis dargestellt) wird dies bestatigt. Vermutlich liegt das TRESKe-Peptid
aufgrund des Phosphatersatzes durch Glutamat etwas lockerer in der Bindegrube, wodurch mehr
Peptid-Bewegungen stattfinden. Cystein hat demnach auch einen etwas grofleren Bewegungs-
Spielraum und kann andere Konformationen in der Disulfidbriicke einnehmen. Es ist denkbar, dass
die unterschiedlichen Ausrichtungen Einfluss auf die Stabilitdit des Komplexes nehmen kénnen, da
einige Konformationen aufgrund ihrer Bindungswinkel anderen gegeniiber bevorzugt sind. Sowohl
die Bindungswinkel als auch die Bindungslangen der in dieser Arbeit beschriebenen Strukturen

befinden sich in den fiir die Ausbildung der Disulfidbriicke erlaubten Bereichen.

Eine weitere Beobachtung ist, dass das Cystein durch eine andere Orientierung nicht in der Lage ist,
Uberhaupt eine Disulfidbriicke auszubilden. Auch diese Moglichkeit ist in Abbildung 4.14 dargestellt.
Zu erklaren ist das Ausbleiben der Bindung moglicherweise durch eine zu groRe Entfernung zwischen
den beiden Cysteinen (groRer als 4 A) oder aber, viel wahrscheinlicher, durch reduzierende
Umgebungsbedingungen, welche dazu fiihren, dass die Cysteine der Disulfidbriicke zu Thiolgruppen

reduziert werden. In diesem Fall wird die Stabilitat des Komplexes negativ beeinflusst.
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4.4. Fluoreszenz-Polarisations-Assays

In der Fachliteratur wurden die Bindungsaffinitaten zwischen den 14-3-3 Isoformen und dem
Kaliumkanal TRESK KCNK 18 bislang nicht beschrieben. Zur Aufklarung dieser wurden daher
Fluoreszenz-Polarisations-Assays (FP-Assays) durchgefiihrt, die zur Ermittlung der Dissoziations-

konstante Ky dienten.

Fiir den Assay wurden TRESK-Peptide der Sequenzen AMERSNSCPELVL und XPPQAMERSNSCPELVL
verwendet. Hierbei sollte tiberpriift werden, ob das um die drei Aminosauren Pro, Pro, Glu verkirzte
Peptid dhnliche Affinitaten aufweist wie das Peptid der Originalsequenz, um daraus Riickschliisse

Uber die an der Bindung beteiligten Aminosduren ziehen zu kénnen.

Alle Messungen wurden dreifach als Triplikat-Bestimmungen durchgefiihrt, sodass die Ergebnisse

unabhangig voneinander gewonnen und Zufallswerte vermieden werden konnten.

Fir den FP-Assay wurde das Peptid im FP-Puffer (1x, Zusammensetzung siehe 3.1.5.) auf eine
Konzentration von 100 nM verdiinnt. Die 14-3-3 Isoformen wurden zu der Suspension titriert und die

384-well-Platten anschlieRend im Infinite500-Reader gemessen.

Durch nicht-lineare Regression der ermittelten Anisotropie-Werte konnten die Ks-Werte fir die

Isoformen nach folgendem Modell (,,One Site Total“ im Programm GraphPad Prism)

Bmax - X

= m + NS - X + Background

berechnet werden und ergeben sich zu (siehe Tabelle 4.1, nichste Seite):
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Tabelle 4.1: K-Werte der FP-Assays, Angaben in uM.

14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3

B v £ n c T ¢

Kyq Mittelwerte Peptid 1 in puM

0,879+0,697 | 0,121+0,029 | 2,776%1,412 | 0,416+0,079 | 18,537+2,270 | 0,331+0,126 | 0,460+0,233

K4 Mittelwerte Peptid 2 in puM

0,394+0,146 | 0,043+0,035 | 4,773+1,290 | 0,164+0,044 | 11,317+6,117 | 0,668+0,181 | 0,480+0,182

Das Peptid 1 bezeichnet dabei die um drei Aminosauren verkirzte TRESK-Sequenz
FAM (Carboxyfluorescein)-AMERSNpSCPELVL mit einem Phosphoserin. Unter Peptid 2 ist die
originale Sequenz FAM-XPPQAMERSNpSCPELVL, die ebenfalls mit einem phosphorylierten Serin
versehen ist, zu verstehen. Das X in der Sequenz bezeichnet dabei einen Ahx (6-aminohexanoic acid)
Linker zwischen dem Peptid und der fiir die FP-Messung notwendigen FAM-Markierung, welche fir

die Markierung von Nukleotiden zustandig ist.

Die zugehorigen Graphen sind in Abbildung 4.15 und 4.16 dargestellt.

A 125 B 125
L J ®
100 )
% 75 —_—3
= 50
- 1433
25 = 1433y . ~+ 14330
-+ 14-3-3¢ ©- 14-3-31
- 14337 B 1433C
0+ T T T T | T 0 T i T T
0 10 20 30 40 50 100 200 0 50 100110 160
C 14-3-3 uM c 14-3-3 pM

Abbildung 4.15: Veranschaulichung der gemessenen Bindungsaffinitdten des TRESK-Peptids mit der Sequenz
AMERSNSCPELVL an die 14-3-3 Isoformen A) B, y, e und n, B) 6, tund L.
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Abbildung 4.16: Veranschaulichung der gemessenen Kyg-Werte des TRESK-Peptids mit der Sequenz
XPPQAMERSNSCPELVL an die 14-3-3 Isoformen A) B, y, e und n, B) o, tund .

Sowohl an Hand der mittels nicht-linearer Regression ermittelten Werte, die in Tabelle 4.1 dargestellt
sind, als auch von Abbildung 4.15 und 4.16 lasst sich feststellen, dass die 14-3-3 Proteine eine recht
hohe Affinitat zu den TRESK-Peptiden aufweisen. Begriindet wird diese Aussage dadurch, dass die K4-

Werte zwischen dem nanomolaren und niedrigen mikromolaren Bereich liegen.

Des Weiteren stellt sich an Hand der Ki-Werte heraus, dass die TRESK-Peptide teilweise
unterschiedlich stark gebunden werden. Das zeigt, dass eine Isoformspezifitdt vorliegt. Dies steht
entgegen der Erwartung, dass alle 14-3-3 Isoformen eine nahezu gleich hohe Affinitdt zu den
Peptiden aufweisen. Wahrend die Dissoziationskonstanten fir B, y, n, T und T etwa gleich sind,
weichen die K4-Werte von 14-3-3€ und vor allem von 14-3-30 davon ab. Deutlich zu erkennen ist,
dass 14-3-3c die niedrigste Affinitdat zu beiden Peptiden aufweist, was sich an den KsWerten
zwischen 11 puM fir Peptid 2 und etwa 18 uM fir Peptid 1 bemerkbar macht. Auch in den
Abbildungen 4.15 und 4.16 wird dies klar. Trotzdem wurden fiir diese Isoform, allerdings nur in
mutierter Form, mit TRESKpS und TRESKe Kristalle mit sehr hohem Streuvermogen geziichtet und
deren Strukturen gelost. Moglicherweise spielt die durch Cystein-Modifikation eingefilihrte
Disulfidbriicke hierbei eine Rolle, da der Komplex durch die kovalente Bindung zusatzlich stabilisiert

wird und erst nach Einfiihrung dieser Disulfidbriicke Kristalle erhalten werden konnten.

Die Kg-Werte von 14-3-3¢ liegen mit Werten zwischen 2,7 uM (Peptid 1) und 4,7 uM (Peptid 2)
bereits deutlich unter den Dissoziationskonstanten von 14-3-30, sind aber dennoch um ein Vielfaches
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hoher als die Werte der verbleibenden Isoformen. Auffallig an den bei € ermittelten Werten ist auch
der Unterschied zwischen der Peptid-Sequenz AMERSNSCPELVL und der Sequenz
XPPQAMERSNSCPELVL des zweiten Peptids, welches mit einer etwa 2-fach schlechteren Affinitat
gebunden wird als das um drei Aminosauren verkirzte TRESK-Peptid 1. Die Isoform 1 weist die
gleiche Praferenz auf, wohingegen die vier Proteinisoformen B, y, n und o eine hoéhere Affinitat zu
der Originalsequenz des Kaliumkanals (Peptid 2) zeigen. Diese Praferenz lasst sich auch fiur die
Isoform ¢ an Hand des Kurvenverlaufs in den Abbildungen 4.15 B und 4.16 B erkennen. Fir 14-3-3
ist eine nahezu vergleichbare Affinitdt zu beiden Peptiden zu verzeichnen. Diese Beobachtungen
lassen die Schlussfolgerung zu, dass die drei Aminosauren Pro, Pro und GIn (in der Sequenz PPQ)
keine bedeutende Rolle bei der Ausbildung der Bindung zwischen dem 14-3-3 Protein und dem
TRESK-Kanal tragen. Die Bindung wird sehr wahrscheinlich Gber andere Aminosauren der Peptid-
Sequenz vermittelt, welche ndher am phosphorylierten Serin liegen. Auch der Ahx Linker oder die
FAM-Markierung selbst beeinflussen die Affinitdten zwischen dem 14-3-3 Protein und den TRESK-

Peptiden offensichtlich nicht.

An den Graphen aus Abbildung 4.15 und 4.16 ist zusatzlich zu erkennen, dass der aus Messdaten
gezeichnete Kurvenverlauf nahezu aller 14-3-3 Isoformen (bis auf 14-3-30) in eine Sattigung
Ubergeht. Dies bedeutet, dass eine ausreichend hohe 14-3-3 Proteinkonzentration erreicht wird
beziehungsweise ist, um das gesamte vorliegende Peptid zu binden. Das maximale Fluoreszenz-Signal

ist erreicht und die Reaktion ist gesattigt.
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4.5. Herstellung einer TRESK KCNK 18 Mutante durch Ortsspezifische Mutagenese

Die Bindung des TRESK-Peptids zum 14-3-3 Protein in Kombination mit Cystein und Glutamat konnte
bereits nachgewiesen werden (siehe 4.3.). Als nachstes soll versucht werden, auch den
intrazelluldaren Loop von TRESK in die 14-3-3 Kristallstruktur einzubringen. Daflir wurde der Loop mit
den folgenden Aminosduren modifiziert: das phosphorylierte Serin an der Aminosaureposition 252
wurden gegen ein Aspartat (Asparaginsdure) beziehungsweise ein Glutamat (Glutaminsaure)
ausgetauscht. Diese weisen aufgrund der Saurefunktionen eine Strukturdhnlichkeit zum Phosphat

des Phosphoserins auf.

Die Einfihrung der Mutation erfolgte durch ortsspezifische Mutagenese und wurde analog zu 4.1.
durchgefiihrt. Das Verifizieren positiver Sequenzierungs-Ergebnisse lief ebenfalls lGber Sequenz-
Alignment ab; das Resultat ist nachstehend dargelegt. In den Reihen ,,1“ ist jeweils die Aminosaure-
sequenz des mutierten Polypeptids gezeigt, die Reihen ,2“ dokumentieren die Sequenz des

Originalpolypeptids.

TRESK KCNK 18 $252D Mutante:

g MTDTGDI LATI LSTSYNRFRKFPFFTRPLLSKW 63
2 YI YPVTRLGKYLCM.YALFG PLMFLVLTDTGDI LATI LSTSYNRFRKFPFFTRPLLSKW 180
: ER I T R R I I I I I
1 CPKSLFKKKPDPKPADEAVPQ | | SAEEL PGPKL GTCPSRPSCSVEL FERSHALEKQNTL 123
2 CPKSLFKKKPDPKPADEAVPQ | | SAEEL PGPKL GTCPSRPSCSMVEL FERSHALEKQNTL 240
IR SRR RS SRS RS EEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEET
1 QLPPQAVERSNDCPEL VL GRLSYS! | SNLDEVGQQVER: - - - = = === === === -z 2 - - 161
2 QLPPQAVERSNSCPELVLGRLSYS! | SNLDEVGQQVERLDI PLPI | ALI VFAYI SCAAAI 300
***********- R IR I S I I R R I b S R S I I O S I
- X
2 LPFWETQLDFENAFYFCFVTLTTI GFGDTVLEHPNFFLFFSI Y1 | VGVEI VFI AFKLVQN 360

Die Auswertung der Daten erfolgte ebenfalls mit den unter 4.1. genannten Online-Tools.

Genau wie das Aspartat weist auch das Glutamat strukturelle Ahnlichkeiten zum Phosphat des
phosphorylierten Serins auf, weshalb auch diese Mutation einen interessanten Ansatzpunkt fir
weitere Kristallisationsexperimente liefert. Die ortsspezifische Mutagenese der S252E Mutante war
allerdings bislang trotz verschiedener Elongationszeiten bei der PCR und mehrfachem Dpnl-Verdau

nicht erfolgreich. Diese Tatsache ist wahrscheinlich darauf zurlickzufiihren, dass ein Austausch von
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drei Basen in der DNA-Sequenz des Peptids fiir eine positiv eingefiihrte Mutation nétig, aber sehr
schwierig ist. Der Versuch, ein Glutamat anstelle des Serins an Aminosaureposition 252 einzufiigen,

soll im Anschluss an diese Arbeit wiederholt werden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Mutationen bei den drei 14-3-3 Isoformen y, € und t mittels
ortsspezifischer Mutagenese eingefiihrt werden. Die Einflihrung von Cysteinen als ,kinstliche
Stabilisatoren” der Protein-Protein-Wechselwirkungen stellt eine niitzliche und vielversprechende
Methode dar, um die Interaktionen zu beeinflussen. Sie ermdglicht die Knipfung einer kovalenten
Bindung zwischen dem Protein und einem ebenfalls Cystein-modifizierten Protein oder Peptid wie
TRESK und eignet sich insbesondere, um eine sonst fir die Bindung notige Phosphorylierung zu
umgehen. Wird dies moglich, kbnnen auch andere 14-3-3 Partnerproteine gebunden werden.
Dadurch kénnen nicht nur deren Strukturen ermittelt sondern auch vielseitige Assays entwickelt
werden. Aus diesen strukturellen Daten eines Komplexes zwischen einem 14-3-3 Protein und einem
Partner konnen entscheidende Informationen gewonnen werden, um Wirkstoffe zu entwickeln,

welche die Wechselwirkungen beider Proteine modulieren kénnen.

Bisher wurden nur die Mutanten der Isoformen y und € exprimiert und aufgereinigt. Daher gilt die
Expression von 14-3-3t als nachstes Ziel, um auch dies mit dem TRESK-Peptid co-kristallisieren und
weitere Isoformen beziglich ihrer Bindungsaffinitditen zum Peptid untereinander vergleichen zu

kénnen.

Die Struktur der Mutanten 14-3-3c G171C konnte sowohl mit TRESKpS KCNK 18 als auch mit TRESKe
aufgeklart werden. Das Peptid bindet in den Kanal des 14-3-3 Proteins, wobei Wechselwirkungen
auBerhalb des Kanals vernachlassigt werden. Da die Mutanten von 14-3-3y und € sowie deren
Originalformen bereits mit TRESKe beziehungsweise TRESKpS co-kristallisiert wurden, bislang aber
keine verwertbaren Datensdtze aufgenommen werden konnten (die im MPI erreichte Auflésung war
fir eine Aufklarung der Struktur nicht ausreichend), sollen diese als nachstes optimiert werden. Im
Anschluss daran konnen deren Strukturen gelést werden. Es soll Gberprift werden, wie bei diesen
Isoformen die Bindung entsteht und ob bei den Mutanten ebenfalls eine Disulfidbriicke ausgebildet
wird. Auch von 14-3-3n (Originalsequenz) wurden bereits Kristalle mit TRESKpS geziichtet, die weiter

optimiert werden sollen, um eine bessere Auflésung zu erreichen.

Weiterhin interessant ist die Co-Kristallisation der verbleibenden 14-3-3 Isoformen (B, T und 7) und
auch deren Mutanten mit dem TRESKpS- und TRESKe-Peptid, um Vergleiche zwischen den einzelnen
Isoformen ziehen zu kénnen. Zusatzlich soll das 14-3-3 Protein mit dem vollstandigen intrazelluldren
Loop von TRESK KCNK 18 kristallisiert werden, um zu Uberpriifen, ob auch hier Komplexbildungen
stattfinden und um ein komplettes Bild der Protein-Protein-Interaktion zu erhalten. Die Kristallisation
langerer Konstrukte mit 14-3-3 Proteinen stellt allerdings eine Herausforderung dar, da diese bislang

nicht etabliert ist.
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Mit der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten TRESK S252D Mutante konnen ebenfalls oben

beschriebene Kristallisationsexperimente durchgefiihrt werden.

Die ortsspezifische Mutation S252E in TRESK konnte im Gegensatz zur S252D Mutante bislang nicht

erfolgreich eingefiihrt werden, was im Anschluss an diese Arbeit wiederholt werden soll.

Um die Bindungsaffinitdten zwischen Protein und TRESKpS KCNK 18 (zwei Sequenzen verschiedener
Lange) aufzuklaren und damit die Ergebnisse der Strukturauflosungen zu stlitzen, wurden
Fluoreszenz-Polarisations Assays durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Isoformen B, y und n die
hochsten Affinitaten zu beiden Peptiden aufwiesen. Diese besitzen Affinitatswerte im nanomolaren
Bereich. 14-3-30 wies hingegen nur sehr schlechte/schwache K4-Werte auf, obwohl fiir diese Isoform
bereits Kristalle des Binarkomplexes mit dem Peptid geziichtet und deren Struktur gelost werden
konnten. Genau wie bei den Kristallisationsexperimenten ware auch hier ein Assay mit der

vollstandigen Sequenz des intrazellularen TRESK-Loops interessant.

Im Hinblick auf die Entwicklung moglicher Stabilisatoren oder Inhibitoren der Wechselwirkungen
zwischen Protein und Peptid flr den Einsatz in einem FP-Assay ist die Kenntnis der Struktur zwischen
dem 14-3-3 Protein und dem intrazelluliren TRESK-Loop von zentraler Bedeutung. Liegen diese
Kristallstrukturen vor, so kénnen verschiedene in silico-Methoden (bspw. Molecular Modelling) dazu
verwendet werden, um solche Substanzen zu identifizieren. Gerade bei den 14-3-3 Isoformen B, y
und n ware der Einsatz solcher Substanzen aufgrund der Ergebnisse aus den FP-Messungen
interessant. Mit Hilfe dieser kleinen Molekiile kann der FP-Assay auf einen Kompetitions-Assay

ausgeweitet werden und die ICso-Werte ermittelt werden.

Die Kontrolle und Beeinflussung des Kaliumkanals durch die Wechselwirkung mit Proteinen wie den
14-3-3 Proteinen stellt also eine vielversprechende Mobglichkeit dar, um die Zellen- und
Muskelerregbarkeit, die Reizweiterleitung und vor allem die durch TRESK KCNK 18 vermittelte
Schmerzwahrnehmung zu kontrollieren. So kénnen besonders fiir Migrane-Patienten, die sich meist
auf eine Mutation in der Sequenz von TRESK zurickfihren lasst, mogliche therapeutische Fortschritte

erlangt werden.
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von TRe

Abbildung 4.15 Veranschaulichung der gemessenen Bindungsaffinitdten des TRESK-Peptids
mit der Sequenz AMERSNSCPELVL zu 14-3-3

Abbildung 4.16 Veranschaulichung der ermittelten Ki-Werte des TRESK-Peptids mit der
Sequenz XPPQAMERSNSCPELVL zu 14-3-3

Abbildung 7.1 Plasmidkarte des Vektors pProExHtb

Abbildung 7.2 Plasmidkarte des Vektors pET14b

Abbildung 7.3 Ramachandran-Plot der Kristallstruktur 14-3-3c AC Mutante mit TRpS

Abbildung 7.4 Ramachandran-Plot der Kristallstruktur 14-3-3c AC Mutante mit TRe

-58 -



Anhang

7.3. Vektorkarten
pProExHtb:
BspM 181 perl) 20
Ehe | 338 multiple
Hpa | 4512 .
Hind 11l 435* c!f"mg
Apal 4215 sile
BsiE Il 4183
Bl | 4022 Trc promoter
Miu| 4008
pProEX HTb
P 135_5-5 4779 bp
Nsil 3567 Scal 1284
Pvul 1375
Bs107 1 3353
f1 intergenic Espl 1522

region
NgoA |V 3125

Dra lll 3019 Eamiios | 1742

Sapl 2757

Abbildung 7.1: Plasmidkarte des Vektors pProExHtb
(Quelle: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pproexhtb.pdf)
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pET14b:
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[4598) Aatll | HindIII (25)

4556) Zral \ \ / /

(3560 Zrm N/ ‘Nhel (229)
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,V/”-", - - NdelI (522)

4046) Pwul / e . _ Neol (580}

{ } - P\m‘pR prumu;gr /\3% - Xbal (615)

tery,, 3 -~ BglIl (677)
[3921) Pstl - o SgrAI (718)

~ SphI (B74)
- EeoNI [534)
— Sall (959)

__— PshAI (1024)

pET-14b
4671 bp
— Eagl (1247}

T Nrul (1282)

jf —~— BstAPI [1353)

} BfuAl - BspMI [1362)

(3199) AWNI

“BsmI (1667}
“n
MscI* (1754)

(2783) AAIIL - Peil —
(2667) BspQI - SapI —

(2554) BStZ17I
(2535) BsaAl -~ ~
(2528) PFIFI - Tth111I P

(2425) Pfol |
(2424) BsmBI Pyull (2374)

%

BpulOI (1885%)
BsglI* (1943)

Abbildung 7.2: Plasmidkarte des Vektors pET14b (Quelle:
http://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/pet_vectors_%28novagen%29/pET-14b/)

-60 -



Anhang

7.4. Kristallographische Daten und Ramachandran-Plots der Kristallstrukturen

Tabelle 7.1: Datensammlungs- und Verfeinerungsparameter fiir den Komplex 14-3-30 G171C mit TRESKpS

Crystal data
Space group
Unit cell parameters (A)

Data-processing statistics
Resolution (A)

No. of unique reflections
Redundancy

Rimerge (%)

I/o (1)

Completeness

Structure-refinement statistics
Resolution (A)

No. of reflections

Rwork/Riree

Reflections in test set

Atomic displacement model

Model statistics
Non-H atoms
Average B factor (A%

Geometry

Rmsd bond length (A)

Rmsd bond angle (°)

Ramachandran plot

Most favoured region (%)

Allowed region (%)

Generously allowed and disallowed regions (%)

C222,
a=84.01, b=114.35, c = 63.99; a=B=y (°) = 90

42.64-1.73 (1.77 - 1.73)
32049 (2333)

3.67 (3.79)

5.6 (19.9)

17.84 (6,44)

98.5(99.3)

42.64-1.73 (1.77 - 1.73)
32043 (2194)

0.1804/0.2135 (0.1820/0.2430)
1603

isotropic

2128
24.403

0.031
2.035

97.9
2.1
0.0
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MNumber of residues in favoured region (~98.0% expected) - (97.0%)
Mumber of residues in allowed region (~2.0% expected) T 6 (21%)
MNumber of residues in cutfier region 1 0 (0.0%)

Abbildung 7.3: Ramachandran-Plot der Kristallstruktur 14-3-3¢ AC Mutante (G171C) mit TRpS
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Tabelle 7.2: Datensammlungs- und Verfeinerungsparameter fiir den Komplex 14-3-30 G171C mit TRESKe

Crystal data
Space group
Unit cell parameters (A)

Data-processing statistics
Resolution (A)

No. of unique reflections
Redundancy

Rmerge (%)

/o (1)

Completeness

Structure-refinement statistics
Resolution (A)

No. of reflections

Rwork/Riree

Reflections in test set

Atomic displacement model
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41.75- 1.5 (1.60 — 1.50)
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99.6 (99.5)

41.75- 1.5 (1.54 - 1.50)
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0.177/0.193 (0.178/0.228)
2335

isotropic

4372
18.54
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2.664

97.03
2.9
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Anhang

Mumber of residues in favoured region (~02.0% expected) : 234 (97.0%)
Mumber of residues in allowed region (~2.0% expected) 5 (2.1%)
Mumber of residues in cutlier region : 0 {0.0%)

Abbildung 7.4: Ramachandran-Plot der Kristallstruktur 14-3-3c AC Mutante (G171C) mit TRe
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