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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Als RASopathien wird eine Gruppe klinisch &hnlicher FErkrankungen mit typischen
Charakteristika, namlich kraniofazialen Dysmorphien, kongenitalen Herzfehlern und
kognitiven Entwicklungsstorungen, bezeichnet. Keimbahnmutationen in Genen, die fiir
Proteine des RAS-MAPK-Signalwegs kodieren, sind die genetische Ursache fiir diese
Syndrome. Kiirzlich wurden bei Patienten mit einem RASopathie-dhnlichen Phénotyp
Keimbahnmutationen im Gen fiir die kleine GTPase RRAS entdeckt. RRAS gehort zur Familie
der RAS-Proteine, die als kleine GTPasen eine zentrale Rolle fiir die Weiterleitung von
Signalen in der Zelle einnehmen. RRAS wirkt als molekularer Schalter, indem es zwischen
einem aktiven (GTP-gebunden) und einem inaktiven (GDP-gebunden) Zustand alterniert.
Zellbiologisch wurde fiir RRAS eine Funktion bei der Bildung von fokalen Adhé&sionen
beschrieben. Uber diese zelluldren Adhésionsstellen wird in erster Linie die Verbindung und
somit Verankerung der Zelle mit bzw. in der extrazelluliren Matrix gewéhrleitet. Dariiber
hinaus werden iiber fokale Adhésionen bidirektional Signale zwischen Zellen und
extrazellulirer Matrix vermittelt. AuBerst wichtige Proteine fiir diese Funktionen sind die
Integrine, welche in den fokalen Adhésionen stark angereichert vorliegen. Integrine kénnen
iiber RRAS-abhéngige molekulare Mechanismen reguliert werden, wobei das Integrin-
Bindeprotein TALIN bereits als darin involviert beschrieben wurde; die genauen molekularen
Zusammenhénge sind jedoch noch unklar. Daher konnte RRAS iiber eine direkte Interaktion
mit TALIN die Aktivierung von Integrinen steuern. Alternativ konnte RRAS indirekt iiber
das TALIN-Bindeprotein RIAM mit TALIN komplexieren und so zu einer TALIN-vermittelten

Regulation der Integrine beitragen.

Zur Uberpriifung dieser Hypothesen wurde in dieser Arbeit untersucht, ob zwischen RRAS
und dem Zytoskelettprotein TALIN, zwischen RRAS und dem Adaptorprotein RIAM sowie
RRAS, RIAM und TALIN Protein-Protein-Interaktionen nachweisbar sind.

Die hierzu durchgefiihrten Versuche umfassten die ektopische Expression der zu
untersuchenden Proteine in COS7-Zellen mit anschlieBender Co-Immunprézipitation und
Western Blot-Analyse. Um eine mogliche Abhéngigkeit dieser putativen Interaktionen vom
RRAS-Aktivitdtsstatus darstellen zu kénnen, wurden alternativ zu RRAS-Wildtyp- auch
konstitutiv-aktives RRAS (RRAS“*®V) und dominant-negativ wirkendes RRAS (RRASSY)

eingesetzt.

Es konnte fiir RRAS sowohl eine Interaktion mit dem Zytoskelettprotein TALIN, als auch mit
dem Adaptorprotein RIAM experimentell nachgewiesen werden. Die erhobenen Resultate
deuten jedoch nicht verlésslich darauf hin, dass RIAM eine Interaktion zwischen RRAS und
TALIN vermittelt. Schlielich zeigte sich in den durchgefithrten Analysen, dass der RRAS-
Aktivierungsstatus keinen Einfluss auf jegliche der hier aufgedeckten Interaktionen hat. Aus
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1 Zusammenfassung

diesem Grund erscheint eine von der RRAS-Aktivitit abhédngige Schalterfunktion, iber welche
die Aktivierung der Integrine gesteuert wird, eher unwahrscheinlich.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse geben erste Hinweise auf die Rolle von RRAS
bei der TALIN-vermittelten Aktivierung der Integrine. Allerdings konnten, mdoglicherweise
methodisch bedingt, nicht alle Determinanten fiir die Interaktionen der drei Proteine
beschreiben werden. Aus diesem Grund sollten weitere Protein-Protein-Bindeassays, auch
unter Berticksichtigung der hier diskutierten Losungsansatze, durchgefithrt werden.

Eine genaue Kenntnis der zellularen Funktion von RRAS kann zu einem detaillierteren Bild
der Pathophysiologie der RASopathien fithren und so Wege fiir zukiinftige wissensbasierte
Therapieoptionen ebnen.
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2 Einleitung und Zielsetzung

2 Einleitung und Zielsetzung

2.1 RASopathien

RASopathien ist der Oberbegriff fiir eine Reihe von klinisch und genetisch &hnlichen
Syndromen, die alle verursacht werden durch Keimbahnmutationen in Genen, die fiir Proteine
des RAS (rat sarcoma)-MAPK (mitogen-activated protein kinase)-Signalwegs codieren
(Bentires-Alj, et al., 2006; Jorge, et al., 2009). Dieser Signaltransduktionsweg spielt eine
entscheidende Rolle bei der Steuerung des Zell-Zyklus, dem Zellwachstum und der
Zelldifferenzierung, sowie dem programmierten Zelltod. Meist fiihren Rasopathie-assoziierte
Mutationen zu einer Uberstimulation des RAS-MAPK-Signalweges, die zu gravierenden
Entwicklungsdefekten fiihrt (Tartaglia & Gelb, 2010; Tidyman & Rauen, 2009). Klinisch findet
man bei diesen Syndromen Kleinwuchs, kraniofaziale Dysmorphien, kongenitale Herzfehler
und teilweise kognitive Entwicklungsstorungen (Tidyman & Rauen, 2009; Zenker, 2011).
Eine der am héufigsten auftretenden Erkrankungen innerhalb der RASopathien ist das
Noonan-Syndrom (Binder, 2009; Zenker, 2011). 2014 wurden bei Patienten mit Noonan-
Syndrom iiberlappendem Phénotyp neue Keimbahnmutationen entdeckt, die sich in dem Gen
fir die kleine GTPase RRAS (related RAS viral (r-ras) oncogene homolog) befinden (Flex, et
al., 2014).

2.2 Die kleine GTPase RRAS

Das Protein RRAS gehort zur Familie der RAS-Proteine, die zu den kleinen GTPasen gezahlt
werden. RAS-Proteine werden ubiquitir exprimiert und spielen eine entscheidende Rolle bei
der Weiterleitung von Signalen innerhalb der Zelle, indem sie als sogenannte molekulare
Schalter wirken (Lowe & Goeddel, 1987; Gotoh, et al., 1997).

Der Aktivierungsstatus wird dabei iiber das Guanosin-Nukleotid gesteuert (Abbildung 2.1).
Sogenannte Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) vermitteln den Austausch von GDP
nach GTP und bringen damit die RAS-GTPase in den ,angeschalteten“ Zustand. So kann
RAS an mehrere Proteine von verschiedenen Signalwegen binden und diese aktivieren
(Milburn, et al., 1990). Sobald das GTP unter Abspaltung einer Phosphatgruppe zu
Guanosindiphosphat (GDP) hydrolysiert wird, verdndert das RAS-Protein seine
Konformation, kann somit nicht mehr mit seinen Effektoren interagieren und befindet sich
folglich im deaktivierten Zustand. Die schwache intrinsische Hydrolyse-Aktivitdt des Proteins
wird durch weitere Proteine, den sog. GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs), katalysiert
(Karnoub & Weinberg, 2008).
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2 Einleitung und Zielsetzung

Inaktiv

GDP

GTP Austausch von @
Hydrolyse GDP zu GTP

- 00

—— | | GTP
N
Aktiv

Abbildung 2.1: Der RRAS-GTPase Zyklus

RRAS alterniert zwischen einem aktiven und inaktiven Zustand und nimmt dabei die Rolle eines
molekularen Schalters ein. Befindet sich RRAS im aktiven GTP-gebundenen Zustand, ist es zugénglich
fiir verschiedene Effektoren, die ihrerseits Signaltransduktionskaskaden in der Zelle stimulieren. Dieser
aktive Zustand von RRAS wird durch die Hydrolyse von GTP zu GDP beendet. Hierbei geht das
Protein eine Konformationsinderung durch und befindet sich darauthin im inaktiven, GDP-gebundenen
Zustand, in dem es nicht mehr mit Effektoren interagieren kann. Da sowohl die intrinsische Hydrolyse-
Aktivitat, als auch der Nukleotidaustausch sehr langsame Vorgénge sind, werden diese katalysiert. Den
Austausch des GDPs zu GTP stimulieren dabei Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEF) und die
Hydrolyse von GTP zu GDP wird von GTPase-aktivierenden Proteinen (GAP) verstérkt.

Strukturell weist RRAS, wie alle Ras-GTPasen, eine P-Loop und eine Switch I- und Switch II-
Region vor (Milburn, et al., 1990; Vetter & Wittinghofer, 2001). Die P-Loop vermittelt die
Nukleotidbindung, indem es an die zweite Phosphatgruppe des GTP/GDP-Nukleotids bindet.
Die Switch I-Region bindet, unterstiitzt durch ein Magnesium-lon, an die dritte
Phosphatgruppe des GTPs und steht so in keinem Kontakt zum GDP. Die Switch II-Region
ist entscheidend fiir die Hydrolyse von GTP nach GDP. Gleichzeitig stellen die beiden Switch-
Regionen auch die Interaktionsbereiche der Effektoren und Regulatoren von RRAS dar und
sind zusatzlich die Bereiche des Proteins, die eine Konformationséinderung bei Aktivierung mit
GTP durchgehen und damit die Schalterfunktion des Proteins ausmachen. Aulerdem wird das
Protein durch eine CVLL-Sequenz posttranslational durch eine Palmitoylierung modifiziert,
wodurch es an die Plasmamembran lokalisiert wird (Ahearn, et al., 2012).

RRAS ist mit seinen 218 Aminosiuren uber 50 % mit den Aminosiauresequenzen der Ras-
GTPasen HRAS (55 %), KRAS (59 %) und NRAS (54 %) homolog. Am N-Terminus weist
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2 Einleitung und Zielsetzung

RRAS jedoch eine Sequenz von 26 Aminoséuren mit noch unbekannter Funktion auf (Lowe &
Goeddel, 1987).

Wiéhrend die RAS-Proteine HRAS und KRAS iiber die Transduktion von inter- oder
extrazelluldren Signalen in erster Linie das zellulire Wachstum, die Differenzierung und das
Uberleben der Zelle steuern (Mitin, et al., 2005), wurde fiir RRAS auch eine Rolle bei der
Regulation der Zelladhésion beschrieben (Furuhjelm & Perénen, 2003).

2.3 Fokale Adhasionen und Integrinaktivierung

Fokale Adhésionen tragen als Komplexe aus zahlreichen Proteinen eine entscheidende Rolle
fiir viele Zellfunktionen. Unter anderem verankern sie die Zelle mit der extrazelluldren Matrix
(EZM), sind mafigeblich beteiligt an Zellprofileration, -differenzierung und -migration und
bilden auilerdem einen Knotenpunkt fiir die Ubertragung biochemischer Signale von diversen
regulatorischen Signalwegen (Zamir & Geiger, 2001; Chen, et al., 2003; Wolfenson, et al.,
2009). An diesen Adhésionsstellen findet man in angereicherter Form sogenannte Integrine.
Diese Proteine durchspannen die Zellmembran als Dimere, die mit ihrer grofleren
extrazellularen Doméne an Komponenten der EZM binden und mit ihrem kleineren Teil in
das Zytoplasma der Zelle hineinragen, um dort eine Verbindung zum Aktin-Zytoskelett
herzustellen (Huttenlocher & Horwitz, 2011). Diese Verbindung gibt der Zelle nicht nur
mechanische Stabilitat, sondern fungiert auch als bidirektionaler Informationsaustausch
(Abram & Lowell, 2009). Beim sog. inside-out-signaling wird durch interzelluldre Signale die
Aktivierung der Integrine stimuliert. Der Vorgang wird durch Proteine innerhalb der Zelle
ausgelost, indem diese an die intrazellulare Doméne der Integrine binden, woraufhin diese eine
Konformationsdnderung eingehen und dem extrazelluldren Teil so eine Bindung mit der EZM
ermoglicht wird (Kinbara, et al., 2003).

Ein bekannter Aktivator der Integrine ist das Protein TALIN, das in hoher Konzentration an
fokalen Adhésionen vorkommt und die Integrine entweder direkt, oder indirekt iiber
Adaptorproteine an das Aktin-Zytoskelett bindet (Tadokoro, et al., 2003; Calderwood, 2004).

TALIN besteht aus einer 220 kDa C-terminalen rod-Region und einer 47 kDa N-terminalen
head-Region (Abbildung 2.2). Letztere wird noch weiter in die FERM-Domaéne, die wiederum
aus den F1-, F2- und F3-Subdoménen besteht, und die FO-Doméne unterteilt (Critchley, 2009;
Elliott, et al., 2010). Die F2- und F3- Subdoménen gehen die Bindung mit der Integrin-
Untereinheit ein, wéihrend die N-terminale rod-Region die Assoziation mit dem Aktin-
Zytoskelett ermoglicht (Calderwood, 2004; Roberts & Critchley, 2009).
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2 Einleitung und Zielsetzung

TALIN-head TALIN-rod

[ 47 kDa 220 kDa
TALIN-full
~270 kDa

Abbildung 2.2: Schematische Doménenstruktur von TALIN

Die drei Subdoménen (F1, F2, F3) bilden die FERM-Doméne, die wiederum zusammen mit der FO-
Subdomaéne die 47 kDa schwere TALIN-head-Region umfasst. Gemeinsam mit der 220 kDa schweren
TALIN-rod-Region, die ihrerseits aus vielen Subdoménen besteht (hier nicht dargestellt), bilden diese
das gesamte ca. 270 kDa schwere Protein TALIN-full.

Interessanterweise zeigt die FO-Doméne eine hohe strukturelle Homologie zur RBD (Ras-
binding domain) vom RAS-Effektorprotein RALGDS auf (Huang, et al., 1998). Auflerdem
findet sich bei dieser Doméne die gleiche elektrostatische Ausrichtung, wie auch bei RALGDS
und anderen Ras-binding-Doménen wieder (Goult, et al., 2010).

RAS-GTPasen wurden eine Beteiligung bei der TALIN-vermittelten Aktivierung der Integrine
zugeschrieben, der genaue Mechanismus ist aber noch schlecht verstanden (Kinbara, et al.,
2003). Die hier beschriebene Ahnlichkeit zwischen RBD und TALIN FO-Domiine kénnte auf
eine putative Interaktion von RRAS mit der FO-Doméne deuten, also im Sinne von TALIN
als Effektor von RRAS. Uber diese Bindung konnte es zu einer Aktivierung der Integrine
kommen. Diese Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass in TALIN-defizienten Zellen RRAS
Integrine nicht aktiviert (Tadokoro, et al., 2003).

Alternativ kénnten noch weitere Proteine bei der Ubermittlung des Signals zur Aktivierung
der Integrine beteiligt sein. Fiir die GTPase RAP1 wurde ebenfalls beschrieben, dass es iiber
TALIN Integrine aktivieren kann (Kooistra, et al., 2007). Hierbei rekrutiert RAP1 in seinem
aktiven Zustand das Adaptorprotein RIAM (RAP1-GTP interacting adapter molecule) in
fokalen Adhésionen an die Zellmembran. RIAM interagiert darauthin mit TALIN-rod und
vermittelt so iiber TALIN eine Aktivierung der Integrine (Lafuente, et al., 2004; Lee, et al.,
2009). RAP1 weist sowohl von der Aminosduresequenz (Quelle: National Center for
Biotechnology Information, NCBI) als auch strukturell (Quelle: Protein Data Base, PBD)
grofe Ahnlichkeiten mit RRAS auf, sodass fir RRAS moglicherweise auch ein Integrin-
Aktivierungskomplex, der TALIN und RIAM enthaélt, denkbar ist.
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2 Einleitung und Zielsetzung

2.4 Arbeitshypothesen

Es ist bekannt, dass RRAS Integrine aktivieren und damit fokale Adhesionsstellen regulieren
kann. TALIN spielt hierbei eine entscheidende Rolle, der genaue molekulare Prozess muss
allerdings noch aufgeklirt werden. Diesbeziiglich wurden zwei Arbeitshypothesen entwickelt:

2.4.1 RRAS steuert iiber eine direkte Interaktion mit TALIN die Aktivierung von Integrinen

Bei dieser Hypothese lokalisiert aktives GTP-gebundenes RRAS an der Zellmembran und
interagiert dort mit der FO-Subdoméne vom TALIN-head. Diese direkte Interaktion mit
TALIN koénnte zur Rekrutierung oder genauen Positionierung von TALIN an Integrin-haltige
Adhasionen fithren. Dort kann TALIN dann mit seiner F2- und F3-Subdoméne an die
intrazellulare B-Untereinheit des Integrins binden (Elliott, et al., 2010). Darauthin macht das
Integrin eine Konformationsinderung durch, geht so vom inaktiven in seinen aktivierten
Zustand {iber und kann mit der EZM assoziieren (Abbildung 2.3).

Extrazellulare Matrix YB
a

Aktiviertes Integrin

Inaktives Integrin

\.

Extrazellular

Intrazellular

Abbildung 2.3: Integrin-Aktivierung iiber eine direkte Interaktion von RRAS mit TALIN
RRAS lokalisiert im aktiven Zustand (GTP-gebunden) an der Zellmembran und bringt TALIN, durch
eine Bindung mit dessen FO-Subdoméne, in die Néhe der Integrine. Dort geht TALIN tiber die F2- und
F3-Subdoméne eine Bindung mit der intrazellularen B-Untereinheit des Integrins ein, was eine
Konformationsénderung der extrazelluliren Doméne hervorruft. Das Integrin ist nun aktiviert und
kann eine Bindung mit der extrazelluldren Matrix eingehen.
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2 Einleitung und Zielsetzung

2.4.2 RRAS rekrutiert das TALIN-Bindeprotein RIAM und reguliert so die TALIN-

vermittelte Aktivierung der Integrine

Nach einer alternativen Hypothese rekrutiert aktives RRAS RIAM an die Plasmamembran,
wo letztere TALIN-rod bindet und TALIN so in rdumliche Néhe zu den Integrinen bringt. Hier
findet dann wieder die Interaktion zwischen TALIN-head wund intrazellulirem
Integrinabschnitt statt und die Integrine werden, durch TALIN vermittelt, aktiviert
(Abbildung 2.4).

a P

Inaktives Integrin

Aktiviertes Integrin

Extrazellular

Intraiéilﬁliir M RRAS

Abbildung 2.4: Ein RRAS::RIAM-Proteinkomplex erméglicht die TALIN-vermittelte
Integrin-Aktivierung

Aktives, an der Plasmamembran lokalisiertes RRAS relokalisiert RIAM an fokale Adhésionsstellen an
der Plasmamembran. Das Adaptorprotein RIAM interagiert sodann mit der rod-Region von TALIN
und bringt TALIN so in die Néhe der Integrine. TALIN-head (F2- und F3-Doméne) assoziiert dort mit
der B-Untereinheit des Integrins. Diese Interaktion fiihrt zur Konformationsénderung des Integrins und
dessen extrazelluldrer Teil kann nun eine Bindung mit der extrazellularen Matrix eingehen.
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2 Einleitung und Zielsetzung

2.5 Ziele der Arbeit

Das Ziel der Arbeit ist eine Uberpriifung auf eine molekulare Komplexbildung zwischen RRAS
und TALIN, zwischen RRAS und RIAM, sowie zwischen RRAS, TALIN und RIAM
durchzufiihren. Methodisch soll dies durch die Uberexpression der zu untersuchenden Proteine
in COS7-Zellen mit anschlieBender Co-Immunprazipitation, Western Blot-Analyse und
Immundetektion erreicht werden.

Damit soll eine putative Kooperation dieser drei Proteine bei der Integrin-Aktivierung
analysiert werden, um so ein besseres Verstindnis des Einflusses von RRAS bei der Regulation
von fokalen Adhésionen zu erlangen.

Hinsichtlich der Erkrankungsgruppe der RASopathien kénnen in dieser Studie eruierte Daten
neue Aspekte zur molekularen Pathogenese aufdecken, was wiederum neue Wege fiir zukiinftige
Therapien ebnen konnte.
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zelllinien und Bakterienstamme

Tabelle 3.1: Auflistung der verwendeten Bakterienstimme und Zelllinien (DSMZ = Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)

Typ Bezeichnung Eigenschaften / Zelltyp Herkunft
Bakterienstamm £, coli DHI0B  F- mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC)  Life Technologies
d80dlacZ (Darmstadt)
AM15 AlacX74 deoR recAl endAl
araD139
A(ara, leu)7697 galU galK A-rpsL
(Str®) nupG
Zelllinie COS7 Adhéarente Fibroblasten aus dem  DSMZ
Nierengewebe der griinen (Braunschweig)
Meerkatzen
3.1.2 Konstrukte
Tabelle 3.2: Verwendete Konstrukte fiir die Transfektion in Eukaryonten
Name des Inserts und Codierte
Name Herkunft

Genbank-Nummer

Aminosauren

pMT2SM-HA-RRASW?

Wildtyp RRAS
(NM. 006270.3)

2-218

AG Rosenberger (UKE,
Hamburg)

pMT2SM-HA- RRAS mit Mutation 2-218 AG Rosenberger (UKE,
RRAS®Y p.G38V Hamburg)
pMT2SM-HA-RRASS#Y  RRAS mit Mutation 2-218 AG Rosenberger (UKE,
p-S43N Hamburg)
pEGFP-C1-TALIN-full  Wildtyp TLN1 1-2541 Addgene (USA)
(NM_ 011602.5)
pEGFP-C1- TALIN- Wildtyp TLN1 1-433 Addgene (USA)

head
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pEGFP-C1- TALIN- Wildtyp TLN1
rod

434-2541

Addgene (USA)

pEGFP-C1-RIAM Wildtyp RIAM
(NM._019043.3)

AG Rosenberger (UKE,
Hamburg)

mCherry-RIAM Wildtyp RIAM Christoph Ballestrem
(University of
Manchester)

pMT2SM-HA Keins / Leervektor AG Rosenberger (UKE,
Hamburg)

pEGFP-C1 Keins / Leervektor AG Rosenberger (UKE,
Hamburg)

pmRFP_ N1 Keins / Leervektor AG Rosenberger (UKE,

Hamburg)

3.1.3 Antikorper

3.1.3.1 Priméarantikorper

Tabelle 3.3: Genutzte Primérantikérper mit Angabe der verwendeten Verdiinnung fiir den Western Blot

Verdiinnung
Name Antigen Hergestellt in fiir Western  Hersteller
Blot
anti-GFP GFP-Tag Kaninchen 1:1000 Clontech
(USA)
anti-RED RFP-Tag Ratte 1:1000 Chromotek
(Planegg-
Martinsried)
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3.1.3.2 Sekundarantikorper

Tabelle 3.4: Genutzte Sekundirantikorper mit Angabe der verwendeten Verdiinnung im Western Blot

Verdiinnung
. ) Hergestellt .
Name Antigen Konjugat _ fiir Western  Hersteller
in

Blot
anti-HA-HRP Héamagglutinin = Meerrettich- Ratte 1:40000 Roche
High Affinity  des humanen peroxidase (Mannheim)
(3F10) Influenzavirus
ECL™ Esel-  GFP-Tag Meerrettich-  Esel 1:5000 GE
anti- peroxidase Healthcare
Kaninchen- (Freiburg)
HRP
HRPO-IgG RFP-Tag Meerrettich-  Ziege 1:2500 Dianova
(H+L) Goat peroxidase (Hamburg)
Anti-RAT

3.1.4 Medien

3.1.4.1 Bakterienkultur

Tabelle 3.5: Medien die zur Anzucht und Kultivierung von Bakterien verwendet wurden

Name Substanz
LB-Medium (pH 7,0) 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g Natriumchlorid
ad 10000 ml Aqua dest.
Agar fiir Festmedien + 15 g/l Agar (in LB-Medium)

Ampicillin

250 mg/1

Ampicillin (in LB-Medium)

Kanamycin

25 mg/1

Kanamycin (in LB-Medium)
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SOC-Medium 20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g Natriumchlorid

ad 970 ml Aqua dest.

10 ml 1 M MgSO; (steril filtriert)

10 ml 1 M MgCl, (steril filtriert)

10 ml 40 % Glucose (steril filtriert)

3.1.4.2 Zellkultur

Tabelle 3.6: Medien und Zusétze die zur Kultivierung von Zellen genutzt wurden

Name

Hersteller

Dulbeco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) mit
L-Glutamin

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

Opti-MEM®I serumreduziertes Medium mit
GlutaMAX™ |

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

Fotales Rinderserum (FBS)

PAA Laboratories (Karlsruhe)

TrypLE™

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

Penicillin/Streptomycin (100 U/ml / 100 mg/ml)

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

Tabelle 3.7: Medien fiir die Kultivierung und Durchfiihrung der Experimente

Name Substanz
Vollmedium 100 % DMEM
10 % FBS (v/v)
1 % Penicillin/Streptomycin (v/v)
Einfriermedium 100 % Vollmedium
10 % DMSO (v/v)
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3.1.5 Puffer

3.1.5.1 Zellkultur

Tabelle 3.8: Verwendete Puffer fiir die Kultivierung von Zellen

Name

Substanz

10x PBS -/-

2g

KCl

24¢g

KH,PO,

80 g

NaCl

144 ¢g

Na,HPO,

ad 1000 ml

Aqua dest.

3.1.5.2 Zelllyse und Co-Immunprazipitation

Tabelle 3.9: Zusammensetzung der genutzten Puffer fiir die Co-Immunprézipitation

Name

Substanz

GFP-Trap-Lysepuffer
(gleichzeitig Wasch- und
Prézipitationspuffer)

10 mM

Tris/Cl pH 7,5

150 mM

NaCl

0,5 mM

EDTA

0,5%

NP40 (v/v)

1x PBS*+ (pH 7,4)

8g

NaCl

0,2¢g

KCl

144 g

Na,HPO,

0,24 g

KH,PO,

9 ml

5,2 ml

MgCl, (100 mM)

1,6 ml

MgSO; (100 mM)

ad 1000 ml

Aqua dest.
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3.1.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Tabelle 3.10: Eingesetzte Puffer fiir die SDS-PAGE

Name

Substanz

4x Trenngelpuffer (pH 8,8 mit
H;PO, eingestellt)

2g

Natriumdodecylsulfat (SDS)

91 ¢

Tris

ad 500 ml

Aqua dest.

4x Sammelgelpuffer (pH 6,8 mit
H;PO, eingestellt)

2g

SDS

30,3 g

Tris

ad 500 ml

Aqua dest.

4 x Laemmlipuffer (Ladepuffer)

0,01 %

Bromphenolblau (v/v)

33 %

Glycerol (v/v)

6,7 %

SDS (w/v)

0,3 M

DTT

80 mM

Tris-HCL, pH 6,8

10x SDS-Laufpuffer (pH 8,3)

2884 g

Glycin

40 g

SDS

60,6 g

Tris

ad 2000 ml

Aqua bidest.

Sammelgel (5 %)

0,975 ml

Aqua dest.

0,425 ml

4x Sammelgelpuffer

0,3 ml

Acrylamid /Bisacrylamid

1,575 1l

TEMED

31,25 pl

10%-iges APS in Aqua dest.

Trenngel (10 %)

2,1 ml

Aqua dest.

1,25 ml

4x Trenngelpuffer

1,7 ml

Acrylamid /Bisacrylamid

5 ul

TEMED

85 ql

10%-iges APS in Aqua dest.
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Trenngel (15 %) 1,23 ml  Aqua dest.
1,25 ml  4x Trenngelpuffer
2,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid
5ul TEMED
85 nl  10%-iges APS in Aqua dest.
3.1.5.4 Western Blot
Tabelle 3.11: Puffer fiir die Durchfithrung des Western Blots
Name Substanz
Transferpuffer (pH 8,3) 150 mM  Glycin
25 mM  Tris
10 % Methanol (v/v)
10x TBST 1,5 M NaCl
200 mM Tris-HCI, pH 7,4

1 %

Tween 20 (v/v)

Tabelle 3.12: In dieser Arbeit genutzte Antikérperlosungen

Geloster Antikorper

Lésungsmittel

anti-HA-HRP 0,5 % Milchpulver in 1x TBST (w/v)
anti-rabbit-HRP 0,5 % Milchpulver in 1x TBST (w/v)
anti-rat-HRP 1x TBST
anti-GFP 0,5 % Milchpulver in 1x TBST (w/v)
anti-RFP 5 % Milchpulver in 1x TBST (w/v)
3.1.6 Chemikalien
Tabelle 3.13: Ubersicht aller verwendeten Chemikalien
Name Hersteller

Acrylamid /Bisacrylamid (AA/BAA 30%; 37,5:1)

Biorad (Miinchen)

Jan Bautsch - Bachelorarbeit



3 Material und Methoden

Agarose

Invitrogen (Karlsruhe)

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Ampicillin-Natriumsalz (CisH1sN3O4S - Na)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk
(Milchpulver)

Biorad (Miinchen)

Bromphenolblau

Merck (Darmstadt)

Chlorwasserstoffsaure (HCI)

Merck (Darmstadt)

cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Tabletten

Roche (Mannheim)

D-Glucose

Merck (Darmstadt)

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Ethylendinitrilotetraessigsdure (EDTA)

Merck (Darmstadt)

EZview™ Red Anti-HA Affinity Gel

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

GFP-Trap_ A

Chromotek (Planegg-Martinsried)

Glycerol (C3HsO3)

Roth (Karlsruhe)

Glycin (C,H5NO»)

Roth (Karlsruhe)

Hefeextrakt

Invitrogen (Karlsruhe)

Immobilon™ Western-Chemiluminescent HRP-
substrate

Merck (Darmstadt)

Isopropanol (CsHsO)

Merck (Darmstadt)

Kaliumchlorid (KCI)

Merck (Darmstadt)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH.PO.)

Merck (Darmstadt)

Lipofectamin™2000 Reagenz

Invitrogen (Karlsruhe)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, - 6H,O)

Roth (Karlsruhe)

Magnesiumsulfat (MgSO,)

Merck (Darmstadt)

Methanol (CH3;0H)

Merck (Darmstadt)

N,N,N'".N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED;
CsHi6N>)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Natriumchlorid (NaCl)

J.T. Baker (Griesheim)

Natriumdihydrogenphosphat (Na;HPO,)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

Serva (Heidelberg)

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck (Darmstadt)

Nonidet P40 / Igepal (C3Hsz012)

ICN (Eschwege)

Phosphorsaure (H;PO.)

Merck (Darmstadt)

Polyoxyethylen Sorbitan Monolaurat (Tween 20)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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Restore™ Western-Blot Stripping Puffer

Thermo Scientific (Bonn)

Trizma® Base (Tris; C:HuNO3)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Trypton Becton

Dickinson (Heidelberg)

Wasser fiir Chromatographie (HPLC)

Merck (Darmstadt)

3.1.7 Enzyme, Kits, Proteine

Tabelle 3.14: Verwendete Enzyme, Kits und Proteine

Name

Hersteller

Immobilon™ Western

Millipore (Schwalbach)

NucleoBond® Extra Maxi

Macherey /Nagel (Diiren)

PageRuler™ Plus Prestained Protein

Fermentas (St. Leon-Rot)

3.1.8 Gerate und Verbrauchsmaterialen

Tabelle 3.15: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Gerétschaften und Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

100 mm Polystyrol-Zellkulturschalen

Sarstedt (Niirnbrecht)

Agarplatten Greiner (Essen)
Autoklav Tecnomara (Fernwald)
Brutschrank Heraeus (Hanau)

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 40 CFL,
HBO 50, MBQ 52 AC

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Gottingen)

Filmentwickler OPTIMAX X-Ray Film
Processor

Protec® (Oberstenfeld-Gronau)

Geldokumentationssystem ChemiDoc™
XRS+ System

BioRad (Miinchen)

Gelelektrophoresekammer

BioRad (Miinchen)

Heizblock (Typ:52526101)

Liebisch (Bielefeld)

Kiihlzentrifuge ,,Sorvall superspeed RC2-
B“

Thermo Scientific

Kiihlzentrifuge 5417R

Eppendorf AG (Hamburg)

Kunststoff-Tubes (Eppi)

Eppendorf AG (Hamburg)

Kunststoff-Tubes (Falcon)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Laserscanmikroskop DMIRE2

Leica (Mannheim)

Magnetrithrer RET basic

IKA Labortechnik (Staufen i. Br.)
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Mini-Protean® Tetra Cell Apparatur fir

BioRad (Miinchen)

Polyacrylamidgele
NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 Peqglab Biotechnologie (Erlangen)
pH-Meter WTW (Weilheim)

Photometer BioPhotometer

Eppendorf AG (Hamburg)

PIPETBOY acu

IBS Integra Biosciences (Fernwald)

Pipetten Finnpipetten

Thermo Labsystems (Mannheim)

PVDF (Polyvinylidendifluorid) Western
Blotting Membran

Roche (Mannheim)

Rontgenfilme (Cronex 5)

AGFA (Berlin)

Schiittelapparat ,,Centromat R“

B. Braun Biotech International
(Melsungen)

Schiittelapparat 3006

GFL (Burgwedel)

Schiittelautomat ,,Rocky*

Frobel Labortechnik (Lindau)

Semi-Dry Fastblot B34

Biometra (Gottingen)

Spannungsgeber Standard Power Pack P25

Biometra (Gottingen)

Sterilwerkbank HERA safe Typ 12/2, 1995

Heraeus (Hanau)

Sterilwerkbank Lamin Air Instruments

Heraeus (Hanau)

Thermomixer compact

Eppendorf AG (Hamburg)

Tischzentrifuge Biofuge Pico

Heraeus (Hanau)

Uberkopfrotator RS-60 Tube Rotator

BioSan (Riga, Lettland)

Vortexmischer Vortex Genie 2 Heidolph
Reex 2000

Scientific Industries, INC. (USA)

Waage “Sartorius ISO 90017

Sartorius (Gottingen)

Wasserbad GFL 1083

GFL (Burgwedel)

Whatman-3mm-Chromatographie-Papier

Whatman (Dassel)

Zentrifuge Labofuge GL

Heraeus (Hanau)

3.1.9 Software und Datenbanken

Tabelle 3.16: Computerprogramme und bioinformatische Datenbanken

Name Typ Anwendung

NCBI PubMed Datenbank Literaturrecherche

RCSB PDB Datenbank Proteindaten

NCBI BLAST Software Aminoséduren-
Sequenzabgleich

Image Lab™ Software Western Blot
Bildentwicklung
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Kulturbedingungen

COS7-Zellen wurden in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's medium) mit 10% FBS (fétales
Rinderserum) (v/v) und 1% P/S (Penicillin/Streptomycin) (v/v) bei konstanten 37 °C, 5%
COzund 95% relativer Luftfeuchtigkeit in einem Begasungsbrutschrank kultiviert. Bei diesen
Zellen handelt es sich um Fibroblasten aus dem Nierengewebe der griinen Meerkatzen
(Cercopithecus aethiops).

3.2.1.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Alle COS7-Zellen wurden aus Kryo-Kulturen, die als Aliquots bei -150 °C gelagert wurden,
entnommen. Hierfiir wurden sie in einem 37 °C Wasserbad erwiarmt und sofort in 8 ml
vorgewarmtes Vollmedium iiberfithrt. Diese Suspension wurde fiir 5 min bei 900 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Kulturmedium resuspendiert
und anschliefend auf eine Kulturplatte tiberfiihrt.

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese bei ca. 95% Konfluenz mit 1 ml TrypLE™ (Trypsin)
von der Zellkulturschale abgelost und die Reaktion mit 8 ml Vollmedium gestoppt. Die
Zellsuspension wurde dann ebenfalls 5 min bei 900 rpm und RT zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 3 ml, auf Eis gekiihltem Einfriermedium
(Vollmedium mit 10% DMSO; verhindert Auskristallisieren des Zytoplasmas und Platzen der
Zellen) resuspendiert. Anschlielend wurde die Suspension auf 1 ml Kryoréhrchen aliquotiert
und in einem Einfrierbehélter iiber Nacht bei -80 °C gefroren, um letztendlich am néachsten
Tag in einem -150 °C Gefrierschrank endgelagert zu werden.

3.2.1.3 Passagieren von Zellen

Bei einer Konfluenz von ca. 80-90 % wurden die Zellen ca. alle d Tage fiir eine kontinuierliche
Kultivierung auf neue Zellkulturplatten tberfiihrt. Hierfiir wurde das vorhandene Medium
abgesaugt, die Zellen mit 5 ml 1x PBS/- gewaschen und durch Zugabe von 1 ml TrypLE™
(Trypsin) fir wenige Minuten bei 37 °C abgeltst. Die restlichen ungelésten Zellen wurden
durch leichtes Klopfen vom Boden der Zellkulturschale abgetrennt. Anschlieend wurde die
Trypsinierung durch die Zugabe von 9 ml Vollmedium gestoppt und die Zellen durch Auf- und
Abpipettieren in Suspension gebracht. Diese Suspension wurde dann auf eine neue
Kulturplatte tiberfithrt und dabei im Verhéltnis 1:10 auf ein Volumen von 10 ml gebracht.
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3.2.1.4 Transiente Transfektion mittels Lipofektamin™

Die fiir die Transfektion vorgesehenen Zellen wurden am Vortag auf 10 ml Zellkulturplatten
so ausgelegt, dass eine fur die Transfektion optimale Konfluenz von 60-80% erreicht wurde.
Zur Uberexpression des jeweiligen Zielgens wurde der aufgereinigte DNA-Expressionsvektor
mit Hilfe von Lipofektamin in die Zellen gebracht. Fiir die Transfektion wurde Lipofektamin™
genutzt, das eine Lipidschicht um die Plasmid-DNA bildet und auf diese Weise den Transport
iiber die Zellmembran ermoglicht (Lipofektion). Hierfiir wurden zwei Transfektionsansitze
vorbereitet: Zum einen wurden 400 pl Opti-MEM® mit dem benotigten Volumen an
Lipofektamin™ versetzt (Verhéltnis 1 pg Plasmid-DNA zu 2 pl Lipofektamin™). Daneben
wurde die Plasmid-DNA in 400 pl Opti-MEM® verdiinnt. Die Plasmid-DNA-Menge variierte
je nach Konstrukt zwischen 2-4 pg. Beide Ansédtze wurden 5 min bei RT inkubiert, dann
vermischt und weitere 30 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden die zu transfizierenden
Zellen mit 1 ml 1x PBS/ gewaschen und 3,2 ml Opti-MEM® auf die Kulturschale vorgelegt.
Nach der Inkubationszeit wurde der Transfektionsansatz tropfenweise auf die Platte verteilt
und diese leicht geschwenkt. Es folgte eine Inkubation von ca. 4-5 h im Inkubationsbrutschrank
mit anschlieBendem Wechsel des Mediums auf 10 ml Vollmedium. Auf diese Weise transfizierte
Zellen wurden dann bis zur Lyse weiter im Brutschrank inkubiert.

3.2.1.5 Kontrolle nach der Transfektion

Vor der Zelllyse wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 40 CFL
betrachtet. Dadurch konnte eine Abschéitzung iiber den Transfektionserfolg aller Konstrukte,
die mit einem GFP- oder RFP-Tag versehen waren, gemacht werden. Mit diesen
Konstrukten transfizierte Zellen exprimierten folglich GFP- und RFP-Proteine, welche nach
Anregung unter dem Fluoreszenzmikroskop Licht emittieren. So konnte Ansédtze mit
schwach, oder nicht leuchtenden Zellen von weiteren Analysen ausgeschlossen werden.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Transformation von kompetenten E. coli-Zellen mittels Hitzeschock

Die Vervielfaltigung der Expressionskonstrukte erfolgte in £. coli DH10B Bakterien. Diese
wurden mit der Plasmid-DNA iiber die Hitzeschock-Methode nach folgender Vorgehensweise
transformiert: Zuerst wurden kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und jeweils 50 pl dieser
Zellen mit 1 pl Plasmid-DNA vermischt. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurden diese
fiir 90 Sekunden bei 42 °C schlagartig erwarmt. AnschlieBend wurde wieder 5 min auf Eis
inkubiert und 700 pl SOC-Medium hinzugefiigt, um die Zellen dann bei 37 °C im
Schiittelinkubator wachsen zu lassen. Um ein plattierbares Volumen zu erhalten wurden die
Ansitze bei 300 rpm und Raumtemperatur fir 2 min zentrifugiert und der Uberstand
dekantiert. In der zuriickbleibenden Fliissigkeit wurden die Zellen resuspendiert und auf LB-
Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotika-Zusatz ausgestrichen. Die Platten wurden
iiber Nacht im Inkubator bei 37 °C inkubiert.
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3.2.2.2 Anzucht von Bakterienkulturen

Die in Abschnitt 3.2.2.1 transformierten Bakterien wurden am néchsten Tag als Einzelkolonie
von den Agarplatten gepickt und in jeweils 2 ml antibiotikahaltigem LB-Medium mit
entsprechenden Antibiotikum vermehrt. Nach 6 h Inkubationszeit wird mit dieser Vorkultur
200 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika (1:1000) angeimpft und in einem
Schiittelkolben iiber Nacht in einem Inkubator bei 37 °C und 200 rpm geschiittelt.

3.2.2.3 Plasmidpraparation (Maxi-Préparation)

Um eine grofle Menge von reiner Plasmid-DNA aus den Bakterien zu isolieren, wurden diese
am néchsten Tag lysiert und mit dem NucleoBond® Xtra Maxi Kit der Firma Macherey-Nagel
aufgereinigt. Die Bakterienlyse, Ionenaustauschchromatographie und DNA-Féllung wurde
dabei nach dem Herstellerprotokoll des Kits durchgefiihrt. Letztendlich wurde die so
gewonnene DNA in Aqua dest. gelost und in 1 ml Aliquots abgefiillt, die alle auf eine
Konzentration von ca. 1 pg/ul eingestellt wurden. Gelagert wurden die Aliquots bei -20 °C.

3.2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA

Zur Einstellung der passenden Konzentration der Plasmid-DNA nach der Plasmidpraparation
und vor der Transfektion wurde diese photometrisch im Nanodrop ND-1000 nach
Herstellervorschriften gemessen. Gleichzeitig wurde iiber den Quotienten aus der Absorption
bei 260 nm und 280 nm (Aam/2s0) eine starke Verunreinigung der DNA durch Proteine und
Alkohole ausgeschlossen (Ratio DNA 1,6-1,8).

3.2.3 Biochemische Methoden

3.2.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Die adharenten Zellen wurden auf Eis zweimal mit 5 ml eiskaltem PBS*/* gewaschen und
anschliefend mit 1 ml GFP-Trap-Lysepuffer (+cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail)
lysiert. Um alle Zellen zu lysieren und von der Zellkulturplatte abzulosen, wurden diese nach
einer Inkubationszeit von 10 Minuten mit einem Zellschaber abgeschabt und die Suspension
dann in ein Eppi tberfiihrt. Mittels einer 10 miniitigen Zentrifugation bei 14000 rpm und 4
°C wurden die Zelltriimmer aus der Suspension entfernt. 75 jl des Uberstandes wurden als
Rohlysat (total cell lysate, TCL) abgenommen, mit 25 pl 4x Laemmli-Ladepuffer versetzt und
dann bei -20 °C gelagert. Der verbleibende Uberstand wurde fiir die Co-Immunprizipitation
in ein weiteres Tube tiberfiihrt.

3.2.3.2 Co-Immunprézipitation

Zur Aufklarung der Protein-Protein-Interaktionen wurde in dieser Arbeit die Methode Co-
Immunprézipitation verwendet. Diese erlaubt durch die Zugabe eines Antikorpers, der an eine
feste stationdre Phase gebunden ist, ein spezifisches Antigen aus einem Zelllysat zu
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prézipitieren. Interaktionspartner des so aufgereinigten Proteins werden co-prazipitiert und
konnen mittels SDS-PAGE und Western Blot detektiert werden. Zur Prézipitation wurden
Agarosekiigelchen, bzw. ,Beads® genutzt, die jeweils mit Antikérpern verbunden sind, welche
gegen einen HA- oder GFP-Tag gerichtet sind.

Vor Hinzugabe der anti-HA- oder anti-GFP-Antikérper gekoppelten Beads zum Zelllysat
wurden diese dreimal gewaschen, um den Alkohol des Lagerungspuffers zu entfernen und sie
zu equilibrieren. Hierfiir wurden 20 pl der Beads und 500 pl eiskalter GFP-Trap-Lysepuffer in
die Reaktionsgefafle gegeben, jedes Mal bei 4 °C und 2700 g fiir 2 min zentrifugiert und der
Uberstand wieder verworfen. Nach dem letzten Waschschritt wurden das Zelllysat und 20 jl
Lysepuffer hinzugegeben und fiir 1 h bei 4 °C in einem Uberkopfrotator inkubiert.

Um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wurde anschlieflend fiinf Mal gewaschen.
Hierfiir wurde zuerst bei 2000 g und 4 °C fiir 2 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Reaktionsgefal wurde dann erneut mit 500 pl GFP-Trap-Lysepuffer befiillt und fiir 6 min
bei 4 °C in einem Uberkopfrotator inkubiert. AnschlieBend folgte eine Zentrifugation bei 4 °C
und 2700 g fiir 2 Minuten, um den Uberstand wieder von den Beads zu trennen und zu
verwerfen. Diese Schritte (500 nl Pufferzugabe, 6 min Inkubation, 2 min Zentrifugation)
wurden 5 mal wiederholt, um sicherzustellen, dass sich nur noch das mit den anti-HA-, oder
anti-GFP-Antikorper gekoppelten Beads prézipitierte Protein und dessen Interaktionspartner
im Reaktionsgefafl befinden. Nach dem letzten Waschschritt wurde zu den Beads 30 pul GFP-
Trap-Lysepuffer und 20 pl 4x Laemmli-Ladepuffer hinzugegeben. Bis zur weiteren Analyse
mittels SDS-PAGE, Western Blot und Immundetektion wurden die Proben bei -20 °C
weggefroren.

3.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um die Proteine aus den Rohlysat- und Préazipitatproben der Grofle nach aufzutrennen,
wurden diese unter denaturierenden Bedingungen mittels einer diskontinuierlichen
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese getrennt. Natriumdodecylsulfat (SDS)
ist ein anionisches Detergens, welches sich an die Proteine lagert und so ihre Eigenladung
iiberdeckt. Durch das Aufkochen der Probe bei 95 °C fiir 5 min wird das Protein in seine
Primérstruktur zerlegt. Durch die Bindung von SDS erhalten die Proteine eine einheitliche
negative Ladung und konnen durch ein Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch zur positiv
geladenen Anode bewegt werden. Hierbei werden Proteine mit gréflerer Molekiilmasse und
damit langerer Kettenlédnge starker vom Gel zuriickgehalten als kleinere Proteine und brauchen
somit langer durch das Gel. Es entsteht damit eine Auftrennung aller Proteine in der Probe
nach ihrem Molekulargewicht. Durch eine Anpassung der Zusammensetzung des Gels kann
eine unterschiedliche Porengréfie und damit ein anderer Trennbereich erreicht werden.

Die Polyacrylamid-Trenngel-Losung wurde wie in Abschnitt 3.1.5.3 beschrieben angesetzt und
zwischen zwei Glasplatten, die in einer Gel-Apparatur (BioRad) eingespannt waren, gegossen

Jan Bautsch - Bachelorarbeit 27



3 Material und Methoden

und mit Isopropanol {iberschichtet. Nach abgeschlossener Polymerisation wurde das
Isopropanol wieder entfernt, eine Sammelgel-Losung (siehe Abschnitt 3.1.5.3) angesetzt, in den
verbleibenden Spalt gegossen und mit Probenkdmmen bestiickt. Die Proben wurden fiir 5
Minuten bei 95 °C aufgekocht und bei 8000 rpm fiir 1 min abzentrifugiert. Darauthin wurden
die Probenkdmme aus dem Sammelgel entfernt und die Proteinproben in die so entstandenen
Taschen pipettiert. Von den Rohlysat-Proben wurde jeweils 10-15 pl und von den Prézipitat-
Proben 20-25 pl des proteinhaltigen Uberstands aufgetragen. Um anschlieBend die
MolekiilgréBen der Proteine in den Proben bestimmen zu kénnen, wurde zusétzlich noch ein
Proteingroflenstandard auf das Gel aufgetragen. Die anschlieende elektrophoretische
Auftrennung erfolgte in 1x SDS-Laufpuffer bei 100 V im Sammelgel und 150 V im Trenngel.

3.2.3.4 Western Blot

Um die Proteine fiir eine Immundetektion zugénglich zu machen, mussten diese noch aus dem
Gel auf eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF) Membran tibertragen werden. Hierbei werden die
negativ geladenen SDS/Protein-Komplexe durch ein elektrisches Feld (Elektroblot) aus dem
Gel auf die Membran transferiert und bleiben dort aufgrund hydrophober und polarer
Wechselwirkungen haften.

Die PDVF-Membran wurde auf die Grofie des Gels zugeschnitten, fiir 30 s in 100 % Methanol
aktiviert und im Transferpuffer inkubiert. Wahrenddessen wurden vier Whatman-
Filterpapiere auf die gleiche Groéfle zugeschnitten und mit dem, aus der
Elektrophoresevorrichtung entnommenen, Polyacrylamidgel in den Transferpuffer gelegt. Die
Semi-Dry-Blot-Apparatur wurde wie folgt aufgebaut: Kathode, zwei Whatman-Filterpapiere,
Polyacrylamidgel, PVDF-Membran, 2 Whatman-Filterpapiere, Anode. Der Transfer wurde
mit vier Gelen gleichzeitig, je nach Proteingrofle, fiir 60-120 Minuten bei 500 mA durchgefiihrt.

3.2.3.5 Immundetektion

Die zu untersuchenden Proteine wurden mittels spezifischer Antikorper und einer
Chemilumineszenzreaktion sichtbar gemacht. Dabei wird ein priméarer Antikérper eingesetzt
der an ein spezifisches Antigen bindet. Zu diesem Komplex wird noch ein weiterer sekundéarer
Antikorper hinzugegeben, der sich an den priméren Antikérper anlagert und mit dem Enzym
Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) konjugiert ist. Diese kann nach Zugabe
des Substrats (Immobilon™ Western-Chemiluminescent HRP-substrate; ECL) schlieflich eine
Lichtreaktion katalysieren, welche mit einem Roéntgenfilm oder einem CCD-Sensor (charge-
coupled device) aufgenommen werden kann. Der anti-HA-Priméarantikorper ist direkt an das
Enzym HRP gekoppelt und benétigt daher keine Zugabe eines Sekundéarantikoérpers.

Nach dem Proteintransfer auf die PVDF-Membran wurde diese zunédchst in 1x TBST
gewaschen, um storende Salze und SDS zu entfernen. Hiernach folgte eine Inkubation in 5 %
(w/v) Milchpulver in 1x TBST fiir ca. 30 min bei RT um unspezifische Proteinbindungstellen
abzuséttigen. Anschliefend wurde der anti-GFP- oder anti-RFP-Antikoérper iiber Nacht bei 4
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°C, oder der anti-HA-Antikérper 60 min bei RT mit der Membran inkubiert
(Antikérperlosungen siehe Abschnitt 3.1.3). Uberschiissiger oder unspezifisch gebundener
Primér-Antikérper wurde durch dreimaliges Waschen fir je 10 min in 1x TBST entfernt.
Anschliefend wurden die HRP-gekoppelten Sekundarantikérper, die spezifisch den jeweiligen
Primérantikérper erkennen, fiir weitere 60 min bei RT auf die Membran gegeben. Nach dieser
Inkubation wurde wieder drei Mal fiir 10 min in 1x TBST gewaschen.

Zur Detektion wurde die Membran ca. 2 min in ECL-L6sung inkubiert und die so stattfindende
Chemilumineszenzreaktion, entweder durch das Auflegen eines Rontgenfilms mit
anschliefender Entwicklung im OPTIMAX X-Ray Film Processor oder digital, im
ChemiDoc™ XRS+ System, aufgenommen. Schlieflich ldsst sich so ein Bild vom Gel
generieren, das nur die Banden zeigt, die dem antikorperspezifischen Protein zugeordnet
werden konnen.

Sollte eine Membran mit anderem Antikorper erneut entwickelt werden, wurde diese mit dem
Restore™ Western-Blot Stripping Puffer fiir 20 min bei RT inkubiert. Auf diese Weise kénnen
gebundene Antikérper von der Membran entfernt werden und eine erneute Detektion durch

einen anderen Primér-Antikorper erfolgen.
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Um die Auswirkungen von RRAS auf die TALIN vermittelte Integrin-Aktivierung zu
untersuchen, wurden neben der RRASY'-Proteinvariante auch noch auf eine konstitutiv aktive
(G38V) und dominant negative (S43N) RRAS-Mutante zuriickgegriffen. Diese beiden
Varianten ermoglichen die gezielte Untersuchung der Abhéngigkeit einer Protein-Protein-
Interaktion vom Aktivierungszustand von RRAS. Bei der konstitutiv aktiven Proteinvariante
RRAS®V ist die intrinsische und die GAP-induzierte Hydrolyseaktivitdt stark beeintrichtigt,
sodass GTP nicht mehr zu GDP hydrolysiert wird und RRAS somit dauerhaft im GTP-
gebundenen, also aktiven Zustand bleibt (Spaargaren & Bischoff, 1994). Bei der RRAS®™
Variante ist GDP dauerhaft gebunden, RRAS bildet inaktive Komplexe mit GEFs und
verbleibt dauerhaft im inaktiven Zustand (Huff, et al., 1997).

4.1 Untersuchung der Interaktion zwischen TALIN-head und RRAS

Zur Uberpriifung der ersten Arbeitshypothese (siche Abschnitt 2.4.1) wurde zunichst die
Interaktion der TALIN-head-Region mit RRAS mittels Co-Immunpréazipitation und
anschliefendem Immunoblot untersucht. Hierfiir wurde auf ein GFP-fusioniertes
Expressionskonstrukt fiir TALIN-head (GFP=Griin fluoreszierendes Protein), sowie auf die
zuvor beschriebenen RRAS-Proteinvarianten als HA-fusionierte Konstrukte zuriickgegriffen.

= — . Abbildung 4.1: Schematische
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Lo Interaktionen = wurden  die  hier
dargestellten Proteine in COS7-Zellen
TALIN-rod j iiberexprimiert. Da diese unabhangig

voneinander immunologisch detektiert

@ RIAM -so kmk" RIAM -s0 ma&) werden mussten, waren alle Proteine

27D mit verschiedenen Tags versehen

(GFP, RFP, HA). TALIN lag in drei

: RRAS Proteinvarianten vor (GFP-TALIN-
Wildtyp ~25 kDa

full, GFP-TALIN-head, GFP-TALIN-

) rod), die alle am N-Terminus mit

§3Rses (akt1ve~255)km einem GFP-Tag verbunden sind.
RIAM konnte mit einem RFP-, oder

GFP-Tag in den Zellen iiberexprimiert

55%8 (inakt:ilzekfa) werden. RRAS lag in drei Varianten
vor (Wildtyp, konstitutiv — aktiv,

dominant negativ), die am N-Terminus jeweils mit einem HA-Tag versehen sind. Dieser Tag besteht
nur aus neun Aminosduren und beeinflusst so das Molekulargewicht nicht nennenswert. Der GFP- und
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RFP-Tag konnte fiir Kontrollversuche auch ohne angefiigtes TALIN oder RIAM in den COS7-Zellen

iiberexprimiert werden.

Es erfolgte eine Kotransfektion verschiedener HA-RRAS-Expressionskonstrukte (HA-RRASYT,
HA-RRAS®®V) oder HA-RRASS®) zusammen mit GFP-TALIN-head in COST7-Zellen. Als
Negativkontrolle dienten COS7-Zellen, die mit einem GFP-Leervektor kotransfiziert wurden.
Nach 45 Stunden wurden die Zellen mit dem GFP-Trap-Lysepuffer lysiert und alle GFP-
getaggten Proteine mittels anti-GFP-Antikorper-gekoppelten Beads aus den Zelllysaten
préazipitiert. Die Rohlysate und Prézipitate wurden nach SDS-PAGE und Western Blot
immunologisch mit anti-HA- und anti-GFP-Antikérpern analysiert.
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Abbildung 4.2: Ermittlung einer moglichen Interaktion zwischen TALIN-head und den

RRAS-Proteinvarianten in COS7-Zellen mittels GFP-Trap
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COS7-Zellen wurden, wie in der Abbildung angegeben, transient mit verschiedenen HA-RRAS-
Expressionskonstrukten (HA-RRASYT, HA-RRAS®*V, oder HA-RRAS*®) zusammen mit GFP-
TALIN-head, bzw. dem GFP-Leervektor (als Negativkontrolle) kotransfiziert. Prazipitate und die
Rohlysate wurden nach Western Blot und anschlieender Immundetektion mittels anti-HA- und anti-
GFP-Antikérpern analysiert. Auf der linken Seite sind die Molekulargewichte des Proteinstandards
dargestellt, auf der rechten Seite stehen die fiir die Detektion genutzten Antikérper sowie das
nachgewiesene Protein.

RRAS wurde in allen Zellen im Rohlysat nachgewiesen, was auf eine erfolgreiche Transfektion
schlieBen lasst (Abbildung 4.2, zweiter Blot von oben). GFP-TALIN-head wurde im Rohlysat
nur auBerst schwach detektiert (Abbildung 4.2, unterster Blot), konnte aber mittels GFP-
Beads angereichert werden (Abbildung 4.2, dritter Blot von oben). In den Kontrollansétzen
konnte GFP, sowohl in den Rohlysaten als auch in den Prézipitaten stark nachgewiesen werden

(Abbildung 4.2, dritter und vierter Blot von oben).

Alle drei RRAS-Varianten kopréazipitierten mit GFP-TALIN-head, wobei in den
Kontrollversuchen mit GFP-Leervektor erwartungsgemafl kein RRAS zu detektieren war
(Abbildung 4.2, oberster Blot). Die dominant negative RRAS Proteinvariante (RRASS*Y)
wurde deutlich stérker als die Wildtyp- (RRASYT) und konstitutiv aktive Variante (RRAS%*V)

koprazipitiert.

Zusammengefasst scheint RRAS unabhéngig vom Aktivierungszustand mit TALIN-head zu

interagieren.

4.2 Untersuchung der Interaktion zwischen RIAM und RRAS

Um zu klaren, ob RRAS direkt oder tiber ein weiteres Protein indirekt mit TALIN interagiert,
wurde als néchstes gezielt RIAM als potentieller RRAS Bindeparter auf eine Interaktion mit
RRAS untersucht (siche Abschnitt 2.4.2). Fiir die zu RRAS dhnliche GTPase RAP1 konnte
schon eine Interaktion mit RIAM nachgewiesen werden, wodurch es zu einer Integrin-
Aktivierung kommt (Lafuente, et al., 2004).

Um fiir RRAS eine Interaktion mit RIAM zu iiberpriifen, wurde eine Kotransfektion mit den
verschiedenen HA-RRAS-Expressionskonstrukten (HA-RRASYT, HA-RRAS®*V) oder HA-
RRAS¥N) bzw. HA-RITYT zusammen mit dem GFP-RIAM-Konstrukt in COST7-Zellen
durchgefithrt. Als Negativkontrolle dienten Kotransfektionen des GFP-Leervektors, bzw. des
HA-Leervektors.

Nach 45 Stunden wurden die Zellen mit dem GFP-Trap-Lysepuffer lysiert und die Proteine
mittels anti-GFP- bzw. anti-HA-gekoppelten Agarose-Beads aus den Zelllysaten prézipitiert.
Die Rohlysate und Prézipitate wurden nach SDS-PAGE und Western Blot immunologisch mit
anti-HA- und anti-GFP-Antikérpern analysiert.
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Abbildung 4.3: Untersuchungen zur méglichen Interaktion von RIAM und verschiedenen
RRAS-Proteinvarianten in COS7-Zellen mittels GFP- und HA-TRAP

COS7-Zellen wurden, wie der Abbildung zu entnehmen, transient mit verschiedenen HA-RRAS-
Konstrukten (HA-RRASY', HA-RRAS“*®V| oder HA-RRAS**N) und dem GFP-RIAM-Konstrukt
kotransfiziert. Als Negativkontrollen dienten Kotransfektionen mit dem GFP-Leervektor oder einem
HA-Leervektor. Nach 45 h Inkubation wurden die Zellen lysiert und die Lysate anschliefend mit HA-
Antikorper-konjugierten Beads (A) sowie GFP-Antikérper-konjugierten Beads (B und C) versetzt.
Nach der Prézipitation wurden die Prézipitate und Rohlysate mittels Western Blot und anschlieender
Immundetektion mit anti-HA- und anti-GFP-Antikorpern analysiert. Rechts neben den Blots sind die
zur Detektion eingesetzten Antikérper und die entsprechenden Antigene angegeben. Auf der anderen
Seite der Blots sind die Molekulargewichte des Gréflenstandards eingezeichnet. Bei dem mit anti-GFP
detektiertem Prézipitat in Grafik C kam es zwischen Spur 4 und 5 zu einer Vertauschung beim
Auftragen auf das Proteinelektrophoresegel.

Abbildung 4.3 A zeigt, dass alle RRAS Varianten exprimiert wurden und diese auch mit Hilfe
von anti-HA-konjugierten Beads prézipitiert und angereichert werden konnten (Abbildung 4.2
A, erster und zweiter Blot von oben). Die dominant negative Variante scheint etwas schwécher
exprimiert zu werden; dies liegt jedoch wahrscheinlich darin begriindet, dass diese Variante
durch die mutationsbedingte Proteinfehlfunktion zu verminderter Zellproliferation und/oder
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erhohtem Zelltod fiihrt (Abbildung 4.2 A, zweiter Blot von oben). In der Negativkontolle
(HA-Leervektor) wurde kein HA-spezifisches Signal detektiert. RIAM bzw. GFP sind ebenfalls
in den Rohlysaten exprimiert (Abbildung 4.2 A, unterster Blot). GFP-RIAM koprézipitiert
mit RRASYT und RRAS®*V, sowie etwas schwéicher mit RRAS®*N (Abbildung 4.2 A, dritter
Blot von oben). Da allerdings RRAS**N auch mit GFP leicht koprézipitiert, ist dieser Versuch
nur bedingt aussagekraftig.

Die Abbildung 4.3 B zeigt die gleiche Versuchskonstellation wie in Versuch A, nur wurde
diesmal mit anti-GFP-konjugierten Beads préazipitiert. Alle RRAS Proteinvarianten (RRASYT,
RRAS®3 und RRAS¥Y) konnten im Rohlysat detektiert werden (Abbildung 4.2 B, zweiter
Blot von oben). GFP-RIAM bzw. GFP wurde mittels GFP-Antikorper-konjugierten
Agarosekiigelchen angereichert (Abbildung 4.2 B, dritter Blot von oben). Alle drei getesteten
RRAS Proteinvarianten koprazipitierten mit GFP-RIAM; allerdings wurde RRASS*N auch mit
GFP koprézipitiert, was auf eine unspezifische Bindung der RRAS*N Proteinvariante in
diesem Versuch hindeutet (Abbildung 4.2 B, oberster Blot).

Bei dem in Abbildung 4.3 C dargestellten Versuch wurde als zusétzliche Kontrolle die kleine
GTPase RITYT eingesetzt, um die Spezifitdt einer RIAM::RRAS Interaktion sicherzustellen.
Die Expression von RIT1YT und der beiden RRAS Mutanten RRAS®*V und RRASS*N konnte
im Rohlysat nachgewiesen werden (Abbildung 4.2 C, zweiter Blot von oben). Auch das GFP-
getaggte RIAM bzw. GFP ist in den Rohlysaten exprimiert und konnte mittels anti-GFP-
konjugierten Beads im Prézipitat angereichert werden (Abbildung 4.2 C, dritter und vierter
Blot von oben). Mit GFP-RIAM koprézipitiert wurden sowohl die aktive (RRAS%%V) als auch
inaktive (RRAS®N) RRAS-Form (Abbildung 4.2 C, oberster Blot). RIT1WT hingegen
koprézipitierte nicht mit RIAM; auch in den Negativkontrollen wurde keine Koprézipitation
von RRAS festgestellt (Abbildung 4.2 C, oberster Blot).

Insgesamt lésst sich aus den Daten vermuten, dass RRAS mit RIAM unabhéngig vom
GTP/GDP-Beladungszustand, bzw. Aktivierungsstatus von RRAS interagiert. Diese Aussage
kann nur unter Vorbehalt gemacht werden, da fiir die dominant-negative-Variante (RRASY)
eine unspezifische Bindung (moglicherweise methodisch bedingt, siehe Abschnitt 5.1)
festgestellt wurde. Sollte die Interaktion von RIAM mit RRAS unabhéngig von dessen
Aktivierungszustand sein, spricht dies fiir eine Funktion von RIAM als Adaptorprotein und
nicht als Effektor von RRAS.

4.3 Untersuchung einer Komplexbildung zwischen RIAM, TALIN-full und RRAS

Um zu kldren, ob RIAM als Adaptermolekiil einen moglicherweise starkenden Einfluss auf die
Interaktion von RRAS mit TALIN hat, wurden Prézipitationsexperimente nach Dreifach-
Transfektion von COST7-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils HA-RRASYT GFP-TALIN-
full (bzw. GFP alleine), und RFP-fusioniertes RIAM (bzw. RFP alleine) ektopisch exprimiert.
Die Zellen wurden nach 45 Stunden lysiert und die Proteine mittels anti-GFP-Antikorper-
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konjugierten Beads aus den Zelllysaten prézipitiert. Die Rohlysate und Préazipitate wurden
nach SDS-PAGE und Western Blot immunologisch mit anti-HA-, anti-GFP und anti-RFP-
Antikérpern analysiert.
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Abbildung 4.4: Analyse der Komplexbildung zwischen RIAM, TALIN-full und der
RRASWYI-Proteinvariante in COS7-Zellen mittels GFP-Trap

Die COST7-Zellen wurden mit HA-RRASWYT-Konstrukten zusammen mit GFP- TALIN-full-, und RFP-
RIAM-Konstrukten, wie in der Abbildung angegeben, transient kotransfiziert. Als Negativkontrolle
wurde ein GFP-Leervektor, bzw. RFP-Leervektor kotransfiziert. Nach 45 h Inkubation wurden die
Zellen lysiert und die Lysate anschlieBend mit GFP-Antikorper-konjugierten Beads versetzt. Nach der
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Préazipitation wurden die Prézipitate und die Rohlysate mittels Western Blot und anschlieBender
Immundetektion mit anti-HA-, anti-GFP und anti-RFP-Antikérpern analysiert. Rechts neben den
Blots sind die zur Detektion eingesetzten Antikérper und die entsprechenden Antigene angegeben. Auf
der anderen Seite der Blots sind die Molekulargewichte des Groflenstandards eingezeichnet. Die anti-
RFP entwickelten Blots der Prazipitate (A, B und C) sowie der Rohlysate bei B und C fehlen, da hier
die immunologische Detektion fehlschlug.

Die Blots in Abbildung 4.4 A, B und C stellen drei unabhéngige Experimente mit der
RRASY™-Proteinvariante dar. Die Expression von RRASY" konnte in allen Ansitzen in den
Rohlysaten nachgewiesen werden (Abbildung 4.4 A, B und C, jeweils zweiter Blot von oben).
Die Anwesenheit von GFP-TALIN-full bzw. GFP alleine wurde in den Préazipitaten
nachgewiesen (Abbildung 4.4 A, B und C, jeweils dritter Blot von oben). RFP und RFP-
RIAM konnten nur im Versuch A im Rohlysat nachgewiesen werden, da die Detektion bei B
und C fehlschlug (Abbildung 4.4 A, vierter Blot von oben). Die Identitdt der drei bzw. zwei
Banden auf der Hohe des Molekulargewichts fiir RIAM ist unklar; bei den unteren Banden
konnte es sich um ein prozessiertes RIAM Protein handeln. Diesbeziiglich gibt es jedoch keine
Studien.

In Versuch A kopréizipitierte RRASYT mit TALIN-full, unabhéingig davon ob RIAM
koexprimiert vorlag. Die Interaktion zwischen RRASY'T und TALIN-full ist spezifisch, da im
Kontrollansatz mit GFP- und RFP-RIAM RRAS nicht detektiert wurde. In den Versuchen B
und C wurde RRASYT in den Prézipitaten nur dann nachgewiesen, wenn TALIN-full und
RFP-RIAM koexprimiert wurden.

Zusammengenommen deuten diese Daten darauf hin, dass RRASYT mit TALIN-full
interagiert, wobei sich die leichte Tendenz einer erhéhten Komplexbildung bei Anwesenheit
von RIAM abzeichnet.
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Abbildung 4.5: Analyse der Komplexbildung zwischen RIAM, TALIN-full und der
RRASC®¥V_Proteinvariante in COS7-Zellen mittels GFP-Trap

Die COS7-Zellen wurden mit HA-RRAS®*®V_-Konstrukten zusammen mit GFP-TALIN-full-, und RFP-
RIAM-Konstrukten, wie in der Abbildung angegeben, transient kotransfiziert. Als Negativkontrolle
wurde ein GFP-Leervektor, bzw. RFP-Leervektor kotransfiziert. Nach 45 h Inkubation wurden die
Zellen lysiert und die Lysate anschlieBend mit GFP-Antikorper-konjugierten Beads versetzt. Nach der
Prézipitation wurden die Prézipitate und die Rohlysate mittels Western Blot und anschliefender
Immundetektion mit anti-HA-, anti-GFP und anti-RFP-Antikérpern analysiert. Rechts neben den
Blots sind die zur Detektion eingesetzten Antikérper und die entsprechenden Antigene angegeben. Auf
der anderen Seite der Blots sind die Molekulargewichte des Groflenstandards eingezeichnet. Da die
immunologische Detektion von RFP mittels anti-RFP-Antikérpern fehlschlug, bleibt der Nachweis der
Expression von RFP hier noch offen.

Die Blots in Abbildung 4.5 A, B und C stellen drei unabhéngige Experimente, diesmal mit
der RRAS®*V-Proteinvariante, dar. In den Rohlysaten konnte die Expression von RRAS%*V in
allen Ansdtzen detektiert werden (Abbildung 4.5 A, B und C, jeweils zweiter Blot von oben).
Auch GFP-TALIN-full (bei A schwécher) bzw. GFP alleine wurden in den Prézipitaten
nachgewiesen (Abbildung 4.5 A, B und C, jeweils dritter Blot von oben). Die immunologische
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Detektion der Expression von RFP und RFP-RIAM schlug fehl, dennoch konnte sie mittels
Fluoreszenzmikroskop (vgl. Abschnitt 3.2.1.5) tiberpriift werden (Daten nicht gezeigt).

In allen drei Versuchen zeigte sich die Koprézipitation von RRASYT mit TALIN-full
unabhéngig davon ob RIAM koexprimiert vorlag. Die Interaktion zwischen RRASY' und
TALIN-full ist in Versuch A und B spezifisch, da hier RRAS im Kontrollansatz mit GFP und
RFP-RIAM nicht detektiert wurde. Im Gegensatz dazu wurde bei Versuch C mit gleichem
Kontrollansatz eine unspezifische Bindung festgestellt.

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass die konstitutiv aktive RRAS Proteinvariante
(G38V) tendenziell unabhéngig von RIAM an TALIN bindet.
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Abbildung 4.6: Analyse der Komplexbildung zwischen RIAM, TALIN-full und der
RRASS8N_Proteinvariante in COS7-Zellen mittels GFP-Trap

Die COS7-Zellen wurden mit HA-RRAS**N-Konstrukten zusammen mit GFP-TALIN-full-, und RFP-
RIAM-Konstrukten, wie in der Abbildung angegeben, transient kotransfiziert. Als Negativkontrolle
wurde ein GFP-Leervektor, bzw. RFP-Leervektor kotransfiziert. Nach 45 h Inkubation wurden die
Zellen lysiert und die Lysate anschlieBend mit GFP-Antikorper-konjugierten Beads versetzt. Nach der
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Préazipitation wurden die Prézipitate und die Rohlysate mittels Western Blot und anschlieBender
Immundetektion mit anti-HA-, anti-GFP und anti-RFP-Antikérpern analysiert. Rechts neben den
Blots sind die zur Detektion eingesetzten Antikérper und die entsprechenden Antigene angegeben. Auf
der anderen Seite der Blots sind die Molekulargewichte des Grofienstandards eingezeichnet. Da die
immunologische Detektion von RFP mittels anti-RFP-Antikérpern fehlschlug, bleibt der Nachweis der
Expression von RFP hier noch offen.

Die Abbildung 4.6 A, B und C zeigt Blots von drei unabhingigen Versuchen mit der
RRASS®N-Proteinvariante. In allen Versuchen (B etwas schwécher) konnte die Expression von
RRAS®SN nachgewiesen werden (Abbildung 4.6 A, B und C, jeweils zweiter Blot von oben).
GFP, wie auch GFP-TALIN-full (z. T. schwécher), konnte in den Prézipitaten detektiert
werden (Abbildung 4.6 A, B und C, jeweils dritter Blot von oben). Die immunologische
Detektion der Expression von RFP und RFP-RIAM schlug fehl, dennoch konnte sie mittels
Fluoreszenzmikroskop (vgl. Abschnitt 3.2.1.5) iberpriift werden (Daten nicht gezeigt).

Waihrend in Versuch A RRASSN nur in den Prézipitaten nachgewiesen wurde, wenn TALIN-
full und RFP-RIAM koexprimiert wurden, zeigte sich in Versuch B und C die Koprézipitation
von RRAS*3N unabhéngig davon ob RIAM vorhanden war. In Versuch B wurde RRASSN
wieder im Prézipitat des Ansatzes mit GFP und RFP-RIAM (Negativkontrolle) detektiert,
weshalb der Versuch nicht auswertbar ist. In den Kontrollansédtzen von Versuch A und C zeigt
sich erwartungsgeméfl kein RRAS®N im Préazipitat.

Wie auch schon bei den Versuchen mit der RRAS®®V Proteinvariante, zeigt sich hier
zusammengefasst die Tendenz, dass auch RRASSN unabhéngig von RIAM mit TALIN

interagiert.

Zusammenfassend ldsst sich aus den hier durchgefiihrten Experimenten keine eindeutige
Aussage dariiber treffen, ob RIAM die Interaktion zwischen TALIN und RRAS beeinflusst.
Einerseits liegt dies an der Inkonsistenz der erhaltenen Ergebnisse, andererseits aber auch an
den nicht funktionierenden Kontrollansédtzen. Unter Ausklammerung der Versuche mit falsch
positiver Leerkontrolle (nach Transfektion mit GFP-Leervektor), zeigt sich fiir RRASYT
tendenziell eine verstarkte Interaktion mit TALIN bei Anwesenheit von RIAM. Fiir RRAS®%V
und RRASS#N ist eine solche Interpretation jedoch nicht moglich, da sowohl eine verstiarkende,
als auch eine hemmende Wirkung bei Koexpression von RIAM detektiert wurde.
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In dieser Arbeit wurde der Einfluss von RRAS auf die TALIN-vermittelte Integrin-Aktivierung
untersucht. Dabei wurden zwei Arbeitshypothesen verfolgt: 1. RRAS steuert iiber eine direkte
Interaktion mit TALIN die Aktivierung von Integrinen (vgl. Abschnitt 2.4.1); 2. RRAS
rekrutiert das TALIN Bindeprotein RIAM, und reguliert so die TALIN-vermittelte
Aktivierung der Integrine (vgl. Abschnitt 2.4.2). Im Folgenden werden die Versuchsergebnisse
erortert und Riickschliisse auf mogliche molekulare Mechanismen bei der Integrin-Aktivierung
gezogen. Auflerdem wird eine Problematik der hier durchgefiihrten biochemischen Analyse zur
Protein-Protein-Interaktionen diskutiert.

5.1 Die Co-Immunprazipitation mittels GFP-Trap ist nur bedingt geeignet fiir
die Darstellung einer Interaktion zwischen GFP-TALIN und HA-RRASG3%V
bzw. HA-RRASS4N

Bei den Co-Immunprézipitationen mittels GFP-Trap wurden HA-RRAS%*Y und HA-RRASS*N
in den Versuchen mit der GFP-Leervektor-Negativkontrolle koprézipitiert (vgl. Abbildung 4.3
B, Abbildung 4.6 B). Es gab zwei Problemlésungsansitze: Zum einen die NaCl-Konzentration
des GFP-Trap-Lysepuffers zu erhéhen (von 150 auf 225 mM), um die Spezifitidt der Bindungen
zu erhohen; zum anderen zusétzliche Waschvorginge durchzufiihren, um unspezifisch
gebundene Molekiile aus den Prézipitaten zu eliminieren. Beide Losungsansatze konnten das
Problem nicht beseitigen.

Folgende Ursachen kénnten zu diesen unspezifischen Interaktionen fithren:

1. Die ektopische Expression der konstitutiv-aktiven und dominant-negativen RRAS-
Proteinvarianten (HA-RRAS®*®Y bzw. HA-RRAS®#Y) konnte zu erhohtem Zelltod fithren. Ein
im Vergleich mit HA-RRAS-Wildtyp transfizierten Zellen verstéarktes Zellsterben konnte unter
dem Lichtmikroskop beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Sterbende, apoptotische Zellen
konnen grofle Mengen durch Protease-vermittelte Degradierung von Proteinen entstandene
Peptide aufweisen, die moglicherweise eine unspezifische Kreuzreaktion zwischen GFP und
HA-RRAS®V bzw. HA-RRAS*®N verursachen. Hierzu wurden aber keine Belege in der
Literatur gefunden.

2. GFP selbst konnte sich wie ein ,,sticky* Protein verhalten, dass unspezifisch mit zahlreichen
Proteinen, u. a. HA-RRAS®®V bzw. HA-RRAS®N, interagiert und letztere dadurch
koprézipitiert werden. In der Literatur findet man hierzu allerdings keine Publikationen.

3. Ein weiteres vorstellbares Problem kénnte die Matrix der Beads darstellen. Diese besteht
aus poroser Agarose, in der sich Proteine ,verhaken* konnen, was ebenfalls zu unspezifischen
Prazipitationen fiihrt. Ein Losungsansatz hierfiir konnte der Umstieg auf magnetische Beads
darstellen, denn diese weisen in vielen Fallen weniger unspezifische Bindungen mit Proteinen
auf (Karlsson & Platt, 1991; Safarik & Safarikova, 2004).
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5.2 RRAS interagiert mit der head-Region von TALIN

Aktives, GTP-gebundenes RRAS vermittelt in der Zelle eine sogenannte inside-out-
Signalkaskade im Sinne einer intrazelluldr-induzierten Aktivierung von Integrinen und damit
eine Verstarkung der Zelladhésion (Zhang, et al., 1996; Furuhjelm & Perénen, 2003). RRAS
scheint aber nicht direkt die Integrine zu aktivieren, sodass noch weitere, zwischengeschaltete
Proteine nétig sind (Kinbara, et al., 2003). Zur Bildung von Zelladhdsionen im Allgemeinen
und zur Integrinaktivierung im Speziellen wird unter anderem auch das Protein TALIN
benétigt (Tadokoro, et al., 2003), das somit einen geeigneten Kandidaten fiir die RRAS-
vermittelte Aktivierung der Integrine darstellt. Mit der ersten Arbeitshypothese wurde die
Bindung von RRAS an die TALIN-head-Region untersucht, da dessen Strukturdaten darauf
hinweisen (Huang, et al., 1998; Goult, et al., 2010).

Es konnte mittels Co-Immunprézipitation experimentell bestétigt werden, dass RRAS in einem
Proteinkomplex mit TALIN-head auftritt und diese Interaktion unabhéngig vom
Aktivierungszustand stattfindet (vgl. Abschnitt 4.1). Diese Beobachtung geht jedoch nicht
vollstandig konform mit der ersten Arbeitshypothese, da in dieser eine Interaktion mit TALIN
und eine Aktivierung der Integrine nur durch aktives, GTP-gebundenes RRAS postuliert wird.
Eine mogliche Erklarung fiir diese Abweichung kénnte sein, dass RRAS, unabhéngig von seiner
Aktivierung, TALIN an der Plasmamembran und damit in die Nahe der Integrine verankert;
die eigentliche TALIN Stimulierung und Integrin-Aktivierung erfolgt jedoch erst in einem
zweiten unabhéngigen Schritt, moglicherweise iiber eine Aktivierung von RRAS und darauf
folgender Konformationséinderung des RRAS-TALIN Proteinkomplexes. Dieser zweite Schritt

wiirde dann noch weitere regulatorische Proteine miteinbeziehen.

5.3 RRAS geht sowohl mit TALIN als auch RIAM eine Interaktion ein und
konnte so die Bildung eines Integrin-Aktivierungs-Komplexes stimulieren

Mit der zweiten Arbeitshypothese wurde der Annahme nachgegangen, dass fiir die TALIN-
vermittelte Integrin-Aktivierung noch andere Bindepartner zwischengeschaltet sein kénnten.
Fir RAP1 wurde schon ein dhnlicher Mechanismus beschrieben, bei dem das Adaptorprotein
RIAM eine RAP1-abhingige Aktivierung von TALIN vermittelt (Lafuente, et al., 2004). RAP1
zeigt eine &hnliche Struktur wie RRAS (siehe Abschnitt 2.3), weshalb eine Interaktion zwischen
RRAS und RIAM ebenfalls moglich erscheint. Die aus der Annahme entwickelte
Arbeitshypothese, dass RRAS RIAM an die Plasmamembran rekrutiert und so die TALIN-
vermittelte Aktivierung der Integrine stimuliert, wurde in dieser Arbeit experimentell
untersucht.

Eine Interaktion von RRAS mit RIAM konnte mittels Co-Immunprazipitation bestatigt
werden (vgl. Abschnitt 4.2). Wéhrend fiir aktives, GTP-gebundenes RRAS (RRAS%*V) eine
spezifische Interaktion detektiert wurde, konnte dies bei der dominant negativen RRAS-
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Variante (RRAS3N) nicht eindeutig gezeigt werden. Daher kann nicht bestimmt werden, ob
RIAM als Adaptorprotein oder als Effektor von RRAS bei der TALIN-vermittelten
Aktivierung der Integrine wirkt: Eine vom GTP/GDP-Beladungszustand abhéngige
Interaktion zwischen RRAS und RIAM wiirde die Arbeitshypothese unterstiitzen. RIAM
wiirde laut dieser Hypothese nur von aktivem RRAS gebunden und zur Plasmamembran
rekrutiert werden, wo der RRAS::RIAM-Proteinkomplex sodann iiber eine Interaktion mit
TALIN eine Aktivierung von Integrinen induziert. Sollte RTAM aber unabhéngig vom RRAS-
Aktivierungszustand mit RRAS interagieren, konnte dies, anders als in dieser zweiten
Arbeitshypothese beschrieben, die Mdoglichkeit ertffnen, dass RIAM keinen Effektor von
RRAS, sondern ein Adaptorprotein bzw. einen Kofaktor fiir die Interaktion mit TALIN
darstellt.

Zur weiteren Uberpriiffung der zweiten Arbeitshypothese wurde mittels Co-
Immunprézipitation untersucht, inwiefern RIAM die RRAS:: TALIN-Interaktion beeinflusst
(vgl. Abschnitt 4.3). Die gewonnenen Daten zeigen eine Interaktion von TALIN-full und RRAS
auf. Fiir den RRAS-Wildtyp lie8 sich hierbei tendenziell ein durch RIAM verstéarkter Effekt
auf diese Interaktion beobachten. Hinsichtlich der Integrin-Aktivierung unterstiitzt diese
Beobachtung, dass RIAM auf die Aktivierung der Integrine einen stimulierenden Effekt ausiibt
und daher auch benotigt wird. Fiir konstitutiv aktives RRAS (RRAS®*V) und die dominant
negative RRAS-Proteinvariante (RRASS*N) wurde jedoch kein Unterschied hinsichtlich der
RRAS:: TALIN-Interaktion bei Koexpression von RIAM nachgewiesen. Zusammengenommen
deuten diese Daten darauf hin, dass RIAM eher ein/en unterstiitzendes/r
Adaptorprotein/Kofaktor fiir die RRAS-TALIN-Interaktion darstellt. Denn wére es ein
Effektor von RRAS, wiirde man fiir RRASY®V eine verstiarkte Komplexbildung zwischen
RRAS, RIAM und TALIN erwarten. Bzw. wiirde RIAM rein hypothetisch kompetitiv zu einer
direkten Interaktion zwischen RRAS und TALIN wirken, wiirde man bei Expression von
RRAS®N eine verstiarkte Komplexbildung zwischen RRAS und TALIN erwarten.

Weitere Experimente sind nétig, um die genauen molekularen Zusammenhénge bei der RRAS-
und RIAM-gesteuerten, TALIN-vermittelten Integrin-Aktivierung aufzuklaren.
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Zusammengenommen weisen die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche darauf hin, dass die
kleine GTPase RRAS sowohl mit dem Zytoskelettprotein TALIN, als auch mit dem
Adaptorprotein RIAM interagiert. Weder die Interaktion von RRAS mit TALIN, noch mit
RIAM scheint vom RRAS-Aktivierungszustand abhéngig zu sein, sodass eine Funktion fiir
RRAS als molekularer Ein/Aus-Schalter bei der Aktivierung von Integrinen unwahrscheinlich
erscheint. Daher wird hier ein weiterer molekularer Regulatormechanismus postuliert, welcher
schlussendlich die TALIN-vermittelte Aktivierung der Integrine induziert.

Die molekularen Determinanten bei der Interaktionen zwischen RRAS, RIAM und TALIN
konnten in dieser Studie nicht vollstindig beschrieben werden. Um methodisch bedingte
Probleme zu eliminieren, kénnte der Wechsel auf magnetische Beads bei der Wiederholung der
bisherigen Versuche von Nutzen sein (vgl. Abschnitt 5.1). Um die Interaktion von TALIN und
RRAS besser darzustellen, sollten weitere Co-Immunprézipitationen durchgefiihrt werden, im
Rahmen derer u. a. alle Doménen von TALIN einzeln untersucht werden sollten. Um weiter
aufzuklaren, ob RIAM als Adaptorprotein, oder als Effektor von RRAS wirkt, sollten
sogenannte GTPase-Pulldowns durchgefiihrt werden, mit Hilfe derer man die aktive RRAS-
Form mittels Effektorprézipitation aus einem Zelllysat prazipitiert. Schliellich konnten die
Interaktionen aber auch durch alternative Protein-Protein-Bindeassays, wie z. B. mittels eines
Hefe-Zwei-Hybrid-Systems, einer bimolekularer Fluoreszenzkomplementation (bimolecular
fluorescence complementation, BiFC) oder eines Forster-Resonanzenergietransfers (FRET)
untersucht werden.

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse geben erste Hinweise auf die Rolle von RRAS bei
der TALIN-vermittelten Aktivierung der Integrine. Weitere experimentelle Analysen sind
notig, um die genauen molekularen Mechanismen festzustellen. Dies wiirde ein detaillierteres
Bild der Pathophysiologie bei der Erkrankungsgruppe der RASopathien ermdoglichen.
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Tabelle 7.1: Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

Abb. Abbildung

AK Antikorper

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

bidest. bidestilliert

Bp Basenpaare

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

COS7 Fibroblasten aus Nierenzellen der afrikanischen griine

Meerkatze (Cercopithecus aethiops)

C-Terminus

Carboxy-Terminus eines Proteins oder Polypeptids

dest. destilliert

DMEM Dulbeccco’s modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure, engl. deoxyribonucleic acid

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen

DTT Dithiothreitol

E. coli FEischerichia coli

ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EZM Extrazellulare Matrix

FA Fokale Adhésionen

FERM-Doméne F fiir 4.1 protein, E fir ezrin, R fiir radixin und M fiir
moesin

G Guanin

GAP GTPase activating proteins; GTPase-aktivierendes
Protein

GDP Guanosin-5‘-Triphosphat

GEF Guanine nucleotide exchange factors; GTP-
Austauschfaktor

GFP green fluorescent protein

GTP Guanosin-5‘-Triphosphat
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GTPase GDP/GTP-bindendes Protein mit GTPase-Aktivitat
HA Hémagglutinin des humanen Influenzavirus
HPLC high pressure liquid chromatography

HRP horseradish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase
kDa Kilodalton

Km Kanamycin

LB lysogeny broth

MAPK mitogen-activated protein kinase

N Asparagin

NCBI National Center for Biotechnology Information
NP-40 Nichtionisches Detergenz P40

N-Terminus

Amino-Terminus eines Proteins oder Polypeptids

OD Optische Dichte

P/S Penicillin/Streptomycin

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS phosphate buffered saline; Phosphat-gepufferte
Salzlésung

PDB Protein Data Base

P-Loop phosphate-binding loop

PVDF Polyvinylidendifluorid

RalGDS ral guanine nucleotide dissociation stimulator

RAP1 Ras-proximate-1 oder Ras-related protein 1

RAS rat sarcoma

RBD RAS binding domain

RFP red fluorescent protein

RIAM Rapl-interacting adapter molecule

RIT Ras-like protein expressed in many tissues

RRAS related RAS viral (r-ras) oncogene homolog

RT Raumtemperatur

S Serin

SDS Sodium-Dodecylsulfate; Natrium-Dodecylsulfat

SOC Super Optimal broth with Catabolite repression

Tab. Tabelle

TB Terrific Broth
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TBE TRIS-Borat-EDTA

TBS tris buffered saline

TBST tris buffered saline mit Tween

TCL total cell lysate

TEMED N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin
\Y Valin

wWT Wildtyp
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