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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war eine in vitro Selektion von spezifisch binden-
den RNA-Aptameren gegen die Dbl-homologe Doméne der Rho-GEFs Tiam1 und
Vav1. Da beide Proteine aufgrund ihres modularen Aufbaus und ihrer GEF-Aktivitat
zentrale Rollen als Adaptorprotein bzw. Kommunikationsmodul einnehmen, sind
sie als Zielproteine fiir Aptamere aufSerordentlich gut geeignet. Einhergehend mit
der spezifischen Bindung sollten die selektierten Aptamere die Guaninnukleotid-
Austauschaktivitdt der beiden Austauschfaktoren blockieren. Im Rahmen eines che-
misch biologischen Ansatzes ist abschlieflend der Frage nachgegangen worden, ob
sich selektierte Aptamere als Werkzeuge zur Identifikation von Tiam1/Vavl-spe-
zifischen chemischen Inhibitoren eignen.

Fir Tiaml gelang die Anreicherung von Aptameren mit einer Affinitdt im mitt-
leren nanomolaren Bereich, dabei zeigte sich das affinste Aptamer K91 als selek-
tiv bindend-die homologe Vavl-DH-Domé&ne wurde hierbei nicht erkannt. Durch
kinetische Untersuchungen des Guaninnukleotid-Austauschs an der GTPase Rac2
ist tiberdies die Inhibition der GEF-Aktivitit von Tiaml durch die Aptamere K11
und K91 bewiesen worden. Im weiteren Verlauf der Arbeit konnte ein Aptamer-
Verdréangungsassay basierend auf luminescence oxygen channeling etabliert werden.
Ein Hochdurchsatzscreening mit der Arbeitskreis eigenen Substanzbibliothek fiihr-
te zur Identifizierung von zwei Grundstrukturen, die den Tiaml-vermittelten Nu-
kleotidaustausch an Rac2 mit einer ICsp kleiner als 100 #M inhibieren. Durch den
Vergleich der Hitstrukturen mit chemisch-dhnlichen Verbindungen der Substanzbi-

bliothek konnten erste Struktur-Wirkungs-Beziehungen abgeleitet werden.
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Die in vitro Selektion gegen die autoinhibierte sowie konstitutiv aktive DH-Doméne
von Vavl fithrte zur Anreicherung von Aptamersequenzen mit einer mittleren nano-
molaren Affinitdt. Wiederum durch kinetische Messungen sind alle selektierten und
spezifisch-bindenden Aptamere im Vavl-vermittelten Nukleotidaustausch an Racl
charakterisiert worden. Im Kontrast zu Tiam1 war keine Sequenz in der Lage die
GEF-Aktivitdt von Vavl zu inhibieren. Jedoch gelang der Nachweis, dass die beiden
selektierten Aptamere V21 und V22 die Src-Kinase vermittelte Phosphorylierung des
katalytisch wichtigen Tyr174 erhohen. Da die Phosphorylierung von Tyr174 mit der
Aktivierung der DH-Doméne von Vavl einhergeht, sind die selektierten Aptamere
indirekt an einer Modulierung der GEF-Aktivitit beteiligt.

Der letzte Teil der Arbeit beschreibt die Entwicklung eines GTPase-Aktivierungs-
sensors, der sich durch einen homogenen, sensitiven und robusten Aufbau auszeich-
net. Ebenfalls basierend auf luminescence oxygen channeling erlaubt dieser die Detekti-
on von kleinsten Mengen aktiver Rho-GTPase Racl im Zelllysat. Ferner deuten Vor-
versuche mit anderen kleinen GTPasen daraufhin, dass sich der Sensor universell

einsetzen lasst.



Einleitung

2.1 Chemische Biologie und Chemische Genetik

Die Chemische Biologie kann als eine interdisziplindre Wissenschaft verstanden wer-
den, die sich aus mehreren wissenschaftlichen Teilgebieten wie der Biochemie, Phar-
makologie, Bioorganischen Chemie, Zellbiologie u.a. wahrend der letzten Jahre und
Jahrzehnte entwickelt hat. Das Verstdndnis der Chemischen Biologie liegt in der Ma-
nipulation von biologischen Systemen durch chemische Ansdtze. Durch die rasante
Entwicklung neuartiger Methoden, die ungeahnte Moglichkeiten eréffnen, um kom-
plexe biologische Prozesse zu verstehen, hat sich die Chemische Biologie als ein ei-
genstandiger Wissenschaftszweig etabliert. Herausragende neu entwickelte Metho-
den sind z.B. MudPIT (Multidimensional Protein Identification Technology'), eine HPLC-
gekoppelte Massenspektrometrie-Anwendung, die eine bis dato nicht da gewesene
Prézision und Schnelligkeit bei der Analyse eines gesamten Proteoms erlaubt. Neben
der reinen quantitativen Analytik wurde durch das activity-based protein profiling (AB-
PP) der Weg zur gleichzeitigen Untersuchung verwandter Enzyme eines Proteoms
geebnet.? Etwa zur gleichen Zeit ist das Konzept der bioorthogonalen Reaktion ent-
wickelt worden, das eine aufderordentliche Selektivitit bei der chemischen Markie-
rung von Biomolekiilen innerhalb eines zelluliren Umfeldes ermdglicht.®> Besonders
die so genannte Click-Reaktion hat sich in diesem Zusammenhang unentbehrlich ge-
macht.* Inspiriert vom Splicing der Inteine entwickelte Stephen Kent die chemische
Methode der Native chemical ligation.> Einen weiteren Meilenstein im Bereich der Che-

mischen Biologie setzte 2001 das Labor von Peter Schultz mit der Erweiterung des
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genetischen Codes in E.coli.? Die Chemische Genetik, ein Teilgebiet der Chemischen
Biologie, befasst sich mit der Aufklarung und Manipulation von biologischen Signal-
wegen und Interaktionen durch den Einsatz von chemischen Sonden (small molecules).
Durch spezifische und hoch affine small molecules konnen Zielproteine im zelluldren
Umfeld studiert werden und im Gegensatz zu Manipulationen auf der DNA/RNA-
Ebene (knock out/RNAi) lassen sich spezifisch Proteindoménen adressieren.” Wei-
tergehend ertffnen chemische Sonden einen komplementiren Weg zum knock out
Ansatz, um ein bestimmtes Genprodukt zu untersuchen, da sich aufgrund von Red-
undanzen bzw. Adaptorfunktionen des Zielproteins unterschiedliche Phinotypen er-
geben konnen.® Eine der grofiten Hiirden innerhalb der Chemischen Genetik stellt die
Bereitstellung der small molecules dar. Im Wesentlichen lassen sich zwei unterschied-
liche Herangehensweisen zur Identifikation von spezifisch bindenden niedermoleku-
laren Substanzen beschreiben (siehe Abb.2.1): Der vorwirtsgerichtete Ansatz basiert
auf einer Hypothese, die meist im Rahmen eines Zellkultur-basierten Hochdurchsatz-
screenings durch die Identifikation einer Substanz, die einen bestimmten Phanotyp
hervorruft, bewiesen werden soll. Erst im weiteren Verlauf wird die genaue Identitat
der Zielstruktur/Zielprotein bestimmt. Der riickwartsgerichtete Ansatz nimmt ein
Zielprotein zum Anlass, um unter Hochdurchsatzbedingungen nach Verbindungen
zu suchen, die eine spezifische Bindung zeigen. Erst danach wird der Phanotyp be-
stimmt.? Fiir den riickwirts gerichteten Ansatz ergeben sich einige Voraussetzungen,
die essentiell fiir den Erfolg sind. Das Zielprotein muss in ausreichender Menge be-
reitstehen, d.h. es sollte moglichst in 19slicher Form heterolog exprimierbar sein. Die
Aktivitat nach der Aufreinigung ist sicherzustellen, ferner muss ein Hochdurchsatz-
kompatibler Aktivitdtstest bereitstehen. Besonders ein ausreichend robuster Assay,

der sich fiir Hochdurchsatzanwendungen eignet, ist aber oftmals nicht vorhanden.

2.2 Aptamere als Werkzeuge der Chemischen Biologie

Aptamere sind kurze einzelstrangige Nukleinsdureliganden (ssRNA oder ssDNA),
die spezifisch und mit einer hohen Affinitit eine Vielzahl von molekularen Zielstruk-
turen erkennen.!! Die Methode der in vitro Selektion wurde 1990 zeitgleich von drei
unabhingigen Forschergruppen beschrieben.!?!314 Das Selektionsverfahren taucht

seitdem unter dem Akronym SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential
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a Forward approach b  Reverse approach

Overexpression of a
protein of interest

Plate of cells or organisms
Add one unique
compound per well

Screen for ligands
that bind to and/or
modulate protein function

Screen for phenotypic changes

Select compound that
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interest
O CHy
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Abbildung 2.1: (a) Der vorwértsgerichtete Ansatz durchsucht eine Substanzbibliothek
nach Verbindungen, die bestimmte phénotypische Verdnderungen hervorrufen und
identifiziert am Ende die Zielstruktur. (b) Der riickwértsgerichtete Ansatz setzt die Uber-
expression eines Zielproteins voraus, fiir das in einer Substanzbibliothek nach Verbin-
dungen gesucht wird, die die Aktivitit modulieren. Zum Schluss wird durch Anwen-
dung der gefundenen Verbindung der entsprechende Phénotyp studiert.!”
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enrichment) im wissenschaftlichen Sprachgebrauch auf. Die am Ende des SELEX-Ex-
periments gefundenen hoch affinen Liganden werden Aptamere genannt.

Den zentralen Bestandteil der in vitro Selektion nimmt die kombinatorisch synthe-
tisierte dsDNA Nukleinsdurebibliothek (20-200 bp) ein, die bis zu 10" verschiedene
Sequenzen beinhaltet und somit einen riesigen Sequenz-und Strukturpool abdeckt,
da jede einzelne Nukleinsduresequenz eine definierte dreidimensionale Faltung auf-
weist.!! Durch flankierende konstante Regionen lasst sich die randomisierte Regi-
on der Bibliothek enzymatisch amplifizieren und bei einer ssSRNA Selektion tran-
skribieren. Im Selektionsschritt werden Bibliothek und Zielstruktur (Protein, Peptid,
Farbstoff, Cofaktor, Zellsubpopulation'®) zusammen inkubiert. Nach der Abtrennung
nicht bindender Sequenzen werden die Binder amplifiziert und fiir einen nédchsten
Selektionszyklus vorbereitet (siehe Abb. . Dieser Prozess wiederholt sich 6-20 mal,
bis abschlieflend eine Sequenzierung der verbliebenen Sequenzen durchgefiihrt wird.
Die sich anschlieffende Charakterisierung der Aptamersequenzen offenbart die Vor-
teile dieser Ligandenklasse: Aptamere binden sehr hdufig ihre Zielstrukturen im un-
teren nanomolaren Bereich. Damit haben sie eine dhnliche Affinitidt wie monoklonale
Antikérper zu ihren Antigenen.!* Des Weiteren kann ihre Bindung sehr spezifisch
sein.!®17 Interessanterweise zeigen viele Aptamere, die gegen Proteine selektiert wur-

t,11 wobei die Proteinoberfliche,

den, einen inhibierenden Einfluss auf deren Aktivita
die ein Aptamer adressiert zwischen 500 und 1000 A? liegt, also im Bereich einer
Antikorper F,-Wechselwirkung angesiedelt ist.!! Die Bindung an ihre Zielstrukturen
ist gekennzeichnet durch einen adaptiven Charakter, der von 77-r-Wechselwirkungen
zwischen den Nukleobasen und planaren Einheiten (z.B. Guanidinium-Funktionen)
geprigt ist.!® Aptamere haben sich besonders im letzten Jahrzehnt als Werkzeuge
der Chemischen Biologie einen Namen machen konnen, nicht zuletzt durch ihre re-
lativ einfache Zuganglichkeit und breite Anwendbarkeit. Neben in vitro Anwendun-
gen wie Nukleinsdure-basierter Sensoren fiir niedermolekulare Substanzen!® oder
neuartiger Nukleinsduren mit katalytischen Aktivititen (Aptazyme),?® sind Aptame-
re ebenfalls fiir die Untersuchung von zelluldren Ereignissen geeignet. Auch wenn
die Selektion in vitro stattfindet, behalten doch viele Aptamere ihre Aktivitdt in der
Zelle bei’"?> und machen die Untersuchung des Zielproteins intrazellulir moglich.

Die Anwendung von Aptameren kann ebenfalls auf dem mRNA-Level stattfinden:
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Abbildung 2.2: Das SELEX-Verfahren besteht im Wesentlichen aus 3 Schritten: Die In-
kubation der Zielstruktur mit der Nukleinsdurebibliothek eroffnet jeden Zyklus. In vitro
Selektionen sind fiir eine Vielzahl von Zielstrukturen beschrieben worden. Der zweite
Schritt entscheidet oft tiber Erfolg oder Misserfolg, da die effektive Trennung von bin-
denden und nicht bindenden Sequenzen entscheidend ist. Auch hier sind eine Vielzahl
an Methoden publiziert worden, um Sequenzen zu separieren. Der SELEX-Zyklus wird
immer durch den Amplifikationsschritt beendet, wobei bei einer Selektion mit ssRNA ty-
pischerweise ein zusétzlicher RT-PCR Amplifikationsschritt einer PCR vorausgeht. Nach
der Amplifikation der gebundenen Sequenzen kann eine erneute Inkubation mit der
Zielstruktur erfolgen. Zwischen 6 und 20 mal wird der Selektionszyklus durchlaufen,
bevor eine Klonierung und Sequenzierung der Gewinnersequenzen durchgefiihrt wird.
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analog zu Riboswitches in Bakterien konnen Aptamersequenzen innerhalb der 5’-
UTR der mRNA insertiert werden. Die Translation der mRNA ist danach durch die
Zugabe des Aptamer-Liganden (zellpermeable Verbindung) steuerbar.?®> Den Sprung
zum Arzneistoff hat bis jetzt nur das RNA-Aptamer NX1838 (vermarktet unter dem
Namen Macugen) geschafft. Es ist ein Angiogenese Inhibitor, das als Antagonist die
vascular endothelial growth factor (VEGF)-Isoform VEGF¢5 erkennt und bei der nassen
Form der altersbedingten Maculadegeneration eingesetzt wird.?* Eine Vielzahl von
weiteren Aptameren wird derzeit in klinischen Phasen innerhalb der USA getestet.”
Wihrend der letzten Jahre konnte eine wichtige Briicke zwischen Aptamertechnolo-
gie und der Identifikation von small molecules geschlagen werden. Ein grofier Vorteil
von niedermolekularen Substanzen ist ihre unkomplizierte Anwendbarkeit und qua-
si unbegrenzte Bereitstellung durch chemische Synthesen. Die Struktur und Sequenz
eines spezifischen Aptamers beinhaltet immer Informationen {iber die Zielstruktur.
Durch das Auslesen dieses , Taterwissens” lassen sich spezifische small molecules fiir
das Zielepitop des Aptamers identifizieren. Der Umweg iiber das Aptamer zur nie-
dermolekularen Verbindung erscheint im ersten Moment unsinnig, jedoch ergeben
sich bei einer genaueren Betrachtung einige Vorteile. Eine Voraussetzung fiir den
riickwirts gerichteten Ansatz zur Identifikation einer niedermolekularen Verbindung
ist ein stabiler Hochdurchsatz-kompatibler Assay. Dies ist bei langsamen Kinetiken
oder instabilen Reaktionspartnern oft ein grofies Problem. Des Weiteren konnen auf
der Grundlage von funktionalen Assays nur Hitverbindungen gefunden werden, die
die ausgelesene Aktivitdt um einen bestimmte Wert beeinflussen (Hit-Schwelle). Exis-
tieren jedoch alternative Zielepitope fiir Hitverbindungen, die sich durch eine affine
Bindung aber geringere Inhibition/Aktivierung auszeichnen, so werden diese sehr
wahrscheinlich nicht gefunden.?® Mit der Selektion von funktionalen Aptameren fiir
kinetisch langsame Zielproteine kénnen die aufgefiihrten Problematiken umgangen
werden. Zum einen ist kein funktionaler Assay fiir das Hochdurchsatzverfahren not-
wendig, da das Aptamer im Vorfeld auf Inhibition/Aktivierung des Zielproteins ge-
testet wird und zum anderen lassen sich alle Verbindungen identifizieren, die das
Aptamer vom Zielprotein verdrangen. Aufgrund der relativ grofien Interaktionsfla-
che des Aptamers von 500 - 1000 A2'! kann im Prinzip eine vielfach groSere Aktivi-
tatsoberflache des Proteins durch die Screeningsubstanzen ,abgetastet” werden. Dies

kann besonders bei Protein-Protein-Interaktionen, die oft als undruggable gelten, von
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Vorteil sein.?” Zusitzlich lassen sich etablierte Aptamer-Verdriangungsassays zeitnah
auf andere Aptamer/Protein-Paare anpassen, sodass ein zeitaufwandiges Optimie-
ren fiir jedes neue Screeningprojekt entfallen kann. Das erste Beispiel eines Aptamer-
Verdringungsassays wurde von Hartig et. al beschrieben.?® Ein an das Hammerhead-
Ribozym fusioniertes Aptamer kann dabei Zielprotein-abhédngig das Ribozym ein-
oder ausschalten. Durch den Austausch der Aptamerdomine ldsst sich das Sys-
tem modular fiir eine Vielzahl von Aptamer-Protein-Systemen nutzen. Ein Aptamer-
Verdrangungsassay, der auf Fluoreszenz-Polarisation basiert, stellte die Basis fiir die
Entdeckung des Cytohesin-Inhibitors SecinH3 dar.?%3" Des Weiteren konnte durch
die Immobilisierung des Zielproteins und nachfolgender Inkubation und Detektion
des Aptamers mit dem Nukleinsdurefarbstoff Ribogreen ein weiterer Assay entwi-
ckelt werden.'® Ein auf luminescence oxygen channeling-basierter Aptamer-Verdrangungs-
assay (ADLOC) kann ebenfalls weitgehend universell eingesetzt werden.?! Die Ent-

wicklung dieses Assays ist Teil der vorliegenden Arbeit.

2.3 Rho GTPasen

Kleine GTPasen mit einem mittleren Molekulargewicht von 20 kDa gehoren zur
Gruppe der GTP-bindenden Proteine (G-Proteine). Sie sind in der Lage Guanosin-
triphosphat zu binden und es zu Guanosindiphosphat zu hydrolysieren. Dabei exis-
tieren sie in zwei stabilen Konformationen: der aktiven GTP-gebundenen Form, die
tiber die switch-Regionen Effektorenproteine bindet und aktiviert, sowie der inaktiven
GDP-gebundenen Konformation. Thre Aktivitdt unterliegt einer strengen Regulation:
durch GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) wird die intrinsische Hydrolyseaktivitat
beschleunigt und es kommt zur Spaltung von GTP zu GDP. Daraufhin findet eine
Konformationsdnderung statt, die das G-Protein in einen unproduktiven Zustand
versetzt. GDP-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs) 16sen die GTPase von der Membran
und verharren mit ihr im Zytosol bis GDI-Dissoziationsfaktoren (GDFs) eine erneu-
te Membranrekrutierung ermoglichen.3? Die Beladung der GDP-gebundenen Form
wird durch die Interaktion mit Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) beschleu-
nigt (siehe Abb.[2.3).

Die Familie der Rho (Ras homolog)-GTPasen ist eine Subfamilie der aus tiiber

50 Vertretern bestehenden Ras Superfamilie. Neben der Rho-Familie existieren noch
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Abbildung 2.3: Rho-GTPasen werden durch Fettsdure-Anker in der Zellmembran im-
mobilisiert. Durch GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) wird die intrinsische GTPase-
Aktivitdt erhoht, Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) beschleunigen den Aus-
tausch von GDP zu GTP. Die temporire Translokalisation ins Zytoplasma erfolgt durch
GDP-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs) bzw. wieder zuriick an die Membran durch GDI-
Dissoziationsfaktoren (GDFs).

die Ras, Arf, Ran und Rab Subfamilien.?®> Rac, Rho und Cdc4?2 als Vetreter der Rho-
GTPasen sind wichtige Schalterproteine beim Zellwachstum, der Morphologie, der
Zellbeweglichkeit und der Organisation des Zytoskeletts. Des Weiteren nehmen sie
Einfluss auf Transformation und Metastasierung.>

Eine Vielzahl von Effektorproteinen bindet Rac, Rho und Cdc42 in ihrer aktiven
Konformation und vermittelt dabei Effekte auf das Aktin-Zytoskelett. Serin/Threonin
Kinasen, darunter die Rho-Kinase ROCKa (RhoA-binding kinase «) haben hierbei
besonderes Interesse geweckt, da durch die GTPase Bindung ihre Aktivitdt erhoht
wird.3>3¢ Die aktivierte Rho-Kinase kann die Myosin-Binde-Untereinheit der leich-

ten Kette von Myosin (MLC) phosphorylieren,”

was zu einer Interaktion von Myosin
mit Aktin-Filamenten und schlussendlich zur Bildung von Stressfasern fiihrt.3® Rac
und Cdc42 haben einige gemeinsame Effektoren, die fiir die Regulation des Aktin-
Zytoskeletts von Bedeutung sind. Die Interaktion der Serin/Threonin Kinase Pakl
mit Cdc42-GTP und Rac-GTP fiihrt zur Erthohung der Beweglichkeit von Fibroblas-
ten.3® WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) dient als Protein-Hub fiir Rac und

Cdc42, um den Arp2/3 (Aktin verwandtes Protein 2/3)-Komplex zu binden, der sich

10
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Abbildung 2.4: (a) Rho-GTP interagiert mit dem Effektor ROCK (Rho-associated protein
kinase) der daraufhin die leichte Kette von Myosin phosphoryliert und eine Interaktion zu
Aktin-Filamenten aufbaut, die zum Aufbau von Stressfasern fiihren. (b) Cdc42-GTP bzw.
Rac-GTP sind in der Lage direkt oder tiber IRSp53 mit WAVE zu interagieren und tiber
die p21 Untereinheit des Arp2/3-Komplexes Anderungen des Aktin-Zytoskeletts auszu-
losen. Ebenfalls fiihrt die direkte Interaktionen von Cdc42-GTP mit WASP/N-WASP zur
Bindung an die p21 Untereinheit des Arp2/3-Komplexes und damit zu Zytoskelettande-

rungen.’

zur Nukleation von Aktin in Lamellipodien befindet.* Die Aktivierung von N-WASP

durch Cdc42 rekrutiert den Arp2/3-Komplex zur vorderen Migrationsfront, wo es

zur Formation von Filopodien kommt (sieche Abb. .40

Rho-GTPasen sind héufig Ziele von bakteriellen Toxinen, die einen aktivierenden

oder inaktivierenden Einfluss auf das Aktin-Zytoskelett des Wirts haben.*! Cytotoxic
necrotizing factor 1 (CNF1) aus E.coli aktiviert RhoA, Cdc42 und Rac.#? Das Toxin er-

hoht in kultivierten Zellen die Anzahl an Stressfasern und fokalen Kontakten. Clostri-

dium botulinum exoenzyme (C3) inhibiert Rho durch ADP-Ribosylierung,*

wohinge-

11
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gen Clostridium Toxine A und B durch Glycosylierung der Rho-GTPasen zur Inhibiti-
on fiihren.** Des Weiteren vermag das bakterielle Protein Vibrio parahaemolyticus type
111 secreted effector (VopS) durch Adenylierung Rho-GTPasen zu blockieren.* Ein sehr
interessanter Mechanismus kann bei dem Salmonellen Toxin SopE beobachtet wer-
den, das die Switch II und I Regionen bindet und dabei einen Nukleotidaustausch
erzwingt. Sehr {iberraschend zeigt die Struktur frappierende Ubereinstimmungen
mit dem Tiam1/ Racl-Kornplex.46

Unerwartet sind in menschlichen Tumorgeweben in Kontrast zu Ras-Isoformen
kaum mutierte Rho-GTPasen identifiziert worden, wohl aber konnten erhohte Ex-
pressionslevel nachgewiesen werden.*’ Eine der wenigen Rho-GTPasen, die in eini-
gen Tumoren Mutation aufweist, ist Racl.#® Eine alternative Splice-Variante Raclb,
die nicht mehr in der Lage ist an RhoGDI-Proteine zu binden, wurde in Darmkrebs-
Geweben gefunden.? Rac-Proteine kénnen in vielfiltiger Weise Einfluss auf die Pro-
liferation von Krebszellen nehmen. Sie regulieren z.B. den Zellzyklus durch Stimu-
lation der Expression von Cyclin D1%Y und sind in der Lage adherens junctions abzu-
bauen, um das Migrationspotential zu erhohen. Im Gegensatz steigern sie aber die
Ausbildung von epithelialen Zell-Zell-Kontakten. Der Effekt auf die maligne Trans-
formation ist Zellar’c-spezifisch.51 Es lasst sich zusammenfassen, dass Rho-GTPasen in
vielen Bereichen der Krebs-Entwicklung eine Rolle spielen, nicht nur bei der Migrati-
on und Invasion, sondern ebenfalls durch die Verdnderung der Zellteilung, der Gen-
transkription,” der Interaktion von Krebszellen mit dem umliegenden Stromagewebe
und auf intrazelluldre Transportvorgénge.*” Durch die vielfaltigen, scheinbar gegen-
satzlichen Effekte, ist die Beurteilung des Einflusses von einzelnen Rho-GTPasen auf
die Tumorentstehung und Progression ausgesprochen schwierig. Jedoch wird ihre
Aktivitat raumlich und zeitlich sehr prédzise von Guaninnukleotid-Austauschfaktoren
(GEFs) und GTPase-aktivierenden Proteine (GAPs) reguliert. Es ist somit davon aus-
zugehen, dass durch eine Manipulation dieser Kontrollproteine ein wesentlich ge-
nauerer Eingriff auf Rho-Signalwege moglich ist.
Ungeachtet dessen existieren zwei spezifische niedermolekulare Rac-Inhibitoren, der
erste konnte in silico identifiziert werden.>® Die Verbindung NSC23766 interagiert mit
dem katalytisch wichtigen Trp56-Rest von Rac und blockiert mit einer ICsy von cir-

ca 50 uM den Tiam1 und Trio-vermittelten Guaninnukleotid-Austausch. Eine weitere

12



2.4 Der Rho-GEF Tiam1

Substanz EHT1864 bindet alle Rac-Isoformen und fiihrt zu einer Verdrangung des
Nukelotids aus der Bindetasche der GTPase.>*

2.4 Der Rho-GEF Tiam1

Tiam1, ein fiir die Rho-GTPase Rac spezifischer Guaninnukleotid-Austauschfaktor
der Dbl-Familie, wurde 1994 im Arbeitskreis von John Collard wahrend in vitro In-
vasionsstudien in T-Zell Lymphomen entdeckt.>* Das Akronym Tiam1 steht fiir
T-lymphoma invasive and metastasis inducing protein 1. Tiam1 ist ein Multidomé&nen-
Protein: Der N-Terminus liegt myristyliert vor,”” zwei PEST-Doménen und die N-
terminale PH-Doméne folgen. Eine coiled-coil Region, die Ras-Bindedomine,® eine
PDZ-Domaéne und C-terminal die fiir GEFs der Dbl-Familie charakteristische DHPH-
Tandemdomine schliefien sich an. Eine N-terminale Trunkierung (N4352 bzw. C1199)
erhoht die in vitro Aktivitdt und die in vivo Plasmamembran-Assoziation, analog zu
anderen Vertretern (Vav,” proto-Dbl®’) der Dbl-Familie. Dies ist teilweise auf die
erhohte Stabilitat zurtickzufiihren, da die PEST-Doménen zu einer beschleunigten
Proteolyse fiihren (siehe Abb. .61

Die Membranlokalisation von Tiam1 wird durch die N-terminale PH-Doméne
(PHn) mit der benachbarten coiled-coil-Region vermittelt. Tiam1 ist neben Ras-GRF1/2
der einzige DbI-GEF, der eine zweite PH-Doméne neben der DHPH-Tandem-Kon-
struktion besitzt. Eine PHc-Mutante mit unverdanderter GEF-Aktivitat aber stark ver-
ringerter PI(3)P-Affinitdt zeigte eine unverdnderte Membranlokalisation, war aber
nicht mehr in der Lage Rac in vivo zu aktivieren.®? Ebenfalls ist die Rac-Aktivierung
von der Tiam1-Membranrekrutierung abhdngig, da bei einer Inhibition der PI3-Kinase
in MDCK-Zellen keine Rac-Aktivierung mehr stattfinden kann.”! Das Rac-induzierte
membrane ruffling sowie die Aktivierung des JNK-Signalweges ist in inaktiven PHn-
Mutanten stark eingeschriankt.”” Durch eine Mutation innerhalb der PHn-Doméne
kommt es zur Hyperaktivitit von Tiam1.%® Die Regulation der GEF-Aktivitit wird
iiber Phosphorylierungen an Threonin-Resten durch die Ca?* /Calmodulin-abhéngige
Kinase II gesteuert.*# Des Weiteren spielen poly-phosphorylierte Inositollipide eine
entscheidende Rolle bei der GEF-vermittelten Aktivierung von Rho-GTPasen.® %667

Dadurch dass die Mitglieder der Dbl-Familie gewebespezifisch exprimiert werden,
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2. EINLEITUNG

N PEST ~ PH CC REI D2 @ PH I C

1 L 434 549 765 832 845 908 1040 1234 1261 1397 1591
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Abbildung 2.5: Tiaml ist aus folgenden Doménen aufgebaut: Vom N-Terminus begin-
nend die PEST-Doméne (Name leitet sich von Aminosdurezusammensetzung ab); PH:
Pleckstrin-homologe Doméne, CC: Coiled coil, RBD: Ras Binde Doméne, PDZ: Post
synaptic density/Discs large/Zonula occludentes-1, DH: Dbl homolog, PH-pleckstrin
homolog; Die C-terminale DH-Domane ist ausschlieflich aus a-Helices aufgebaut, ihre
Konformation hat Ahnlichkeiten zu einem Liegestuhl; die C-terminale PH-Doméne ist
aus a-Helices und B-Faltblittern aufgebaut.

um dort an zytoplasmatische und membran-assoziierte Proteine zu binden, wird ei-
ne hohe rdumliche und zeitliche Kontrolle ihrer Aktivitdt ermoglicht. Eine der ersten
direkten Interaktionen konnten fiir den Hyaloronsdurerezeptor CD44,3 und fiir das
Zytoskelettprotein Ankyrin mit der PHn-CC-Region nachgewiesen werden.®%

Die Spezifitdt der downstream-Interaktionen zeigt die Interaktion des N-Terminus
von Tiam1 mit dem Adaptorprotein IB2/]JIP2, das als Scaffold fiir die p38 Map Kina-
se, den Racl Effektor MLK3 und MKK1 (Map Kinase Kinase 1) fungiert.”! Ebenfalls
vermag Tiam1 den Scaffold IRSp53, der bevorzugt mit Racl und dem WAVE Komplex
interagiert, zu binden.”? Weiterhin ist Tiam1 durch Assoziation mit Cdc42-Par3-Par6
bei der Ausbildung von neuronalen Polarisationserscheinungen wie der Spezialisie-
rung von Neuronen beteiligt.”? Die Tiam1-vermittelte Aktivierung von Racl durch
Assoziation mit Par-3/Par-6/aPKC zur Ausbildung von tight junctions in Epithelzel-
len scheint ebenfalls von grofier Bedeutung zu sein.”* Es konnte ferner eine Assozia-
tion von Tiam1 mit der p21-Arc-Untereinheit des Arp2/3-Komplexes nachgewiesen

werden, was zur co-Lokalisation von Tiam1 und dem Arp2/3-Komplex zu Orten der
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2.4 Der Rho-GEF Tiam1
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Abbildung 2.6: Tiam1 als Vermittler der Integration von upstream-Signalen zur spezifi-
schen Aktivierung von downstream-Effekten. Die kanonischen Signalwege sind durch un-
terschiedliche Farbpfeile gekennzeichnet. BetaA-R: L-adrenergic receptor; D2-R: dopamine-2
receptor; EGF-R: epidermal growth factor receptor; JNK: Jun N-terminal kinase; LPA1: lysophos-
phatidic acid receptor-1; PDGF-R: platelet-derived growth factor receptor; PAK: p21-activated
kinase; PHn: N-terminal PH domain; P13-kinase: phosphatidyl inositol 3-kinase; PIP2: phospha-
tidylinositol diphosphate; PIP3:phosphatidylinositol trisphosphate; RBD: Ras-binding domain;
p70S6K: protein of 70kDa S6-kinase.”
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2. EINLEITUNG

Aktin-Polymerisation (z.B. epitheliale Zell-Zell Kontakte)” fiihrt. Eine schematische
Ubersicht der Tiam1-vermittelten Integration von upstream Signalen zur spezifischen
Aktivierung von downstream Effekten gibt Abbildung

Wihrend der initialen zelluldren Transformation durch das Onkogen Ras spielen
Rac,”® sowie PI3K”7 entscheidende Rollen. Durch die Ras-Bindedoméine kann Ti-
aml direkt mit aktivem Ras interagieren und unabhingig von der PI3K-Aktivitét
Rac aktivieren.® Die Relevanz dieser Domine zeigt sich in der Resistenz von Ti-
aml knock-out Mausen gegeniiber Ras-induziertem Hautkrebs.”® Jedoch deutet das
vereinzelte Auftreten von malignen Tumoren auf den Verlust von intermolekularen
Adhesionen durch die Unterbrechung des Tiam1/Rac-Signalweges hin. In der Tat
fithren die Signalwege in MDCK-Zellen fiir Tiam1/Rac und Ras zu gegenséatzlichen
Effekten, da der Ras (V12)-induzierte epithelial-mesenchymale Ubergang durch Ti-
am1/Rac negativ reguliert wird.”” Die persistente Ras-Aktivierung hat neben dauer-
haften Raf/MAP Signalen zur Folge, dass das Transkriptionslevel von Tiam1 sinkt,
sich die Aktivtivit von Rac verringert und reziprok die Rho-GTPase aktiviert wird.”®
Des Weiteren korreliert die Expression von Tiam1 bei Brustkrebs Carcinomen und
Magenkrebs invers mit dem Fortschreiten der Krankheit.””® Tiam1 wird ebenfalls
bei Prostata Carcinomen als ein Prognose-Marker angesehen.5!

Tiam1 ist in mehreren Signalwegen aktiv und der genetische knock-out bei Mdusen be-
wirkt auf der einen Seite ein verlangsamtes Ras-induziertes Tumorwachstum und auf
der anderen Seite entwickeln sich wenige Tumore besonders invasiv. Diese scheinba-
ren Gegensitze machen Tiaml als Zielprotein fiir eine gezielte Inhibition der GEF-
Doméne durch Aptamere/small molecules besonders attraktiv, da durch sie die exak-
te Adressierung der GTPase-Aktivierung-im Gegensatz zum genetischen knock-out

bzw. siRNA-vermittelten knock-down moglich wird.

2.5 Der Rho-GEF Vavl

Vavl, ein in hdmatopoetischen Zellen exprimiertes Protein, gehort neben den ho-
mologen Vav2 und Vav3 ebenfalls zur Dbl-Familie der Rho-GEFs. Es wurde 1989
bei der Suche nach Proteinen, die NIH3T3-Zellen transformieren kdnnen, entdeckt.®?
Vavl besitzt am N-Terminus eine Calponin-homologe Doméne (CH), die bei Calci-

um Transportvorgdngen eine Rolle spielt. Es folgt die fiir die Regulierung der GEF-
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2.5 Der Rho-GEF Vav1

N cH AC @ PH M zF -'VmizyﬁkSHzi_ C
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Abbildung 2.7: Vavl1 ist aus folgenden Doménen aufgebaut: Vom N-Terminus begin-
nend; CH: Calponin homolog, AC: Acidic region, DH: Dbl homolog, PH: Pleckstrin ho-
molog, ZF: Zinkfinger bzw. CRD: Cystein reiche Doméne, SH2: Src homolog 2, SH3:
Src homolog 3: Die DH-Doméne ist analog zu Tiam1 ausschliefSlich aus x-Helices auf-
gebaut, ihre Konformation hat Ahnlichkeiten zu einem Liegestuhl; die PH-Doméne
wird von einer Cystein reichen Doméne flankiert, die im Verlauf der Guaninnukleotid-
Austauschaktivitiat die Konformation der DH-Domaéne stabilisiert.

Aktivitat kritische AC(Acidic)-Region. Diese beinhaltet das innerhalb einer autoinhi-
bitorische Helix liegende Tyr174, das Vavl zum bislang einzigen Dbl-GEF macht, des-
sen Austauschaktivitit durch Tyrosin-Phosphorylierung reguliert wird.%® Es schliefit
sich die fiir Dbl-GEFs typische DHPH-Tandemdoméne an,? die C-terminal von ei-
ner Cystein-reichen Doméne flankiert wird, deren Funktion die Stabilisierung der
DH-Domiéne ist. Diese ungewohnliche Interaktion ist vermutlich einer der Griin-
de fiir die unspezifische Austauschaktivitit an Rac, Cdc42 und RhoG.%> Die GEF-
Aktivitat wird weiterhin sehr stringent durch autoinhibitorische Interaktionen der
CH-Doméne intramolekular reguliert.® Der C-Terminus besteht aus den Protein-
Protein-Interaktionsdomdnen SH2-SH3-SH2, wobei diese Anordung ungewohnlich
ist und nur von dem Adaptorprotein Grb2, das Rezeptor Tyrosin Kinasen (TRKs) mit
Ras-GEFs verbindet,%” geteilt wird (siehe Abb. .
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2. EINLEITUNG

Vavl leitet T-Zell-Rezeptor (TCR) Signale an unterschiedliche downstream Signal-
kaskaden weiter.® Hervorzuheben ist vor allem die Aktivierung des Transkriptions-
faktors NFAT (nuclear factor of activated T-cells), der mitverantwortlich ist fiir die Pro-
duktion von IL-2 und einer Vielzahl anderere Signale der Immunantwort (siche Abb.
.89 Nach der T-Zell-Aktivierung kommt es durch cytosolische Tyrosin-Kinasen
der Src-Familie zur Phosphorylierung der ITAMs (immunoreceptor tyrosine activation
motifs). Uber ihre SH2-Domine interagiert die T-Zell spezifische Tyrosin-Kinase Zap-
70 mit den phosphorylierten ITAMs, was schlussendlich zur Phosphorylierung von
downstream Signalproteinen wie Vavl fithrt. Durch die Aktivierung von Racl wer-
den Aktin-Zytoskelettinderungen ausgelost, die fiir die NFAT-Aktivierung notwen-
dig sind.*

Wiéhrend der Interaktion von T-Zellen mit Antigen-prasentierenden Zellen kommt
es zur Ausbildung der so genannten immunologischen Synapse, die sich durch eine
Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts bilden kann.”! Durch die Aktivierung der
Rho-GTPasen Racl, Cdc42 und RhoG sind verschiedene Wege zur Umstrukturierung
des Zytoskeletts moglich: Racl kann PIPSK aktivieren,”? deren Produkt PIP, Talin
und Vinculin aktivieren kann, beides Proteine die das Aktin-Zytoskelett mit der Zell-
membran verbinden. Durch Cdc42 ist eine Aktivierung von WASP moglich, das fiir
die Aktin-Polymerisation in T-Zellen wichtig ist.”>

Der N-Terminus von Vavl besitzt keinerlei katalytische Funktionen, es konnte
jedoch der Nachweis erbracht werden, dass fiir eine NFAT-Aktivierung dieser kom-
plett vorhanden sein muss.” Der Verlust der N-terminalen regulatorischen Bereiche
(N6186) geht mit einer konstitutiv-aktiven, phosphorylierungs-unabhingigen Aus-
tauschaktivitit einher, die direkt mit der Transformationsaktivitit korreliert.?® Durch
die C-terminale Anordnung der SH3-SH2-SH3-Kassette sind Interaktionen mit Ad-
aptorproteinen moglich, die hauptsédchlich zu einer Translokalisation von Vav1 fiih-
ren. Beispielsweise muss Vavl iiber die SH2-Domdne in B-Lymphozyten mit dem
CD19 Rezeptor interagieren, um effizient von IgM-assoziiertem Syk phosphoryliert

97,98 Tn T-Zellen nimmt Vav1 eine Vielzahl von Interaktionen mit unter-

zu werden.
schiedlichen Adaptoren wahr, um durch die T-Zell spezifische Kinase Zap-70 phos-
phoryliert zu werden. Unter anderem gelingt durch die Interaktion von Vavl mit
Grb2, das gleichzeitig mit dem CD28 Rezeptor interagiert, eine Lokalisation an die

Zellmembran, sodass die Phosphorylierung durch Zap-70 effektiv ablaufen kann.”
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2.5 Der Rho-GEF Vav1

Abbildung 2.8: Ubersicht der Vavl-Signalwege die zu Verdnderungen des Aktin-
Zytoskeletts und des Ca?*-Flusses und schlussendlich zur NFAT-Aktivierung fiih-
ren. (A) T-Zell Rezeptor Aktivierung und Stimulation der Tyrosin Kinase Zap-70 (B)
durch Tyrosin-Phosphorylierung werden Vavl und andere Adaptorproteine aktiviert, es
kommt zur Assoziation. (C) Nach TCR-Stimulation aktiviert Vavl Rac und ist bei der
Aktivierung von Ras und dem Ca®*-Fluss beteiligt. (D) zusammenfassendes Schaubild
der Vavl-vermittelten Aktivierung von NFAT in T-Zellen.%*
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2. EINLEITUNG

Die Phosphorylierung von Vav1 in T-Lymphozyten ist dariiber hinaus beeintréachtigt,
wenn das Adaptorprotein LAT fehlt.!? Eine weitere Regulierung der Vav-Aktivitit
in B-und T-Zellen erfolgt durch die BLNK/Slp76-Familie, die als reine Adaptorpro-

101

teine angesehen werden.””" Neben der Aktivierung von Rho-GTPasen scheint Vavl

ebenfalls den Ras/Raf/Mek/Erk Signalweg zu beeinflussen und damit zusitzliches

102,103,104,105

Transformationspotential zu entfalten. Des Weiteren weist die Expression

des hamatopoetischen Signaliibertragungsproteins Vav1 in Melanomen,'% Adenocar-

! 108 auf eine Dysregulation der normalen Zellproli-

cinomen'"” und Neuroblastomen
feration hin.

Die einzige bekannte Verbindung, die einen Einfluss auf den Guaninnukleotid-
Austausch von Vavl ausiibt ist Azathioprin, das wihrend Organtransplantationen
eingesetzt wird. Dessen Metabolit 6-Thio-GTP bindet als GTP-Mimetikum an eine
Vielzahl von kleinen GTPasen. Aufser Racl/2 vermag es diese nach einer CD3/CD28
Stimulation jedoch nicht zu inhibieren.!”” Die unterschiedlichen Toxizititen und Ef-
fizienzen werden mit der Aktivitat der Thiopurin-Methyltransferase begriindet.!'?

Vav1 ist ein komplex aufgebautes Protein, dass durch die SH2-SH3-Module Auf-
gaben als Adaptorprotein {ibernimmt und gleichzeitig eine ungewothnlich regulier-
te GEF-Aktivitat aufweist. Die differenzierte Beurteilung von GEF-abhdngigen und
GEF-unabhingigen Prozessen erscheint schwierig!!! und ist im Falle von knock-out
Modellen durch die Scaffold Funktion von Vav1 wahrscheinlich nicht objektiv.® Dar-
tiberhinaus fiihren Mutationsstudien mit der konstitutiv aktiven Y174F Mutante!!2
zu einem verfdlschten Bild, da negative Regulatoren (z.B. die Tyrosin Phosphatase
SHP-1!1%) Vav1 nicht mehr binden kénnen. Ferner sei erwdhnt, dass durch die gege-
bene Redundanz der Vavl-Proteine eine Beurteilung von knock-out-bzw. knock-down-
Modellen ebenfalls heikel ist. Vavl scheint somit ein geeignetes Zielprotein zu sein,
um mit Hilfe von spezifischen niedermolekularen Inhibitoren den Einfluss der GEF-
Aktivitat auf zelluldare Funktionen von Vavl zu studieren. Sowohl die Aktivierung
durch Tyr-Phosphorylierung, als auch die einzigartige Interaktion der Zinkfinger-
Doméne im Verlauf des Guaninnukleotid Austauschs wiéren als Angriffspunkte fiir

die Entwicklung eines small molecules denkbar.
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Ziele der vorliegenden Arbeit

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Selektion und Charakterisierung
von spezifisch bindenden Aptameren fiir die Dbl-homologe Doméne der Rho-GEFs
Tiam1 und Vavl. Da beide Austauschfaktoren fundamental wichtige Rho-GTPasen
aktivieren und ihre Relevanz bei verschiedenen Krebserkrankungen als gesichert
gelten darf, erlauben spezifische Aptamer-Inhibitoren weitere Einblicke in GEF-ab-
hédngige Prozesse. Die Anwendung der Aptamere in Zellkultur-basierten Experi-
menten bzw. in vivo gestaltet sich aufgrund von Nukleasen nicht selten schwie-
rig, sodass im weiteren Verlauf herausgefunden werden sollte, ob sich die selektier-
ten Aptamere als Werkzeuge nutzen lassen, um spezifische chemische Inhibitoren
fir die Dbl-homologe Doméne der beiden GEFs zu identifizieren. Die Verwirkli-
chung dieses Ziels erforderte die Etablierung eines modular aufgebauten Aptamer-
Verdrangungsassays. Schlussendlich sollte eine weitergehende Charakterisierung der

identifizierten Hitverbindungen folgen.
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3. ZIELE DER VORLIEGENDEN ARBEIT
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4

Ergebnisse

4.1 Tiaml

4.1.1 Expression und Aufreinigung der Tiam1-Konstrukte

Das katalytisch aktive Konstrukt Tiam1j33—1406 (DHPH-Tandemdomaéne) sollte fiir
die in vitro Selektion in E.coli exprimiert und aufgereinigt werden. Ausgehend vom
bakteriellen Expressionsplasmid pProExHtb-Tiam11033_1406, das freundlicherweise
Prof. John Sondek (UC Chapel Hill, North Carolina, USA!%) zur Verfiigung stellte,
wurden BL21 (DE3) Tuner Zellen transformiert. Durch den N-terminalen Hexahisti-
dinanker konnte das exprimierte Protein tiber eine Ni-NTA-Affinitdtschromatographie
(siehe sehr effektiv aufgereinigt werden, wobei die verbliebenen Verunreini-
gungen abschlieflend {iber einen starken Anionenaustauscher (siehe entfernt
werden konnten. Die Analyse im SDS-PAGE-Gel zeigt ein homogenes Protein auf
der erwarteten Hohe (siehe Abb. [£.I). Dieses wurde fir die Biotinylierung (siehe
und schliefilich fiir die in vitro Selektion eingesetzt. Durch eine TEV-Protease-
Erkennungssequenz zwischen dem N-terminalen Hexahistidinanker und

Tiam11933—1406 bestand die Moglichkeit den Affinitdtsanker abzutrennen.
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4. ERGEBNISSE

A B C 11121314 15 16
kDa M 1 2 3 4586 7 8 910 Kk M 8 9
130 . 130
s W - 95 W
R : 7; o W
L == we—- . lew
=

30 § |
20

' —_—— w0 8 20 40 60 ' 80 100

elution [mL]

Abbildung 4.1: SDS-PAGE-Analyse der Aufreinigung von Tiam1jp33_140¢ und das da-
zugehorige Chromatogramm der Anionenaustauschchromatographie: M: Proteinldngen-
standard, 1: vor Induktion, 2: nach 7 h Expression, 3: 16slicher Anteil, 4: unloslicher anteil,
5: Uberstand nach Inkubation mit Ni-NTA Matrix, 6: Waschfraktion Ni-NTA, 7: Elution
mit 50 mM Imidazol, 8: Elution mit 100 mM Imidazol, 9: Elution mit 500 mM Imidazol,
10: Elution mit 500 mM Imidazol, 11-16: Fraktionen der Anionenaustauschchromatogra-
phie C: Anionenaustauschchromatographie, UV Absorption bei 280 nm in schwarz und
Leitfahigkeit in rot, der markierte Bereich in blau verdeutlicht die analysierten Fraktio-
nen im SDS-PAGE-Gel

Auch wenn die isolierte DH-Doméne von Tiam1 (Tiam1;33-_1255) katalytisch inak-
tiv ist, so miissen selektierte Aptamere auf eine Bindung getestet werden. Zur Expres-
sion wurde der prokaryontische Expressionsvektor pET SUMO eingesetzt, der das
Fremdgen iiber einen TA-Uberhang aufnehmen kann. Ebenfalls besitzt dieser Vek-
tor neben einem Loslichkeits-verbesserndem SUMO-tag eine N-terminale Hexahis-
tidinsequenz zur Aufreinigung tiber eine Ni-NTA-Affinititschromatographie. Nach
diesem ersten Aufreinigungsschritt konnte der Hisc-SUMO-tag durch einen SUMO-
Protease-Verdau und einer zweiten Ni-NTA-Affinitdtschromatographie abschlieflend
entfernt werden. Die SDS-PAGE Analyse ergab eine Reinheit von mindestens 80 %.

Die Aptamer-Selektion sollte zuerst gegen die katalytisch aktive DHPH-Doméne
von Tiam1 erfolgen. Trotzdem erschien es sinnvoll die isolierte C-terminale PH-
Domaéne (Tiam11255-1400, PHc) ebenfalls zur Verfiigung zu haben, etwa um genaue-
re Bindungsstudien mit selektierten Aptameren durchfiithren zu kénnen. Die PHc-
Doméne wurde aus dem Konstrukt pProExHtb-Tiam11033-1406 (siehe herausam-
plifiziert und tiber BamHI und EcoRI Schnittstellen in den Vektor pGEX-TEV einklo-
niert. Durch die Expression als GST-Fusionsprotein konnte Tiam1;255_1400 tiber eine

GSH-Affinitatschromatographie aufgereinigt werden. Das GST wurde abschlieflend
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4.1 Tiam1

tiber einen TEV-Protease-Verdau abgetrennt. Die finale Aufreinigung des geschnit-
tenen Proteins erfolgte iiber eine Kationenaustauschchromatographie. Die Analyse
durch SDS-PAGE zeigt eine Reinheit von mindestens 90 % nach dem TEV-Verdau.

4.1.2 Expression und Aufreinigung von Racl/Rac2

Die Rho-GTPase Racl wird spezifisch von Tiam1 in vivo aktiviert, sie sollte aufgerei-
nigt werden, um die Aktivitat der Tiam1-Konstrukte in GEF-Austauschassays unter-
suchen zu konnen. Zur Verfiigung standen zwei pGEX-Konstrukte: Racl;_j9; sowie
Racly_1g4. Das verkiirzte Racl wurde freundlicherweise von Andre Schonichen, MPI
Dortmund zur Verfiigung gestellt. Dieses Konstrukt hatte an Stelle der Thrombin-
Schnittstelle eine TEV-Erkennungssequenz. Beide Konstrukte konnten iiber eine GSH-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden. Die Abtrennung des GST erfolgte
problemlos durch einen TEV- bzw. Thrombin-Verdau.

Die Rho-GTPase Rac2, eine Isoform von Racl, mit einer deutlich erhohten int-
rinsischen Austauschaktivitat!!® ist exprimiert worden, um den GEF-beschleunigten
Nukleotidaustausch durch Tiam1 besser verfolgen zu kdnnen. Das Gen wurde iiber
TA-Uberhinge in einen pET SUMO Vektor einkloniert und konnte aufgrund des
N-terminalen Hexahistidinankers mit Hilfe einer Ni-NTA-Affinitdtschromatographie
aufgereinigt werden. Der SUMO-tag des Fusionsproteins wurde nicht abgeschnitten,

da die Abspaltung nicht ohne Aktivitdtseinbufien durchgefiihrt werden konnte.

4.1.3 Tiam1;933_1406 als Zielstruktur der in vitro Selektion

Tiam1 wurde 1994 als invasives Gen in T-Lymphozyten identifiziert.>®

Das Genpro-
dukt ist ein aus 5 Doménen aufgebautes 1591 Aminosduren langes cytosolisches Pro-
tein, welches zu den Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) der Rho GTPasen
gezdhlt wird. Die fiir Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF) der Rho GTPasen
typische Tandem-Anordung der DH-und PH-Doméne wurde als Zielstruktur fiir die
in vitro Selektion ausgewdhlt. Aufgrund der biologischen Relevanz dieser Doméne
sollten Aptamere als Inhibitoren weitere Einblicke in die GEF-abhédngigen Prozesse

von Tiam1 gewéhren. Eine Ubersicht der aufgereinigten Tiam1-Konstrukte gibt Ab-

bildung
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Abbildung 4.2: Tiaml Doméneniibersicht und aufgereinigte Konstrukte: PHn: N-
terminale Pleckstrin-homologe Doméne; RBD: Ras Binde Doméne; PDZ: PSD95, Droso-
phila septate junction protein disc-large, ZO-1-Doméne; DH: Dbl-homologe Domiéne; PHc:
C-terminale Pleckstrin-homologe Doméne; die Aminosduren-Nummerierung basiert auf
dem Datensatz Q13009 der Proteindatenbank UniProtKB.

T7 Promoter 5'-Primer-Bindestelle 3'-Primer-Bindestelle
5’ -AATGC[TAATACGACTCACTATAG[EFAAGARAAGAGGTCTGAGACATTGA-N50-GAAGACCTCAACTGCAACGAA-3’
I—) Transkriptionsstart

Abbildung 4.3: DNA-Sequenz der B50 Bibliothek, Primer-Bindestellen und T7 Promo-
tersequenz sind gekennzeichnet.

4.1.4 SELEX-Bibliothek

Die in vitro Selektion wurde mit einer 116 bp langen synthetisch hergestellten DNA-
Bibliothek (B50 Bibliothek, Design: Prof. G. Mayer) durchgefiihrt. Der zentrale ran-
domisierte Bereich hatte eine Lange von 50 Nukleotiden, die theoretische Diversitit
lag in der Groenordnung von 10'4. Der T7 Promoter wurde wihrend der PCR (siehe
tiber den 5-Primer eingefiihrt, sodass eine in vitro Transkription zur Synthese
der entsprechenden 96 Basen langen RNA-Bibliothek moglich wurde.

4.1.5 Das Selektionsschema

Das Selektionsschema kann schematisch in Abbildung 4.4 nachverfolgt werden. Vor
dem ersten Selektionsszyklus wurde in einem Filterbindungsexperiment (siehe[7.2.20)
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Abbildung 4.4: Das Selektionsschema fiir Tiam14p33_1406: (1.) Tiam11933_140¢ ist tiber den
Biotinanker auf Streptavidin-funktionalisierte Dynabeads immobilisiert worden. (2.) Die
B50 DNA-Bibliothek wurde mittels PCR amplifiziert und durch eine in vitro Transkripti-
on in die RNA-Bibliothek umgeschrieben. (3.) Der erste Zyklus beginnt durch eine 30 mi-
ntitige Inkubation der RNA-Bibliothek mit den Tiam1;¢33_1406-gekoppelten Dynabeads.
(4.+5.) Nach der magnetischen Separation werden die gebundenen Sequenzen Hitze-
eluiert und tiber eine RT-PCR mit anschlieSender in vitro Transkription fiir den nachsten
Zyklus vorbereitet. Nach 16 Zyklen wurden die Sequenzen der abschlieSfenden RT-PCR
tiber eine TA-Klonierung in einen pCR2.1 TOPO-Vektor eingebracht und sequenziert.
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mit intern [*>P]-markierter RNA (siehe die Affinitit der RNA-Ausgangsbiblio-
thek zum Selektionsziel Tiam1133_1406 (target) untersucht. Es konnte keine messbare
Affinitdt im Konzentrationsbereich 0 - 1,2 uM festgestellt werden. Im ersten Selek-
tionszyklus wurde ein 5facher Uberschuss RNA zu Protein eingesetzt. Die genauen
Bedingungen fiir jeden Zyklus sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Eine detaillier-
te Beschreibung der in vitro Selektion ist dem Abschnitt [7.5(zu entnehmen. Nach 12
Selektionszyklen wurde die Bibliothek in einem Filterbindungsexperiment auf An-
reicherung von bindenden Sequenzen {iiberpriift. Es konnte nur eine schwache An-
reicherung detektiert werden, sodass das Selektionsexperiment unter stringenteren
Bedingungen bis Zyklus 16 fortgesetzt wurde. Abschlieffend fand erneut eine Affini-
tatsbestimmung durch ein Filterbindungsexperiment statt. Nachdem eine deutliche
Anreicherung von bindenden Sequenzen nach Zyklus 16 bestdtigt werden konnte
wurde das RT-PCR-Produkt iiber TA-Uberhénge in den Vektor pCR2.1 TOPO klo-

niert und sequenziert.

Tabelle 4.1: Selektionsbedingungen Tiamljgs3z—1406: pmol Protein bezieht sich auf
die Menge Protein, die immobilisiert wurde, wobei eine Kopplungseffizienz der
Streptavidin-Biotin-Interaktion von 100 % angenommen wurde.

Zyklus pmol Protein pmol RNA Waschschritte PCR-Zyklen

1 600 3000 2x 150 puL 8

2 300 500 3x 200 uL 10
3 300 100 4x 200 uL 10
4 300 100 4x 200 uL 11
5 300 100 4x 200 uL 10
6 300 100 4x 200 uL 10
7 300 100 4x 200 uL 10
8 300 100 4x 200 uL 10
9 300 100 4x 200 uL 8

10 300 100 4x 200 uL 8

11 150 50 4x 200 uL 10
12 150 50 4x 200 uL 10
13 100 100 10x 200 uL 10
14 80 100 12x 200 uL 10
15 60 100 14x 200 uL 11
16 40 100 16x 200 uL 11
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Abbildung 4.5: A: Filterbindungsexperiment mit intern [32P]-markierter RNA der Se-
lektionszyklen 0, 12 und 16; B: Konzentrationsabhéngige Auftragung der normalisierten
Filterretentionswerte des in A gezeigten Experiments.

4.1.6 Charakterisierung der gefundenen Sequenzen

Um die Bindungseigenschaften aller sequenzierten Monoklone zu beurteilen, wur-
den sie wihrend der in vitro Transkription intern mit a-[*?P]-GTP markiert (siehe
7.3.2). Die Transkription konnte hierbei nicht mit den im Vektor einklonierten Se-
quenzen stattfinden, da sich upstream zum Insert innerhalb des Vektors pCR2.1 TOPO
ein zusédtzlicher T7 Promoter befindet. Es wurden deshalb zuerst alle Sequenzen aus
dem Vektor herausamplifiziert und das doppelstrangige PCR-Produkt fiir alle in vi-
tro Transkriptionen eingesetzt. Da die Ausbeute der radioaktiven Transkription nicht
quantifiziert wird, ist es nicht moglich prazise Kp-Werte zu ermitteln, jedoch lassen
sich erste Abschitzungen hinsichtlich der Affinitdt machen. Eine Ubersicht aller er-
haltenen Sequenzen und deren Kp-Wert-Abschitzung auf der Grundlage von jeweils
einer Duplikat-Filterbindung sind in Abbildung @4.6|zu sehen.
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Klon (Haufigkeit) Sequenz randomisierte Region 5'-3’ Kp
Motiv 1

K60 (2) UCUGGAGUU |GACGUUGCUUAAGGGCGAAUUCCAGCACACUGGCGGCCG | UU > 1 pM

K75 C |GGAUCGGCAUAAGUAUARAAUAUARAUCAACUCCUGCCC | AGAGCUCUA > 1 pM

K44 UUCCAA |UARARUUCCCUCAGACCCAARUAUGCACUCGCCUUCCACCC | UCUUU > 1 pM

K41 GCC |GUCAUUGCCUAAUUAUAAUAAUUACAACACUUCCUUGUC | CCAUUUGU > 1 uM

AN T

Motiv 2
K101 AAUAAUAAUAAAAAC | UCGAUCCUAAAUUACUAUGAUAUUUAUUGAUCCCC > 1 uM
K43 AACCUGAUAC| AAUAAUAAUAAAAAC | CAUGGAUAAGAACAACCUCUUA > 1 pM
K73 (3) AGAUGGUCAU| AAUAAUAAUAAUACC | UUCAACAUAUAAAUUUGUCC > 1 pM
K9 GCU| AAUAAUAAUAAUAAU | GUAUAUGUAAUUUUUUUCGUGUUGUUGUUUAU > 1 pM
K102 (2) CAUAUAUACU| GAACAUAAUAAUAAC [ UAAAUUUUUUUACUUUGUC > 1 pM
K91 CCCCCUG| AAAUAUAAUAAUAAC | UAUGAAUAAUGUAUAAUUGGUAUGCC <.5 pM
K81 A| AAUAAUAAAAAUAAU | AAACUUGCCACAUUUCCUUUAAUUAACUUUUCAC > 1 pM
K103 AGAUUACGGA| AAUUAUAAUAACAAU | AAAUAUCCUACUAUUUUCCCCG < 1 pM
K87 UACAACAUUU| CAUCAUAAUACCAAG | UUCCCACAUUCGAUAUCG > 1 pM
K11l (16) CCCUU| AAUGCUAAUACGACU | CACUAUAGGAAGAAAGAGGUCUGAGACAUU < 1 pM
oMl A

Abbildung 4.6: Die nach Selektionszyklus 16 erhaltenen Sequenzen, deren Héufigkeit
und eine erste Abschdtzung der Affinitdt nach einem Filterbindungsexperiment von in-
tern [32P]-markierten Sequenzen mit Tiam17033_1406-

Alle Sequenzen innerhalb des randomisierten Bereichs wurden auf Konsensus-
motive!!® analysiert und entsprechend gruppiert. Motiv 1 besteht aus einem 39 Nu-
kleotide langen Bereich mit einer Sequenzidentitdt von 15 %. Die enthaltetenen Klo-
ne K41, K44, K60 und K75 zeichnen sich durch geringe Affinitdten aus (Kp-Wert >
1 uM). Das zweite AU-reiche Konsensusmotiv wird von der Mehrzahl aller sequen-
zierten Klone geteilt, es ist 15 Nukleotide lang und weist eine Sequenzidentitidt von
33 % auf. Die Gewinner-Sequenz K11 weist neben K91 und K103 den niedrigsten
Kp-Wert fiir Tiam1yp33_1406 auf. Im Anschluss an die Gruppierung der Sequenzen
war eine genaue Bestimmung der Dissoziationskonstanten der affinisten Monoklo-
ne K11, K91 und K103 notwendig. Nach der in vitro Transkription wurde die RNA
am 5’-Ende dephosphoryliert und anschliefend mit -[*?P]-ATP kinasiert und iiber
ein PAGE-Gel aufgereinigt (siehe [7.2.8). Fiir die 5'-Markierung wird eine definierte
Stoffmenge RNA (150 pmol) eingesetzt, sodass sich fiir die Filterbindung eine genaue
RNA-Konzentration einstellen ldsst. Dies ist wiederum fiir eine genaue Kp-Wert Be-

stimmung kritisch. Im gezeigten Experiment (siehe sind ca. 5 nM 5’-radioaktiv-
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Abbildung 4.7: Filterbindungsexperimente der affinsten Monoklone K11, K91 und K103.
Es sind circa 5nM 5’-[3?P]-markierte RNA in jedem Experiment eingesetzt worden. n.b.:
nicht bestimmt.

markierte RNA eingesetzt worden, um aus den Filter-Retentionen die jeweilige Dis-

soziationskonstante bestimmen zu kénnen. Um einen Einfluss des 5-Triphosphates

auf die Bindung an Tiam11033_1406 auszuschliefSen, wurden im Vorfeld dephosphory-

lierte Klone in einer kompetitiven Filterbindung mit intern [3’P]-markierten Proben

getestet. Alle 3 Sequenzen waren in der Lage die intern [*2P]-markierten Sequenzen

zu verdrangen.

Mit einem Kp-Wert von circa 200 nM besitzt Klon K91 die hochste Affinitiat. Im

K11
K103
K91l

CCCUUA
CCGAGAUUACGGAA
CCCCCCUGAAAU

Motiv 2A

AUGCUAAUACGACUCACUAUAGGA
AUUAUAAUAACAAUAAAUAUCCUA
AUAAUAAUAACUAUGAAUAAUGUA

Wl oo

AGAAAGAGGUCUGAGACAUU
CUAUUUUCCCCG
UAAUUGGUAUGCC

Abbildung 4.8: Sequenzvergleich der affinsten Monoklone K11, K91 und K103 zur Iden-
tifikation eines gemeinsamen Konsensusmotivs
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Wesentlichen liegen alle gemessenen Dissoziationskonstanten im mittleren nanomo-
laren Bereich. Dadurch lag die Vermutung nahe, dass sich alle drei Sequenzen tiber
das ermittelte Konsensusmotiv 2 einen weitaus grofieren Bereich teilen. Um dieser
Frage nachzugehen wurde erneut ein Sequenzvergleich durchgefiihrt. Es konnte ein

erweitertes Konsensusmotiv identifiziert werden (siehe Abb. 4.8).

4.1.7 Sekundirstrukturvorhersage

Nach der Charakterisierung der Monoklone in Filterbindungsstudien sollten die Se-
kundéarstrukturen von K11, K91 und K103 in silico berechnet werden. Hierfiir wurde
der Algorithmus von M.Zuker!'!” angewendet, um die energetisch niedrigste Kon-
formation der RNA-Aptamere zu finden. Da der gegenseitige Einfluss von ein-und
zweiwertigen Metallionen auf die RNA-Faltung noch nicht vollkommen verstanden
ist, wurden mfold Berechnungen nur in Anwesenheit von 1 M NaCl bei 37 °C durch-
gefiihrt. Vor allem bei K11 und K91 liegen die konstanten Primerbindungsregionen
basengepaart vor, was vermuten ldsst, dass sie keinen bedeutenden Einfluss auf die
Zielstrukturbindung haben (siehe Abb.[4.9). Diese Beobachtung kann bei der groien
Mehrheit von in vitro selektierten Aptameren gemacht werden.!!® Ebenfalls sehr dhn-
lich liegen die Basen des Konsensusmotivs bei K91 und K11 innerhalb einer Stamm-
Schleife-Struktur ungepaart vor — im Kontrast zur K103-Struktur. Die erhaltenen

Strukturvorhersagen sind insofern wichtig, als dass sie die Basis fiir Verkiirzungs-
experimente (siehe [4.1.9) waren.

418 K91

Die in vitro Selektion ist mit dem DHPH-Konstrukt von Tiam1 durchgefiihrt worden,
damit stellte sich die Frage, ob das Aptamer K91 neben seiner hochsten Affinitait al-
ler getesteten Monoklone ebenfalls spezifisch an die katalytische DH-Doméne bindet
oder die C-terminale PH-Doméne erkennt. Zuerst sollte die Spezifitdt untersucht wer-
den, dabei war es von grofiem Interesse, ob K91 die sehr homologe DH-Doméne des
Rho-GEFs Vavl erkennt. Durch eine Bindungsstudie mit Hisg-S7-Arno (Cytohesin-
2) war zum einen die Affinitat/Spezifitdit zu nicht verwandten Guaninnukleotid-

Austauschfaktoren, in diesem Fall Arf-GEFs, bestimmbar und zum anderen konnte
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Abbildung 4.9: mfold in silico Sekundarstrukturvorhersage von K11, K91 und K103. Rot
gekennzeichnet sind die konstanten Primerregionen. Die identischen Positionen des ge-

meinsamen Sequenzmotivs 2A wurden griin markiert.
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Abbildung 4.10: Filterbindungsexperimente zur Bestimmung der Spezifitit der K91-
Tiam1133_1406-Interaktion; circa 5 nM des 5’-[32P]-markierten K91 wurden in jedem Ex-
periment eingesetzt.

der Einfluss des N-terminalen His-tags auf die Bindung von K91 an Tiam11033-1406 un-
tersucht werden (sieche Abb.[4.10). Im weiteren Verlauf der Aptamer-Charakterisierung
sollte K91 im Tiam1-beschleunigten Guaninnukleotid-Austausch an Racl auf Inhibi-
tion getestet werden. Deshalb stellte sich die Frage, ob das Aptamer im Stande ist
den Komplex aus GTPase und Austauschfaktor bzw. die GTPase allein zu binden.
Auf der Grundlage der Spezifititsmessungen konnte der Beweis erbracht wer-
den, dass K91 spezifisch Tiam11933_1406 bindet und dabei gleichzeitig zwischen dem
homologen Rho-GEF Vavl diskriminiert. Weiterhin kann durch die signifikant ver-
ringerte Bindung von K91 an Tiam1jp33—1406 in Anwesenheit der GTPase Racl ein

Bindungsepitop an der Kontaktfliche der beiden Proteine in Betracht gezogen wer-

den (siehe Abb. 4.11).

419 K91 Minimalmotiv

Durch die Lange von 94 nt besitzt das Aptamer K91 eine molare Masse von circa
31 kDa, die Massendifferenz zum Zielprotein Tiam1033_1406 mit 45 kDa ist dadurch
klein. Um das Aptamer als Werkzeug zur Identifizierung von niedermolekularen
Substanzen einzusetzen, sind in einem Aptamer-Verdrangungsexperiment, das auf
Fluoreszenzpolarisation basiert, signifikante Massendifferenzen zwischen den Bin-
dungspartnern notig. Der kleinere, Fluorophor-markierte Ligand muss eine mog-

lichst grofe Anderung seiner Rotationsgeschwindigkeit nach der Bindung erfahren.
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Abbildung 4.11: Filterbindungsexperiment mit konstanten Proteinkonzentrationen von
jeweils 1 uM; 5nM 5’-[>2P]-markiertes K91 wurde in jedem Experiment eingesetzt.

Ein erfolgreiches Fluoreszenzpolarisationsexperiment ist mit den Grofienverhéltnis-
sen (31/45 kDa) sehr unwahrscheinlich. Aus diesem Grund wurde auf Grundlage der
in silico berechneten Strukturen das Aptamer verkleinert. Dies geschah durch PCR mit
entsprechend verdnderten Primerpaaren aus der Volllingensequenz der K91 DNA.
Die beiden energiedrmsten Konformationen von K91 sind so verkiirzt worden, dass
die zentralen Stammregionen (siehe Abb. als wichtige Strukturelemente der
Bindung erhalten geblieben sind. Alle verkiirzten Sequenzen wurden nach der 5'-
Dephosphorylierung mit 7-[3?P]-ATP kinasiert und iiber ein PAGE-Gel aufgereinigt.
Die ermittelten Kp-Werte basieren auf mind. 2 unabhingigen Filterbindungsanalysen
mit circa 5-10 nM 5’-[32P]-markierter RNA. Wie erwartet hat die 3’-Verkiirzung um 14
nt in Faltung 1A kaum Einfluss auf die Affinitit zu Tiam1. Uberraschend hat die De-
letion der kompletten Stammregion III (Faltung 2A) ebenfalls keinen Einfluss auf die
Bindungsaffinitdat von K91 zu Tiam1. Im Gegensatz kommt es jedoch durch Deletion
der Stammregion I bis U38 zum 4fachen Affinitatsverlust. Eine weitere Verkiirzung
bis U41 fithrt zum kompletten Wegfall der Bindung. Es ladsst sich zusammenfassen,
dass K91 bei analoger Affinitat zu Tiam1yo33_1406 bis auf 67 nt verkiirzt werden kann

(Faltung 2A).
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Abbildung 4.12: Ubersicht der in silico berechneten energiedrmsten Faltungen 1 + 2 des

Aptamers K91; Faltung 1 besitzt insgesamt drei Stammstrukturen: I, IIl und IV; Faltung

2 hat die gleichen Stammstrukturen I und III, besitzt jedoch zuséitzlich Stamm II; Ba-

sierend auf den in silico Berechnungen wurde das Aptamer folgendermaflen verkiirzt:
Struktur 1 wurde am 3’-Ende um 14 Nukleotide verkiirzt (1A); von Struktur 2 wurde
Stamm [ deletiert (2B), bzw. zusétzlich Stamm II verkiirzt (2C), des Weiteren wurde ei-

ne Struktur ohne Stamm III mit einem GPNR-Tetraloop am Ende der Stammstruktur II

generiert. Dunkelrot: konstante Primerregionen, dunkelgriin: invariable Nukleotide des
Konsensusbereichs der Klone K11, K91 und K103. n.b.: nicht bindend.

36



4.1 Tiam1

4.1.10 Einfluss der Aptamere K11, K91 und K103 auf den Tiam1-
beschleunigten Nukleotidaustausch

Die Beschleunigung des Nukleotidaustauschs an der GTPase Racl durch Tiam11033-1406
lasst sich tiber Fluoreszenzmessungen mit 3’-/2’-Methylanthraniloyl-markiertem GDP

(mantGDP) nachverfolgen.!® Dabei kommt es nach Assoziation des markierten Nu-

kleotids zu einer Erhohung der mant-Fluoreszenz. Es konnte gezeigt werden, dass

die Modifizierung an der 3’-bzw. 2’-Position der Ribose von Guaninnukleotiden die

Aktivitit der Reaktionspartner (GTPase, GEF) nicht oder nur minimal beeinflusst.!?
Fir die kinetische Untersuchung des GEF-katalysierten Nukleotidaustauschs wird
héufig die GTPase mit dem markiertem Nukleotid vorbeladen. Durch die Zugabe
eines hohen molaren Uberschusses an nicht-markiertem Nukleotid kann formal eine
niedrigere Reaktionsordnung angenomen werden, da die Riickreaktion der Reasso-
ziation von markiertem Nukleotid vernachldssigbar ist. Die intrinsische Austausch-
aktivitit von Racl ist mit einer Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten (k,¢f) von
0,7-10 %s~! sehr langsam.115 Sie lasst sich durch einen 50fachen molaren Uberschuss
von Tiam1yg33_1406 auf 36:10~%s~! steigern. Da fiir die Charakterisierung der Apt-
amere eine moglichst kleine Konzentration an Tiam14933-_1406 €ingesetzt werden soll-
te, um im Aptamertiiberschuss arbeiten zu konnen, machte die sehr langsame Kinetik
eine zuverldssige Bestimmung von Aptamereffekten unmoglich. Es wurde darauf-
hin die Isoform Rac2 fiir alle Austauschmessungen verwendet, die mit einer intrin-
sischen Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten von 1,2:10~%s~! #hnlich langsam
wie Racl austauscht, jedoch kann durch Zugabe eines 50fachen molaren Uberschus-
ses von Tiam1y033-1406 €ine 138fache Erhdhung des k,rr beobachtet werden.!® Zu-
erst wurden Dissoziationsmessungen von mantGDP-beladenem Rac2 (Rac2*mGDP)
durchgefiihrt. Alle Messungen fanden aufgrund der besseren Sensitivitdt an einem
Fluoreszenz-Spektrometer (PerkinElmer LS55) statt. Zu Beginn musste ein verniinf-
tiger Konzentrationsbereich von Tiam1p33-1406 und Rac2*mGDP gefunden werden,
der eine Charakterisierung der Aptamere ermoglicht. Konzentrationen von 100 nM
Rac2*mGDP und 700 nM Tiam1;p33-1406 ergaben fiir die Dissoziationsexperimente
ausreichende Signalunterschiede. Tiam1 konnte unter diesen Bedingungen die int-

rinsische k,¢s um den Faktor 4 erhhen. Im Anschluss sollte der Einfluss der Apt-

amere auf den Tiaml-beschleunigten Nukleotid-Austausch untersucht werden. Vor
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Abbildung 4.13: Tiam1-beschleunigter Nukleotidaustausch. (A) Intrinsischer Nukleotid-
austausch von 100 nM Rac2*mGDP und Tiaml-beschleunigter (770 nM); (B) Tiam1-
beschleunigter (770 nM) Nukleotidaustausch in Anwesenheit von 8 yM B50 RNA-
Bibliothek, K11, K91 und K103 und 50 uM GTP; (C) die durch eine exponentielle Kur-
venanpassung erhaltenen Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten k,s.

der Messung musste jedoch sichergestellt werden, dass die Aptamere im Austausch-
puffer (30 mM Tris, 50 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,8) an Tiam11033—1406
binden. Durch Filterbindungsexperimente konnten keine signifikanten Affinitatsein-
bufien zum Selektionspuffer (1x PBS, 3 mM MgCl,, pH 7,6) festgestellt werden. Des
Weiteren stellte ein RN Ase-Test die Integritdt der eingesetzten Aptamere sicher.

Die in Abbildung aufgefiihrten Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten las-
sen fiir die Aptamere K11 und K91 eine konzentrationsabhdngige Abnahme bis 8
uM erkennen. Eine ebenfalls leicht abnehmende Tendenz ist bei der B50 Bibliothek
als unspezifische Negativkontrolle zu erkennen. Einzig Klon K103, der als spezifi-
scher Tiam11033-1406-Binder mit einer Kp von circa 350 nM gefunden wurde, beein-
flusst den Guaninnukleotid-Austausch nicht. Auch wenn im Dissoziationsexperiment

ein inhibierender Einfluss auf den Tiam1-beschleunigten Austausch durch K11 und
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K91 nachweisbar war, so sind die absoluten Werte der Dissoziationsgeschwindig-
keitskonstanten sehr klein. Zuséatzlich zeigt die nicht-bindende B50 Kontrolle einen
schwachen inhibitorischen Effekt. Damit ein Aktivitatsverlust von Rac2 wahrend des
Beladens mit mantGDP ausgeschlossen werden konnte, sind alle Aptamere ebenfalls
in einem Tiam1-beschleunigtem Assoziationsexperiment von mantGDP an Rac*GDP
getestet worden. Im Wesentlichen ist zu erwarten, dass die Geschwindigkeitskon-
stanten fiir die Dissoziation und Assoziation bei identischen GTPase Konzentrationen
dhnlich grofs sind. Diese Tatsache ldsst sich durch die langsame Nukleotidfreisetzung
als geschwindigkeitsbestimmender Schritt und einer folgenden schnellen Nukleotid-
Reassoziation verstehen (Dr. Aymelt Itzen, personliche Mitteilung). Fiir die Asso-
ziation wurden die Konzentrationen von Rac2*GDP auf 2 uM vergrofiert und fiir
Tiam11933—1406 auf 220 nM verringert. Somit lieflen sich die eingesetzten Aptamere
in einem kleineren Konzentrationsbereich untersuchen. MantGDP lag mit 400 nM
im Unterschuss zur GTPase vor. Die gemessenen Geschwindigkeitskonstanten kg
sind in Abbildung aufgefiihrt. Die intrinsische Geschwindigkeitskonstante ks
wurde zu 13-10~* M~ s~ ! bestimmt und ist somit um den Faktor 10 groBer als die ge-
messene Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante ko f f mit 1,2:10~#s~. Dies ist nicht
verwunderlich, da die eingesetzte Rac2*GDP Konzentration mit 2uM 20fach hoher

war als Rac2*mGDP im Dissoziationsexperiment. Derweil erhohte Tiam1;33—1406 die

gemessene ks um den Faktor 7 auf 88-10~% s71.

4111 Zusammenfassung Tiam1;33_1405 Aptamere

Im vorangegangenen Kapitel ist der Einfluss der gegen Tiam1ip33_1406 Selektierten
Aptamere auf den Guaninnukleotid-Austausch untersucht worden. Dabei zeigte sich
ein inhibitorischer Effekt auf die Tiam1l-beschleunigte Dissoziation von vorbelade-
nem Rac2*mGDP sowie der Assoziation von mantGDP an Rac2*GDP. Es ist daher
davon auszugehen, dass die beiden Aptamere K11 und K91 neben ihrer spezifischen
Bindung an Tiam1j033-1406 dessen GEF-Aktivitdt inhibieren. Da das Aptamer K91
den grofiten inhibitorischen Effekt im Assoziationsexperiment zeigte und ferner den
niedrigsten Kp-Wert aller Klone besaf, sollte es fiir alle weiteren Studien verwendet
werden. Im Rahmen eines chemisch-biologischen Ansatzes stellen Aptamere vielsei-

tige Werkzeuge dar, um Zielstrukturen zu untersuchen. Oft lassen sich selektierte
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Abbildung 4.14: Tiam1-beschleunigte Assoziation von mantGDP an Rac2*GDP; (A) In-
trinische und Tiam1-beschleunigte (220 nM) Assoziation von mantGDP (400 nM) an
Rac2*GDP (2 uM) (B) Tiam1-beschleunigte (220nM) Assoziation von mantGDP (440 nM)
an Rac2*GDP (2 uM) in Anwesenheit von jeweils 3 uM B50 RNA-Bibliothek, K11 und
K91; (C) Alle Kurven wurden einfach exponentiell ausgewertet und die hieraus erhalte-

nen k,,; dargestellt. Die angegebenen Geschwindigkeitskonstanten sind aus mindestens

2 unabhédngigen Messungen gemittelt worden.
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Aptamere in Zellkultur-basierten Experimenten anwenden. Als so genanntes Intra-
mer (Intrazelluldres Aptamer) konnen sie durch Interaktion und Inhibition des Ziel-
proteins weitere downstream-Effekte verursachen. Ein Nachteil der Intramertechno-
logie ist speziell bei unmodifizierten RNA-Aptameren die Integritit innerhalb der
Zelle, da eine Vielzahl an intrazelluliren RNA-Abbauwegen existiert.'?! Es ergeben
sich hdufig Ungereimtheiten tiber die tatsdchliche intrazellulédre Stabilitdt, auch wenn
tiber RT-PCR-Untersuchungen eine grobe Abschidtzung der Halbwertszeit moglich
ist. Aus diesem Grund bedient man sich einer weiteren Aptamer-Anwendung: die
Verdrangung von der Zielstruktur durch niedermolekulare Substanzen (small molecu-
les) eroffnet einen alternativen Weg zum klassischen Aktivitats-basierten Hochdurch-
satzscreening. Die genaue Herangehensweise bei der Etablierung eines Aptamer-

Verdrangungsassays ist Gegenstand der folgenden Kapitel.

4.1.12 Aptamer-Verdringungsassays

Werden Aptamere als Werkzeuge zur Identifizierung von niedermolekularen Sub-

stanzen eingesetzt, so wird die Bindung zu ihrem Zielprotein in so genannten Aptamer-
Verdrangungsassays als Read-out verwendet. Die generelle Machbarkeit konnte mit

unterschiedlichen Ansitzen schon mehrfach eindrucksvoll bewiesen werden.?:30:1>
Es galt nun, auf der Grundlage von etablierten Assayformaten, einen Aptamerver-
drangungs-Assay fiir das Tiam11033-_1406-spezifische Aptamer K91 zu entwickeln und
mit diesem eine 18000 Verbindungen zdhlende Substanzbibliothek nach Hitsubstan-
zen zu durchsuchen. Den geringsten experimentellen Aufwand erfordert ein Fluores-
zenzpolarisations-basierter Aptamer-Verdriangungsassay.> Das Aptamer wird am 5'-
Ende mit einem Fluoreszenzmarker versehen und durch die Anregung mit pola-
risiertem Licht kann ein direktes Auslesen der Rotationsgeschwindigkeit erfolgen.
Diese ist u.a. abhdangig von der Grofie des Fluorophor-markierten Biomolekiils und
somit aufSerordentlich gut geeignet, um bindre Komplexbildungen zwischen einem
Aptamer-Protein-Paar anzuzeigen. Im Verlauf der Etablierung dieses Systems fiir
K91-Tiam11033—1406 konnten jedoch keine Bedingungen gefunden werden, die ein
stabiles Auslesen des Bindungszustandes erlaubten. Vermutlich sind die GrofSen-
unterschiede zwischen K91 (31 kDa) und Tiaml1g33_1406 (45 kDa) zu gering, um
einen signifikanten Unterschied in der Fluoreszenz Polarisation zu messen. Aus die-

sem Grund sollte ein weiterer etablierter Aptamer-Verdrangungsassay getestet wer-
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den. Ein ELISA-dhnlicher Ansatz setzt zuerst die Immobilisierung des Zielproteins
an Mikrotiterplatten voraus, bevor nach Zugabe der RNA und einem Waschschritt
das gebundene Aptamer durch Interkalation des Nukleinsdure-Farbstoffs Ribogreen
nachgewiesen werden kann.!®> Ebenfalls gelang es nicht dieses System fiir das Ausle-
sen einer stabilen K91-Tiam1;¢33-1406-Bindung zu optimieren. Vermutlich adsorbiert
das Protein vorzugsweise in einer suboptimalen Orientierung, sodass die Aptamer-
bindung verhindert wird. Aufgrund der negativen Befunde musste eine komplett
neue Richtung eingeschlagen werden, um die Etablierung eines K91-Tiam1 Aptamer-

Verdrangungsassays zu erreichen.

4113 Luminescence Oxygen Channeling als Basis fiir einen Aptamer-
Verdrangungsassay (ADLOC)

Luminescence oxygen channeling ist eine homogene Nanopartikel-basierte Methode, um
Interaktionen zwischen immobilisierten Biomolekiilen zu detektieren. Der Assay be-
steht im Wesentlichen aus zwei Komponenten: So genannte Donorbeads verfiigen
tiber eine mit Photo-Sensibilisatoren beschichtete Oberfliche, die nach Anregung mit
Laserlicht (680 nm) Singulett-Sauerstoff generiert. Dieses energetisch angeregte Sau-
erstoffmolekiil ist nun in der Lage eine Chemilumineszenz auf den so genannten Ak-
zeptorbeads auszulosen, was wiederum durch eine Beschichtung mit einem Gemisch
aus Thioxen, Anthracen und Rubren moglich wird. Durch die kurze Lebensdauer
von etwa 4 us in wéssrigem Medium!?? kann der Singulett-Sauerstoff bis zu 200 nm
entfernte Akzeptorbeads erreichen. Um mit diesem System Bindungen nachzuwei-
sen, konnen verschiedene Funktionalisierungen auf den Donor-und Akzeptorbeads
ausgenutzt werden, wie z.B. Streptavidin, GSH, Ni-NTA. Die zu analysierenden Bio-
molekiile lassen sich tiber entsprechende Affinitdtsanker wie Biotin, GST oder einen
Hexahistidinrest koppeln. Im Falle einer Interaktion der Analyten befinden sich bei-
de Beads in rdaumlicher Nihe, sodass der nach Bestrahlung mit 680 nm entstehende

Singulett-Sauerstoff auf den Akzeptorbeads eine Lumineszenz auslésen kann.

4.1.14 Etablierung ADLOC

Fir den ADLOC (Aptamer Displacement based on Luminescence Oxygen Channeling)-
Assay wurden Streptavidin-konjugierte Donorbeads und anti-FITC IgG konjugierte
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Akzeptorbeads eingesetzt. Somit sollte das Protein iiber einen Biotin-Anker an die
Donorbeads und das Aptamer {iiber ein 5’-terminales Fluorescein an die Akzeptorbe-
ads gekoppelt werden. Die Funktionalisierung des 5’-Endes von K91 mit Fluorescein
wurde iiber das Einfithren eines GMPS-Starter-Nukleotids am 5’-Ende (siehe |7.3.3)
und der anschlieffenden in vitro Kopplung mit 5’-Iodoacetamidofluorescein durchge-
fiihrt. Die initialen Experimente bei der Etablierung des LOC-basierten Assays kon-
zentrierten sich auf das Ermitteln der idealen Konzentrationen an Biotin-Tiam11033_1406
und 5-FITC-K91, um ein moglichst grofies Messfenster zur Verfiigung zu haben. Es
ergeben sich ndmlich bei zu geringer oder zu grofler Konzentration jedes Analy-
ten entweder eine Unter-oder Ubersittigung der Oberfliche der Beads, was zu einer
dramatisch verringerten Signalhohe fiihrt (Hook-Effekt). Durch Crosstritration von
Biotin-Tiam11p33_140¢ und 5-FITC-K91 wurden die Konzentrationen fiir eine maxi-
male Diskriminierung zwischen bindendem K91-Aptamer und der nicht-bindenden
B50-Bibliothek ermittelt (siehe Abb. £.15). Es ergaben sich folgende optimale Kon-
zentrationen: 5’-FITC-K91: 1 nM, Biotin-Tiam11p33_1406: 88 nM. Zusitzlich fiihrte die
Erhohung der Donor-und Akzeptorbeads Konzentration auf 66 pug/mL zu einem
deutlich stabileren Signal (siehe Abb. 4.15).

Weiterhin mussten im Hinblick auf ein Hochdurchsatzscreening die Einfliisse von
BSA, Tween 20 und Heparin untersucht werden. Bovines Serum Albumin (BSA) tragt
dazu bei unspezifische Wechselwirkungen des Proteins und der RNA an der Mi-
krotiterplattenoberfliche und zwischen den Beads zu verringern. Gleichzeitig sollte
die Konzentration an BSA jedoch so gering wie moglich gehalten werden, um ei-
ne theoretisch mogliche Interaktion mit den Screening-Substanzen zu unterbinden.
Es konnte mit einer Konzentration von 0,3 mg/mL BSA (4,8 uM) ein guter Kom-
promiss gefunden werden (siehe Abb. [£.16). Dariiber hinaus sollte im Vorfeld eines
jeden Hochdurchsatzscreenings die Verwendbarkeit von nichtionischen Detergenzi-
en wie Tween 20 oder Triton X100 in Erwdgung gezogen werden. Es konnte namlich
gezeigt werden, dass chemische Verbindungen, die in Substanzbibliotheken vorlie-
gen oft durch einen bloen Aggregationseffekt eine biologische Aktivitit zeigen.!?
Um dies auszuschlieflen sollten stets Detergenzien im Screening-Ansatz vorhanden
sein. Wie Abbildung zeigt wurden Konzentrationen an Tween 20 von 0,001 und
0,01 % (w/v) vom System akzeptiert. Diese Detergenzienkonzentrationen liegen weit

unter der kritischen Mizellbildungskonzentration (cmc) von etwa 0,1 % (Wasser).!?*
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Abbildung 4.15: ADLOC-Crosstitrationsexperimente (A) Anndherungstitration von K91
und Tiam1j(33_1406 bei einer Bead-Konzentration von 40 ug/mL, es ldsst sich erkennen,
dass tendenziell Aptamer-Konzentrationen kleiner 10 nM und Protein-Konzentrationen
kleiner als 100 nm zu einem maximalen Signal fithren. (B) Wiederholung der Crossti-
tration bei geringerer Aptamer-Konzentration, eine optimale Konzentration liegt somit
bei 50 nM Protein und 1 nM Aptamer vor. (C) Titration der Bead-Konzentration mit
50 nM Protein und 1 nM Aptamer. Es ldsst sich eine Maximierung des Signals bei 66
ug/mL erkennen. (D) Erneute Titration des Proteins bei einer Bead-Konzentration von 66
ug/mL. Experimente A und B représentieren jeweils 1 Triplikatmessung. 2 unabhéngige
Messungen sind in C und D dargestellt.
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Abbildung 4.16: ADLOC-Optimierungen mit 88 nM Tiam11033_1406, 1 NM Aptamer und
66 pg/mL Donor-und Akzeptorbeads. (A) Einfluss von BSA zwischen 1 und 0,1 mg/mL
auf das LOC-Signal(B) Einfluss von Tween 20 zwischen 0,1 und 0,001 % auf das LOC-
Signal (C) Einfluss von Heparin auf das LOC-Signal (D) Einfluss von DMSO auf das
LOC-Signal. Alle gezeigten Experimente spiegeln 2 unabhéngige Duplikatmessungen
wider.

Abschliefiend galt es rauszufinden, wie tolerant das System auf DMSO reagiert, da
alle zu testenden Substanzen in 100 % DMSO vorlagen. Es konnte eine weitgehend
stabile Interaktion von Tiam1ip33_140¢ mit K91 bis zu einer Konzentration von 3 %
DMSO nachgewiesen werden. Es ist eine moglichst geringe Konzentration an organi-
schem Losungsmittel angestrebt worden, da Tiam14933_1406 in Filterbindungsstudien
und Austauschexperimenten bei hohen DMSO-Konzentationen (10 %) deutliche Ak-

tivitatseinbufien zeigte.
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4.1.15 Durchfithrung ADLOC im Hochdurchsatz

Die Arbeitskreis eigene 18000 Verbindungen zdhlende Substanzbibliothek, die den
Lipinski-Regeln fiir wirkstoffihnliche Strukturen gehorchte,'?> sollte mit ADLOC auf
spezifische Tiam11033_1406-Inhibitoren durchsucht werden. Das Screening wurde in
zwei Abschnitte eingeteilt, im ersten (13000 Verbindungen) lag die Endkonzentrati-
on der Substanzen bei 10 uM in 1 % DMSO. Im zweiten Abschnitt erhohte sich die
Substanzkonzentration auf 30 uM in 3 % DMSO. Alle Substanzen sind im Vorfeld
auf eine Konzentration von 1 mM in 100 % DMSO verdiinnt worden, es befanden
sich jeweils 80 bzw. 88 Substanzen auf einer 96well Mikrotiterplatte. Diese wurde in-
nerhalb von 2h von -80 °C auf Raumtemperatur gebracht. Ein Tecan Freedom Evo
Pipettierroboter vermischte 3 uL Substanz der Mutterplatte mit 97 uL 1x Screening-
Puffer. Anschlieffend wurden jeweils 5 L Substanzverdiinnungen aus insgesamt 4
Substanzplatten auf die ersten 22 Spalten einer 384 Poxiplate pipettiert. Die letzten
beiden Spalten sind mit jeweils 5 yL 1x Screening-Puffer + 3 % DMSO aufgefiillt wor-
den. Danach wurden 5 uL eines frisch verdiinnten Tiam1/K91-Mixes in die ersten 23
Spalten pipettiert, die letzte Spalte beinhaltete die Tiam1/B50-Negativkontrolle zur
Bestimmung des z’-Wertes. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
in 1x Screening-Puffer vorgemischten Beads lichtgeschiitzt hinzupipettiert und die
gesamte Platte mit einer Folie luftdicht verschlossen. Es erfolgte vor der 2 stiindigen
Inkubationsphase bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss eine 1 miniitige Zentri-
fugation bei 1000 x g in der Plattenzentrifuge. Vor dem Messvorgang im Plattenleser
Berthold Mithras LB 940 wurde die Screening-Platte fiir 10 min im Gerét bei 25 °C
vorinkubiert. Die Messung im AlphaScreen-Modus erfolgte bei einer Anregungs-und
Emissionsdauer von 0,5 s. Fiir jede Platte wurde aus 16 Einzelmessungen der Positiv
(DMSO)- und Negativ (B50 Bibliothek)-Kontrolle der z’-Wert bestimmt. Die erhalte-
nen Werte variierten zwischen 0 und 0,6. Bei suboptimalen Werten (z'< 0,5) erfolgte
eine zweite Messung nach einer iiber Nacht Inkubation. Alle Substanzen, die ein Si-
gnal kleiner gleich 40 % des Ausgangssignals der Positivkontrolle zeigten, wurden
als Hit klassifiziert. Diese Grenze entsprach, je nach z’-Wert, einer Verringerung des
Signals um 3 bis 5 Standardabweichungen der Positivkontrolle. Eine exemplarische

Auswertung ist in Abbildung gezeigt.
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Abbildung 4.17: Exemplarische 384well-Platte des ADLOC Hochdurchsatzscreenings,
Spalte 1-22 ist mit Testsubstanzen befiillt, Spalten 23+24 beinhalteten die 16 Positiv-und
Negativkontrollen, die definierte Hitschwelle lag bei 40 % des Ausgangssignals der Po-
sitivkontrolle, die 3fache Standardabweichung der Positivkontrolle ist unter & 3 ¢ ein-
gezeichnet worden, in Spalte 8 lasst sich eine Hitsubstanz erkennen.

Im zweiten Screening-Abschnitt wurden 5000 Verbindungen mit einer erhchten
Konzentration von 30 M in 3 % DMSO getestet. Das Pipettierprotokoll wurde in-
sofern gedndert, dass die RNA zuerst zu den Verbindungen hinzupipettiert wurde
und somit kein Vormischen des Proteins mit der RNA mehr stattfand. Eine Ubersicht
beider Protokolle kann unter nachgelesen werden.

4.1.16 Screening-Ergebnis

Fiir die ersten 13000 Verbindungen ergaben sich 63 Primérhits, die das LOC-Signal
um mehr als 60 % reduzierten. Des Weiteren wurden 59 Verbindungen in die en-
gere Auswahl einbezogen, die & 5 % auf der Hitschwelle lagen. Im zweiten Scree-
ningabschnitt konnten insgesamt 137 Primaérhits aus 5000 Verbindungen identifiziert
werden, die die Signalhthe um 60 % verringerten. Da sich durch das kleine Volu-
men des Assayaufbaus bereits kleinste Pipettierungenauigkeiten stark auf das Signal
auswirken, sind alle gefundenen Substanzen erneut auf ihre Inhibition per Hand
nachgetestet worden. Erwartungsgemaf’ zeigten circa 70 % aller Hits in diesem ers-

ten Validierungsexperiment keine Aktivitdt mehr.!?3
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Abbildung 4.18: Identifizierung von LOC-spezifischen Falsch-Positiven und deren Hau-
figkeit; (1) Substanzen, die mit der Anregungswellenlinge von 680 nm interferieren;
sehr selten (2) Biotin-Mimetika sind ebenfalls in der Lage das LOC-Signal zu beein-
flussen; sehr selten (3) Singulett-Sauerstoff Quencher kénnen speziell bei hoheren Sub-
stanzkonzentrationen problematisch werden; selten (4) Neben den Hitverbindungen sind
Falsch-Positive vorstellbar, die das Aptamer binden. Weiterhin gehdren Proteasen- bzw.
RNAsen-kontaminierte Substanzproben zu der am hiufigsten gefundenen Klasse von
Falsch-Positiven; haufig (5) Substanzen mit einer hohen Affinitdt zu den anti-FITC IgG-
funktionalisierten Akzeptorbeads; selten (6) farbige Substanzen, die mit dem Messwel-
lenldangenbereich von 520-620 nm interferieren, sind durch ihre Farbigkeit schnell zu
identifizieren; selten.

4.1.17 Eliminierung von Falsch-Positiven

Um Primédrdaten von Screening-Artefakten zu befreien, miissen unter anderem Falsch-
Positive Substanzen identifiziert werden. Falsch-Negative Primérhits sind ebenfalls
problematisch, jedoch ist deren Eliminierung im vorgestellten LOC-basierten Hoch-
durchsatzexperiment schlichtweg unmoglich.

Es wurden nun Schritt fiir Schritt alle identifizierten Hitsubstanzen auf mogli-
che Interferenzen mit dem Assaysystem untersucht (siehe Abb. [4.18). Substanzen,
deren Eigenemission mit der Messwellenldnge zusammentfiel (6, Abb. , konnten
tiber die Farbigkeit (blau) identifiziert, sowie durch die Benutzung des AlphaScreen
TruHits-Pakets verifiziert werden. Dieses beinhaltet Streptavidin-Donorbeads und
biotinylierte Akzeptorbeads, die sofort nach dem Mischen interagieren und einen

Streptavidin-Biotin-Komplex ausbilden, der ein sehr starkes LOC-Signal generiert.
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Durch die Anwesenheit einer Verbindung, die mit der Emissionwellenlédnge interfe-
riert, fallt das Signal konzentrationsabhéngig. Es fielen insgesamt 6 Verbindungen
durch ihre blaue Farbe aus der KR-Bibliothek auf, bei denen eine Interferenz mit
der Emissionswellenldnge stattfindet (KR1:16-F11; KR1:16-G11; KR1:16-H11; KR1:17-
A2; KR1:17-B2; KR1:17-C2). Verbindungen, die durch eine rote Farbe potentiell mit
der Anregung bei 680 nm interferieren wurden nicht gefunden. Eine Vorinkubation
der Streptavidin-Donorbeads aus dem TruHits Paket mit den gefundenen Primarhits
lassen potentielle Biotin-Mimetika (2, Abb. auffallen, da diese Bindungsstellen
am Streptavidin besetzen und somit nach dem Hinzuftigen der biotinylierten Akzep-
torbeads zu einer deutlichen Signalverringerung fiihren. Es wurden ebenfalls keine
Biotin-Mimetika identifiziert. Verbindungen, die mit den Akzeptorbead-Konjugaten
anti-FITC-IgG interagieren sind ebenfalls denkbar (5, Abb. £.18). Sie lassen sich re-
lativ leicht durch Inkubation von FITC-konjugierten Donorbeads mit anti-FITC-IgG-
konjugierten Akzeptorbeads identifizieren (FITC Detection Kit). Es wurde hierbei ei-
ne Verbindung in der Substanzbibliothek gefunden (cg1:2-A10). Der nach der Anre-
gung der Donorbeads entstehende Singulett-Sauerstoff kann ebenfalls mit Substan-
zen wechselwirken und zu einem schnelleren Ubergang in den Triplettzustand fiih-
ren. Substanzen dieser Interferenzklasse stechen nicht durch Farbigkeit ins Auge, sie
lassen sich jedoch mit Hilfe des TruHits-Pakets aussortieren. Nach der Vorinkubati-
on der Donor-und Akzeptorbeads fiihren diese Verbindungen zu einer konzentrati-
onsabhidngigen Abnahme des Messsignals. Es konnten insgesamt 5 starke Singulett-
Sauerstoff Quencher in der Substanzbibliothek gefunden werden (cg1:28-G2; cg5:28-
A2; cg5:28-B2; cgb5:28-F2, cg5:28-H2). Die letzte Klasse von moglichen Interferenzsub-
stanzen (4, Abb. bezieht sich auf von auflen eingebrachte Verunreinigungen.
Hierbei sind vor allem Proteasen und RNasen zu nennen, die eine Signalreduktion
bewirken, indem sie einen der Interaktionspartner abbauen. Durch die sehr gerin-
ge RNA-Konzentration von 1 nM sind besonders RNasen eine gefdhrliche Quelle fiir
Falsch-Positive, da sie ubiquitdr sind und im Prinzip nur durch eine standige Prasenz
von RNase Inhibitoren eliminiert werden konnen. Die Identifizierung von RNasen
im Screening-Ansatz ldsst sich entweder iiber eine Inkubation von kleinen Mengen
(20 pmol) RNA mit der verdiinnten Substanz und einer anschliefenden Analyse im
Agarose-Gel durchfiihren, oder durch eine Vorinkubation der Substanz mit circa 20
U RNasin und einem anschlieBendem LOC-Experiment beweisen (siche Abb. 4.19).
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Abbildung 4.19: RNase-kontaminierte Substanzverdiinnung wurde mit RNase-Inhibitor
inkubiert und anschlieffend im LOC-Assay vermessen, Konzentrationen: 88 nM Biotin-
Tiam11933—1406, 1 NM 5’-Fluorescein-K91, 66 ug/mL Bead-Mix, 1 % DMSO.

Es stellte sich heraus, dass die Kontamination mit RNasen die bei weitem haufigste
Falsch-Positiv-Quelle gewesen ist. Insgesamt fielen 17 Substanzverdiinnungen durch
eine RNase-Kontamination auf, die wahrend des Verdiinnens in die Substanz gelangt
sein miissen, da beim Testen der unverdiinnten Bibliothekssubstanz keine Aktivitat

beobachtet wurde.

4.1.18 Tiaml-beschleunigter Guaninnukleotid-Austausch zur Validierung
der Hitsubstanzen

Nachdem 29 Substanzen als Falsch-Positive auffielen, sollten die verbliebenen Hits in
einem in vitro Guaninnukleotid-Austauschassay untersucht werden. Analog zur Apt-
amercharakterisierung wurden Assoziationsexperimente mit Fluoreszenz-markierten
Guaninnukleotiden durchgefiihrt. Da die Bibliothekssubstanzen nur in kleinen Men-
gen vorhanden sind, mussten alle funktionalen Tests in Mikrotiterplatten stattfin-
den. Anstelle von mantGDP wurde BodipyGDP!20:127 eingesetzt, das durch einen
fast sechsmal hoheren Extinktionskoeffizienten von € = 96000 L mol~'cm~! im Ver-
gleich zur mant-Gruppe, zu intensiveren Fluoreszenzsignalen fiihrt. Zuséatzlich lasst
sich BodipyGDP im sichtbaren Bereich anregen (488 nm), was zur Folge hat, dass
sich potentiell weniger Interferenzeffekte durch UV-aktive Substanzen ergeben. Das
Bodipy-Fluorophor ist ebenfalls iiber die 2’-/3’-Position der Ribose gekoppelt. Um
die Assoziation von mantGDP und BodipyGDP vergleichen zu konnen, wurden die

k,ps unter identischen Bedingungen berechnet (siehe Abb. |4.20). Zusitzlich erfolgte
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Abbildung 4.20: Tiam1-beschleunigte Assoziation von mantGDP bzw. BodipyGDP an
Rac2, (A) Berechnete k,;,; aus zwei unabhdngigen Messungen der Tiam1j33_1406-
beschleunigten Nukleotid-Assoziation von 400 nM mantGDP/BodipyGDP an 2 uM
Rac2*GDP (B) Struktur BODIPY® FL 2’-/ 3’-O-(N-(2-aminoethyl)urethan) (C) Struktur
mantGDP 2’-/3’-O-(N’-Methylanthraniloyl)guanosine-5-O-diphosphat.
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Abbildung 4.21: Einfluss von 0,001 % Tween 20 auf die k,,; der Tiam1-beschleunigten
Assoziation von BodipyGDP an Rac2*GDP.

eine Messung in Anwesenheit von 0,001 % Tween 20, um die Stabilitdt des Nukleotid-
Austauschs in Anwesenheit von Detergenzien zu bestimmen. Die Vergleichsmessun-
gen offenbarten dhnlich grofle Geschwindigkeitskonstanten fiir mantGDP und Bodi-
pyGDP, sodass sich die Verwendung von BodipyGDP nicht nachteilig auswirken soll-
te. Der Zusatz von 0,001 % Tween 20 fiihrte indes zur 30 %igen Verringerung der Ge-
schwindigkeitskonstante der BodipyGDP-Assoziation. Trotz der Aktivitdtseinbufien
sollte Tween 20 bei der Untersuchung der Hits eingesetzt werden, da sich dadurch
Substanzen, die durch eine unspezifische Aggregation die Enzymreaktion inhibieren,
leichter aussortieren lassen.!??

Um einen Uberblick der Inhibitionseigenschaften der Hits zu bekommen, wur-

den alle Substanzen bei 100 uM (1 % DMSO, 0,001 % Tween 20) getestet. Es stell-
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te sich dabei heraus, dass 80 % (30) keinen Effekt im funktionalen Assay zeigten.
Sechs Verbindungen fiihrten zu einer Verringerung der beobachteten Geschwindig-
keitskonstanten um 20 %. Bei zwei Substanzen konnte eine hohere Inhibition des
Guaninnukleotid-Austauschs beobachtet werden. In der folgenden Auflistung aller
getesteten Hitsubstanzen werden die gemessenen LOC-Signale des Screenings in

Klammern mit aufgefiihrt.

e Kein Effekt im Austauschexperiment bei 100 yM: cgl:23-A4 (15 %), cgl:24-
C3 (47 %), cg2:11-B3 (45 %), cg2:11-H6 (46 %), cg3:7-H3 (49 %), cg3:19-B9 (39
%), cg3:23-A3 (35 %), cg4:17-H7 (35 %), cg4:26-G2 (43 %), cg4:29-A9 (38 %),
cg6:2-A5 (15 %), cgb6:15-F6 (%), cgl:20-Al (47 %), cgl:28-G2 (42 %), cg3:11-A3
(46 %), cg3:16-A11 (43 %), cgl:22-A7(49 %), cg2:8-B3 (50 %), cg2:13-G8 (47 %),
cg2:27-B3 (46 %), cg3:2-E9 (47 %), cg3:12-G11 (50 %), cg3:21-A7 (43 %), cg4:4-H5
(48 %), cg4:9-B3 (50 %), cg4:10-D8 (50 %), cg4:11-H9 (47 %), cg4:15-A10 (46 %),
cg4:23-G10 (48 %), cg4:31-F10 (49 %)

e 20 %ige Verringerung k,,; bei 100 uM: cgl:1-E7 (49 %), cgl:24-E11 (48 %),
cg2:3-H2 (50 %), cg3:11-A3 (46 %), cg4:24-G10 (48 %), cg5:5-B9 (29 %)

e > 40 %ige Verringerung k,;; bei 100 M: cg2:4-B3 (50 %), cg4:7-E2 (56 %)

Nachdem 2 Substanzen identifiziert wurden, die eine Inhibition grofier gleich 40
% bei 100 uM zeigten, sollte der ICso-Wert abgeschatzt werden.

Fiir die Verbindung cg2:4-B3 konnte eine ICsy von 60+5 uM ermittelt werden.
Die IC5p von cg4:7-E2 wurde zu 100+12 M bestimmt. Nach der Charakterisierung
in einem Fluoreszenz-basierten Nukleotidaustausch, sollte weiterfithrend untersucht
werden, inwieweit die Verbindungen in der Lage sind das gebundene K91 in einem
Filterbindungsexperiment zu verdrdngen. Um dieser Frage nachzugehen, sind 1 nM
5’—[32P]—K91—Aptamer und 1 uM Tiam1jp33_1406 mit steigenden Konzentrationen der
Hitsubstanzen inkubiert und filtriert worden (siehe Abb. 4.23).

Es konnte gezeigt werden, dass die Verbindungen cg2:4-B3 und cg4:7-E2 in der
Lage sind in einem LOC-unabhidngigen Experiment das Aptamer vom Protein zu

verdrangen, wobei bei cg4:7-E2 der Effekt nur marginal zu sein scheint.
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Abbildung 4.22: Tiaml-beschleunigte Assoziationsreaktion von BodipyGDP an
Rac2*GDP bei steigenden Substanzkonzentrationen. Die erhaltenen k,;;-Werte wurden
zur Abschétzung eines 1Csp-Wertes fiir ¢g2:4-B3 und cg4:7-E2 verwendet. (A) Tiaml-
beschleunigte Assoziation von BodipyGDP an Rac2*GDP mit steigender Konzentration
von cg2:4-B3. (B) Ubersicht der berechneten Geschwindigkeitskonstanten ks der Tiam1-
beschleunigten Assoziation von BodipyGDP an Rac2*GDP. Alle Reaktionen fanden bei
einer konstanten DMSO-Konzentration von 1% statt. (n=2)
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Abbildung 4.23: Kompetitive Filterbindung von K91 mit Tiam1;p33_1406 in Anwesenheit
von steigenden Konzentrationen an cg2:4-B3 und cg4:7-E2, alle Experimente fanden bei
1 % DMSO und 0,001 % Tween 20 statt. Die Ergebnisse sind in 2 unabhéngigen Filter-
bindungen bestétigt worden.
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4.1.19 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der identifizierten Hits

Um einzelne Strukturelemente der gefundenen Substanzen miteinander vergleichen
zu konnen und ihren Beitrag zur Aktivitit im Guaninnukleotid-Austauschassay zu
ermitteln, wurde eine Suche nach verwandten Strukturen innerhalb der Substanz-
bibliothek durchgefiihrt. Des Weiteren konnte durch die Diplomarbeit von Barbara
Albertoni'?® auf die freie Siure der Verbindung cg2:1-D9 zuriickgegriffen werden,
die im Rahmen eines Screenings gegen die PAZ-Domiéne aus dem menschlichen
Argonaute Protein identifiziert worden ist. Die Auflistung in der folgenden Abbil-
dung ist nicht vollstandig, sie soll jedoch verdeutlichen welche funktionelle Grup-
pen fiir die Aktivitdt essentiell sind. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
freie Saurefunktion (R,=OH) fiir die Aktivitit im Guaninnukleotid-Austausch mit
verantwortlich ist (siehe Abb. [£.24). Unabhéngig vom Rest R; inhibieren alle Sauren
die Tiam1-Austauschaktivitdt. Ferner muss davon ausgegangen werden, dass die Bi-
bliotheksverbindung cg2:4-B3 mit der freien Sdure verunreinigt sein muss. Die neu
synthetisierte Verbindung cg2:4-B3 zeigte eine erheblich geringere Inhibition als die
Bibliotheksverbindung cg2:4-B3 im Austauschassay. Zusitzlich war die neu synthe-
tisierte freie Sdure von cg2:4-B3 ebenfalls in der Lage den Nukleotidaustausch zu
inhibieren. Die zweite Hitstruktur cg4:7-E2 ist aufgrund der deutlich geringeren In-
hibitionseigenschaften nur mit einer weiteren strukturell sehr dhnlichen Bibliotheks-
verbindung verglichen worden. Es liefs sich zeigen, dass der Rest R; aromatisch sein

muss, denn ein Austausch mit Tetrahydrofuran fithrt zum Aktivitdtsverlust (siehe

Abb. [£.25).
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Abbildung 4.24: Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Hitsubstanz cg2:4-B3; GNE:
Guaninnukleotid-Austausch, griiner Balken: ICsy < 60 uM, gelber Balken: ICsy < 100
uM, roter Balken: keine Aktivitdt im Guaninnukleotid-Austausch messbar. Substanzen,
bei denen eine Neusynthese erfolgte, sind entsprechend gekennzeichnet.
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Abbildung 4.25: Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Hitsubstanz cg4:7-E2; GNE:
Guaninnukleotid-Austausch, gelber Balken: ICsg < 100 uM, roter Balken: keine Aktivitét
im Guaninnukleotid-Austausch messbar.
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4.2 Vavl

4.2.1 Vavl als Zielprotein einer in vitro Selektion

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit stand das Protein Vavl im Fokus einer
Aptamerselektion. Vavl gehort ebenfalls zur Klasse der Rho-GEFs, die sich durch
eine DH-PH-Tandemdomaéne auszeichnen. Es wird in hdmatopoetischen Zellen ex-
primiert und ist dort besonders wichtig bei der T-Zell Entwicklung und Funktion.?*
Durch den modularen-Aufbau des Proteins besitzt Vavl zusatzlich GEF-unabhéangige
Funktionen, die durch die Protein-Protein Interaktionsdominen SH2 und SH3 ver-
mittelte Adaptorfunktion soll exemplarisch genannt werden.!?>1%0 Vav1 besitzt mit
Vav2 und Vav3 zwei weitere Isoformen, die jedoch ubiquitdr exprimiert werden. Eine
Aptamerselektion gegen die DH-Domaéne von Vavl ist insofern sehr interessant, da
spezifisch bindende und GEF-inhibierende Aptamere die Moglichkeit eroffnen den
Einfluss der Guaninnukleotid-Austauschaktivitat auf die vielfaltigen Funktionen von
Vav1 zu untersuchen.

Die in vitro Selektion sollte gegen die funktionale GEF-Doméne von Vavl durch-
gefithrt werden. Die isolierte DH-Doméne muss jedoch im 50fachen Uberschuss ge-
geniiber der GTPase vorliegen, um im in vitro Nukleotid-Austausch eine Beschleu-
nigung zu beobachten.!® Eine Erklarung liefert das Fehlen der Zinkfingerregion, da
diese einen erheblichen Einfluss auf die Stabilisierung der DH-Doméne wihrend des
Nukleotid-Austauschs ausiibt.® Da der Erfolg einer Aptamerselektion im Vorfeld
nicht bestimmt werden kann,'® sollten mehrere Selektionen gegen unterschiedliche
GEF-Konstrukte parallel stattfinden. Es sind deshalb folgende Konstrukte aus E.coli
aufgereinigt worden: Ein C-terminal Strep-tag markiertes Konstrukt Vavlyzg_377, das
die regulatorische Aminosédure Tyr174 enthélt. Die C-terminal Strep-tag markierte iso-
lierte DH-Doméne: Vavlig;_377. Das dritte Konstrukt Vavligg_s575 umfasste die DH-
PH-ZF-Doménen und wurde als N-terminales GST-Fusionsprotein aufgereinigt. Des
Weiteren wurden 200 ug Vavlizy_zy7 durch eine Phosphorylierung von Tyrl74 mit

der Src-Kinase aktiviert, im Text als Vav* gekennzeichnet.

4.2.2 Expression und Aufreinigung der Vavl-Konstrukte

Die aufgereinigten Proteine Vavlijz_3y; und Vavlig;_37y wurden freundlicherwei-

se von Waldemar Kolanus (LIMES Institut, Molekulare Immunologie, Universitét
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Abbildung 4.26: Vavl: Doménen und verwendete Konstrukte: CH: Calponin-homolog,
AC: Acidic region, DH: Dbl homolog, PH: Pleckstrin homolog, SH2: Src homolog 2, SH3:
Src homolog 3; die Aminosduren-Nummerierung basiert auf dem UniProt KB-Datensatz
P15498.

Bonn) zur Verfligung gestellt. Durch den C-terminalen Strep-tag, der eine Affini-

t,132 musste kein Biotinanker in vitro ein-

tit von 2,7-10° M1 zu Streptavidin zeig
gefiihrt werden. Die Kopplung an die Streptavidin-Dynabeads (siehe konnte
somit direkt erfolgen. Das Konstrukt Vavlige_s75 ist aus der menschlichen Vav1l cD-
NA durch eine PCR (siehe herausamplifiziert und tiber BamHI/EcoRI in einen
pGEX-TEV Vektor einkloniert worden (siehe [7.3.8). Es musste zusitzlich die Mu-
tation M351T eingefiihrt werden, um die Ausbeute an 16slichem Protein wihrend
der Expression in E.coli merklich zu erhhen.!®® Die GEF-Aktivitdt bleibt von die-
ser Mutation unbeeinflusst. Der Expressionsvektor wurde schliefllich in BL21 (DE3)
Tuner Zellen transformiert. Die Expression wurde bei einer ODgpp von 0,6 mit 0,2
mM IPTG induziert und fiir 20 h bei 22 °C fortgesetzt. Nach Zellaufschluss (siehe
und Zentrifugation unléslicher Bestandteile wurde der 1osliche Uberstand iiber
eine GSH-Affinititschromatographie aufgereinigt (siehe [7.4.4). Der GST-Tag wurde
tiber Nacht proteolytisch (TEV-Protease) abgespalten. Der abgetrennte Affinitatsan-

ker konnte tiber eine zweite GSH-Affinitdatsdule entfernt werden. Nach der abschlie-
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lenden Ni-NTA-Affinitdtssdule, durch die eine Abtrennung von His;o-TEV gelang,
wurde Vavlygg_s75 biotinyliert, an Dynabeads gekoppelt (siehe |[7.5.3) und bei 4 °C

zwischengelagert.

4.2.3 SELEX-Bibliothek

Die in vitro Selektion fand mit der B50 Bibliothek statt (siehe [4.1.4).

4.2.4 Das Selektionsschema

Vor dem ersten Selektionsszyklus wurde die Affinitit der RNA-Bibliothek zu den
Zielproteinen Vavlizg_377, Vavl*170_377, Vavligi_377 und Vavligg_s75 in einem Filter-
bindungsexperiment mit intern [*’P]-markierter RNA (siehe untersucht. Fiir die
isolierten DH-Konstrukte sind schwache Filterretentionen im Konzentrationsbereich
0-2 uM festgestellt worden. Jeweils 200 ug Protein wurden an 500 uL Streptavidin-
Dynabeads gekoppelt (siehe [7.5.3). Die Selektion ist im ersten Zyklus mit einem 4fa-
chen Uberschuss RNA zu Protein begonnen worden. Die genauen Bedingungen fiir
jeden Zyklus sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst. Die detaillierte Be-
schreibung der in vitro Selektion ist dem Abschnitt zu entnehmen. Dadurch, dass
auf eine PAGE-Aufreinigung der in vitro Transkription verzichtet wurde, war es mog-
lich bis zu 3 Zyklen pro Tag zu durchlaufen und die gesamte Selektion innerhalb

einer Woche zu beenden.

Tabelle 4.2: Selektionsbedingungen fiir Vavlyyg_3y7 / Vavl*i70_377 / Vavligi_s77, nb.:
nicht bestimmt.

Zyklus pmol Protein pmol RNA Waschschritte PCR Zyklen

1 250 1000 2x 150 puL 10/10/10
2 250 n.b. 2x 200 uL 12/12/12
3 250 n.b. 3x 200 pL 12/12/17
4 250 n.b. 4x 200 puL 12/12/16
5 250 n.b. 5x 200 uL 12/12/16
6 250 n.b. 5x 200 pL 12/12/16
7 250 n.b. 5x 200 pL 12/12/16
8 250 n.b. 5x 200 puL 10/15/10
9 250 n.b. 5x 200 uL 8/10/8
10 250 n.b. 5x 200 pL 9/9/9

11 250 n.b. 5x 200 pL 8/8/9
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Abbildung 4.27: Filterbindungsanalyse der Vav1-Selektionen; A: intern [*?P]-markierte
RNA der angegebenen Selektionsrunden wurde auf Bindung an das entsprechende
Vav1l-Konstrukt untersucht. B: Logarithmische Darstellung der in A erhaltenen Filter-

retentionen.

— Fortsetzung Selektionsbedingungen —

Zyklus pmol Protein pmol RNA Waschschritte PCR Zyklen
12 250 n.b. 5x 200 L 7/8/9

Durch eine Filterbindungsanalyse mit intern [*?P]-markierter RNA konnte die
Anreicherung von bindenden Sequenzen fiir Vavlizy_377, Vavl*170_377, Vavligi_z77
nach 12 Zyklen bestitigt werden (siche Abb. £27). Im Gegensatz lie sich keine
Anreicherung fiir das Zielprotein Vavligg_s75 beobachten (Daten nicht gezeigt). Die
RT-PCR-Amplifikate des 12. Zyklus der drei erfolgreichen Selektionen wurden tiber
TA-Uberhénge in den Vektor pCR2.1 TOPO einkloniert und sequenziert (siehe .

4.2.5 Charakterisierung der Monoklone

Insgesamt sind 60 Monoklone aus 3 erfolgreichen Selektionen sequenziert, in silico
verglichen!'® und in Sequenzfamilien eingeteilt worden. Fiir die Filterbindungsstudi-
en mussten alle Klone aus dem Klonierungsvektor herausamplifiziert werden (siehe
7.3.1). Die in vitro Transkription fand in Anwesenheit von [*?P]-GTP statt, sodass die
intern-markierten Sequenzen direkt im Filterbindungsexperiment getestet und klas-

sifiziert werden konnten. Die Analyse der Selektion gegen Vavlyyy_377 ergab 6 Klone
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mit einer Affinitdt kleiner als 1 M. Fiir das phosphorylierte Konstrukt Vav1*;70_377
konnte hingegen nur eine einzige Sequenz mit einer Affinitit kleiner 1 yM gefunden
werden. Ahnlich sah das Ergebnis fiir das kiirzeste Konstrukt Vavlig;_377 aus. Auch
hier sind nur 2 Sequenzen in die engere Auswahl gekommen. Eine Ubersicht aller
erhaltener Klone gibt Abbildung

Anschliefiend erfolgte eine genaue Bestimmung der Affinitdt und Spezifitit der
affinsten Monoklone. Hierfiir wurden die RNA Sequenzen V7, V16, V20, V21, V22,
P10 und 11 am 5-Ende dephosphoryliert und mit 7-[3*P]-ATP radioaktiv markiert.
Wiederum sind Filterbindungsexperimente mit circa 1 nM markierter RNA und meh-
reren Kontrollproteinen durchgefiihrt worden. Die Spezifitdtsuntersuchungen fanden
bei einer konstanten Proteinkonzentration von 2 uM statt. Die Bindung der Kontroll-
proteine wurde als vernachldssigbar gewertet, wenn eine Filterretention von maximal
1/10 des Zielproteins bei der gegebenen Konzentration von 2 uM bestimmt werden
konnte. Wie sich herausstellte, wies Klon V20 eine sehr geringe Filterretention von 2
% unter Sattigungsbedingungen mit Vavly7y_377 auf. Es konnte somit nicht sicherge-
stellt werden, dass V20 eine spezifische Bindung zeigt, was zum Ausschluss dieser Se-
quenz fiihrte. Ebenfalls musste Klon P10 aussortiert werden, da sich die Gesamtreten-
tion unter Sattigungsbedingungen fiir Vavlyz_377 und Vav1l*7y_377 von Streptavidin
nicht unterschied. Eine nahezu quantitative Bindung an Vavljz_37; und Vavlig 377
konnte fiir Klon V22 beobachtet werden. Durch die ebenfalls hohe Bindung an die
DH-Domiéne von Tiam1 musste auch dieser Klon als spezifischer Vavl-DH-Binder
ausscheiden. V7, der eine Gesamtretention von 50 % fiir Vavly79_377 und Vavligi_z77
zeigte, fiel jedoch durch eine starke Bindung an die RasGEF-Domine von RalGDS
auf. Ubrig blieben die Klone V16, V17, V21 und 11, die eine spezifische Bindung an
das Selektions-target Vavl zeigten. Die ermittelten Kp-Werte fiir die spezifischen Se-
quenzen sind in Abbildung aufgefiihrt, sie lagen alle im mittleren nanomolaren

Bereich.

4.2.6 Vergleich der Aptamere und in silico Sekundarstrukturberechnung

Da alle Aptamere eine dhnliche Affinitdt zu Vavlyy_377 zeigten, lag die Vermutung
nahe, dass sie ein Konsensusmotiv teilen. Es konnte durch einen Sequenzvergleich
mit dem MEME-Webserver!'!® ein 10 Nukleotide langer C-reicher Bereich ermittelt

werden, der von allen Klonen geteilt wird. Dariiber hinaus stelle sich die Frage, ob
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Vavli70.377

Klon (Haufigkeit) Sequenz randomisierte Region 5'-3' Ky
V21 CUUCAGGACUCCAGACARUCRAGARRARGRACC| AG: CCCCAC|ACGCuGA <1lpM
V22 G UUGGUA ‘UCCCAC CCGRUGARA JCi <1lpM
v GGAGCCCUCCGCCAACACAGUGUA|AGGCCCCCCAR <1luM
V17 CACUCARRUGGCA | AG. CCcCce <lpM
V1l (10) GRAARCUCUUGAACAGGAGACCUGGC | AMAACUCCCAC | CUAUGUGCCAUAGCRA nb
V5 CCCARACGCCRACCAUUUCGCACGCAUC ARC|AUUCCCCC nb
v27 CUAC C | GCCRAGAAUGCCAGCACCCARAGGARCCCCCCUGU nb
vie GRAUCRCGUCARUUACGUAGARUCRARUGC C |ACUUURAD <lpM
V10 UGBEACA C | CCGRGRCAG) \UGUGGAACGCGACUAGRACGCU nb
V1 GCUGGUAUCUGGRACCAGGG UGCCCUCAUCCAGCAGAGC nb
v8 CARCRRCUCCAAGAGARC! GCACCUCCCAC | GUCUACUCCCUGCUCAU nb
V2 AGCACCCC C AUGCAGARARUGAAC! GCCARRAGAGCR nb
V12 ACGUCRAACUCUGCGCACGCGAACCARCCCUG|AGUACCACCAC | CCCRARC nb
V25 GCGACG? GCCUGGGGCGACCUCGGA| CCUGC; nb
V4 CCCGARCUC BAR GAAGCGCUCCACG C uc nb
V20 CAACGUGGUCA | ACCCCCUCCAR | AGGRUCCCCCGCUUUGGARACC. <luM
V21 <lpM
vz ARG nb
v |AGRARRACGE A nb

, v.AAM

Vavlqgq.377

Motiv 3
18 (2x) G JRAGH ol nb
14 ] nb
27 CCCCCCAC| ACCUGUAAUGAGAGRUCG nb
24 CCCCCCCU| UACGAGUGAUUGACAGCUACGA nb
10 cecau| cocuucacecae nb
bt JecunusasCas i it
22 C nb
9 ] o nb
1 CRAGGACGCAGUGUCE. nb
4 CGGGCUAUUA CAAUAGAUUUGGUAGCCA nb
25 CRGGUGAGCCRAGACAGGAGUU CUGCCCGCGGT: nb
17 CCGOCCUUGEUA e <1pM
17 GCCCGACGGCUACUCAUGUGCAC CGGAGACA nb
8 UCUCAGUGAUGGCGCCC UCGCUCCCUCACCGUCACUGGG: nb

Vav1*170-377

P3 GUGAUCCARCCGGUGGCARUGARAGAU: 'CCCUGRACCCARUGC!

P& CUUG:

P7 U le ! ") ACACAGCCCARARCCCCC!

P18 (2x) ic C b
p27 aeecaveC SRARACG b
Pl CCCC: UUGCCAAUUGCGUUCC ne
P12 AARAGCGRUCG GCC nb
P22 3 CCUA( nb
Pl6 nb
PS5 b
P8 Siifer Wl

P20 CARAUGCGCCACCCC:

P17 “BCCGCGARCA

P13

P23 no
rl4 no
P10 JARACUCUAGUGUUCCCCCCGC <1lpM
P4 UCUGUCGCGCCCCCOC SGCAGAUGUUUGCAAG nb
P15 AACGCGCGCGUUCCCGAARCAUCCUUCGCUCCCCUGCC nb

Abbildung 4.28: Ubersicht aller sequenzierten Monoklone der Vav1-Selektionen. Die
Haufigkeit sowie eine Einteilung in Konsensusmotive und eine erste Abschidtzung der
Affinitat nach einem Filterbindungsexperiment von intern [32P]-markierten Sequenzen
ist angegeben. nb = nicht bestimmbar im Konzentrationsbereich 0-2 uM.
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Abbildung 4.29: Die Spezifitit der affinsten Monoklone fiir Vavl wurde bei einer kon-
stanten Proteinkonzentration von 2 yM untersucht. (A) Normierte Filterretentionen der
eingesetzten Monoklone aus der Vavljyy_s77-Selektion. (B) Normierte Filterretentionen
der eingesetzten Monoklone aus der Vavlig; _377—und Vav1*;79_377-Selektion.(n=2)
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Abbildung 4.30: Kp-Wert-Bestimmung der Vavl-Aptamere (A) Aptamere der
Vav1li79_377-Selektion und des Klons 11 (B) Aptamer der Vavlig;_377-Selektion.(n=3)
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dieses Motiv bei der Bildung von Sekundarstrukturen beteiligt ist, d.h. ob es einzel-
strangig oder Basen gepaart vorliegt. Abermals wurde eine in silico Faltungsanalyse
der RNA durchgefiihrt. Der von M.Zuker entwickelte Algorithmus'!” berechnet die
energiedrmste Konformation unter definierten Bedingungen: 1 M NaCl, 37 °C. Die
energetisch giinstigsten Faltungen sind in Abbildung dargestellt.

4.2.7 Charakterisierung der Monoklone im Nukleotid-Austauschassay

Die isolierte DH-Doméne von Vav1 ist nicht in der Lage den Guaninnukleotid-Aus-
tausch an der Rho-GTPase Racl zu beschleunigen. Zur vollstindigen Aktivitat miis-
sen die C-terminale PH-und ZF (Zinkfinger)-Doméne vorhanden sein, da diese die
DH-Doméne wihrend der Interaktion mit Racl stabilisieren.> 133

Fiir die Guaninnukleotid-Austauschexperimente konnte somit nicht das fiir die
Selektion eingesetzte Konstrukt Vavli7_377 bzw. Vavlyg; 377 verwendet werden. Statt-
dessen kam das Konstrukt Vavligg_575 (M351T) zum Einsatz. Der Austausch-Assay
sollte analog zu den Versuchen fiir Tiam1jp33—1406 aufgebaut werden. Die GTPase
Racl wurde mit mantGDP vorbeladen (siehe , sodass die Dissoziation nach
Zugabe eines 500fachen Uberschusses GTP aufgezeichnet werden konnte. Alle Ex-
perimente sind mit 100 nM Rac1*mGDP, 200 nM Vavl;gg_575 und 50 uM GTP durch-
gefiihrt worden. Die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante der intrinsischen Aus-
tauschaktivitit von Racl wurde zu 1,2 -10~%s~! bestimmt, was im Einklang mit pu-
blizierten Daten steht.!'® Durch die Zugabe von 200 nM Vavligg_sy5 liefs sich die Dis-
soziationsgeschwindigkeitskonstante auf 35 (+2) -10~%s~! erhshen. Bevor die Apt-
amere im Austausch untersucht werden konnten, wurde die Integritat im Agaro-
segel sichergestellt. Das wichtigste Vorexperiment war hingegen eine Filterbindung
der Aptamere mit dem GEF-aktiven Vavl-Konstrukt im Reaktionspuffer (40 mM He-
pes, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM DTT, pH 7,4). Es konnte gezeigt werden,
dass die Aptamere ebenfalls am ldngeren Vavligg_575 binden und unter den verédn-
derten Pufferbedingungen keine signifikanten AffinititseinbufSen auftraten (Daten
nicht gezeigt). Die Aptamerstudien sollten mit hohen RNA-Konzentrationen begon-
nen werden, um eine ziigige qualitative Aussage tiber die Inhibierungseigenschaften
der Aptamere machen zu kénnen. Es wurden daraufhin mit jeweils 4 yM Aptamer
die Austauschexperimente durchgefiihrt und die erhaltenen Kurven tiber eine expo-

nentielle Kurvenanpassung ausgewertet (siehe [4.32).
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in silico Sekundéarstrukturvorhersage der Vavl-Aptamere; dunkelrot

Abbildung 4.31

sind die konstanten Primerbindestellen dargestellt; dunkelgriin wurde der C-reiche Kon-

sensusbereich eingefarbt.
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Abbildung 4.32: Vavl-beschleunigter Nukleotid-Austausch an Rac1*mGDP in Anwe-
senheit von Vavl-spezifischen Aptameren. (A) Fluoreszenzverlauf der Dissoziation von
Rac1*mGDP durch Vavligg_s75 in Anwesenheit von 4 yM der angegebenen Aptamere
(B) Der Kurvenverlauf in A wurde mit einer exponentiellen Funktion angeglichen und
die entsprechenden Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten daraus berechnet(n=2).

Es stellte sich heraus, dass keines der Aptamere bei einer Konzentration von 4
uM eine signifikante Verringerung der Austauschaktivitdt von Vavligg_s575 bewirken
konnte. Hohere Aptamerkonzentrationen sind nicht getestet worden, da sich im Ver-
gleich mit Tiam1 unter identischen Konzentrationsbedingungen bereits eine Inhibie-
rung zeigte. Es muss davon ausgegangen werden, dass die gefundenen Aptamere die

Vav1-GEF-Aktivitit an Racl nicht beeinflussen.

4.2.8 Charakterisierung der Aptamere im Phosphorylierungsassay

Die Klone V16, V17 und V21 konnten im angereicherten Sequenzpool der in vitro
Selektion gegen das Konstrukt Vav1li7y_377 identifiziert werden. Somit bestand eben-
falls die Moglichkeit, dass die N-terminale autoinhibitorische Helix, die unter an-
derem das regulatorische Tyr174 beinhaltet, von den Aptameren erkannt wird. Da
die GEF-Aktivitdt von Vavl sehr effektiv durch die Phosphorylierung von 3 Tyro-
sinresten (Y142, Y160, Y174) in der AC-Domaéne reguliert wird, 1313 konnte eine
Aptamerinteraktion durchaus zu einer Modulation dieser Phosphorylierung fiihren.
Schlussendlich kdme es dadurch ebenfalls zu einer Inhibition der Austauschaktivitat

von Vavl. Zur Kldarung dieser Fragestellung sollte ein in vitro Phosphorylierungsassay
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Abbildung 4.33: in vitro Phosphorylierung von 500 nM Vavljzy_377 in Anwesenheit
der Aptamere 11, V17, V21 und V22; (A) Western Blot Quantifizierung der Vavlyzg_3zy7
Src-vermittelten Phosphorylierung, Nachweis tiber anti-pTyr-Antikorper, das Signal der
B50-Kontrolle wurde auf 100 % gesetzt. (-) entspricht ohne Kinase, (+) entspricht mit
Kinase und ohne RNA. (B) Représentativer Western Blot nach Inkubation mit anti-pTyr-
Antikorper.(n=2)

eingesetzt werden, der wie folgt aufgebaut war: Nach der Inkubation der Aptamere
(1000 nM) mit Vavly79_377 (500 nM) wurde durch Zugabe von ATP (500 yM) und Src-
Kinase (50 nM) die Phosphorylierung von Tyr174 fiir 30 min durchgefiihrt. Nach dem
Abstoppen der Reaktion mit einem Uberschuss EDTA sind die Proben iiber ein SDS-
PAGE-Gel aufgetrennt und iiber einen Western Blot mit einem anti-pTyr-Antikorper
quantifiziert worden. Die ATP-Konzentration lag weit iiber dem Kjy-Wert der Src-
ATP Interaktion (circa 10 #M).13¢ Alle Western Blots Daten spiegeln Duplikate aus
2 unabhéngigen Experimenten wider (sieche Abb. [£.33). Der Phosphorylierungsgrad
von Tyr174 wird durch die Anwesenheit der Aptamere entgegen der Erwartung nicht
kleiner, sondern steigt. Besonders eindrucksvoll ist dies bei Monoklon V21 und V22
zu erkennen. Auch wenn die Standardabweichungen hoch sind, so ldsst sich ein Ef-
fekt fiir die Src-vermittelte Phosphorylierung von Vavliy_37; durch die Aptamere
V21 bzw. V22 beobachten. Aufgrund der hohen Standardabweichungen sollten die
Effekte der in vitro Phosphorylierung durch eine weitere Messmethode validiert wer-

den.

67



4. ERGEBNISSE

0,
N _
50000
-©- plTyr174
? “ ) S 400004 a8 Tyr174
/
\ P 30000
B Donor W C B &
‘‘‘‘‘‘‘ onor . C ; { s
ﬁﬁﬁﬁﬁ seads BB | o SHostanm 20000~
(% A 10000

"' Src Kinase 07 T T T T !
C 0 10 20 30 40 50
M Vav, 171-385 [nM]

Abbildung 4.34: LOC-basierter Phosphorylierungsassay (A) Schematische Darstellung
des Assayaufbaus: Das zu analysierende Substrat wird tiber eine Biotin-Streptavidin In-
teraktion auf den Donorbeads immobilisiert, nach der Phosphorylierung sind anti-pTyr-
Antikorper-funktionalisierte Akzeptorbeads in der Lage mit dem Substrat zu interagie-
ren, sodass ein LOC-Signal ausgelesen werden kann. (B) Titration von Vavljz_3y7 und
Vav1*170_377 zur Bestimmung der optimalen Donorbead-Beladung.

4.2.9 Charakterisierung der Aptamere im LOC-basierten Phosphorylierungs-
assay

Um den aktivierenden Effekt der Aptamere in einem homogenen Versuchsaufbau zu
validieren, wurde ein weiteres Mal auf einen [uminescent oxygen channeling (LOC)-
basierten Assay (siehe zurtickgegrifffen. Durch den C-terminalen Strep-tag von
Vavliz_3y7 liefsen sich Streptavidin-Donorbeads zur Immobilisierung und anti-pTyr-
Antikorper-funktionalisierte Akzeptorbeads zur Erkennung von pTyr einsetzen. Nach
der Phosphorylierung von Tyr174 kommt es somit zur Komplexbildung, die sich
durch ein LOC-Signal auslesen lasst.

Zuerst wurde in einem Titrationsexperiment die optimale LOC-Konzentration
von Vavliy_377 ermittelt (sieche Abb. . Es konnte ein Signalmaximum bei ei-
ner Konzentration von 20 nM des phosphorylierten Vavlyyy_377 beobachtet werden.
Diese Substratmenge wurde fiir die folgenden Phosphorylierungsstudien als End-
konzentration im LOC-Experiment eingesetzt.

Wie in Abbildung zu erkennen ist hat das LOC-Experiment einen relativ
grofien Hintergrund von 10000 cps. Nach der spezifischen Phosphorylierung der
Aminosdure Tyrl74 von Vavlizg_s7z mit 80 nM Src-Kinase und 500 yuM ATP wer-
den in etwa 15000 cps erreicht. Deutlich zu erkennen ist der aktivierende Einfluss
der Aptamere V22, V21, V17 und V16. Die Anwesenheit von BSA im Experiment
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Abbildung 4.35: Charakterisierung von Vavl-Aptameren im LOC-basierten Phosphory-
lierungsassay. LOC-Signale der Src-vermittelten Phosphorylierung von Vavlyz9_377. Pro-
be (+) enspricht der Kontrolle ohne RNA; Alle Aptamere wurden bei einer konstanten
Konzentration von 2 uM eingesetzt.

ist von grofser Bedeutung, da die Konzentrationen an Kinase und Substrat zum
einen sehr klein sind, sodass unspezifische Adsorptionen an den Gefdafswianden einen
grofsen Einfluss haben und BSA zum anderen einen aktivierenden Einfluss auf die

Substratkonformation haben kann.'%”

Aufgrund der Beobachtung, dass V21 als spe-
zifisch bindendes Vavl-Aptamer einen aktivierenden Einfluss auf die Phosphorylie-
rung von Tyr174 ausiibt, sollte ebenfalls untersucht werden, ob die Phosphorylierung
von Tyr142 und Tyr160 ebenfalls moduliert wird. Diese Moglichkeit scheint gegeben
zu sein, da alle drei Tyr-Reste ein Src-Erkennungsmotiv besitzen. Um dieser Frage
nachzugehen sind Punktmutanten generiert worden, bei denen das entsprechende
Tyrosin durch ein Phenylalanin ersetzt wurde. Nach einer Biotinylierung der aufge-
reinigten Punktmutanten sind diese im LOC-basierten Phosphorylierungsassay ana-
log eingesetzt worden. Zu Beginn konnte der aktivierende Effekt des Aptamers V21
auf das verlangerte Konstrukt Vavliss 564 bestdtigt werden, wobei die Aktivierung
bei einer identischen Aptamerkonzentration von 2 uM wesentlich geringer ausfallt
als bei Vavliyy_377 (siehe Abb. . Es konnte eine Steigerung von circa 33 % im
Vergleich zur nicht bindenden B50 Bibliothek gemessen werden (siehe Abb. [4.36).

1_86

Des Weiteren konnte der durch Rosen et al.°® postulierte Mechanismus, bei dem die

Src-Kinase zuerst Tyrl42 phosphorylieren muss, um eine effektive intramolekulare
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Abbildung 4.36: Einfluss des Aptamers V21 auf die Tyr-Phosphorylierung von
Vavli34_s564(Y142F, Y160F, Y174F)-Mutanten: Vav1-Proteine wurden biotinyliert und ana-
log im LOC-basierten Phosphorylierungsassay eingesetzt. Das Aptamer V21 bzw. der
B50 Pool wurden bei 2000 nM getestet. Die Vavl-Konzentration lag bei allen Experimen-
ten bei 20 nM.

Phosphorylierung von Tyr160 und vor allem Tyr174 zu erreichen, bestitigt werden.
Dies wird bei der Tyr142Phe-Mutante deutlich. Daneben lassen die Messungen mit
Tyr160Phe auf einen geringen Einfluss von Tyr160 auf das LOC-Signal schliefien. Ab-
schlieflend konnte durch Tyr174Phe gezeigt werden, dass die Position Tyr174 einen
grofien Beitrag zum LOC-Signal leistet. Der Einfluss der einzelnen Tyr-Reste auf die
Gesamtphosphosphorylierung lief sich untersuchen, auch wenn eine eindeutige Zu-
ordnung des aktivierenden Einflusses von V21 nicht gelang. Jedoch kann auf der
Grundlage aller Daten ein unspezifischer Einfluss auf die Kinaseaktivitit von Src

durch V21 ausgeschlossen werden.

4210 Zusammenfassung Vavl-Aptamere

In den vorangegangenen Kapiteln wurde die Selektion und Charakterisierung von
Vavl-bindenden Aptameren beschrieben. Es konnten 4 Sequenzen identifiziert wer-
den, die mit einer mittleren nanomolaren Affinitdt spezifisch die DH-Doméne von
Vavl erkennen und in der Lage sind verwandte Proteine wie Tiam1;p33—1406 zu dis-

krimieren. Die RNA-Aptamere hatten bis zu einer Konzentration von 4 yM keinen
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Einfluss auf den Vavl-vermittelten Guaninnukleotid-Austausch an Racl. Es konnte
im Vorfeld gezeigt werden, dass das GEF-aktive Konstrukt Vavligg_s575 im gleichen
Mafie gebunden wird, wie die isolierte DH-Domaéne. Im weiteren Verlauf der Arbeit
konnte jedoch ein aktivierender Effekt der Aptamere auf die Phosphorylierung von
Y174 durch die Src-Kinase nachgewiesen werden. Durch Mutagenese-Studien ist zu-
dem gezeigt worden, dass V21 keinen unspezifisch aktivierenden Einfluss auf die
Kinase hat. Eine genaue Aussage, ob V21 nur die Phosphorylierung von Y174 und
nicht der beiden anderen Reste Y142 und Y160 moduliert gelang jedoch nicht. In
weiteren Studien wire es sinnvoll die beobachteten Effekte in einem komplexeren
Umfeld zu untersuchen. Die Aktivierung von Racl durch Vavl in H358 Zellen liefse

sich z.B. nutzen, um V21 weiter zu charakterisieren.!38
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4.3 GTPase-Aktivierungssensor

4.3.1 Einleitung

Der Aktivierungszustand von kleinen GTPasen ist von enormer Bedeutung fiir Si-
gnalkaskaden innerhalb der Zelle, da diese als Prototypen eines bindren Schalters
verstanden werden konnen. Es konnte schon sehr frith gezeigt werden, dass diese
Schalterproteine und besonders die kleine GTPase Ras eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und dem Verlauf von Krankheiten wie Krebs einnehmen.'® Fiir die Be-
stimmung des Aktivierungszustandes werden Effektorproteine eingesetzt, die eine
erhohte Affinitat zur GTP-gebundenen Form der GTPase zeigen. Diese Effektorprote-
ine werden haufig als GST-Fusionsproteine bei pull-down-Experimenten eingesetzt.!4
Die Affinititen der Effektor-GTPase-Interaktionen liegen im nanomolaren Bereich,
fiir Pakl-Racl z.b. bei 30 nM,'*! Rafl-Ras bei 50 nm.'*? Da die Konzentration an
endogener GTPase oft niedrig ist, miissen fiir pull-down-Experimente grofle Zellly-
satmengen eingesetzt werden. Erschwerend kommt hinzu, dass das mehrmalige Wa-

schen der Affinitdtsmatrix verbunden mit der recht aufwéandigen Probenvorbereitung

haufig zu einer fehlerhaften Bestimmung der GTPase Konzentration fiihrt.

4.3.2 Aufbau des Assays

Im Verlauf dieser Arbeit wurde eine homogene luminescent oxygen channeling-basierte
Methode zur Bestimmung der GTPase-Aktivitdt entwickelt, die sich durch ihre schnel-
le und robuste Arbeitsweise auszeichnet. Analog zum LOC-basierten Aptamer-Ver-
drangungsassay werden Streptavidin-Donorbeads verwendet. Diese dienen zur Kopp-
lung der biotinylierten Effektorproteine. Die Akzeptorbeads sind mit Protein A funk-
tionalisiert und erlauben dadurch die Immobilisierung von F,-Antikorper-Fragmenten.
Der Antikdrper wurde so ausgewdhlt, dass er den C-Terminus der GTPase erkennt
und somit nicht mit der Effektorbindung kollidiert (siehe pdb: 1EOA). Nach der Ak-
tivierung, d.h. der Beladung mit GTP ist die GTPase in der Lage mit dem an den
Donorbeads immobilisierten Effektor zu interagieren, um den tetrameren Komplex
aus Akzeptor-GTPase-Effektor-Donor zu bilden und ein produktives LOC-Signal zu
generieren (siehe Abb. [4.37).
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Abbildung 4.37: Schematischer Aufbau des Racl-Aktivierungssensors: Streptavidin-
Donorbeads koppeln an das biotinylierte Effektorprotein Pakly_117, Protein A Akzep-
torbeads sind in der Lage den F,-Bereich von spezifischen Antikdrpern zu binden und
dadurch die GTPase iiber den C-Terminus zu immobilisieren. Nach der Beladung (Ak-
tivierung) mit GTP kann das Effektorprotein mit Racl wechselwirken und damit ein
LOC-Signal auslosen.

4.3.3 Etablierung des Racl Sensors

Wie im Kapitel schon erwdhnt, muss eine gewisse Zeit darauf verwendet wer-
den die optimalen Konzentrationen der Bindungspartner zu finden. Die optimale
Oberflachenbeladung erlaubt eine produktive Interaktion, die sich durch ein Maxi-
mum im LOC-Signal bemerkbar macht. Werden Konzentrationen gewihlt, die zur
unvollstandigen bzw. tiberfiillten Oberfldche fiihren, so sind die Interaktionen der
Bindungspartner begrenzt. Um den so genannten Hook-Effekt zu vermeiden, ist des-
halb ein sorgfiltiges Austitrieren der optimalen Konzentrationen unerlésslich.

Die Bestimmung der optimalen Konzentrationen von Antikorper und Effektor-
protein erfolgte mit in vitro GDP/GTPvyS-vorbeladenem Racl (siehe [7.4.8). Wie in
Abbildung zu erkennen liegt die optimale Antikdrperkonzentration bei circa 7
nM. Ein direkter Vergleich zwischen GSH-und Streptavidin-Donorbeads sollte dar-
tiber hinaus Aufschluss geben, welcher Affinititsanker fiir den Aktivierungssensor
geeigneter ist. Es stellte sich heraus, dass biotinyliertes GST-Paklyy_117 bei weitem

die bessere Wahl ist. Die optimale Konzentration lag bei beiden zwischen 50 und 100
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Abbildung 4.38: Bestimmung der optimalen Konzentrationen der Bindungspartner des
GTPase-Aktivierungssensors nach in vitro Beladung von Racl mit GDP bzw. GTP9S. (A)
Titration der Antikoérper Konzentration. (B) Vergleichende Bestimmung der optimalen
Konzentration von GST-Effektorprotein Paklyy_117 mit GSH-Akzeptorbeads. (C) Bestim-
mung der optimalen Konzentration des biotinylierten Effektorproteins.

nM. Der direkte Vergleich bei der Bestimmung der Detektionsgrenzen von Rac1*GTP
lasst ein weiteres Mal die Uberlegenheit des biotinylierten Effektors erkennen. Die
minimal detektierbare Konzentration der aktiven GTPase konnte zu 0,2 nM bestimmt
werden.

Die in vitro-Beladung fand fast ausschlieslich mit GTPvS statt, um Hydrolyse-
einfliisse wahrend der Optimierung auszuschliefSen. Ungeachtet dessen konnten ver-
gleichbare Messwerte mit GTP-beladenem Racl erhalten werden (Daten nicht ge-
zeigt). Um den LOC-basierten Aktivierungssensor unter stringenteren Bedingungen
zu testen, wurden Untersuchungen mit Zelllysaten durchgefiihrt. Wie sich heraus-
stellte kommt es durch die Anwesenheit von hohen Konzentrationen (> 1mg/mL)
an Zelllysat zur Interferenz mit dem LOC-Signal. Dabei ldsst ich eine Signalverringe-
rung um circa 50 % beobachten. Jedoch liefien sich, wenn auch mit einer geringeren
Signalstdrke, aussagekréftige Messungen machen. Es wurde endogenes Racl, das in
HEK?293 iiberexprimiert wurde, in vitro mit GTPS beladen. Ein paralleles pull-down-
Experiment erlaubte den direkten Vergleich mit dem LOC-Aktivierungssensor. Wie
sich herausstellen sollte, konnte der LOC-Sensor um mehr als eine Grofienordnung

geringere Mengen an aktivem Rac1*GTP+S nachweisen.
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Abbildung 4.39: Bestimmung des Quantifizierungslimits von Rac1*GTPvS. (A) GST-
Pakly9_117 funktionalisierte GSH-Donorbeads erreichten ein Quantifizierungslimit von
Racl*GTPvS von circa 25 nM. (B) Streptavidin-Donorbeads wurden mit biotinylier-
ten GST-Paklyy_117 funktionalisiert. Es ergab sich eine Detektionsgrenze von 0,2 nM
Racl1*GTP+S.
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Abbildung 4.40: Bestimmung des Quantifizierungslimits von Rac1*GTP~S im Zelllysat.
(A) 20 bzw. 4 ug Zelllysat des in vitro vorbeladenem Racl wurden im LOC-Assay vermes-
sen.(B) 200 ug des selben Zelllysates ist nach einem Racl-pull-down mit biotinyliertem
Pakly_11y tiber einen Western Blot quantifiziert worden.
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Diskussion

5.1 Tiaml;p33_1406-spezifische Aptamere: in vitro Selektion und

Charakterisierung

Rho-GEFs und im allgemeinen GEFs fiir Vertreter der Ras Superfamilie kleiner GT-
Pasen sind als Zielproteine fiir in vitro Selektionen kaum beschrieben worden. Es
lassen sich genau vier Verdffentlichungen finden: M69 fiir die Cytohesin-Familie,??
K61 als Cytohesin-2 spezifisches Aptamer!®> und das Peptid-Aptamer TRIPx fiir
das Rho-GEF Trio'#* sowie ein davon abgeleitetes Peptid fiir das RhoGEF Tgat.!4
Noch weniger, namlich nur drei Veroffentlichungen sind iiber GTPase-spezifische
Aptamere erschienen.!4¢147148 Dayon beschreibt eine Studie die Selektion gegen den
G-Protein gekoppelten Rezeptor fiir Neurotensin (NTS-1).!%° Aufgrund dieser Da-
tenlage scheint ein SELEX-Prozess bei diesen Proteinen nicht ganz unproblematisch
zu sein. Eine grobe Beurteilung von Zielproteinen wird oft durch die Berechnung
des isoelektrischen Punktes (pI) vorgenommen. Es gilt dabei sehr vereinfacht, dass
Proteine mit einem pl grofier als 7 sich sehr gut fiir Aptamer-Selektionen eignen.
Im Gegensatz kann man jedoch eine erfolgreiche Selektion nicht ausschlieffen, wenn
der pI-Wert deutlich niedriger ist.?* Den Beweis liefert Cytohesin-1 mit einem Wert
von 5,4 (Uniprot Datensatz Q15438) das erfolgreich zur Aptamerselektion eingesetzt
wurde.? Es lasst sich spekulieren, ob nicht Faktoren wie Konformationsstabilitit des
Proteins, Vorbereitung und Dauer der Selektion weitaus wichtiger fiir den Erfolg

sind.
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Die Aptamerselektion sollte gegen die katalytisch aktive DHPH Doménenkasset-
te von Tiam1 (Tiam1j033-1406) durchgefiihrt werden, bei der die PH-Doméne einen
regulatorischen Einfluss auf die GEF-Aktivitit der DH-Doméne ausiibt.!>"%? Das
Ziel der in vitro Selektion war die Evolvierung eines spezifisch bindenden, inhibi-
torischen RNA-Aptamers, das im weiteren Verlauf als Werkzeug zur Identifizierung
einer chemischen Sonde dienen sollte. Nach der erfolgreichen Aufreinigung iiber
eine Affinitdts- und Ionenaustauschchromatographie wurden durch eine Kopplungs-
reaktion mit NHS-Sulfo-Biotin 16sungsmittelzugdngliche primédre Amine biotinyliert.
Prinzipiell lassen sich jedoch spezifische Tags einfiihren, tiber die eine selektive in vi-
tro Biotinylierung mit der Biotin Ligase birA erfolgen kann.!>"152 Die anschliefende
Immobilisierung des Proteins an Streptavidin-funktionalisierte magnetische Dynabe-
ads ermdglicht eine sehr effektive und einfache Separation von bindenden und nicht
bindenden Sequenzen'®® wihrend der SELEX. Die eingesetzte RNA-Bibliothek mit
einer 50 nt langen randomisierten Region stellte eine ausreichend grofie Sequenzdi-
versitit von 10 bereit. Es lief sich im betrachteten Konzentrationsbereich von 0 - 1,2
uM keine Interaktion mit dem Zielprotein feststellen, sodass die Anfangskonzentrati-
on der Bibliothek mit 1 uM hoch gewahlt wurde.'> Nach 16 in vitro Selektionszyklen
konnte in Filterbindungsanalysen ein Kp-Wert von circa 200 nM fiir die angerei-
cherte Bibliothek bestimmt werden. Eine Anreicherung von Matrixbindern liefs sich
ausschlieflen, da die Affinitdt zu Streptavidin bis 2 uM zu vernachldssigen war. Bei
SELEX-Experimenten, die Nitrozellulose-Filter zur Abtrennung der nicht bindenden
Sequenzen nutzen, werden dagegen sehr hdufig Matrixbinder gegen die Nitrozel-
lulose beobachtet, da sich die im Verhdltnis zur Proteinoberfldche riesige Filtrati-
onsoberfldche fiir hydrophobe Wechselwirkungen mit den Nukleobasen (vor allem
Purinbasen) eignet.!> Die in silico Analyse der monoklonalen Sequenzen mit dem
MEME-Programm?!® ergab eine Einteilung der Aptamere in 2 Sequenzfamilien. In
Sequenzfamilie 1 fallen 15 % aller sequenzierten Monoklone (K41, K44, K60, K75).
Sie besteht aus einem 39 nt langen Motiv, das sich durch eine kleinere Affinitat als
der angereicherte Pool auszeichnet (Kp > 1 uM). Moglicherweise sind diese Sequen-
zen besonders gut replizierbar, sodass sie im Verlauf der Selektion nicht abgereichert
werden konnten. Die zweite Sequenzfamilie umfasste 75 % aller Monoklone, darun-
ter K11, der als Gewinner der Selektion identifiziert werden konnte, und die affinsten

Binder K91 sowie K103. Das gemeinsame Motiv besitzt eine Lange von 15 nt und hat
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Motiv 2A
Motiv| 2B
K11 CCCUU| A |AUGCUAAUACGACU |CACUAUAGGA | AGAAAGAGGUCUGAGACAUU
K103 CCGAGAUUACGGA| A |AUUAUAAUAACAAU [AAAUAUCCUA | CUAUUUUCCCCG
K91 CCCCCCUGAAA| U [AUAAUAAUAACUAU [GAAUAAUGUA | UAAUUGGUAUGCC

A Moo b o
Z AQ@A AAQA

L

Abbildung 5.1: Sequenzmotiv 2B der affinsten Klone K11, K91 und K103 im Vergleich
zum identifizierten Motiv 2A.

einen sehr hohen AU-Gehalt, der keine basengepaarte Struktur vermuten ldsst, son-
dern auf eine ungepaarte Schleifenregion hindeutet. Die Prasenz von AU-reichen Be-
reichen innerhalb von Aptamersequenzen ist ungewdchnlich, aber nicht ausgeschlos-
sen, wie das zur Zeit in der klinischen Phase befindliche Aptamer AS1411 zeigt. Es ist
gegen Nucleolin, ein bcl-2-mRNA-bindendes Protein, gerichtet und besitzt ebenfalls
einen hohen Anteil an AU-reichen Sequenzen.!®® Es wird vermutet, dass Nucleolin
AU-reiche Bereiche der bcl-2 mRNA bindet, vor RNase Angriffen schiitzt und so-
mit einen anti-apoptotischen Einfluss ausiibt."” Sogar funktionale RNA-Sequenzen
lassen sich aus einem eingeengten Nukleotidpool evolvieren.!>% 1%

Der Sequenzvergleich von K11, K91 und K103 offenbarte ein erweitertes Konsen-
susmotiv (Motiv 2B) mit einer Sequenzidentitdt von 50 % (siehe Abb. . Die in silico
Sekundérstrukturvorhersage (siehe Abb. machte deutlich, dass bei K11 und der
energiedrmsten Struktur 2 von K91 der grofite Teil des Konsensumotivs in einem un-
gepaarten Schleifenbereich lag. Die Analyse von K103 ergab aufer in den konstanten
Regionen kaum einzelstringige Bereiche. Das Konsensumotiv befindet sich in einem
AU-Stamm mit einer 7 nt langen Schleife. Interessanterweise sind Aptamere im spe-
ziellen und RNA im allgemeinen sehr hdufig in der Lage mit ungepaarten Basen in

ihren Schleifenstrukturen mit dem Bindungspartner zu interagieren bzw. iiber diese
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5. DISKUSSION

Funktionalititen zu vermitteln.!®%161 In Anbetracht der niedrigsten Dissoziations-
konstante von circa 200 nM wurde K91 ausgewihlt, um die Spezifitit zu bestimmen.
Hierbei galt es vor allem herauszufinden, ob K91 ausschliefilich die DH-Doméne
oder ebenfalls die benachbarte PH-Doméne erkennt. Zusatzlich sollte geklart wer-
den inwieweit K91 verwandte Dbl-GEFs wie Vavl differenzieren kann. Der Nach-
weis der Spezifitit erfolgte wiederum durch Filterbindungsanalysen mit folgenden
Proteinen: Rho-GEF Vavligg_575, Arf-GEF Cytohesin-2, DH-Doméne Tiam1;¢33—1255,
PH-Doméne Tiam1y255_1400. Es konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass Vav1 als
weiterer Vertreter der Dbl-Familie der Rho-GEFs von K91 nicht gebunden wird, und
dass das strukturell sehr unterschiedliche Cytohesin-2 keine Affinitit zu K91 besitzt.
Weiterhin scheint das Aptamer ausschliefSlich die DH-Domaéne zu erkennen, da keine
Bindung an die PH-Doméne detektiert werden konnte.

Den indirekten Nachweis, dass der N-terminale His-tag von Tiam1;p33_1406 nicht
an der Aptamerbindung beteiligt ist, erbrachte das ebenfalls mit einem Hexahisti-
dinanker aufgereinigte Kontrollprotein Cytohesin-2. Hingegen ist der Affinitdtsun-
terschied zwischen isolierter DH-und der Tandem DHPH-Domine nicht sofort of-
fensichtlich. Dieser kann eventuell mit der sehr flexiblen C-terminalen a11 Helix
der DH-Domine zusammenhéngen.!!* Diese Flexibilitit wird durch die angrenzende
PH-Doméne eingeschrankt und somit ist im Umkehrschluss von einer erhohten Fle-
xibilitat in Abwesenheit der PH-Domaéne auszugehen. Dieser Zusammenhang konnte
fur die geringere Affinitat von K91 fiir die isolierte DH-Domaéne sprechen.

Weiterfithrend war von Interesse, ob K91 ebenfalls den Komplex Racl/Tiaml,
der sich wahrend des Nukleotidaustauschs bildet, zu binden vermag. Eine dquimo-
lare Inkubation von Racl und Tiam1l mit dem Aptamer K91 fiihrte dabei zum to-
talen Bindungsverlust (siehe Abb. . Auch wenn durch die geringe Affinitit von
Tiam11033_1406 an Rac1*GDP, analog zu anderen GTPasen/GEF-Komplexen,¢% 163 nur
von einer schwachen Komplexbildung auszugehen ist, so spricht dies dafiir, dass das
Bindungsepitop von K91 mit dem von Racl1 iiberlappt. Gleichermafien liefse sich der
Bindungsverlust nach der Racl-Komplexbildung durch einen allosterischer Effekt auf
das Bindungsepitop von K91 erkléren.

Um das selektierte Aptamer K91 im weiteren Verlauf der Arbeit als Werkzeug zur
Identifikation von niedermolekularen Verbindungen einzusetzen, sollte ein minima-

les Bindemotiv identifiziert werden. Die Grundlage der Minimalmotiv-Suche fiir K91
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stellten die in silico berechneten energiedarmsten Strukturen 1 und 2 (siehe Abb.
dar. Bei Struktur 1A wurde Stamm IV deletiert, wobei dieser nur von den konstanten
Regionen gebildet wird. Eine Filterbindungsanalyse offenbarte keine Affinitdtseinbu-
flen zum Volllaingen-Konstrukt, es ist somit davon auszugehen, dass der komplette
3’-Primerbindungsbereich nicht zur Stabilitdt bzw. Bindung an Tiam11033_1406 bei-
tragt. Weiterhin sollte die energieirmste Konformation 2 verkiirzt werden, um In-
formationen tiber essentielle Nukleotidpositionen zu erhalten (siehe Abb. [5.2). Die
Konsensussequenz lag bei Struktur 2 weitgehend in der Stammstruktur II, deshalb
sollte diese schrittweise deletiert werden. Nach der internen Deletion der Basen 49-
80 (Struktur 2A) und dem Insertieren eines GNRA—Te’uraloops164 verschlechterte sich
die Affinitdt zu Tiam1y033_1406 kaum, und es ist daher davon auszugehen, dass die
Basen 49-60 der Konsensussequenz nicht zur Bindung beitragen. Diese Vermutung
wird durch das Konstrukt 2B und 2C erhirtet. Ist Konstrukt 2B mit einer deutlich
schlechteren Kp von 850 nM immerhin noch im Stande Tiam14933_1406 zu binden, so
zeigt Struktur 2C keine Bindung mehr. Es kann deshalb die Beteiligung von A37-U48
an der Bindung zu Tiam11933_1406 als gesichert gelten. Zweifellos sind zur genauen
Aufklarung der RNA-Sekundérstrukturen zusédtzliche Untersuchungen notwendig,
vor allem die chemische bzw. enzymatische Modifikation von Basen (chemical und
enzymatic probing'®®) in An-und Abwesenheit von Tiam1 (footprinting) wire geeignet,
um weitergehende Informationen zu erhalten.

Neben der groben Aufklarung der Sekundarstruktur sollte der Frage nachgegan-
gen werden, ob die affinsten Aptamere K11, K91 und K103 die katalytische GEF-
Funktion von Tiam11033_1406 beeinflussen. In der Literatur ist nur ein RNA-Aptamer
beschrieben worden, dass die Austauschfunktion eines GEFs inhibiert: M69 fiir die
Cytohesin-Familie der kleinen Arf-GEFs.?? Die enzymatische Beschleunigung des
Guaninnukleotid-Austauschs an GTPasen ldsst sich tiber den Einsatz von radioaktiv-
oder Fluorophor-markierten Nukleotiden am y-Phosphat oder der 2’-bzw. 3’-Position
der Ribose sicher bestimmen.!'!?” Dabei weisen die Fluorophor-markierten Gua-
ninnukleotide eine 16sungsmittelabhéngige Fluoreszenz auf, die im GTPase-gebun-
denen Zustand deutlich erhoht ist. Tiam11033_1406 zeigt in vitro eine spezifische Aus-
tauschaktivitdt an der GTPase Racl und den Isoformen Rac2/Rac3.!"® Fiir die kineti-

schen Untersuchungen ist Rac2 eingesetzt worden, da der Tiam1033_1406-Vermittelte
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Abbildung 5.2: verkiirzte K91-Konstrukte der Faltung 2 zur Aufklarung des Minimal-

motivs.
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Austausch deutlich schneller als bei Racl ablduft.!!> Im ersten Teil der Experimen-
te wurde Rac2 mit mantGDP vorbeladen, die Verdrangung mit GTP erfolgte im
Uberschuss. Im Tiam11933—1406-beschleunigten Austausch zeigte K91 und K11 eine
konzentrationsabhédngige Verringerung der beobachteten Dissoziationsgeschwindig-
keitskonstanten ks tiber den unspezifischen Wert der B50-Bibliothek. K11 und K91
zeigten bei 8 uM eine Verringerung der k,,.-Werte um 40 % bzw. 30 % (siehe Tabel-
le 5.T). Im Gegensatz lief sich bei K103 bis zu einer Konzentration von 5 uM keine
Inhibition beobachten. Da die gemessenen k,¢s-Werte jedoch sehr klein waren, sollte
zusétzlich die Assoziation an Rac2 untersucht werden, die keine Nukleotidvorbela-
dung der GTPase voraussetzt. Theoretisch sind die Geschwindigkeitskonstanten fiir
Assoziation und Dissoziation bei identischen GTPase Konzentrationen gleich grofs,
da der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fast immer die Freisetzung des Nu-
kleotids ist (Dr. Aymelt Itzen, personliche Mitteilung). Die Aptamere K11 und K91
zeigten wiederholt eine Inhibition des Nukleotidaustauschs—K11 reduzierte bei 3 yM
die kops um 38 % und K91 um 55 %. Die verkiirzten Sequenzen K91_1A, K91 _2A,
K91_2B, K91_2C sind abschlieflend ebenfalls im Assoziationsexperiment untersucht
worden (siehe Tabelle . Uberraschend war nur K91_1A in der Lage den Tiam1-
beschleunigten Nukleotidaustausch zu beeinflussen. Damit scheint klar zu sein, dass
fiir die Inhibition das komplette Konsensusmotiv von A37-A60 genutzt wird. Diese
Beobachtung steht im Kontrast zur Bindungsaffinitat, da Struktur K91_2A eine dhn-
lich niedrige Kp wie K91 besitzt, aber durch die Deletion der Basen A49-G80 nur

einen Teil der Konsensussequenz aufweist.

83



5. DISKUSSION

Tabelle 5.1: k,,s-Werte der Dissoziationsexperimente, n=2

Tiam1, [nM] Probe Kops [1074s71]
0 intrinsisch 1,3 £0,2
700 ohne RNA 48 +0,1
700 B50 (8 uM) 39 +0,3
700 K11 (8 uM) 2,8 £0,4
700 K91 (8 uM) 3,3+£0,3
700 K103 (5 uM) 4,7 £0,5

Tabelle 5.2: k,;;-Werte der Assoziationsexperimente, n=2

Tiam1, [nM] Probe kops [1074s71]
0 intrinsisch 12 £3

220 ohne RNA 88 +5

220 B50 (3 uM) 78 £2

220 K11 (3 uM) 55 £5

220 K91 (3 uM) 40 £+7

220 K91_1A 3 uM) 50 +4

220 K91_2A 3 uM) 75 £10

220 K91_2B (3 uM) 80 £7

220 K91_2B 3 uM) 76 %2

Der Nukleotidaustausch fiihrt in jedem Fall zu einer transienten Komplexbildung
zwischen GTPase und Tiaml. Diese Protein-Protein-Interaktion fiihrt zum Verlust
von iiber 2000 A2 lésungsmittelzuginglicher Fliche.!™* Im Durchschnitt sind Protein-
Protein-Interaktionsflachen 800 A% grof. Es lassen sich vorgeformte Flichen nach
dem Schliissel-Schloss-Prinzip und Beispiele mit einem ausgepréagten adaptiven Cha-
rakter (induced fit) unterscheiden. Dabei werden kleine Flachen bevorzugt durch vor-
geformte Flachen gebildet. Proteinkontakte, die wiahrend der Komplexbildung star-
ke Konformationsinderungen erfahren, sind in der Regel viel grofer (> 1500 AZ2).166
Neben permanenten Interaktionen wie z.B. Antikorper-Antigen sind transiente In-
teraktionen besonders bei Signaliibertragungswegen fiir die spezifische und zeitlich
begrenzte Interaktion wichtig. Sie zeichnen sich durch relativ kleine Bindungsenergi-

en mit hohen k,¢r-Werten aus.'®” Da Tiam1 ein zeitlich und raumlich regulierter GEF
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ist, kann die Interaktion mit der GTPase nur von kurzer Dauer sein und durch die
grofse Kontaktflache sind Konformationsianderungen innerhalb der DH-Domaéne sehr
wahrscheinlich. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die Inhibition der
GEF-Aktivitat durch die vermutete Dynamik besonders anspruchsvoll ist. Es wurde
bis jetzt kein erfolgreicher in vitro Guaninnukleotid-Austauschassay publiziert, der
die Identifizierung von spezifischen Inhibitoren moglich macht. Die beschriebene Se-
lektion und Charakterisierung von Tiam1;¢33-_1406-inhibierenden Aptameren beweist
ein weiteres Mal die vor iiber 15 Jahren vorhergesagte Leistungsfahigkeit des SELEX-
Verfahrens.!! Vermutlich sind Aptamere durch ihre Flexibilitit und Grofle besonders

geeignet dynamische Prozesse wie Protein-Protein-Interaktionen zu adressieren.

5.2 K91 als Werkzeug zur Identifikation chemischer Sonden

Aptamere lassen sich nicht nur als spezifisch bindende Liganden zur Untersuchung
von Zielstrukturen, sondern ebenfalls als Werkzeug fiir die Identifikation von nie-
dermolekularen Substanzen nutzen.!%3% 1> Analog sollte das inhibitorische Aptamer
K91 eingesetzt werden, um in einem so genannten Aptamer-Verdrangungsassay che-
mische Sonden zu identifizieren, die die GEF-Funktion von Tiam11p33_1406¢ blockieren.
Ein auf Fluoreszenz Polarisation basierter Ansatz fiihrte zur Identifikation des spe-
zifischen Cytohesin-Inhibitors SecinH3.%% Der Versuch diesen Ansatz fiir K91 und
Tiaml zu nutzen schlug jedoch fehl. Es konnten keine signifikanten Polarisations-
unterschiede in An- und Abwesenheit des Zielproteins gemessen werden. Es stellt
sich die Frage, warum diese Messmethode die Interaktion zwischen Tiam11033-1406
und K91 nicht abbilden konnte. Die Modifizierung des 5’-Ende mit Fluorescein hatte
keinen Einfluss auf die Affinitit von K91 zu Tiam1, da in einer kompetitiven Fil-
terbindung 5'-[*?P]-markiertes K91 quantitativ durch Zugabe von 5’-Fluorescein-K91
verdrangt werden konnte. Des Weiteren wire denkbar, dass das gekoppelte Fluore-
scein nicht die globale Rotation des Aptamers sondern nur eine lokale Bewegung
des Fluorophors (Propellereffekt) wiederzugeben vermag. Dadurch wire eine Bin-
dung von Tiam1jp33_1406 an K91 quasi unsichtbar. Dieses Szenario wird, auch wenn
eine Berechnung der theoretisch zu erwarteten Polarisation (Perrin-Gleichung) nicht

durchgefiihrt wurde, aufgrund einer recht hohen Anfangspolarisation von circa 200
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mP ausgeschlossen.!®® Die schliissigste Erklarung basiert auf den GroSenverhaltnis-
sen von markiertem Aptamer (31 kDa) und Tiam1;p33—1406 (45 kDa). Aus der Perrin-
Gleichung ldsst sich ableiten, dass bei einer Rotationszeit < Lebenszeit des Fluoro-
phors keine Depolarisationeffekte auftreten. Im Gegensatz fiihrt eine Rotationszeit
> Lebenszeit des Fluorophors zur vollstindigen Depolarisation. Die Lebenszeit des
angeregten Zustandes fiir Fluorescein ist circa 4 ns.!”’ Somit sollte die mittlere Rota-
tionszeit des Fluorophor-gekoppelten Aptamers im selben Zeitrahmen liegen. Leider
sind genaue Rotationszeiten fiir das Aptamer schwierig zu erhalten, es soll daher nur
grundsétzlich erwahnt werden, dass interagierende Komplexe bis zu einer Grofie von
20 kDa mit Fluorescein-Reportern zuverldssig adressiert werden konnen.!”"172 Ein
moglicher Ausweg wire die Verwendung von liangerlebigen Fluorophor-Reportern,
wie z.b. Ubergangsmetallkomplexen.!”® Dariiberhinaus hitte eine signifikante Ver-
kleinerung des Aptamers wahrscheinlich zu detektierbaren Polarisationsénderungen
nach der Bindung von Tiam1 10331406 gefiihrt. Jedoch konnte aufier K91_1A, das mit
78 nt nicht wesentlich kleiner ist, keine verkiirzte Struktur mit d4hnlichen Inhibitions-
eigenschaften wie K91 gefunden werden.

Ein homogener Versuchsaufbau bedeutet bei einer grofien Anzahl von Messpunk-
ten, speziell bei dem Screening von grofien Substanzbibliotheken, oftmals Zeiter-
sparnis und geringere Standardabweichungen. Eine Methode, die sich in den letz-
ten Jahren auf dem Gebiet der Hochdurchsatzverfahren etabliert hat, stellt das so
genannte Luminescence Oxygen Channeling (LOC) dar.'?*!2 Das Messprinzip dhnelt
dem von FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), da bei beiden ein strahlungs-
loser Energieiibergang zwischen Donor-und Akzeptor stattfindet. Im Gegensatz zu
FRET-Messungen ist jedoch die Immobilisierung der Interaktionspartner auf so ge-
nannte Donor-und Akzeptorbeads notwendig.

Durch den modularen Aufbau eines LOC-Experiments konnen unterschiedliche Funk-
tionalisierungen fiir die Immobilisierung der Bindungspartner verwendet werden.
Das Aptamer konnte ohne Affinititseinbuflen am 5’-Ende mit Fluorescein markiert
und dadurch auf anti-FITC-IgG-funktionalisierten Akzeptorbeads verankert werden.
Die Biotinylierung von Tiam1 1033_1406 erlaubte die Immobilisierung auf Streptavidin-
Donorbeads. Durch Titrationsexperimente liefsen sich die optimalen Konzentrationen
bestimmen: 1 nM K91 Aptamer sowie 88 nM Tiam1;p33_1406 bei einer Beadkonzen-

tration von 66 ug/mL fithrten zu einem maximalen LOC-Signal mit einem K91 /B50
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-Signalverhéltnis von circa 15. Die sehr geringe Konzentration des Aptamers bei ei-
ner theoretischen Bindungskapazitit von 10-30 nM FITC (www.perkinelmer.com)
ist auf den Groflenunterschied des Aptamers zum sehr kleinen FITC-Molekiil zu-
riickzufiihren. Eine weitere Besonderheit zur freien Interaktion in Losung ist die im
Vergleich zum Kp-Wert der Interaktion (circa 200 nM) wesentlich geringere Gesamt-
Konzentration beider Bindungspartner, die jedoch durch die Immobilisierung auf der
Nanopartikeloberflache zu einer vielfach hoheren lokalen Konzentration fiihrt.

Die fiir ein Hochdurchsatzverfahren notwendige Stabilitat des LOC-Assays konn-
te bewiesen werden. Die berechneten z’-Werte lagen fiir 32 Replikate zwischen 0,5
und 0,7 und somit in einem Bereich, der fiir Screeningprozesse empfohlen wird
(siehe .174 Eine weitere Optimierung des LOC-Assays war notwendig, um die
Stabilitdt gegeniiber Detergenzien, DMSO und BSA zu erhohen. Oft hat der Zu-
satz von BSA einen positiven Einfluss auf das Signal-Rausch-Verhiltnis, da unspe-
zifische Interaktionen unterdriickt werden. Im Tiam1/K91-System fiihrte eine Erho-
hung der BSA Konzentration von 0,1 auf 1 mg/mL (15 uM) jedoch zu einem Si-
gnalverlust von circa 50 %. Es kann, da ein dhnlicher Signalabfall bei der unspezifi-
schen B50-Probe sichtbar ist, von einem Quenching-Effekt innerhalb der Lumineszenz-
Kaskade ausgegangen werden. Eine genauere Analyse dieser Beobachtung fand je-
doch nicht statt. Der Zusatz des Glucosaminoglycans Heparin ist ebenfalls in der
Lage unspezifische elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den Bindungspart-
nern zu vermindern, da es durch seine hohe negative Ladungsdichte mit unspezi-
fischen Aptamer-Wechselwirkungen konkurriert. Es liefsen sich jedoch keine Effek-
te im Konzentrationsbereich zwischen 0,01 und 1 mg/mL beobachten. Durch die
Helix-Anordnung der sulfatierten Saccharid-Einheiten von Heparin sind vor allem
Helix-Sekundarstrukturen mit basischen Aminosédureresten als bevorzugte Heparin-
Bindemotive in Proteinen identifiziert worden.!””> Durch den helikalen Aufbau der
DH-Doméne sind somit unspezifische polare Wechselwirkungen zwischen K91 und
Tiam1 auszuschliefSen. Da die meisten Substanzen in DMSO gelost sind, stellt die Sta-
bilitat der Tiam1/K91 Interaktion gegeniiber organischen Losungsmitteln wie DMSO
eine Grundvoraussetzung fiir ein Screening dar. Es konnte ein stabiles LOC-Signal
bis 3 % DMSO nachgewiesen werden, zusdtzlich wurde in Filterbindungsanalysen
gezeigt, dass eine DMSO-Konzentration grofier als 3 % zum Verlust der Bindung von

K91 an Tiaml fiihrt. Weiterfithrend musste der Einfluss von Tween 20 untersucht

87



5. DISKUSSION

werden, da ohne den Einsatz von nichtionischen Detergenzien eine Reihe von nie-
dermolekularen Substanzen durch einen unspezifischen Aggregationseffekt als Hit-
substanzen identifiziert werden konnen.'”® Auch hier zeichnete sich ein klarer Trend
ab: Konzentrationen von maximal 0,01 % Tween 20 werden toleriert.

Das Screening der Substanzbibliothek wurde in 2 Etappen durchgefiihrt: die ers-
ten 13000 Verbindungen sind bei einer Konzentration von 10 uM (1 % DMSO) und
3 Pipettierschritten getestet worden. Es konnten 122 Primérhits identifiziert werden,
die das LOC-Signal um mindestens 50 % verringerten. Weitere 5000 Substanzen sind
bei 30 uM (3 % DMSO) untersucht worden. Die z’-Werte variierten im ersten Ab-
schnitt zwischen 0,6 und 0 wihrend im zweiten Abschnitt z’-Werte zwischen 0,5
und 0,4 tiblich waren. Es tauchten 137 Primérhits im zweiten Abschnitt auf. Die Hit-
Haéufigkeiten im Primérscreen lagen bei 0,9 % bzw. 2,7 %. Diese Werte sind im Ein-
klang mit Ergebnissen von anderen Hochdurchsatzscreenings,'”” wobei Werte kleiner
als 1 % der Standard bei Screens mit einer Substanzkonzentration von 10 uM zu sein
scheinen. Die nachfolgende Prozessierung der Hitsubstanzen offenbarte eine nicht
erwartete Problematik: Die Halfte aller verifizierten Hitsubstanzen sind wahrend der
Probenvorbereitung mit RNasen in Kontakt gekommen, was zur Hydrolyse des ein-
gesetzten RNA-Aptamers fiithrte. Dieser Sachverhalt ist eine Konsequenz aus der ex-
trem niedrigen RNA-Konzentration von 1 nM. Im Wesentlichen wurde die RNase-
Problematik wahrend der Screening-Vorbereitung vollig aufler acht gelassen, da im
Verlauf der Optimierungen kein einziges Mal Kontaminations-typische Signalabfal-
le gemessen wurden. Eine weiterfiihrende Untersuchung der Hitverbindungen mit
Hilfe von biotinyliertem FITC und Streptavidin-Donorbeads konnte LOC-spezifische
Interferenzsubstanzen'?® herausfiltern (siehe . Die weiterfithrende Charakteri-
sierung der gefundenen Substanzen sollte mit komplementdren Methoden gesche-
hen, um Interferenzen mit dem LOC-Assay sicher ausschlieflen zu konnen.

Darauthin sind alle Hitsubstanzen in der Tiam11033_1406-beschleunigten Assozia-
tionsreaktion von BodipyGDP an Rac2*GDP konzentrationsabhidngig in Anwesenheit
von 0,01 % Tween 20 untersucht worden. Bei 30 verbliebenen Hitsubstanzen (80 %)
konnte kein Effekt im Guaninnukleotid-Austausch registriert werden. Insgesamt 6
Verbindungen zeigten jedoch eine schwache Inhibition (k,,s um 20 % reduziert) bei

100 uM. Am aussichtsreichsten verringerten die beiden Hits cg2:4-B3 und cg4:7-E2
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konzentrationsabhéngig die k,,; um 40 bzw. 60 % bei 100 uM. Zusitzlich wurde tiber-
priift, ob cg2:4-B3 und cg4:7-E2 in der Lage sind [32P]-markiertes K91 in einem Filter-
bindungsexperiment von Tiam11p33_1406 zu verdrangen (sieche Abb. . Es konnte
bestatigt werden, dass sich das Aptamer durch beide Substanzen teilweise verdran-
gen lasst.

Die 4-Alkylamino-(2-Alkylthio)-Pyrimidin-Grundstruktur der identifizierten Ver-
bindung cg2:4-B3 ist im Rahmen der Diplomarbeit von Barbara Albertoni identifi-
ziert worden (siehe Abb. [5.3). Die Bibliothekssubstanz cg2:1-D9 zeigte eine Inhibi-
tion der siRNA-Bindung an die PAZ-Doméne des menschlichen Argonaute Prote-
ins.128 Es stellte sich jedoch heraus, dass nur die freie Sdure und nicht das Amid von
cg2:1-D9 Aktivitdt besitzt. Da es sich bei cg2:4-B3 ebenfalls um ein Amid handelt,
konnten Syntheseverunreinigungen mit der freien Sdure ebenfalls zur beobachteten
Aktivitdt beitragen. Eine massenspektrometrische Analyse der Bibliothekssubstanz
lieferte keine eindeutige Aussage, sodass nur durch eine Resynthese der Verbindung
cg2:4-B3 sowie deren freier Sdure der Problematik auf den Grund gegangen wer-
den konnte. Es bewahrheitete sich die Vermutung, dass nur die freie Sdure der Ver-
bindung cg2:4-B3 eine messbare Aktivitdt im Guaninnukleotid-Austausch zeigt. Die
zweite identifizierte Hitverbindung mit einer Glycin Diamid Grundstruktur zeigte
im Guaninnukleotid-Austausch nur eine schwache Inhibition (ICs9 > 60 uM). Die
Verbindung tibte weiterhin nur einen schwachen Finfluss auf die Verdrangung des
Aptamers K91 aus (siehe Abb. [£.23). Wahrscheinlich besitzt cg4:7-E2 ein von cg2:4-B3
abweichendes Bindungsepitop.

Um weitere Einblicke in die Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu bekommen, soll-
ten strukturell dhnliche Bibliothekssubstanzen auf ihren Einfluss im Tiam11p33_1406-
beschleunigten Guaninnukleotid-Austausch untersucht werden (siehe Abb. [4.24]4.25).
Alle getesteten Verbindungen mit freier Saurefunktion (cg2:1-D9, cg2:4-B3, cg2:4-A3)
waren in der Lage den Nukleotid-Austausch zu beeinflussen. Des Weiteren offenbarte
die Verbindung cg4:3-C8, dass der Furanring an der Position R; einen entscheiden-
den Einfluss auf die Aktivitdt im Tiam1-beschleunigten Guaninnukleotid-Austausch
hat.

Die von Barbara Albertoni charakterisierte freie Sdaure von cg2:1-D9 ist struk-
turell sehr dhnlich zur identifizierten Hitverbindung cg2:4-B3. Neben der ssRNA-

Bindung an die PAZ-Doméne inhibiert diese den Tiam11033_1406-vermittelten Guanin-
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cg2:1-D9, freie Saure cg2:4-B3 cg4:7-E2
PAZ-Doméne Tiam1 Tiam1

Abbildung 5.3: Identifizierte Hitverbindungen aus der Diplomarbeit von Barbara Alber-
toni'?® und dem K91-basierten ADLOC.

nukleotid-Austausch an Rac2 (siehe Abb. [£.24). Ein Aggregationseffekt kann trotz
Anwesenheit von 0,001 % Tween 20 nicht ausgeschlossen werden. Zur genauen Auf-
klarung des Mechanismus der Inhibition wéren besonders direkte Interaktionsmes-
sungen wie Isotherme Titrationskalorimetrie oder Thermophorese-Messungen zwi-
schen Hitverbindung und Protein aussagekréftig. Da die Hitverbindung cg2:4-B3 in
allen Experimenten auf RNA-Strukturen/Bausteine (ADLOC, Filterbindung, Nukleo-
tidaustausch) trifft, kann im Prinzip nicht ausgeschlossen werden, dass cg2:4-B3 RNA
bindet. Schon sehr lange bekannt sind bestimmte Antibiotika, die spezifisch riboso-
male RNA binden,!”® wihrend Substanzen wie die Farbstoffe Ethidiumbromid oder
TO-PRO unspezifisch in die RNA interkalieren.!”” Es konnten eine Vielzahl an chemi-
schen Verbindungen identifiziert werden, die spezifisch definierte RNA-Strukturen
erkennen.'8 Zur zweifelsfreien Bestitigung dieser These wiren NMR-Studien oder
FID-Experimente (Fluorescent Intercalator Displacement) geeignet.!8!

Die DH-Domine von Tiaml ist aus 9 a-Helices und vier 319-Helices, die einem
,Chaise longue” dhneln, aufgebaut. Die Helices 1, 2, 7 und 8 bilden die so genann-
ten conserved regions 1-3 (CR1-3), die die invarianten Sequenzbereiche der homologen
Mitglieder der DH-Familie darstellen.!'* Durch die von Sondek et al. geloste Kris-
tallstruktur von Tiam1 DHPH im Komplex mit der GTPase Racl ist es moglich die
tir die Katalyse des Nukleotidaustauschs wichtigen Aminosduren zu benennen. Be-

sonders Lys1195, unterstiitzt von GIn1191 und Leul198 sind fiir die Aktivitdt von
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zentraler Bedeutung. Durch einen Sequenzvergleich von Tiam1yp33_1406 mit der PAZ-
Domine des Argonaute Proteins lassen sich innerhalb der CR-3 Region Ubereinstim-
mungen feststellen (sieche Abb.[5.4). Besonders um das katalytisch kritische Lys1195
sind konservierte Positionen erkennbar. Analog in der PAZ-Sequenz lassen sich die
fir die Bindung des 3’-Endes der siRNA verantwortlichen Thr305, Tyr309, Phe310,
Arg313 und Tyr314!82 mit der CR3-Region von Tiam1 DH iiberlagern. Auch wenn
es keine strukturellen Gemeinsamkeiten gibt, so wére es prinzipiell denkbar, dass
durch eine dhnliche Oberflichenladung die gefundenen niedermolekularen Verbin-
dungen cg2:4-B3 bzw. die freie Sdure von cg2:1-D9 diese Sequenzmotive binden. Da
bis zum jetzigen Zeitpunkt direkte Bindungsdaten (SPR, ITC etc.) von Tiam11033—1406
mit cg2:4-B3 fehlen, kann jedoch nur spekuliert werden.

Die Aptamer-basierte Suche nach chemischen Sonden zur Inhibition der GEF-
Aktivitdt von Tiam1 kann als eine aussichtsreiche Strategie angesehen werden. Die
Zahl von bekannten niedermolekularen GEF-Inhibitoren ist bislang sehr beschréankt.
Neben dem Inhibitor SecinH3, der die Sec7-Domine der Arf-GEFs blockiert,?’ wur-
de vor kurzem eine Verbindung beschrieben, die die N-terminale Rho-GEF Doméne
von Trio inhibiert.!®3 Aufgrund ihrer vermuteten hohen Relevanz bei der Entglei-
sung von Signalkaskaden wird der Suche nach GEF-Inhibitoren viel Aufmerksamkeit
geschenkt. Ein Charakteristikum von GEF-GTPase Interaktionen ist die sehr grofie
Interaktionsfliche,'®* die von kleinen niedermolekularen Verbindungen nur unvoll-
standig abgegriffen werden kann.?”” Dadurch ist der Ansatz iiber ein inhibitorisches
Aptamer geeignete Inhibitoren zu finden sicherlich erfolgversprechender, als direkte
funktionale Assays. Im Durchschnitt ist ndmlich ein Aptamer in der Lage eine Flache
von bis zu 1000 A2 zu erkennen,!! dies zwar immer noch kleiner ist als die 2000-3000
A2 grofle Interaktionsfliche von GEF-GTPase Interaktionen, aber trotzdem erheblich

groBer als Interaktionsflichen mit kleinen Molekiilen.?”
5.3 Vavl-spezifische Aptamere: in vitro Selektion und Cha-
rakterisierung

Vavl ist ein 95 kDa grofies Protein, das in hdmatopoetischen Zellen und Krebszel-
len (z.B. Lungenkrebszelllinie H358) exprimiert wird, wo es bei der Signaltrans-

duktion von enormer Bedeutung ist.!® Es besitzt eine Vielzahl unterschiedlicher
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AGO1 1226-346 QPVIEFMCEVLDIRN--------- IDEQPKPLTDS------=-============= QRVRF 31
Tiaml 11040-1234 -KLRKVICELLETERTYVKDLNCLMERYLKPLOKETFLTQDELDVLFGNLTEMVEFQVEF 59
A CR1 CR2
AGO1 1226-346 TKEIKI LKVEVTHCGOMKRKYRVCNV 57
Tiaml 11040-1234 LKTLEDGVRLVPDLEKLEKVDQFKKVLFSLGGSFLYYADRFKLYSAFCASHTKVPKVLVK 119
306 309 310 313 314
[
AGO1 1226-346 TRRPASHQTFPLOLESGQTVECTVAQYFKQKYNLQLKYPHLP----CLQVGQEQKHTYLP 113
Tiaml 11040-1234 AKTDTAFKAFLDAQNPKQOHSSTLESYLIKPIQRILKYPLLLRELFALTDAESEEHYHLD 179
CR3 T T
191 1195 1198
AGO1 1226-346 LEVCNIVA---—---- 121
Tiaml 11040-1234 VAIKTMNKVASHINEM 195

Abbildung 5.4: (A) Sequenzvergleich zwischen Tiam1 DH und PAZ Doméne aus Argo-
naute Protein (elF2c1); CR1-3: Konservierte Bereiche der DH-Domaine, katalytisch wich-
tige Aminosduren fiir den Guaninnukleotid-Austausch von Tiam1'!* und der 3’-siRNA
Bindung der PAZ-Domine!®? sind gekennzeichnet. Rot: sequenzidentisch, griin: Amino-
sduren mit sehr dhnlichen Eigenschaften, blau: Aminosduren mit dhnlichen physikoche-
mischen Eigenschaften. (B) Darstellung der PAZ-Doméne mit gebundener siRNA (pdb:
1S12). (B1) Darstellung der Oberflachenladung der PAZ-Doméne (aa 306-322). Blau: posi-
tive Ladung, rot: negative Ladung, weif}: neutral. Ubereinstimmende Positionen mit der
Tiam1-Sequenz sind als Stab-Modell dargestellt. (C) Darstellung der DH-Doméne von
Tiam1 (pdb: 1FOE). (C1) Darstellung der Oberflichenladung der DH-Doméne (aa 1181-
1199). Blau: positive Ladung, rot: negative Ladung, weif}: neutral. Ubereinstimmende
Positionen mit der PAZ-Sequenz sind als Stab-Modell dargestellt.
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Doménen, wobei die Anwesenheit der DHPH-Tandemdoméne zur Einordnung in
die Familie der Dbl-GEFs fiihrt. Des Weiteren besitzt der C-Terminus ein SH2-SH3-
SH2-Modul, um in vielfiltiger Weise Protein-Protein Interaktionen aufzubauen. Die
GEF-Aktivitat ist nicht spezifisch auf einen Vetreter der Rho-GTPasen beschrankt,
sondern lédsst sich in der folgenden Reihenfolge nach absteigender Aktivitdt auflis-
ten: Rac1>Cdc42>RhoA.#> Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die intramo-
lekulare Regulierung der GEF-Aktivitdat durch Src-Kinase-vermittelte Phosphorylie-
rungen an 3 Tyrosinresten N-terminal zur DH-Doméne entscheidend sind.!®! Die
spezifische Adressierung der DH-Doméne von Vavl mit dem Ziel einer Inhibition
der GEF-Aktivitét sollte durch eine Aptamerselektion verwirklicht werden. Durch
die Anwesenheit der N-terminalen inhibitorischen Helix (siehe Abb. ergab sich
die Moglichkeit die autoinhibierte Konformation mit einem Aptamer zu stabilisie-
ren.!® Polgende Konstrukte sind fiir die Selektion eingesetzt worden: DH+Helix
(Vavlizo—377), DH-Helix (Vavligi—377), pTyr174 DH+Helix (Vav1l*i79_377), sowie das
GEF-aktive Konstrukt DH-PH-CRD (Vavlige_s575). Das Selektionsprotokoll basierte
analog zur Tiam1-SELEX (siehe auf einer Immobilisierung des Zielproteins
auf Streptavidin-funktionalisierte Dynabeads. Durch das Vorhandensein eines C-ter-
minalen Strep-Affinititsankers mussten die isolierten DH-Doménen, im Gegensatz
zum

Vavligg_s575-Konstrukt, nicht in vitro biotinyliert werden.'8 Die RNA-Bibliothek be-
safs einen 50 nt langen randomisierten Bereich, der von konstanten Primer-Binde-
sequenzen flankiert war (siehe Abb. [4.3). Zu Beginn der Selektion wurde die Affi-
nitdt der Startbibliothek zum Zielprotein bestimmt. In einem Filterbindungsexperi-
ment mit intern markierter [>?P]-RNA konnte bei der hochsten Konzentration (1,8
uM) Vavlyyg_377 eine erhohte Retention von circa 1 % beobachtet werden. Die Selek-
tion der kurzen DH-Konstrukte konnte aufgrund der hohen Stringenz innerhalb von
einer Woche beendet werden. Die Selektion gegen das GEF-aktive Vavligg_575 wurde
zusétzlich nach dem Protokoll der Tiam1-SELEX (siehe durchgefiihrt. Es gelang
jedoch keine erfolgreiche Anreicherung von bindenden Sequenzen. Ein Grund dafiir
konnte die sich am C-Terminus befindende Cystein-reiche Doméne (CRD) sein, da sie
moglicherweise im Verlauf der Selektion durch eine Redox-Empfindlichkeit (Disul-
fidbriicken) zu Konformationsanderungen neigt.!®” Prinzipiell sind jedoch Aptamere

gegen Zinkfinger-Proteine bekannt.!
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Fiir alle 3 DH-Konstrukte ist es gelungen Sequenzen anzureichern, die sich durch
eine erhohte Affinitdt zum jeweiligen Vavl-Konstrukt auszeichnen. Die anschliefsen-
de Charakterisierung der Monoklone in Filterbindungsexperimenten fiihrte zu den
folgenden Ergebnissen: Die Selektion gegen Vav1*i7y_37 fiihrte zu keinem spezifisch
bindenden Monoklon, einzig Sequenz P10 zeigte eine Affinitdt im hohen nanomola-
ren Bereich. Durch eine geringe Filterretention (circa 5 % bei 2 uM) und eine Affinitét
zu Streptavidin wurde P10 nicht weiter charakterisiert. Es ldsst sich spekulieren, was
fiir einen Einfluss die Phosphorylierung einer Aminosaure auf die SELEX austibt. Si-
cherlich werden zusatzliche elektrostatische Wechselwirkungen aufgebaut, doch kén-
nen diese den Misserfolg nicht erkldren, da phosphorylierte Proteine per se nicht un-
geeignet fiir in vitro Selektionen sind.! Abermals nur eine einzige Sequenz wurde in
der angereicherten Bibliothek der Selektion gegen Vavlig;_377 identifiziert. Der Klon
11 zeigte im Sattigungsbereich der Filterbindungsexperimente hohe Retentionswerte,
die auf eine stabile Aptamer-Protein Wechselwirkung schlieflen lassen. Des Weite-
ren diskriminiert diese Sequenz Vavl DH spezifisch von Tiam1 DH und ist ebenfalls
in der Lage mit einer vergleichbaren Dissoziationskonstante an Vavlyy_377 zu bin-
den. Diese Beobachtung wirft einen Schatten auf die Inhibition der GEF-Aktivitit,
da die N-terminale inhibierende Helix Aminosdurereste abschirmt, die fiir die GEF-
Aktivitit essentiell sind.’! Dadurch dass beide Vav-Konstrukte, die sich nur in der
Prasenz dieser Helix unterscheiden, gleich gut gebunden werden, ist auszuschliefSen,
dass katalytisch wichtige Aminosduren von Klon 11 erkannt werden.

Die Analyse der angereicherten Bibliothek von Vavljy_377 ergab 6 Sequenzen,
die eine ausreichend hohe Affinitit (Kp<l uM) besaflen. Die Sequenz V20 zeigte
im Sattigungsbereich Filterretentionen kleiner als 5%, sodass sie aussortiert wurde.
Die verbliebenen Monoklone zeigten, mit Ausnahme von V7 und V22, eine im mitt-
leren nanomolaren Affinitdtsbereich spezifische Bindung an die DH-Doméne von
Vavl. Auch wenn keine Dissoziationskonstanten fiir Vavligi_377 bestimmt worden
sind, so lassen die zu Vavljyy_3y; vergleichbaren Retentionen im Filterbindungsex-
periment auf dhnliche Affinititen zum kiirzeren Konstrukt schlieflen. Dies wiirde
bedeuten, dass die N-terminale Helix keine bzw. nur wenige Interaktionen in der ge-
schlossenen Konformation zum Aptamer unterhilt. Interessanterweise befindet sich
die inhibitorische Helix in einem Gleichgewicht zwischen offener und geschlossener

Konformation. Dieses ist bei einem nicht-phosphoryliertem Tyr174 zu 90 % auf der
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Abbildung 5.5: Im autoinhibierten Zustand der DH-Domé&ne kommt es zur Abschir-
mung der GTPase-GEF Interaktionsfliche durch eine Wechselwirkung von Tyr174 der
N-terminalen Helix mit katalytisch relevanten Aminosduren der DH-Doméne.
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geschlossenen Seite, 18

was jedoch ebenfalls bedeutet, dass 10 % gedffnet vorliegen.
Allein die Sequenz V21 zeigt eine hohere Filterretention mit Vavlg;_377, dies konnte
auf eine stabilere Bindung im geoffneten Zustand der Helix hindeuten. Durch eine
Sequenzanalyse der spezifischen Aptamere 11, V16, V17 und V21 konnte ein 10 nt
langes C-reiches Konsensusmotiv ermittelt werden (sieche Abb. [£.28). Durch eine in
silico Faltungsanalyse!!” gelang es die Position dieses Motivs innerhalb der Sekun-
déarstruktur zu lokalisieren. Abbildung verdeutlicht, dass sich die gemeinsame
Sequenz innerhalb einzelstrangiger Bereiche befindet. Die Ausnahme bildet Aptamer
11, dessen Motiv zum grofsten Teil in einer Stammstruktur vorliegt. Obgleich in si-
lico Analysen durch ihre mathematischen Modelle nur anndhernd arbeiten, so sind
sie doch wertvolle Hilfsmittel, um erste Abschdtzungen machen zu konnen. Hierbei
scheinen sich die Aptamere der Selektion gegen Vavliy_377 anders evolviert zu ha-
ben als Klon 11. Es ist bei V16, V17 und V21 durch die grofien ungepaarten Bereiche
von einer adaptiven Bindung an das Zielprotein auszugehen.!® Zur zweifelsfreien
Ermittlung der Sekundéarstruktur sind jedoch Versuche mit chemischen Sonden (che-
mical probing) unabléssig, besonders um die Unterschiede in An—-und Abwesenheit
des Zielproteins studieren zu kdnnen.'%

Anschliefiend sollte der Einfluss der Aptamere auf den Vavligg_s575-beschleunigten
Guaninnukleotid-Austausch an Racl untersucht werden. Im Vorfeld wurde sicherge-
stellt, dass das Vavligg_575-Konstrukt von den Aptameren mit einer vergleichbaren
Affinitdt gebunden wird. Der intrinsische Austausch von 1 yM Rac1*mGDP konn-
te durch die Zugabe von 200 nM Vavligg_575 und 500 puM GTP um den Faktor 30
beschleunigt werden. Wie sich herausstellte war jedoch keines der Aptamere bis zu
einer Konzentration von 4 uM in der Lage die Austauschaktivitit von Vavligg_s75
zu inhibieren. Dass die selektierten Aptamere keinen Einfluss auf die Austauschak-
tivitit von Vavl haben ist sicherlich iiberraschend, da fiir den nahen Verwandten
Tiam1 eine Inhibition der Austauschaktivitiat durch das selektierte Aptamer K91 ge-
lang. Der Mechanismus des Vav1-katalysierten Guaninnukleotid-Austauschs an Racl
unterscheidet sich jedoch bemerkenswert von dem des Rho-GEF Familienmitglieds
Tiam1. Wahrend Tiam1 spezifisch fiir Racl ist besitzt Vavl ein Spektrum an mogli-
chen Substraten, neben Racl wird Cdc42 und RhoA al<zeptiert.85 Zusétzlich besitzt
Vav1l durch die CRD-Doméne ein weiteres Modul zur Regulierung der katalytischen

Aktivitat. Wihrend des Austauschs werden intramolekulare Interaktionen zwischen
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5.3 Vavl-spezifische Aptamere: in vitro Selektion und Charakterisierung

DH-und CRD-Domine aufgebaut, die einen stabilisierenden Effekt auf die Interak-
tion mit der GTPase haben. Entgegen der Tiam1-kritischen Interaktionen mit Trp56

von Rac1!!4

stabilisiert die CRD-Doméne eine Interaktion mit Asp65 aus der Switch
II-Region,'3® eine zentrale Positionierung von Trp56 findet nicht statt. Dies erklart,
warum der Racl Inhibitor NCS23766, der einem in silico Screening gegen die Binde-
tasche von Trp56 in Racl entstammt,>® die Vav1-beschleunigte Aktivierung von Racl
nicht beeinflusst. Ebenfalls erklart dies die Beobachtung, dass das Guanosinanalog
6-Thio-GTP, ein Metabolit des Wirkstoffs Azathioprin, einen immunosuppressiven
Effekt besitzt. Durch den sterischen Einfluss von GTPase-gebundenem 6-Thio-GTP
auf wichtige Interaktionen mit der Switch II-Region von Racl kommt es zur spezifi-
schen Inhibition der Vav1-Aktivitat.!8% 109

Eine weitere Besonderheit von Vav-Austauschfaktoren (Vavl-Vav3) ist die Re-
gulierung der GEF-Aktivitdt durch Tyrosin-Phosphorylierungen innerhalb der N-
terminal benachbarten AC/CH-Domaéne (siehe Abb. .131 Eine Trunkierung dieses
Bereichs fiihrt zur Aktivierung des Proto-Onkogens Vav1.” Die katalytische DH-
Doméne wird im inaktiven Zustand von einer autoinhibitorischen Helix (aa 167-178)
abgeschirmt, sodass eine Komplexbildung zwischen GTPase und GEF nicht stattfin-

den kann.!3*

Erst die Phosphorylierung von Tyr174 hebt diese Autoinhibition auf
und die GEF-Aktivitit von Vavl wird hergestellt.'3! Durch eine ungiinstige Konfor-
mation von Tyrl174 ist die Zuganglichkeit fiir Tyrosinkinasen der Lck-Familie einge-
schrankt, deshalb werden zuerst die beiden Reste Tyr142 und Tyr160 innerhalb der
CH-Doméne, der ebenfalls eine negative Regulation der GEF-Aktivitit zukommt,
phosphoryliert (siehe Abb.[5.6). Dies fiihrt zu einer Re-Organisation der CH-Doméne
(Intra-Doménen Kooperativitdt) und somit zu einer besseren Kinase-Zuganglichkeit
von Tyr174.86

Die Aptamere V16, V17 und V21 stammen aus der Selektion gegen die autoinhi-
bierte DH-Doméne von Vavl;z_377 und infolgedessen wére es denkbar, dass das Ziel-
epitop zumindestens teilweise aus der autoinhibitorische Helix besteht. Die Konse-
quenz einer Interaktion der autoinhibitorischen Helix mit dem Aptamer ware wahr-
scheinlich eine noch schlechtere Kinase-Zuganglichkeit von Tyr174, sodass es zu einer
Inhibition der Aktivierung kdme. Da jedoch die Helix nicht starr mit der DH-Doméne
verankert ist, sondern sich im Gleichgewicht zwischen offener und geschlossener

Konformation befindet,'®> wire analog zu Proteinaktivatoren eine Adressierung der
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INHIBITION

Active
Vavi

Autoinhibited
Vav1

ACTIVATION

Abbildung 5.6: (Inhibition) Die DH-Doméne besitzt im autoinhibierten Zustand einen
fest verankerten N-terminalen Bereich, der durch interaktionen mit deer CH-Doméine
und der PH-Domine aufrecht erhalten wird. (Activation) Durch eine initiale Phospho-
rylierung von Tyr142 und Tyr160 werden die Wechselwirkungen zwischen CH-und dem
Ac-Bereich geschwécht, sodass nur noch die inhibierende Helix um den Rest Tyr174 die
GTPase-Interaktionsfliche der DH-Doméne abschirmt. Durch die Phosphorylierung von
Tyr174 kann die GEF-Aktivitit von Vav1 vollstandig hergestellt werden.3
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offenen Helix moglich.!”® Zur Beantwortung dieser Frage wurde Vavlyz_s77 in vi-
tro durch die Src-Kinase phosphoryliert und nach SDS-PAGE Auftrennung durch
einen anschliefenden immunologischen Nachweis von pTyr174 ausgewertet. Fiir ei-
ne qualitative Aussage wurden alle Aptamere bei 1 uM verglichen. Durch hohe Stan-
dardabweichungen im Western Blot wurde parallel die Phosphorylierung durch ein
luminescent oxygen channeling-basiertes Experiment quantifiziert und der Einfluss der
Aptamere bei 2 uM untersucht. Im Assay wurden Streptavidin-Donorbeads und anti-
pTyr-IgG-markierte Akzeptorbeads verwendet (siehe [7.9.4). Da die gemachten Beob-
achtungen beider Experimente iibereinstimmen, soll die Diskussion auf den Ergeb-
nissen von Western Blot-Daten sowie LOC-Daten basieren. Das Aptamer 11, selektiert
gegen die DH-Doméne ohne autoinhibitorische Helix, konnte als bindende Negativ-
kontrolle eingesetzt werden. Des Weiteren sollte das unspezifische Aptamer V22, das
in den Filterbindungsanalysen einen sehr stabilen Protein-RNA-Komplex bildete, als
Vergleich herangezogen werden. Die ATP-Konzentration lag mit 5 mM weit {iber der
Ky von ATP und Src,'! sodass eine Limitierung von ATP ausgeschlossen werden
kann. Uberraschend zeigte keines der getesteten Aptamere eine Inhibition der Phos-
phorylierung von Tyr174 durch die Src-Kinase. Wie schon erwdhnt befindet sich die
autoinhibitorische Helix in einem konformationellen Gleichgewicht zwischen offener
und geschlossener Form, wobei sie im nicht-phosphoryliertem Zustand zu 10 % auf
der Seite der offenen Konformation liegt.!®> Um die Phosphorylierung zu inhibieren
miisste das Aptamer einen dynamischen Zustand einfrieren konnen d.h. das ohne-
hin schon kleine Verhiltnis von offener zu geschlossener Konformation von 1 zu 9
noch weiter reduzieren. Dies ist sicherlich nicht unmdoglich, jedoch besitzen Ribonu-
kleinsduren durch Solvatationsprozesse und Assoziationen mit divalenten Kationen

192 Die Flexibilitit der Basen kann zu einer Viel-
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hohe konformationelle Freirdume.
zahl von energiearmen Faltungen fithren,'”3 was die Stabilisierung einer einzelnen
Konformation erschweren diirfte.

Wie sich jedoch herausstellte, waren die Aptamere V21 und V22 in der Lage die
Phosphorylierung von Tyr174 signifikant zu erhchen. Das unspezifisch bindende V22
zeigt hierbei den grofiten Effekt auf die Tyr174-Phosphorylierung durch Src. Da V21
und V22 ein gemeinsames Konsensusmotiv teilen und sich in ihrer Aktivitat glei-
chen, liegt die Vermutung nahe, dass beide Sequenzen ein dhnliches Bindungsepi-

top erkennen. Die beobachtete Unspezifitdt von V22 konnte durch den evolutiondren
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Austausch von strukturell wichtigen Basen erklart werden.!”* Diese Vermutung er-
hértet sich bei der Betrachtung der in silico berechneten Sekundérstrukturen beider
Aptamere (sieche Abb. [.31). Das Konsensusmotiv der selektierten Vavl-Aptamere
liegt bei V21 ungepaart vor, wihrend es in V22 Teil einer Stammstruktur ist. Ver-
tauscht man beide Motive, so liegt bei V22 dieses danach fast vollstandig ungepaart
vor, wihrend V21 eine vollkommen andere Konformation-mit teilweise gepaartem
Konsensusmotiv—einnimmt.

Die RNA /Protein-Bindung vollzieht sich fast immer durch einen so genannten
induced fit Mechanismus, dieser gewahrleistet wiahrend der RNA-Protein-Bindung ei-
ne hohe Spezifitit und Affinitdt.!®> Durch GC-reiche Stammstrukturen besitzt V22
einen energiearmen Grundzustand (-35 kJ/mol vs V21: -10 kJ/mol), der wihrend
der Bindung zum Zielprotein zu einer suboptimalen Komplexierung fithren konn-
te.1% Neben der Spezifitit scheint jedoch die Aktivierung der Phosphorylierung die
ungewohnlichste Eigenschaft von V21 und V22 zu sein. Spezifische RNA-basierte
Agonisten sind bis jetzt nur rational auf der Grundlage von bekannten Aptamer-

strukturen konstruiert worden.!?”/1%8

Durch die gezielte Adressierung einer aktiven
Konformation ist dies moglich. Der aktivierende Effekt von V21 und V22 auf die
Src-vermittelte Phosphorylierung von Tyr174 ist womoglich auf eine Verschiebung
des Gleichgewichts zwischen offener und geschlossener Konformation der autoin-

hibitorischen Helix zuriickzufiihren.18

Durch die Bindung des Aptamers an Vavl
konnten intermolekulare Wechselwirkungen (z.B. van der Waals, ionische Interaktio-
nen bzw. Wasserstoffbriicken) dazu fiihren, dass sich besonders die unstrukturierten
Bereiche zwischen aa 180-189 ordnen und damit Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen Tyr174 und Lys322/Tyr209 schwichen.!3! Eine direkte Interaktion der Aptame-
re mit Aminosdureresten, die an der Positionierung der Helix beteiligt sind, ist durch
die fehlende GEF-Inhibition jedoch unwahrscheinlich. Eine bis jetzt nicht diskutier-
te Moglichkeit, um die erhohte Phosphorylierung von Y174 in Anwesenheit von V21
und V22 zu erkléren, ist die iiberproportionale Aktivierung der Src-Kinase, die sich in
einer erhohten Autophosphorylierung widerspiegelt. Prinzipiell werden Src-Kinasen
entweder iiber die Dephosphorylierung eines autoinhibitorischen Tyr oder durch die
Substratbindung an die Src-SH2 oder Src-SH3-Doméne aktiviert.!”” Die Autophos-
phorylierung konnte ebenfalls bestimmt werden, lediglich V22 zeigte einen um den

Faktor 2 erhohten Phosphorylierungsgrad, verglichen mit der nicht bindenden B50
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Bibliothek (Daten nicht gezeigt). Dies konnte wiederum bedeuten, dass V22 eben-
falls die SH2 oder SH3-Doméne der Src-Kinase erkennt und damit zu einer erhéhten
Kinaseaktivitat beitragt.

Aufgrund der Tatsache, dass Vavl neben Tyr174 noch zwei weitere regulatorische
Tyrosinreste (Tyr142, Tyr160) mit einem Src-Erkennungsmotiv besitzt, ist prinzipiell
ein Einfluss des spezifischen Aptamers V21 auf diese beiden nicht auszuschliefien.
Durch eine Mutagenese-Studie mit Vavljzs_ 564 wurden die jeweiligen Tyrosinreste
zu Phenylalanin mutiert, um damit die Phosphorylierung positionsspezifisch un-
tersuchen zu konnen. Ein LOC-Experiment mit Vavlizs_564 Wt bestitigte ein wei-
teres Mal den aktivierenden Effekt von V21 (siehe Abb. [4.36). Die Phosphorylierung
von Vavlizs ses Tyrl42Phe fithrte zu keinem auswertbaren Signal, was im Einklang
mit dem postulierten Mechanismus der Vavl-Aktivierung ist.®® Da Tyr142 am bes-
ten fiir die Src-Kinase zugdnglich ist, kommt es zu einer initialen Komplexbildung,
auf die eine intramolekulare Phosphorylierung von Tyr174 folgt. Durch den Wegfall
dieses access point in der Tyr142Phe-Mutante ist die Src-Kinase nicht mehr in der La-
ge Vavl effektiv zu binden. Die Untersuchung an Vavljzs 564 Tyrl60Phe offenbarte
einen geringen Einfluss von Tyr160 auf die Gesamt-Phosphorylierung, da die gemes-
senen LOC-Werte keine Unterschiede zum Wildtyp zeigen. Des Weiteren ldsst sich
kein FEinfluss des Aptamers V21 auf die Phosphorylierung dieser Mutante erkennen.
Eventuell fithrt die Tyr160Phe Mutation zu einer giinstigeren Konformation, die die
Phosphorylierung von Tyr174 durch die Src-Kinase erleichtert. Zum Schluss konnte
durch die Tyr174Phe Mutation die Relevanz von Tyrl74 zur Phosphorylierungssi-
gnal bestitigt werden. Ein Einfluss von V21 auf die Phosphorylierung von Tyr142
und Tyr160 scheint nicht gegeben zu sein. Zusammenfassend ldsst sich der Effekt
von V21 auf die Phosphorylierung der drei wichtigen Vavl Tyr-Reste 142, 160 und
174 wie folgt aufzeigen: Im konzertierten Ablauf der Src-vermittelten Phosphorylie-
rung von Vavl 134564 kann bei einer Konzentration von 2 yM V21 eine erhohte Tyr-
Phosphorylierung gemessen werden. Ein Einfluss von V21 auf die Phosphorylierung
von Tyrl42 und Tyr160 lies sich mit den Punktmutanten Tyr142Phe und Tyr160Phe
nicht beobachten. Es kann ebenfalls eine unspezifische Aktivierung der Src-Kinase

durch V21 ausgeschlossen werden.
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5.4 GTPase-Aktivierungssensor

Die Bestimmung der aktiven GTP-gebundenen Form einer kleinen GTPase in Zellly-
satproben erfordert im allgemeinen ein pull-down Experiment mit spezifisch binden-
den Effektorproteinen. Oftmals miissen fiir diese Assays 500 ug und mehr an Zellly-
sat eingesetzt werden, um ausreichend grofie Signalunterschiede im abschliefSfenden
Western Blot zu detektieren. Durch die Entwicklung eines sensitiven und homoge-
nenen Assays zur Messung des Aktivierungszustands der Rho-GTPase Racl sollte
die Grundlage fiir eine einfache Messung im Zelllysat geschaffen werden. Der auf
luminescent oxygen channeling-basierte Versuchsaufbau nutzt analog zu pull-down Ex-
perimenten die spezifische Interaktion zwischen einem Effektorprotein (Paklzy_117)
und der GTPase Racl aus (sieche Abb. [£37). Durch die Immobilisierung des bio-
tinylierten Effektors auf Streptavidin-Donorbeads und der GTPase auf anti-Racl-
IgG-funktionalisierte-Akzeptorbeads lassen sich hohe lokale Konzentrationen bei-
der Bindungspartner generieren. Dies fithrt dazu, dass bereits kleinste Mengen der
aktiven GTPase ausreichen, um durch eine Aufkonzentrierung auf den Beads ein
LOC-Signal zu erzeugen. Der Aufbau des Sensors erlaubt einen einfachen Austausch
des Antikorpers, um ebenfalls die GTP-Beladung von Cdc42 zu messen, da Pakl
neben Racl ebenfalls Cdc42 bindet.* Weiterhin deuten Vorversuche mit anderen
GTPase/Effektor-Komplexen (Ras/Rafl, Arf6/GGA3) darauf hin, dass der Aktivie-
rungssensor fiir andere Mitglieder der Ras-Superfamilie einsetzbar ist.2?* Durch den
Quenching-Effekt des Zelllysates werden geringere Signalintensitdten gemessen. Hier
lassen sich in Zukunft vielleicht so genannte Alphalisa-Beads (PerkinElmer) einset-
zen, die eine sehr definierte Emission bei 615 nm zeigen — im Kontrast zum breiten

Emissionspeak zwischen 520 und 620 nm der AlphaScreen-Akzeptorbeads.
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Die durch die Aptamerselektionen gegen die Rho-GEFs Tiam1 und Vavl gewonne-
nen Einblicke lassen fiir weitergehende Studien einen grofien Spielraum. Das an-
ti-Tiam11033—1406 Aptamer K91 unterstreicht die Machbarkeit einer Selektion von
RNA-Aptameren zur Inhibition von Guaninnukleotid-Austauschfaktoren. Zusétzlich
konnte durch die Etablierung eines Aptamer-Verdrangungsassays der Bogen zu nie-
dermolekularen Substanzen gespannt werden. Es bleibt abzuwarten wie die iden-
tifizierten Hitverbindungen in Zellkultur-basierten Experimenten endogenes bzw.
iiberexprimiertes Tiam1 modulieren. Fiir die weitere Charakterisierung der Substan-
zen sind als nédchstes Bindungsstudien durch ITC, Oberflichenplasmonresonsonanz
oder Thermophorese zu empfehlen. Sicherlich sinnvoll wére ebenfalls eine weiter-
gehende Suche nach strukturell verwandten Molekiilen mit einer besseren Inhibiti-
on des Guaninnukleotid-Austauschs. Die zu erwartenden Effekte der Inhibitoren in
Zellkultur-basierten Versuchen kénnen durch den Einfluss von Tiam1 auf Racl sehr
anschaulich tiber Verdnderungen des Aktin-Zytoskeletts in z.B. Hek293 Zellen be-

obachtet werden (,,Membrane ruffles”).?!

Ein initiales Experiment wére zuerst der
pull-down von aktivem Racl in An-und Abwesenheit der Substanzen. Des Weiteren
bleibt abzuwarten, inwieweit die Inhibition der DH-Domiéne von Tiam1 eine Beein-
flussung von anderen Signalwegen (z.B. Ras) nach sich zieht.”

In zelluldren Experimenten konnte ebenfalls das Vavl-spezifische Aptamer V21 wei-
ter charakterisiert werden. Hier gilt es herauszufinden, wie stabil die RNA innerhalb
der Zelle ist und ob sich die in vitro Beobachtungen im komplexeren Umfeld der

Zelle bestdtigen lassen. Der Transfer des Aptamers in die Zelle gelingt entweder iiber
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einen viralen Shuttlevektor?? oder direkt durch Lipofektion der in vitro transkribier-
ten RNA.!3 Die direkte Konsequenz von V21 ist neben der Erhéhung des Phos-
phorylierungsgrades eine erhohte GEF-Aktivitdt von Vavl. Die Untersuchung der
Racl-Aktivierung nach eine Stimulation mit Wachstumsfaktoren setzt voraus, dass
Racl nur durch Vavl aktiviert wird. Fiir die Lungenkrebszelllinie H358 ist dies der
Fall, Vavl siRNA Experimente legen diesen Schluss nahe.'® Somit sind diese Zellen
ideal, um den Effekt des Vavl-spezifischen Aptamers V21 auf die Aktivierung von
Racl zu untersuchen. Als Kontrollzelllinie sind H460 Zellen préadestiniert, da sie kein
endogenes Vav1 besitzen und somit andere Guaninnukleotid-Austauschfaktoren zur
Aktivierung von Racl einsetzen.!® Zusitzlich konnte durch den Einsatz eines Src-
Kinase Inhibitors der direkte Einfluss von Src auf die Phosphorylierung von Vavl
bewiesen und damit die Spezifitiat von V21 auf die Src-vermittelte Phosphorylierung
sichergestellt werden.

Das Konzept des GTPase-Aktivierungssensors ldsst sich auf weitere GTPase/Effektor
Paare ausweiten. Sicherlich entscheidend fiir den weiteren Erfolg dieses neuen Mess-
verfahrens ist die Akzeptanz und einfache Methodik. Die kommenden Jahre werden
zeigen, ob luminescent oxygen channeling Messverfahren und mit ihnen die entspre-

chenden Messgerite sich weiter durchsetzen werden.
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7.1 Material

7.1.1 Gerite

Gerdt; Typ

Hersteller

Agarose Gelkammer
Blot Apparatur Transblot Semi-Dry

Chemisches Institut, Uni Bonn
Biorad

Brutschrank Binder

Brutschrank, eukaryontische Zellen Hera Cell

Cafe Gourmet Philips

FPLC GE Healthcare
Geiger-Miiller-Zahlrohr; 900mini-I Morgan

Geldoc Biorad
Inkubationsschiittler; Innova 4430 New Brunswick Scientific
Mikropipetten; research Eppendorf
Mikroplattenlesegerat; LB 940 Berthold

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss

Odyssey IR Western Blot
Detection System

LI-COR Biosciences

PCR-Cycler; T3 Thermocycler Biometra
pH-Messgerit; pH-Meter IonoLab
Phosphorimager; FLA-3000 Fuyjifilm
Photometer; BioMate 3 ThermoSpectronic
Pipettierhilfe; Accujet Brand
Reinstwasseranlage; Easy Pure UV/UF Barnstead
Screens fiir Phosphorimager Fuyjifilm
Spannungsquellen; E865; E833; E802 Consort
Sterilbank Bakterienkultur Antares
Sterilbank eukaryontische Zellkultur Heraeus
Thermoblock; Block Heater Stuart Scientific
Thermomixer; comfort Eppendorf
Tischschiittler; 3017 GFL
Tischzentrifugen 5804R, 5417R Eppendorf
Uberkopfschﬁttler; Reax2 Heidolph
Ultraschallbad Sonorex Super 10 P Bandelin
UV-Transilluminator Biorad
VersaDoc Imaging System Biorad
Vortexer; 7-2020 NeoLab
Waagen; JL-200 Chyo Balance
Waagen; BL1500S, BP 211D Sartorius
Wasserbad; 1008 GFL
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- Fortsetzung Gerite —

Gerit; Typ Hersteller

Zentrifuge fiir 96-Lochplatten; Z300K Hermle

Zentrifugen; 5804R; 5810R; 5417C Eppendorf

7.1.2 Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller
DC-Alufolien 20x20cm Kieselgel 60 F254 Merck
Einwegpipetten 2-50 mL Falcon
Einwegspritzen Braun
Glaswolle, silanisiert Falcon
Kantilen Terumo
MicroSpin G-25 Sdule GE Healthcare
Polyprepsédule BioRad
Reaktionsgefifle; 1,5 & 2.0 mL Eppendorf
Reaktionsgefifie; PCR 0,2 & 0,5 mL Eppendorf
Skalpelle Bayha
Spitzen fiir Mikropipetten Biozym
Spritzenvorsatzfilter QualiLab
Sterilfiltrationsaufsitze Nalgene
Ultra-Free MC 45 ym Millipore
Whatman-Filterpapier Schleicher und Schuell
Zellkulturflaschen TPP
Zellkulturschalen TPP
Zentrifugenrohrchen; 15 mL Roth
Zentrifugenrohrchen; 50 mL Roth
Zellkulturflaschen TPP
Zellkulturschalen TPP

7.1.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von analytischem oder htherem Reinheitsgrad.

Wasser wurde einer Easy pure UV /UF Reinstwasseranlage (Barnstead) entnommen.

Reagenz Hersteller
1,4-Dithiothreitol (DTT) Sigma
2-Mercaptoethanol Sigma
Agarose, electrophoresis grade Invitrogen
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— Fortsetzung Chemikalien —

Reagenz Hersteller
Ammoniumperoxodisulfate (APS) Sigma
Ampicillin-Natriumsalz Sigma
Bacto Trypton Sigma
Bis-Acylamid; Rotiphorese Roth
Borsdure Roth
Bradford-Reagenzlosung Biorad
Bromphenolblau Merck
Chloramphenicol Sigma
Chloroform Merck
Coomassie Brilliantblau G250 AppliChem
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma
di-Kaliumhydrogenphosphat Merck
Dimethylsulfoxid Sigma
Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat KMF
DMEM Medium PAA Laboratories
Essigsaure (99.8%) Merck
Ethanol abs. Merck
Ethidiumbromid Roth
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma
Titriplex Calbiochem
EZ-Link Sulfo-NHS-LC Biotin Pierce

NHS Fluorescein Pierce
Fetales Kélberserum (FCS) PAA Laboratories
Glucose Sigma
Glutathion reduziert Sigma
Glycerin Roth
Glycin Applichem
Glykogen Roche
Guanosin-5’-thiophosphat-di-Natriumsalz ~ Emp Biotech
(GMPS)

Harnstoff Calbiochem
Heparin Sigma
HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-  Roth
ethansulfonsdure

Igepal CA630 Fluka
Isopropyl-p-D-thiogalacto-pyranosid Sigma
(IPTG)

Kaliumchlorid Merck
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— Fortsetzung Chemikalien -

Rainbow Protein Marker high
Rainbow Protein Marker low
TruHits Kit
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GE Healthcare
GE Healthcare
PerkinElmer

Reagenz Hersteller
Kanamycinsulfat Sigma
Lipofectamin LTX Invitrogen
Magermilchpulver Sucofin
Magnesiumacetat-tetrahydrat Fluka
Magnesiumchlorid Merck
Metafectene Biontex
N-N-N'-N’-Tetramethylethylendiamin Merck
(TEMED)
Natriumchlorid Merck
Natriumdihydrogenphosphat-monohydrat Fluka
PBS Pulffer PAA Laboratories
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat Calbiochem
(Tween 20)
Protease Inhibitor Cocktail Sigma
Roti-Phenol fiir Extrakt Roth
Salzsédure (37%) Merck
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth
(Tris)
Triton X-100 Merck
Trypsin/EDTA Invitrogen
Xylencyanol Merck
7.1.4 Standards und Kits
Artikel Hersteller
100 nt RNA Leiter Fermentas
1000 nt RNA Leiter Fermentas
100 bp DNA Leiter PeqLab
1000 bp DNA Leiter PeqLab
FITC Detection Kit PerkinElmer
Gel extraction Kit Qiagen
Phosphotyrosine Detection Kit PerkinElmer
Plasmid Miniprep Kit Qiagen
Protein A Detection Kit PerkinElmer
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71.5 Enzyme
Enzym Hersteller
Anorganische Pyrophosphatase Roche
Calf Intestine Alkaline Phosphatase Stratagene
DNase I Roche
Lysozym Sigma
Pfu Polymerase AK Famulok
Reverse Transkriptase; Superscript II Invitrogen
Rinderserumalbumin (BSA) RNase frei Calbiochem
RNasin Ribonuclease Inhibitor Promega
T4 Polynukleotidkinase New England Biolabs
T7 RNA-Polymerase AK Famulok
Taq Polymerase AK Famulok

7.1.6 Nukleotide

Nukleotid Hersteller
a-[3?P]-GTP Perkin Elmer
v-[3?P]-ATP Perkin Elmer
dNTPs Larova GmbH
NTPs Larova GmbH
MantGDP Jena Biosciences
GTPyS Jena Biosciences
GppNHP Jena Biosciences

Bodipy FL GDP Invitrogen

7.1.7 Synthetische Oligodesoxynukleotide

Die Oligodesoxynukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried, Deutsch-

land) in HPLC gereinigter Form bezogen.

Tabelle 7.7: Synthetische Oligonukleotide

Name Sequenz 5-3’

Fwd-Racl-BamHI CGCGGATCCGCATGCAGGCCATC
AAGTGTGTGG

Rev-Racl-EcoRI CCGGAATTCTTACAACAGCAGGCATT
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— Fortsetzung Oligonukleotide —

Name Sequenz 5-3’

TTCTCTTC
Fwd-Rac2 ATGCAGGCCATCAAGTGTGTG
Rev-Rac2 CTAGAGGAGGCTGCAGGCGCG

Fwd-Tiam1-1033-1255
Rev-Tiam1-1033-1255
Fwd-Tiam1-1255-1400-BamHI
Rev-Tiam1-1255-1400-EcoRI
Fwd-Vav1-189-575-BamHI
Rev-Vav1-189-575-EcoRI
Fwd-Vav1-189-575-M351T

Rev-Vav1-189-575-M351T
Fwd-Vav1-134-564-Y142F

Rev-Vav1-134-564-Y142F
Fwd-Vav1-134-564-Y160F
Rev-Vav1-134-564-Y160F
Fwd-Vav1-134-564-Y174F

Rev-Vav1-134-564-Y174F

7.1.8 Plasmide

ATGCGACAGCTGTCGGATGCGG
TTACTCTCCCGTCTGCTCAGCAATCAG
CGCGGATCCGAGAAGAAAGAGGTTG
CAGATCTGAG
CCGGAATTCTTATTTATCTCGCAG
GATCGAATGC
CGCGGATCCATGACAGAGT
ATGACAAGCGCTGCTGC
CCGGAATTCTTATAGTTCCT
GGGAAATCTTGCCC
CACGCAGGAGGCGACGGAGAAGGAGAAC
GITCTCCTTCTCCGTCGCCTCCTGCGTG
GAGTGTAGGTGATGAAGACATCTITCAGTG
GCCTGTCCGACC
GGTCGGACAGGCCACTGAAGATGTC
TTCATCACCTACACTC
AGGAGGATGAGGACCTGTITTGAC
TGCGTGGAGAATGAGG
CCTCATTCTCCACGCAGTCAAACAG
GTCCTCATCCTCCT
GGAAGGCGACGAGATCTTTGA
GGACCTCATGCGC
GCGCATGAGGTCCTCAAAGAT
CTCGTCGCCTTCC

Alle aufgelisteten Plasmide sind mit Ausnahme des Vektors pCMV Tag2B prokaryon-

tische Expressionsvektoren. Das pGEX-Expressionssystem (GE Healtcare) ermoglicht

die Expression von N-terminalen GST-Fusionsproteinen, der pProExHTb-Vektor tragt

wie der pET SUMO Vektor einen Hexahistidinanker am N-Terminus. Der Vektor

pGEX-2T-TEV, bei dem die Thrombin-Protease-Erkennungssequenz mit einer TEV

Proteaseschnittstelle ausgetauscht wurde, stammt aus der Arbeitsgruppe von Prof.
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R. Goody (MPI Dortmund). Das Expressionsplasmid pGEX-2T-Pak1y7y_117 wurde von
Prof. Chernoff (Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA, USA) bezogen. Die pASK
IBA 43+ Konstrukte sind von Prof. Waldemar Kolanus (LIMES, Bonn) zur Verfiigung

gestellt worden.

Tabelle 7.8: Ubersicht der verwendeten Plasmide.

Riickgrat Gen Schnittstellen
pGEX-2T-TEV  Racl, hs, 1-184 BamHI, EcoRI
pET SUMO Rac2, hs, 1-192 TA Klonierung
pGEX-2T-TEV  Vavl, hs, 189-575 BamHI, EcoRI
pGEX-2T-TEV  Tiaml, mm, 1255-1400 BamHI, EcoRI
pPROEX HTb  Tiam1l, mm, 1033-1406 Ncol, Xhol'14
pET SUMO Tiam1, mm, 1033-1255 TA Klonierung
pCMV Tag2B  Racl, hs, 1-192 BamHI, EcoRI
pGEX-2T Pakl, hs, 70-117 BamHI, EcoRI
pMAL C1 Vavl, hs, 134-564 86

pASK IBA Vavl, 170-377, Prof. Kolanus

181-377

7.1.9 Bakterien und Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Bakterienstimme und Zelllinien ver-

wendet. Die E.coli Stimme sind kommerziell erhiltlich. Die HEK (human embryonic

kidney)-Zelllinie wurde von Prof. Walter (Bonn) zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 7.9: Bakterienstimme.

Stamm

Genotyp

XL1-Blue (Stratagene)

BL21(DE3) Tuner (Novagen)

BL21(DE3) Codon Plus RIL

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac [F’, proAB, lacl"ZAM15Tn10 (Tet")]

gal, A(DE3)

F~, ompT, hsdS (r;mj), dem, Tet”,

F-, ompT, hsdS (r;mp), dem, Tet’, gal,

A(DE3), endA, Hte [argU ileY leuW Cam’]
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7.1.10 Antikorper

Die verwendeten primédren Antikorper sind in Tabelle 1.10 zusammengefasst. An-
gegeben sind die Bezeichnung des Antikorpers, das jeweilige Antigen und die ver-
wendeten Verdiinnungen des Antikorpers im Western Blot. Des Weiteren wurde die

Bezugsquelle des Antikorpers aufgefiihrt.

Tabelle 7.10: Verwendete Antikorper

Name Verdiinnung Bezugsquelle Details

Racl C-Term./C-11 1/500 SCBT polyklonal, Kaninchen
Racl C-Term. 1/1000 Millipore polyklonal, Maus

anti Maus IgG /GAM-800 1/20000 Licor polyklonal, Ziege
anti-Biotin-FITC, BN-34 1/2000 Sigma monoklonal, Maus
plyr (PY99) 1/2000 SCBT monoklonal, Maus

7.2 Analytische Methoden

7.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

202 ynter

Die analytische Auftrennung von Proteingemischen wurde nach Laemmli
Verwendung denaturierender diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gele durchge-
fithrt. Das Sammel-und Trenngel wurde wie folgt vorbereitet: Nach dem Mischen
der Einzellosugen wurde durch die Zugabe von TEMED und APS die Polymerisati-
on gestartet und das Gemisch zwischen 2 durch einen Spacer getrennte Glasplatten
gegossen. Die Polymerisation des Trenngels erfolgte unter Luftabschluss durch Uber-
schichten mit Isopropanol. Zur Denaturierung der zu analysierenden Proteine wur-
den alle Proben mit 4x SDS-PAGE-Probenpuffer versetzt und fiir 5 min bei 95 °C auf-
gekocht. Die Gelelektrophorese wurde in 1x Glycin-Laufpuffer fiir 45 min bei 150 V
durchgefiihrt. Nach dem Lauf wurden die Gele entweder in Coomassie-Farbelosung
gelegt oder durch ein mehrmaliges Waschen mit MilliQ Wasser fiir einen Transfer

auf eine Nitrozellulosemembran vorbereitet.
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Tabelle 7.11: Bestandteile der verwendeten SDS-PAGE-Gele

Losung Sammelgel (5 %) Trenngel (12 %)
H,O 55 mL 6,6 mL

30 % Acryl-Bisacrylamid 1,3 mL 8 mL

1,5 M Tris (pH 6,8) 1 mL

1,5 M Tris (pH 8,8) 5 mL

10 % SDS 0,08 mL 0,2 mL

10 % APS 0,032 mL 0,2 mL

TEMED 0,015 mL 0,02 mL

7.2.2 Coomassie-Firbung (Brilliant Blau G 250)

Zur Anfarbung der durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Pro-
teine ist ausschliefllich die Coomassie-Blau-Farbung angewendet worden. Die Prote-
ingele wurden zuerst fiir 1 min in der Mikrowelle bei 600 W erhitzt, fiir 10 min bei
Raumtemperatur geschiittelt und anschlieffend etwa 30 min mit Entfarbe-Losung in-
kubiert. Die Gele kamen anschliefsend auf ein angefeuchtetes Whatman-Papier und

wurden im Geltrockner getrocknet.

e Coomassie-Losung: 10 % (v/v) Essigsdure, 40 % (v/v) Methanol, Spatelspitze
Coomassie Brilliant Blue G250.

e Entfarbe-Losung: 10 % (v/v) Essigsdure, 30 % (v/v) Methanol.

7.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Losung verwendeten Methoden
sind im Folgenden aufgefiihrt. Dabei wurde fiir Proteingemische in der Regel die
Methode nach Bradford bevorzugt, wahrend aufgereinigte Proteine photometrisch

nach Lambert-Beer vermessen wurden.

7.2.4 Photometrische Bestimmung nach Lambert-Beer

Die Konzentrationsbestimmung nach Lambert-Beer basiert auf der UV-Absorptionsmes-

sung der Aminosduren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin eines Proteins bei ei-

ner Wellenldnge von A = 280 nm (Ajgp). Eine exakte Messung ist ausschliefSich fiir
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homogene Proteinlosungen moglich, da ansonsten Verunreinigungen den Absorp-
tionwert verfdlschen. Ebenso sollte sichergestellt werden, dass Nukleinsduren als Ver-
unreinigungen abgetrennt werden (siehe [7.2.10). Der molare Absorptionskoeffizient
€ des zu bestimmenden Proteins lasst sich leicht durch Abzédhlen der aromatischen
Aminosduren Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin berechnen. In der vorliegenden
Arbeit wurden die molaren Absorptionskoeffizienten unter Verwendung des Pro-
gramms Vector NTI (Invitrogen, Carlsbad, USA) bestimmt. Die Proteinkonzentration

wurde folgendermafSen berechnet:

Axgo=c-d-€ (7.1)

Apgy = Absorption bei 280 nm
€ = molarer Absorptionskoeffizient M~ lem™1]
¢ = Konzentration [M]

d = Lange der Messstrecke [cm]

7.2.5 Photometrische Bestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford basiert auf der Bindung
des sauren Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau an basische und aromatische Ami-
nosdurereste. Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximun des gebundene Farb-
stoff von A5y = 465 nm auf A,y = 595 nm. Zur Konzentrationsbestimmung wurden
gleiche Volumina (je 3 uL) an Proteinproben unbekannter Konzentration sowie eine
Standardreihe an BSA-Proben in einer 96well Platte vorgelegt. Zu jeder Probe wur-
den 200 uL einer 1x Bradford-Losung der Firma Biorad pipettiert und die Absorpti-
on bei A = 595 nm gemessen. Die Konzentrationsberechnung erfolgte anhand einer
tiir die BSA-Standardreihe ermittelten Kalibriergerade. Alle Messungen wurden als
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

7.2.6 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Der Proteintransfer von SDS-PAGE-Gelen auf Nitrozellulosemembranen erfolgte zur
spdteren immunologischen Detektion der Proteine. Verwendet wurde eine Semi-Dry
Blot Apparatur (Biorad) mit diskontinuierliches Puffersystem. Fiir die Semi-Dry Me-
thode wurden das SDS-Gel, die Nitrozellulosemembran und die Filterpapiere (What-
man, GB005) im entsprechenden Elektrodenpuffer dquilibriert und folgendermafsen
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beginnend bei der Kathode angeordnet: 3 Filterpapiere in Kathodenlésung, das SDS-
Gel in Kathodenlosung, die Nitrozellulose in Anodenlésung II, 1 Filterpapier in An-
odenldsung II und zuletzt 2 Filterpapiere in Anodenlésung I. Der Transfer fand bei
einer Stromstirke von 0,8 mA /cm? Blot fiir 45 min statt.

e Anodenlésung I: 300 mM Tris/HCl, 20 % (v/v) Methanol, pH 10,5.
e Anodenlésung II: 25 mM Tris/HCI, 20 % (v/v) Methanol, pH 10,5.

e Kathodenldsung: 40 mM 6-Aminohexansdure, 20 % (v/v) Methanol, pH 7,5.

7.2.7 Immunologische Detektion von Proteinen (Western Blot)

Die immunologische Detektion von Proteinen erfolgte auf Nitrozellulosemembranen
unter Ausnutzung spezifischer Antigen-Antikorper-Interaktionen. Nach Transfer der
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (siehe wurde diese mit Wasser ab-
gespiilt und danach 1 h auf einem Tischschiittler in Blockierlosung inkubiert. Die
Membran wurde zweimal mit 1x TBS-T (je 10 min) gewaschen und anschliefSfend
mit dem primdren Antikorper in TBS-T tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschlieflend
wurde dreimal mit TBS-T Puffer (je 5 min) gewaschen und mit dem sekundéren
IRDye 800-gekoppelten Antikorper in TBS-T Puffer fiir 1 h am Tischschiittler inku-
biert. Abschlieflend wurde dreimal mit TBS-T Puffer (je 5 min) und einmal mit TBS
gewaschen bevor der Blot auf dem Odyssee Western Blot Detektionssystem bei 800
nm ausgelesen wurde.

e TBS-T Puffer 10x: 1 M Tris/HCI, 1,5 M NaCl, 5 % Tween 20, pH 7 4.

e Blockierlosung: 0,1 M Tris/HC], 0,15 M NaCl, 0,5 % Tween 20, 3-5 % (w/v)
Magermilchpulver/BSA, pH 7,4.

7.2.8 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Zur analytischen und prédparativen Auftrennung von RNA-und DNA-Fragmenten
lassen sich Polyacrylamid Gele nutzen, die aufgrund ihres Maschencharakters mol-
massenabhdngige Wanderungsgeschwindigkeiten der negativen Nukleinsduren wah-
rend der Elektrophorese ermoglichen. Es wurden praparative Gele (Dicke 10 mm)
und analytische Gele (Dicke 5 mm) mit einem Acrylamidgehalt von 10 % verwendet.
Zum Gieflen der Gele wurden Losung A, B und C in einem Erlenmeyerkolben gut
durchmischt bevor die Polymerisation durch Zugabe von TEMED und APS (10 %ig)
gestartet wurde. Anschlieflend wurde das Gemisch zwischen zwei Glasplatten, die
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mit entsprechenden Abstandshaltern und einem Kamm verbunden waren, gegossen.
Nach minimal 30 min wurde das so vorbereitete Gel in die vertikale Elektrophore-
sekammer gespannt, die Taschen mit Laufpuffer gespiilt und fiir 5 min bei 370 V, 25
Watt ein Vorlauf gestartet. Die Proben wurden abschlieflend mit 2x Ladepuffer, dem
die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol zugesetzt waren, vermischt und auf
das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese fand bei einer konstanten Spannung von 370
V und 25 Watt pro Gel statt. Im Durchschnitt dauerte die Auftrennung 90 min, wobei
die ausreichende Separation (~ 15 cm) der beiden Farbstoffmarker als Liangenrefe-

renz herangezogen wurde.

e Losung A: 10x TBE in 8.3 M Harnstoff.

e Losung B: 25 % Acrylamidlosung, 2 % N,N’-Methylenbisacrylamid in 8,3 M
Harnstoff.

e Losung C: 8,3 M Harnstoff.

e PAGE-Ladepuffer: 9 M Harnstoff, 50 mM EDTA, 0,05 % (w/v) Bromphenol-
blau, 0,05 % (w/v) Xylencyanol, pH 8.

e 10x TBE: 89 mM Tris/HCI, 89 mM Borsdure, 2 mM EDTA, pH 8.

Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel beidseitig in Klarsichtfolie einge-
schlagen und zur Visualisierung auf einer Kieselgel-Fertigplatte SIL G-25 mit UV-
Licht einer Wellenldnge von 254 nm bestrahlt. Die aufgetrennten Nukleinsduren wur-
den so sichtbar, die zu isolierende Bande konnten mit einer sterilen Skalpellklinge
ausgeschnitten und in ein 2 mL Eppendorfgefafs tiberfithrt werden. Die erhaltenen
Gelstiickchen wurden mit Hilfe einer Pipettenspitze zerkleinert und zur passiven
Elution mit einem Volumen von ca. 1 mL 0,3 M Natriumacetatlosung versetzt. Nach
90 min starkem Schiitteln bei 65 °C wurden die zerkleinerten Gelstiicke iiber mit sila-
nisierter Glaswolle gefiillte Spritzen abfiltriert. AnschliefSend konnen die Nukleinsdu-
ren wie unter beschrieben mit Ethanol geféllt und dann quantifiziert werden.
Bei radioaktiven Proben wurden die Gele direkt auf einem Phosphorimagerscreen
exponiert und dokumentiert.

7.2.9 Gelfiltration durch MicroSpin G-25

Zur Entfernung nicht inkorporierter Nukleotide bzw. zur Entsalzung von Nukleinsdure-
Losungen wurden bei Volumina bis 50 L MicroSpin™G-25 Siulen, wie vom Her-
steller beschrieben, verwendet.
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7.2.10 Phenol-Chloroform Extraktion

Das Abtrennen von Proteinen aus Nukleinsaurelosungen erfolgte durch eine Phenol/-
Chloroform-Extraktion. Hierzu wurde der Losung ein Volumenteil 4quilibriertes Phe-
nol zugesetzt, kriftig gevortext und zur schnelleren Phasentrennung bei 21000 x g
zentrifugiert. Die nukleinsdurehaltige wassrige Oberphase wurde abgenommen und
die darin enthaltenen Phenolreste mit zwei Volumen Chloroform versetzt, gevortext
und fiir 1 min bei 21000 x g zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase wurde anschlie-

end abgenommen, um die Nukleinsduren zu prazipitieren (7.2.11).

7.2.11 Prazipitation von Nukleinsduren

Die Prazipitation von Nukleinsduren erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumenein-
heit 3 M NaOAc (pH 5,2) und 3 Volumeneinheiten 100 % Ethanol. Bei kleinen Nukle-
insduremengen oder kurzen Oligonukleotiden wurde zur Verbesserung der Prazipi-
tation zusétzlich Glycogen (Endkonzentration: 2 pg/mL) zugegeben. Nach mehrma-
ligem Invertieren der Reaktionsgefiafie und Inkubation bei -80 °C fiir 30 min bzw. bei
-20 °C iiber Nacht wurde der Nukleinsdureniederschlag durch Zentrifugation (21000
x g/ 4 °C/ 30 min) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit
70 %igem Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation und Entfernen des Uberstands
wurde das Pellet nach kurzer Lufttrocknung in einem geeigneten Volumen Wasser

resuspendiert.

7212 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Nukleinsduren zur Analyse erfolgte unter anderem durch nicht-
denaturierende Agarose-Gelelektrophorese. Es wurden Gele mit einer Agarosekon-
zentration von 0,5-2,5 % (w/v) in 0,5x TBE-Puffer verwendet, die mit Ethidiumbro-
mid in einer Endkonzentration von 1 ug/mL versetzt wurden. DNA-Proben wurden
vor der Auftragung mit einem 6x Ladepuffer, RNA-Proben mit einem 2x Ladepuf-
fer versetzt. Um das Molekulargewicht der aufgetrennten Nucleinsduren bestimmen
zu kdnnen, wurde zusétzlich ein Langenstandard aufgetragen. Die Trennung erfolg-
te bei einer Spannung von 100 Volt in 0,5x TBE als Laufpuffer. Zur Visualisierung
der Nukleinsduren wurde das Gel auf einen UV-Transilluminator aufgelegt und mit
UV-Licht (Wellenldnge 366 nm) bestrahlt. Da das zugesetzte Ethidiumbromid positiv
geladen ist und entgegen der Nukleinsdurefront migriert, wurde die Elektrophorese

nie langer als 30 min durchgefiihrt.
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e 1x TBE-Puffer: 8,9 mM Tris/HCI, 8,9 mM Borsdure, 0,2 mM EDTA-Losung, pH
8,0.

e 6x DNA-Ladepuffer: 50 mM Tris/HCI, 15 % (w/v) Ficoll (400), 6 mM EDTA,
0,25 % (w/v) Bromphenolblau, pH 8,3.

e 2x RNA-Ladepuffer: 95 % Formamid, 0,025 % SDS, 0,5 mM EDTA.

7.2.13 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren in wéssrigen Losungen er-
folgte photometrisch bei einer Absorption von 260 nm. Da der Quotient OD4/OD2g
stark vom pH und dem Salzgehalt des Puffers abhéngt, wurde dieser ausschlieslich
in TE Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) bestimmt.?® Es wurde ein Quotient
grofer als 1.8 fiir nicht kontaminierte Nukleinsdurelosungen festgelegt. Fiir Nukle-
insduren unbekannter Sequenz bzw. fiir komplexe Gemische wurden die folgenden
empirischen Werte (F), bezogen auf ODy4y = 1, verwendet.

CRNA,DNA = w (7.2)
CRNADNA = Ozlze)f (7.3)

crNA,DNA: Konzentration der RNA/DNA in mM

ODy4: gemessene Absorption bei 260 nm

F: Multiplikationsfaktor, dsDNA = 50, ssDNA = 33, ssRNA = 40

f: Verdiinnungsfaktor

Y.(nt): Anzahl der Basen bzw. Basenpaare

Myy: Molekulargewicht je Base (330 g/muol) bzw. Basenpaar (660 g/muol)

€: molarer Absorptionskoeffizient in M~!cm 1

Fiir kiirzere Oligodesoxyribonukleotide mit bekannter Basensequenz wurden die

Konzentrationen aus der Summe der molaren Absorptionskoeffizienten € der ein-
zelnen Basen berechnet.
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Tabelle 7.12: Extinktionskoeffizienten der Nukleotide in L. M~ lem™1

dNTPs € NTPs €

dATP 15400 ATP 15200
dCTP 9000 CTP 7050
dGTP 13700 GTP 12100
dTTP 10000 UTP 8400

Bei fluoreszenzmarkierter RNA erfolgte die Konzentrationsmessung und Bestim-
mung der Effizienz der Markierung nach folgender Formel:

ARNA = Aze0 — (AFluorophor ’ C1:260) (7.4)

(DOL) . (ARNA ’ eFluorophor)

(7.5)
(AFluorophor : €RNA)

Apgo: Absorption der markierten Nukleinsdure bei 260 nm

AFluorophor: Absorption der markierten Nukleinsdureldsung beim Absorptionsmaximum des
Fluorophores (Fluorescein: 492 nm)

CFa60: Korrekturfaktor berechnet sich aus Aze0/ Afiyorophor (Fluorescein: 0.3)

€rNA: molarer Absorptionskoeffizient der RNA in L M lem!

€Fluorophor: Molarer Absorptionskoeffizient des Fluorophores in L M~ lem—1(Fluorescein: 68000)
DOL: Labelingverhiltnis, degree of labeling

7214 Sequenzierung von DNA

Aus jeweils 2 mL einer E.coli iN Kultur wurden mit einem Mini-Prep Kit (Qia-
gen, Hilden, D) die Plasmide isoliert und zur Firma GATC (Konstanz, D) geschickt.
Die Sequenzierprimer wurden so gewahlt, dass der Abstand zwischen dem Primer-
Hybridisierungsbereich und des zu sequenzierten DNA-Abschnittes ausreichend grofs
war (mind. 50 nt).
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7.2.15 Sequenzierung von Monoklonen der Selektionen

Die mit dem TA Klonierungs Kit pcDNA3.1 (Invitrogen, Carlsbad, USA) ligierten
Plasmide wurden in kompetente E.coli TOP10 Zellen transformiert und auf Agar-
Platten ausgestrichen. Zur Isolierung der Plasmide wurden 2 mL LB-Medium mit
Einzelkolonien inokuliert, fiir 16 h kultiviert und anschliefend mit Mini-Prep Kits
(Qiagen) nach der Vorschrift des Herstellers isoliert. Die aufgereinigten Plasmide
wurden von der Firma GATC sequenziert.

7.2.16 Test auf RNasen

Um eine Kontamination von Puffern mit RNasen, die die SELEX entscheidend storen
konnen, zu vermeiden, wurden alle verwendeten Puffer auf RNase-Aktivitat {iber-
priift. Dazu sind 100 pmol RNA in 25 uL des entsprechenden Puffers fiir mindestens
30 min bei 37 °C inkubiert worden. Anschliefsfend wurden die Proben mit Agarose-
Ladepuffer versetzt und auf einem Agarose-Gel getrennt (siehe [7.2.12). Als Positiv-
Kontrolle wurde die RNA mit etwas Speichel versetzt.

7.2.17 Dot-Blot

Ein einfacher Test, um die Biotinylierung eines Proteins nachzuweisen, stellt der Dot-
Blot dar. Es werden kleinste Mengen (1-3 uL) Substanz auf eine Nitrozellulosemem-
bran aufgetropft, nach dem Antrockenen wird analog zum Western Blot gewaschen
und die Membran blockiert. Der immunologische Nachweis findet mit mit einem an-
ti-Biotin-FITC-gekoppelten Antikorper statt. Zum Auslesen des Blots wird die Mem-
bran auf einen Fluoreszenz-Scanner (Fujifilm FLA 3000) gelegt.

7.2.18 HABA Kompetitionsassay

Die Quantifizierung eines biotinylierten Konjugates innerhalb eines Konzentrations-
bereichs von circa 10 - 150 uM gelingt durch einen HABA Kompetitionsassay. HABA
(4-hydroxyazobenzene-2-carboxylic acid) erfahrt nach Komplexbildung mit Avidin
eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 348 nach 500 nm. Aufgrund der
schwachen Affinitat zwischen HABA und Avidin (Kp= 5-107°M) lasst sich HABA
sehr leicht durch Biotin (Kp= 1-107°M) aus dem Komplex verdringen, was sich
in einer verringerten Absorption bei 500 nm niederschldgt. Zur Quantifizierung der
Biotinylierung wurden folgende Losungen hergestellt:
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e HABA Reagenz: 24,2 mg HABA auf 10 mL Wasser, Neutralisation mit 1 M
NaOH, aliquotieren und weg frieren

e HABA-Avidin-Reagenz: 1,5 mg Avidin, 90 uL HABA Reagenz, 3 mL 1x PBS
Puffer, haltbar fiir 1 Woche bei 4 °C

¢ Biotin Standard: Standardlésungen im Konzentrationsbereich von 0 - 200 uM

Jeweils 20 uL Standard /Probe wird mit 80 L HABA-Avidin-Reagenz auf einer 96well
Mikrotiterplatte vermischt. Die Absorption wird bei 500 nm gemessen und anhand
der Kalibrierkurve kann die Konzentration der Probe abgeschétzt werden.

7.2.19 Untersuchung der Sekundarstruktur von RNA

Zur Vorhersage von RNA-Strukturen wurde der Algorithmus mfold von M. Zuker!!
verwendet. Das Programm ldsst sich unter: http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/
RNA-Folding-Form nutzen.

7.2.20 Filterbindung

Eine experimentell einfach zu handhabende Methode, um DNA /RNA-Proteininter-
aktionen zu quantifizieren stellt die Filterbindungsanalyse dar.?’* Die Grundlage der
Methode bilden unterschiedliche Adsorptionseigenschaften der beiden Interaktions-
partner: wihrend freie Nukleinsduren keine Retention auf der negativ geladenen Ni-
trozellulose erfahren, so zeigen Proteine bzw. Protein/Nukleinsdure-Komplexe eine
unspezifische Retention. Fiir die Filterbindungsanalysen wurden entweder 5'-[>2P]-
markierte RNA (siehe fiir Kp-Messungen oder [*?P]-intern-markierte RNA (sie-
he fiir Monoklontests eingesetzt. Alle Filterbindungen wurden in 1x PBS, ImM
MgCl,, pH 7,6 bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Folgendermaflen lief ein typisches
Filterbindungsexperiment ab: 15 uL eines 1,6x PBS, 1,6 mM MgCl, Puffers wurde
in einer 96well Platte vorgelegt. Anschlieflend wurden 5 uL der entsprechenden Pro-
teinverdiinnung und 5 uL der RNA-Verdiinnung hinzupipettiert. Nach einer Inku-
bation fiir 30 min bei Raumtemperatur wurden jeweils 20 uL der Probe nach fol-
gendem Schema auf die Membran aufgetragen. Die Nitrozellulosemembran wurde
in Kathodenpuffer (siehe fiir 10 min vorgewdssert und danach 3x mit 1x PBS
Puffer gewaschen bevor sie auf ein Whatmanpapier aufgelegt in der Filterbindungs-
apparatur arretiert wurde. Nach dem Anlegen des Wasserstrahlvakuums werden die
entsprechenden Proben-wells 1x mit 200 L 1x PBS, 1 mM MgCl, vorgewaschen, be-
vor zeitnah 20 uL des Protein/RNA-Mix aufgetragen und mit insgesamt 1000 uL
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1x PBS, 1ImM MgCl, nachgewaschen wird. Die Membran kommt anschlieffend zur
Dokumentation in eine Phosphorimager-Kassette und wird am folgenden Tag aus-
gelesen und mit dem Programm QuantityOne (Biorad, Hercules, USA) ausgewertet.
Bei Kp-Wert-Bestimmungen war die Konzentration der radioaktiv markierten RNA
nicht grofier als 5 nM, um sicherzustellen, dass der grofite Teil der RNA ungebun-
den vorliegt. Die erhaltenen Bindungskurven wurden auf der Grundlage einer Hill-
Langmuir Sattigungsisotherme mit dem Programm GraphPad Prism 5 ausgewertet:

Bmux . [P]

PRI = T8 7%

(7.6)
Biuax: maximale spezifische Bindung
[P]: Konzentration des Proteins

[PR]: Konzentration Protein/RNA-Komplex

7.3 Manipulation von Nukleinsduren

7.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient zur Amplifikation eines definierten Ab-
schnittes eines DNA-Doppelstrangs. Der Bereich wird dabei durch die Wahl der
Oligonukleotid-Primer-Paare bestimmt. Zusétzliche Restriktionsschnittstellen und Promo-
tersequenzen lassen sich ebenfalls bequem tiber die Primer in die Zielsequenz einfiih-

ren. Die Amplifikation von einzelstrangigen oder doppelstrangigen DNA-Templaten
erfolgte zumeist in Ansatzen von 100 uL in einem PCR-Thermocycler.
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Tabelle 7.13: Standard PCR-Protokoll

Losung Konzentration Taq-PCR Pfu-PCR
Taq Reaktionspuffer 10x 10 uL

Pfu Reaktionspuffer 10x 10 uL
MgCl, 25 mM 10 uL 8 uL
5’-Primer 100 uM 1 uL 1 uL
3’-Primer 100 uM 1uL 1uL
dNTP-Mix 25 mM 0.8 uL 0.8 uL
Templat 1-10 uM 1 uL 3 uL
Taq Polymerase 5U/uL 1uL

Pfu Polymerase 25U/uL 1uL
MilliQ auffiillen auf 100 uL 100 uL

e Taq Reaktionspuffer 10x: 100 mM Tris/HCI, 500 mM KCl, 1 % (v/v) Triton
X-100, pH 9,0.

e Pfu Reaktionspuffer 10x: 200 mM Tris/HCI, 100 mM KCl, 1 % (v/v) Triton
X-100, 100 mM (NH4)2504, 1 mg/mL BSA (Nucleasefrei), pH 8,8.

Das Standard-Programm einer PCR sah wie folgt aus:

1. Denaturierung 94 °C fiir 60 s

2. Primer-Anlagerung 60 °C fiir 60 s

3. Polymerase-Kettenverldngerung 72 °C fiir 60 s
Wiederholung Schritt 1-3

4. finale Verlangerung 72 °C fiir 180 s

Es wurden durchschnittlich 15-20 Zyklen durchgefiihrt. Als Kontrollreaktion auf
Kontamination mit Fremd-DNA diente eine Reaktion ohne Templat. Nachdem der
PCR-Ansatz durch eine Phenol/Chloroformextraktion (siehe aufgereinigt wur-
de, erfolgte eine Prazipitation der Nukleinsduren (siehe . Die genaue Ermitt-
lung der benétigten Zyklen sowie die Uberpriifung der Lange der amplifizierten
DNA erfolgten mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe [7.2.12).
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7.3.2 In vitro Transkription

Fiir die in vitro Transkription von doppelstrangigen DNA-Templaten wurde die RNA-
Polymerase des Bakteriophagen T7 verwendet. In der Regel wurden als dsDNA-
Templat die DNA-Menge einer 100 L PCR (circa 500-1000 ng) eingesetzt. Zur radio-
aktiven Markierung der RNA wurde 10-20 uCi-a-[>’P]-markiertes Guanosintriphos-
phat (3000 Ci/mmol) zugesetzt. Der Transkriptionsansatz wurde {iber Nacht, min-
destens aber fiir 4 h bei 37 °C (45 min fiir radioaktive TK), im Thermomixer inkubiert,
anschlieffend mit denaturierendem PAGE-Ladepuffer versetzt und entsprechend (sie-
he durch denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgereinigt.

Tabelle 7.15: Standard-Transkription (TK)

Losung Konzentration kalte TK radioaktive TK
Transkriptionspuffer 5x 20 uL 10 uL
MgCl, 100 mM 25 uL. 12,5 uL
DIT 100 mM 5 uL 2,5 uL
NTP-Mix 25 mM 5uL 2,5 uL
a — [*2P]-GTP 0,5 uL
RNasin 40U/uL 1uL 0.5 uL
IPP 0.4 uL 0.2 uL
DNA 100-300 pmol 10 uL 5uL
T7 RPOL 50 U/uL 5uL 2,5 uL
MilliQ auffiillen auf 100 uL 50 uL

e Transkriptionspuffer 5x: 200 mM Tris/HCl, pH 7,9.

7.3.3 Herstellung 5’-markierter RNA iiber GMPS-Transkription

Zur Einfithrung von Fluoreszenz- oder Biotin-Markierungen am 5’-Ende der RNA
wurde das entsprechende DNA-Templat in Gegenwart des Starternukleotids Guanosin-
5’-monophosphorothioat (GMPS) transkribiert.2% Uber das Thioat kann die gewiinsch-

te Markierung am 5-Ende durch nucleophile Substitution eingefiihrt werden. Fiir die

in vitro Transkription in Gegenwart von GMPS wurde ein 300 uL. GMPS-Transkriptionsansatz
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Beendigung wurde Phenol/Chloroform extra-

hiert (siehe [7.2.10) und mit Ethanol (siehe prézipitiert. Der Ansatz wurde
anschlieffend in insgesamt 100 uL Wasser gelost und zweimal tiber G25 Micro-Spin
Saulen entsalzt (siehe[7.2.9).
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Tabelle 7.16: GMPS-Transkription

Losung Konzentration GMPS TK
Transkriptionspuffer 5x 60 uL
MgCl, 100 mM 75 uL
DIT 100 mM 15 uL
NTP-Mix 25 mM 15 uL
GMPS 100 mM 30 uL
RNasin 40 U/uL 3 uL
IPP 1,2 uL
DNA 100-300 pmol 30 uL
T7 RPOL 50 U/uL 15 uL
MilliQ auffiillen auf 300 uL

7.3.4 Herstellung von 5-Biotin- und 5’-Fluorescein-markierter RNA

Die RNA aus einer 300 uL GMPS-Transkription (siehe [7.3.3) wurde nach Aufarbei-
tung zur Kopplung von 5-lodoacetamido-Fluorescein (5-IAF) bzw. EZ-Link Iodoacetyl-

LC-Biotin (beide Pierce Protein Science) in folgendem Ansatz verwendet:

Tabelle 7.17: 5’-Markierungsreaktion

Losung Konzentration Volumen
GMPS-RNA 10-100 uM 100 uL
Harnstoff 8§M 100 uL
TE-Puffer 10x 40 uL
RNasin 40 U/uL 4 uL
Labelingreagenz 10 mM 40 uL
MilliQ auffiillen auf 400 puL

e TE-Puffer 10x: 100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.

Vor der Zugabe der frisch in DMF verdiinnten 10 mM Losung des jeweiligen Labeling-
reagenz und RNasin wurde der Ansatz fiir 3 min auf 80 °C erhitzt und innerhalb von
10 min auf Raumtemperatur gebracht. Die Reaktion wurde bei 40 °C fiir 2 h unter
leichtem Schiitteln und im Falle von Fluoreszenzmarkierung unter Lichtausschluss
inkubiert. Nach der Reaktion wurde die RNA mit Ethanol gemaf préazipitiert
und durch ein PAA-Gel aufgereinigt (siehe [7.2.8).
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7.3.5 Reverse Transkription und PCR in einem Ansatz

Durch die reverse Transkription (RT) wird ein DNA-RNA-Hybrid, ausgehend von
einem einzelstrangigen RNA-Templat und einem 3’-Primer, erzeugt. Der auf diese
Weise hergestellte, zum RNA-Templat komplementdre DNA-Strang (cDNA) kann
dann mittels PCR (siehe amplifiziert werden. Bei RN A-Selektionen miissen die
eluierten RNA-Sequenzen revers transkribiert und amplifiziert werden. Zu diesem
Zweck wurde die eluierte RNA mit Ethanol geféllt (siehe und das Pellet in 50
uL MilliQ Wasser aufgenommen. Die gesamte RNA wurde in einen Ansatz pipettiert,
der die Durchfithrung der reversen Transkription und PCR-Amplifikation in einem
PCR-Gefafs erlaubte:

Tabelle 7.18: RT-PCR Ansatz

Losung Konzentration Volumen
RT-Puffer 5x 20 uL
Tag-Puffer 10x 10 uL
DTT 100 mM 2 ulL
5’-Primer 100 uM 1 uL
3’-Primer 100 uM 1 uL
dNTPs 25 mM x uL
Eluierte RNA <5nM 50 uL
MilliQ auffiillen auf 98,5 uL

Der Ansatz wurde 10 min bei 65 °C inkubiert und dann auf Eis gestellt. Nach 1 Mi-
nute wurden Taq DNA-Polymerase (2,5 U) und Superscript II Reverse Transkriptase
(2 U) zugegeben. In einem Thermocycler wurde folgendes Programm mit der ge-
wiinschten Zahl an PCR-Zyklen einprogrammiert:

1.54 °C 10 min
2.72°C 15 min
3.94 °C 1 min
5.60 °C 1 min
6.72 °C 1,5 min

7. Wiederholung 3-6

e RT-Puffer 5x: 250 mM Tris/HCl, 375 mM KCl, 15 mM MgCl,, pH 8,3.
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e Taq PCR-Puffer 10x: 100 mM Tris/HCl, 500 mM KCl, 1 % (v/v) Triton X-100,
pH 9,0.

7.3.6 5’-Dephosphorylierung von Nukleinsduren

Die Dephosphorylierung von 5-RNA/DNA-Enden erfolgte durch die Inkubation
von 150 pmol RNA/DNA mit 17 U CIAP (calf intestine anorganic phosphatase) bei 37
°C fiir 15 min. Nach erneuter Zugabe von 8,5 U Enzym wurde fiir weitere 15 min
bei 55 °C inkubiert. Anschlieflend wurden 1 uL einer 0,5 M EDTA-Stammlosung zu-
gegeben und der Reaktionsansatz fiir 10 min bei 75 °C inaktiviert. Zur Entfernung
von Proteinen wurde der Ansatz mit Phenol extrahiert (siehe und die dephos-
phorylierte DNA/RNA in Anwesenheit von 1 ug/mL Glycogen prézipitiert (siehe
[72.11). Das Pellet wurde in 20 yL. Wasser resuspendiert und ein Aliquot (3 uL) direkt
fiir die 5’-Phosphorylierung (siehe eingesetzt.

e CIAP Puffer 10x: 100 mM Tris/HCI, 100 mM MgCl,, 500 mM NaCl, 10 mM
DTT, 10 mM ATP, pH 7,9.

7.3.7 5-Phosphorylierung von Nukleinsduren

Zur radioaktiven 5’-Markierung von DNA /RNA wurden 10 pmol dephosphorylierte
Nukleinsdure aus mit 20 U der T4 Polynukleotidkinase und 30 uCi v-[3?P]-ATP
bei 37 °C fiir 45-60 min in einem Gesamtvolumen von 20 uL phosphoryliert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1 uL einer 0,5 M EDTA Stammldsung gestoppt,
die Nukleinsduren prazipitiert (siehe und in 50 yL Wasser aufgenommen.
Nicht inkorporiertes ATP ist durch Gelfiltration mittels MicroSpin G-25-Sdaulen nach
Angaben des Herstellers (siehe entfernt worden.

e T4 PNK Puffer: 700 mM Tris/HCI, 100 mM MgCl,, 500 mM NaCl, 50 mM DTT,
pH 7,6.

7.3.8 Ligation von doppelstringiger DNA

Durch Ligation sind rekombinante Plasmide erzeugt worden, die anschlieffend in
E. coli transformiert wurden. Es wurden im Durchschnitt 100 - 300 fmol verdauter,
dephosphorylierter Vektor mit dem 1-10 fachen molaren Uberschuss an verdautem
PCR-Produkt mit 20 U T4 DNA-Ligase inkubiert. Die Ligation erfolgte in 1x Ligati-
onspuffer fiir 4 h bei 22 °C. Als Kontrollreaktionen, die ebenfalls in die Transformati-

on eingesetzt wurden, dienten Ligationsansédtze ohne Insert (Kontrolle auf Religation
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des Plasmids) und ohne Enzym sowie eine Transformationskontrolle mit ungeschnit-
tenem Vektor.

e Ligationspuffer 1x: 50 mM Tris/HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP,
25 ng/mL BSA, pH 7,8.

7.4 Biochemische Methoden

7.4.1 Plasmid-Praparation aus E. coli

Zur Propagation von Plasmiden wurde der E. coli-Stamm XL Blue verwendet. Zur Iso-
lierung analytischer Mengen an Plasmid-DNA wurden 5 mL LB-Selektionsmedium
mit dem entsprechenden Monoklon inokuliert und fiir 16 h bei 37 °C im Bakterien-
schiittler bei 130 rpm inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen durch Zentrifugati-
on (10 min, 3000 x g) geerntet und die Plasmide mit Hilfe des Miniprep Kits (Qiagen,
Hilden, D) nach den Angaben des Herstellers isoliert. Zur Herstellung préaparativer
Mengen an Plasmid-DNA wurden 250 mL LB-Selektionsmedium angeimpft, nach 16
h Inkubation bei 37 °C durch Zentrifugation geerntet und mit dem Plasmid Maxi Kit
(Qiagen, Hilden, D) gemif} den Herstellerangaben aufgearbeitet.

7.4.2 Proteinexpression in E.coli

Fiir die heterologe Proteinexpression in E.coli wurde zuerst das entsprechende Plas-
mid (siehe in den Expressionsstamm BI21 (DE3) Tuner transformiert. Eine Vor-
kultur (50-100 mL LB-Selektionsmedium) ist am ndchsten Tag mit einem Monoklon
inokuliert und {tiber Nacht bei 37 °C und 130 rpm kultiviert worden. Die Hauptkul-
tur wurde mit 1/10 des Vorkulturvolumens angeimpft und bis zu einer ODgpg von
0,9 (0,6) angezogen, bevor die Expression durch Zugabe von 1 mM (0,2 mM) IPTG
induziert wurde. Die Expression fand fiir 5 h (iiber Nacht) bei 37 °C (22 °C) statt. Die
Zellen wurden abschliefiend fiir 30 min bei 6000 rpm vom Medium getrennt und das
Zellpellet bis zur Verarbeitung bei -80 °C zwischengelagert.

7.4.3 Aufschluss mittels French Press

Das in erhaltene Zellpellet wurde in 10 mL Lysepuffer je 1 g Zellpellet resus-
pendiert und anschliefSend bei einem Druck von 1500 psi in einer FrenchPress Zelle
aufgeschlossen. Der Lauf wurde zweimal bei einer konstanten Temperatur von 4 °C
durchgefiihrt.
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7.4.4 Affinititschromatographie

Einen sehr wichtigen Platz unter den Aufreinigungsverfahren von Proteinen nimmt
die Affinititschromatographie ein. Es handelt sich um ein Chromatographieverfah-
ren, das auf einer spezifischen Wechselwirkung eines Liganden, der an das Protein
fusioniert wurde, mit einer funktionalisierten Festphase beruht. Die Verunreinigun-
gen des aufzureinigenden Proteingemisches werden weggewaschen und abschlie-
lend kommt es nach Zugabe eines kompetitierenden Liganden zur Elution des Ziel-
proteins. Die in dieser Arbeit exprimierten Proteine basieren auf den im Abschnitt
aufgefiihrten Expressionsplasmiden. Alle Proteine wurden im ersten Aufreini-
gungsschritt nach dem Zellaufschluss einer Affinitdtschromatographie unterzogen.
Die Konstrukte Tiam11g33_1406, Tiam1io33_1255, Rac21_19» und Vavliss_s¢4 enthielten
einen N-terminalen Hexahistidinanker, der die Aufreinigung tiber eine Ni-NTA (Ni2+-
Nitrilotriessigsdure) Agarose-Matrix erlaubt. Das jeweilige Zellpellet aus einer 1 L Ex-
pression wurde in Lysispuffer resuspendiert und nach dem Aufschluss in der French
Press (siehe konnte das durch Zentrifugation (14000 g, 30 min, 4 °C) geklarte
Lysat mit 1 mL equilibrierter Ni-NTA Agarose (Machery Nagel, Diiren, D) fiir eine
Stunde bei 4 °C im Uberkopfschiittler inkubiert werden. Die Suspension wurde an-
schliefSend in eine Polyprep-Sdule (Biorad, Hercules, USA) tiberfiihrt und mit dem
100-fachem Festphasenvolumen (100 mL) gewaschen. Abschlieffend wurde mit dem
5-fachem Matrixvolumen (5 mL) eine Stofielution durchgefiihrt. Ein finaler Puffer-
wechsel an einer Akta Prime FPLC-Anlage (GE Healthcare), der den Zweck hatte,
das freie Imidazol abzutrennen, beendete die Metallaffinitdtschromatographie.

e Lysispuffer: 300 mM NaCl, 30 mM Tris/HCI, 1 mM pB-Mercaptoethanol, 1 mM
PMSF, 1 ug/mL Aprotinin, 2,5 ug/mL Leupeptin, pH 8.

e Waschpuffer: 300 mM NaCl, 30 mM Tris/HCl, 10 mM Imidazol, pH 8.

e Elutionspuffer: 300 mM NacCl, 30 mM Tris/HC, 500 mM Imidazol, pH 8.

Die pGEX-Konstrukte Raclj_19p, Vavligg_s75 und Paklyg_117 wurden als Fusionspro-
teine mit einer N-terminalen Glutathion-S-Transferase (GST) exprimiert, die die Auf-
reinigung iiber eine GSH-Agarose-Matrix erlaubt. Das jeweilige Zellpellet aus einer
1 L Expression wurde resuspendiert und nach dem Aufschluss in der French Press
konnte das durch Zentrifugation (14000 g, 30 min, 4 °C) gekldrte Lysat mit 1-2 mL
dquilibrierter Protino GSH-Agarose (Machery Nagel, Diiren, D) fiir 90 Minuten bei
4 °C im Uberkopfschiittler inkubiert. Die Suspension wurde anschliefend in eine
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Polyprep-Saule (Biorad, Hercules, USA) iiberfiihrt und mit dem 100-fachem Festpha-
senvolumen (100 mL) gewaschen . Abschlieflend wurde mit dem 5-fachem Matrixvo-
lumen (5 mL) eine StofSelution durchgefiihrt. Freies Glutathion ist abschlieflend iiber
eine Entsalzungssdule an einer Akta Prime FPLC-Anlage (GE Healthcare) abgetrennt

worden.

e Lysispuffer: 150 mM NaCl, 30 mM Tris/HCl, 3 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM
PMSE 1 ug/mL Aprotinin, 2,5 ug/mL Leupeptin, pH 8.

e Waschpuffer: 300 mM NaCl, 30 mM Tris/HCl, 3 mM MgCl,, pH 8.

¢ Elutionspuffer: 300 mM NaCl, 30 mM Tris/HCl, 3 mM MgCl,, 15 mM redu-
ziertes Glutathion, pH 8.

Die pASK-Konstrukte Vavli7_377 und Vavlig_3y7 wurden mit einem N-terminalen
Hise-tag und einem C-terminalen Strep-tag!®? exprimiert, der die sehr schonende Auf-
reinigung {iber eine mit Strep-Tactin-funktionalisierte Festphase!®® ermoglicht. Nach
der Zelllyse durch einen French Press Aufschluss wurde das Lysat durch Zentri-
fugation geklart und mit 1,5 mL high capacity Strep-Tactin Sepharose (IBA GmbH,
Gottingen, D) fiir 2 h bei 4 °C im Uberkopfschijttler inkubiert. Nach dem Uberfiihren
der Suspension in eine Polyprep-Saule (Biorad, Hercules, USA) wurde die Festphase
mit 150 mL gewaschen. Die Elution des rekombinanten Proteins erfolgte durch eine

Stofdelution.

e Lysispuffer: 1x PBS, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 ug/mL Aprotinin, 2,5 yug/mL
Leupeptin, pH 7,6.

e Waschpuffer: 1x PBS, pH 7,6.

e Elutionspuffer: 1x PBS, 1 mM DTT, 2,5 mM Desthiobiotin, pH 7,6.

7.4.5 Ionenaustauschchromatographie

Die unterschiedlichen Nettoladungen von Proteinen ermoglichen eine Auftrennung
von Proteingemischen durch unterschiedlich starke elektrostatische Wechselwirkun-
gen mit einer geladenen Festphase. Die Methode lasst sich leicht mit Hilfe einer Ak-
ta Prime FPLC-Anlage (GE Healthcare) automatisieren. Im Wesentlichen wird zwi-
schen Kationenaustauscher und Anionenaustauscher unterschieden. Polysaccharide,
die mit Sulfonsduren modifiziert sind tragen iiber einen weiten pH-Bereich negative
Ladungen und lassen sich somit als Kationenaustauscher verwenden, wahrend mit
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quartdren Aminogruppen funktionalisierte Matrizen Anionenaustauscher darstellen.
Fiir die weitere Aufreinigung des Konstruktes Tiam1;33-_140¢ wurde aufgrund des pl-
Wertes (Nettoladung = 0) von 6,7 eine Aufreinigung mit einer Anionenaustauscher-
Sdaule (MonoQ, GE Healthcare) in Betracht gezogen. Das nach der Ni-NTA erhal-
tene Protein wurde zuerst in Niedrigsalz-Puffer umgepuffert. Vor Benutzung wur-
de die verwendete MonoQ-Sdule (Sdulenvolumen: 1,2 mL) alternierend mit je 10
Saulenvolumen Niedrigsalz-und Hochsalz-Puffer dquilibriert. Anschliefend wurde
unter Niedrigsalz das Protein auf die Sdule injiziert (0,5 mL/min), sowie die UV-
Absorption bei 280 nm detektiert. Der folgende Elutionsgradient verlief tiber 40 Sau-
lenvolumen auf 100 % Hochsalz-Puffer bei einer FliefSgeschwindigkeit von 1 mL/min.
Die UVygp-Peaks wurden gesammelt, im SDS-PAGE-Gel analysiert, hochreine Frak-
tionen vereinigt und nach einer Konzentrationsbestimmung (siehe in fliissigem
Stickstoff schockgefroren.

e Niedrigsalzpuffer: 30 mM Tris/HCI, 20 mM NaCl, pH 9.

e Hochsalzpuffer: 30 mM Tris/HCI, 500 mM NaCl, pH 9.

7.4.6 Prdparative Gelfiltration

Gelfiltrationen wurden ebenfalls an der Akta Prime FPLC-Anlage (GE Healthcare)
mit vorgepackten HighL.oad Superdex Sdaulen (Amersham Biosciences) durchgefiihrt.
Vor der Injektion des Proteins wurde die Sdule mit filtriertem (0,2 ym) und entgastem
Laufpuffer equilibriert. Die isokratische Elution erfolgte mit 1,2 Sdulenvolumen.

7.4.7 Entsalzung

Um niedermolekulare Substanzen aus den Aufreinigungsschritten abzutrennen oder
eine Proteinlosung in ein anderes Puffersystem zu iiberfithren wurden Entsalzungen
durchgefiihrt. Dabei verwendet man feste Tragermaterialien, die eine Auftrennung
nach Molmasse erlauben. Fiir alle Entsalzungen wurden Sephadex G25-Saulen (M,
5000 ) unterschiedlicher Dimensionen der Firma GE Healthcare verwendet. Es wurde
ausschlieflich an der Akta Prime FPLC-Anlage (GE Healthcare) gearbeitet.

7.4.8 Prdparativer Nukleotidaustausch an Rho-GTPasen

Aufgrund der intrinsischen GTP-Hydrolyseaktivitat lassen sich Racl und Rac2 nur im
GDP-gebundenem Zustand aufreinigen. Die kinetische Untersuchung des Nukleo-
tidaustauschs lasst sich entweder durch eine Anderung der Tryptophan-Fluoreszenz
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messen, oder aber durch den Einsatz von Fluoreszenz-markierten Mant-oder Bodipy-
Nukleotiden realisieren. Nach Zugabe eines Uberschusses an EDTA wird der GTPa-
se das gebundene Mg?" entzogen und gleichzeitig die Affinitdt zum gebundenen
Nukleotid um mehrere Groflenordnungen reduziert.”® Fiir den Nukleotidaustausch
wurde die GTPase mit einem 10 fachen molaren Uberschuss an EDTA und einem
20 fachen molaren Uberschuss an Nukleotid in Austauschpuffer fiir 1 h bei Raum-
temperatur inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde ein 50 facher Uberschuss
an MgCl, hinzugegeben und der Reaktionsansatz auf Eis gestellt. Uberschiissige,
nicht gebundene Nukleotide sind iiber eine Entsalzungssiule an einer AKTA Prime
FPLC Anlage entfernt worden. Eine Quantifizierung der Nukleotidbeladung fand
nicht statt.

e Nukleotid-Austauschpuffer: 50 mM Tris/HCI, 200 mM NH4(SO4)2, 5 mM DTT,
100 uM ZnCl,, pH 8

7.5 SELEX

7.5.1 Eine kurze Einfiithrung

Der Prozess der in vitro Selektion besteht im Wesentlichen aus 3 Schritten: 1) Inkuba-
tion der Nukleinsdurebibliothek mit dem Zielmolekiil, 2) Separation der bindenden
Sequenzen vom nicht-bindenden Rest, 3) der Amplifikation der gebundenen Sequen-
zen folgt ein neuer Zyklus (Schritt 1). Wird der SELEX-Prozess mit ssDNA anstelle
von RNA durchgefiihrt, so entféllt die bei Schritt 3 notwendige RT-PCR und in vitro
Transkription, da die isolierten Sequenzen nach einer PCR und einer Strangtrennung
fiir den néchsten Selektionszyklus vorbereitet werden. Jeder Schritt des Selektions-
vorgangs soll im folgenden kurz theoretisch erklart werden.

Eine Bibliothek aus bis zu 10*® verschiedenen Oligonukleotiden, die eine zentrale
randomisierte Region und 2 flankierende konstante Regionen beinhaltet, ldsst sich
bequem im Labormafsstab iiber eine Festphasensynthese an einem DNA-Synthesizer
herstellen. Die Lange der randomisierten Region richtet sich nach dem Selektions-
ziel: werden Aptamere als spezifisch bindende Liganden gesucht, so sind zwischen
20 und 60 Nukleotide die Norm.!! Bei Selektionen, die auf bestimmte katalytische
Merkmale der Liganden abzielen, werden 200 Nukleotide und mehr eingesetzt.?%
Durch die praktische Begrenzung der Sequenzdiversitat sollte ebenfalls zur Kenntnis
genommen werden, dass randomisierte Regionen, die eine Lange von 25 Nukleoti-
den tiberschreiten nicht mehr iiber das komplette Sequenzspektrum verfiigen.?® Vor
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Beginn der Selektion wird die Affinitit der Bibliothek zum Zielmolekiil bestimmt. Es
kann davon ausgegangen werden, dass die gemessene Affinitit reprasentativ fiir den
Grofteil der Sequenzen ist.>* Der Erfolgs einer in vitro Selektion kann bislang nicht
vorher gesagt werden, da man die genauen Vorraussetzungen, die eine Zielstruktur
erfiillen muss nicht kennt. Trotzdem sind neben den unbekannten Variablen einige
kritische GroSen fiir den SELEX-Prozess mathematisch erfasst wurden.?!? Es lassen
sich einige vereinfachte Vorhersagen treffen, die sich mit den Bedingungen fiir eine
optimale Anreicherung der affinsten Sequenzen befassen.!* Dabei steuern folgende
Parameter mafigeblich den Erfolg der Anreicherung:

_ s
€= b (7.7)
Kw
k= 7.8
Kpool 78)

e: effektive Trennung von bindenden und nicht bindenden Sequenzen

es: Effizienz der Trennung von bindenden und nicht bindenden Sequenzen

bg: Hintergrundbindung

k: Affinitatsverhaltnis

Ky Affinitatskonstante der affinsten Binder innerhalb der Bibliothek (Winner-Sequenzen)
K001t Affinitdtskonstante der Ausgangsbibliothek

Die Anreicherung innerhalb des SELEX-Prozesses ist definiert als variabler Faktor
der das Auftreten der affinsten Sequenzen innerhalb aller Sequenzen zwischen ein-
zelnen Selektionsrunden vergleichbar macht. Die maximale Anreicherung E°P! 14sst
sich wie folgt ableiten:

1+ Vek 2
EoPt— | — Y 7.9
<ﬁ+\/E> @9)

Wie aus Gleichung [7.9| ersichtlich ist die Anreicherung abhdngig von € und k so-
wie von der eingesetzten Protein P;-und Nukleinsdurekonzentration L;. Der Einfluss
der Konzentrationen wird in Abbildung|(7.1| verdeutlicht.

Des Weiteren ist das so genannte Signal-zu-Rausch-Verhiltnis S, definiert als Quo-
tient der im Separationsschritt wiedergewonnen Sequenzen in An-und Abwesenheit
des Zielproteins, eine einfach zu messende Grofie. Wiederum lassen sich in Abbil-
dung [7.1| die Effekte unterschiedlicher Verhiltnisse auf die maximale Anreicherung
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Abbildung 7.1: Anreicherung als Funktion der effektiven Trennung € und dem Affini-

tatsverhiltnis k. (a) und (b) stellen den Einfluss der Proteinkonzentration (L; = konstant)

auf die Anreicherung dar. Der Einfluss der Nukleinsdurekonzentration (P; = konstant)

ist in (c) und (d) abgebildet. Die Abhingigkeit der Anreicherung vom Signal-zu-Rausch

Verhiltnis ist unter (e) und (f) zu erkennen. Die optimalen Konzentrationsverhéltnisse

mit den im Text angegebenen mathematischen Anndherungen sind als offene Vierecke

angedeutet. Die fett gedruckten Kurven reprasentieren identische Selektionsbedingun-
gen: P=10"8M, L;=10"M, K0,=10°M !, K;,=10°M ", bg=0,1%.
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verdeutlichen.

SoPt =1+ Vek (7.10)

S°Pt: Signal-Rausch-Verhéltnis, das zur optimalen Anreicherung fiihrt

Wie man erkennen kann, haben weder Protein- noch Nukleinsdurekonzentration
einen Einfluss auf das optimale Signal-zu-Rausch-Verhiltnis. In Abbildung [7.1| wird
zudem deutlich, dass sich fiir € ein einfacher geometrischer Zusammenhang fiir die
Bestimmung des optimalen Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses nutzen ldsst: man geht
1/10 der Distanz von der Y-Achse (S=1) zum Schnittpunkt mit der X-Achse (S=¢)
und addiert mit 1.

SPt =14 Ve (7.11)

Somit hat man eine Gleichung gefunden, die unabhingig von k wird. Sehr span-
nend erscheint ebenfalls die geringe Anderung der Anreicherung bei S>2 (siehe Abb.
[7.1), was den Schluss nahelegt dieses Signal-zu-Rausch-Verhaltnis wihrend des ge-
samten SELEX-Experiments beizubehalten. Im Hinblick auf eine Automatisierung
lassen sich SELEX-Experimente somit relativ leicht steuern.

7.5.2 Biotinylierung

Fiir eine Kopplung an die Dynabead-Matrix wurde Tiam11033_1406 an priméren 16-
sungsmittelzugdnglichen Aminen biotinyliert. Dies geschah durch Reaktion von

Tiam1133_ 1406 Mit einem 3fachen molaren Uberschuss an NHS-LC-Sulfo-Biotin (Pier-
ce Protein Science) in einem PBS-Puffer fiir 60 min bei 22 °C. Zur Beendigung der
Reaktion wurde ein Uberschuss an Tris/HCI pH 8 zugegeben und das gesamte Reak-
tionsgemisch auf eine Entsalzungssdule aufgetragen, um freies Biotinreagenz abzu-
trennen (siehe . Zur Uberpriifung der Biotinylierung wurde ein Dot-Blot (siehe
zu Rate gezogen, bzw. die Biotinylierung iiber einen HABA Kompetitions-

assay (siehe[7.2.18) quantifiziert.
y ( q
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7.5.3 Herstellung der Selektionsmatrix

Als Selektionsmatrix fiir alle Selektionsexperimente wurden paramagnetische Beads
(Dynabeads M-280 Streptavidin, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) mit einer Streptavidin-
funktionalisierten Oberfldche eingesetzt. Im ersten Schritt wurden 500 L Bead-Sus-
pension (10 mg (6-7 -10%) Beads /mL) gewaschen und in den Selektionspuffer iiber-
fiihrt, bevor durch eine Inkubation (30 min, 22 °C) mit dem biotinylierten Protein die
Kopplung stattfand. Die Kopplungseffizienz wurde nicht berechnet, dafiir konnte
durch ein Aufkochen eines Aliquots mit SDS-PAGE Ladepuffer und anschlieffender
SDS-PAGE Analyse qualitativ die Kopplung tiberpriift werden. Der Hersteller der
Beads gibt folgende Bindungskapazititen an:

Tabelle 7.20: Streptavidin-Dynabeads Bindungskapazitdten

Bindungskapazitit pro mL

freies Biotin 600-900 pmol
biotinylierte Peptide bis max. 200 pmol
biotinylierte Antikorper bis max. 10 ug

biotinylierte ssDNA /ssRNA bis max. 200 pmol

Die funktionalisierten Beads wurden bis zur Verwendung bei 4 °C zwischengelagert.
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Tabelle 7.21:
Kopplung des Selektionstargets an Streptavidin-Dynabeads

Losung Volumen

Waschen der Beads

1xPBS/1mM MgCl,/ pH 7,6 2x mit 500 pL
1xPBS/1mM MgCl,/ 1mg/mL BSA, pH 7,6  2x mit 500 uL
1xPBS/1mM MgClp, pH 7,6 2x mit 500 uL
Kopplung

100 ug biotinyliertes Protein 500 uL
Inkubation fiir 30 min bei 22 °C

Waschen

1xPBS/1mM MgCl,/ 1mg/mL BSA, pH 7,6  2x mit 500 L
1xPBS/1mM MgCl,, pH 7,6 2x mit 500 uL

Resuspendieren der Beads
1xPBS/1mM MgCl,/ 1mg/mL BSA, pH 7,6 in 1500 uL

7.5.4 Selektionsverlauf

Vor dem Beginn der Selektion wurden die Zielproteine Tiam11033-1406, Vavlizo—377,
Vavligi—_3y7, Vavl*170_377 und Vavligg_s75 in einem Filterbindungsexperiment (siehe
7.2.20) auf intrinsische RNA-Affinitdt getestet. Im Konzentrationsbereich 0-1200 nM
konnte fiir Tiam1igss_1406 und Vavlige_sy5 keine Filterretention von a-[3?P]-intern-
markierter RNA-Ausgangsbibliothek detektiert werden. Die kurzen Vav1-Konstrukte
zeigten bei der hochsten getesteten Konzentration von 1,8 uM eine leicht erhohte
Filterretention von 1 %. Die Selektionen gegen Tiam11933_1406 und Vavljgg_s575 um-
fassten eine PAGE-Aufreinigung der in jedem Zyklus neu transkribierten RNA, wo-
hingegen die SELEX gegen die kurzen Vavl-Konstrukte ohne PAGE-Aufreinigung
der RNA auskam. Vor dem unmittelbaren Beginn wurden alle Puffer auf RNase-
Kontamination getestet (siehe [7.2.16).

Tiam11033-1406, Vavligo—s575

Es wurden im ersten Selektionszyklus 3 nmol B50 RNA-Bibliothek mit 500 uL ( 600
pmol) gekoppelten Dynabeads in 1x Selektionspuffer fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Wihrend der Inkubation ist der Ansatz alle 5 min mit einer Pipette durchgemischt

worden. Nach der magnetischen Separation der Beads wurden diese im ersten Zyklus
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2x mit 200 uL 1x Selektionspuffer gewaschen und die gebundenen RNA Sequenzen
abschlieflend mit 55 L RNase-freiem MilliQ Wasser fiir 3 min bei 80 °C Hitze-eluiert.
Das Eluat wurde direkt als Templat fiir die anschlieflende RT-PCR (siehe|7.3.5) einge-
setzt. Nach Visualisierung der amplifizierten DNA im 2,5 %igen Agarose Gel wurde
der RT-PCR Ansatz Phenol/Chlorofrom-gereinigt (siehe und mit Ethanol pra-
zipitiert (siehe [7.2.11). Das DNA-Pellet ist in 25 uL MilliQ Wasser aufgenommen
worden, wobei 20 uL direkt in die folgende in vitro Transkription eingesetzt wurden
(siehe[7.3.2). Nach @iN Inkubation bei 37 °C wurde der gesamte Ansatz mit 2x PAGE-
Ladepuffer vermischt und tiber ein 10 %iges PAGE-Gel aufgreinigt (siehe [7.2.8). Ab-
schlieffend konnte die Konzentration der RNA iiber eine Absorptionsmessung bei
260 nm (siehe bestimmt werden, bevor sich der Selektionszyklus durch die In-
kubation der gekoppelten Dynabeads mit einer definierten RNA-Menge wiederholte.
Der Verlauf der Selektion wird im Ergebnisteil unter beschrieben.

Vavlizg 377, Vavligy 377, Vavl*179_377, Vavligg 575

Es wurden im ersten Selektionszyklus jeweils 1 nmol B50 RNA-Bibliothek mit 500 uL
(600 pmol) Vavl-gekoppelten Dynabeads in 1x Selektionspuffer bei 37 °C inkubiert.
Fiir eine optimale Durchmischung der Beads wurde alle 5 min der Ansatz mit einer
Pipette gemixt. Nach der magnetischen Separation wurden diese im ersten Zyklus 2x
mit 200 pL 1x Selektionspuffer gewaschen, die gebundenen RNA Sequenzen wurden
abschlieflend mit 55 L RNase-freiem MilliQ Wasser fiir 3 min bei 80 °C Hitze-eluiert.
Das Eluat wurde direkt als Templat fiir die anschlieBende RT-PCR (siehe einge-
setzt. Nach Visualisierung der amplifizierten DNA im 2,5 %igen Agarose Gel wurde
der RT-PCR Ansatz Phenol/Chlorofrom-gereingt und mit Ethanol prézipitiert
(siehe [7.2.1T). Das DNA-Pellet wurde in 25 uL MilliQ Wasser aufgenommen, wobei
20 uL direkt in die folgende in vitro Transkription eingesetzt wurden Nach 20
mintitiger Inkubation bei 37 °C wurde 1/5 (20 uL) des Transkiptionsansatzes direkt
in den zweiten Selektionszyklus eingesetzt. Der Verlauf der Selektion ist wiederum
im Ergebnisteil unter nachzulesen.

e Selektionspuffer 1x: 1x PBS, 1 mM MgCl,, pH 7,6
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7.6 Substanzbibliothek

7.6.1 Organisation der Substanzbibliothek

Die laboreigene Substanzbibliothek umfasste 18000 niedermolekulare Substanzen, al-
le lagen als 1 mM Losung in 100 % DMSO gel6st vor und worden bei -80 °C gelagert.
Es wurden jeweils 88 Substanzen pro Screening-Platte zusammengefasst. Wahrend
des Screenings sind die jeweils benotigten Platten circa 2 h vor Beginn aus dem -80
°C Schrank geholt und bei Raumtemperatur aufgetaut worden.

7.6.2 z’-Wert Bestimmung

Die Giite und Relevanz eines Hochdurchsatzscreening lasst sich nach folgender For-

mel bestimmen:211

3-0p+3-0y

Z=1—]
[1p — tal

] (7.12)

0p: Standardabweichung Positivkontrolle
0, Standardabweichung Negativkontrolle
pp: Positivkontrolle

tp: Negativkontrolle

Ein z’-wert im Bereich zwischen 0,5 und 1 sollte fiir jeden Hochdurchsatzassay ange-
strebt werden. Z’-Werte deutlich unter 0,5 zeugen von erheblichen Instabilititen des
Assays und werden fiir ein Hochdurchsatzverfahren nicht empfohlen.

7.6.3 Screening

Die benétigten Substanzmengen (3 bzw. 9 uL der 1 mM Stammlésung) wurden durch
den Pipettierroboter Tecan Evolution auf transparente 96well Platten vorpipettiert.
Danach wurde mit einer Mehrkanalpipette der Verdiinnungspuffer per Hand hin-
zugegeben, wobei das Gesamtvolumen immer 100 uL betrug. Im folgenden Schritt
sind 5 bzw. 4 uL der Substanzverdiinnungen durch den Pipettierroboter in die ersten
22 Reihen einer PerkinElmer ProxiPlate 384 vorgelegt worden. Die letzten 2 Reihen
beinhalteten DMSO-Kontrollen. In der Zwischenzeit konnten die Protein- und RNA-
Losungen in Roboter-Vorratsgefédfse gefiillt werden, sodass zeitnah mit der roboter-
gestiitzten Zugabe (4 bzw. 5 uL) der Protein-und RNA-Losungen begonnen werden
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konnte. Nach 30 min Inkubation wurden unter Lichtabschluss (Vorhang) die Donor-
Akzeptor-Bead-Mischung (4 bzw. 5 uL) hinzugegeben. Nach dem letzten Pipettier-
schritt wurde die Screening-Platte fiir 1 min bei 1000 x g zentrifugiert, durch einen
Klebefilm verschlossen und in absoluter Dunkelheit bei Raumtemperatur fiir 2 Stun-
den inkubiert. Danach wurde die Platte fiir 5 min im Plattenleser Berthold Mithras
LB40 vorinkubiert und abschlieffend im AlphaScreen-Modus bei einer Anregungs-
und Emissionsmesszeit von 0,5 s ausgelesen. Eine Zusammenfassung der Roboter-

Pipettierschritte geben die folgenden Tabellen.

Tabelle 7.22: 3-Schritt Screening Protokoll fiir Bibliothek cgl-4, KR, Endkonzentration
Substanzen: 10 uM

Schritt Losung Volumen
1 3 uL der Substanzbibliothek ( 1 uM, 100 % DMSO) werden 5 uL
mit 97 uL Verdiinnungspulffer 1 versetzt
2 RNA (3 nM) und Tiam1 (120 nM) in 5uL
1x PBS/1 mM MgCl,
3 Donor-und Akzeptorbeads (180 yg/mL) in 5uL

1x PBS/1 mM MgCl,

Tabelle 7.23: 4-Schritt Screening Protokoll fiir Bibliothek cg5-6, Endkonzentration Sub-
stanzen: 30 uM

Schritt Losung Volumen
1 12 puL der Substanzbibliothek ( 1 uM, 100 % DMSO) werden 4 uL
mit 88 uL Verdiinnungspuffer 2 versetzt
2 RNA (4 nM) in 1x PBS/1 mM MgCl, vorgemischt 4 uL
3 Tiam1 (120 nM) in 1x PBS/1 mM MgCl, vorgemischt 4 uL
4 Donor-und Akzeptorbeads (240 pg/mL) in 4 uL

1x PBS/1 mM MgCl,

e Verdiinnungspuffer 1: 1x PBS, 1 mM MgCl,, 0,03 mg/mL Heparin, 0,03 %

Tween 20.

e Verdiinnungspuffer 2: 1x PBS, 1 mM MgCl,, 0,04 mg/mL Heparin, 0,04 %

Tween 20.
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7.7 Allgemeiner Umgang mit Bakterienkulturen

Alle Arbeiten mit Bakterien wurden unter aseptischen Bedingungen im laminaren
Luftstrom (Laminar Airflow) mit sterilen Glas- bzw. Plastikwaren durchgefiihrt. Glass-
patel zum Ausplattieren von Bakterien wurden mit 80 % Ethanol iiber einer Bun-
senbrennerflamme sterilisiert. Die Anzucht von E. coli Bakterien in Fliissigkultur er-
folgte in sterilen Zentrifugenrohrchen (15 mL oder 50 mL) bzw. Erlenmeyerkolben.
LB-Ndhrmedium wurde zur Sterilisation 20 min bei 120 °C autoklaviert. Die ent-
sprechenden Agarndhrboden wurden durch Zusatz von 2 % (w/v) Agar hergestellt.
Selektionsmedien wurden durch Zusatz von Antibiotika unmittelbar vor dem An-

impfen erhalten.

7.7.1 Plattenkultur

Die Anzucht von E. coli Bakterien erfolgte durch Ausstreichen von Fliissigkulturen
auf sterilen LB-Agar-Platten. Zur Selektion wurden dem Medium das entsprechende
Selektionsantibiotikum (Ampicillin: 100 pg/mL, Kanamycin: 25 pug/mL, Chloram-
phenicol: 50 pug/mL) zugesetzt. Die Inkubation der Bakterienkulturen erfolgt tiber
Nacht bei 37 °C im Brutschrank.

7.7.2  Fliissigkultur

Mit einer Einzelkolonie wurden 50 mL LB-Selektionsmedium angeimpft und iiber
Nacht (37 °C , 130 rpm) inkubiert. Diese Vorkultur wurde anschliefend zum An-
impfen einer Hauptkultur fiir die Proteinexpression oder zur Plasmidpropagation
verwendet.

7.7.3 Anlegen von Dauerkulturen

Zwecks Lagerung und schneller Verfiigbarkeit von Bakterien wurden Glycerin-Kulturen
angelegt. Hierzu sind 500 uL einer Ubernachtkultur in LB-Selektionsmedium mit 500
uL 2x Glycerin-Medium versetzt und bei -80 °C gelagert worden.

e Glycerin-Medium 2x: 25 mM Tris/HCI, 100 mM MgSQOy, 80 % (v/v) Glycerin,
pH 8,9.
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7.74 Bestimmung der Bakterienkonzentration in Fliissigkulturen

Mit Hilfe der Triibungsmessung bei einer Wellenldnge von A = 600 nm (Optische
Dichte, OD) lasst sich die Bakterienkonzentration von Fliissigkulturen bestimmen.
Die mathematische Beschreibung der optischen Absorption erfolgt durch das Lambert-
Beersche Gesetz (siehe . Fiir E. coli Bakterien kann ndherungsweise eine Konzen-
tration von 8 x 10® Zellen/mL fiir eine ODg von 1 angenommen werden.

7.7.5 Transformation kompetenter E.coli Bakterien

Bei der Transformation von E. coli wurden zwischen 1 und 100 ng Plasmid mit 100
uL einer angetauten Suspension chemisch kompetenter Zellen vermischt und 10 min
auf Eis inkubiert. Anschlieffend wurde 40 s auf 42 °C erhitzt, 2 min auf Eis abgekiihlt
und 300 uL vorgewarmtes SOC-Medium hinzugegeben. Nach einstiindiger Inkuba-
tion bei 37 °C im Thermomixer (900 U/min) ist die Zellsuspension auf LB-Agar-
Selektionsplatten (siehe ausgestrichen worden.

7.8 Allgemeiner Umgang mit eukaryontischen Zelllinien

7.8.1 Arbeiten mit eukaryontischen Zellen

Alle Arbeiten mit eukaryontischen Zellen wurden unter aseptischen Bedingungen
unter einer Laminar-Air-Flow-Werkbank mit sterilen Plastik- bzw. Glaswaren durch-
gefiihrt. Die Kultivierung von HEK293-Zellen erfolgte im CO,-Inkubator bei 37 °C, 95
% Luftfeuchtigkeit und einem 5 % igem CO,/Luft-Gemisch. HEK293-Zellen wurden
in DMEM Medium kultiviert, das mit L-Glutamin, 10 % hitzeinaktiviertem fotalem
Kélberserum (FCS) versetzt worden war. Die Zellen sind im semi-konfluenten Zu-
stand kultiviert und fiir die Versuchsansitze unter Verwendung einer Trypsin/EDTA
Losung und Aussaat der Zellen in frischem Grundmedium in entsprechenden Zell-
dichten ausplattiert worden. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer

Neubauerkammer unter dem Mikroskop.

e Phosphate Buffered Saline (PBS)-Puffer (steril): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPOy4
und 1,75 mM KH,POy, pH 7,4. Die fertige Losung wurde bei 120 °C und 1,2
bar fiir 20 min autoklaviert.

e Trypsin-EDTA-Losung: 0,05 % Trypsin, 0,53 mM EDTA in Hanks B.S.S (Invi-
trogen, Carlsbad, CA, USA)
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¢ Grundmedium: DMEM mit 4 g/L Glcose, Phenolrot (PAN-Biotech, Aidenbach,
D) versetzt mit 10 % hitzeinaktiviertem fotalem Kélberserum (FCS)

7.8.2 Bestimmung der Zell-Vitalitat

Die Zell-Vitalitit wurde durch Trypan-Blau Ausschluss untersucht. Hierzu wurde
eine Teilprobe der Zellsuspension nach Trypsinierung mit der gleichen Menge an
Trypan-Blau-Losung gemischt, um unter dem Lichtmikroskop lebende von gesché-
digten Zellen zu unterscheiden und in einer Neubauerkammer zu zédhlen. In tote
oder geschidigte Zellen dringt der Farbstoff ein, sodass sie sich blau farben, wihrend
intakte Zellen sich gut an einer Doppelbrechung im Phasenkontrast unterscheiden
lassen. Die Vitalitdt der Zellen wurde immer parallel zu den jeweiligen Versuchsan-
sdtzen tiberpriift.

7.8.3 Transfektion von eukaryontischen Expressionsvektoren

Die Zellen wurden in 10 cm Kulturschalen (78 cm? Grundflache) bis zu einer Konflu-
enz von etwa 50 % kultiviert und mittels Lipofectamine LTX (Invitrogen) transfiziert.
Das Verhaltnis (15 ug Plasmid zu 45 uL Lipofectamine) von DNA zu Transfektions-
reagenz wurde gemédfs den Anweisungen des Herstellers gewéhlt. Die Zellen wurden
nach 24 h fiir die entsprechenden Experimente verwendet.

7.8.4 Gesamtproteinextrakt aus Zellen (Zelllysat)

Zur Herstellung eines Zelllysates wurden 80-90 % konfluent kultivierte Zellen auf
Eis mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und anschlieflend in 1 mL PBS-Puffer ab-
geschabt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (400 x g/ 5 min) pelletiert, mit
500 pL Lysepuffer versetzt und 15 min auf Eis inkubiert. Der unlosliche Riickstand
wurde (16000 x g/ 30 min/ 4 °C) abzentrifugiert und der Gesamtproteingehalt des
Uberstands durch einen Bradford-Assay (siehe[7.2.5) bestimmt.

e Lysepuffer: 50 mM Tris/HCl, 200 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 % Igepal, 5 %
Glycerin, ImM PMSE, 1 ug/mL Aprotinin, 1 ug/mL Leupeptin, pH 7,5.

7.8.5 in vitro GTP7S Beladung von Zelllysat

500 uL des abzentrifugierten Zelllysates (siehe [7.8.4) aus Racl-iiberexprimierenden
HEK?293 Zellen wurde mit 10 uL einer 0,5 M EDTA Losung und 5 pL einer 10 mM
GTPvS Losung fiir 15 min bei 30 °C inkubiert. Die Nukleotidbeladung ist durch die
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Zugabe von 32 yuL 1 M MgCl, gestoppt worden. Die so praparierte GTPase wurde
direkt in eingesetzt.

7.8.6 Pull-down von Racl-GTP

Die Quantifizierung der GTP-gebundenen Form der Rho-GTPase Racl ldsst sich iiber
eine spezifische Wechselwirkung mit dem Effektor PAK1 (p21 activated kinase) ver-
wirklichen.!*” Dabei wird die Pak1-CRIB-Doméne (Cdc42 Rac interactive binding) als
GST-Fusionprotein heterolog in E.coli aufgereinigt, um im Zelllysat die aktive GT-
Pase zu binden und iiber eine GSH-Matrix vom Rest der zelluldren Proteine abzu-
trennen. Der Nachweis von Racl erfolgt tiber einen Western Blot (siehe [.2.6). Durch
die relativ schwache Affinitdt von GST an Glutathion (Kp ~ 50uM )?!2 wurde die
GST-CRIB Doméne zusitzlich biotinyliert (siehe [7.5.2), um den pull-down an einer
Avidin-Festphase (Pierce Protein Science) durchfiihren zu kénnen. Im Wesentlichen
wurden 500 - 1000 ug frisches Zelllysat mit 30 ug biotinyliertem GST-PBD-Pak1 und
20 yuL monomerer Avidin-Suspension in 500 yL Pak1 Bindepuffer fiir 1 h bei 4 °C im
Uberkopfschiittler inkubiert. Danach werden die Reaktionsgefafe fiir 30 s bei 14000 x
g zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und insgesamt 3x mit 500 uL Pakl Wasch-
puffer versetzt. Die {ibriggebliebenen Beads werden mit 20 uL Laemmlipuffer ver-
mischt, 5 min bei 90 °C aufgekocht und nach einer Zentrifugation fiir 20 s bei 14000
x g auf das SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Nach der Auftrennung im SDS-PAGE-Gel
(siehe erfolgt der immunologische Nachweis durch eine Inkubation mit einem
anti-Racl Antikorper (siehe [7.1.10). Der mit dem Fluorophor IRDye800 konjugierte
Sekundarantikorper anti-Maus IgG erlaubte das Auslesen des Blots am Odyssey IR
Western Blot Dokumentationssystem.

e Pakl Bindepuffer: 25 mM Tris/HCl, 30 mM MgCl,, 40 mM NaCl, 0,5 % Igepal,
1 mM DTT, pH 8.

e Pakl Waschpuffer: 25 mM Tris/HCl, 30 mM MgCl,, 40 mM NaCl, 1 mM DTT,
pH 8.

7.9 Biophysikalische Methoden

7.9.1 Luminescent Oxygen Channeling

Luminescent Oxygen Channeling'?? ist eine Nanopartikel-basierte Methode, um Grofien
unabhingige biomolekulare Interaktionen zu messen (siehe Abb. [7.2). Dies gelingt
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durch einen zweistufigen Mechanismus: Im ersten Schritt werden durch eine Laser-
anregung von Donorbeads (Durchmesser circa 250 nm) Singulett-Sauerstoff Molekiile
generiert, die eine relativ kurze Lebensdauer von 4 s im wissrigen Medium zeigen.
Diese Lebensdauer korreliert mit einer mittleren Diffusionsreichweite von circa 200
nm. Im zweiten Schritt kommt es bei einer rdaumlichen Néhe von so genannten Ak-
zeptobeads zu einer Reaktion der 10, Molekiile mit einem Gemisch aus Thioxen-,
Anthracene-, und Rubren-Derivaten auf der Bead-Oberfliche zur Lumineszenz.!??
Die Donor-und Akzeptorbeads konnen verschiedene Funktionalititen tragen, die ei-
ne Immobilisierung der zu analysierenden Bindungspartner ermoglichen. Es stehen
z.B. Streptavidin-, Ni-NTA-, GSH-, Protein A- Oberflichen zur Verfiigung. Seit 1999
wird die Technologie von PerkinElmer unter dem Namen AlphaScreen© vermarktet.
Die Beads sind lichtempfindlich, deshalb sollten alle Inkubationsschritte unter abge-
dunkelten Lichtverhéltnissen stattfinden. Die Generierung und Relaxation der 'O,
Molekiile ist ebenfalls temperaturabhdngig, sodass alle Versuchsansitze im Gerét bei
25 °C fiir mindestens 10 min vorinkubiert wurden, bevor die Messung stattfand.

7.9.2 Luminescent Oxygen Channeling als Basis eines Aptamer-
Verdriangungsassays

Die Etablierung eines Aptamer-Verdrangungsassays basierend auf Luminescent oxy-
gen channeling wurde folgendermafsen durchgefiihrt: Das Protein sollte iiber einen
Biotinrest (siehe an Streptavidin-Donorbeads gekoppelt werden, wéahrend iiber
ein Fluorescein-Label am 5-Ende des Aptamers die Interaktion mit anti-FITC-IgG-
Akzeptorbeads ausgenutzt wurde. Die entsprechenden funktionalisierten Beads wur-
den als so genanntes FITC Detection Kit von PerkinElmer bezogen. Die Pipettierschrit-
te der einzelnen Losungen sind in der folgenden Tabelle nachzulesen.

Tabelle 7.24: Aptamer-Verdriangungsassay Pipettierschritte

Losung Konzentration Volumen
Puffer-Mix

Heparin 20 mg/mL 0,3 uL
Tween 20 1% 3

MgCl, 100 mM 4,5 uL
PBS 10 x 15 uL
MilliQ 127,2 yuL

5 uL werden pro well vorgelegt
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Protein/RNA-Mix

Biotin-Tiam1 20 uM 2 uL
FITC-RNA 450 nM 1 uL
PBS/1 mM MgCl, 1x 147 uL
5 uL pro well

Bead-Mix

Streptavidin-Donor 5000 pug/mL 6 uL
anti-FITC-Akzeptor 5000 pg/mL 6 uL
1x PBS/1 mM MgCl, 1x 138 uL

5 uL pro well und abschliefsend fiir 1 min
bei 1000 rpm zentrifugieren

Alle Messungen wurden mit dem Plattenlesegerdt Berthold Mithras LB40 im
AlphaScreen-Modus in weifien 384 ProxiPlate Mikrotiterplatten gemacht. Die An-
regungs- und Emissionszeit betrug jeweils 0,5 s.

7.9.3 Luminescent Oxygen Channeling als Basis eines Phosphorylierungs-
assays

Die Analyse von Protein-Phosphorylierungen ldsst sich typischerweise tiber spezifi-
sche Phospho-Antikorper realisieren. Nach der Auftrennung im SDS-PAGE Gel wer-
den die Proben mit den entsprechenden Antikdrpern inkubiert und quantifiziert.
Eine alternative Methode, um das Mafs einer Phosphorylierung in der homogenen
Losung zu messen, bietet sich durch die Verwendung eines auf luminescent oxygen
channeling-basierten Versuchsaufbaus an. Hierbei werden Kinase-Substrat (phospho-
ryliertes Protein) und der Phosphorylierungs-spezifische Antikorper auf Donor- und
Akzeptorbeads immobilisiert. Ein LOC-Signal wird gemessen, wenn das phosphory-
lierte Substrat mit dem spezifischen Phospho-Antikorper interagiert, um beide Beads
in eine rdumliche Nahe zu bringen. Alle Messungen wurden mit dem Plattenlesege-
rat Berthold Mithras LB40 im AlphaScreen-Modus in weifsen 384 ProxiPlate Mikroti-
terplatten gemacht. Die Anregungs-und Emissionzeit betrug jeweils 0,5 s. Die Beads
wurden als Phosphotyrosine Assay Kit von PerkinElmer bezogen. Im folgenden ist ein
typisches Pipettierschema aufgezeigt:
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A

D —P1 p4—P2 A

ADLOC Streptavidin  Biotin-Protein FITC-Aptamer anti-FITC-IgG
Phosphorylierung Streptavidin  Biotin-Protein anti-pY-lgG
GTPase Sensor Streptavidin  Biotin-Protein anti-GTPase-IgG Protein A

hv 680 nm

Donor Acceptor hv 520-620 nm

Bead Bead

Photosensitizer coated iminescer coated

Abbildung 7.2: Allgemeines Schema eines Luminescent Oxygen Channeling Experiments:
(A) Ubersicht der verwendeten Funktionalitdten fiir den Aptamer-Verdrangungsassay,
den Phosphorylierungsassay und den GTPase-Aktivierungssensor. (B) Molekiil P1 und
P2 interagieren miteinander, wodurch ebenfalls Donor-und Akzeptorbeads aufgrund der
Wechselwirkung mit ihren Funktionalititen A und D eine rdumliche Ndhe einnehmen.
Durch eine Laser-Anregung wird auf den Donorbeads Singulett-Sauerstoff generiert, der
bis zu 200 nm diffundiert und auf den Akzeptorbeads eine Lumineszenz auslost.
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Tabelle 7.25: LOC-Phosphorylierungsassay Pipettierschritte

Losung Konzentration Volumen

in vitro Phosphorylierung

Biotin-Vav1ly34_564/ Vavlizg_3z77 266 nM 6 uL
BSA 10 mg/mL 16 uL
ATP 10 mM 4 uL
Src Kinase (Invitrogen) 800 nM 8 uL
Src Puffer 5x 16 uL
MilliQ 30 uL

Inkubation 30 min @ 30 °C

Vorlegen von 2 uL 0,5 M EDTA in 384 ProxiPlate

8 uL der Reaktion werden zum Abstoppen in

EDTA wells pipettiert

Bead-Mix

Streptavidin-Donor 5000 pug/mL 5,6 uL
anti-pY-Akzeptor 5000 pug/mL 5,6 uL
MilliQ 688,8 uL
10 puL pro well

2 h Inkubation bei RT

e Src Reaktionspuffer 5x: 200 mM Hepes, 50 mM MgCl,, 100 mM NaCl, pH 7,6.

7.9.4 Luminescent Oxygen Channeling als Basis eines GTPase-Aktivierungs-
sensors

Die Bestimmung der aktiven Form einer kleinen GTPase basiert auf der spezifischen
Bindung von Effektorproteinen an die GTP-Konformation und kann folgenderma-
Ben vollzogen werden: Der Effektor wird iiber einen Biotinanker auf Streptavidin-
Donorbeads vorimmobilisiert. Die Akzeptorbeads sind mit Protein A funktionali-
siert, sodass sie mit GTPase-spezifischen Antikorpern, die ausschliefilich den poly-
basischen C-Terminus erkennen, funktionalisierbar sind. Nach der Zugabe von GTP-
gebundener GTPase kommt es zur Bindung des Effektors, gleichzeitig erkennt der
GTPase-spezifische Antikdrper den C-Terminus, was am Ende zur Bildung eines tri-
meren Komplexes fiithrt—und damit zu einem LOC-Signal. Alle Messungen wurden
mit dem Plattenlesegerat Berthold Mithras LB40 im AlphaScreen-Modus in weifsen
384 ProxiPlate Mikrotiterplatten gemacht. Die Anregungs-und Emissionszeit betrug
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jeweils 0,5 s. Die Beads wurden als Protein A Detection Kit von PerkinElmer bezogen.
Das Pipettierschema ist der folgenden Tabelle zu entnehmen:

Tabelle 7.26: GTPase-Aktivierungssensor Pipettierschritte

Losung Konzentration Volumen

Beladung Racl GTPase (Losung A)

Racl 225 uM 1 uL
GDP bzw. GTPyS 10 mM 1uL
EDTA 500 mM 1uL
1x PBS 47 uL
15 min @ 30 °C

Abstoppen mit 10 uL 1 M MgCl, auf Eis
GTPase/Effektor-Mix

Losung A x uL
bzw. beladenes Zelllysat (siehe|7.8.5

Biotin-Pakl7¢_117 10 ]/lM 1 yL
Pak Bindepuffer auf 100 uL
90 min @ 4 °C

Bead-Mix

Streptavidin-Donor 5000 pug/mL 4 uL
Protein A-Akzeptor 5000 pug/mL 4 uL
Racl Antikorper (Santa Cruz) 0,2 ug/mL 2 uL
1x PBS/1 mM MgCl, 1x 190 uL
90 min @ 4 °C

Je 10 uL beider Mischungen in 384 Proxiplate

90 min @ 4 °C

e Pak Bindepuffer: 25 mM Tris , 30 mM MgCl,, 40 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.5 %
Nonidet P-40, pH 8.

7.9.5 Kinetische Untersuchung des Nukleotid-Austauschs an Rac1/Rac2

Alle kinetischen Experimente zur Charakterisierung von Aptameren wurden an ei-
nem Fluoreszenz-Spektrometer (Perkin Elmer LS55) in 1 mL Quartz-Kiivetten durch-
gefiihrt. Die intrinsische Nukleotidaustauschaktivitdt von Rac2 wurde in einem Dis-
soziationsexperiment mit 100 nM mantGDP-beladenem Rac2 (Rac2*mGDP) und ei-
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nem 50 fachen molaren Uberschuss an GTP in entgastem Reaktionspuffer gemes-
sen. Die Tiam11033-_1406-beschleunigte Dissoziation von Rac2*mGDP ist mit 770 nM
Austauschfaktor bestimmt worden. Die Vavligg_s575-katalysierte Beschleunigung des
Nukleotidaustauschs an Rac1*mGDP fand mit 200 nM Austauschfaktor statt. Die An-
regungs-und Emissionswellenldngen fiir die mant-Gruppe wurden auf 355 nm und
440 nm festgesetzt (Spaltbreite: 2,5 nm). Die Fluoreszenzwerte wurden als Funktion
der Zeit aufgetragen und mit der folgenden mathematischen Formel approximiert:

F = Fy - Akorst (7.13)

F: Fluoreszenz

F.: Fluoreszenz im Gleichgewicht

A: Signalamplitude

k,ps: beobachtete Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante in s~!

t: Zeitin s

Durch den hohen molaren Uberschuss an GTP kann die Reassoziation des mant-
Nukleotids vernachladssigt werden. Es konnen unter der Annahme, dass Ky; » So die
Progressionskurven durch eine exponentielle Abnahme mathematisch erfasst wer-
den. Im Falle der GEF-stimulierten Dissoziationsreaktion kann ebenfalls das expo-
nentielle Modell verwendet werden, da sich bei Kj; > Sy die Betrachtung der Ki-
netik vereinfacht und die Geschwindigkeit unabhingig von Sy wird. Der Tiam1-

beschleunigte Assoziationsvorgang von BodipyGDP126

an Rac2 zur Untersuchung
der niedermolekularen Substanzen fand im 100 L Mafsstab statt. Die Messungen
wurden am Plattenlesegerdt Fluoroscan Ascent FL durchgefiihrt. Ebenfalls unter
der Annahme, dass der Ky-Wert grofier als die Substratkonzentration ist, lassen
sich durch eine exponentielle Auswertung der Assoziationsdaten k,;;-Werte bestim-
men. Die intrinsische Assoziation wurde mit jeweils 2 M Rac2 und 400 nM mant-
Nukleotid oder Bodipy-Nukleotid im entgasten Reaktionspuffer gemessen.

Tiam1j033_1406 Wurde in den Assoziationsexperimenten in einer Konzentration von
220 nM eingesetzt. Fiir die Fluoreszenzmessungen der BodipyGDP-Assoziation ist

das Wellenldngenpaar 488/525 nm verwendet worden.

e Reaktionspuffer 1x: 40 mM Hepes , 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM DTT,
pH 7.6.
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Anhang

8.1 Primersequenzen der verkiirzten K91-Konstrukte

B50 Bibliothek

5-AAGCAACGTCAACTCCAGAAG -N50 -AGAATGTCTCAGACCTCTTTCTTC
B50-Fwd Primer-T7 Promoter
5-AATGCTAATACGACTCACTATAGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATT
B50-Rev Primer

5-AAGCAACGTCAACTCCAGAAG

K91-Minimalmotiv 2A-Templat GNRA Tetraloop
3’-CTTCTTTCTCCAGACTCTGTAAGAGGGGGACTTTATATTATTAT
TGACGCTTCAACTGCAACGAA

K91-Minimalmotiv 2B-Fwd Primer
5-AATCGTAATACGACTCACTATAGAATAATAACTATGAATAA
K91-Minimalmotiv 2B-Rev Primer

5-AAACGTCAACTCCAGAAGG

K91-Minimalmotiv 2C-Fwd Primer
5-AATCGTAATACGACTCACTATAGGAATAACTATGAATAAT
K91-Minimalmotiv 2C-Rev Primer

5-AGTCAACTCCAGAAGG

153



8. ANHANG

8.2 Proteinsequenzen

Hisg-Tiam11033-1406
Organismus: Maus
Masse: 46,4 kDa

€: 35710

pl: 6,72

MSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMGR933QLSDADKLRKVICELLETE
RTYV KDLNCLMERYLKPLQKETFLTQDELDVLFGNLTEMVEFQVEFLKT
LEDGVRLVPDLEKLEKVDQFKKVLFSLGGSFLY YADRFKLYSAFCASH
TKVPKVLVKAKTDTAFKAFLDAQNPRQQHSSTLESYLIKPIQRVLKYP
LLLRELFALTDAESEEHYHLDVAIKTMNKVASHINEMQKIHEEFGAVF
DQLIAEQTGEKKEVADLSMGDLLLHTSVIWLNPPASLGKWKKEPELAA
FVFKTAVVLVYKDGSKQKKKLVGSHRLSIYEEWDPFRFRHMIPTEALQ
VRALPSADAEANAVCEIVHVKSESEGRPERVFHLCCSSPESRKDFLKS
VHSILRDKHRRQLLKTE 1404

His6—SUMO-Tiam11033_1255
Organismus: Maus

Masse: 39,4 kDa

€: 11880

pl: 5,74

MGSSHHHHHHGSGLVPRGSASMSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLK
VSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQAD
QTPEDLDMEDNDITEAHREQIGGMR;033QLSDADKLRKVICELLETERTYV
KDLNCLMERYLKPLQKETFLTQDELDVLFGNLTEMVEFQVEFLKTLED
GVRLVPDLEKLEKVDQFKKVLFSLGGSFLYYADRFKLYSAFCASHTKV
PKVLVKAKTDTAFKAFLDAQNPRQQHSSTLESYLIKPIQRVLKYPLLL
RELFALTDAESEEHYHLDVAIKTMNKVASHINEMQKIHEEFGAVFDQL
IAEQTGE; 255
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GST-Tiam11255_1400
Organismus: Maus
Masse: 42,5 kDa

€: 61150

pl: 7,29

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFEL
GLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLE
GAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLN
GDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKY
LKSSKYTAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSE 1555 KKEVADLSMGDL
LLHTSVIWLNPPASLGKWKKEPELAAFVFEKTAVVLVYKDGSKQKKKLVG
SHRLSIYEEWDPFRFRHMIPTEALQVRALPSADAEANAVCEIVHVKSE
SEGRPERVFHLCCSSPESRKDFLKSVHSILRDKHRR 140

GST-Vavligg_575
Organismus: Mensch
Masse: 71,7 kDa

€: 72020

pl: 7,32

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFE
LGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYTADKHNMLGGCPKERAEISML
EGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLN
GDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYL
KSSKYTAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLIEGRENLYFQSM 139 TEYD
KRCCCLREIQQTEEKYTDTLGSIQQHFLKPLQRFLKPQDIEITFINIEDL
LRVHTHFLKEMKEALGTPGAANLYQVFIKYKERFLVYGRYCSQVESASKH
LDRVAAAREDVOMKLEECSQRANNGRFTLRDLLMVPMQRVLKYHLLLQEL
VKHTQEAMEKENLRLALDAMRDLAQCVNEVKRDNETLRQITNFQLSIENL
DQSLAHYGRPKIDGELKITSVERRSKMDRYAFLLDKALLICKRRGDSYDL
KDFVNLHSFQVRDDSSGDRDNKKWSHMFLLIEDQGAQGYELFFKTRELKK
KWMEQFEMAISNIYPENATANGHDFOQMFSFEETTSCKACOMLLRGTFYQG
YRCHRCRASAHKECLGRVPPCGRHGQDFPGTMs575
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Hisg-Vavli7g_3y7-Strep
Organismus: Mensch
Masse: 28 kDa

€: 16650

pl: 6,74

RGSHHHHHHGAGDRGPEFG;70DETYEDLMRSEPVSMPPKMTEYDKRCCCL
REIQQTEEKYTDTLGSIQQHFLKPLQRFLKPQDIEIIFINIEDLLRVH
THFLKEMKEALGTPGAANLYQVFIKYKERFLVYGRYCSQVESASKHLD
RVAAAREDVQMKLEECSQRANNGRFTLRDLLMVPMQRVLKYHLLLQEL
VKHTQEAMEKENLRLALDAMRDLAQCVNEVKRDN377HGLSAWSHPQFEK

GST—Rac11_192
Organismus: Mensch
Masse: 47,8 kDa

€: 63620

pl: 7,93

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLE
FPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDI
RYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDF
MLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQ
GWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSMQAIKCVVVGDGAVGKTCLLISYT
TNAFPGEYIPTVFDNYSANVMVDGKPVNLGLWDTAGQEDYDRLRPLSYPQT
DVFLICFSLVSPASFENVRAKWYPEVRHHCPNTPIILVGTKLDLRDDKDTI
EKLKEKKLTPITYPQGLAMAKEIGAVKYLECSALTQRGLKTVFDEAIRAVL
CPPPVKKRKRKCLLL9;
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HiS6-SUMO-RaC21 —~192
Organismus: Mensch
Masse: 34,8 kDa

€: 23740

pl: 6,23

MGSSHHHHHHGSGLVPRGSASMSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVS
DGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLY DGIRIQADQTPE
DLDMEDNDITEAHREQIGGM; QAIKCVVVGDGAVGKTCLLISYTT
NAFPGEYIPTVEFDNYSANVMVDSKPVNLGLWDTAGQEDYDRLRPLSYPQT
DVFLICFSLVSPASYENVRAKWFPEVRHHCPSTPITLVGTKLDLRDDKDT
IEKLKEKKLAPITYPQGLALAKEIDSVKYLECSALTQRGLKTVFDEAIRA
VLCPQPTRQQKRACSLL;q,

GST-PAK179_117
Organismus: Mensch
Masse: 31,8 kDa

€: 46850

pl: 5,68

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGL
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSM70KERPEISLPSDFEHTI
HVGFDAVTGEFTGMPEQWARLLQTSNITKS EQ; 17
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8.3 Vektorkarten

pGEX-1LT (27-4805-01)
Thmmmn

ILeu Val Pro Arlg_l_ Gly Ser Pro Glu Phe lle Val Thr Asp

CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTC ATC G_G_Aciﬁi CGA
BamH | EcoR | Stop codons
PGEX-2T (27-4801-01)
Thmmhm
|Leu Val Pro Ar Gry Ser' Pro lle His Ar
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG G,Gyﬁ ATT CAT CG _t‘LC TGACTG ACG
BamH | gmay EcoR | Stop codons
PGEX-2TK (27-4587-01)
Thrombin Kinase

|Leu Val Pro ﬂrg"'{a‘ly Ser"Arg Arg Ala Ser Val |
CTG GTT CCG CGT GGA TCT CGT CGT GCA TCT GTT GGA TCLC,CCG GGA ATT CAT CGT GAC TGA

BamH I gma1 EcoR | Stop codons

PGEX-4T-1 (27-4580-01)

Thmmhln
|I.eu Val Pro Ar%_ Gly SerIPra Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His ﬁr%_ Asp

CTG GTT CCG CGT GGA TCC,CCG,GAA TTC, CCG GET CGACTC GAR,CGG CCG CAT CGI GAC T6A
BamH | EcoRt |I© Smal 1k Xhol  Motl Stop codons
pGEX-4T-2 (27-4581-01)
Thrombin

ILEIJ Val Pro .v“.rgll'G'uI‘,r Ser'Pru Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA

BamH | EcoR | —gmar Sall —xno1 . Notl Stop codon
PGEX-4T-3 (27-4583-01)
Thmmbm
[Leu val Pro AG%" Gly SerlPro Asn Ser ﬁ«r% Val Asp Ser Ser G lle Val Thr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC,CCG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AG GGC EE ATC GTG ACT GA GAC TGA
BamH | EcoR | Smal_ Sall Txhot ugn Stop codons
THh111 |
Aat i
Pta
BspM |
pSj10ABam T S1opT
Pst |
pGEX
~4800 bp
Nar |
EcoR V

BssH Il

Apa |

BR322
BsiE Nl pand

Miu |
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tre_promoter
M13_pliC_rev_pr imer
Kasl 356
Marl 337

Hpal 4514 Efal 33?

Apal 4219 Btgl 340

PspHI 4215 Meal 340
lacl = BamHI 345

BspEl 343

renB_T1_terminalor

Bell a0Ez rrrB_T2_terminator
M1l 008 fmef_peromoler
Msil 3571
pBEX_3_pr ime
BetZ17I 3355
Mael 3127 X
i st e
Florigin Ampicillin
Fapl 1524
Psil 2836
Pcil 2635 pBRIZ2 origin
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I¢ icO  RBS ATG  GaHis | SUMO & I

Champion™

pET SUMO
5.6 kb

% £
pﬁﬂ?’f} p
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Multiple Cloning Site of pASK-IBA43plus

80

160

240

320

CCATCGAATGGCCAGATGATTAATTCCTAATTTTTGTTGACACTCTATCATTGATAGAGTTATTTTACCACTCCCTATC 79
forward primer

AGTGATAGAGAAAAGTGAAATGAATAGTTCGACAAAAATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAA 159
XbaIl

link 6xHistidine-tag
M A 8§ R G S E H HHHHEGASGT DU RGU®PEZFETULGTR G
ATGGCTAGCAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGggccGGAGACCGCGGTCCCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGG 239

NheI Bsal BsmFI SstI Kpnl BamHI

PshAI EcoRI Smal
SacII

link Strep-tag
s L E v DL Q G DUHGIL S AW S HE P Q F E K *
ATCCCTCGAGGTCGACCTGCAGGGGGACCATGGTCTCAgcgcTTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAATAATAAGCTTGAC 319
XhoI Sall PstI BsmFI Bsal Eco47III HindIII
PshAI
NcoI

CTGTGAAGTGAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTGTCTGCCGTTTACCGCTACTGCGTCACGGATCTCCACG 399
reverse primer

pASK-1BA43plus

3286 b
P 6xHis-tag

Strep-tag mcs

f1 origin
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8.4 Abkiirzungen fiir Nukleobasen und Aminosduren

Internationaler Einbuchstabencode fiir Nukleobasen und Aminosduren

* KS<CHYPRWZZAIOTO® »

Nukleobasen
Adenin

nicht A
Cytosin

nicht C
Guanin

nicht G
Goder T

A oder C
A,C,G,oder T
A oder G

C oder G
Thymin
Uracil

nicht T

A oder T
Coder T
Stopcodon

ENRKXS<HORWOWZZIZCOR-TIOTMEHON® >

Ala
Asx
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
beliebig
Tyr
Glx

163

Aminosdure
Alanin
Aspartat oder Asparagin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
Glutamat oder Glutamin
Ende
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