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Kapitel 1: Zusammenfassung

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellen die grofste Gruppe von
Transmembranrezeptoren im menschlichen Korper und erfiillen unzihlige
physiologische Aufgaben. Die drei RH-RhoGEFs (GEF=GTP-Austauschfaktor) p115-
RhoGEF, LARG (leukemia-associated RhoGEF) und PDZ (postsynaptic density 95, disc
large, zona occludens-1)-RhoGEF verbinden GPCRs mit der RhoA Signalkaskade tiber
ihre Aktivierung durch die Gaiyis-Unterfamilie der G-Proteine. Da iiber die RhoA
Signalkaskade die Form von Zellen, Zelldifferenzierung und Zellwachstum reguliert
werden, bieten RH-RhoGEFs einen Weg fiir GPCRs diese physiologischen Prozesse zu
steuern. Wahrend die drei RH-RhoGEFs unterschiedlich stark in verschiedenen
Organen und Geweben exprimiert werden, ist nicht bekannt ob sie auch funktionelle
Unterschiede beziiglich ihrer Aktivierung durch GPCRs zeigen. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit die Interaktion der einzelnen RH-RhoGEFs mit Gous
hinsichtlich der Interaktionskinetiken und der Agonistsensitivitat untersucht. In
einem zweiten Projekt dieser Arbeit wurden die drei RH-RhoGEFs auch in Bezug auf

eine mogliche Interaktion mit GBy-Untereinheiten untersucht.

Um diese wissenschaftlichen Fragen zu adressieren, wurde ein auf FRET basierender
Einzelzell-Assay verwendet, welcher die Beobachtung der G-Protein-RH-RhoGEF
Interaktion, nach Stimulation des Thromboxan-Rezeptors, in hoher raumlicher und
zeitlicher = Auflosung  erlaubte. Zusatzlich  wurden  unterschiedliche
Klonierungsstrategien verwendet, um eine Vielzahl von Mutanten und Chimédren zu
erschaffen, welche Aufschliisse iiber funktionelle und strukturelle Zusammenhange
gaben. Konfokale Bildgebung, BRET und das Dual-Luciferase Reporter Assay-System

wurden als unterstiitzende Methoden verwendet.

Es war moglich, spezifische Interaktionen zwischen den RH-RhoGEFs und Gais-
Untereinheiten aufzuzeigen. Hierbei wies p115-RhoGEF eine signifikant kiirzere
Interaktion mit Goays auf als LARG und PDZ-RhoGEF. Die Interaktionen zeigten

auflerdem einen kausalen Zusammenhang zwischen Interaktionskinetik und
1



Agonistsensitivitit. Durch Mutanten und Chiméaren war es moglich die strukturelle
Ursache fiir die Unterschiede zwischen den RH-RhoGEFs auf eine einzige Aminosdure
in der rgRGS-Domiane von pl15-RhoGEF einzugrenzen. Die Mutation dieser
Aminosaure fiihrte zu einer erhohten Interaktionszeit mit Ga;s, welche mit LARG und
PDZ-RhoGEF vergleichbar war und gleichzeitig die Agonistsensitivitdt erhohte. Diese
Aminosaure in der rgRGS-Doméne von p115-RhoGEF bildet eine polare Interaktion
mit einer Aminosdure in der alphahelikalen Domédne von Ga;s. Die Mutation dieser
Aminosaure zeigte dieselbe veranderte Gais-RH-RhoGEF Interaktionsdynamik. FRET
Messungen der GBy-RH-RhoGEF Interaktion zeigte robuste Signale, deren Kinetik der
Goaus-RH-RhoGEF Interaktionen glichen. Keine FRET-Anderung konnte beobachtet

werden, wenn andere Ga-Untereinheiten aufSer Ga;s co-transfiziert wurden.

Obwohl die rgRGS Doméanen von p115-RhoGEF, LARG (Suzuki et al., 2009) und einer
PDZ-RhoGEF Chimare (Chen et al., 2008) in vitro GAP (GTPase-activating protein)-
Aktivitat gegeniiber Gays zeigten, suggerierten die Ergebnisse unserer
Herangehensweise in intakten Zellen, dass nur p115-RhoGEF in vivo GAP-Aktivitat
gegeniiber Gas zeigt, da die GAP-Aktivitat die Liange der Interaktion zwischen diesen
beiden Proteinen bestimmt. Im Gegensatz dazu verlangsamte LARG die Neubildung
von Gas-Heterotrimeren (Bodmann et al., 2017), was einen wichtigen funktionellen
Unterscheid zwischen den PDZ-Domine beinhaltenden RH-RhoGEFs und p115-
RhoGEF nahelegt, welcher sich in p115-RhoGEFs GAP-Aktivitét in lebenden Zellen
wiederspiegelt. Die Ergebnisse der GBy-RH-RhoGEF weisen darauf hin, dass sich Gas
und GBy-Untereinheiten bei der Aktivierung nicht vollstandig trennen und zusammen

an die Effektoren von Gaiz binden.

Angesichts der Vielfallt von Krankheiten, welche mit der Gais-RhoGEF-RhoA
Signalkaskade in Verbindung stehen, ware es wichtig, die funktionelle Rolle der

verschiedenen RH-RhoGEFs in vivo zu verstehen. Die Punktmutanten von pl115-

RhoGEF und Gaisund die viele Chiméaren bieten dabei niitzliche Werkzeuge um die
physiologischen Konsequenzen der in dieser Arbeit aufgedeckten funktionellen

Unterschiede der Interaktionen von RH-RhoGEFs mit Gaiz zu untersuchen.

2



Kapitel 2: Summary

GPCRs represent the largest group of transmembrane receptors and fulfill countless
physiological tasks. The three RH-RhoGEFs (Guanine nucleotide exchange factors)
p115-RhoGEF, LARG (leukemia-associated RhoGEF) and PDZ (postsynaptic density
95, disc large, zona occludens-1)-RhoGEF link G-protein coupled receptors (GPCRs)
with RhoA signalling through being activated by the Gaiy:3 subfamily of G proteins.
While the RhoA signaling cascade regulates cell shape, cell differentiation and cell
growth, RH-RhoGEFs provide a way for GPCRs to regulate these physiological
processes. While the three RH-RhoGEFs are expressed in different organs and tissues,
it is not known whether they also exhibit functional differences with respect to their
activation via GPCRs. Therefore, the interaction of the various RH-RhoGEFs with Gas
regarding their interaction kinetics and agonist sensitivity has been examined. In a
second project of this work the three RH-RhoGEFs were also examined with respect to

their potential interaction with GBy subunits.

A FRET-based single cell approach has been used to address these scientific questions
that allowed the observation of the G protein-RH-RhoGEF interaction, upon the
stimulation of the thromboxane receptor, in a high spatial and temporal resolution.
In addition different cloning strategies have been used to create numerous mutants
and chimeras to address the problems at hand. Confocal imaging, BRET and the Dual-

Luciferase Reporter Assay-System have been used as supporting methods.

I was able to show the specific interactions of the RH-RhoGEFs with Ga;s subunits.
Here p115-RhoGEF displayed a significantly shorter interaction with Gaisthan LARG
and PDZ-RhoGEF. The interactions also showed a causative connection between
interaction kinetics and agonist sensitivity. Through the use of mutants and chimeras
it was possible to narrow the structural basis for these differences down to a single
amino acid in the rgRGS domain of p115-RhoGEF. The mutation of this single amino
acid led to an increased interaction time with Gais comparable to LARG and PDZ-

RhoGEF, while also enhancing the agonist sensitivity. This amino acid in the rgRGS
3



domain of p115-RhoGEF forms a polar interaction with an amino acid in the alpha
helical domain of Gais. Mutation of this amino acid in Gais showed the same results in
altering the interaction dynamics of the Gais-RH-RhoGEF interaction. The
measurements of the GBy-RH-RhoGEF interactions by means of FRET displayed
robust signals with kinetics that resembled the Gais-RH-RhoGEF interaction, while no

signals could be observed when Ga subunits other than Ga;s were co-transfected.

While the rgRGS domains of p115-RhoGEF, LARG (Suzuki et al., 2009) and a PDZ-
RhoGEF chimera (Chen et al., 2008) showed in vitro GAP (GTPase-activating protein)
activity towards Gaus, the results of the intact single cell approach of this work

suggests that only p115-RhoGEF displays in vivo GAP activity towards Gais, as the

GAP activity determines the length of the interaction between the two proteins. In
contrast, LARG slowed down Gas reassembly (Bodmann et al., 2017), suggesting that
an important functional difference between the PDZ domain containing RH-RhoGEFs
and p115-RhoGEF is based on a functional GAP activity in living cells only detectable
in p115-RhoGEF. The results of the GBy-RH-RhoGEF interaction study indicate that
the Ga;s and Gy subunits do not fully dissociate upon activation and bind the Gas

effectors together.

Giving the plethora of diseases the Ga;s-RhoGEF-RhoA signaling axis is involved in, it
would be important to understand the functional role of the different RH-RhoGEFs in
vivo. The p115-RhoGEF and Ga;s point mutations, as well as the numerous chimeras
created in this work provide useful tools to study the physiological consequences of
the functional differences in the RH-RhoGEF interactions with Ga;; that were

uncovered in this work.



Kapitel 3: Einleitung

3.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

3.1.1 Die eukaryotische Zellmembran und deren Rezeptoren

Eukaryotische Zellen (wie menschliche und generell tierische Zellen) sind von einer
Biomembran (genannt Zellmembran) umgeben, welche aus einer Lipiddoppelschicht
mit eingelagerten Proteinen und Kohlenhydraten besteht. Diese Zellmembran trennt
Zellen untereinander als Einheit und als Reaktionsraum, sodass jede Zelle ihren
eigenen Stoffwechsel besitzt. Die Zellmembran iibernimmt viele fiir das Leben
unverzichtbare Aufgaben, wie zum Beispiel den Stoffaustausch mit der Umgebung
durch Membranproteine, aber auch die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten, welche
die Entstehung mehrzelliger Organismen moglich macht. Damit Zellen in einem
Zellverbund als Gewebe, Organ, oder letztendlich als Organismus fungieren konnen,
ist die Kommunikation zwischen einzelnen Zellen und zwischen Funktionseinheiten,
wie Organen, unverzichtbar. Diese Kommunikation findet neben elektrochemischen
Gradienten, welche beispielsweise wie im Fall eines Aktionspotentiales {iber
Ionenkanidle und Pumpen gesteuert werden konnen, ganz hauptsichlich tiber

Rezeptoren statt.

Rezeptoren sind Proteine oder Proteinkomplexe, welche sich dadurch auszeichnen,
dass sie durch Signalmolekiile aktiviert werden konnen und dadurch intrazellulare
Signalkaskaden aktivieren oder inhibieren. Diese Signalkaskaden konnen vielfaltige
kurzfristige und langfristige Effekte in Zellen auslosen, angefangen von kurzfristigen
Cytoskelettveranderungen, wie Muskelkontraktionen, iiber die Veranderung der
Proteinexpression, durch An- und Ausschalten von Genen, bis hin zur Apoptose. Man
unterscheidet zwischen kernstiandigen Rezeptoren, welche sich, wie der Name schon

sagt, im Zellkern befinden und meistens durch Hormone und andere lipophile Stoffe
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adressiert werden und membranstiandigen Rezeptoren. Membranrezeptoren konnen
weiterhin unterschieden werden in ionotrope Rezeptoren, bei denen es sich um
ligandengesteuerte Ionenkanile handelt und metabotrope Rezeptoren, bei denen eine
Signalweiterleitung iiber die Konzentrationsdnderung von sekundaren Botenstoffen
(second messenger) stattfindet. Solche metabotropen Rezeptoren Kkonnen
Proteinkinasen sein, welche Signalkaskaden katalysieren, in den allermeisten Fallen

handelt es sich jedoch um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.

Transmembranprotein / eingelagertes Protein

/

\

Phospholipid-Doppelschicht Kanalprotein

Abbildung 3.1 | Zellmembran schematisch und stark vereinfacht.

3.1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Im menschlichen Korper sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) an einem
GrofSteil aller physiologischen und pathophysiologischen Prozesse beteiligt. Diese
Prozesse reichen von Sinneswahrnehmungen wie Schmecken, Riechen und Sehen,
tiber physiologische Vorgdnge im zentralen Nervensystem, im kardiovaskuldren
System, im Immunsystem, beim Metabolismus und der Reproduktion, bis hin zu
pathophysiologischen Vorgidngen: Schmerzen, neurologische Erkrankungen,
Hypertonie, Krebs, Allergien, Diabetes um einige Beispiele zu nennen (Stauch und

Cherezov, 2018). Durch die vielfdltigen Aufgaben ist es nicht verwunderlich, dass
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GPCRs mit mehr als 800 Vertretern die grofSte aller Rezeptorfamilien im menschlichen
Genom darstellen (Isberg et al., 2016). Von diesen 800 Rezeptoren haben mehr als die
Halfte sensorische Funktionen. So gibt es etwa 400 verschiedene olfaktorische GPCRs
(Riechen), 33 GPCRs fiir das Schmecken, zehn GPCRs fiir Lichtwahrnehmung und fiinf
fiir Pheromon-Signale (Mombaerts, 2004).

Aufgrund der grofSen Anzahl vorhandener GPCRs und damit vermittelter Prozesse, die
adressiert werden konnen, eignen sich GPCRs hervorragend als Zielstruktur fiir
Arzneimittel (drug targets). Dadurch, dass GPCRs oft extrazellular durch korpereigene
kleine Molekiile gesteuert werden und potentielle Arzneistoffe somit nicht durch die
Zellmembran diffundieren miissen, um eine Wirkung in der Zelle zu erzielen,
verstiarken diese Eignung. Demzufolge ist wenig verwunderlich, dass bereits ca. ein
Drittel aller zugelassenen small molecule-Arzneistoffe (kleine Molekiile) GPCRs

adressieren (Santos et al., 2016).

B GPCRs

I Ionenkandle

[J Kinasen

[] Kernrezeptoren
B Andere

Abbildung 3.2 | Arzneimittelzulassungen nach Zielstruktur modifiziert nach

(Santos et al., 2016).
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3.1.3 Klassifizierung und Aufbau von GPCRs

GPCRs lassen sich gemafs phylogenetischer Klassifikation in die sechs Gruppen A-F
unterteilen, wobei die Klassen D und E (Fungal mating pheromone receptors und
cyclische AMP-Rezeptoren) nicht in Wirbeltieren zu finden sind (Alexander et al.,
2019). Aus diesem Grund wird hdufig auch das Klassifikations-Schema , GRAFS®
verwendet, welche, abgesehen von den Klassen D und E, weitestgehend mit der A-F
Klassifikation iibereinstimmt. Hierbei wird zwischen Glutamatrezeptoren (Klasse C),
Rezeptoren der Rhodopsinfamilie (Klasse A), Adhéasionsrezeptoren, Frizzled-
Rezeptoren und Rezeptoren der Sekretinfamilie unterschieden (Fredriksson et al.,
2003). Rezeptoren der Klasse A (Rhodopsinfamilie) stellen dabei die mit Abstand
grofSte Familie dar und konnen im Korper von einer Vielzahl an small molecules,

Neurotransmittern, Peptiden und Hormonen adressiert werden.

Charakteristisch fiir den Aufbau aller GPCRs sind die sieben transmembrandren a-
Helices, welche den Rezeptor in der Membran fixieren. Aus diesem Grund werden
GPCRs auch als 7TMR (7-Transmembranrezeptoren) bezeichnet. Die sieben
transmembrandren o-Helices sind untereinander abwechselnd {iiber intrazellulare
Schleifen (intracellular loops 1-3 = ICL1-3) und extrazellulare Schleifen (extracellular
loops 1-3 = ECL1-3) verkniipft. An der AufSenseite der Membran, an TMI1
(Transmembranhelix 1) befindet sich der N-Terminus des Proteins, wahrend sich auf
der Innenseite der Membran, gekoppelt an TM7, Helix 8 und der C-Terminus finden
lassen (Rosenbaum et al., 2009). GPCRs lassen sich zur vereinfachten Darstellung als
zweidimensionalen ,,snake-plot“ darstellen (Abbildung 3.3), diese ignoriert jedoch die
dreidimensionale Struktur als Ring in der Membran, durch welche oft eine

Bindetasche fiir Liganden gebildet wird (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.3 | GPCR snake-plot schematischer Aufbau von GPCRs, TM=

transmembranare Helix, H= Helix.

Abbildung 3.4 | Dreidimensionaler Aufbau GPCR, schematisch.
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3.1.4 Aktivierung von GPCRs

Die Aufgabe von GPCRs als membranstdndige Rezeptoren ist die Weiterleitung von
Signalen von aufSerhalb in die Zellen. GPCRs sind ligandengesteuert. Diese Liganden
binden in der Regel von der extrazelluldren Seite an den Rezeptor und konnen je nach
Struktur unterschiedliche Effekte auslosen. Dabei unterscheidet man grundsatzlich
zwischen partiellen, vollen und Super-Agonisten, welche einen aktivierenden Effekt
haben und Antagonisten, welche eine Konformationsianderung des Rezeptors
blockieren und den Aktivierungszustand somit auf Basalaktivitat-Niveau halten.
Zusatzlich gibt es inverse Agonisten (partielle, volle), die durch Bindung eine

inaktivere Konformation stabilisieren (Rosenbaum et al., 2009).

voller Agonist
1001

Partialagonist

Basalaktivitat Antagonist

\ inverser Agonist

log Wirkstoffkonzentration

biologische Antwort (%)
u
i

o
]

Abbildung 3.5 | Ligandeneffekte modifiziert nach (Rosenbaum et al., 2009).

Die meisten GPCRs besitzen eine intrinsische Aktivitat (Basalaktivitat), was bedeutet,
dass die Rezeptoren auch in Abwesenheit von Liganden eine gewisse Bandbreite an
verschiedenen Aktvierungszustdanden (Konformationen) annehmen. Durch die
Bindung eines Agonisten findet eine Konformationsanderung des GPCRs in eine

aktivere Konformation statt, beziehungsweise eine aktivere Konformation wird

10
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stabilisiert. Durch Fortschritte in der Kristallographie konnten in den letzten Jahren
immer mehr Kristallstrukturen sowohl von GPCRs in Verbindung mit Agonisten
(aktive Konformation) als auch mit Antagonisten (inaktive Konformation) erhalten
werden, wodurch weitere Erkenntnisse zur Konformationsdnderung gewonnen
werden konnten (Congreve et al., 2020). Der Aktivitatszustand wird dabei mafdgeblich
durch eine strukturelle Neuordnung der Helices gesteuert, hauptsichlich durch die
pragnante Auswartsbewegung von Helix 6 (aber auch der Helices 5 und 7). Die
Konformationsianderung bei Agonistbindung fiihrt auf der intrazelluldren Seite zum
Freiwerden der Bindestelle fiir Effektormolekiile (Kobilka, 2012). Diese
Effektormolekiile sind hauptsachlich G-Proteine, wodurch sich der Name GPCR (G-
Protein-gekoppelter Rezeptor) ableitet, aber auch andere Proteine, beispielsweise

Arrestine konnen intrazellular an GPCRs binden.

aktiver inaktiver
‘ B,AR O B,AR

Abbildung 3.6 | Konformationsdnderung modifiziert nach (Latorraca et al., 2017),
beispielhafte, schematische Darstellung der Konformationsanderung bei der
Aktivierung eines GPCR (in diesem Fall des B2-adrenergen Rezeptors) mit Fokus auf

TM6 (hervorgehoben).

11
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3.1.5 G-Proteine

G-Proteine sind Proteine, welche Guanosintriphosphat (GTP) binden konnen.
Abgesehen von den im Cytosol liegenden kleinen G-Proteinen (small G proteins), sind
G-Proteine membranstiandige Heterotrimere und lassen sich somit in die drei
Untereinheiten Ga, GB und Gy unterteilen. Die Ga-Untereinheit bestehen aus der
GTPase-Domane und der a-helikalen Doméne, zwischen denen in der inaktiven Form
GDP gebunden ist (Oldham und Hamm, 2008) und besitzt zusatzlich einen lipidischen
Membrananker. GB- und Gy-Untereinheiten treten gemeinsam (als Dimer) auf. Die GB-
Untereinheit besitzt keinen Membrananker und wird durch die Bindung an der Gy-
Untereinheit an der Membran gehalten (Hillenbrand et al., 2015). G-Proteine konnen
von der intrazelluldren Seite an GPCRs binden. Diese Bindung ist von der Art und vom
Aktivierungszustand des GPCRs und von der Art des G-Proteins abhdngig. Wahrend
auch die GBy-Untereinheiten Effekte in der Zelle auslosen konnen (beispielsweise
durch die Bindung an GIRK(G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channels)-
Kandle (Glaaser und Slesinger, 2015) bei Ga-Aktivierung), werden die
charakteristischen Signalkaskaden im Wesentlichen durch Ga-Untereinheiten
bestimmt. Es wurden fiinf GB- und zwolf Gy-Isoformen entdeckt, wobei zurzeit nicht
abschliefSend geklart ist, welche Auswirkungen unterschiedliche Dimere auf die
Interaktion mit der Ga-Untereinheit und GPCRs haben und ob durch verschiedene
Dimere unterschiedliche Signalkaskaden oder Effekte in der Zellen angestofSen

werden.

Im menschlichen Genom gibt es 16 Gene, die fiir Ga-Untereinheiten codieren. Die 16
daraus entstehenden Ga-Untereinheiten lassen sich in die vier Familien Gas, Gaijo, Gag
und Gaiyis einteilen (Downes und Gautam, 1999). Diese vier Familien aktivieren

unterschiedliche Signalkaskaden in Zellen.

Goas-Untereinheiten aktivieren Adenylylcyclasen, welche cAMP aus ATP
synthetisieren. Durch die Aktivierung der Proteinkinase A durch cAMP werden

intrazelluldare Proteine phosphoryliert, wodurch je nach Proteinausstattung der Zelle

12
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unterschiedliche Signalkaskaden und Effekte in der Zelle angestofien werden konnen
(Wettschureck und Offermanns, 2005). Gas-Untereinheiten sind unter anderem an der
(positiven) Regulierung der Herzfunktion (positiv inotrop, chronotrop, bathmotrop
und lusitrop) beteiligt (Lohse et al.,, 2003), zudem kann Gas-Aktivierung zu
Vasodilatation und Freisetzung von Hormonen fiihren. Gas-Untereinheiten wirken in
diesem Sinne stimulierend, wohingegen Ga;-Untereinheiten den gegenteiligen Effekt
ausiiben und somit inhibierend wirken. Sie inhibieren Adenylylcyclasen, wodurch die
cAMP-Produktion und folglich auch die Aktivitat der Proteinkinase A verringert wird
(Simon et al., 1991). Ga;-Untereinheiten bewirken beispielsweise eine (hemmende)
Beeinflussung des Herzens und nimmt inhibierende Aufgaben im ZNS wahr (Harvey

und Belevych, 2003; Glaaser und Slesinger, 2015).

Untereinheiten der Gaq-Familie aktivieren Phospholipasen des Typs CB (PLCRB), durch
welche Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) in die second messenger
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IPs) hydrolysiert wird
(McCudden et al., 2005). Wahrend DAG in der Plasmamembran verbleibt und dort die
Proteinkinase C (PKC) aktivieren kann, bindet IP; an den IPs-Rezeptor, welcher die
Freisetzung von Calcium-Ionen aus dem endoplasmatischen Retikulum bewirkt
(Mizuno und Itoh, 2009). Uber Ga,-Untereinheiten werden unter anderem der Tonus
von Glattmuskelzellen, die Plattchenaktivierung bei der Blutgerinnung und

hormonabhingige Effekte reguliert (Sanchez-Ferndndez et al., 2014).

Mitglieder der Gaiyis-Familie aktivieren RH-RhoGEFs (RH-Doméine besitzende
RhoGTPase Nucleotide Exchange Factor), welche durch ihre GEF-Funktion wiederrum
RhoA aktivieren, was tliber die Aktivierung verschiedener Proteine und somit weiter
Signalkaskaden unter anderem zur Regulation des Zytoskelettes fiihrt (Siehler, 2009;

fiir mehr Informationen siehe 3.2.3).

13
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Abbildung 3.7 | Signalwege von G-Proteinen

3.1.6 GPCR Signaltransduktion und Abschaltung

Durch die Bindung eines Agonisten wird eine Konformationsanderung des GPCRs
ausgelost. Diese fiihrt zur Aktivierung des Rezeptors, wodurch sich die Bindestelle fiir
dessen Effektormolekiile, die G-Proteine, bildet (Kobilka, 2011). Das inaktive, GDP-
bindende G-Protein-Heterotrimer kann spatestens jetzt an den aktiven Rezeptor
binden. Ob und in welchem Ausmaifd G-Proteine schon vor der Aktivierung des
Rezeptors an diesen binden konnen (precoupling) wird zurzeit noch diskutiert (Nobles
et al., 2005). Durch die Bindung an den aktiven Rezeptor erfihrt das G-Protein selbst
auch eine Konformationsdnderung. Diese Konformationsdnderung fiihrt zur Freigabe
des zuvor gebunden GDP durch die Ga-Untereinheit und zur Bindung eines GTP, was
wiederum zur Aktivierung des G-Proteins fiihrt. Die Aktivierung des G-Proteins fiihrt
zur Separation vom Rezeptor und (in den meisten Fillen) zur Trennung der
Untereinheiten (Vilardaga et al., 2009). Sowohl die Ga-Untereinheit, als auch die GBy-
Untereinheit kann spezifische Ziele an der Zellmembran adressieren (Milligan und

Kostenis, 2006). Da der Rezeptor noch aktiv ist (sofern der Agonist noch gebunden ist)
14
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konnen darauffolgend weitere G-Proteine aktiviert werden. Somit kommt es zu einer
Potenzierung des Signals/ des Effektes. Die Deaktivierung des G-Proteins selbst
erfolgt durch die Hydrolyse des an die Ga-Untereinheit gebundenen GTPs. Diese
Hydrolyse wird durch die GTPase-Domédne der Ga-Untereinheit katalysiert, G-
Proteine deaktivieren sich somit mit der Zeit automatisch selbst. Die Zeit, in der diese
Deaktivierung geschieht, ist abhingig von der Art der Untereinheiten und der
Beeinflussung durch RGS (Regulators of G protein signaling)-Proteine (Johnston und
Siderovski, 2007).

. o
- Agoni |
gonist “ r‘ Gq'f,/ﬁ Y + Agonist
»reassembly L o
L 2

L 2

G-Protein 33 =% - GDP
Aktivierung, W€ - + GTP
Bindung an M[ I Ek\f\\\u
Effektorproteine :

/Ga13)B Y
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Abbildung 3.8 | Kreislauf der G-Protein-Aktivierung

Wiahrend durch die Aktivierung von GPCRs hauptsidchlich G-Proteine aktiviert
werden, existiert auch ein zweiter Signalweg. Aktive GPCRs konnen von der
intrazelluliren Seite durch GRKs (G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen)

phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung an Serin und Threonin im C-
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Terminus und den ICL (Yang et al., 2017) dient als Markierung fiir Arrestine. Arrestine
binden phosphorylierte Rezeptoren und verhindern somit einerseits die Bindung (und
Aktivierung) weiterer G-Proteine durch den Rezeptor, andererseits kann die Bindung
zur Internalisierung des Rezeptors fiihren (Sente et al.,, 2018). Dieser
Schutzmechanismus verhindert durch die Blockade der G-Protein-Bindestelle sowohl
die akute Dauerstimulation, durch die Internalisierung und den dadurch moglichen
Abbau des Rezeptors auch die chronische Dauerstimulation, wie sie beispielsweise bei
der Asthmatherapie durch den Einsatz von LABAs (long acting beta2-agonists =

langwirksame beta2-Sympathomimetika) entsteht (Hausdorff et al., 1990).

Die hauptsichliche Signalabschaltung findet, neben der Selbstdeaktivierung der G-
Proteine und dem Arrestin-Signalweg, durch den Entzug des Liganden statt. Abhangig
von der Art des Rezeptors und des Liganden, hat der Ligand unterschiedlich lange
Bindezeiten am Rezeptor. Die Bindezeit eines Liganden an den Rezeptor beeinflusst
die Affinitat des Liganden zum Rezeptor. Um zu verhindern, dass der Ligand ein
weiteres Mal an einen Rezeptor bindet, muss der Ligand abgebaut, oder
(beispielsweise durch die Aufnahme in Zellen) vom Wirkort entfernt werden. Ein
Beispiel fiir diesen Abbau wire die Hydrolyse von Acetylcholin durch die

Acetylcholinesterase.

3.1.7 Der Thromboxan-Rezeptor

Der in dieser Arbeit verwendete Thromboxan-Rezeptor (auch TP-Rezeptor) ist einer
der fiinf Prostanoidrezeptoren. Prostanoidrezeptoren werden durch Prostanoide
innerviert, welche im Korper aus der Arachidonsdure durch Cyclooxygenasen
synthetisiert werden. Der endogene Ligand des Thromboxan-Rezeptors ist das
Thromboxan A, (Devillier und Bessard, 1997). Wahrend der Thromboxan-Rezeptor in
sehr vielen Organen und Geweben, wie beispielsweise Lunge, Aorta, Herz, GIT, Augen,
Niere und Gehirn, exprimiert ist, ist seine bekannteste Funktion die Aktivierung der

Thrombozytenaggregation wiahrend der primdren Hamostase. Der Thromboxan-
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Rezeptor kann G-Proteine der Gqund der G315 (und eventuell auch der G;) Familien
aktivieren (Woodward et al., 2011), jedoch wurde in Studien der Gaizi3-Rho als
hauptsachlicher Signalweg identifiziert (Huang et al., 2004; Nakahata, 2008; Saito et
al., 2010). Da der endogene Ligand Thromboxan A;instabil ist, wurde in dieser Arbeit
das stabile Prostaglandin H, (PGH:)-Analogon U-46619 verwendet (Bundy und Ch,
1975).

3.2 Rho-GEFs

3.2.1 Allgemeines zu RhoGEFs

RhoGEFs stellen das Bindeglied zwischen GPCRs und die durch RhoA (und anderen
Vertretern der kleinen GTPasen der Rho-Familie) angestofsenen Signalkaskaden dar.
Dabei konnen eine Vielzahl von RhoGEFs durch Gaiz13, Gag und GBy (Abbildung 3.10)
aktiviert werden (Aittaleb et al., 2009). GEF steht fiir Guanosin-Nukleotid
Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor), was bedeutet, dass aktive
RhoGEFs inaktive kleine GTPasen (small GTPases) der Rho-Familie dabei unterstiitzen
das von ihnen gebundene GDP freizugeben und GTP zu binden. Diese Bindung von
GTP fiihrt bei den kleinen GTPasen der Rho-Familie, namentlich RhoA, Racl und
Cdc42, wiederum zur Aktivierung, wodurch weitere Signalkaskaden angestofien
werden. Diese sind hauptsidchlich fiir die Regulation des Zytoskelettes, der Bildung
von Aktin-Stressfasern und der Kontraktilitdit von Actomyosin verantwortlich,
wodurch zahlreiche zelluldre Funktionen wahrgenommen werden (Ridley, 2015). Das
Strukturelement, welches alle RhoGEFs auszeichnet, ist die DH-Domine (Dbl-
Homologie). Dieses Motiv ist in allen RhoGEFs vorhanden und tritt fast immer in
Kombination mit einer PH-Domaéne (Pleckstrin-Homologie) auf, wodurch die DH/PH-
Domaéne gebildet wird (Fort und Blangy, 2017). Die 71 im Menschen vorkommenden
Dbl-ahnlichen RhoGEFs lassen sich in 20 Unterfamilien einteilen (Abbildung 3.9).
17
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Abbildung 3.9 | Phylogenetisches Kladogramm der Rho-GEFs im Menschen
entnommen aus (Fort und Blangy, 2017) ARHGEF1=p115, ARHGEF11=PDZ,
ARHGEF12=LARG.

RhoGEFs konnen unter anderem tiber GPCRs durch G-Protein Untereinheiten
aktiviert werden. Dies geschieht primar durch Gaiz13-Untereinheiten. Durch Gouzis-
Untereinheiten lassen sich die sogenannten RH-RhoGEFs (fiir mehr Informationen
siehe 3.2.2) und Lbc (Ilymphocyte blast crisis)-RhoGEF aktivieren. Lbc-RhoGEF wurde
urspriinglich als Onkogen identifiziert (Toksoz und Williams, 1994) und ist das einzige
durch Gaysi3-Untereinheiten aktivierte RhoGEF, welches keine RH-Domaéane enthalt

(siehe Abbildung 3.10). Studien belegen, dass Lbc-RhoGEF vorrangig durch Gai,-
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Untereinheiten aktiviert wird (Diviani et al., 2001; Dutt et al., 2004). Wahrend die
Bindestelle fiir Gayz nicht vollstindig geklart ist, besitzt Lbc-RhoGEF C-terminal der
PH-Doméine ein Motiv mit struktureller Ahnlichkeit zur RH-Doméne (welche die

Bindedomine in den RH-RhoGEFs darstellt) (Dutt et al., 2004).

Wihrend die Aktivierung von RhoA {iiber RhoGEFs, welche durch Gaigis-
Untereinheiten reguliert werden, eine stiarkere Aktivierung zeigten (Vogt et al., 2003),
lassen sich auch einige RhoGEFs iiber Gag-Untereinheiten aktivieren. Ein Beispiel
hierfiir ist p63RhoGEF, welches in bestimmten Geweben mit der PLCB um die
Aktivierung durch Ga, konkurriert (Lutz et al., 2005). Im Gegensatz zu den RH-
RhoGEFs besitzt p63RhoGEF keine RH-Domine, welche als Bindestelle fiir G-Proteine
dienen konnte. Stattdessen wurde eine Helix C-terminal der PH-Doméne als
Bindestelle (auch bei den anderen beiden, von Gag aktivierten RhoGEF Trio und
Kalirin) identifiziert (Lutz et al., 2007). p63RhoGEF ist beispielsweise an der
Regulierung von Glattmuskelzellen und an der Vesikelentleerung beteiligt (Williams
et al., 2007). Zusatzlich wurde fiir die beiden RhoGEFs Trio und Kalirin eine
Aktivierbarkeit durch Gag,-Untereinheiten nachgewiesen (Rojas et al., 2007). Beide

spielen unter anderem eine kritische Rolle in der neuronalen Entwicklung.

Die letzte Moglichkeit, durch die Aktivierung von GPCRs Rho-GTPasen zu steuern ist
tiber GBy-Untereinheiten. Die Regulation von RhoGEFs durch Gpy ist bisher wenig
untersucht, konnte jedoch fiir einige Vertreter der RhoGEF nachgewiesen werden. Ein
Beispiel hierfiir ist die P-Rex-Unterfamilie (P-Rex1, P-Rex2 und P-Rex2b), welche
direkt durch GBy und indirekt durch PIP; und PKA reguliert werden kann (Welch et al.,
2002). Weitere Beispiele sind p114-RhoGEF (Niu et al., 2003), Clg (Common-site
lymphoma GEF, auch PLEKHG2) ein RhoGEF, welches selektiv fiir Cdc42 ist (Ueda et
al., 2008) und Tim/Arhgef5 (Wang et al., 2009).
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Abbildung 3.10 | Durch G-Proteine regulierte RhoGEFs entnommen aus (Aittaleb
et al.,, 2010) A Durch Gauzi3-Untereinheiten regulierte RhoGEFs B Durch Gag-

Untereinheiten regulierte RhoGEFs C Durch GBy-Untereinheiten regulierte RhoGEFs.

Zusatzlich wurde kiirzlich gezeigt, dass PDZ-RhoGEF, welches normalerweise durch
Gaiyis-Untereinheiten  aktiviert wird, auch durch Kkonstitutiv aktive Gas-
Untereinheiten aktiviert werden kann, wobei in diesem Fall ein spezieller Effektor
(Cdc42) durch PDZ-RhoGEF aktiviert wurde (Castillo-Kauil et al., 2020). Dieses
Beispiel zeigt, dass die Zusammenhange in der Signalkaskade GPCR - G-Protein >
RhoGEF - Effektor noch nicht vollstindig aufgeklart sind und weiterfiihrende

Untersuchungen benotigt werden.
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3.2.2 RH-RhoGEFs und deren Struktur

Bei drei der vier RhoGEFs die durch Gaiz3-Untereinheiten aktiviert werden konnen,
stellt die RH-Doméane (RH= RGS [regulators of G protein signalling] homology) die
Bindedomaine fiir Gaiz13-Untereinheiten dar. Die drei Vertreter p115-RhoGEF (auch
ARHGEF1), LARG (leukemia-associated RhoGEF; auch ARHGEF12) und PDZ-RhoGEF
(postsynaptic density 95, disk large, zona occludens-1; auch ARHGEF11) werden somit
als RH-RhoGEFs bezeichnet. Neben der namensgebenden RH-Doméine besitzen die
drei RH-RhoGEFs auch eine DH-Domaine, welche in allen RhoGEFs vorhanden ist und
zusammen mit der PH-Domiane als DH/PH-Domine die Bindedomaine fiir
Effektorproteine (in diesem Fall kleine GTPasen der Rho-Familie) bildet. Wahrend die
Dbl-homology (DH)-Domaine essentiell fiir die Bindung an den Effektor ist (Rossman
et al., 2005), wird die pleckstrin-homolgy (PH)-Doméane fiir die vollstandige
Aktivierung von RhoA und zur zusidtzlichen Bindung an andere Signalproteine
benotigt (Fukuharaa et al., 2001). Zuséitzlich besitzen LARG und PDZ-RhoGEF eine
PDZ-Domine, welche neben Gaiyis-Untereinheiten auch anderen Rezeptoren die
Aktivierung dieser RhoGEFs ermoglicht. Beispielsweise dem IGF-1-Rezeptor (insulin-
like growth factor 1) und den LPA (Lysophosphatidsdure)-Rezeptoren (Taya et al.,
2001; Yamada et al., 2005), wobei bei diesen gezeigt wurde, dass sie, obwohl die LPA-
Rezeptoren GPCRs sind, direkt an RhoGEFs binden und nicht immer {iber G-Proteine
wirken. Dariiber hinaus sind LARG und PDZ-RhoGEF mit iiber 1500 Aminosduren
deutlich grofSer als p115-RhoGEF mit einer Lange von 912 Aminosauren. Somit sind
LARG und PDZ-RhoGEF naher miteinander verwandt als mit p115-RhoGEF (siehe
Kladogramm in Abbildung 3.9).

21



Einleitung

3 232 303 620 760 o,
144 558 1137
67 369 7 1544
42gh] 321 20 713 231 F],9|8° 1522

Abbildung 3.11 | Aufbau der RH-RhoGEFs blau= p115, schwarz= LARG, griin=
PDZ-RhoGEF.

RhoGEFs konnen sowohl Homo- als auch Hetero-Oligomere (nur LARG und PDZ-
RhoGEF) bilden, was die Signalweiterleitung negativ beeinflussen kann (Chikumi et

al., 2004).

3.2.3 Gaz/13 = RH-RhoGEF - Rho-GTPase Signalkaskade

Wie bereits beschrieben verbinden RH-RhoGEFs die GPCR-Signalwirkung mit den
durch die kleinen GTPasen der Rho-Familie angestofSenen Signalkaskaden. Damit ein
GPCR diesen Signalweg adressieren kann, muss dieser an Gaiy/i3-Untereinheiten
koppeln konnen. Beispiele fiir GPCRs, die an Gaiz/13-Untereinheiten koppeln, sind
neben vielen anderen, der TPa-Rezeptor (Thromboxanrezeptor), der Agiotensin II
Typ I-Rezeptor, der Endotehlin-1 Rezeptor, der Bradykininrezeptor B2 und der 5HTc-
Rezeptor (vollstandige Liste: https://gproteindb.org/signprot/statistics_tree) wobei
diese GPCRs hiufig auch iiber Gaq koppeln. Auch iiber Gaq kann die Signalkaskade der
Rho-GTPasen aktiviert werden, was durch die gleichzeitige Kopplung an Gais und Goq
einen synergistischen Effekt beziiglich der Aktivierung der Rho-GTPasen bewirken
konnte. Es ist nachgewiesen, dass die Gaisz-Aktivierung beispielsweise auch die Gog-

vermittelte Vasokonstriktion verstarkt (Gohla et al., 2000).
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GTPasen der Rho Familie
(RhoA,Cdc42,Rac)

mehr als 60 downstream Targets

z.B. ROCK1/2

weitere downstream Targets

/ |\

Beeinflussung des
Cytoskelettes

Genregulation

Abbildung 3.12 | Der RhoGEF-Signalweg
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Goauz/13 2 RH-RhoGEFs

Aktivierte Gaiz/13-Untereinheiten konnen folglich ihre direkten Effektoren aktivieren:
die RH-RhoGEFs p115-RhoGEF, LARG und PDZ-RhoGEF (und Lbc-RhoGEF). RH-
RhoGEFs befinden sich im inaktiven Zustand im Cytosol und werden durch die
Bindung an aktive Gaiz/13-Untereinheiten an die Zellmembran rekrutiert, da aktive G-
Proteine weiterhin durch einen Membrananker an diese gebunden sind (Meyer et al.,
2008). Diese Re-Lokalisation (Standortwechsel) kann auch in
fluoreszenzmikroskopischen Versuchen nachgewiesen werden und ist somit ein
Indikator fiir die Funktionalitit der verwendeten RH-RhoGEFs (oder von diesen
abgeleiteten Konstrukten), beziehungsweise des Assays. Wahrend p115-RhoGEF im
inaktiven Zustand ganz liberwiegend zytosolisch vorliegt, ist das bei PDZ-RhoGEF
und LARG nicht immer der Fall (Goulmari et al., 2008). Dies ldsst sich durch die
Bindung an zelluldre Strukturen iiber die PDZ-Domane erklaren. Gois kann alle drei
RH-RhoGEFs aktivieren, wahrend fiir Gai;lediglich die Aktivierung von LARG gezeigt
wurde (Suzuki et al., 2003), was auf unterschiedliche physiologische Rollen der
Untereinheiten hindeutet. Ob PDZ-RhoGEF durch Gai; aktiviert werden kann ist noch
nicht abschliefSend geklart (Suzuki et al., 2003; Siehler, 2009).

Im Gegensatz zu den Gaiz/13-Untereinheiten ist die Expression der RH-RhoGEFs im
Korper nicht ubiquitar, sodass sich auch hier die physiologischen Rollen stark
unterscheiden konnen. p115-RhoGEF ist stark in Himozyten exprimiert, in anderen
Zellen nur auf geringerem Level. Auch PDZ-RhoGEF wird in den meisten Zellen nur
in geringerem MafSe exprimiert, wihrend im ZNS hohe Proteinkonzentrationen
nachgewiesen werden konnten. Im Gegensatz dazu wird LARG im Korper ubiquitar
exprimiert (Siehler, 2009). Dieser Umstand und die Tatsache, dass LARG als einziges
RhoGEEF iiber Gai; aktiviert werden kann, macht es sehr wahrscheinlich, dass LARG im
Korper eine universelle Aufgabe erfiillt, die die anderen RhoGEFs in diesem MafSe
nicht haben. Durch die gewebsspezifische Expression von p115-RhoGEF und PDZ-

RhoGEF, ist es wahrscheinlich, dass diese beiden Vertreter speziellere Aufgaben im
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Korper erfiillen. Es wurde beispielsweise bereits gezeigt, dass p115-RhoGEF in einer

Signalkaskade den entgegengesetzten Effekt zu LARG hat (Lane et al., 2021).

Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Aktivitait der RH-RhoGEFs {iber die
Phosphorylierung durch bestimmte Kinasen erhoht werden kann (Holinstat et al.,

2003).

RH-RhoGEFs - GTPasen der Rho-Familie

Aktive RhoGEFs aktivieren kleine GTPasen der Rho-Familie durch die Stabilisation
der aktiven Konformation. Wie auch bei G-Proteinen wird zur Aktivierung GDP
freigegeben und GTP gebunden, weshalb kleine GTPasen auch kleine G-Proteine
(small G proteins) genannt werden (Wheeler und Ridley, 2004). Die kleinen GTPasen
der Rho-Familie bestehen aus den Unterfamilien RhoA (RhoA-RhoC), Rac (Rac1-Rac3
und RhoG) und Cdc42 (Cdc42, RhoJ und RhoQ) (Heasman und Ridley, 2008). Es ist
nicht abschliefSend geklart, welche dieser Unterfamilien durch welche RH-RhoGEFs
aktiviert werden konnen. Es gibt insgesamt 82 RhoGEFs welche die Aktivitat von
RhoGTPasen positiv beeinflussen, wovon 71 ,,Dbl-like“ (Fort und Blangy, 2017) und 11
,DOCK-like“ (Meller et al., 2005) sind. Somit ist der iiber GPCRs-Gaz/13-RH-RhoGEF

bei weitem nicht der einzige Weg, diesen Signalweg zu adressieren.

RhoA kann durch RhoGDIs (GDP-dissociation inhibitor) inhibiert werden (Dovas und
Couchman, 2005) und durch RhoGAP (GTPase activating protein) deaktiviert werden
(Amin et al., 2016).

RhoA-Effektoren

Fiir das vollstindige Verstandnis des Signalweges kommt erschwerend hinzu, dass
mehr als 60 downstream (nachgelagerte) Effektoren fiir RhoGTPasen bekannt sind
(Entienne-Manneville und Hall, 2002). Einer der am weitreichendsten untersuchten

Signalwege ist dabei die iiber RhoA zu ROCK1/2zB vermittelte Signalkaskade. RhoA
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kann von allen drei RH-RhoGEFs aktiviert werden (Rossman et al., 2005). Die Bindung
durch RhoGEFs fiihrt auch hier zu einer Rekrutierung zur Plasmamembran
(Michaelson et al., 2001) und die durch die Konformationsidnderung ermoglichte
Bindung von GTP fiihrt zur Aktivierung von RhoA (Bhattacharya et al., 2004). Durch
aktives RhoA kann anschliefSend ROCK1/2 zur Zellmembran rekrutiert werden.
Dadurch verliert die ubiquitdr exprimierte Kinase ihre autoinhibitorische Funktion
und kann wiederum mehr als 15 verschiedene Substrate in der Zelle phosphorylieren.
Dazu zidhlen beispielsweise die PTK2 (protein tyrosine kinase 2), JNK (c-Jun-N-
terminale Kinasen), MLCP (Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase), LIMK (LIM-Kinase)
und mDia (Diaphanous) (Narumiya et al., 1997; Sah et al., 2000; Jaffe und Hall, 2005).

Endpunkte der Signalkaskade

Durch die zahlreichen Interaktionspartner besitzt diese Signalkaskade eine hohe
Komplexitat, was dazu fiihrt, dass noch langst nicht alle Zusammenhange aufgeklart
und verstanden wurden. Jedoch konnten einige Endpunkte dieser Kaskade klar
beschrieben werden. Durch die Hemmung der MLCP kommt es zur starkeren
Phosphorylierung der leichten Kette des Myosins (MLC - myosin light chain) und somit

zu einem erhohten Muskeltonus (Jaffe und Hall, 2005).

F-Aktin wird durch die Blockade des Depolimerisationsfaktors Cofilin stabilisiert
(Marinissen und Gutkind, 2005). Uber mDia kommt es zusdtzlich zur erhohten
Polymerisation von F-Aktin und zur Stabilisierung von Mikrotubuli (Ghanem et al.,
2021). Durch die gesteigerte Polymerisationsrate von F-Aktin kommt es zu einer
Abnahme von G-Aktin, wodurch das an G-Aktin gebundene myocardin related
transcription factor A (MRTFA) freigesetzt wird. MRTFA ist schliefSlich in der Lage, aus
dem Cytosol in den Zellkern zu translozieren, wo es als Co-Aktivator des Serum-
Response-Faktors (SRF) fungiert (Miralles et al., 2003; Posern und Treisman, 2006;
Reed et al., 2021). Dadurch kommt es iiber die RhoA-Aktivierung zur Aktivierung des

SRF, welches durch die Bindung an das Serum-Response-Element (SRE) eine
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Genregulation bewirkt. Als primarer Effekt ist eine Aktivierung von IEGs (Immediate
early genes) beschrieben, was zu einer unmittelbaren Expression bestimmter Proteine,
welche fiir die physiologischen Funktionen dieses Signalweges essentiell sind und zu
einer schnellen zelluliren Antwort fiihrt. Zusatzlich werden Proteine des
Zytoskelettes wie B-Aktin und Vinculin verstarkt exprimiert (Marinissen und
Gutkind, 2005; Posern und Treisman, 2006). Dabei kommt es bei einem Signalweg
tiber LARG oder PDZ-RhoGEF zu einer hoheren SRF-Aktivitat als tiber p115-RhoGEF
(Suzuki et al., 2003). Weitere Transkriptionsfaktoren, welche durch den RhoA-
Signalweg aktiviert werden, sind AP-1, MRFT-A, YAP und NFkB, welche alle eine

Vielzahl an zelluldaren Effekten auslosen (Yu und Brown, 2015).

Auch die Regulation von Enzymaktivitaten kann durch diesen Signalweg beeinflusst
werden, beispielsweise der Lipidstoffwechsel und die Bildung reaktiver

Sauerstoffspezies (Jaffe und Hall, 2005).

3.2.4 RH-RhoGEFs als RGS-Proteine

Wie in 3.2.3 beschrieben, sind Gai/13-Untereinheiten in der Lage, RH-RhoGEFs zu
binden und zu aktivieren. Diese Bindung unterliegt jedoch auch einer negativen
Riickkopplung. Ga-Untereinheiten besitzen eine intrinsische GTPase-Funktion, was
bedeutet, dass sie sich mit der Zeit selbst deaktivieren, indem sie das gebundene GTP
zu GDP hydrolysieren (Johnston und Siderovski, 2007). Dieser Vorgang kann durch die
Bindung an RH-RhoGEFs unterstiitzt werden, wodurch es zu einer schnelleren
Deaktivierung des Signals kommt. Diese Eigenschaft nennt man GAP-Aktivitat
(GTPase aktivierendes Protein) und Proteine, die diese Eigenschaft ausiiben, nennt
man RGS-Proteine (Regulators of G Protein Signaling - Regulatoren der G-Protein
Signalgebung). Somit sind die RH-RhoGEFs neben GEFs fiir GTPasen der Rho-Familie
auch RGS-Proteine fiir Gaiz/13-Untereinheiten und nehmen damit eine ambivalente
Rolle ein, indem sie die Signalkaskade in ,beide Richtungen® beeinflussen. Fiir die

GAP-Aktivitat der RH-RhoGEFs wurde gezeigt, dass die Aminosauresequenz N-
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terminal der RH-Domaéne, welche zusammen mit dieser die ,,rgRGS“-Domaéne bildet,
von entscheidender Bedeutung ist (Chen et al., 2003). Das Vorhandensein der rgRGS-
Domaine wurde in allen drei RH-RhoGEFs nachgewiesen, in vitro GAP-Aktivitat konnte
jedoch nur in p115-RhoGEF und LARG gezeigt werden (Suzuki et al., 2009). Fiir PDZ-
RhoGEF konnte keine intrinsische in vitro GAP-Aktivitit nachgewiesen werden,
jedoch konnte diese durch das Einfiigen einer Bindedomaéne fiir Gaiz von p115 auf

PDZ-RhoGEF iibertragen werden (Chen et al., 2008).

3.2.5 Physiologie und Pathophysiologie

An folgenden physiologischen oder pathophysiologischen Vorgingen im Korper ist
der Gaiz/13 — RH-RhoGEF - Rho-GTPase Signalweg beteiligt.

Zellentwicklung

Der Signalweg tiber Gaiz/13 hat sich als unerlasslich fiir die Entwicklung bestimmter
Zellen und Organe herausgestellt. Mause ohne Gais (knockout-Mause) starben
durchschnittlich im Alter von 9.5 Tagen als Embryo, Mause ohne Gai; und Gaisz noch
friher. Als Ursache hierfiir wurde eine fehlerhafte Angiogenese (Neubildung von
BlutgefifSen) identifiziert, wobei es hauptsichlich zur fehlerhaften Regulation der
Endothelzellen kam (Offermanns et al., 1997; Zahra et al., 2019). Dabei hat sich Gaais
als erforderlich fiir die Zellmigration von Endothelzellen und auch Fibroblasten
herausgestellt (Shan et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass LARG und PDZ essentiell fiir
die embryonale Entwicklung sind (Mikelis et al., 2013), unter anderem auch durch den

regulierenden Einfluss auf den Zellzyklus (Hall, 1998).

Im zentralen Nervensystem kommt es durch gestorte Zellmigration zu
Entwicklungsstorungen in Abwesenheit von Gaaiyis (Moers et al., 2008). Dariiber
hinaus wurde fiir LARG eine regulatorische Rolle bei der Erythropoese beschrieben
(Xie et al., 2019).
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Immunsystem

Der Signalweg iliber Gaiz/i3 nimmt wichtige Aufgaben im Immunsystem iiber die
Regulierung des Cytoskeletts wahr, beispielsweise die gerichtete Migration von
Immunzellen und deren Adhasion (Xu et al., 2003; Rieken et al., 2006; Chang et al.,
2021). Auch wird eine Rolle in der Entwicklung von Lymphozyten diskutiert (Jiang et
al., 1998). Der Gaiy/13-Signalweg iibernimmt aufSerdem wichtige Aufgaben in der
Zellmigration und der Apoptose (Xu et al., 2021; Guo et al., 2022), so ist beispielsweise
die Differenzierung und Funktion von Helfer-T-Zellen vom Gai3-Signalweg abhangig
(Kuen et al., 2021). Bei Mutationen von RhoA oder RhoGEFs wurden immunologische

Defekte beschrieben (Hashim und Ahmad Mokhtar, 2021).

Gefifdsystem und Herz

Durch die Beeinflussung der MLC hilft der Signalweg {iiber Gaizi3 bei der
Aufrechterhaltung des Vasotonus. Dies geschieht iiber die Aktivierung von GPCRs, die
sowohl an Gagals auch Gaiz/13 koppeln, wobei jedoch gezeigt wurde, dass Gaiz/13 nicht
zwingend notwendig ist, um den Blutdruck im Normalbereich aufrecht zu erhalten
(Somlyo und Somlyo, 2003). Im Kontrast dazu basiert die myogenische (von den
Muskelzellen selbst ausgehende) Aufrechterhaltung des Vasotonus auf Gaiz/i3 und
LARG (Chennupati et al., 2019). Ein Einfluss bei der Entstehung von Hypertonie wurde
gezeigt. So wurde beispielsweise speziell flir LARG gezeigt, dass es eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung von Salz-induzierter Hypertonie spielt (Wirth et al., 2008).
Eine Uberexpression sowohl von LARG (Chiu et al., 2020) als auch p115-RhoGEF fiihrt
zu Bluthochdruck (Porchia et al.,, 2008). Des Weiteren sind RhoGEFs an der
Schadigung der Niere bei Bluthochdruck beteiligt (Johnson et al., 2020).

Zusatzlich untermauern Studien einen Zusammenhang der Gaiz/13-Signalkaskade mit

der Entwicklung der koronaren Herzkrankheit (Ohmori et al., 2003) und Herzinfarkten
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(Brown et al., 2006). Einige Untersuchungen deuten ebenfalls auf einen Einfluss von

RhoGEFs und RhoA auf die Entstehung von Atherosklerose hin (Li et al., 2022).

Aktivierung von Blutplittchen

Die Aktivierung von Blutplattchen ist wichtig fiir Himostase und somit fiir die
Entstehung von Thromben in pathophysiologischen Zusammenhidngen. Dieser
Vorgang wird neben Gog auch iiber Gaiz/13 (Offermanns, 2006; Williams et al., 2015)
und somit auch tiber RhoGEFs und RhoA vermittelt (Comer, 2022). Dabei hat sich
gezeigt, dass in Abwesenheit von Gais die durch Aktivierung ausgeloste Verdnderung
der Pliattchenform, die Aggregation und Sekretion deutlich reduziert waren (Moers et

al., 2003).

Tumorerkrankungen

GTPasen der Rho-Familie sind schon seit laingerem als Onkogene bekannt. Durch ihre
Rolle in der Entwicklung, dem Wachstum, der Differenzierung von Zellen und den
Einfluss auf den Zellzyklus ist es nicht verwunderlich, dass hier eine Fehlregulation
zu Krebserkrankung fiihren kann. Wahrend im Tiermodell gezeigt wurde, dass eine
Uberexpression von Gaiz/13 tumorigen ist, wurde auch in menschlichen Tumoren eine
Uberexpression von Gaiz1s beobachtet (Worzfeld et al., 2008). Zusdtzlich wurden
aktivierende Mutationen in Gai,/13 entdeckt, welche tumorigene Signalwege fordern
(Maziarz et al., 2020). Bei folgenden Krebserkrankungen wurde eine Fehlregulation
des Goaiz13-RhoGEF-RhoA  Signalweges nachgewiesen (beispielhafte nicht
vollstandige Liste): Leukamie (Kourlas et al., 2000), Mammakarzinom (Kelly et al.,
2006), Magenkarzinom (Zhang et al., 2016), Pankreaskarzinom (Mu et al., 2018),
Glioblastom (Ding et al.,, 2018, 2020), Leberkarzinom (Du et al., 2020),
Schilddriisenkrebs (Feng et al., 2021), Lungenkrebs (Zeng et al., 2021), Lymphome
(O’Hayre et al., 2016; Schafernak et al., 2021).
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Andere

Posttranslationale Modifikationen an Gaiz/13 und der Gaiz/13-Signalweg generell sind
wichtig fiir die Physiologie und Pathophysiologie der Energie-Homoostase, des
Immunsystems, des Kardiovaskuldre Systems und des Glucosestoffwechsels im
Korper. Expressionslevel von Gaiz/13 unterscheiden sich in Stoffwechelorganen wie
Leber und Muskeln und bei metabolischen Krankheiten (Yang et al., 2020), so tragt
eine Uberexpression Gai, zur Entstehung von Leberfibrosen bei (Kim et al., 2018). Eine
tiber GPCRs vermittelte RhoA Aktivierung ist an T-Zell-vermittelten
Entziindungsprozessen beteiligt (Yu und Brown, 2015; Guo, 2021). Fiir PDZ-RhoGEF
wurde ein Einfluss auf die Anfilligkeit fiir Ubergewicht und Diabetes Typ-2 gezeigt
(Chang et al., 2015). RhoA/ROCK-Fehlregulation fiihrte in Studien zu Arthrose (Deng
et al., 2019).
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3.3 Zielsetzung

GPCRs stellen die grofste Rezeptorgruppe im Menschen dar und bestimmen oder
beeinflussen  dabei eine  undenkbare Vielzahl physiologischer  und
pathophysiologischer Prozesse im Korper. Daher ist die Forschung an GPCRs und den
von ihnen angestofSenen Signalkaskaden unabdingbar, um die Funktionsweise des
Korpers in seiner Gdnze zu verstehen. Obwohl GPCRs ihre Signale nur iiber vier
Familien von Ga-Untereinheiten (Gas, Gaio, Gag/i1 und Gauz/i3) weitergeben, ist die
Familie der Gaiy;is-Untereinheiten und deren Signalweg der mit Abstand am
wenigsten untersuchte. Das Ziel dieser Arbeit war es, einen bisher wenig untersuchten
Signalweg ndher zu beleuchten: die Interaktion zwischen Gais und den RH-RhoGEFs
und damit dem Bindeglied zwischen GPCRs und den durch die kleinen GTPasen der

Rho-Familie angestofSenen Signalkaskaden (siehe 3.2.3).

Das erste Projekt dieser Arbeit war dabei, die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der
drei RH-RhoGEFs in der Interaktion mit Gais zu untersuchen. In vorherigen Arbeiten
der AG Biinemann wurde bereits gezeigt, dass die Interaktion zwischen Gaiz und LARG
deutlich langanhaltender war als mit p115. Parallel zur langanhaltende Interaktion
wurde unter Gleichgewichtsbedingungen eine hohere Empfindlichkeit gegeniiber
Agonisten beschrieben (Bodmann et al., 2017 und unveroffentlichte Daten). Die
Interaktionen von Gaizmit p115, LARG und zusatzlich auch PDZ-RhoGEF sollten nun
im Rahmen dieser Arbeiten, mit besonderem Augenmerk auf den strukturellen Aufbau
der einzelnen RhoGEFs, niher untersucht werden. Dafiir war das Ziel, Unterschiede in
den Interaktionskinetiken der einzelnen Interaktionspartner mit strukturellen
Ursachen zu begriinden. Hierflir wurde die hohe raumliche und zeitliche Auflésung
FRET-basierter Assays genutzt, welche zusitzlich auch Informationen {iiber die
Agonistsensitivitdt der einzelnen Vertreter geben sollten. Um strukturelle Ursachen
zu ermitteln, wurden selbst entwickelte Konstrukte kloniert, wobei sowohl Mutanten
(Proteine mit Punktmutationen) als auch Chiméren (ein aus verschiedenen Proteinen

zusammengesetztes Protein) von RhoGEFs verwendet wurden. Somit stand am
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Anfang des Projekts eine Vielzahl von Methoden und Wegen zur Verfiigung um die

initiale Problemstellung zu untersuchen.

Ein weiteres Projekt sollte die Untersuchung der Interaktion der GBy-Untereinheit mit
den RH-RhoGEFs sein. Auch hierfiir gab es bereits Hinweise durch Arbeiten aus der
AG Bilinemann, dass hier eine Signalanderung im FRET-basierten Assay zu
beobachten sei (unveroffentlichte Daten). Aus diesem Grund sollten auch in diesem
Projekt die Interaktion und die eventuell daraus entstehende Interaktionskinetik
niaher untersucht werden, indem sowohl mit einer markierten GB-Untereinheit, als
auch mit einer markierten Gy-Untereinheit und den verschiedenen RH-RhoGEFs
gearbeitet wurde. Bei den entstandenen Signalinderungen sollte ausgeschlossen
werden, dass es sich dabei um ein Zufallssignal handelt (bystander-FRET) und es sollte

die Ursache fiir die Entstehung der Signalanderung ermittelt werden.
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Kapitel 4: Material

4.1 Verbrauchsmaterialien

96-well Platte cellGrade white Brand, Wertheim
Deckglaschen (25 mm) VWR, Darmstadt
Einmalspritzen (6 ml) Neolab, Heidelberg
Eppendorf-Gefifde (1,5 ml) Sarstedt, Niimbrecht
Parafilm Brand, Wertheim

Pasteurpipetten

Hartenstein, Wiirzburg

PCR-Reaktionsgefiafie (0,2 ml)

VWR, Darmstadt

Petrischale (10 cm)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Pipettenspitzen (2 ul)

Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen (200 ul)

Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen (1000 ul)

Gilson, Limburg-Offenheim

Whatman FP Sterilfilter

VWR, Darmstadt

Zellkulturschalen (6 cm, 10 cm,
6-well-Platten)

Sarstedt, Niimbrecht

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Tabelle 4.1 | Verbrauchsmaterial aus Glas und Kunststoff.

4.2 Chemikalien

1 kb DNA-Leiter

New England Biolabs, Frankfurt am
Main

100 bp DNA-Leiter

New England Biolabs, Frankfurt am
Main

Acetylcholin Sigma-Aldrich, Steinheim
Agar Applichem, Darmstadt
Agarose (LE) Biochrom, Berlin
Ampicillin Applichem, Darmstadt
Bovines Serumalbumin (BSA), Sigma Aldrich, Steinheim
delipidiert

Calciumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim
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Coelenterazin h

AG Schlitzer, Marburg

Desoxyribonukleotide (ANTPs)

New England Biolabs, Frankfurt am

Main
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Promega, Mannheim
HEPES Carl Roth, Karlsruhe
Immersionsol (Immersol 518F) Zeiss, Jena
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe
Kaliumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim
Kanamycinsulfat Carl Roth, Karlsruhe
LB-Medium nach Lennox Applichem, Darmstadt
Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumhydroxid Carl Roth, Karlsruhe
NEB® 5-alpha Competent E. Coli New England Biolabs, Frankfurt am

Main

Polyethylenimine (PEI)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Salzsaure 37 %

Carl Roth, Karlsruhe

Restriktionsenzyme New England Biolabs, Frankfurt am
Main
U-46619 Biomol, Hamburg

Tabelle 4.2 | Reagenzien

DMEM (High Glucose, 4,5 g/L)

Capricorn-Scientific, Ebsdorfergrund

FCS (fetales Kidlberserum)

Capricorn-Scientific, Ebsdorfergrund

L-Glutamin (200 mM)

Capricorn-Scientific, Ebsdorfergrund

PBS

Capricorn-Scientific, Ebsdorfergrund

Penicillin/Streptomycin 100x

Capricorn-Scientific, Ebsdorfergrund

Poly-(L)-Lysin-Hydrobromid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Trypsin-EDTA (0,05%)

Capricorn-Scientific, Ebsdorfergrund

Tabelle 4.3 | Reagenzien fiir die Zellkultur
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4.3 Gerate

Accu-jet pro

Brand, Wertheim

Attofluor Cell Chamber Invitrogen, Darmstadt
Autoklav (VX-95) Systec GmbH, Linden
Digitalwaage Kern u. Sohn, Baligen-Frommern

Eismaschine Ice Flaker F100 Compact
Incubator

Icematic, Diisseldorf

Eismaschine DBA Manitowoc Ice

Manitowoc, USA

Feinwaage 770 (precision balance)

Kern u. Sohn, Baligen-Frommern

Gefrierschrank (-20°C) Liebherr GP
2716

Liebherr, Biberach an der Rifs

Gefrierschrank (-80 °C) FORMA 900
Series

Thermo Scientific, Dreieich

Hitzesterilisator

Thermo Scientific, Dreieich

Inkubator APT.line C150

Binder, Tuttlingen

Inkubator CB-S 170

Binder, Tuttlingen

Labcycler Gradient (PCR-Maschine)

SensoQuest, Gottingen

Leica TC-SP5 Konfokalmikroskop

Leica, Wetzlar

Magnetriihrer MR Hei-Standard

Heidolph Instruments, Schwabach

Mehrkanalpipette 200 ul PIPETMAN

Gilson, Limburg-Offenheim

Mikrowelle

Sharp

NanoPhotometer NanoDrop

Implen, Miinchen

Pipetten Gilson Pipetman 2 ul, 20 ul,
200 pl, 1000 pl

Gilson, Limburg-Offenheim

Reinstwasseranalage Ultra Clear UV
plus

SG, Sundern

Schiittler fiir Bakterien

GFL, Burgwedel

Sterilwerkbank Esco ac2-4e8-tu
sentinel gold

Esco Technologies, Inc., Hatboro, USA

Sterilwerkbank LabGard ES NU 437-
400E Klasse I1

NuAire, Plymouth, USA

Spark 20M Multimode Microplate
Reader

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Vortex — Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Zentrifuge (Heraeus Fresco 17)

Thermo Scientific, Dreieich

Zentrifuge (Heraeus Megafuge 16R)

Thermo Scientific, Dreieich

Tabelle 4.4 | Gerdte
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Absorptionsfilter ET430/24x

Chroma, Bellows Falls, USA

CCD-Kamera Evolve 512

Photometrics, Tucson, USA

Druckluftgefederter Tisch

Newport Corp., Stahnsdorf

Dualbandstrahlenteiler mit CFP/YFP-
Emissionsfilter 59017bs+ 59017m

Chroma, Bellows Falls, USA

Emissionsfilter ET 480/40

Chroma, Bellows Falls, USA

Emissionsfilter HC 534/20

Semrock, Rochester, NY, USA

LED-Lichtquelle: pE-2

CoolLED, Andover,UK

Mikromanipulator MM]

Marzhduser, Wetzlar

Mikroskop Eclipse Ti

Nikon, Japan

Objektiv: Plan Apo VC 100X/1,40 Ol;
oo /0,17 Dic N2

Nikon, Japan

Optosplit II

Cairn Research, Faversham, UK

Perfusionssystem ALA VC3-8xP

ALA Scientific Instruments,
Farmingdale, NY, USA

Strahlenteiler T455LP

Chroma, Bellows Falls, USA

Strahlenteiler im Optosplit z488/800-
1064rpc

Chroma, Bellows Falls, USA

Tabelle 4.5 | Gerate Mikroskop Nikon-Setup

4.4 Software und Datenbanken

A plasmid Editor- ApE

M. Wayne Davis (University of Utah,
Salt Lake City, USA)

Adobe Illustrator CC 2019

Adobe Inc., San José, USA

Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), blast.ncbi.nlm.nih.gov

National Library of Medicine, Bethesda,
USA

FPbase, fpbase.org

Open-source, Harvard Medical School,
USA

GPCRdb, gpcrdb.com David Gloriam group, University of
Copenhagen, Denmark

GraphPad Prism 8 GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

Guide to PHARMACOLOGY University of Edinburgh, Scotland

guidetopharmacology.org

Mendeley Desktop Mendeley, London, UK

Microsoft Office 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA

NIS Elements 4.6 Nikon, Japan
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Origin Pro 2018

OriginLab Corporation, Northampton,
USA

Protein Data Bank (PDB), rcsb.org

Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics (RCSB)

Pubmed, pubmed.ncbi.nlm.nih.gov

National Library of Medicine, Bethesda,
USA

SnapGene Viewer

GSL Biotech LLC, Chicago, USA

Tabelle 4.6 | Software und Datenbanken

4.5 Kits

Name Hersteller Funktion
Dual-Luziferase Assay- | Promega, Walldorf SRF Reporter Assay
System

Effectene® Transfection | Qiagen, Hilden Transfektion

Kit

Gibson Assembly® New England Biolabs, Klonierung: Gibson
Cloning Kit USA Assembly
Monarch® DNA Gel New England Biolabs, Gel-Extraktion
Extraction Kit USA

NEBuilder® HiFi DNA New England Biolabs, Klonierung: Gibson
Assembly Kit USA Assembly

Q5® Site-Directed New England Biolabs, Klonierung
Mutagenesis Kit USA

Qiagen Plasmid Midi Kit | Qiagen, Hilden Midi-Praparation
Qiagen Gel Extraktion Qiagen, Hilden Gel-Extraktion

Kit

Tabelle 4.7 | Kits
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4.6 Plasmide

Die folgenden Plasmide verwendeten den Expressionsvektor pcDNA3. Ausnahmen
sind die IRES-Konstrukte (haben IRES im Namen) und Gy2-mTurq2, welche den
Clonetech N1 Vektor besitzen. Alle verwendeten Vektoren besitzen Selektionsmarker
fir = eukaryotische und prokaryotische Zellen und Promotoren zur
Expressionssteigerung. Alle verwendeten Fluorophore sind Derivate von CFP oder
YFP und stammen somit vom Fluorophor GFP (green fluorescent protein) ab, welches

aus dem Organismus Aequorea victoria isoliert wurde.

Plasmid Spezies Referenz
Chimeral-YFP Mensch Diese Arbeit
p115 AS 1-43+ LARG AS

360-561

Chimera2-YFP Mensch Diese Arbeit
p115 AS1-43+ LARG AS

370-561

Chimera3-YFP Mensch Diese Arbeit

pl115s RH-Domaine (AS
44-232) ersetzt LARGs
RH-Domain in fl-LARG
Chimera4-YFP Mensch Diese Arbeit
LARGs RH-Domaine (AS
1110-1677) ersetzt
pl115s RH-Domain in fl-
pl15

Chimera5-YFP Mensch Diese Arbeit
LARG-fl mit AS 20-43
pl15 statt AS 346-369
Chimera6-eYFP Mensch Diese Arbeit
LARG-fl mit AS 2-43
pl115 statt AS 328-369
Chimera7-YFP Mensch Diese Arbeit
pl115s N-Terminus (AS
1-43) statt LARGs N-
Terminus (AS 1-369) an
fl-LARG
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Chimera8-YFP Mensch Diese Arbeit

pl115 (AS 1-232) mit

LARGs C-Terminus (AS

559-1544)

Chimera9-YFP Mensch Diese Arbeit

Chimera5 ohne C-

Terminus (AS 559-1544)

Gal2-CFP Maus Diese Arbeit

Gal3-mTurq2 127 Maus (Bodmann et al., 2017)

(Fluorophor nach AS

127)

Gal3-mTurq2 135 Maus Diese Arbeit

(Fluorophor nach AS

135)

Gal3-mTurq2 135 Maus Diese Arbeit

R128A

Gal3-NLuc 127 Maus Diese Arbeit

Gal3-NLuc 135 Maus Diese Arbeit

Gal3-WT Maus (Krett, 2015)

Gal3-WT R128A Maus Diese Arbeit

Gai-CFP Ratte (Hein and Biinemann,
2009)

Gao-WT Ratte (Jelinek et al., 2021)

Gaq-WT Maus (Hughes et al., 2001)

GB1-WT Mensch (Blinemann et al., 2003)

GB1-mTurq2 Mensch (Ruland et al., 2020)

GB1-2a-cpVen-Gy2- Ratte/Mensch/Maus (van Unen et al., 2016)

IRES-Gai2-mTurq2 Addgene Plasmid #69624
(Watertown, USA)

GB1-2a-cpVen-Gy2- Ratte/Mensch/Maus Diese Arbeit

IRES-Gal3-WT

GB1-2a-mTurq2-Gy2- Ratte/Mensch/Maus Diese Arbeit

IRES-Gal3-WT

GB1-2a-Gy2-IRES-Gal3- | Ratte/Mensch/Maus Diese Arbeit

WT

Gy2-WT Rind (Blinemann et al., 2003)

Gy2-mTurq2 Rind (Jelinek et al., 2021)

Gy2-YFP Rind Diese Arbeit

GRK2-mTurq2 Mensch (Wolters et al., 2015)

GRK2-WT Mensch (Winstel et al., 1996)

GRK2 K220R Mensch (Fu et al., 2013)

(YFP-)LARG Mensch (Bodmann et al., 2017)

(YFP nach AS 299)LARG | Mensch Diese Arbeit
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(YFP-)LARG-PR Mensch (Krett, 2015)
LARG ohne C-

Terminus- bis AS 561

(YFP-)LARG-PR2 Mensch Diese Arbeit
LARG ohne C-

Terminus- bis AS 558

(YFP-)LARG-R Mensch (Krett, 2015)
(YFP-)LARG-RH- Mensch Diese Arbeit
Domiine + Linker

(YFP-)LARG-Rshort Mensch Diese Arbeit
(YFP-)LARG G359E Mensch Diese Arbeit
(YFP-)LARG G359E Mensch Diese Arbeit
ohne C-Terminus (AS

559-1544)

(YFP-)p115 Mensch (Kurz et al., 2020)
(YFP-)p115-CAAX Mensch diese Arbeit
(YFP-)p115-R Mensch (Krett, 2015)
(YFP-)p115-RH-Domiine | Mensch Diese Arbeit
+ Linker

(YFP-)p115-Rs Mensch Diese Arbeit
(YFP-)p115 E32G Mensch Diese Arbeit
pcDNA3 - -
(YFP-)PDZ-RhoGEF Mensch (Krett, 2015)
pSRE.L Photinus pyralis (Krett, 2015)
pRL-TK Renilla reniformis (Krett, 2015)

TPa-R (TXA2-R)

Mensch

(Bodmann et al., 2017)

Tabelle 4.8 | Plasmide
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4.7 Oligonukleotide

Material

Die folgenden Oligonukleotide wurden als PCR-Primer fiir Klonierungen (fiir die

verschiedenen Strategien zur Klonierung siehe 5.3) verwendet. Die Oligonukleotide

wurden mit Hilfe von selbst erstellten Zielplasmidkarten designt und von Eurofins

Genomics nach Auftrag synthetisiert.

# Sequenz Vector Fragment Zielplasmid
1(1) GCT TCT AGA GGG GB1-2a- Gal3- GB1-2a-cpVen-
CCG CGA cpVen-Gy2- | mTurq2 127 | Gy2-IRES-
(18) IRES-Gai2- Gal3-WT
mTurq2
2(1) ATT ATC ATC GTG GB1-2a- Gal3- GB1-2a-cpVen-
TTT TTC AAA GGA cpVen-Gy2- | mTurq2 127 | Gy2-IRES-
AAA CCA CG (32) IRES-Gai2- Gal3-WT
mTurqg2
3(1) CCTTTG AAA AAC GB1-2a- Gal3- GB1-2a-cpVen-
ACG ATG ATA ATA cpVen-Gy2- | mTurq2 127 | Gy2-IRES-
TGG CGG ACT TCC IRES-Gai2- Gal3-WT
TGC C (40) mTurq2
4(1) AGT CGC GGC CCT GB1-2a- Gal3- GB1-2a-cpVen-
CTA GAA GCT CAC cpVen-Gy2- | mTurg2 127 Gy2-IRES-
TGC AGC ATG AGC TG | IRES-Gai2- Gal3-WT
(38) mTurqg2
5(2) CTG TAC AAGTCC GB1-2a- Gal3- GB1-2a-
GGA CTC AGA TCT cpVen-Gy2- | mTurq2 75 mTurq2-Gy2-
ATG GCC AG (32) IRES-Gal3- IRES-Gal3-WT
WT
6(2) TGC TCA CCA TAC GB1-2a- Gal3- GB1-2a-
CGG TAG GGC CGG cpVen-Gy2- | mTurq2 75 mTurq2-Gy2-
(24) IRES-Ga13- IRES-Gal13-WT
WT
7(2) CCT ACC GGT ATG GB1-2a- Gal3- GB1-2a-
GTG AGC AAG GGC cpVen-Gy2- | mTurqg2 75 mTurq2-Gy2-
GAG (27) IRES-Gal3- IRES-Gal3-WT
WT
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8(2) CTG AGT CCG GAC GB1-2a- Gal3- GB1-2a-
TTG TAC AGC TCG cpVen-Gy2- | mTurq2 75 mTurq2-Gy2-
TCC ATG (32) IRES-Gal3- IRES-Gal3-WT
WT
9(3) CGA GCT GTA CGC LARG-WT (YFP-) p115- | (YFP nach AS
TGC ATC TCG GCC R 299)LARG
CAGTAG TGA CAA TG
(38)
10(3) | GCT CAC CAT TGC LARG-WT (YFP-) p115- | (YFP nach AS
AGC AGC ATC TCC R 299)LARG
ACT GCT ACA GTC AG
(38)
11(3) | AGC AGT GGA GAT LARG-WT (YFP-) p115- | (YFP nach AS
GCT GCT GCA ATG R 299)LARG
GTG AGC AAG GGC
GAG (39)
12(3) | TAC TGG GCC GAG LARG-WT (YFP-) p115- | (YFP nach AS
ATG CAG CGT ACA R 299)LARG
GCT CGT CCA TGC
CGA (39)
13(4) | CCCTACCGGTTC GB1-2a- - (Deletion) GB1-2a-Gy2-
CGG ACT CAG ATC mTurq2-Gy2- IRES-Gal3-WT
TAT GGC CA (32) IRES-Gal3-
WT
14(4) | TCT GAG TCC GGA GB1-2a- - (Deletion) GB1-2a-Gy2-
ACC GGT AGG GCC GG | mTurq2-Gy2- IRES-Gal3-WT
(26) IRES-Gal3-
WT
15(5) | TGG GAG TAA AAG (YFP-) p115- | (YFP-) LARG- | Chimeral-YFP
TGA AAG AGT GAC R Rshort pl15 AS 1-43+
TCG AGC ATG CAT LARG AS 360-
CTA GAG G (43) 561
16(5) | TGT TCA TGT TCA (YFP-) p115- | (YFP-) LARG- | Chimeral-YFP
GTG TTT TGC TCT R Rshort pl115 AS 1-43+
TCT GAG TTT GTC LARG AS 360-
TCC AG (41) 561
17(5) | GAAGAG CAA AAC (YFP-) p115- | (YFP-) LARG- | Chimeral-YFP
ACT GAA CAT GAA R Rshort pl15 AS 1-43+
CAG ATC AAT GGA LARG AS 360-
CAGT (40) 561
18(5) | CTCTTT CACTTT TAC | (YFP-) p115- | (YFP-) LARG- | Chimeral-YFP
TCCCAAATGCTTCA R Rshort pl115 AS 1-43+
(29) LARG AS 360-
561
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19(6) | ACA AACTCA GAA (YFP-) p115- | (YFP-) LARG- | Chimera2-YFP
GAG CAA CAA AAC R Rshort pl115 AS1-43+
AGC TGT TTC CAG LARG AS 370-
AGC ATT GAATTA 561
CTA AAAT (52)
20(6) | GTTTGG CTCTTC (YFP-) p115- | (YFP-) LARG- | Chimera2-YFP
TGA GTT TGT CTC R Rshort pl15 AS1-43+
CAG (27) LARG AS 370-
561
21(7) | GGT GCG GGT GAA (YFP-) (YFP-) p115- | Chimera3-YFP
AGA GCC TCG AAA LARG-Rshort | R pl15s RH-
TTT GGA GCA (33) Domaéne (AS 44-
232) ersetzt
LARGs RH-
Domain in fl-
LARG
22(7) | TGG AACTGG CTG (YFP-) (YFP-) p115- | Chimera3-YFP
CACTGT CCATTG LARG-Rshort | R pl115s RH-
ATCTGTT (31) Domane (AS 44-
232) ersetzt
LARGs RH-
Domain in fl-
LARG
23(7) | ATG GAC AGT GCA (YFP-) (YFP-) p115- | Chimera3-YFP
GCC AGT TCC AGA LARG-Rshort | R pl15s RH-
GCCTG (29) Domane (AS 44-
232) ersetzt
LARGs RH-
Domain in fl-
LARG
24(7) | GAGGCT CTT TCA (YFP-) (YFP-) p115- | Chimera3-YFP
CCC GCA CCCCAA LARG-Rshort | R pl15s RH-
GGT GG (29) Domaéne (AS 44-
232) ersetzt
LARGs RH-
Domain in fl-
LARG
25(8) | GGG AGT AAA AAC (YFP-)pl115 | (YFP-) LARG | Chimera4-YFP
CAA GAG TGG AGA LARGs RH-
CAA GAA GTC G (34) Doméne (AS
1110-1677)
ersetzt p115s

RH-Domain in
fl-p115
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26(8) | GGA AAC AGC TGT (YFP-)p115 | (YFP-) LARG | Chimera4-YFP
TTT GCT CTT CTG LARGs RH-
AGT TTG TCT C (34) Domane (AS

1110-1677)
ersetzt p115s
RH-Domain in
fl-p115

27(8) | AGA GCA AAA CAG (YFP-) p115 | (YFP-) LARG | Chimera4-YFP
CTG TTT CCA GAG LARGs RH-
CAT TGA ATT ACT Domane (AS
AAA AT (41) 1110-1677)

ersetzt p115s
RH-Domain in
fl-p115

28(8) | CACTCTTGGTTT (YFP-) p115 | (YFP-) LARG | Chimera4-YFP
TTA CTC CCA AAT LARGs RH-
GCT TCA TAT ACA Domane (AS
TGA GAA TAA CA (47) 1110-1677)

ersetzt p115s
RH-Domain in
fl-p115

29(9) GGG AGT AAA ATG (YFP-) LARG | (YFP-) LARG | (YFP-)LARG-
ACT CGA GCA TGC RH-Domaéne +
ATC TAG AGG G (34) Linker

30(9) | CGCCTC CGC CGG (YFP-) LARG | (YFP-) LARG | (YFP-)LARG-
AAC CGC CTC CGC RH-Domane +
CCT TGT ACA GCT Linker
CGT CCA TG (44)

31(9) | AGG CGG TTC CGG (YFP-) LARG | (YFP-) LARG | (YFP-)LARG-
CGG AGG CGGTTC RH-Domane +
CAGCTGTTT CCA Linker
GAG CAT TGA ATT
ACT AAA AT (56)

32(9) | CAT GCT CGA GTC (YFP-) LARG | (YFP-) LARG | (YFP-)LARG-
ATT TTA CTC CCA RH-Doméne +
AAT GCT TCA TAT Linker
ACA TGA GAA TAA CA
(50)

33(10) | TGG GGT GCG GTG (YFP-) p115- | (YFP-) p115- | (YFP-)p115-RH-
ACT CGA GCA TGC R R Domaine +
ATC TAG AGG (33) Linker
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34(10) | CGC CTC CGC CGG (YFP-) p115- | (YFP-) p115- | (YFP-)p115-RH-
AAC CGC CTC CGC R R Doméne +
CCT TGT ACA GCT Linker
CGT CCA TGC C (46)
35(10) | AGG CGG TTC CGG (YFP-) p115- | (YFP-)pl15- | (YFP-)p115-RH-
CGG AGG CGG TTC R R Domane +
CAG CCAGTT CCA Linker
GAG CCT G (43)
36(10) | GCT CGA GTC ACC (YFP-) p115- | (YFP-)p115- | (YFP-)p115-RH-
GCA CCCCAAGGTGG | R R Domaine +
(26) Linker
37(11) AGA GCA AAA CAG (YFP-) LARG | (YFP-)pl115 | Chimera5-YFP
CTG TTT CCA GAG LARG-fl mit AS
CAT TGA ATT ACT 20-43 p115 statt
AAA A (40) AS 346-369
38(11) | TGATGC TGA CTG (YFP-) LARG | (YFP-) p115 Chimera5-YFP
CTATACGGGTTG LARG-fl mit AS
AGG GAC TCC (33) 20-43 p115 statt
AS 346-369
39(11)  CCG TAT AGC AGT (YFP-) LARG | (YFP-)pl15 | Chimera5-YFP
CAG CAT CAT CGG LARG-fl mit AS
GGC TGA (30) 20-43 p115 statt
AS 346-369
40(11) | CTG GAA ACA GCT (YFP-) LARG | (YFP-) p115 Chimera5-YFP
GTT TTG CTC TTC LARG-fl mit AS
TGA GTT TGT CTC (36) 20-43 p115 statt
AS 346-369
41(12)  GGA TGA GGA TTT (YFP-) p115 | - (YFP-) p115
TGG GAA CGA GCT (Mutagenese)  E32G
GGA GAC (30)
42(13) | GAA GAT GAT GAT (YFP-) LARG | - (YFP-) LARG
TTT GAA ACT GAA (Mutagenese) | G359E
CAT GAA CAG (33)
43(14) GCC GCC CCT CGG (YFP-) LARG | (YFP-)pll5 | Chimera6-eYFP
GCG AAG TCT TCA LARG-fl mit AS
CTT TTC TCT GGG 2-43 p115 statt
TTT TCC TCT AGA AS 328-369
TAA ATT (54)
44(14) | GAA GAC TTC GCC (YFP-) LARG | (YFP-)p115 | Chimera6-eYFP
CGA GGG (18) LARG-fl mit AS

2-43 p115 statt
AS 328-369
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45(15)  GCC CCT CGG GCG (YFP-) LARG | (YFP-)pl115 | Chimera7-YFP
AAG TCT TCC ATG pl15s N-
GAT CCC TTG TAC Terminus (AS 1-
AGC TCG (42) 43) statt LARGs
N-Terminus (AS
1-369) an fl-
LARG
46(15) | ATG GAA GACTTC (YFP-) LARG | (YFP-)pl115 | Chimera7-YFP
GCC CGA G (19) pl15s N-
Terminus (AS 1-
43) statt LARGs
N-Terminus (AS
1-369) an fl-
LARG
47(16) | TGG GGT GCG GGT (YFP-) LARG | (YFP-)pl115 | Chimera8-YFP
GAA AGA GCC TCG pl15 (AS 1-232)
AAA TTT GGA GC (35) mit LARGs C-
Terminus (AS
559-1544)
48(16) | GCT CTT TCA CCC (YFP-) LARG | (YFP-)pl115 | Chimera8-YFP
GCA CCC CAA GGT GG pl15 (AS 1-232)
(26) mit LARGs C-
Terminus (AS
559-1544)
49(17) | GG AGT AAA ATG ACT | (YFP-) p115 | (YFP-) LARG | (YFP-)LARG-
CGA GCA TGC ATC PR2
TAG AGG (33) LARG ohne C-
Terminus- bis
AS 558
50(17) | ACT GTG TGC CAC (YFP-)pl115 | (YFP-) LARG | (YFP-)LARG-
TCA TGG ATC CCT PR2
TGT ACA GCT CGT LARG ohne C-
CCATGCC 43) Terminus- bis
AS 558
51(17) ATG AGT GGC ACA (YFP-) p115 | (YFP-) LARG | (YFP-)LARG-
CAG TCT ACT ATC AC PR2
(26) LARG ohne C-
Terminus- bis
AS 558
52(17) | GCT CGA GTC ATT (YFP-) p115 | (YFP-) LARG | (YFP-)LARG-
TTA CTC CCA AAT PR2
GCT TCA TAT ACA LARG ohne C-
TGA GAA TAA CA (47) Terminus- bis

AS 558
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53(18) | TGG GAG TAA AAT (YFP-) LARG | (YFP-) pl115- | (YFP-) LARG
GAC TCG AGC ATG G359E R G359E ohne C-
CAT CTA GAG G (34) Terminus (AS
559-1544)
+ Chimera9
54(18) | GAC TGT GTG CCA (YFP-) LARG | (YFP-) p115- | (YFP-) LARG
CTC ATA CCG GTC G359E R G359E ohne C-
TTG TAC AGC TCG Terminus (AS
(36) 559-1544)
+ Chimera9
55(18) | ACC GGT ATG AGT (YFP-) LARG | (YFP-)pl115- | (YFP-) LARG
GGC ACA CAGTCT G359E R G359E ohne C-
ACT ATC AC (32) Terminus (AS
559-1544)
+ Chimera9
56(18) | GCT CGA GTC ATT (YFP-) LARG | (YFP-) p115- | (YFP-) LARG
TTA CTC CCA AAT G359E R G359E ohne C-
GCT TCA TAT ACA Terminus (AS
TGA GAA TAA C (46) 559-1544)
+ Chimera9
57(19) | GTT GAT GGC ATT Gal3-WT - Gal3-WT
TGA TAC CGC CGC (Mutagenese)  R128A
CCC CAT G (31)
58(20) | ACG AGC TGT ACA Gal3-WT Gal3- Gal3-mTurq2
AGG CTA GCA TGG mTurq2 127 | 135
TGG AGA CTC GAG (Fluorophor | (Fluorophor
TGT TCC (42) nach AS 127) | nach AS 135)
59(20) CCCTTG CTC ACC Gal3-WT Gal3- Gal3-mTurq2
ATG CTA GCC CCC mTurqg2 127 135
TGG GCA GCC ATG (Fluorophor | (Fluorophor
(36) nach AS 127) | nach AS 135)
60(20) | GCT AGC ATG GTG Gal3-WT Gal3- Gal3-mTurq2
AGC AAG GG (20) mTurq2 127 | 135
(Fluorophor | (Fluorophor
nach AS 127) | nach AS 135)
61(20) | GCT AGC CTT GTA Gal3-WT Gal3- Gal3-mTurq2
CAG CTC GTC (21) mTurqg2 127 135
(Fluorophor | (Fluorophor
nach AS 127) | nach AS 135)
62(21) | GAT GGC ATT TGA Gal3- - Gal3-mTurq2
TAC CGC CGC CCC mTurg2 135 | Mutagenese | 135 R128A

CAT GGC TGC (33)
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GCC CCC TGG (33)

63(22) | CAT GAG CTG CAA (YFP-) pl115 | - (YFP-)p115-
GTG TGT GCT CTC Mutagenese | CAAX
CTA GGC GGC CGC
TCG AGC ATG C (46)

64(22) | CAG CCC GGG CCA (YFP-) pl115 | - (YFP-)p115-
CTC TCA TCA GGA Mutagenese | CAAX
GGG TTA GTG CAG
CCA GGC TGG GG (47)

65(23/ | ATG GTC TTC ACA Gal3- Gy-NLuc Gal3-NLuc

24) CTC GAA GAT TTC GT | mTurq2 127+135
(26) 127/135

66(23/ | CGC CAG AAT GCG Gal3- Gy-NLuc Gal3-NLuc

24) TTC GCA (18) mTurq2 127+135

127/135

67(23) | TGC GAA CGC ATT Gal3- Gy-NLuc Gal3-NLuc 127
CTG GCG GCT AGC mTurq2 127 (Fluorophor
CGC GCC C (31) nach AS 127)

68(23) | TCT TCG AGT GTG Gal3- Gy-NLuc Gal3-NLuc 127
AAG ACC ATG CTA mTurq2 127 (Fluorophor
GCG GTA TCA AAT GC nach AS 127)
(38)

69(24) | TGC GAA CGC ATT Gal3- Gy-NLuc Gal3-NLuc 135
CTG GCG GCT AGC mTurqg2 135 (Fluorophor
ATG GTG GAG ACT CG nach AS 135)
(38)

70(24) | TCT TCG AGT GTG Gal3- Gy-NLuc Gal3-NLuc 135
AAG ACC ATG CTA mTurqg2 135 (Fluorophor

nach AS 135)

Tabelle 4.9 | Oligonukleotide
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4.8 Verwendete Zelllinien

Zur Vervielfaltigung von Plasmiden wurden DH5a E. coli verwendet.

Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen (beispielsweise Messungen) fanden mit
HEK293T-Zellen statt, welche regelmafSig auf Infektionen mit Mykoplasmen getestet
wurden. Diese Zellen stammen aus der Arbeitsgruppe von Prof. Martin Lohse

(Universitat Wiirzburg).

4.9 Puffer/ Losungen

Folgende Puffer und Losungen wurden im Labor auf Vorrat hergestellt und

entsprechend verwendet.

4.9.1 Zellkultur

450ml Nahrmedium mit 4,5 g/1 Glucose
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

50ml Fetales Kilberserum
Fetal Calf Serum (FCS)
5,5ml 200mM
L-Glutamin
5,5ml Penicillin/Streptomycin 100x
100U/ml Penicillin + 0,1 mg/ml
Streptomycin

Tabelle 4.10 | DMEM-Medium Lagerung bei 4°C.
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4.9.2 Mikroskopie

Zum Waschen von Zellen und als Grundlage fiir den BSA-haltigen Puffer fiir FRET-
Messungen (siehe 5.5.4) wurde Puffer fiir FRET-Messungen auf Vorrat hergestellt.

Dieser Puffer enthielt Salze in physiologischen Konzentrationen und wurde zusatzlich

auf einen physiologischen pH von 7,3 eingestellt und sterilfiltriert.

NacCl

27,4ml 5M 127mM
KCl1 5,4ml 1M 5,4mM
CacCl, 2ml 1M 2mM
MgCl, Iml 1M 1 mM
HEPES 2,38g - 10mM
H20 auf 1000ml - -

Tabelle 4.11 | Puffer fiir FRET-Messungen

Der verwendete Agonist U-46619 wurde regelmiafSig in einer Menge von einem
Milligramm erworben. Das urspriingliche Losungsmittel wurde verdampft und U-
46619 wurde in 1,141 ml Ethanol gelost, wodurch eine Konzentration von 2,5 mM
entstand. Die gesamte Menge wurde dann zu je 20 ul in Eppendorfgefifien aliquotiert
und eingefroren. Fiir weitere Verdliinnungsschritte der Aliquots direkt vor der

Messung siehe 5.5.4.
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4.9.3 Weitere Losungen und Puffer

Die folgenden Puffer und Losungen wurden bei den diversen molekularbiologischen

Methoden (siehe Kapitel 5: Methoden) im Labor verwendet.

Ampicillin-Stammlosung 1000x

Ampicillin wurde in Wasser gelost, sodass eine Konzentration von 100 mg/ml erhalten
wurde. Die Stammlosung wurde anschliefSend in Eppendorf-GefafSe aliquotiert und
bis zur Verwendung bei -20 °C eingefroren. In Selektionsmedien und Agar wurde die

Stammlosung 1:1000 verdiinnt, wodurch eine Endkonzentration von 100ug/ml

erhalten wurde.
Ampicillin 2g
H;0 ad 20ml

Tabelle 4.12 | Ampicillin-Stammlosung

Kanamycin-Stammlosung 1000x

Kanamycin wurde in Wasser gelost, sodass eine Konzentration von 50 mg/ml erhalten
wurde. Die Stammlosung wurde anschliefSend in Eppendorf-GefafSe aliquotiert und
bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren. In Selektionsmedien und Agar wurde die

Stammlosung 1:1000 verdiinnt, wodurch eine Endkonzentration 50 ug/ml erhalten

wurde.
Kanamycin 500mg
H;0 ad 10ml

Tabelle 4.13 | Kanamycin-Stammlosung
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KCM-Puffer 5x

KCM-Puffer wurde fiir die Transformation in chemisch kompetenten E. coli verwendet

(siehe 5.2.8). KCM-Puffer wurde bei 4 °C gelagert.

Reagenz Menge Endkonzentration
CaCl. 1,66¢g 150mM

KCl 3,73¢ 500mM

MgCl, 2,38g 250mM

H,0 ad 100ml -

Tabelle 4.14 | KCM-Puffer

LB-Medium

Fliissiges LB-Nahrmedium fiir Bakterien wurde hergestellt, indem 100 g LB-Medium
nach Lennox (bestehend aus 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt und 0,5% NaCl) in 51

Einstwasser gelost wurde. Die Losung wurde in 500ml Flaschen aliquotiert und

autoklaviert.
LB-Medium nach Lennox 100g
H:0 ad 51

Tabelle 4.15 | LB-Medium
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LB-Agar/LB-Platten

Zur Herstellung von LB-Agar, welcher fiir das Ausplattieren von Bakterien verwendet
wurde, wurden 250ml LB-Medium, 3,75g Agar (Endkonzentration 1,5%) und ein
Riihrfisch hinzugefiigt und autoklaviert. Durch Erhitzen und Riihren konnte der LB-

Agar verfliissigt werden, um LB-Platten zu giefSen.

Agar 3,75g
LB-Medium 250ml
Tabelle 4.16 | LB-Agar

TAE-Puffer 50x

TAE-Puffer wurde fiir die Herstellung von Agarose-Gelen und zum Befiillen von
Laufkammern bei der Gelelektrophorese verwendet. Die Stammlosung wurde vor

Verwendung 1:50 verdiinnt.

0,5M EDTA (pH 8) 100ml
Eisessig 57,1ml
Tris-Base 242¢g
H,O ad 11

Tabelle 4.17 | TAE-Puffer
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Kapitel 5: Methoden

5.1 Zellkultur

Alle unter Kapitel 5.1 aufgefiihrten Methoden wurden unter Nutzung einer
Sterilwerkbank mit Laminar-Air-Flow-System durchgefiihrt. Dadurch wurden
aseptische Arbeitsbedingungen geschaffen, um Infektionen durch Mikroorganismen

(bspw. Bakterien und Pilze) zu erschweren.

5.1.1 Kultivierung von HEK293T-Zellen

Alle fluoreszenzmikroskopischen Experimente dieser Arbeit wurden mit Hilfe von
HEK293T-Zellen durchgefiihrt. Diese wurden in Inkubatoren mit einer Temperatur
von 37°C und einer wasserdampfgesattigen, fiinfprozentigen CO, Atmosphire
kultiviert. Inkubiert wurden die Zellen in DMEM-Nahrmedium (Dulbeccos “s Modified
Eagle s Medium, 4,5g/1 Glucose), welches mit 10% FCS, 2mM L-Glutamin, 100 U/ml

Penicillin und 0,1 mg/1 Streptomycin supplementiert wurde.

Da HEK293T-Zellen adhdrent wachsen (d.h. am Boden haftend), mussten diese
regelmiflig gesplittet/passagiert werden, um ein Vollwachsen der 10cm-
Zellkulturschalen und somit das Absterben der Zellen zu verhindern. Hierzu wurden
die Zellen montags und freitags mit Hilfe von 2 ml Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%) von
der Zellkulturschale abgelost. Nach wenigen Minuten Inkubationszeit wurden 9ml
frischen DMEM-Mediums hinzugegeben, durch dessen Kationen die Enzymaktivitat
von Trypsin gestoppt wird. Im Folgenden wurden die Zellen durch das frische Medium
komplett von der Zellkulturschale abgelost, aufgenommen und in ein 15 ml Falcon-
GefafS tiberfiihrt. Dieses wurde zwei Minuten bei 1000U/min zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstandes wurde das entstehende Zellpellet mit 5ml Medium

resuspendiert und der Wachstumszeit entsprechend in neue 10 cm-Zellkulturschalen
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mit 10ml frischem Medium ausgesit. Beispiel: montags-freitags: vier Tage Wachstum:
200ul (1:25) ausgesit, freitags bis montags: drei Tage Wachstum: 400ul (1:12,5)

ausgesat.

Um die HEK293T-Zellen zu transfizieren, mussten diese vorher in 6cm-
Zellkulturschalen gesplittet werden. Dies geschah analog zum oben beschriebenen
Splitten auf 10cm-Schalen, wobei das geringere Volumen der 6 cm-Schalen bedacht
werden muss. Die Zellen wurden so gesplittet, dass am Tag der Transfektion eine

Konfluenz (Zelldichte) von 60-80 % bestand.

5.1.2 Transiente Transfektion mit Effectene®

Fiir einen GrofSteil der durchgefiihrten Transfektionen an HEK293T-Zellen wurde das
Effectene® Transfection Reagent Kit von QIAGEN verwendet. Die Plasmide wurden
den Transfektionsprotokollen (siehe 5.1.5) entsprechend in ein Eppendorfgefafs
pipettiert. AnschliefSend wurden 150ul EC-Puffer und 8ul Enhancer pro pg DNA
hinzugegeben, durch Pipettieren und Anschnipsen gemischt. Nach einer
Inkubationszeit von 5 Minuten wurden 10ul Effectene pro pg DNA hinzugegeben und
erneut 10 Minuten inkubiert. Das Gemisch wurde mit etwas Medium aus der 6 cm-
Zellkulturschale aufgenommen und gleichmafSig auf die Zellen gegeben. Die Plasmide
konnten nun in die HEK293T-Zellen aufgenommen werden, bevor die Transfektion
ungefdahr 24 Stunden spater durch das Splitten auf beschichtete Deckglaschen und

somit durch das Wechseln des Mediums gestoppt wurde.

5.1.3 Transiente Transfektion mit Metafectene® PRO

Aufgrund von Beschaffungsschwierigkeiten des Effectene® Transfection Reagent Kit
von QIAGEN, wurde bei einigen Transfektionen das Metafectene® PRO Kit verwendet.
Hierbei benotigt man zwei Eppendorfgefafse pro Transfektion, wobei in eines der

beiden die gewiinschten Plasmide pipettiert werden. AnschliefRend werden in beide
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Eppendorfgefafse 300ul PBS-Puffer gegeben. In das Eppendorfgefifs, welches keine
Plasmide enthalt, wurden 4ul Metafectene PRO pro pg zu transfizierender DNA
gegeben. Die Inhalte beider Eppendorfgefifie wurden nun gemischt und nach einer
Inkubationszeit von 15min auf die Zellen gegeben. Die Transfektion wurde wie in
5.1.2 beschrieben gestoppt. Assays, in welchen Zellen genutzt wurden, die mit dem
Effectene® Transfection Reagent Kit transfiziert wurden, wurden mit dem
Metafectene® PRO Kit wiederholt, um die Vergleichbarkeit der Expression und der

Ergebnisse zu gewihrleisten.

5.1.4 Transiente Transfektion mit PEI

PEI (Polyethylenimine) wurde fiir die Transfektion in 96-well Platten verwendet
(BRET-Assay siehe 5.6, Dual-Luciferase Assay siehe 5.7). Im Vergleich zur transienten
Transfektion mit Effectene oder Metafectene (5.1.2, 5.1.3) wurde hier die doppelte
Menge an Plasmid verwendet (z.B. 2ug YFP-p115 statt 1ug YFP-p115). Wie bei der
Transfektion mit Metafectene wurden zwei Eppendorfgefifie pro Kondition
vorbereitet. In eines wurden die Plasmide vorgelegt, in ein zweites die dreifache
Plasmid-Menge PEI. Beide Eppendorfgefifie wurden mit 50 ul DMEM ohne FCS pro ug
DNA aufgefiillt, zusammengefiihrt und 30min bei 20°C inkubiert. Anschliefend

konnte die Mischung mit Zellen zusammengefiihrt und ausgesit werden.

57



Methoden

5.1.5 Transfektionsprotokolle

Das Standard-Transfektionsprotokoll fiir die Gais-RhoGEF-Interaktion sah wie folgt

aus:
TPa-R 0,8
Gas-mTurquoise2 1,0
GB-wt 0,5
Gy-wt 0,4
YFP-RhoGEF 1,0- p115-RhoGEF
1,5- LARG und PDZ-RhoGEF*

Tabelle 5.1 | Transfektionsprotokoll Ga;;-RhoGEF-Interaktion *aufgrund

unterschiedlicher Expressionseffizienz.

Das Standard-Transfektionsprotokoll fiir die Gy-RhoGEF-Interaktion sah wie folgt

aus:
TPa-R 0,8
IRES: Gal3-wt, GB-wt, Gy-mTurquoise2 | 1,5
YFP-RhoGEF 1,0- p115-RhoGEF
1,5- LARG und PDZ-RhoGEF

Tabelle 5.2 | Transfektionsprotokoll Gy-RhoGEF-Interaktion

Das Standard-Transfektionsprotokoll fiir den G-Protein-Aktivierungsassay sah wie

folgt aus:
TPa-R 0,8
Gas-mTurquoise2 1,0
GB-wt 0,5
Gy-YFP 0,5
RhoGEF 0,8- p115-RhoGEF

Tabelle 5.3 | Transfektionsprotokoll G-Protein-Aktivierungsassay
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5.1.6 Beschichten v. Deckglaschen mit PLL u. Aussaen

transfizierter Zellen

Um die Messung der transfizierten Zellen am Mikroskop zu ermoglichen, mussten
diese auf Deckgldaschen aus Glas gesplittet werden. Da die Deckgldschen nicht steril
sind, wurden diese durch das Eintauchen in 70 % Ethanol sterilisiert und anschliefSsend
in ein well (Wanne) einer 6- Well Multiwell-Platte gegeben, in welche vorher 2 ml PBS-
Puffer gegeben wurde. Danach wurde der PBS-Puffer abgesaugt, sodass sich pro well
ein sterilisiertes und gewaschenes Deckglischen befand. Auf jedes dieser
Deckglaschen wurden mittig einige Tropfen Poly-L-Lysin (PLL) gegeben. Diese
Tropfen wurde mindestens eine Stunde auf dem Deckgldschen gelassen, damit sich an
dessen Oberfliche das Polymer ausbilden kann, an welchem die Zellen wachsen
konnen. Die Tropfen wurden dann abgesaugt und die Deckglaschen erneut mit 2 ml

PBS-Puffer gewaschen.

Einen Tag vor der Messung am Fluoreszenzmikroskop wurden die transfizierten
Zellen, analog zur Beschreibung in 5.1.1, mit 1 ml Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%) von
der 6cm-Zellkulturschale abgelost und in 5ml DMEM-Medium aufgenommen. Nach
dem Zentrifugieren wurden die Zellen in 9ml DMEM-Medium resuspendiert und in
jedes well, in das vorher bereits 1ml Medium vorgelegt wurde, 1ml der
resuspendierten, transfizierten Zellen gegeben. Diese konnten nun iiber Nacht am

Polymer festwachsen und waren somit bereit fiir die Messung.
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5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (= Polymerase Chain Reaction: PCR) ist eine Methode
zur enzymatischen Vervielfialtigung von DNA, welche fiir alle Klonierungsmethoden,
beschrieben in 5.3, benotigt wurde. Bei der PCR-Maschine handelt es sich um einen
Thermocycler, der unterschiedliche Temperaturen fiir die eingestellte Zeit halten
kann. Diese unterschiedlichen Temperaturen werden fiir die drei Hauptschritte der
Polymerase-Kettenreaktion benotigt. Welche Komponenten fiir die PCR
zusammenpipettiert wurden ist, abhangig von der Klonierungsstrategie, welche in 5.3
beschrieben ist. Immer benotigt wird jedoch die Template-DNA, welche den zu
vervielfaltigenden Teil enthalt, zwischen einem und vier Primern, welche den zu
vervielfaltigenden Teil eingrenzen, eine Polymerase, um den zu vervielfiltigenden
Teil zu polymerisieren und dNTPs, welche die Bausteine des zu vervielfaltigenden
Teils darstellen. Die drei Hauptschritte der PCR sind folgende: Denaturierung: die
Doppelstringe der DNA trennen sich; Annealing: die Primer binden an
entsprechenden Bindestellen; Polymerisation: die Polymerase elongiert den Primer
zum kopierten DNA-Abschnitt. Durch das ,,cyclen® der drei Hauptschritte kommt es
zur exponentiellen Vermehrung der Zielsequenz. Die Temperaturen und Zeiten lassen

sich aus folgender Tabelle entnehmen:

Reaktionsschritt Temp. Wiederholungen Zeit

Initiale Denaturierung  98°C 1 3min

Denaturierung 98°C 30-35 10-30s

Annealing 65 °C (variabel) | 30-35 20-30s

Polymerisation 72°C 30-35 30s/kb der Ziel-
DNA

Finale Polymerisation | 72°C 1 5-10min

Aufbewahrung 4°C 1 oo

Tabelle 5.4 | Ablauf einer PCR
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5.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

PCR-Produkte konnen mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt werden.
Hierzu wurde ein 1 %iges Agarose-Gel gegossen. Diese Mischung aus 1% Agarose in
TAE-Puffer wurde in der Mikrowelle zum Schmelzen gebracht, sodass eine klare
Fliissigkeit entstand. Diese wurde dann in einen eingespannten Schlitten mit Kamm
gegeben, zusdtzlich mit einem Tropfen Ethidiumbromid versetzt und mindestens eine
halbe Stunde trocknen lassen. Nach dem Erstarren des Gels wurde der Schlitten in eine
Elektrophoresekammer gegeben, welche mit TAE-Puffer aufgefiillt wurde. Vor
Befiillen der Taschen wurden die PCR-Produkte mit einem violetten 6x Ladepuffer
versetzt, welcher die Laufweite der Proben anzeigt und die Beladung der Taschen
durch die erhohte Dichte der Proben vereinfacht. Abhidngig von der Lange des
Zielproduktes wurde entweder eine 100bp oder 1kb DNA-Leiter als Referenz
aufgetragen. Nach Anschluss der Elektroden erfolgte die Gelelektrophorese bei 80V
fiir mindestens 30 min. Hierbei wandert die negativ geladene DNA zum Pluspol, wobei
die einzelnen DNA-Fragmente anhand ihrer Masse (bzw. ihres Masse zu Ladung-
Verhiltnisses) aufgeteilt werden. Das gewollte Fragment konnte anschliefSend mit
Hilfe der DNA-Leiter identifiziert werden und aus dem Gel geschnitten werden. Dies
geschah unter UV-Licht, da die DNA durch das Ethidiumbromid unter UV-Licht
sichtbar gemacht wurde. Im ndchsten Schritt kann die DNA aus dem Gelstiick

extrahiert werden.

61



Methoden

Kilobases Mass (ng)
42
42
50
42
33

125

48

36

Abbildung 5.1 | Gelelektrophorese Beispielhafte Darstellung eines fiir diese Arbeit
angefertigten Agarose-Gels mit Probe und 1 kb DNA-Leiter.

5.2.3 Gel-Extraktion/Aufreinigung

Zur Extraktion der DNA aus dem Gel wurde eines der beiden Kits verwendet: das
Qiaquick Gel Extraction-Kit, oder das NEB® Monarch DNA Gel Extraction Kit. Das
Prinzip und der Ablauf beider Kits ist jedoch derselbe. Zu dem Gelstiick, welches sich
in einem Eppendorfgefiafs befindet und die gewiinschte DNA enthilt, wurde die
dreifache beziehungsweise vierfache Menge eines Losepuffers gegeben. Das
Eppendorfgefafs wurde dann einige Minuten bei 50°C in den Thermomixer gestellt,
bis das Gel komplett aufgelost war. Die Fliissigkeit wurde anschliefSend auf eine
Aufreinigungssaule tibertragen und fiir eine Minute bei 13300 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert. AnschliefSend wurde zweimal ein Ethanol-basierter
Waschpuffer auf die Sdule gegeben und zentrifugiert, sodass sich nach diesen drei
Zentrifugierschritten nur noch DNA in der Sdule befand und alle nicht erwiinschten
Substanzen durchgeflossen waren. Die DNA konnte dann mit Wasser oder

Elutionspuffer aus der Saule eluiert werden und in einem Eppendorfgefafs
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aufgefangen werden. Zur Erhohung der Ausbeute bei besonders langen Fragmenten
wurde die Sdule gelegentlich, nach dem Zugeben von Wasser oder Elutionspuffer, fiir
einige Minuten auf 37 °C erwdarmt, um somit die Losung der DNA zu fordern. Das hier
beschriebene Prozedere wurde auch als Aufreinigungsmethode verwendet, wenn es

sich nicht um ein Gel handelte, sondern um geloste DNA mit Verunreinigungen.

5.2.4 Restriktionsverdau

Eine weitere Methode, neben der Agarose-Gelelektrophorese ein PCR-Produkt vom
eingesetzten Template zu trennen, ist der Restriktionsverdau. Hierbei wurde dem
nach 5.2.3 aufgereinigten Produkt 2 ul Cutsmart-Puffer und 1 ul DpnlI (20000 units/ul)
zugegeben und dieses Gemisch fiir mindestens eine Stunde bei 37 °C und leichtem
Schiitteln in den Thermomixer gegeben. Hierdurch wird das Template abgebaut, da
dieses, im Gegensatz zum PCR-Produkt, in Bakterien hergestellt wurde und somit an

bestimmten Stellen methyliert ist, an welchen Dpnl schneidet.

Restriktionsenzyme konnen auch als Klonierungsansatz dienen, wurden in dieser

Arbeit jedoch nicht zum Klonieren verwendet.

5.2.5 Ligation

Bei einer Ligation werden DNA-Stringe durch Ligasen verkniipft. Dafiir sind
einzelstangig tiberhdngende Enden (sogenannte sticky ends) oft von Vorteil. Ligasen
wurden in dieser Arbeit nur in Form von Enzymgemischen wie dem Gibson Assembly

Master Mix oder dem KLD Enzyme Mix eingesetzt.
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5.2.6 Kultivierung von E. coli

Zum Kultivieren von E. coli-Bakterien wurden LB-Agar-Platten verwendet. Diese
enthielten die Antibiotika Ampicillin oder Kanamycin, wodurch gewihrleistet werden
konnte, dass nur Bakterien mit entsprechender Resistenz (durch das Plasmid was bei
der Transformation erhalten wurde; siehe 5.2.8 und 5.3.9) auf den Platten wachsen
konnten. Die LB-Agar-Platten wurden hergestellt, indem ein in der Mikrowelle
verfliissigtes Gemisch aus 1,5 % Agar in LB-Medium in sterile Plastikschalen gegossen
wurde und dieses durch Abkiihlen fest geworden war. Nach dem Ausplattieren von

Bakterien auf den Platten wurden diese tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Auf diesen Platten gewachsene Bakterien-Kolonien wurden mit Hilfe von
Plastikspitzen der Eppendorf-Pipetten gepickt und in 100 ml antibiotikaversetztes LB-
Medium gegeben, welches sich in einem 1000ml Erlenmeyerkolben befand. Diese
Erlenmeyerkolben wurden erneut iiber Nacht bei 37 °C auf einem Schiittler inkubiert,

wodurch eine starke Vermehrung der Bakterien stattfand.

5.2.7 Generierung chemisch kompetenter E. coli

Die Aufnahmefahigkeit von Bakterien fiir (plasmidische) DNA nennt man Kompetenz.
Zur Generierung dieser kompetenten E. coli wurden erworbene DH5a kompetente E.
coli (NEB® 5-alpha Competent E.coli) auf antibiotikafreien LB-Agar-Platten
ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von den gewachsenen Kolonien wurde
eine, wie in 5.2.6 beschrieben, in 10 ml fliissigem LB-Medium gegeben und iiber Nacht
bei 37 °C auf dem Schiittler wachsen lassen. 5-10ml dieser Vorkultur wurden erneut
in 250ml fliissiges LB-Medium gegeben und so lange bei 37 °C auf dem Schiittler
inkubiert, bis eine optische Dichte von ODeo 0,3-0,6 erreicht wurde. Zur Lagerung
wurden die bei 4°C und 5000U/min in 10min abzentrifugierten Bakterien in 25ml
gekiihltem TSV-Puffer (LB-Medium mit 10 % PEG 3000, 5 Volumenprozent DMSO und

20mM Mg2+ versetzt) resuspendiert und in Eppendorfgefiafie aliquotiert. Nach ein-
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bis zweistiindiger Lagerung auf Eis wurden die Aliquots mit fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

5.2.8 E. coli-Transformation mittels KCM-Methode

Zur Vervielfaltigung von Plasmiden in E. coli, wie beschrieben in 5.2.6, miissen die E.
coli die entsprechenden Plasmide erst aufnehmen. Diesen Vorgang nennt man
Transformation. Fiir die Transformation mittels TSB/KCM wurden die chemisch
kompetenten E. coli aus 5.2.7 auf Eis aufgetaut. Auf 2 ul DNA (beziehungsweise 0,2l
DNA bei einer re-Transformation, eine Transformation von einem bereits
praparierten Plasmid) zusammen mit 78 ul Reinstwasser und 20ul KCM 5x-Puffer
(enthalt KCI1, CaCl; und MgCl;) wurden 100ul dieser chemisch kompetenten E. coli
gegeben. Anschlieféend wurde 20min auf Eis, 10 min auf Raumtemperatur und 30 min
auf 37°C bei 600rpm im Thermomixer inkubiert. Vor dem Inkubationsschritt im
Thermomixer wurde 1ml antibiotikafreies LB-Medium hinzugegeben. Das Gemisch
wurde wenige Sekunden bei 13300 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, das Pellet mit dem Haftwasser resuspendiert und komplett auf
die LB-Agar Platte gegeben, wo (gegebenenfalls im ,zickzack®) ausgestrichen wurde.
Bei re-Transformationen wurden 20ul aus dem Gemisch aus dem Thermomixer

verwendet.

5.2.9 E. coli-Transformation mittels Hitzeschock

Alternativ zur in 5.2.8 verwendeten Methode wurden bei Klonierungsmethoden, bei
denen von einer geringen Ausbeute ausgegangen werden konnte (beispielsweise
Mutagenesen), superkompetente E. coli verwendet (NEB® 5-alpha competente E. coli).
Hierzu wurden 2ul DNA zu 12,5ul der auf Eis aufgetauten superkompetenten E. coli
gegeben, durch kurzes Anschnippen gemischt und 30 Minuten auf Eis inkubieren

lassen. AnschliefSend erfolgte der Hitzeschock, bei dem diese speziellen Bakterien in
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der Lage sind, plasmidische DNA aufzunehmen. Der Ansatz wurde fiir 30 Sekunden
auf 42 °C im Thermomixer erhitzt und dann wieder fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 250ul des mitgelieferten SOC-Mediums wurde erneut fiir 30-60
Minuten bei 37 °C im Thermomixer inkubiert. Die Bakterien wurden dann analog zu

5.2.8 auf den LB-Agar-Platten ausplattiert.

5.2.10 Midi-Praparation

Um die in E. coli vervielfaltigten Plasmide zu isolieren, wurde eine Midi-Praparation
durchgefiihrt. Hierbei wurden im ersten Schritt das nach 5.2.6 angeimpfte LB-
Medium, in dem sich die Bakterien tiber Nacht vermehrt hatten, in zwei 50 ml Falcons
aufgeteilt und anschliefSend bei 4500 Umdrehungen pro Minute und 4°C fiir 10
Minuten zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen und beide
Zellpellets aus den Falcons zusammen in 4ml Resuspensionspuffer (Puffer P1)
resuspendiert. Im nachsten Schritt wurden die Zellen durch 4ml des basischen
Lysepuffer (Puffer P2) lysiert. Dabei wurde auf die homogene Verteilung der blauen
Farbe des Indikators geachtet, sodass alle Zellen lysiert wurden. Durch Zugabe des
Neutralisationspuffers (Puffer P3) verlor die Losung ihre Farbe und es wurde erneut
fiir 30 Minuten bei 4 °C und 5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Hierbei
sammelten sich die Zellbestandteile am Boden des Falcons, oder schwammen auf der
Fliissigkeit, in welcher sich die plasmidische DNA und andere 16sliche Teile befanden.
Diese Fliissigkeit wurde nun auf eine Anionenaustauschersidule gegeben, welche
vorher mit 4ml Equilibrationspuffer (QBT-Puffer) inkubiert wurde. In dieser Saule
blieb die negativ geladene DNA hingen, wahrend andere Bestandteile durch das
zweimalige Waschen mit 10ml ethanolhaltigem Waschpuffer (QC-Puffer) aus der
Saule gewaschen wurden. Die plasmidische DNA wurde mit 5ml Elutionspuffer (QF-
Puffer) aus der Saule gelost und in ein Falcon mit 3,5 ml Isopropanol tropfen lassen,
in welchem die DNA erneut ausfillt. Die Losung wurde gevortext und erneut 20

Minuten bei 4 °C und 5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Uberstand

66



Methoden

wurde erneut verworfen und das DNA-Pellet mit 2ml 80 %igem Ethanol gewaschen.
Das Pellet wurde durch das Absaugen und Verdunsten (im 37 °C Raum) des 80 %igen

Ethanols getrocknet und anschliefSend in 100 ul Reinstwasser gelost.

5.2.11 Messung und Einstellung der DNA-Konzentration

Die Plasmide, welche fiir die Transfektionen verwendet wurden, wurden idealerweise
bei einer Konzentration von 1ug/ul gelagert. Dafiir mussten die aus der DNA-
Praparation (siehe 5.2.10) erhaltenen Plasmide auf diese Konzentration eingestellt
werden. Zur Messung der initialen Konzentration nach dem Losen der DNA in 100 ul
Reinstwasser wurde ein Nano-Photometer verwendet. Hierbei wurde die Extinktion
der Probelosung bei 260nm im Verhaltnis zu Reinstwasser gemessen. Nach dem
Reinigen der Kiivette und des Deckels wurde die Extinktion von 3 ul Reinstwasser als
Referenz gemessen, anschliefSend konnte die Extinktion von 3 ul der Proben gemessen
werden. Zusatzlich wurde durch das Photometer auch die Extinktion bei 230 nm,
280nm und 320 nm gemessen. Dabei zeigte der Quotient von As/Azso die Reinheit der
DNA an. Der Wert sollte bei einer Midi-Praparation zwischen 1,8 und 2,0 liegen, wobei
Proteine tiefere und RNA hohere Werte liefert. Der Quotient Aje/Az30 sollte iiber 2
liegen, um eine Verunreinigung durch Polysaccharide auszuschliefen. Eine
Absorption bei 320nm entsteht durch Triibungen oder Fremdstoffe in der Probe,
beispielsweise durch ungeloste Partikel und sollte somit so gering wie moglich sein.
Wenn alle Parameter passen, wurde solange Reinstwasser zur Probe gegeben, bis diese

eine Konzentration von 1ug/ul erreichte.
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L

Abbildung 5.2 | Messung der DNA-Konzentration Beispielhafte Messung der DNA-

Konzentration. Wie gewollt liegt der Ajc/Aszs0-Quotient zwischen 1,8 und 2. Ajeo/Azso

liegt tiber 2.

5.2.12 DNA-Sequenzierung

Um zu kontrollieren, dass Klonierungen funktioniert haben und die Sequenz des
erhaltenen Plasmids dem des Wunschplasmids entspricht, wurde 1 g des erhaltenen
Plasmids in 14 pul Reinstwasser verdiinnt und an Eurofins Genomics geschickt, wo die
Plasmide nach der Sanger-Methode sequenziert wurden. Da die erhaltenen
Sequenzierungen nur circa 1000 Basenpaare beinhalten, wurden die
Sequenzierprimer so gewahlt, dass die Sequenzierung in jedem Fall iiber die
verdnderten Stellen und/oder Schnittstellen lief, um durch einen Abgleich der
Sequenz der Sequenzierung mit der Sequenz der Plasmidkarte die richtige Basenfolge
zu gewahrleisten. In den meisten Fdllen wurden mehrere Sequenzierungen mit
unterschiedlichen Sequenzierprimern in Auftrag gegeben (beispielsweise ein forward-

und ein reverse-Primer).
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5.3 Klonierung

Um genetisch verdnderte Proteine (beispielsweise Mutanten und Chiméren) fiir die
Versuche zu erhalten, wurde von verschiedenen Methoden zur Klonierung Gebrauch
gemacht, wobei die Erbinformation durch PCRs und spezielle Primer verandert wurde.
Der erste Schritt jeder Klonierung ist das Erstellen einer Ziel-Plasmidkarte, um den

Erfolg der Klonierung durch Abgleich mit jener zu gewihrleisten.

5.3.1 Punktmutationen/Mutagenese mittels Mutageneseprimern

Bei Punktmutationen (auch Mutagenese genannt) handelt es sich um den Austausch
einzelner Aminosauren in Proteinen durch den Austausch von bis zu drei Basen. Dabei
wurde ein einzelner Primer entwickelt, welcher circa 15 Basenpaare lang ist und
ungefdhr in der Mitte die entsprechende Fehlpaarung enthilt, die fiir die
einzufligende Aminosdure codiert. In diesem Beispiel wurde eine Glutaminsaure (E,
Codierung in diesem Fall GAG) zu einem Glycin (G, Codierung in diesem Fall GGG)

mutiert:

p115 E32G

—
Iggatgaggattttg%gaacgagctgggjga
tgaggatgaggattttgagaacgagctggagacaaa

actcctactcctaaaactcttgctcgacctctgttt

p115
E b E o FIEN E L E T N
" 580 ‘ ' 585 ]

Abbildung 5.3 | Beispiel Mutageneseprimer Der in diesem Beispiel dargestellte
Mutageneseprimer verdndert das Triplett GAG (welches fiir Glutaminsaure codiert)

zu GGG (welches fiir Glycin codiert).
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Folgende Komponenten wurden fiir die Mutagenese-PCR (50 ul Ansatz)

zusammenpipettiert:
H.0 35 }J.l
5x Q5 reaction buffer 10ul
Mutagenese-Primer (10 pmol/ul) 2,5ul
DNA-Template (0,01 pg/ul) 1ul (=10ng Gesamt-DNA)
dNTPs 10 mM 1ul
NEB® Q5 Polymerase 0,5ul

Tabelle 5.5 | Ansatz Mutagenese-PCR

Die folgende Mutagenese-PCR lief wie in 5.2.1 beschrieben mit 30 Zyklen ab.

AnschliefSend wurde wie in 5.2.3 eine Sdulenaufreinigung durchgefiihrt und die

Template-DNA wie in 5.2.4 verdaut. Die erhaltene DNA wurde mittels

Transformation per Hitzeschock (5.2.9) in E. coli vervielfaltigt und die vervielfaltigte
plasmidische DNA wurde dann mittels Midi-Praparation (5.2.10) gewonnen, auf eine

Konzentration von 1pug/ul eingestellt (5.2.11) und sequenziert (5.2.12).

5.3.2 Punktmutationen, Insertionen, Deletionen mittels NEB® Q5

Site-Directed Mutagenesis-Kit

Folgende Komponenten wurden fiir die Q5 Site-Directed Mutagenesis-PCR (25 ul

Ansatz) zusammenpipettiert:

H:0 9 ].,11

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix* 12,5ul
forward-Primer (10 pmol/ul) 1,25ul
reverse-Primer (10 pmol/pl) 1,25pl

DNA-Template (0,1 ng/ul)

1ul (10ng Gesamt-DNA)

Tabelle 5.6 | Ansatz PCR Site-Directed Mutagenesis-Kit *enthilt die Polymerase,

die Pufferlosung und dNTPs.
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Das NEB® Q5 Site-Directed Mutagenesis-Kit eignet sich fiir Punktmutationen,
Insertionen und Deletionen. In dieser Arbeit wurde das Kit ausschliefSlich fiir eine
Insertion verwendet. Das Besondere an diesem Kit ist die Verwendung von zwei
gegenlaufigen Primern, welche sich jedoch nicht iiberlappen, wodurch man am Ende
der PCR DNA-Striange erhilt, die blunt ends (Enden ohne Uberlappung) zueinander
besitzen. In einem zweiten Schritt, der KLD-Behandlung, welche direkt nach der PCR
erfolgte (siehe 5.2.1), wurden diese blunt ends dann zusammengefiigt. Der KLD
Enzym-Mix enthilt eine Kinase, wodurch die blunt ends phosphoryliert wurden, eine
Ligase, wodurch die phosphorylierten blunt ends zusammengefiigt wurden und das
Restriktionsenzym Dpnl, welches das Template abbaute. AbschliefSsend folgten
wieder Transformation mittels Hitzeschock (5.2.9), Midi-Praparation (5.2.10),

Einstellen der Konzentration (5.2.11) und die Sequenzierung (5.2.12).

5.3.3 Gibson Assembly

Die am haufigsten verwendete Klonierungsmethode in dieser Arbeit ist das Gibson-
Assembly. Hierbei handelt es sich um eine vielseitige Methode, welche fiir
Insertionen, Deletionen und besonders fiir das Erstellen von Chiméaren geeignet ist.
Dabei werden mittels PCR ein Backbone und eines oder mehrere Fragmente
vervielfaltigt, welche iiberhdngende Enden zueinander besitzen, sogenannte sticky
ends. Diese stellen das Gegenteil zu den in 5.3.2 beschriebenen blunt ends dar. Zur
Erschaffung dieser sticky ends benotigt man vier Primer, fiir den Fall, dass man nur ein

Backbone und ein Fragment hat.
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Primerdesign

Man bendétigt fiir jede Schnittstelle zwischen Backbone und Fragment und zwischen

Fragmenten zwei entgegenlaufende Primer:

Chimera5_V_fw
[agagcaaaacagctgtttccagagcattgaattactaaaa

ggagacaaactcagaagagcaaaacagctgtttccagagcattgaattactaaaa

1cctctgtttgagtcttctcgttttgtcgacaaaggtctcgtaacttaatgatttt
] Larg (human)

EE;:gtttgagtcttctcgttttgtcgacaaaggtq

Chimera5_F _rv

Abbildung 5.4 | Gibson Assembly Primerdesign I

Chimera6_F-fw
[gaagacttcgcccgaggg

agaatttatctagaggaaaacccagagaaaagtgaagacttcgcccgaggggcggcctc

tcttaaatagatctccttttgggtctcttttcacttctgaagcgggctccccgccgga(

ttaaatagatctccttttgggtctcttttcacttctgaagcgggctccccgecg)
Chimera6_V_rv

Abbildung 5.5 | Gibson Assembly Primerdesign II

Dabei wurde die Primer erst an der Schnittstelle in die Laufrichtung verldngert, bis
eine Schmelztemperatur (=Temperatur bei dem sich der Primer vom Template trennt;
wichtig fiir die PCR) von 60 °C erreicht war. Im zweiten Schritt wurde der Uberhang
fiir die sticky ends an die Primer gehdngt. Dieser Uberhang (in Abbildung 5.4 und 5.5
grau markiert) sollte mindestens 20 Basenpaare lang sein und konnte entweder auf
beide Primer aufgeteilt werden (Abbildung 5.4) oder nur an einen der beiden Primer
gehdngt werden (Abbildung 5.5). Der Uberhang ist dabei unbedeutend fiir die

Schmelztemperatur, da er nicht an das Template bindet. Um dies sicherzustellen
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,wurden die designten Primer in die Ausgangsplasmidkarten eingefiigt und

abgeglichen, dass nur die entsprechenden Basen binden.

PCR

Fiir das Backbone und jedes Fragment benotigt man eine PCR. Folgende Komponenten

wurden fiir die Gibson Assembly-PCR (25 ul und 50 ul Ansatz) zusammenpipettiert:

Insert-PCR (25ul) Backbone-PCR (50 ul)

H0 16,5ul 32,5ul

5x Q5 reaction buffer S5ul 10ul
Fw-Primer (10pmol/ul) | 1,25ul 2,5ul
Rv-Primer (10pmol/ul) | 1,25ul 2,5ul
DNA-Template 0,2ul (1pg/ul) 1ul (0,01pg/ul)
dNTPS 10mM 0,5ul lul

NEB Q5 Polymerase® 0,25ul 0,5ul

Tabelle 5.7 | Ansatz PCR Gibson-Assembly

Assembly

Nach der PCR wurde das Produkt der Insert-PCR (Fragment) iiber ein Agarosegel
aufgereinigt und ein Gelstiick ausgeschnitten, welches DNA in der gewiinschten
Lange enthilt (siehe 5.2.2). Wie in 5.2.3 beschrieben, wurde die DNA aus diesem Gel
extrahiert und aufgereinigt. Die Backbone-PCR wurde ebenfalls nach 5.2.3
aufgereinigt und nach 5.2.4 verdaut. Von beiden Produkten wurde anschliefSsend die
Konzentration gemessen (5.2.11), in diesem Fall jedoch in ng/ul. Im Anschluss folgt
die eigentliche Gibson Assembly-Reaktion. Dabei wurden bestimmte Mengen von
Backbone und Fragment(en) zusammenpipettiert. Die Menge ist abhiangig von der
gemessenen Konzentration und Liange der DNA. Anschliefend wurde mit
Reinstwasser auf 10pl aufgefiillt und 10 pl Hifi DNA Assembly 2x Mastermix
hinzugegeben. Dieser Mastermix enthilt, neben einem entsprechenden Puffer, drei
Enzyme: eine 5 -Exonuclease, welche 5"-Enden abbaut, wodurch die vorher designten

sticky ends entstehen und sich aneinander anlagern, eine Ligase, welche die
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angelagerten Stiicke verbindet und eine DNA-Polymerase, die die durch die
Exonuclease entstandenen Liicken auffiillt. Nach der Gibson Assembly Reaktion
erfolgte die Transformation mit KCM (5.2.8), die Midi-Praparation (5.2.10 und
abschlieflend das Einstellen der Konzentration (5.2.11) und die Sequenzierung

(5.2.12).
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5.4 Fluoreszenzmikroskopie

Eine Sonderform der Lichtmikroskopie ist die Fluoreszenzmikroskopie. Dass
Fluorophore durch die Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenldnge ebenfalls
Licht einer anderen Wellenldnge emittieren konnen, wird sich bei dieser Sonderform
zu Nutze gemacht. Dabei konnen unterschiedlichste Zellbestandteile mit
Fluorophoren markiert werden. Somit sind wahrend Fluoreszenzmikroskopie nur
diese markierten Zellbestanteile sichtbar und auch nur wenn das entsprechende
Anregungslicht benutzt wird. Fluoreszenzmikroskopie eignet sich somit sehr gut
dafiir, Zellbestandteile zu lokalisieren und untereinander abzugrenzen. Durch die
Moglichkeit der genetischen Codierung von Fluorophoren in Zellen und somit die
Fusion an zelleigene Strukturen, ohne deren eigentliche Funktion zu storen, konnen

mit der Fluoreszenzmikroskopie auch dynamische Prozesse beobachtet werden.

Proteinische beziehungsweise peptidische Fluorophore, welche in dieser Arbeit
verwendet wurden, basieren auf GFP (green flourescent protein), welches 1962 von
Osamu Shimomura aus der Quallenart Aequorea victoria isoliert wurde (SHIMOMURA
et al., 1962). GFP wurde mehrfach modifiziert, sodass mittlerweile viele verschiedene
Versionen dieses Proteins mit unterschiedlichsten Eigenschaften zur Verfiigung
stehen. Diese konnen sich unter anderem in Absorptionsspektrum (Wellenldnge des
Anregungslichtes), Emissionsspektrum (Farbe) und relativer Helligkeit zum Wildtyp-
GFP unterscheiden. In dieser Arbeit wurden ausschliefSlich Unterformen von YFP
(yellow fluorescent protein), beispielsweise eYFP (enhanced yellow fluorescent protein)

und CFP (cyan fluorescent protein), beispielsweise mTurquoise2, verwendet.
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5.5 FRET- Experimente

FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) wurde erstmals 1946 von Theodor Forster
beschrieben (Forster, 1946). FRET beschreibt ein Phianomen, bei dem ein durch
Anregungslicht einer bestimmten Wellenlange angeregtes Fluorophor die
aufgenommene Energie strahlungslos an ein weiteres Fluorophor weitergeben kann.
Dabei wird das Fluorophor, welches Energie abgibt, als Donor-Fluorophor bezeichnet

und das Fluorophor, welches Energie aufnimmt, als Akzeptor-Fluorophor.

5.5.1 Grundlagen und Voraussetzungen von FRET

Fluorophore konnen durch das Bestrahlen mit elektromagnetischer Strahlung einer
bestimmten Wellenldnge (diese ist fiir die verschiedenen Fluorophore individuell) in
einen angeregten Zustand gebracht werden, indem sie die Energie jener
elektromagnetischen Strahlung aufnehmen konnen. Im Normalfall kann diese
Energie in Form von Fluoreszenz (Emission von Licht) wieder abgegeben werden, was

die Fahigkeit darstellt, welche Fluorophore ausmacht (siehe Abbildung 5.6).

: Singlet
g angeregter Zustand
Absorption
(Anregung)
Emission
(Fluoreszenz)
Grundzustand

Abbildung 5.6 | Schema Fluoreszenz vereinfacht dargestelltes Jablonski-

Termschema.
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Bei FRET wird die durch Anregungslicht einer bestimmten Wellenlinge
aufgenommene Energie nicht in Form von Emission (Fluoreszenz) abgegeben,
sondern kann strahlungsfrei an ein weiteres (Akzeptor-)Fluorophor weitergegeben
werden. Dieses Akzeptor-Fluorophor wiederum kann die aufgenommene Energie in
Form von Fluoreszenz wieder abgeben, obwohl es selbst nicht direkt angeregt wurde.
FRET eignet sich dabei hervorragend, um Proteininteraktionen und
Konformationsdnderungen in lebenden Zellen in Echtzeit zu beobachten, da das
Ausmafd des Energietransfers stark entfernungsabhingig ist. Der Energietransfer ist

jedoch nur moglich, wenn drei Grundvoraussetzungen erfiillt werden.

Voraussetzung 1: Spektreniiberlappung

Alle Fluorophore besitzen sowohl ein Absorptions- als auch ein Emissionsspektrum.
Dabei gibt das Absorptionssprektrum an, in welchem Wellenlangenbereich
elektromagnetischer Strahlung das Fluorophor Energie absorbieren kann, wobei es
eine Wellenldnge gibt die das Absorptionsmaximum darstellt. Das Emissionsspektrum
gibt an, in welchem Wellenlangenbereich elektromagnetischer Strahlung das
Fluorophor Energie abgeben kann. Eine Voraussetzung fiir das Entstehen von FRET
ist, dass sich das Emissionsspektrum des Donor-Fluorophors (das Fluorophor, das
Energie abgibt) und das Absorptionsspektrum des Akzeptor-Fluorophors (das
Fluorophor, das Energie aufnimmt) iiberlappen. Dass diese Voraussetzung in den
Experimenten dieser Arbeit erfiillt wurde, lasst sich an Abbildung 5.7 erkennen. Das
in dieser Arbeit am haufigsten eingesetzte Fluorophor-Paar mTurquoise2-eYFP zeigt
eine ausgepragte Uberlappung des Emissionsspektrums des Donors (tiirkis) und des

Absorptionsspektrums des Akzeptors (griin).
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.Emission Donor Absorption Akzeptor
(mTurquoise2) (eYFP)

0.75 .

Absorption Donor
(mTurquoise2)

Emission Akzeptor
(eYFP)
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o
W
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300 75 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

Wellenlinge [nm]

Abbildung 5.7 | Spektreniiberlappung Die gezeigten Daten der Fluorophor-
Spektren wurden von https://www.fpbase.org/spectra/ exportiert (Lambert, 2019) und
modifiziert. Gezeigt sind die Absorptions- und Emissionsspektren des am haufigsten

in dieser Arbeit eingesetzten Fluorophor-Paares mTurquoise2-eYFP.

Voraussetzung 2: Abstand zwischen den Fluorophoren

Ein weiterer Faktor fiir das Auftreten von FRET ist der Abstand der beiden Fluorophore
zueinander. Ein Energietransfer zwischen den Fluorophoren ist nur moglich, wenn
sich diese in einem Abstand von unter 10 nm zueinander befinden (Stryer, 1978). Diese
Eigenschaft ist entscheidend fiir den Einsatz von FRET zur Charakterisierung von
Protein-Protein-Interaktionen, da somit in Echtzeit gemessen werden kann, ob zwei
markierte Proteine in rdumliche Ndahe kommen, oder sich trennen. Dabei hingt die
Effizienz der Energielibertragung (E) von der sechsten Potenz des Abstandes zwischen
den Fluorophoren (r) und des Forster-Radius (Ro) ab, was an folgender Formel
ersichtlich wird:
1

ro6
6
Ro

E =

1+

Der Forster-Radius (Ro) gibt an, bei welchem Abstand zweier Fluorophore die

Energietlibertragung genau 50% der maximalen Energietibertragung betragt. Dieser

78



Methoden

Wert ist spezifisch fiir ein Fluorophor-Paar. Die Effizienz der Energielibertragung im

Verhiltnis zum Abstand beider Fluorophore ldsst sich in Abbildung 5.8 beobachten.

1.0

o
o

-------------- Forster-Radius (R,)
0.4F

Effizienz (E)
o
N

FRET

T
e - - - - -

0.2
0.0 1 1 L
0 2 4 6 8 10

Abstand (r) [nm]

Abbildung 5.8 | FRET-Effizienz Abbildung der Exponentialfunktion, welche den
Zusammenhang zwischen dem Abstand zweier Fluorophore und der Effizienz des

Energietlibertrages darstellt, modifiziert nach (Pelosse et al., 2016).

Voraussetzung 3: Orientierung der Fluorophore zueinander

Der dritte Faktor, welcher den Energietransfer zwischen zwei Fluorophoren
maidgeblich beeinflusst, ist die raumliche Orientierung der Fluorophore zueinander.
Dies lasst sich durch die Formel zum Berechnen des Forster-Radius verdeutlichen.

K2 X Q¢ X J
n4-

R, =188x 10728 x
Folgende Faktoren sind hierbei von Bedeutung: die Quantenausbeute des Donor-
Fluorophors (Qq), der Brechungsindex des Mediums (n), das Integral der
tiberlappenden Spektren von Donor-Fluorophor und Akzeptor-Fluorophor und der
Dipolorientierungsfaktor k. k2 beschreibt dabei die Orientierung der Fluorophore
zueinander, wobei k2 Werte zwischen 0 und 4 annehmen. Bei einem Wert von 0 findet
kein Energietransfer statt, bei einem Wert von 4 ist der Energietransfer maximal. Die

Orientierung in den von uns benutzen FRET-Messungen hangt von der
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Insertionsstelle der markierten Proteine, der Orientierung der interagierenden
Proteine zueinander und von den benutzten Fluorophoren selbst ab, ist somit eine
GrofSe, die sich in den benutzen Assays nicht aktiv steuern lasst. Um die
Ubertragungseffizienz zu erhohen, kann es sich somit rentieren, ein Fluorophor an

einer anderen Stelle im Protein zu positionieren.

Abbildung 5.9 | Orientierung der Fluorophore zueinander entnommen aus (Miiller
et al., 2013): Die Orientierung der Fluorophore zueinander bestimmt die Effizienz des
Energietransfers. Wenn die Fluorophore im 90° Winkel zueinander stehen, ist kein
Energietransfer moglich. Der maximale Energietransfer ist dann moglich, wenn die

Dipole der Fluorophore iibereinander stehen.
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5.5.2 Mikroskop

Fiir alle FRET-Messungen in dieser Arbeit wurde ein invertiertes Mikroskop (Eclipse
Ti; Nikon), ausgeriistet mit einem 100x Olimmersionsobjektiv (Nikon, Plan Apo VC
100X/1,40 Ol; oo /0,17 Dic N2) verwendet. Die Messungen erfolgten bei
Raumtemperatur und an einzelnen Zellen oder kleinen Zellgruppen, welche nach
Kriterien wie Expression der Fluorophore, Umspiilbarkeit durch das Perfusionssystem
und Haftung am Glasplattchen ausgewahlt wurden. Zur Anregung der Fluorophore
wurde eine Leuchtdiode (LED= light-emitting diode; pE-2; CoolLED) verwendet, wobei
fiir die Anregung des Donors ein Anregungslicht der Wellenlange 425 nm und fiir die
Anregung des Akzeptors ein Anregungslicht der Wellenldnge 500nm verwendet
wurde. Beide Anregungslichter wurden auf eine Intensitat von 2 % gestellt, wobei die
Zellen pro Anregung in einem Intervall von 2 Hz durch die LEDs dem Anregungslicht
in der Regel zwischen 60 und 100 ms ausgesetzt waren. Diese Zeit richtete sich nach
der Helligkeit der Fluorophore. In das Mikroskop wurden mehrere Filter eingesetzt,
um zu gewdahrleisten, dass immer nur eine gewiinschte Wellenldnge emittiert wird
beziehungsweise detektiert wird. Das Anregungslicht fiir den Donor (CFP und
Derivate) wurde durch den Filter ET 430/24x (Chroma) gefiltert, das Anregungslicht
fiir den Akzeptor (YFP und Derivate) durch den Filter ET 500/20x (Chroma). Zusatzlich
wurde fiir Messungen ein Strahlenteiler verwendet (T455LP, Chroma). Zum Suchen
geeigneter Zellen wurde ein CFP/YFP-Strahlenteiler (59017bs, Chroma), verwendet,
der mit einem CFP/YFP Emissionsfilter ausgestattet wurde (59017m, Chroma). Auch
die Emission beider Fluorophore wurde wahrend der Messung in einem Optosplit II
(Cairn Research) getrennt (z488/800-1064rpc) und gefiltert (CFP: ET 480/40; Chroma
und YFP: HC 534/20; Semrock). Die bei der Messung eingesetzten Filter konnen in der
folgenden Abbildung in Relation zu den Absorptions- und Emissionsspektren der

verwendeten Fluorophore betrachtet werden.
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Abbildung 5.10 | Anregungs- und Emissionsfilter: Die gezeigten Daten wurden von
https://www.fpbase.org/spectra/ exportiert (Lambert, 2019) und modifiziert. Gezeigt
sind die Filterbereiche der bei Messungen eingesetzten Filter fiir das Anregungslicht
und die Emissionen in Relation zu den Absorptions- und Emissionsspektren der

verwendeten Fluorophore (durchsichtig).

Zur Detektion der Emissionen beider Fluorophore wahrend der Messung, wurde eine
sehr schnelle CCD (charge-coupled device) Kamera (Evolve512; Photometrics)
verwendet. Die einzelnen Komponenten dieses Aufbaus aus Mikroskop, Kamera und
Lichtquelle wurden an den PC angeschlossen und konnten von dort iiber die NIS-
Elements Advanced Research Software von Nikon gesteuert werden. Die Synchronitat
von Kamera und Lichtquelle wurde durch die Triggerbox der Software gewahrleistet.
Wihrend der Messung wurden die Emissionen von Donor und Akzeptor detektiert.
Diese konnten zusammen mit der Ratio aus Donorfluoreszenz-Intensitat und
Akzeptorfluoreszenz-Intensitit von der Software in hoher zeitlicher Auflosung

dargestellt und gespeichert werden.
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Abbildung 5.11 | Schematischer Aufbau des Mikroskops fiir FRET-Messungen

5.5.3 Durchbluten und Falschanregung

Wenn man sich die Spektren von Absorption und Emission des Fluorophor-Paares
mTurquoise2-eYFP anschaut (siehe Abbildung 5.7), kann man erkennen, dass diese
an mehreren Stellen iiberlappen. Dies ist im Falle von Donor-Emission und Akzeptor-
Absorption gewollt und eine Voraussetzung fiir das Auftreten von FRET, fiihrt jedoch

auch zu zwei ungewollten Nebeneffekten: dem Durchbluten und der Falschanregung.

Durchbluten

Bei FRET-Messungen werden die Intensitat der Donor- und Akzeptorfluoreszenz
gemessen. Die Detektion der Emission des Akzeptors (YFP und Derivate) wird dabei

durch einen Emissionsfilter (siehe 5.5.2) auf einen Wellenlangenbereich von 520 bis
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546 nm limitiert. In diesem Bereich befindet sich jedoch ein grofSer Teil der Emission
des Donors, sodass ungefahr 40 % der gemessenen Emission vom Donor und nicht vom
Akzeptor stammen. Diese 40 % werden als Durchbluten bezeichnet und miissen beim
Berechnen der Fluoreszenz beriicksichtigt werden. Das Ausmaf$ des Durchblutens ist

fiir verschiedene Fluorophor-Paare individuell.

Emission Akzeptor

5 ! (eYFP)

= Emissionsfilter Emission Donor
c Akzept .

e Zepror . (mTurquoise2)
5 0.5 Durchbluten

=

-

=

-]

H 560 580

500 ‘ 600
Wellenléinge [nm]

Abbildung 5.12 | Durchbluten Die gezeigten Daten wurden von

https://www.fpbase.org/spectra/ exportiert (Lambert, 2019) und modifiziert. Gezeigt
ist der Filterbereich des Emissionsfilters fiir den Akzeptor und die Emissionsspektren

von Akzeptor und Donor.

Falschanregung

Der zweite Nebeneffekt ist die Falschanregung, die dadurch entsteht, dass sich im
Bereich des Anregungslichtes (418 bis 445 nm) ein Teil des Absorptionsspektrums des
Akzeptors befindet. Somit wird durch das Anregungslicht, welches eigentlich nur den
Donor anregen soll, auch der Akzeptor zu einem geringen Mafd angeregt, was wie das
Durchbluten zu einem zu hoch gemessenen Wert der Akzeptor-Emission fiihrt und
deshalb auch beriicksichtigt werden muss. Dabei werden die gemessenen Werte von

Durchbluten und Falschanregung von der Gesamtemission des Akzeptors abgezogen.
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Abbildung 5.13 | Falschanregung Die gezeigten Daten wurden von
https://www.fpbase.org/spectra/ exportiert (Lambert, 2019) und modifiziert. Gezeigt
sind der Filterbereich des Anregungsfilters und die Absorptionsspektren von Akzeptor

und Donor.

5.5.4 Allgemeine Durchfiihrung von FRET-Messungen

Die Vorbereitung fiir FRET-Messungen sah wie folgt aus: HEK293T-Zellen wurden so
gesplittet, dass sie zwei Tage vor dem Messtag eine Konfluenz von 60-80% hatten
(siehe 5.1.1). Zwei Tage vor der Messung erfolgte die Transfektion, bei der die Zellen
die Plasmide aufnahmen, welche die gewiinschten, zu exprimierenden Proteine
enthielten (siehe 5.1.2, 5.1.3 und 5.1.5). Nach einer Inkubationszeit von ungefahr 24
Stunden wurden die transfizierten Zellen wie in 5.1.6 beschrieben auf mit PLL

beschichtete Deckgldschen ausgesat.

Ansetzen der Puffer und Agonistlosungen

Wiahrend der FRET-Messungen konnten einzelne Zellen oder Zellgruppen mit Hilfe
eines Perfusionssystems (VC3-8xP, ALA Scientific Instruments) mit Pufferlosungen
oder Agonistlosungen umspiilt werden. Diese Losungen wurden an jedem Messtag
frisch angesetzt. Als Grundlage der Losungen diente der Puffer fiir FRET-Messungen
(siehe 4.9.2). Zusitzlich zu einem Eppendorfgefafd, welches 20ul von in Ethanol

gelostem U-46619 in einer Konzentration von 2,5 mM enthielt (siehe 4.9.2), wurde ein
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zweites Eppendorfgefafs mit 20ul (ohne U-46619) Ethanol befiillt. In der fiir die
Messung benotigten Menge Puffer fiir FRET-Messungen wurden 1 mg lipidfreies BSA
(bovines Serumalbumin) pro ml Puffer gelost. Dies war eine Vorsichtsmafsnahme, um
zu verhindern, dass der lipidische Agonist U-46619 sich im Perfusionssystem anlagert
und stattdessen an BSA bindet. Beide Eppendorfgefiafie wurden mit dem BSA-haltigen
Puffer fiir FRET-Messungen auf 1ml aufgefiillt und gevortext. Aus beiden
Eppendorfgefafden wurden 200ul entnommen und in jeweils 9,8 ml BSA-haltigem
Puffer verdiinnt. Die entstehende Agonistlosung mit einer Konzentration von 1uM
wurde erneut 1:10 verdiinnt, sodass eine 100nM Agonistlosung und eine Pufferlosung
entstanden, welche dieselbe Menge Ethanol enthielten. Diese 100 nM reichten aus um
in allen gemessenen Assays eine Maximalantwort auszulosen. Bei Konzentrations-

Wirkungs-Kurven wurden weitere Verdiinnungsreihen angesetzt.

Einstellen des Setups

Die entsprechenden Puffer- und Agonistlosungen wurden in das Perfusionssystem
gefiillt und 2 ml durch einen Uberdruck von 0,8 bar durch die Schlduche laufen lassen,
sodass diese komplett mit der entsprechenden Losung gefiillt waren. Nach der
Steuerung des Perfusionssystems wurden das Mikroskop, die Lichtquelle, die Kamera

und der PC angeschaltet. Die Software wurde 5.5.2 entsprechend eingestellt.

Ablauf der Messung und Zeitprotokoll

Die mit PLL beschichteten Deckgldschen, auf denen sich die transfizierten HEK293T-
Zellen befanden, wurden in ein Attofluor Cell Chamber (eine Haltevorrichtung fiir
Deckgldschen, bestehend aus zwei zu verschraubenden Metallteilen) gesetzt, mit
Puffer fiir FRET-Messungen (siehe 4.9.2) gewaschen und erneut mit Puffer benetzt
und anschliefSend auf den Objekttisch gesetzt. Das mit Immersionsol benetzte 100x

Objektiv wurde auf die entsprechende Zellebene eingestellt. Die Spitze des
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druckgesteuerten Perfusionssystems wurde so eingestellt, dass die Zellen, die sich in
der Mitte des Sichtfeldes befanden, kontinuierlich angespiilt werden konnten. Durch
die Direktanregung von Donor- und Akzeptor-Fluorophor konnte die
Transfektionseffizienz und Lokalisierung der markierten Proteine abgeschatzt
werden. Zellen zum Messen wurden anhand der Kriterien relative Expression,
Anspiilbarkeit durch das Perfusionssystem und daran, wie fest die Zelle am
Deckglaschen verankert war, gewdhlt. Wenn eine geeignete Zelle gefunden wurde,
wurde diese in der Nikon NIS-Elements Advanced Research Software mit Hilfe der
Kamera aufgenommen und fokussiert. Das Perfusionssystem wurde angeschaltet,
sodass die Zelle mit einem Uberdruck von 0,4 bar mit Pufferlosung iiberspiilt wurde.
Sowohl die zu messende Zelle als auch der Hintergrund wurden mit ROIs (region of
interest) belegt. AnschliefSend konnte die eigentliche Messung gestartet werden, bei
der durch die Kamera die Emissionen von Donor und Akzeptor detektiert wurden. Der
Quotient aus Donor-Fluoreszenz und Akzeptor-Fluoreszenz dient in dieser Arbeit als

generelle Darstellungsart fiir Daten.

Mit Ausnahme der Konzentrations-Wirkungs-Kurven (siehe 5.5.7) betrug die Messzeit
pro Zelle 18 Minuten, wobei zwei Mal zwei Minuten Agonist appliziert wurde, mit

einer zehnminiitigen Auswaschphase zwischen den Agonistapplikationen.

BSA-FRET-Puffer

2 min 10 min 2 min_q yin

T~ 100 nM U-46619 —

3 min

Abbildung 5.14 | Zeitprotokoll von FRET-Messungen
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Baselinekorrektur und Normalisierung

Durch die Bestrahlung mit dem Anregungslicht konnen bei Fluorophoren irreversible
Schiden auftreten. Dies fiihrt dazu, dass diese ihre Fahigkeit zur Emission verlieren.
Dadurch nimmt die gemessene Gesamtfluoreszenz mit der Zeit ab, was dazu fiihrt,
dass der Trace der Messung mit der Zeit ,absinkt® (siehe Abbildung 5.15). Dieses
Phidnomen bezeichnet man als Bleichen. Das Bleichen ist abhidngig von der Art der
Fluorophore, der Expression, der Stdarke des Anregungslichts und der Liange der
Anregung. Dabei kann die Stidrke des Bleichens bei FRET-Messungen von starkem

Bleichen bis hin zu subjektiv keinem Bleichen reichen.

Da Bleicheffekte fiir die Auswertung der Messungen nicht miteinbezogen werden
sollten, wurde versucht, den Bleicheffekt so gut wie moglich zu negieren. Dies geschah
dadurch, dass man sich eine virtuelle Linie (Baseline) durch den Graphen legt und zwei
oder mehrere Werte auf diese Linie legt, bei denen man sich ihrer Werte sicher ist. Im
Normalfall wiren dies die Grundwerte vor der ersten Agonistapplikation und nach
dem Auswaschen der letzten Agonistapplikation. Dies ist jedoch nur moglich wenn
der Trace nach Agonistapplikation schnell wieder zu Baseline zuriickkehrt (schnelle
Off-Kinetik). Da die Off-Kinetik in den in dieser Arbeit verwendeten Assays sehr
langsam war, wurden stattdessen die Amplituden der Agonistapplikationen (die
jeweils eine 100% Antwort auslosten) als Fixpunkte fiir die Baselinekorrektur
genommen. Die Baselinekorrektur wurde mit der Software OriginPro 2018 (Originlab)

durchgefiihrt.
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Abbildung 5.15 | Baselinekorrektur Fiir die Baselinekorrektur wurden die Peaks der
Agonistapplikationen als Fixpunkte genommen, da diese eine Maximalantwort

auslosten.

Zusatzlich wurde in allen Fillen, in denen es angebracht war, eine Normalisierung
vorgenommen. Dabei wurde der niedrigste Wert des Traces auf 0 gesetzt und der
hochste auf 1. Dies erlaubte es, einen Mittelwert aus den Einzelmessungen zu bilden,
was wiederum der Vergleichbarkeit bei Messungen mit unterschiedlichen
Konstrukten diente. Auch die Normalisierung wurde mit OriginPro 2018

durchgefiihrt.

5.5.5 Gai3-RhoGEF-Interaktionsassay

Wie der Name schon sagt, wurden bei diesem Assay die Interaktionen zwischen Gais
und den RH-RhoGEFs gemessen. Dabei wurde Gaiys mit dem Donor-Fluorophor
mTurquoise2 (ein CFP-Derivat) markiert und die RH-RhoGEFs mit eYFP
(Transfektionsprotokoll siehe 5.1.5). Die bei der Aktivierung des TPa-R entstandene
Konformationsanderung durch den Agonist U-46619, wird dabei an Gous
weitergeleitet, wodurch dieses GDP freigibt und GTP bindet. Die Bindung von GTP
filhrt zur Aktivierung von Gays, welches wiederum RH-RhoGEFs aus dem Cytosol
rekrutiert und diese an der Zellmembran bindet. Dadurch kommen die beiden

Fluorophore in raumliche Nahe, was FRET ermoglicht.
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Abbildung 5.16 | Ga;3-RhoGEF-Interaktionsassay

5.5.6 GBy-RhoGEF-Interaktionsassay

Bei diesem Assay wurden entweder die GB- oder die Gy-Untereinheit mit einem CFP-
Derivat markiert und mit verschiedenen YFP-markierten RhoGEF-Varianten
gemessen. Auch bei diesem Assay wiirde es durch eine raumliche Ndahe zu einem

FRET-Anstieg kommen. Weitere Ausfiihrungen hierzu im Ergebnisteil (6.2).

Agonist
TPa r

S
@ e B yv J

\ > ,o *\

Abbildung 5.17 | GBy-RhoGEF-Interaktionsassay

90



Methoden

5.5.7 Konzentrations-Wirkungs-Kurven

Beim Messen von Konzentration-Wirkungs-Kurven gab es einige Abweichung von
dem in 5.5.4 beschriebenen Ablauf. Ausgehend von der 100nM Agonistlosung
erfolgten weitere Verdiinnungen. Bei 1:10 Verdiinnungen wurde 1 ml aus der h6heren
Konzentration entnommen und auf 10ml mit BSA-haltigem Puffer fiir FRET-
Messungen aufgefiillt. Bei 7:3, 1:2 und 3:7 Verdiinnungen wurden entsprechend 7 ml,
5ml oder 3ml der hoheren Verdiinnung auf 10 ml aufgefiillt. Zusdtzlich wurde bei
Konzentrations-Wirkungs-Kurven nicht mit dem Standard-Zeitprotokoll gemessen.
Beginnend mit der kleinsten Konzentration wurde die Zelle so lange mit der
entsprechenden Agonistlosung stimuliert, bis sich ein Plateau bildete (keine Zu- oder
Abnahme der Asss/Asso-Ratios). Als letzte Agonistlosung wurde immer 100nM U-46619
verwendet, da diese Konzentration eine Maximalantwort ausloste, welche zur
Normalisierung verwendet wurde. Mit Graph-Pad Prism wurde mit den resultierenden
Werten eine Kurve mit variabler Steigung gefittet, wobei die Werte zwischen 0 und 1

fixiert wurden.

5.5.8 G-Protein-Aktivierungsassay

Zur Messung des G-Protein-Aktivierungsassays wurde Gais mit einem CFP-Derivat
markiert, wihrend Gy mit einem YFP-Derivat markiert wurde. Dadurch sind beide
Fluorophore initial relativ nah beieinander, wodurch das initiale Asss/Asso-Signal
relativ hoch ist, da hier bereits FRET stattfindet. Durch die Agonistapplikation kommt
es zur Aktivierung des Rezeptors und somit auch zur Aktivierung des G-Proteins. Im
Normalfall trennt sich die Ga Untereinheit wahrend der Aktivierung von der GBy-
Untereinheit. Hierbei wiirde die Asss/Asso-Ratio abnehmen, da der Abstand zwischen
den Fluorophoren steigt. Es wurde jedoch schon gezeigt, dass sich Ga- und GBy-
Untereinheiten nicht immer trennen. In diesem Fall konnte es durch Neuorientierung

der Fluorophore zueinander sowohl zu einer Steigerung als auch zu einer Abnahme
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der Asss/Aso-Ratio kommen, somit stellt die Abnahme der Asss/Asso-Ratio beim G-

Protein-Aktivierungsassay keinen Beweis fiir die Trennung der Untereinheiten dar.

Abbildung 5.18 | G-Protein Aktivierungsassay
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5.6 BRET-Experimente

BRET (Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer) bezeichnet wie FRET eine
strahlungsfreie Energieilibertragung von einem Donor-Fluorophor zu einem
Akzeptor-Fluorophor. Die in 5.5.1 beschriebenen Grundlagen und Voraussetzungen
gelten somit auch fiir BRET Experimente. Der Unterschied zwischen BRET und FRET
ist jedoch, dass bei BRET als Donor-Fluorophor eine Biolumineszenzquelle
(verschiedene Luciferasen) verwendet wird. Ein Vorteil gegeniiber FRET ist, dass das
Donor-Fluorophor nicht durch Licht angeregt werden muss, somit kommt es auch
nicht zum Bleichen der Fluorophore. Nachteilig ist, dass Luciferasen ein Substrat
umsetzen miissen um Biolumineszenz zu erzeugen. Dieses muss vor der Messung

entsprechend hinzugegeben werden.

5.6.1 BRET-Assay

Einige Konzentrations-Wirkungs-Kurven in dieser Arbeit wurden mit Hilfe von BRET
in einem 96-well Mikroplatten-Format im Tecan Spark 20M Multimode Microplate
Reader gemessen. Der experimentelle Aufbau und Ablauf wurde bereits beschrieben
(Floser et al., 2021). Zwei Tage vor der Messung wurden die Zellen mittels PEI
transfiziert (siehe 5.1.4). Fiir die erste Applikation wurden steigende
Agonistkonzentrationen verwendet, welche durch die zweite Applikation einer
Konzentration, welche einen maximalen Effekt ausloste, normalisiert werden konnte.
Um BRET zu ermoglichen, wurde das Fluorophor mTurg2 in den Konstrukten

Gau3(127) und Gays(135) fiir NLuc (Nanoluciferase) ersetzt.
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5.7 Dual-Luciferase Assay-System

Das Dual-Luciferase Assay-System von Promega wurde in dieser Arbeit als , SRF
Reporter Assay” verwendet. Es wurde somit getestet, in welchem Ausmaf die
Transfektion eines bestimmten Konstruktes den Gais-RhoGEF-RhoA-Signalweg
aktiviert und somit zu welchem Ausmafs es zur Expression von SRF (serum response

factor) -einem der Endpunkte des Gais-RhoGEF-RhoA-Signalweges- kam.

Dafiir wurden HEK293T-Zellen zwei Tage vor den eigentlichen Messungen mittels PEI
transfiziert (siehe 5.1.4). Die Zellen wurden so transfiziert, dass jedes zu messende
well einer 96-well Platte folgende Mengen an Plasmid enthielten: 180ng pSRE.L,
28,3ng pRL.TK und 83.3ng des zu testenden Konstruktes (YFP-p115, YFP-LARG, YFP-
pl15-R, Chimeral, Chimera5 und pcDNA3). Die Transfektion fiihrt zu einer
konstitutiven Expression der Renilla-Luciferase (pRL.TK), die Expression der Firefly-
Luciferase ist jedoch abhingig von der SRF-Expression, somit der Aktivierung des

Gais-RhoGEF-RhoA Signalweges.

Zwei Tage nach der Transfektion wurden die transfizierten Zellen ohne vorherige
Stimulation durch Agonist geméfs der Herstelleranleitung behandelt und in einem 96-
well Platten-Format mit Hilfe des Plattenlesers Tecan Spark 20M gemessen. Nach der
jeweiligen Zugabe der Substrate wurden die Fluoreszenzintensititen beider
Luciferasen gemessen. Durch die konstitutive Expression der Renilla-Luciferase
konnte die Intensitdt der Firefly-Luciferase (somit der SRF-Expression) in Relation
gesetzt werden, was den erhaltenen Messwert unabhéngig von der Anzahl der Zellen
im well macht. Die Intensitdt der Messung der Firefly-Luciferase wurde durch die
Intensitdt der Messung der Renilla-Luciferase geteilt, um die in der Messung zur

Quantifizierung angegebene relative Luciferase-Aktivitat zu erhalten.
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5.8 Konfokalmikroskopie

Bei einem Konfokalmikroskop handelt es sich um ein Lichtmikroskop, bei dem im
Gegensatz zu normalen Lichtmikroskopen nicht die komplette Zelle fokussiert wird,
sondern nur einzelne ,,Schnitte® (z-stacks) der Z-Ebene der Probe. Dadurch, dass in
diesem fluoreszenzmikroskopischem Fall nur Strukturen einer bestimmten Ebene
angeregt und angeschaut werden, konnen storende Hintergrundfluoreszenzen
ausgeblendet werden, wodurch sehr hochauflésenden Bildern aufgenommen werden
konnen. Die Detektion der scharfgestellten Ebene und die Ausblendung der anderen

Ebenen erfolgt durch eine Lochblende.

In dieser Arbeit wurde die Konfokalmikroskopie dazu verwendet, die Lokalisation
einzelner markierter Proteine in der Zelle in Form hochauflosender Bilder
darzustellen. Konfokal aufgenommene Bilder wurden mit dem invertierten
Fluoreszenzmikroskop TCS SP5 (Leica, Wetzlar, Deutschland) aufgenommen. Die

Datengewinnung wurde zuvor beschrieben (Bodmann et al., 2017).
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5.9 Statistik

Alle Daten (aufSer entsprechend gekennzeichnete) wurden mit mindestens drei
unabhingigen Transfektionen gemessen. Die Anzahl der gemessen Zellen (n) ist den
jeweiligen Assays im Ergebnisteil zu entnehmen. Sofern nicht anders angegeben, sind
in den Abbildungen Mittelwerte zu sehen. Fehlerbalken sind als Standardfehler SEM
(Standard error of the mean) angegeben. Eine Korrektur der Baseline fand fiir jede Zelle
statt. Ob eine Normalisierung vorgenommen wurde, ldsst sich an der Y-Achse ablesen.
Statistiken wurden mit GraphPad Prism berechnet. Beim Vergleichen zweier
Datenreihen wurde ein einseitiger t-Test verwendet. Bei mehreren Datenreihen wurde
eine einfache ANOVA (Analysis of variance) mit nachfolgendem Post-Hoc-Test
durchgefiihrt. Die im Einzelnen durchgefiihrten Tests sind jeweils angegeben, wenn
statistische Daten dargestellt werden. Folgende p-Werte (Signifikanzwerte) wurden in

dieser Arbeit verwendet: *=P<0,05; **=P<0,01; ***=P<0,001.
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Kapitel 6: Ergebnisse

6.1 Gai3:-RH-RhoGEF-Interaktion

Das initiale Ziel dieser Arbeit war die Darstellung der Interaktion zwischen Ga;s und
den RH-RhoGEFs p115-RhoGEF, LARG und PDZ. Um diese Interaktion in einer hohen
raumlichen und zeitlichen Auflosung beobachten zu konnen, wurde ein auf Forster-

Resonanzenergietransfer (FRET, siehe 5.5.1)-basierender Assay verwendet.

6.1.1 Interaktionsassay

In Vorarbeiten der AG Biinemann wurde das (blaue) Donor-Fluorophor mTurq2
(mTurquoise2) bei der Gais-Untereinheit zwischen den Aminosauren 127 und 128
eingefligt (Bodmann et al., 2017). An den RH-RhoGEFs wurde N-terminal das als
Akzeptor dienende (gelbe) Fluorophor eYFP angehingt.

Abbildung 6.1 | Ga;s-RhoGEF-Interaktionsassay Schematische Darstellung der

Interaktion von Gaiz; und den RH-RhoGEFs in transfizierten HEK293T-Zellen.
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Die Bindung des in dieser Arbeit verwendeten TP.-Rezeptors (Thromboxan A2-
Rezeptor) durch den Agonist U-46619 (stabiles Analogon von Postaglandin H,) fiihrt
zu einer Aktivierung und somit Konformationsanderung des Rezeptors. Diese
Konformationsdnderung kann durch die von der cytosolischen Seite bindende Gaus-
Untereinheit erkannt werden. Durch Bindung an den aktivierten Rezeptor kommt es
zu einer Konformationsianderung der Ga-Untereinheit, die zur Freigabe des in der
inaktiven Form gebundenen GDP (Guanosindiphosphat) fiihrt und der nachfolgenden
Bindung von GTP (Guanosintriphosphat), was zur Aktivierung des G-Proteins fiihrt
(siehe 3.1.6). Aktive Gais-Untereinheiten binden und aktivieren RH-RhoGEFs,
wodurch diese an die Zellmembran rekrutiert werden. Dies fiihrt dazu, dass Gays und
RH-RhoGEFs in rdiumliche Nahe kommen (Abbildung 6.1), was einen Energietransfer
(FRET) zwischen den integrierten Fluorophoren bei Donoranregung moglich macht.
Dies fiihrt zu einer Abnahme der Fluoreszenz-Intensitat des Donor-Fluorophors und
zu einer Zunahme der Fluoreszenz-Intensitit des Akzeptor-Fluorophors. Durch das
Dividieren der Fluoreszenz-Intensitat des Akzeptor-Fluorophors (Emission gemessen
bei 535nm) durch die Fluoreszenz-Intensitit des Donor-Fluorophors (Emission
gemessen bei 480 nm, siehe 5.5.2) erhalt man die AFsss/Faso-Ratio, welches in dieser
Arbeit zur Darstellung von FRET-Interaktionen verwendet wurde. Eine Erhohung
dieser Ratio lasst sich in eine hohere Energielibertragung zwischen den Fluorophoren
und somit bedingt in einen geringeren Abstand zwischen den Fluorophoren
tibersetzen. Analog dazu die Erniedrigung der Ratio in eine geringere

Energielibertragung und bedingt in einen hoheren Abstand.
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Abbildung 6.2 | Gegenlaufige Fluoreszenz-Intensitit und AFsss/Fiso-Ratio
Mikroskopische FRET-Messung der Interaktion zwischen Gais-mTurg2 (blau) und
eYFP-p115 (gelb) einer Einzelzelle. Bei Anregung des mTurq2 bei 425 nm durch eine
LED wurde die Fluoreszenz des Donors bei 480 nm und die Fluoreszenz des Akzeptors
bei 535nm aufgezeichnet. Als Antwort auf die laminare Uberspiilung der Zelle mit
Agonist (100nM U-46619, Dauer der Superfusion mit schwarzem Balken angezeigt)
mittels druckluftgesteuertem Perfusionssystem kommt es zur Aktivierung von Gas,
welches p115 (oder ein anderes RhoGEF) bindet. Dadurch kommen Donor-Fluorophor
mTurq2 (blau) und Akzeptor-Fluorophor eYFP (gelb) in raumliche Nahe, was FRET
ermoglicht. Dies spiegelt sich in der Abnahme der Fluoreszenz-Intensitidt des Donors
und der Zunahme der Fluoreszenz-Intensitat des Akzeptors bei Agonistapplikation
wider. Deren gemessene Fluoreszenz-Intensitdt ist durch die Agonistapplikation
somit gegenladufig. Die AFsss/Faso-Ratio, welche durch das Dividieren dieser Einzeltraces
(Fluoreszenz-Intensitat des Akzeptor-Fluorophors durch die Fluoreszenz-Intensitat
des Donor-Fluorophors) erhalten wird, kann iiber den Zeitverlauf der Messung
dargestellt werden (schwarzer Trace) und dient in dieser Arbeit als
Darstellungsmethode der entsprechenden Interaktionen. Die Details dieser Messung

sind in 5.5.4 und 5.5.5 beschrieben.|
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Wie bereits beschrieben fiihrt die Aktivierung der RH-RhoGEFs zu einer Rekrutierung
an die Membran. Diese kann auch visualisiert werden und dient als weiterer Beweis
fiir die Funktionalitiat des Assays (Abbildung 6.3). Die Applikation von Agonist fiihrte
zu einer Erhohung von (YFP)%/CFP an der Zellmembran, die somit eine hohere FRET-
Intensitdt zeigt. Dies geschieht durch die Rekrutierung von YFP-pll5 zur

Zellmembran.

kein Agonist + Agonist

Abbildung 6.3 | FRET-Visualisierung zwischen Gais-mTurq2 (blau) und eYFP-p115
(gelb) in transfizierten HEK293T-Zellen. Die linke Seite zeigt das Epifluoreszenz-Bild
einer Beispielzelle vor Agonistapplikation, die reichte Seite die gleiche Zelle nach
Agonistapplikation von 100nM U-46619. (YFP)*/CFP zeigt die Verdnderung der

AFsss/Fago-Ratio. Bilder aufgenommen von A. L. Krett.
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Als weiterer Beweis, dass das erhaltene Signal eine spezifische Interaktion von Gais-
Untereinheiten mit den RhoGEFs darstellt, wurde der Assay mit einem Ga; statt einem
Gaus durchgefiihrt. Da aktives Go; die RH-RhoGEFs nicht aktivieren kann und die
beiden Proteine somit auch nicht in rdumliche Nahe zueinander kommen, ist keine
Energielibertrag zwischen den Fluorophoren moglich, was dazu fiihrt, dass die
AFs3s/Fago-Ratio bei Agonistapplikation unverandert bleibt. Dies konnte experimentell

bestitigt werden (Abbildung 6.4).

100nM 100nM
U-46619 U-46619

A(F535/F 480)

Abbildung 6.4 | Spezifische Interaktion zwischen Gais und RhoGEFs; Gezeigt sind
Mittelwert # SEM der in Abbildung 6.2 beschriebene FRET-Messung von Einzelzellen
der Gaus-mTurq2/YFP-p115 Interaktion [blau, n = 8] und der Gas- mTurq2/YFP-p115

Interaktion [rot, n =7].

Zur Auswertung der Interaktionskinetiken zwischen Gais und den RH-RhoGEFs
wurden die erhaltenen AFsss/Faso-Ratios aus Einzelzellmessungen Basislinien-
korrigiert (siehe 5.5.4) und normalisiert. Die erhaltenen Traces wurden tibereinander
gelegt, wobei in folgenden Graphen immer der Mittelwert # SEM dargestellt sind. Um
die resultierenden Interaktionskinetiken (Off-Kinetiken) quantitativ vergleichen zu
konnen, wurde ein Zeitprotokoll verwendet, welches bereits in den Abbildungen 6.2

und 6.4 zu sehen ist. Nach einer Puffergabe von drei Minuten wurde zwei Mal fiir
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jeweils 2 Minuten Agonist appliziert. Zwischen den beiden Agonistapplikationen
befand sich eine Auswaschphase von 10 Minuten, in der die Zelle nur mit Pufferlosung
angespiilt wurde. Durch dieses Zeitprotokoll war es moglich, die Zellen auf die Peaks
der Agonistgaben zu korrigieren (die beide eine gleich grofse Antwort in der Zelle
auslosen) und die Off-Kinetiken in der Auswaschphase zu vergleichen (siehe 5.5.4).
Zur Quantifizierung wurde die AUC (area under the curve) verwendet. Die AUC wurde
verwendet, da die Dissoziationskinetiken nicht einfach exponentiell waren, sondern
teilweise einer biphasischen Kinetik zu folgen schienen. Somit stellte die AUC der Off-
Kinetik ein geeignetes Mittel zu Quantifizierung der Dissoziationskinetik dar. Je hoher
der Wert dieser AUC war, desto langsamer war die Off-Kinetik und desto langer war
die Interaktion zwischen den (mit den Fluorophoren) markierten Proteinen

(Abbildung 6.5).
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100nM 100nM
U-46619 U-46619

1.04 r—

normalised A(F535/F 450)

ool =t AUC }

260 ‘ 460 . 660 . 860
time (s)
Abbildung 6.5 | Auswertung der Off-Kinetik Beispielhafte Darstellung der in
Abbildung 6.2 beschriebenen Einzelzell-FRET-Messung der Gais-RhoGEF-
Interaktion. Die Zelle wurde iber die komplette Zeit der Messung mittels
druckluftgesteuertem Perfusionssystem mit Pufferlosung (siehe Tabelle 4.11 — Puffer
fiir FRET-Messungen) oder Agonistlosung (markierter Bereich) laminar umspiilt.
Nach der Normalisierung (siehe 5.5.4) lasst sich die Dissoziationskinetik zwischen den
beiden Agonistapplikationen tber die area under the curve (AUC, markierter Bereich)
quantifizieren. Diese wurde in weiterfiihrenden Experimenten dieser Arbeit zum

Vergleich der Kinetiken der Ga3-RhoGEF Interaktionen verwendet.
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6.1.2 Gai3-RH-RhoGEF-Interaktionskinetiken

Als erstes Projekt sollte die Interaktion zwischen Gais und den drei RH-RhoGEFs
p115-RhoGEF, LARG und PDZ-RhoGEF untersucht werden. Dafiir wurde der in 6.1.1

beschriebene Interaktionsassay verwendet und entsprechend ausgewertet.

100nM 100nM
. U-46619 U-46619
2 1.0- o Fb
L
&
w
<
T 0.51
g — GC(13-p115
e — Ga43-LARG
3 — GG13-PDZ
< 0.0-

2(I)0 ' 4(I)0 ' 660 . 860
time (s)

Abbildung 6.6 | Gais-RH-RhoGEF-Interaktionskinetiken Mittelwert + SEM von
Einzelzellmessungen des in Abbildung 6.2 und 6.5 beschriebenen FRET-Assays der
Gais-p115 Interaktion [blau, n=15, AUC=331,1], der Gai3-LARG Interaktion [schwarz,
n=12, AUC=448,1] und der Ga,3-PDZ-RhoGEF Interaktion [griin, n=9, AUC=498,3]. Das
Balkendiagramm auf der rechten Seite zeigt die Auswertung der in Abbildung 6.5
beschriebenen Quantifizierung der Dissoziationskinetik als AUC. [p115 (blau) vs.
LARG (schwarz): ***P = 0,0008; p115 (blau) vs. PDZ-RhoGEF (griin): ***P = 0,0008;
LARG (schwarz) vs. PDZ-RhoGEF (griin): ™P=0,3013; Brown-Forsythe and Welch

ANOVA test with Dunnett s T3 multiple comparison test].

Wie in Abbildung 6.6 zu sehen, hat die Interaktion zwischen Gais und p115-RhoGEF

eine signifikant kleinere AUC der Dissoziationskinetik als die Interaktion zwischen
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Gas und LARG und als die Interaktion zwischen Ga;; und PDZ-RhoGEF. Eine kleinere
AUC lasst sich libersetzen in eine schnellere Off-Kinetik in Abwesenheit von Agonist,
was bedeutet, dass die Bindung zwischen Gays und p115-RhoGEF signifikant kiirzer ist
als die Bindung von Ga;s mit den anderen RH-RhoGEFs und der Bindungskomplex
schneller zerfillt. Ein Grund hierfiir konnte sein, dass Gaysin der Bindung mit p115-
RhoGEF schneller deaktiviert wird als in der Bindung mit den anderen RH-RhoGEFs.
Eine andere Moglichkeit ist, dass diese Interaktion noch durch andere Enzyme

beeinflusst wird, welche die anderen Interaktionen nicht beeinflussen.
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Abbildung 6.7 | Ga;:-RH-RhoGEF-Interaktion Mittelwert * SEM von
Einzelzellmessungen des in den Abbildungen 6.2 und 6.5 beschriebenen FRET-Assays
der Gai;-RH-RhoGEF-Interaktionen.|

105



Ergebnisse

Auch fiir Gay; konnte eine Interaktion mit allen drei RH-RhoGEFs in den auf FRET-
Anderung basierenden Einzelzellmessungen gemessen werden. Auffillig gegeniiber

der Interaktion mit Ga;s ist die langsame Komplexbildung (On-Kinetik).

6.1.3 Gai3:-RH-RhoGEF-Konzentration-Wirkungs-Kurven

Als nidchstes sollte die Agonistsensitivitit der Gais-RH-RhoGEF-Interaktionen
untersucht werden. Dafiir wurden Konzentrations-Wirkungs-Kurven der einzelnen
Interaktionen erstellt. Dafiir wurde die Antwort der Zellen auf Agonistgabe mit acht
verschiedenen Konzentrationen gemessen (maximal sechs Konzentrationen pro

Einzelzelle) und auf die Maximalantwort (bei 100 nM U-46619) normalisiert.

100
3 1 —
w 1.0 0.7
[Te]
B
w
<
$ 0.54
8
g
o Ga43-p115
2 0.0- 13

100 200 300 400
time (s)
Abbildung 6.8 | Beispielmessung Konzentrations-Wirkungs-Kurve Beispielhafte
Darstellung einer Einzelzell-FRET-Messung (siehe Abbildung 6.2), bei der die Zelle
mit aufsteigenden Agonistkonzentrationen (0,05nM bis 100nM) mittels

Perfusionssystem angespiilt wurde. Alle Messungen wurden auf 100nM als

Maximalkonzentration normalisiert.
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Es wurde der Mittelwert der Antworten je Konzentration, relativ zur Maximalantwort
der jeweiligen Zelle, gebildet. Die Kurve, die durch diese Datenpunkte gefittet wurde,

ist die Konzentrations-Wirkungs-Kurve der jeweiligen Interaktion.

* %k

1.0- % % %

L] Ga13-LARG
L GC(13-p115

normalised response
to 100nM U-46619
o
(4]

104 100 10" 102
U-46619 [nM]

Abbildung 6.9 | Konzentrations-Wirkungs-Kurven Ga;;-p115/LARG Mittelwerte
der nach Abbildung 6.8 gemessenen Zellen wurden zu Konzentrations-Wirkungs-
Kurve gefittet: Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gais-LARG-Interaktion [schwarz,
ECso = 0,27nM] im Vergleich zur Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gais-p115-
Interaktion [blau, ECs, = 0,68 nM; jeweils 0,05nM, 0,3nM und 0,7 nM: n = 8; 3nM und
10nM: n = 10; 0,1nM, 1nM und 100nM: n = 18]. Signifikante Unterschiede in der
Agonistsensitivitat wurden bei Konzentrationen von 0,1 nM bis 3nM gefunden
[unpaired t-test with Welch s correction; 0,1 nM: **P = 0,0076; 0,3nM: **P = 0,0016;
0,7 nM: **P =0,0021; 1 nM: ***P =0,0001; 3nM: **P = 0,0089].

Beim Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven zeigt sich eine signifikante
Linksverschiebung der Gais-LARG-Konzentrations-Wirkungs-Kurve gegeniiber der
Gais-pl15-Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Das heifst, dass eine geringere
Agonistkonzentration benétigt wird, um denselben Effekt zu erzielen (im Verhiltnis

zur Maximalantwort). Dies zeigt sich auch in den ECsp-Werten (die Konzentration, bei
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der der halbmaximale Effekt erreicht wird), welcher mit 0,27 nM deutlich niedriger ist

als der ECso-Wert der Gais-p115-Interaktion von 0,68 nM.

Diese Ergebnisse, zusammen mit der Interaktionskinetik aus 6.1.2, suggerieren, dass
die Interaktionszeit und die Agonistsensitivitat wie folgt zusammenhéngen: Je hoher
die Agonistsensitivitit ist, desto langanhaltender ist die Interaktion in Abwesenheit
von Agonist. Gegensitzlich zu dieser Hypothese zeigte sich bei Interaktion von Gas
und PDZ-RhoGEF keine Linksverschiebung im Vergleich zu p115 (Erklarungsansatze
hierfiir finden sich in 6.1.4). Des Weiteren ist die Kurve deutlich flacher, zeigt somit
einen breiteren Konzentrationsbereich zwischen den Konzentrationen fiir einen

minimalen und einen maximalen Effekt.
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Abbildung 6.10 | Konzentrations-Wirkungs-Kurven Ga;s-p115/PDZ Vergleich der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Ga3-PDZ-RhoGEF-Interaktion [griin, n = 10 fiir
alle Datenpunkte, ECsy 0,84nM] mit der Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gas-
p115-RhoGEF-Interaktion [blau, Daten aus Abbildung 6.9] analog zu Abbildung 6.9.
Der einzige signifikante Unterschied in der Agonistsensitivitdt findet sich bei 10nM

U-46619 [**P = 0,0087, unpaired t-test].
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6.1.4 FRET zwischen PDZ-RhoGEF und Gas

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gais-PDZ-RhoGEF-Interaktion zeigte im
Vergleich zur Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gais-p115-RhoGEF keine
Linksverschiebung wie die Interaktion mit LARG es tat, obwohl PDZ-RhoGEF auch
eine langsame Dissoziation von Ga;s zeigte und ein Zusammenhang von
Agonistsensitivitit und Interaktionskinetik bei der Gais-RH-RhoGEF-Interaktion
vorhanden sein sollte. Ein wichtiger Faktor in diesem Zusammenhang ist die deutlich
langsamere On-Kinetik von Ga;3-PDZ im Vergleich zu den anderen RH-RhoGEFs, da
die Agonistsensitivitit vom Gleichgewicht der Komplexbildung (K.,,) und der

Komplexauflosung (Kofr) abhangig ist.
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Abbildung 6.11 | Vergleich der On-Kinetik Vergleich der On-Kinetik von Ga;s und
PDZ [griin, 29,8s; Daten aus Abbildung 6.6] mit Gais-p115 [blau, 6,9s; *P=0,0121;
Daten aus Abbildung 6.6] und Gais-LARG [schwarz, 6.9s; *P=0,0119, Brown-Forsythe
and Welch ANOVA test with Dunnett’s T3 multiple comparison test; Daten aus
Abbildung 6.6]. Das Balkendiagramm zeigt, zu welchem Zeitpunkt der Messung im

Durchschnitt 80 % der Maximalantwort erreicht wurden.

109



Ergebnisse

Eine mogliche Erklarung fiir die langsamere On-Kinetik ist, dass die
Komplexformation zwischen Gais und PDZ-RhoGEF langsamer ist als bei den anderen
RH-RhoGEFs, was zu einer geringeren Agonistsensitivitit im steady-state

(Gleichgewicht zwischen Aktivierung und Deaktivierung) fiihren wiirde.

Ein weiteres Problem mit der Messung der Gais-PDZ-RhoGEF-Interaktion sind die
niedrigen Amplituden der FRET-Anderung, welche man bei der Messung erhilt. Die
Amplitude der Gais-PDZ-RhoGEF Interaktion war zehnmal Kkleiner als die der Gaus-
p115 Interaktion und 2,4-mal kleiner als die der Gais-LARG-Interaktion (Abbildung
6.12). Diese erschwerten ein genaues Auswerten der Traces. Das geringe Signal-
Rausch-Verhaltnis (signal-to-noise ratio) erschwert dabei vor allem die Auswertung
nicht-maximaler Signale, wie man sie beispielsweise bei Konzentrations-Wirkungs-

Kurven misst, wodurch diese verfalscht werden konnen.

100nM = Gay3-p115  100nM
U-46619 = Gay3-LARG U-46619
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Abbildung 6.12 | Vergleich der Signalamplituden Reprisentative Traces der Gas-
PDZ [griin, Amplitude: 0,018], der Gais-p115 [blau, Amplitude: 0,18] und der Gas-
LARG [schwarz, Amplitude: 0,043] Interaktionen des in Abbildung 6.2 beschriebenen
Assays.
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Aufgrund der langsamen On-Kinetik und der relativ schweren Messbarkeit der Gas-
PDZ-RhoGEF-Interaktion wurden in den folgenden Experimenten die Unterschiede in

der Interaktionen von Gays mit p115 und LARG in den Fokus genommen.

6.1.5 Trunkierte p115- und LARG-Konstrukte in der Interaktion

mit Gas

Um die strukturelle Ursache fiir die Unterschiede in der Interaktion mit Gais zu
untersuchen, wurden trunkierte Konstrukte von p115 und LARG erstellt. Fiir die
Erstellung dieser Konstrukte wurde das Gibson Assembly verwendet (siehe 5.3.3),
wobei die Sequenz des trunkierten Konstruktes als Fragment ausgeschnitten und in
einen leeren Vektor gesetzt wurde (Primersequenzen fiir Klonierungen befinden sich

in 4.7).

Als Erstes wurden p115 und LARG jeweils am C-terminalen Ende gekiirzt, um den
Einfluss des C-Terminus auf die Interaktion mit Gais zu untersuchen. Dabei wurde bei
dem entstandenen pll5-Konstrukt pl115-R (enthidlt die RH-Domaine) nach
Aminosaure 245 gekiirzt und beim entstandenen LARG-Konstrukt LARG-PR (enthilt
die PDZ-Domidne und die RH-Domine) nach Aminosdure 558 gekiirzt. Beide
Konstrukte zeigten keine signifikante Anderung in der Interaktionskinetik im
Vergleich zu den fl-Konstrukten (full length= komplette Lange). Dies suggerierte, dass
die C-Termini der RH-RhoGEFs fiir die Interaktion mit Gais nicht von zentraler

Bedeutung sind (Abbildung 6.13).
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Abbildung 6.13 | C-terminal trunkierte RhoGEFs a) Mittelwert *+ SEM von
Einzelzellmessungen (siehe Abbildung 6.6) von p115 [blau, Daten aus Abbildung 6.6]
und dem C-terminal trunkierten (Aminosduren 246-912) Konstrukt p115-R [lila, n =
11, AUC = 342,9]. Das Balkendiagramm zeigt die in Abbildungen 6.5 und 6.6
beschriebene Quantifizierung der Dissoziationskinetik als AUC [unpaired t-test; ™P =
0,7734]. b) Mittelwert £ SEM von Einzelzellmessungen von LARG [schwarz, Daten aus
Abbildung 6.6] und dem C-terminal trunkierten (Aminosauren 559-1544) Konstrukt
LARG-PR [orange, n=12, AUC=464,2]. Das Balkendiagramm zeigt die in Abbildungen

6.5 und 6.6 beschriebene Quantifizierung der Dissoziationskinetik als AUC [unpaired

t-test; P = 0,5571].
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Auch eine weitere Trunkierung des N-terminalen Teils von LARG um 300
Aminosduren zu LARG-R (enthidlt die RH-Domine; Aminosduren 300-561) fiihrte

nicht zu einer signifikanten Veranderung der Bindungskinetik mit Gais (Abbildung

6.14).
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Abbildung 6.14 | N-terminal trunkierte RhoGEFs I Mittelwert # SEM von
Einzelzellmessungen von LARG [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6] und dem
zusdtzlich N-terminal trunkierten (Aminosauren 1-299) Konstrukt LARG-R [pink, n =
12, AUC = 397,3]. Das Balkendiagramm zeigt die in Abbildungen 6.5 und 6.6
beschriebene Quantifizierung der Dissoziationskinetik als AUC [unpaired t-test with

Welch s correction; "P= 0,2749].

Der nachste Schritt war die weitere Kiirzung des N-Terminus bei p115 zu p115-Rshort
(Kurzversion von pl115R; Aminosduren 34-235) und bei LARG zu LARG-Rshort

(Kurzversion von p115R; Aminosdauren 34-235).
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Abbildung 6.15 | N-terminal trunkierte RhoGEFs II a) Mittelwert + SEM von
Einzelzellmessungen (siehe Abbildung 6.6) von p115 [blau, Daten aus Abbildung 6.6]
und dem zusatzlich N-terminal trunkierten (Aminosduren 1-33) Konstrukt p115-
Rshort [pink, n = 12, AUC = 443,9]. Das Balkendiagramm zeigt die in Abbildungen 6.5
und 6.6 beschriebene Quantifizierung der Dissoziationskinetik als AUC [unpaired t-
test, **P = 0,0069]. b) Mittelwert £ SEM von Einzelzellmessungen von LARG [schwarz,
Daten aus Abbildung 6.6] und dem zusatzlich N-terminal (Aminosduren 1-359)
trunkierten Konstrukt LARG-Rshort [tirkis, n = 10, AUC = 397,3]. Das
Balkendiagramm zeigt die in Abbildungen 6.5 und 6.6 beschriebene Quantifizierung

der Dissoziationskinetik als AUC [unpaired t-test with Welch s correction, ™P = 0,0578].

Obwohl eine Tendenz zu einer schnelleren Off-Kinetik durch die N-terminale

Trunkierung zu erahnen ist, zeigte LARG-Rshort keine signifikante Anderung der Off-
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Kinetik im Vergleich zu fl-LARG. Gegensitzlich dazu fiihrte die N-terminale
Trunkierung von p115 zu einer signifikanten Verlangsamung der Offkinetik und somit
zu einer signifikant liangeren Interaktion mit Goays (p115-Rshort, Abbildung 6.15),

welche an die Ga3-LARG- und PDZ-Interaktionen erinnert.

Die Ergebnisse aus den Trunkierungsversuchen deuteten darauf hin, dass der N-
Terminus von p115-RhoGEF einen essentiellen Part in der Interaktion mit Ga,s spielt
und somit die strukturelle Ursache fiir den Unterschied darstellen konnte. Durch
einfache Trunkierung war es nicht moglich, die Interaktionszeit zwischen Ga;s und

LARG zu verkiirzen.
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6.1.6 Dissoziationskinetik initialer RH-RhoGEF-Chimare

Eine Chimare ist ein Mischprotein aus zwei oder mehreren Proteinen. Fiir diese Arbeit
wurden mehrere Chimaren erstellt, um strukturelle Einfliisse auf die Interaktion mit
Gais genauer zu untersuchen. Fiir die Erstellung von Chimeral wurden mittels Gibson-
Assembly der N-terminale Teil und die RH-Domaéne von p115-RhoGEF (Aminosduren
1-232) als Fragment in fl-LARG gesetzt, welches den entsprechenden Teil in LARG

ersetzt (Aminosduren 1-558 wurden ,entfernt).
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Abbildung 6.16 | Ga;;—Chimeral-Interaktion a) Die Strukturen von p115-RhoGEF
und LARG zum Vergleich und als Referenz fiir Chimeral b) Mittelwert # SEM der
agonistinduzierten Interaktion von Gais mit Chimeral [rot, n = 9, AUC = 296,5] im
Vergleich zur Interaktion von Ga;s mit LARG [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6; **P
=(0.006] und p115 [blau, Daten aus Abbildung 6.6; Brown-Forsythe and Welch ANOVA
test with Dunnett’s T3 multiple comparison test; ™P = 0,7017] des in Abbildung 6.6

beschriebenen Assays.
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Wie in Abbildung 6.16 zu sehen ist, verhielt sich Chimeral in der Interaktion mit Gas
wie pl15. Dabei zeigte sich zwischen den beiden AUCs und somit auch in der
Interaktionslinge mit Gays kein signifikanter Unterschied, wohingegen ein
signifikanter Unterschied der AUC zur Gais-LARG-Interaktion zu beobachten war.
Dies untermauerte die Hypothese, dass eine Struktur N-terminal der RH-Domane fiir
die unterschiedliche Interaktion von p115 zu Gaisverantwortlich ist. Der N-Terminus
in Verbindung mit der RH-Doméne von p115 reichte fiir die schnelle Off-Kinetik
(kleine AUC), wobei der C-Terminus von LARG anscheinend keinen Einfluss auf die

Interaktion mit Gashatte.

6.1.7 Einfluss der RH-Domane auf die Interaktion mit Gouis

Wie grofs der Einfluss der RH-Domine, welche die Bindedomine fiir Gouzis-
Untereinheiten darstellt, ist, wurde auch mit Hilfe trunkierter Konstrukte und
Chiméren untersucht. Dafiir wurde die Interaktion zwischen Gai;; und den RH-
Domaénen von pl115 (p115-RH-D, bestehend aus Aminosduren 44-232) und LARG
(LARG-RH-D, bestehend aus Aminosduren 370-558) gemessen, bei welchen jeweils

der komplette N- und C-terminale Teil trunkiert wurden.
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Abbildung 6.17 | Ga;;—~RhoGEF RH-Dominen-Interaktion a) Mittelwert = SEM der
Interaktion von Gais mit der RH-Doméne von pl115 [rot, n = 13, AUC = 505,8] im
Vergleich zu fl-p115 [blau, Daten aus Abbildung 6.6; unpaired t-test, ***P = 0,0004] in
dem in Abbildung 6.6 beschriebenen Assay. b) Mittelwert + SEM der Interaktion von
Gais mit der RH-Domane von LARG [griin, n = 11, AUC = 470,3] im Vergleich zu fl-
LARG [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6; unpaired t-test with Welch s correction, ™P =

0,5586] in dem in Abbildung 6.6 beschriebenen Assay.

Waihrend die Interaktion von Gais mit der RH-Doméne von LARG keinen signifikanten
Unterschied in der AUC der Off-Kinetik im Vergleich zu fl-LARG zeigte, verhielt sich
die RH-Domane von p115 wie LARG und PDZ-RhoGEF. Im Interaktionsassay zeigte
die RH-Doméne von p115 eine signifikant hohere AUC und somit langsamere Off-

Kinetik im Vergleich zu fl-p115. Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus vorherigen
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Experimenten, die einen entscheidenden Einfluss des N-terminalen Teils von p115
auf die Interaktion Gaiszeigten. Gleichzeitig zeigte sich wieder, dass weder der N-
terminale noch der C-terminale Teil von LARG eine zentrale Rolle in der Interaktion
mit Gays spielt. Wenn man die Interaktionen der RH-Doméanen mit Ga;s untereinander
vergleicht (Abbildung 6.17 a und b), zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Interaktionskinetik (unpaired t-test, ®P= 0,4797). Somit verhalten sich beide RH-

Doménen in der Interaktion mit Ga;shinsichtlich der Off-Kinetik gleich.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die RH-Domaéne in p115-RhoGEF fiir die
kiirzere Interaktion mit Ga;s von Bedeutung ist. Dafiir wurden zwei Chimaren erstellt:
fl-p115 mit der RH Doméne (Aminosduren 370-558) von LARG (=Chimera2) und fl-
LARG mit der RH-Domaéne (Aminosauren 44-232) von p115-RhoGEF (=Chimera3).

Chimera3 ] Chimera2 mp 43 303 020 760 912

144 q 232 / 985 1137
o7 SR Xl PH L2l
ns
[ ]
Abbildung 6.18 | Chimera2+3-Interaktionen Einzelzellmessungen des in

Abbildung 6.6 beschrieben FRET-Assays (ohne Traces) der Interaktion von Gays mit
Chimera2 [rot, n = 12, AUC = 273,5] im Vergleich zu wt-p115 [blau, Daten aus
Abbildung 6.6; unpaired t-test, ™P = 0,1116] und der Interaktion von Ga;s mit Chimera3
[griin, n = 10, AUC = 404,2] im Vergleich zu wt-LARG [schwarz, Daten aus Abbildung

6.6; unpaired t- test with Welch "s correction, P = 0,3828].
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Beide Chimaren zeigten dabei keinen signifikanten Unterschied in der AUC der Off-
Kinetik im Vergleich zu den entsprechenden wt-RhoGEFs. Daraus ldsst sich schliefsen,
dass die RH-Dominen keine ausschlaggebende Rolle in der Interaktion mit Gaus

haben, da sie untereinander austauschbar sind.

6.1.8 Strukturvergleich RH-RhoGEFs

Um die strukturelle Ursache fiir die schnellere Off-Kinetik und damit kiirzere
Interaktion von pl115 mit Goys im Vergleich zu den anderen RH-RhoGEFs zu
ergriinden, sollten strukturelle Elemente der RH-RhoGEFs verglichen werden. Der
Komplex einer Gaisi-Chimare mit p115-RhoGEF wurde bereits mit Hilfe von
Rontgenkristallographie aufgelost (Chen et al., 2005; Sehnal et al., 2021; PDB ID:
1SHZ). Zusatzlich wurde einige Jahre spater auch der Komplex von nativem Gays mit
p115-RhoGEF aufgelost (Hajicek et al., 2011). In diesen Komplexen zeigte sich, dass
in einem Motiv aus 12 Aminosduren, welches sich direkt N-terminal der RH-Doméane
von p115 befindet, 8 Aminosduren direkt mit der alpha-helikalen Doméne von Gays

interagieren.

23 34
p115: IIGAEDEDFENE

350 361
LARG: IIGAEDDDFGTE

290 301
PDZ: IIGPEEDYDPGY

Abbildung 6.19 | Vergleich der N-terminalen Motive, welche sich N-terminal der
RH-Doméane der RH-RhoGEFs befinden und mit diesen die rgRGS-Doméine bildet.
Aminosauren, welche direkt mit Gays interagieren, sind rot markiert, Aminosauren,

die sich vom Motiv in p115-RhoGEF unterscheiden, sind unterstrichen.
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Vergleicht man dieses Motiv in pl115 mit der entsprechenden Stelle in LARG
(Abbildung 6.19) zeigt sich, dass sich die Aminosduresequenz im bindenden Teil (rot
markiert) nur an zwei Stellen unterscheidet: die Glutaminsdure an Stelle 29 in p115
ist eine Asparaginsdure in LARG (D356) und die Glutaminsdure an Stelle 32 in p115 ist
ein unpolares Glycin in LARG (G359). Um die funktionellen Unterschiede zwischen
diesen beiden RH-RhoGEFs zu ermitteln, stellen diese beiden Aminosduren somit
geeignete Mutationsstellen dar. Besonders interessant ist hierbei die Mutation von

E32, da sich bei LARG an dieser Stelle keine saure Aminosaure befindet.
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23 34
p115: IIGAEDEDFENE

LARG: IIGAEDDDFGTE
361

Abbildung 6.20 | Interaktion der Gays;-Chimire mit p115-RhoGEF a) Ubersicht
tiber die Interaktion der Gais;-Chimare mit p115-RhoGEF. b) Vergroferte Aufnahme
der Interaktionen von E29 und E32 von p115-RhoGEF mit T127 und R128 der Gas;-
Chimare; (Chen et al., 2005; Sehnal et al., 2021; PDB ID: 1SHZ).

E29 und E32 aus p115 RhoGEF interagieren hierbei direkt mit Threonin 127 (T127)
und Arginin 128 (R128) in Gays.

Auch PDZ-RhoGEF besitzt an der Stelle analog zu E32 von pll5 keine saure
Aminosaure sondern ein Prolin (P299). Der Rest des Bindungsmotives unterscheidet

sich jedoch deutlich von p115 und LARG.
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6.1.9 Einfluss der Fluorophorplatzierung in Gous

Durch die genauere Betrachtung der Interaktion von Ga;s mit den RH-RhoGEFs stellte
sich heraus, dass T127 und R128 wichtige Interaktionsstellen fiir die Bindung der RH-
RhoGEFs darstellen. Das Gajs-Konstrukt, mit welchem bis zu diesem Zeitpunkt
gearbeitet wurde, hatte jedoch genau zwischen diesen beiden Aminosauren T127 und
R128 das Fluorophor mTurq2 inseriert. Dadurch erschien eine potentielle Storung der
Interaktion mit den RH-RhoGEFs moglich. Um dies zu untersuchen, wurde ein neues
Gaus-Konstukt erstellt, bei welchem sich das Fluorophor zwischen Aminosduren 135
und 136 befand und mit dem urspriinglichen Konstrukt verglichen. Zum Klonieren
von Gai3(135) wurde wieder Gibson Assembly verwendet, um das Fluorophor aus
Gay3(127) als Fragment herauszuklonieren und an anderer Stelle entsprechend wieder

einzusetzen.
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Abbildung 6.21 | Ga3(127) vs. Gays(135) Mittelwert + SEM der Interaktion von
Gai3(135) [pink, n = 10, AUC = 283,6] und Gai3(127) [blau, Daten aus Abbildung 6.6;
unpaired t-test, "P=0,2505] mit p115 und der Interaktion von Ga;3(135) [rot,n =9, AUC
=462,2] und Ga3(127) [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6; unpaired t-test with Welch’s
correction, ™P = (0,7092] mit LARG in dem in Abbildung 6.6 beschriebenen Einzelzell-
FRET-Assay.
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Da sich im verwendeten Interaktionsassay kein Unterschied zwischen Gas(127) und
Gai3(135) in der Interaktion mit p115 und LARG zeigte, kann davon ausgegangen
werden, dass die Insertion an dieser Stelle die Interaktion mit den RH-RhoGEFs nicht

gestort hat.
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Abbildung 6.22 | BRET Ga3(127) vs. Gays(135) Konzentrations-Wirkungs-Kurven,
der Gaus(127)-p115 Interaktion [blau, gemessen in drei Tripletts = neun wells pro
Konzentration; ECso = 1,09nM] und der Gais(135)-p115 Interaktion [pink, drei
Tripletts; ECso = 2,52 nM], mit Hilfe von BRET im Plattenleser gemessen. Hierfiir wurde
mTurg2 in den Konstrukten Gaisz(127) und Ga;3(135) fiir Nanoluciferase (NLuc)

ausgetauscht.

Die Messung voller Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Gai3(127)-p115-Interaktion
und der Gay3(135)-p115-Interaktion mit einer unabhangigen Methode (BRET) bewies
zusatzlich die funktionelle Interaktion beider Gais-Varianten mit deren Effektoren.
Trotzdem wurde fiir weitere Experimente Ga;s(135) verwendet, um eine Storung der

Interaktion durch das Fluorophor auszuschliefsen.
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6.1.10 Dissoziationskinetik der Mutante p115-E32G

Wie in 6.1.8 beschrieben stellten sowohl E29, als auch E32 von p115-RhoGEF valide
Ziele fiir Mutationen dar, um den Einfluss des N-terminalen Bindungsmotivs zu
untersuchen (Abbildung 6.19). Da die analoge Aminosaure in LARG, zur
Glutaminsadure an Position 29 (E29) in p115-RhoGEF, die ebenfalls saure Aminosaure
Asparaginsaure (D356) ist, erschien es sinnvoller, sich erst auf E32 von p115-RhoGEF
zu konzentrieren. Die analoge Aminosdure zu p115-E32 in LARG ist die kleine,
unpolare Aminosaure Glycin. Durch die stark unterschiedlichen Eigenschaften dieser
Aminosduren, entschieden wir uns dafiir, die Glutaminsdaure E32 in p115 zu Glycin zu

mutieren und somit die Mutante p115-E32G zu erstellen.
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Abbildung 6.23 | p115-E32G Dargestellt sind Mittelwert = SEM der Interaktion der
Mutante p115-E32G [rot, n = 10, AUC = 452,6] mit Ga3(135) im Vergleich zu wt-p115
[blau, n = 10, AUC = 283,6; unpaired t-test, ***P = 0,0006] in der Interaktion mit
Gai3(135) in dem in Abbildung 6.6 beschriebenen FRET-Assay. Das Balkendiagramm
zeigt zusatzlich die Gai3(127) Interaktion mit p115 [dunkles grau, Daten aus 6.6] und
der Mutante p115-E32G [helles grau, n =17, AUC = 467.6; unpaired t-test with Welch "s

correction, ***P = 0,0001].
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Die Mutante p115-E32G zeigte eine signifikant hohere AUC der Off-Kinetik, somit war
die Interaktion mit Ga;s deutlich langer als mit wt-p115. p115-E32G verhielt sich
somit in der Interaktion mit Gai; wie LARG und PDZ-RhoGEF und diese starke
Beeinflussung der Interaktion entstand durch eine einzige Punktmutation. Die
Aminosdure E32 ist somit der Schliisselfaktor in der abweichenden Interaktion von

Gays mit p115-RhoGEF im Vergleich zu den anderen RH-RhoGEFs.
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Abbildung 6.24 | Konzentrations-Wirkungs-Kurve pl115-E32G Vergleich der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gaus(135)-p115-E32G-Interaktion [rot, ECso =
0,92nM] mit der Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gais(135)-p115 Interaktion
[blau, ECso = 2,22 nM; jeweils 0,03nM, 0,3nM und 3nM, 30nM: n=9 und 0,1 nM, 1 nM
und 10nM: n = 10] mit Auswertung nach Abbildung 6.9. Signifikante Unterschiede in
der Agonistsensitivitit wurden bei Konzentrationen von 1 nM bis 30 nM gefunden
[unpaired t-test with or without Welch 's correction, abhangig vom Ergebnis des F-test
zum Vergleich der Varianzen; 1 nM: **P = 0,0019; 3 nM: **P = 0,0059; 10 nM: **P =
0,0057; 30 nM: *P = 0,0232].

Bei der Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Interaktion mit Gais(135) zeigte p115-

E32G eine Linksverschiebung im Vergleich zu wt-p115 und somit eine hohere
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Agonistsensitivitdt, wie sie auch bei der Interaktion mit LARG zu sehen war. Dies
deckt sich mit der Hypothese, dass die Agonistsensitivitit der Interaktion mit der

Interaktionskinetik in Verbindung steht.

6.1.11 Mutante Ga:3-R128A in der Interaktion mit RH-RhoGEFs

Die saure Aminosaure p115-E32 interagiert direkt tiber polare Wechselwirkungen mit
dem basischen Arginin an Position 128 (R128) in Gais (Abbildung 6.20 a+b). Da die
Mutation zu p115-E32G genau die Interaktion zwischen diesen beiden Aminosauren
unterbindet, miisste die Mutation des Interaktionspartners von pl15-E32 den
gleichen Effekt auf die Interaktion haben. Aus diesem Grund wurde die Mutante Gas-

R128A kloniert.
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Abbildung 6.25 | Ga3-R128A Die Abbildung zeigt Mittelwert = SEM des in Abbildung
6.6 beschriebenen FRET-Interaktionsassays der Mutante Gais-R128A [rot, n=11, AUC
= 416,9] in der Interaktion mit p115 im Vergleich zu wt-Ga;s [blau, Daten aus
Abbildung 6.21; **P = 0,0058]. Zusatzlich dargestellt ist die Interaktion der Mutante
Gai3-R128A mit der Mutante p115-E32G [lila, n = 12, AUC = 443,8; ordinary one-way
ANOVA with Tukey s multiple comparison test, ***P = 0,0008]. Nur im Balkendiagramm
findet sich die Interaktion der Mutante Gai3-R128A in der Interaktion mit LARG [pink,
n=12, AUC=495] im Vergleich zur Interaktion mit wt-LARG [grau, Daten aus
Abbildung 6.21; unpaired t-test, P = 0,7578].

Wie zu erwarten, verhielt sich die Mutante Gai3-R128A in der Interaktion mit wt-p115
wie die p115-E32G Mutante in der Interaktion mit wt-Gays, da bei beiden Mutanten
die gleiche polare Interaktion gestort wird. Auch bei der gleichzeitigen Verwendung
beider Mutanten zeigte die Interaktion eine langsame Off-Kinetik, somit eine lange
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Interaktionszeit, welche an die Interaktion von Gaj; mit LARG und PDZ-RhoGEF
erinnert und im Vergleich zu den Effekten der Einzelmutanten keine zusatzliche
Verlangsamung aufwies. Gleichzeitig zeigte die Mutante Ga;3-R128A in der
Interaktion mit LARG keinen Unterschied zur Interaktion mit wt-Ga;s, was den
einzigartigen Charakter der Gais-pl15-Interaktion mit der schnellen Off-Kinetik

unterstreicht, welcher allein von der Interaktion zweier Aminosauren abhangig ist.
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Abbildung 6.26 | Ga;3-R128A-PDZ Vergleich von Mittelwert + SEM der Gays-PDZ-
RhoGEF Interaktion [cyan, n = 10, relative Antwort = 0,51] mit der Ga;3-R128A-PDZ-
RhoGEF Interaktion [rot, n = 10, relative Antwort = 0,56; Welch s t-test, P = 0,6632]
in einem FRET-Assay, welcher wie in Abbildung 6.2 gemessen wurde, bei welchem

jedoch die Antwort auf 0,3 nM U-46619 relativ zu 100 nM U-46619 verglichen wurde.

Auch in der Interaktion mit PDZ-RhoGEF zeigte die Mutante Ga;s-R128A keine
signifikanten Unterschiede, was zu erwarten war, da, wie bei LARG, auch bei PDZ-

RhoGEF die notige polare Wechselwirkung nicht vorhanden ist.
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6.1.12 Gai3-LARG-Interaktion

Bis zu diesem Zeitpunkt konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen Gas
und p115 in dem Sinne einzigartig unter der RH-RhoGEFs ist, da sie als einzige eine
schnelle Off-Kinetik zeigt und somit die Interaktionszeit deutlich kiirzer ist. Als letzte
Versuchsreihe in diesem Themenabschnitt wurde versucht, diese Eigenschaft von
pl15, die von einer einzigen sauren Aminosdure (E32) in dem N-terminalen
Bindungsmotiv abhangt, auf LARG zu {ibertragen. Hierfiir wurde eine Reihe von
Mutanten und Chiméaren erzeugt, um die Interaktionseigenschaften mit Gais zu

verandern.
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Abbildung 6.27 | LARG-G359E Die Interaktion der Mutante LARG-G359E [rot, n =
14, AUC = 448,2] mit Ga;3(127) im Vergleich zu wt-LARG [schwarz, Daten aus
Abbildung 6.6; Brown-Forsythe and Welch ANOVA test; ™P = 0,9999] in dem in
Abbildung 6.6 beschriebenen FRET-Assay.

Die Aminosaure, welche sich bei LARG im N-terminalen Bindungsmotiv analog zu
p115-E32 befindet, ist Glycin in Position 359 (G359, siehe Abbildung 6.19). Die
Hoffnung war somit, durch die Mutation von G359 zu einer sauren Aminosaure (um
die polare Wechselwirkung mit Gais zu ermoglichen) die Funktionalitat zu erzeugen,
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welche bei der Ga;s-p115-Interaktion gegeben ist. Hierfiir wurde die Mutante LARG-
G359E kloniert. LARG-G359E zeigte jedoch keinen signifikanten Unterscheid in der
Interaktion zu Gas verglichen zu wt-LARG. Die Funktionalitat war somit nicht durch

die Mutation einer einzelnen Aminosaure zu erreichen.
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Abbildung 6.28 | Chimera4 Die Interaktion von Chimera4 [orange, n = 13, AUC =
514,1] mit Gai3(127) im Vergleich zu wt-LARG [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6;
Brown-Forsythe and Welch ANOVA test; ™P = 0,1680] in dem in Abbildung 6.6
beschriebenen FRET-Assay.

Der nachste Schritt war die Insertion des N-terminalen Bindungsmotives von p115
(Aminosauren 20-43) in LARG. Diese sollte die strukturelle Voraussetzung fiir eine
funktionelle Interaktion beziiglich der GAP-Aktivitit stellen. Dafiir wurde mittels
Gibson-Assembly der entsprechende Teil aus pl115 herauskloniert und in LARG
inseriert, sodass dessen Aminosauren 346-369 ersetzt wurden. Diese Chimera4 zeigte
jedoch keine signifikante Anderung der AUC der Off-Kinetik im Vergleich zu wt-
LARG. Somit reichte auch das komplette Bindungsmotiv nicht aus, um die

entsprechende Funktionalitédt zu erzeugen.
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Abbildung 6.29 | Chimera5 Die Interaktion von Chimera5 [lila, n = 10, AUC = 471,2]
mit Ga;3(127) im Vergleich zu wt-LARG [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6; Brown-
Forsythe and Welch ANOVA test; P = 0,9680] in dem in Abbildung 6.6 beschriebenen
FRET-Assay.

Bei Chimera5 wurde der gesamte N-Terminus von p115 (Aminosduren 2-43) in LARG
kloniert, wo entsprechend Aminosauren 328-369 ersetzt wurden, jedoch der restliche
N-Terminus von LARG erhalten bleib. Auch bei dieser Chiméare konnte kein
Unterschied zu wt-LARG festgestellt werden, was erwartbar war, da der N-terminale
Rest vor dem rgRGS-Motiv in vorherigen Experimenten fiir die GAP-Aktivitdt auch

nicht von Bedeutung war.
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Abbildung 6.30 | Chimeraé Die Interaktion von Chimera6 [pink, n =9, AUC = 474,9]
mit Ga;3(127) im Vergleich zu wt-LARG [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6; Brown-
Forsythe and Welch ANOVA test; P = 0,9729] in dem in Abbildung 6.6 beschriebenen
FRET-Assay.

Da sowohl LARG-G359E, als auch Chimera4+5 keine beschleunigte Off-Kinetik
zeigten, entstand die Hypothese, dass die Interaktion mit Gays durch andere
Strukturelemente in LARG behindert werden konnte. Aus diesem Grund wurde
Chimera6 kloniert, welche wie Chimera5 den N-Terminus von p115 enthielt, dieser
ersetzte aber in diesem Fall den kompletten N-Terminus von LARG (Aminoséduren 1-
369). Jedoch zeigte auch diese Chimare nicht den gewlinschten Effekt, wodurch davon
ausgegangen werden kann, dass die Interaktion mit Gays nicht durch den N-Terminus

von LARG behindert wird.
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Abbildung 6.31 | Chimera7 Die Interaktion von Chimera7 [blau, n =16, AUC = 301,1]
mit Ga;3(127) im Vergleich zu wt-LARG [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6; Brown-
Forsythe and Welch ANOVA test; ***P = 0,0009] in dem in Abbildung 6.6 beschriebenen
FRET-Assay.

Durch die Trunkierung des C-Terminus in Chimera6 entstand Chimera7. Diese
Chiméare war signifikant schneller in der Off-Kinetik im Vergleich zu wt-LARG,
verhielt sich somit wie p115-RhoGEF. Dies war nicht sonderlich iiberraschend, da
Chimera7 nur die RH-Domane von LARG enthielt und bereits in vorherigen
Experimenten (siehe 6.1.7) gezeigt wurde, dass die RH-Doméanen sowohl von p115 als
auch von LARG keinen signifikanten Einfluss auf die Interaktion mit Gais zeigten.
Somit entstand die Hypothese, dass der C-Terminus von LARG die Interaktion mit

Gaus (eventuell sterisch) behindert.
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Abbildung 6.32 | Chimera8 Die Interaktion von Chimera8 [griin, n =9, AUC = 454,9]
mit Ga;3(127) im Vergleich zu wt-LARG [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6; Brown-
Forsythe and Welch ANOVA test; ™P = 0,9998] in dem in Abbildung 6.6 beschriebenen
FRET-Assay.

Um diese Hypothese zu testen, wurde Chimera8 kloniert. Diese enthielt wie Chimera4
das N-terminale Bindungsmotiv von p115, jedoch wurde der C-Terminus trunkiert. Da
sich hier kein signifikanter Unterschied zu wt-LARG zeigte, kann davon ausgegangen
werden, dass nicht allein der C-Terminus, sondern auch der N-Terminus von LARG
die Interaktion des Bindungsmotivs mit Ga;s potentiell stort, wodurch sich die Frage
ergibt, ob diese Funktionalitdt von p115 in LARG {iiberhaupt erzeugt werden kann,

ohne das Protein komplett zu verandern.
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Abbildung 6.33 | Chimera9 Die Interaktion von Chimera9 [tiirkis, n =9, AUC = 296,5]
mit Ga;3(127) im Vergleich zu wt-LARG [schwarz, Daten aus Abbildung 6.6; Brown-

Forsythe and Welch ANOVA test; “P = 0,006] in dem in Abbildung 6.6 beschriebenen
FRET-Assay.

Chimera9 ist wie Chimera6 aufgebaut, besitzt jedoch die RH-Domédne von pll15-
RhoGEF statt der RH-Domane von LARG. Diese besaf$ eine signifikant schneller Off-
Kinetik im Vergleich zu wt-LARG. Somit ist es plausibel, dass die RH-Domaéane von
p115 die Interaktion des N-terminalen Motivs mit Ga;s begiinstigt. AbschliefSend lasst
sich sagen, dass die Gai3-LARG Interaktion nicht auf ein einzelnes Strukturelement
begrenzt werden konnte, jedoch einige Hinweise zu Einfliissen auf die
Interaktionskinetik gefunden werden konnten. Die Einordung dieser verschiedenen

Faktoren und deren Einfluss auf die Interaktionen wird entsprechend diskutiert (7.1).

6.1.13 Funktionalitat der generierten Konstrukte

Um zu testen, ob die in dieser Arbeit generierten trunkierten RH-RhoGEFs und
Chiméaren funktionell hinsichtlich ihrer GEF-Aktivitit sind, wurde ein Dual-
Luciferase-Assay-System verwendet (siehe 5.7). Dabei ist eine Luciferase immer aktiv
(unabhidngige Expression), die Expression und damit Aktivitit einer zweiten
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Luciferase ist jedoch von der Aktivierung der Gais-RhoGEF-RhoA-Signalkaskade
abhingig. In unveroffentlichten Versuchen dieser Arbeitsgruppe wurde bereits
beobachtet, dass die alleinige Transfektion eines RhoGEFs ohne Stimulation durch
einen Agonist in HEK293T-Zellen bereits zu einer deutlichen Aktivierung des
Signalweges fiihrte. Aus diesem Grund wurden Zellen, welche mit p115-RhoGEF oder
LARG transfiziert wurden, als Positivkontrolle verwendet. Zellen, welche mit einem

leeren pcDNA3-Vektor transfiziert wurden, wurden als Negativkontrolle verwendet.
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Abbildung 6.34 | Dual-Luciferase-Assay-System Zellen welche mit p115-RhoGEF
[blau, n = 10, Mittelwert: 13,1; ***P = 0,0001], LARG [grau, n = 10, Mittelwert: 13,1;
P = (0,0001], Chimeral [blau-grau, n = 12, Mittelwert: 15,6; ***P = 0,0001], oder
Chimera5 [grau-blau, n = 12, Mittelwert: 14,6; ***P = 0,0001] transfiziert wurden,
zeigten im Dual-Luciferase-Assay-System eine signifikant hohere relative Luciferase-
Aktivitat als Zellen, welche mit einem leeren pcDNA3-Vektor transfiziert wurden [rot,
n = 12, Mittelwert: 1,7], wiahrend Zellen, welche mit dem trunkierten p115-R [blau, n
=12, Mittelwert: 1,2; P =0,9974; Ordinary one-way ANOVA with multiple comparisons]

transfiziert wurden, keinen signifikanten Unterschied zeigten.|
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Zellen, welche mit dem leeren pcDNA3-Vektor transfiziert wurden, zeigten wie zu
erwarten nur eine geringe relative Luciferase-Aktivitat, da hier der Gais-RhoGEF-
RhoA-Signalweg nicht aktiviert wurde. Mit p115-RhoGEF und LARG transfizierte
Zellen hingegen zeigten als Positivkontrolle eine signifikant hohere relative
Luciferase-Aktivitdt, was auf eine starke Aktivierung des Signalweges hindeutet. Bei
der Transfektion der zwei Chimaren Chimeral und Chimera5, welche beispielhaft
getestet wurden um die Funktionalitdt der in dieser Arbeit erstellten Chimaren zu
tiberpriifen, zeigte sich auch eine signifikant erhohte relative Luciferase-Aktivitat
gegeniiber pcDNA3, was beweist, dass die getesteten Chimdren ihre GEF-Aktivitat
gegeniiber RhoA behalten haben, somit weiterhin funktionell sind und den Gas-
RhoGEF-RhoA Signalweg stark aktivieren. Zellen, welche mit p115-R transfiziert
wurden zeigten keinen signifikanten Unterschied der relativen Luciferase-Aktivitat
gegeniiber Zellen, die mit pcDNA?3 transfiziert wurden. Da das trunkierte p115-R keine
DH-Domaine (und PH-Domaéne) mehr besitzt, welche zur Bindung von RhoA und deren
Aktivierung notwendig ist, kann p115-R den Gais-RhoGEF-RhoA-Signalweg nicht

aktivieren.
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6.2 GBy-RH-RhoGEF-Interaktion

Ein weiteres (kleineres) Projekt dieser Arbeit war die Untersuchung der Interaktion
der GB/y-Untereinheiten mit den RH-RhoGEFs durch Agonistapplikation. In
Vorarbeiten der AG Blinemann hatte sich bereits gezeigt, dass in dem in Abbildung
6.6 beschriebenen FRET-Assay auch bei der Transfektion von (mit Donor-Fluorophor
markiertem) Gy statt markiertem Ga,s eine Anderung der AFsss/Figo-Ratio gemessen

werden kann.

6.2.1 Interaktionsassay und Kinetik

Die Interaktion der GB/y-Untereinheiten mit den RH-RhoGEFs wurde analog zu dem
in 6.1.1 beschriebenen Assay gemessen. Statt der Ga;s-Untereinheit wurden entweder
GB oder Gy mit dem Donor-Fluorophor mTurq2 markiert. In Messungen, welche in

friihen Phasen dieser Arbeit angefertigt wurden, zeigte sich folgendes:
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Abbildung 6.35 | GB-RhoGEF-Interaktion Mittelwert * SEM des in Abbildung 6.6
beschriebene FRET-Interaktionsassay mit markiertem G statt markiertem Gays in der

Interaktion mit p115 [blau, n = 4] und mit LARG [gelb, n = 5].
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Sowohl mit p115, als auch mit LARG zeigte markiertes GB eine Anderung des FRET-
Signals bei Agonistapplikation. Das bedeutet, dass GB und die RH-RhoGEFs durch die

Aktivierung des Rezeptors in raumliche Ndahe kommen.
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Abbildung 6.36 | Gy-RhoGEF Interaktion Mittelwert # SEM des in Abbildung 6.6
beschriebene FRET-Interaktionsassay mit markiertem Gy statt markiertem Ga;s in der

Interaktion mit p115 [rot, n = 4] und mit LARG [orange, n = 3].

Auch mit Gy zeigte sich bei der Agonistapplikation eine Anderung der A(Fsss/Faso)-
Ratio, sowohl mit p115 als auch LARG. Dies zeigt, dass auch Gy durch die Aktivierung
des Rezeptors in rdumliche Nahe zu den RH-RhoGEFs kommt. Dies ist nicht
verwunderlich, da die Untereinheiten GB und Gy eine Einheit bilden. Zusatzlich
erinnert die Off-Kinetik der Interaktion (vor allem von Gy-RhoGEF) an die
Interaktionskinetik von Gajs mit den entsprechenden RhoGEFs. Aus diesem Grund
wurde die Interaktion erneut gemessen. Da Gy hohere Amplituden in der Interaktion
mit den RH-RhoGEFs zeigte, wurde jenes verwendet. Zur Expression der G-Proteine
wurde hierbei ein Konstrukt, welches auf ,IRES“ basiert, verwendet (siehe 4.6),
welches alle drei G-Proteine enthalt. Diese werden somit stochiometrisch in gleichem

Maf$ exprimiert.
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Abbildung 6.37 | Gy(IRES)-RhoGEF-Kinetik orientiert sich an Gais-RhoGEF
Kinetik Mittelwert # SEM (FRET-Assay beschrieben in Abbildung 6.6) der Gy(IRES)-
pl15-Interaktion [lila, n = 10, AUC = 345,6] im Vergleich zur Gais-p115 Interaktion
[blau, Daten aus 6.6; unpaired t-test, P = 0,7492]. Der untere Teil der Abbildung zeigt
denselben Assay in der Interaktion von Gy(IRES) mit LARG [grau, n = 4, AUC = 558,3]
im Vergleich zu Gai; mit LARG [schwarz, Daten aus 6.6; unpaired t-test with Welch 's
correction, ™P = 0,1796]. Im Balkendiagramm ist zusatzlich die Gy(IRES) Interaktion

mit p115 und LARG verglichen [unpaired t-test, *P = 0,0121].

Wie in Abbildung 6.37 zu sehen ist, orientiert sich die Kinetik der Gy(IRES)-RhoGEF-
Interaktion stark an der Kinetik der Ga;s-RhoGEF-Interaktion. Sowohl p115 als auch
LARG zeigen keinen signifikanten Unterschied in der AUC ihrer Interaktion mit

jeweils Gais oder Gy(IRES). Eine Erklarung hierfiir konnte sein, dass sich die GBy-
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Untereinheit bei der Aktivierung von Ga;; nicht von dieser trennt und das

Heterotrimer zusammen an den entsprechenden Effektor bindet.

6.2.2 Einfluss von Ga auf FRET zwischen Gy und den RH-RhoGEFs

Um zu testen, welchen Einfluss Ga auf die Interaktion von Gy mit den RH-RhoGEF hat,
wurde die Gy-RhoGEF-Interaktion mit tiberexprimiertem Ga, statt {iberexprimiertem
Gays gemessen. Dafiir wurde der aiz-Rezeptor iiberexprimiert und mit Noradrenalin

(NA) stimuliert.
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Abbildung 6.38 | Einfluss von Ga auf Gy-RhoGEF Auf der linken Seite sind
Mittelwert + SEM der FRET-Interaktion (siehe Abbildung 6.6) von Gy mit p115 in
Anwesenheit von iberexprimiertem Go, dargestellt [schwarz, n = 8]. Als
Positivkontrolle wurde die G-Protein-Aktivierung (FRET zwischen Ga, und Gy;

beschrieben in 5.5.8) gemessen [grau, n = 5].

Bei der Interaktion von Gy mit p115 in Anwesenheit von iiberexprimiertem Gaq statt
tiberexprimiertem Gays zeigt sich keine FRET-Anderung. Um sicherzustellen, dass Gy
in diesem Assay auch wirklich in der aktiven Form vorliegt, wurde der G-Protein-

Aktivierungsassay gemessen. Durch die Applikation des Agonisten (NA) in diesem
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Assay kam es zu einer starken Anderung der A(Fsss/Faso)-Ratio, was eine Aktivierung
der Untereinheiten stark impliziert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die

Interaktion von Gy mit den RhoGEFs nur in Anwesenheit von Ga;s stattfindet.

6.2.3 Interaktionskinetik orientiert sich an Ga13:-RhoGEF

Wie bereits in 6.2.1 und Abbildung 6.37 zu sehen war, orientierte sich die
Interaktionskinetik der Gy-RH-RhoGEF-Interaktion stark an der von Gais. Wie stark
die Interaktion wirklich von Ga;s abhangt, sollte mit der Mutante Gais-R128A (siehe
6.1.11) getestet werden. Diese beeinflusst die Interaktion von Ga;s mit p115, sodass
diese signifikant langsamer wird. Ware die Interaktion der GBy-Untereinheiten mit
den RH-RhoGEFs unabhingig von Ga;s, diirfte die Interaktionskinetik nicht durch die

Gai3-R128A Mutante beeinflusst werden.
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Abbildung 6.39 | Gy-p115R, Gai3-WT/Ga;3-R128A Mittelwert = SEM der Interaktion
von Gy mit p115-R bei gleichzeitiger Uberexpression von Gais-WT [blau, n = 6, AUC =
193,3] oder der Mutante Gais-R128A [tiirkis, n = 10, AUC = 321,4; unpaired t-test, *P =

0,0219] in dem in Abbildung 6.6 beschriebenen FRET-Assay.
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Die Interaktion zwischen Gy und p115R wurde signifikant durch die Mutante Gas-
R128A verlidngert. Dies beweist, dass die Interaktion von GBy-Untereinheiten und RH-
RhoGEF abhingig von der Gais-Untereinheit ist und untermauert die Hypothese, dass
sich die Untereinheiten bei der Aktivierung nicht trennen und zusammen an RH-

RhoGEFs binden.

6.2.4 Ausschluss von agonistinduziertem bystander-FRET

Ein wichtiges Phdanomen, welches als Begriindung fiir die Anderung der A(Fsss/Faso)-
Ratio der Gy-RH-RhoGEF-Interaktion ausgeschlossen werden muss, ist das bystander-
FRET. Beim bystander-FRET kommt es dadurch, dass die Fluorophore zufillig in
raumliche Nahe geraten, zu einer Energieilibertragung zwischen diesen. Durch die
Aktivierung des RhoGEF wird dieses zur Plasmamembran rekrutiert, an welcher sich
auch die GBy-Untereinheiten befinden. Somit liegt der Verdacht nahe, dass durch die
Rekrutierung zur Plasmamembran die RH-RhoGEFs zufillig in raumliche Nahe zu Gy
kommen und dadurch FRET ermoglicht wird. Um agonistinduziertes bystander-FRET
auszuschliefSen, wurde p115-RhoGEF C-terminal mit einer sogenannten CAAX-Box
versehen. CAAX steht dabei fiir die Aminosdure Cystein, gefolgt von zwei
aliphatischen Aminosauren und einer beliebigen Aminosaure (X). Dieses Motiv wird

posttranslational prenyliert und fungiert somit als Membrananker (Gao et al., 2009).
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Abbildung 6.40 | YFP-p115-CAAX a) Konfokale Aufnahmen von HEK293T-Zellen,

welche transient mit YFP-p115 transfiziert wurden zeigen bei einer Anregung bei
535nm eine Lokalisation von YFP-p115 im Cytosol. b) YFP-p115-CAAX zeigt bei

gleichen Bedingungen eine Lokalisation an der Plasmamembran.

Durch das Anbringen der CAAX-Box konnte die Lokalisation von p115-RhoGEF im
inaktiven Zustand erfolgreich vom Cytosol zur Plasmamembran verschoben werden.
Im Gy-RH-RhoGEF-Interaktionsassay kommt es somit nicht mehr zur Translokation
von p115-RhoGEF zur Plasmamembran, sodass ein agonistinduziertes bystander-
FRET ausgeschlossen werden kann, sofern eine agonistinduzierte FRET-Anderung

eintritt.
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Abbildung 6.41 | Gy-p115(-CAAX) Mittelwert = SEM der FRET-Messungen (siehe

Abbildung 6.6) der Interaktion von Gy mit p115(-CAAX) [schwarz, n = 6, AUC = 336.1]
im Vergleich zu wt-p115 [lila, Daten aus Abbildung 6.35; unpaired t-test; P = 0,8890].

Gy-p115(-CAAX) zeigte eine stabile FRET-Anderung bei Agonistgabe und eine mit wt-
p115 vergleichbare Amplitude. Die Off-Kinetik deckte sich zudem mit wt-p115. Durch
diese Ergebnisse kann ausgeschlossen werden, dass die Anderung der A(Fsss/Fiso)-
Ratio bei der Gy-pll5-Interaktion nur durch die Rekrutierung von pll5 zur
Plasmamembran entsteht. Somit kann ein agonistinduziertes bystander-FRET

ausgeschlossen werden.

6.2.5 Trennung der Ga13/GBy -Untereinheiten

Als letzte Versuchsreihe dieses zweiten Projekts wurde die G-Protein Aktivierung in
mit p115-RhoGEF iiberexprimierten Zellen in Anwesenheit und in Abwesenheit von
GRK2 (G-Proteingekoppelter Rezeptor-Kinase) gemessen. Da die Hypothese darin
besteht, dass sich Ga;sund GBy—Untereinheiten bei der Aktivierung nicht trennen und
zusammen an pl15-RhoGEF binden, wurde versucht, durch die zusatzliche

Uberexpression der Gpy-bindenden GRK2 die GPy-Untereinheit zu sequestrieren
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(Jiang et al., 2010). Dies setzt voraus, dass die GRK2 durch die Bindung der GBy-
Untereinheit in der Lage ist, diese von Gays zu trennen. In einem solchen Fall wiirde
man eine hohere Amplitude des FRET-Signals erwarten, da im Fall einer Trennung

aller Untereinheiten die maximale Abnahme des FRET-Signals erreicht wiirde.
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Abbildung 6.42 | Ga;3-Gy, p115+-GRK Mittelwert # SEM und Vergleich der
Amplituden der G-Protein-Aktivierung (Ga;3-Gy) in  Anwesenheit von
liberexprimiertem p115, jedoch in Abwesenheit von iiberexprimierter GRK2 [schwarz,
n = 5, Durchschnittsamplitude = -0,07552] und bei zusitzlicher GRK2 Uberexpression
[pink, n = 4, Durchschnittsamplitude = -0,09648; unpaired t-test, P = 0,259] des in
5.5.8 und Abbildung 6.2 beschriebenen FRET-Assays ohne Normalisierung.

Da durch die Uberexpression der GRK2 keine signifikant hohere Amplitude zu sehen
war, konnte man daraus schliefSen, dass die GRK2 nicht in der Lage ist die
Untereinheiten zu trennen. Somit war dieser Assay nicht zur Untersuchung der

Trennung der Untereinheiten bei der Aktivierung geeignet.

Zusammenfassend sprechen die Experimente dafiir, dass sich Ga;s und GBy bei der
Aktivierung von Ga;s; nicht trennen und zusammen an die RH-RhoGEFs, den

Effektoren von Gais, binden. Die funktionellen Konsequenzen sind jedoch unklar.
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Kapitel 7: Diskussion

7.1 Gai:-RH-RhoGEF-Interaktion

Um funktionelle Unterscheide in der Familie der RH-RhoGEFs zu untersuchen, wurde
die Interaktion von Gays mit p115-RhoGEF, LARG und PDZ-RhoGEF gemessen, wobei
eine spezifische Interaktion von Ga;s mit allen drei RH-RhoGEFs gezeigt werden
konnte (Abbildung 6.6). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass auch Ga;; mit allen
drei RH-RhoGEFs im beschriebenen FRET-Assay interagiert (Abbildung 6.7). Es sollte
jedoch beachtet werden, dass eine Bindung der RH-RhoGEFs durch Gai; (oder auch
Gaus) nicht mit der Aktivierung des entsprechenden RhoGEFs gleichzusetzen ist. Eine
Stimulation der GEF-Aktivitdt durch Ga;; wurde bisher nur fiir LARG nachgewiesen
(Siehler, 2009). Des Weiteren konnte die Spezifitdt und Funktionalitidt (im Sinne einer
funktionalen Interaktion) des verwendeten Assays bewiesen werden. Einerseits
dadurch, dass eine Agonistapplikation zu einem erhohten (YFP)?/CFP-Signal an der
Zellmembran fiihrte und somit zu einer funktionellen Translokation von YFP-p115-
RhoGEF zur Plasmamembran (Abbildung 6.3). Anderseits fiihrte die Co-Expression
von Ga-Untereinheiten, welche nicht zur Gaiyis-Familie gehorten, zu keiner
Veranderung der A(Fsss/Faso)-Ratio bei Agonistapplikation (Abbildung 6.4). In
vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde bereits entdeckt, dass
LARG eine ungewohnlich lange Interaktionszeit mit Gais besitzt, welche mit einer
sehr hohen Agonistsensitivitat einhergeht (Bodmann et al., 2017) und das, obwohl
neben p115-RhoGEF auch fiir LARG eine in vitro GAP (GTPase-aktivierendes Protein)-
Aktivitat nachgewiesen wurde (Suzuki et al., 2009). Eine Aktivierung der intrinsischen
GTPase-Funktion von Gais wiirde jedoch durch eine schnellere Hydrolyse des
gebundenen GTP zu GDP zu einer schnelleren Deaktivierung fiihren und somit zu
einer verkiirzten Interaktionszeit mit LARG, welche in den in dieser Arbeit

durchgefiihrten in vivo Versuchen nicht beobachtet werden konnte, wodurch eine
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Diskrepanz zwischen in vitro und den neuen in vivo Daten entsteht. Dahingehend ist
die GAP-Aktivitit der RH-RhoGEFs der bestimmende Faktor hinsichtlich der
Interaktionslinge zwischen den beiden Proteinen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass der Gais-PDZ-RhoGEF-Komplex dhnliche in vivo-Dissoziationskinetiken
aufweist wie der Gais-LARG-Komplex, die Interaktion zwischen Gais und pl15-
RhoGEF jedoch deutlich kiirzer war. Gleichzeitig zeigte die Konzentrations-Wirkungs-
Kurve der Gois-LARG-Interaktion eine Linksverschiebung verglichen mit der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Ga;s-p115-RhoGEF-Interaktion, was sich in eine
hohere Agonistsensitivitat iibersetzen lasst (Abbildung 6.9). Kontrir dazu zeigte die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gai3-PDZ-RhoGEF-Interaktion keine

Linksverschiebung (Abbildung 6.10; Erklarungsansitze spater in diesem Kapitel).

Durch das Klonieren mehrerer Chimaren und trunkierter Konstrukte von p115-
RhoGEF und LARG war es moglich, die strukturelle Ursache fiir diese schnellere
Dissoziationskinetik von Gaus-pl115-RhoGEF auf ein Bindemotiv in pl15 zu
reduzieren. Dabei hatten sowohl die Trunkierung C-terminal der RH-Doméane von
p115-RhoGEF (nach Aminosaure 245; p115-R) als auch von LARG (nach Aminosaure
558; LARG-PR; Abbildung 6.13) keinen Effekt auf die AUC der Off-Kinetik. Erst die N-
terminale Trunkierung von p115-RhoGEF (Aminosauren 1-33; p115-Rshort) fiihrte zu
einer signifikant langsameren Dissoziation von Gais, wobei die Kinetik an die der Gas-
LARG- und Gais-PDZ-RhoGEF-Interaktionen erinnerte. Kiirzungen N-terminal der
RH-Domine von LARG (LARG-R und LARG-Rshort) hatten jedoch keinen Effekt auf
die Interaktionskinetik mit Gas, was bereits auf ein, in der Gruppe der RH-RhoGEFs,
einzigartiges Strukturelement im N-terminalen Teil von p115-RhoGEF hinwies
(Abbildungen 6.13-6.15). Chimeral, welche die RH-Domédne und den potentiell
interaktionsbestimmenden N-terminalen Teil von p115-RhoGEF (Aminosduren 1-
232), sowie den C-Terminus von LARG enthielt (Aminosauren 559-1544), zeigte
ebenfalls eine schnelle Dissoziationskinetik von Gais (Abbildung 6.16). Um, einen
signifikanten Einfluss der RH-Doméne selbst an der Interaktion mit Ga,s ausschiefSen

zu konnen, wurde dessen Interaktion gemessen. Dabei zeigte die RH-Doméine von
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p115-RhoGEF, welche das N-terminale Motiv von p115-RhoGEF somit nicht enthielt,
eine deutlich signifikant erhohte Interaktionszeit mit Ga;s im Vergleich zu wt-p115-
RhoGEF, wihrend die Interaktion der RH-Domidne von LARG mit Ga;s keinen
signifikanten Unterschied zur Interaktion von wt-LARG aufwies (Abbildung 6.17).
Dies untermauerte erneut die Wichtigkeit des N-terminalen Teils von p115-RhoGEF
fiir die Interaktion mit Ga;s. Gleichzeitig konnte durch den Tausch der RH-Dominen
in p115-RhoGEF und LARG (Chimera2: p115 mit inserierter RH-Doméne von LARG;
Chimera3: LARG mit inserierter RH-Doméane von p115; Abbildung 6.18) bewiesen
werden, dass diese keinen entscheidenden Einfluss auf die Interaktion mit Ga;s haben,
da sich beide Chimaren entsprechend ihrer wt-Proteine verhielten. In diesem N-
terminalen Abschnitt von pl115-RhoGEF befindet sich die rgRGS-Bindedomine
(rgRGS= RhoGEF-Fragment, welches sowohl das N-terminale GAP-Motiv als auch die
RH-Domédne besitzt), welche bereits in einer entsprechenden RoOntgen-
Kristallstruktur mit einer Chimére aus Ga;s und Ga; (Chen et al., 2005) und nativem
Gaus (Hajicek et al., 2011) aufgelost wurde. In dieser ist eine wichtige Interaktion des

rgRGS-Motivs mit der a-helikalen Doméne des G-Proteins zu beobachten.

Beim Vergleich des entsprechenden rgRGS-Bindemotives in p115-RhoGEF mit dem
von LARG (Abbildung 6.19) wurden zwei Unterschiede in der Aminosauresequenz
klar. LARG besitzt die saure Aminosdure Asparaginsdure (D356) statt der sauren
Aminosdure Glutaminsdure (p115 E29) und das unpolare Glycin (G359) statt der
sauren Glutaminsdure (E32). Sowohl E29 als auch E32 in p115-RhoGEF bilden in der
Kristallstruktur wichtige polare Interaktionen mit T127 und R128 in der a-helikalen
Domine von Gays (Abbildung 6.20). Obwohl sich das Bindemotiv in PDZ-RhoGEF
(Abbildung 6.19) deutlich von dem der anderen RH-RhoGEFs unterscheidet, findet
man auch hier an entsprechender Stelle (P299) keine saure Aminosaure. Die polare
Interaktion zwischen E29 und E32 aus p115-RhoGEF und T127 und R128 aus Gaus
erwies sich jedoch als potentiell problematisch fiir den in dieser Arbeit gemessenen
Assay, da das Fluorophor in Gays genau zwischen den Aminosauren 127 und 128

inseriert wurde (Gai3(127)). Obwohl die von GFP abstammenden Fluorophore (somit
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auch mTurqg2) eine Schleife bilden und der N- und C-Terminus des Fluorophors somit
nah aneinander liegen, ware es potentiell moglich, dass die Interaktion mit den RH-
RhoGEFs durch die Inserierung an dieser Stelle gestort werden konnte. Um dies
auszuschliefSen, wurden zwei unabhidngige Methoden verwendet, um Gay3(127) mit
einem neu klonierten Gais zu vergleichen, in welchem das Fluorophor mTurqg2 nach
Aminosaure 135 inseriert wurde und somit davon ausgegangen werden kann, dass die
polare Interaktion durch das Fluorophor nicht gestort wird. Einerseits wurde die
etablierte FRET-Einzelzellmessung verwendet, um Ga;3(127) und Ga;s(135) in der
Interaktion sowohl mit pl115-RhoGEF als auch LARG zu vergleichen. Die
Untersuchungen ergaben keine signifikanten Unterschiede fiir die Interaktion mit
beiden RhoGEFs (Abbildung 6.21), was bewies, dass die Interaktion nicht durch die
Inserierung des Fluorophors zwischen den Aminosauren 127 und 128 gestort wurde.
Als zweite Methode wurde ein BRET-Assay verwendet, bei welchem im 96-well
Platten-Format im Plattenleser eine Verdiinnungsreihe der Agonistkonzentration
gegen eine Agonistkonzentration gemessen wurde, welche einen Maximaleffekt
erwirkte. Dadurch konnten fiir beide Gais-Konstrukte Konzentrations-Wirkungs-
Kurven mit p115-RhoGEF ermittelt werden, welche dhnliche ECso-Werte aufwiesen
(Abbildung 6.22). Somit bestdtigte auch dieser Assay die Funktionalitat beider
Konstrukte in ihrer Fahigkeit, RH-RhoGEFs zu binden.

Die Mutation der sauren Aminosaure E32 in p115-RhoGEF zur unpolaren Aminosaure
Glycin fiihrte zur wichtigsten Entdeckung dieser Arbeit. Die Interaktionszeit der p115-
E32G Mutante mit Gais erhohte sich signifikant auf ein Niveau, welches zuvor fiir die
Interaktionen von Gais-LARG und Gous-PDZ-RhoGEF beobachtet worden war
(Abbildung 6.23). E32 in p115-RhoGEF bildet in der Rontgen-Kristallstruktur (Chen et
al., 2005) eine polare Interaktion mit Arginin 128 (R128) in der a-helikalen Doméne
von Gays aus. Die bei p115-RhoGEF beobachtet GAP-Aktivitiat gegeniiber Ga;s, welche
bei den anderen Vertretern der RH-RhoGEFs in vivo nicht vorhanden zu sein scheint,
hangt somit mafSgeblich von einer einzigen polaren Interaktion ab, welche durch die

Punktmutation in der Mutante p115-E32G unterbunden werden konnte. Passend dazu
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zeigte p115-E32G ebenfalls eine hohere Agonistsensitivitat gegeniiber wt-p115-
RhoGEF (Abbildung 6.24). Das Verhindern dieser polaren Interaktion auf der Seite von
Gaus durch die Mutation von Arginin 128 zur unpolaren Aminosaure Alanin (Mutante
Gai3-R128A) fiihrte ebenfalls zu einer signifikant langsameren Dissoziation von wt-
p115. Wie zu erwarten zeigte die Mutante Gai3-R128A aber keinen Unterschied in der
Interaktion mit LARG im Vergleich zu wt-Ga;s (Abbildung 6.25). Dies bestatigte
erneut, dass die polare Interaktion, welche GAP-Aktivitdt ermoglicht, nur in p115-
RhoGEF vorhanden ist und nicht in LARG. Die Mutante Ga;s-R128A, welche die polare
Interaktion entsprechend unterbindet, hatte keinen Einfluss auf die Interaktion mit
LARG. Kein zusatzlicher Effekt wurde bei der gleichzeitigen Verwendung beider
Mutanten (p115-E32G und Ga;s-R128A) beobachtet (Abbildung 6.25).

Das Phianomen, dass eine zusatzliche Interaktion zwischen zwei Proteinen deren
Dissoziation voneinander beschleunigt ist selten. Fiir die rgRGS-Domine wurde
bereits zuvor beschrieben, dass sie zur GAP-Aktivitat der RH-RhoGEFs beitragt (Chen
et al., 2001, 2003, 2005). Fiir p115-RhoGEF und LARG wurde in vitro GAP-Aktivitat
nachgewiesen (Suzuki et al., 2009), jedoch nicht fiir PDZ-RhoGEF. Allerdings war es
moglich eine weniger potente in vitro GAP-Aktivitat auf PDZ-RhoGEF zu iibertragen,
indem das EDEDF-Motiv aus p115-RhoGEF (siehe Abbildung 6.19), welches sich eine
Aminosaure neben E32 befindet, in PDZ-RhoGEF kloniert wurde (Chen et al., 2008).
Da E32 aus p115 nicht in PDZ-RhoGEF inseriert wurde, die entsprechende Chimére
aber trotzdem GAP-Aktivitat zeigte, scheint E32 nicht kritisch fiir die in vitro GAP-
Aktivitat der RH-RhoGEFs zu sein. Die Daten aus dieser Arbeit demonstrierten jedoch
deutlich, dass E32 in p115 entscheidend fiir in vivo GAP-Aktivitat ist. Das rgRGS-
Bindemotiv wurde auch in LARG mit einer erhohten in vitro GAP-Aktivitit in
Verbindung gebracht (Suzuki et al., 2009). Die Experimente dieser Arbeit stiitzen
dieses Konzept in vivo nicht, da weder LARG, noch PDZ-RhoGEF die Deaktivierung
von Gays in intakten, lebenden Zellen beschleunigten. Die Dissoziation dieser beiden
RH-RhoGEFs von Ga;s nach dem Entzug von Agonist war langsam und keinesfalls

schneller als die Entstehung der Gais-GBy Bindung in Abwesenheit von co-
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exprimierten RH-RhoGEFs (Abbildung 6.6, Bodmann et al., 2017). Zusatzlich zeigten
die RH-Doméanen von p115-RhoGEF und LARG (ohne das entsprechende N-terminale
Motiv, welches fiir die Gais GAP-Aktivitdt unabdingbar ist) nach Agonistentzug in der
Interaktion mit Gais Dissoziationskinetiken, welche mit denen von full length LARG
und PDZ-RhoGEF vergleichbar sind, aber in jedem Fall signifikant langsamer als die
Dissoziationskinetik von Gais-p115 (Abbildungen 6.17).

In der Interaktion der Ga;s-R128 A-Mutante (welche wie bereits beschrieben die polare
Interaktion von Gajs R128 mit p115 E32 unterbindet, die entscheidend fiir die GAP-
Aktivitat von p115-RhoGEF ist) mit LARG und PDZ-RhoGEF konnte kein Unterschied
zur Interaktion mit wt-Gays festgestellt werden (Abbildungen 6.25 und 6.26). Diese
Ergebnisse suggerierten erneut, dass in intakten Zellen beide dieser RH-RhoGEFs zu
keinem detektierbaren Grad an GAP-Aktivitat gegeniiber Gais flihrten, obwohl in vitro
GAP-Aktivitat von LARG bereits beschrieben wurde (Suzuki et al., 2009). Bisher ist die
Ursache fiir diesen Unterschied zwischen in vitro und in vivo Daten nicht bekannt. In
dieser Arbeit ist es nicht gelungen, die genaue Ursache fiir die langsame in vivo
Dissoziationskinetik der Ga,3-LARG-Interaktion zu finden. Des Weiteren war es nicht
moglich, die funktionelle GAP-Aktivitat von p115-RhoGEF zu tibertragen, ohne grofse
Teile des Proteins auszutauschen. Das Einfiihren einer Punktmutation der unpolaren
Aminosaure Glycin (G359) im rgRGS-Bindemotiv von LARG zur sauren Aminosaure
Glutaminsaure, welche die polare Wechselwirkung mit Ga;s R128 und somit GAP-
Aktivitat ermoglichen sollte, fiihrte zur Mutante LARG-G359E. Interessanterweise
ergab sich durch die Mutation kein signifikanter Unterschied gegeniiber wt-LARG in
der Gays-Dissoziationskinetik (Abbildung 6.27). Die GAP-Aktivitdat konnte somit nicht
durch das Austauschen einer einzelnen Aminosaure libertragen werden. Weder durch
die Insertion des N-terminalen Bindemotives von p115 (Chimera4, Abbildung 6.28;
Aminosauren 20-43 von p115 statt LARG 346-369), der Insertion des kompletten N-
Terminus von p115 mit anhdngendem N-Terminus von LARG (Chimera5, Abbildung
6.29; Aminosduren 2-43 von pl115 statt LARG 328-369), noch die Insertion des

kompletten N-Terminus von pll5 ohne anhdngendem N-Terminus von LARG
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(Chimera6, Abbildung 6.30; Aminosauren 1-43 von p115 statt LARG 1-369) konnte die
Funktionalitat erzeugen, welche fiir eine GAP-Aktivitdt gegeniiber LARG von Noten
ware. Ein Konstrukt, welches wie Chimera6 aufgebaut war, aber zusatzlich die RH-
Domidne von pl15-RhoGEF statt LARG enthilt, zeigte jedoch eine schnelle
Dissoziationskinetik von Ga;; (Chimeral, Abbildung 6.16). Diese Ergebnisse sprechen
dafiir, dass das komplette rgRGS-Motiv von p115 fiir die GAP-Aktivitdt benotigt wird
(N-terminaler Teil und RH-Domaine). Auf der anderen Seite zeigte Chimera7
(Abbildung 6.31), welche wie Chimera6 aufgebaut ist, jedoch einen trunkierten C-
Terminus besitzt (nach Aminosdure 561), eine schnelle Dissoziationskinetik und das,
obwohl Chimera7 die RH-Doméane von LARG enthalt. Zuséatzlich zeigte Chimera9
(Abbildung 6.33), welche das komplette rgRGS-Motiv von p115-RhoGEF enthalt
(Aminosduren 1-232) und zusatzlich den C-Terminus von LARG (Aminosaduren 559-
1544), eine signifikant schnellere Dissoziationskinetik von Gas gegeniiber wt-LARG.
Aus diesem Grund wurde spekuliert, dass der C-Terminus von LARG ein (sterisches)
Hindernis darstellen konnte. Jedoch resultierten die Messungen von Chimera8
(Abbildung 6.32), eine Chimera4, bei der der C-Terminus trunkiert wurde
(Aminosauren 559-1544 von LARG wurden entfernt), in einer deutlich langsameren
Gaus-Dissoziationskinetik. Diese Ergebnisse suggerieren einerseits, dass der C-
Terminus von LARG die Formation funktioneller GAP-Aktivitit behindern kann
andererseits scheint es fiir die GAP-Aktivitat von Vorteil zu sein, wenn das komplette
rgRGS-Motiv vorhanden ist. Jedoch ist dabei die GAP-Aktivitat allein durch das
Vorhandensein der RH-Domine von LARG nicht auszuschliefSen. Wichtig zu
erwahnen ist, dass die Interaktion der Mutante Gais-R128A mit allen drei RH-
RhoGEFs die gleiche, langsame Dissoziationskinetik zeigte (Abbildungen 6.25 und
6.26), was bekraftigt, dass die polare Interaktion mit Gais R128 entscheidend fiir die
beobachteten Unterschiede der Interaktionskinetiken der RH-RhoGEFs ist. Ob und
warum diese polare Interaktion mit den vielen Chimiren, beziehungsweise der
Punktmutante LARG-G359E, nicht ausgebildet werden konnte, konnte nicht

abschliefSend geklart werden.
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Obwohl die LARG-G359E Mutante und die Chiméaren aus LARG und p115-RhoGEF
nicht dazu in der Lage waren GAP-Aktivitdt auf Gois auszuiiben, sind sie dennoch
funktionell hinsichtlich ihrer GEF-Aktivitat und somit hinsichtlich ihrer Fahigkeit
RhoA und andere kleine GTPasen der Rho-Familie zu aktivieren. Um die
Funktionalitat verschiedener Konstrukte zu testen, wurde ein Assay verwendet,
welcher die SRF Expression misst (SRF Reporter Assay). Bei diesem Dual-Luciferase
Assay ist die Expression einer ersten Luciferase von der SRF-Expression abhdngig und
konnte durch die konstitutive Expression einer zweiten Luciferase normalisiert
werden. Dabei zeigten Zellen, welche mit YFP-p115 oder mit YFP-LARG transfiziert
wurden eine signifikante SRF-Expression, also eine Aktivierung des Gais-RhoGEF-
RhoA Signalweges und somit eine Funktionalitat ihrer GEF-Funktion gegeniiber
RhoA. Auch zwei beispielhaft ausgewdhlte Chimiren aus p115-RhoGEF und LARG
(Chimeral, Abbildung 6.16 und Chimera5, Abbildung 6.29) zeigten eine signifikant
hohere relative Luciferase-Aktivitat gegeniiber der Negativkontrolle pcDNA3 und
somit GEF-Aktivitat gegeniiber RhoA. Diese Erkenntnisse lassen darauf schliefSen,
dass alle in dieser Arbeit generierten Chimiren, welche einen intakten C-Terminus
besitzen (inklusive DH- und PH-Domaéne) funktionell hinsichtlich ihrer GEF-Aktivitat
gegeniiber RhoA sind. Das Austauschen einzelner Aminosduren oder Abschnitte
innerhalb des N-terminalen Bereichs oder der RH-Doméne stort diese Funktionalitdt
nicht, sodass auch eine Chimare aus dem N-terminalen Teil inklusive der RH-Domaéane
von pl115-RhoGEF und dem C-Terminus von LARG (Chimeral, Abbildung 6.16)
signifikante GEF-Aktivitit zeigte. Im Gegensatz dazu zeigte p115-R, eine trunkierte
Variante von p115-RhoGEF (Abbildung 6.13), welche keine DH/PH-Doméne mehr
besitzt, keine signifikante relative Luciferase-Aktivitat, wodurch sich ergibt, dass fiir
GEF-Aktivitat gegeniiber RhoA mindestens die DH/PH-Doméanen vorhanden sein
miissen. Dies ist nicht verwunderlich, da die DH-Domine die Bindedomine fiir
Effektoren darstellt und die PH-Domine oft fiir dessen Aktivierung benotigt wird

(Abbildung 6.34).
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Die Konsequenz einer funktionalen Interaktion der rgRGS-Domaéane von p115 mit Gas
sind nicht nur schnellere Dissoziationskinetiken, sondern auch eine signifikant
reduzierte Agonistsensitivitit. Dies zeigte sich in einer Linksverschiebung der
Konzentrations-Wirkungs-kurve der Interaktion von Gais mit der Mutante p115-E32G
(Abbildung 6.24), welche diese funktionale Interaktion entsprechend verhinderte, im
Vergleich zur Interaktion von Gays mit wt-p115. Nicht nur die Dissoziationskinetik in
der Interaktion mit Gays von p115-E32G war dhnlich zu der von LARG, sondern auch
deren Agonistsensitivitit, wodurch eine kausale Verbindung zwischen
Interaktionskinetik und Agonistsensitivitit entsteht. Verglichen mit LARG war die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve von PDZ-RhoGEF mit Gais rechtsverschoben,
obwohl beide RH-RhoGEFs eine dhnliche Dissoziationskinetik zeigten (Abbildungen
6.9, 6.10 und 6.11). Die On-Kinetik (die Kinetik der Bildung des Protein-Komplexes)
zwischen Gais und PDZ-RhoGEF war jedoch signifikant langsamer als bei den anderen
RH-RhoGEFs (Abbildung 6.11). Dies fiihrte zur Hypothese, dass die
Komplexformation zwischen Gais und PDZ-RhoGEF entsprechend langsamer ist und
somit eine geringere Agonistsensitivitiat im steady state im Vergleich zu LARG besteht.
Die anscheinend geringere Steigung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Gais
und PDZ-RhoGEF (Abbildung 6.10) sollte nicht tiberinterpretiert werden, da die
erhaltenen Amplituden der Ga;3-PDZ-RhoGEF Interaktion deutlich kleiner waren als
bei den anderen RH-RhoGEFs (Abbildung 6.12). Das somit reduzierte Signal-Rausch-

Verhiltnis kann zu grofSeren potentiellen Fehler fiihren.
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7.2 GBy-RH-RhoGEF-Interaktion

Ein weiteres Projekt war die Untersuchung der GBy-RH-RhoGEF-Interaktion. Aus der
Literatur ist bereits bekannt, dass es RhoGEFs gibt, welche {iber GBy aktiviert werden
konnen, auch wenn diese wenig untersucht sind (siehe 3.2.1). Beispiele hierfiir ist die
P-Rex-Unterfamilie, p114-RhoGEF, Clg und Tim/Arhgef (Aittaleb et al., 2010). Ob RH-
RhoGEFs mit GBy-Untereinheiten interagieren, oder sogar von diesen aktiviert werden
konnen, wurde bisher noch nicht untersucht und war somit ein weiterer Bestandteil

dieser Arbeit.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl mit dem Donor-
Fluorophor mTurq2 markierte G- als auch Gy-Untereinheiten eine Anderung des
A(Fs3s/Faso)-Ratios in der Interaktion mit p115-RhoGEF und LARG aufweisen. Das
Akzeptor-Fluorophor YFP war, wie bei den Ga;s-RH-RhoGEF Experimenten auch, N-
terminal an das entsprechende RhoGEF angehingt. Durch diesen Assay konnte
gezeigt werden, dass GB- und Gy-Untereinheiten durch die Aktivierung des
tiberexprimierten Thromboxan-Rezeptors (TPa) in rdumliche Ndhe zu p115-RhoGEF
und LARG kamen (Abbildung 6.35 und 6.36). In anschliefSenden Experimenten galt es
herauszufinden, wie diese Anderung der A(Fsss/Fus0)-Ratio zu Stande kommt. Folgende
Fragen waren somit: Binden GRy-Untereinheiten bei deren Aktivierung an RH-
RhoGEFs, oder sehen wir hier nur eine zufillige FRET-Anderung (bystander-FRET)?
Ist diese Bindung abhingig von der Aktivierung von Ga;s, oder ist sie auch durch die
Aktivierung anderer Ga-Untereinheiten moglich? Geschieht diese Bindung

unabhéngig von der Bindung von Ga;s an die RH-RhoGEFs?

Einen ersten Hinweis auf die Beantwortung dieser Fragen fand sich durch den
Vergleich der Off-Kinetiken. Beim Vergleich der AUC der Off-Kinetik (somit der Lange
der Interaktion) von Gy (exprimiert im IRES-Vektor, was vorteilhaft fiir die
Stochiometrie ist) mit pl115-RhoGEF zeigte sich, dass diese nicht signifikant
unterschiedlich zur Off-Kinetik der Gais-Interaktion mit p115 ist. Beide Interaktionen

zeigten somit die gleiche Kinetik (Abbildung 6.37). Obwohl dieser Effekt bei der
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Interaktion mit LARG weniger stark ausgepragt war, konnte auch hier kein
Unterschied zur Interaktion von Gays mit LARG ermittelt werden. Hinzu kommt, dass
die Dissoziationskinetiken der Gy-pl115 und Gy-LARG Interaktionen signifikant
unterschiedlich sind, wie es auch bei Ga;s der Fall ist (Abbildung 6.37). Die Ergebnisse
dieses Assays untermauern die Annahme, dass die Interaktion von GBy mit den RH-
RhoGEFs abhidngig von Gais ist. Am wahrscheinlichsten ist es hierbei, dass das
gesamte Heterotrimer bei der Aktivierung zusammen an das RH-RhoGEF bindet und
sich die Untereinheiten bei der Aktivierung nicht trennen, wie dies normalerweise bei
der Aktivierung von G-Proteinen der Fall wire. Jedoch wurde bereits gezeigt, dass sich

Gausz und GBy nicht immer trennen (Blinemann et al., 2003; Bodmann et al., 2017).

Ob die Gy-RH-RhoGEFs Interaktion wirklich abhangig von Ga;s ist, wurde in einem
weiteren Experiment ergriindet. Bei diesem wurde wie im Standard-FRET-Assay Gy-
mTurq2 und YFP-pl15 exprimiert, jedoch wurden der TPa-Rezeptor und Gais
ausgetauscht fiir den aiz-Rezeptor und Ga,. Die Aktivierung des ais-Rezeptors durch
Noradrenalin fiihrt zur Aktivierung von Go,und somit auch zur Aktivierung der GBy-
Untereinheiten. Dass dies wirklich der Fall ist, wurde mit einem G-Protein-
Aktivierungsassay bestatigt (Abbildung 6.38, grau). Die Aktivierung von GBy-
Untereinheiten iiber diesen Signalweg (Gaq-Aktivierung) fiihrte jedoch nicht zu einer
Anderung der A(Fsss/Fiso)-Ratio (Abbildung 6.38 schwarz). Folglich kamen Gpy-
Untereinheiten nicht in rdumliche Nahe mit RH-RhoGEFs, wodurch eine GBy-RH-
RhoGEFs-Interaktion ausgeschlossen werden kann. Diese Resultate bestitigten die
Hypothese, dass die GB/y-RH-RhoGEFs-Interaktion von der Aktivierung von Gais-

Untereinheiten abhingig ist.

In welchem MafSe die AUC der Off-Kinetik der Gy-RH-RhoGEFs-Interaktion von der
Gai3-RH-RhoGEFs-Interaktion abhangig ist, sollte mit der Mutante Ga3-R128A (siehe
6.1.11) getestet werden. Diese beeinflusst die Interaktion von Gays mit p115, sodass
deren Off-Kinetik signifikant langsamer wird. Der Einsatz dieser Mutante fiihrte auch
im Gy-p115R-Assay zu einer signifikanten Verlangsamung der Off-Kinetik und somit

zu einer langeren Interaktionszeit (Abbildung 6.39). Dies beweist, dass die Kinetik der
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GBy-Interaktion mit den RH-RhoGEFs vollstindig von der Gais-RH-RhoGEF-
Interaktion abhingig ist. Somit ist es mehr als plausibel, dass sich die Untereinheiten
bei der Aktivierung von Gais nicht trennen und zusammen an die RH-RhoGEFs

binden.

Es konnte auch bewiesen werden, dass die FRET-Anderung von Gy-p115 nicht dadurch
entstanden ist, dass p115-RhoGEF zur Zellmembran rekrutiert wird und somit zufallig
in raumliche Ndhe von Gy kommt (bystander-FRET). Durch das Versehen von p115-
RhoGEF mit einer CAAX-Box konnte pl115 auch im inaktiven Zustand an der
Plasmamembran verankert werden (Abbildung 6.40), eine Relokation durch die
Aktivierung wird somit verhindert. Trotzdem zeigte sich auch mit p115-CAAX in der
Interaktion mit Gy eine stabile Anderung des FRET-Signals, welches zusitzlich die
gleiche Kinetik wie die Interaktion mit wt-p115 besafs (Abbildung 6.41). Dadurch ist
ersichtlich, dass die beobachtete FRET-Anderung durch eine spezifische Anndherung
der beiden Proteine zustande kommt, was die Hypothese, dass das Heterotrimer bei

Aktivierung assoziiert an die RH-RhoGEFs bindet weiterhin festigt.

Durch die Uberexpression von GRK2 war es nicht moglich, die GBy-Untereinheit von
der Ga;s zu trennen (Abbildung 6.42). Die GRK2 ist in der Lage, freie Gy-
Untereinheiten zu sequestrieren (Jiang et al., 2010). Dass dies hier nicht moglich ist,
weist wie die vorherigen Experimente darauf hin, dass das Heterotrimer bei der
Aktivierung von Ga;s zusammen an seine Effektoren bindet. Dafiir spricht einerseits,
dass sich sowohl mit GB, als auch mit Gy Anderungen der A(Fsss/Faso)-Ratio durch
Rezeptoraktivierung im Interaktionsassay mit den RH-RhoGEFs zeigen. Andererseits
entspricht die dabei entstehende Interaktionskinetik der der Gais-RH-RhoGEF
Interaktion, was der starkste Indikator dafiir ist, dass sich die Untereinheiten bei der
Aktivierung nicht trennen. Zusatzlich lasst sich ohne tiberexprimiertes Gais keine Gy-
RH-RhoGEF-Interaktion messen. Alles in Allem suggerieren die Ergebnisse eine hohe
Wahrscheinlichkeit fiir die gemeinsame Bindung der Untereinheiten an den Effektor.

Dadurch scheint es sehr unwahrscheinlich, dass GPBy-Untereinheiten auch ohne
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tiberexprimiertes Ga;s an RH-RhoGEFs binden wiirden, oder diese sogar aktivieren

konnten.

7.3 Methoden

Die Methode, welche in dieser Arbeit hauptsichlich verwendet wurde um
wissenschaftliche Fragen zu beantworten ist der Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET). FRET ist eine geeignete Methode, um die Interaktion zweier Proteine in hoher
raumlicher und zeitlicher Auflosung zu betrachten. In dem in dieser Arbeit
verwendeten Interaktionsassay wurde die Gais-Untereinheit mit CFP markiert,
wahrend die verschiedenen RH-RhoGEFs mit YFP markiert wurden. Bei
Agonistapplikation kam es zu einer erhohten AFsss/Fss-Ratio. Die Zunahme der
AFs3s/Faso-Ratios wird oft als Interaktion zwischen den beiden markierten Proteinen
interpretiert, jedoch muss hier beachtet werden, dass nicht eine Interaktion an sich
dargestellt wird, sondern ein Zusammenkommen (<10 nm) der Fluorophore. Das
Erreichen einer raumlichen Nidhe, welche FRET ermoglicht, ist zwar sehr
wahrscheinlich das Resultat einer Interaktion der beiden markierten Proteine, das ist
jedoch nicht von Natur aus gegeben. Ein zufilliges Zusammenkommen der
Fluorophore, beispielsweise durch Relokation bestimmter Proteine in der Zelle durch
Aktivierung, nennt sich bystander-FRET. Agonistinduziertes bystander-FRET wird im
besten Fall ausgeschlossen, oder es werden andere Vergleichsmessungen
durchgefiihrt, um zu gewéhrleisten, dass die beobachtete FRET-Anderung wirklich der
Interaktion der markierten Proteine entspricht. Dies geschah beim Ga;s-RH-RhoGEF-
Interaktionsassays durch die Messung von Gai-RH-RhoGEF, welche keine Anderung
der AFsss/Faso-Ratio zeigte und somit die spezifische Interaktion von Gais mit den RH-

RhoGEFs bekraftigte (Abbildung 6.4).

Bei der Messung der GBy-RH-RhoGEF-Interaktionen gestaltete sich die Interpretation
der Signale als deutlich schwieriger. Zum einen musste hier ein agonistinduziertes

bystander-FRET ausgeschlossen werden, da die RH-RhoGEFs durch Aktivierung aus
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dem Cytosol zur Zellmembran rekrutiert werden, an welcher sich auch die markierten
GBy-Untereinheiten befanden. Ein agonistinduziertes bystander-FRET durch die
zufallige raumliche Ndhe an der Zellmembran wiare somit theoretisch moglich
gewesen, wurde aber experimentell ausgeschlossen (siehe 6.2.4). Zum anderen
mussten die Messungen der G-Protein-Aktivierung (Gais- GBy) interpretiert werden
(siehe 6.2.5 und 7.2). Im Fall des G-Protein-Aktivierungsassays ist das initiale
AFs35/Fus0-Signal hoch, da sich die beiden Fluorophore bereits zu Beginn der Messung
in rdumlicher Ndhe befinden. Durch Agonistapplikation wird der transfizierte
Rezeptor aktiviert und somit auch das heterotrimere G-Protein, was in den meisten
Fallen zur Trennung der Ga- von der GBy-Untereinheit fiihrt. Erwartungsgemafs wiirde
hier eine Abnahme des AFsss/Faso-Signals beobachtet werden, da sich der Abstand
zwischen den Untereinheiten erhoht und die FRET-Effizienz somit abnimmt. Diese ist
jedoch wie in 5.5.1 beschrieben nicht nur vom Abstand der Fluorophore, sondern auch
von dessen Orientierung zueinander abhidngig. Das fiihrt dazu, dass eine
Agonistapplikation bei der Messung des G-Protein-Aktivierungsassays auch zu einer
weiteren Erhohung der AFsss/Faso-Ratio fiihren kann, ndmlich dann, wenn sich die
Untereinheiten nicht trennen und die Reorientierung der Untereinheiten zueinander
FRET beglinstigt. Jedoch kann derselbe Grund zu einer entsprechenden Erniedrigung
fiilhren, namlich indem die Reorientierung der Untereinheiten zueinander FRET
behindert. Dies erschwert die Interpretation dieser Messungen stark, da von einer
Abnahme des AFsss/Fiso-Signals nicht darauf geschlossen werden kann, ob sich die
Untereinheiten bei der Aktivierung trennen. Aus diesem Grund sollten
Interpretationen von Messungen der G-Protein-Aktivierung immer mit erganzenden

Messungen untermauert werden, wie es auch in dieser Arbeit der Fall war.

Auch bei FRET-Messungen muss darauf geachtet werden, dass erhaltene
Messergebnisse nicht tiberinterpretiert werden. Trotzdem stellt FRET eine elegante
Methode zur Beobachtung von Protein-Protein-Interaktionen und deren Kinetik in
hoher raumlicher und zeitlicher Auflosung dar und war somit eine geeignete Methode

zur Untersuchung des Sachverhalts dieser Arbeit.
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7.4 Abschlief3ende Worte

Im Angesicht der Vielfalt an Krankheiten, bei denen die Gais-RH-RhoGEF-RhoA-
Signalkaskade beteiligt ist, ware es wichtig, die funktionelle Rolle der verschiedenen
RH-RhoGEFs in vivo zu verstehen. Die Expressionslevel der einzelnen RH-RhoGEFs in
verschiedenen Geweben unterscheiden sich zum Teil stark (Siehler, 2009), was die
Identifikation von physiologischen oder pathophysiologischen Rollen in Korrelation
zu funktionellen Unterschieden erschwert. Dahingehend bieten die Punktmutationen
Gai3-R128A und pl115-E32G niitzliche Werkzeuge, um die physiologischen
Konsequenzen der unterschiedlichen G-Protein-Interaktionskinetiken mit den RH-
RhoGEFs ndher zu untersuchen. Durch die Identifikation der fiir die GAP-Aktivitat
gegeniiber Ga;; entscheidenden Interaktion sind die Grundlagen fiir weiterfiihrende
Arbeiten gesetzt. Auch die in dieser Arbeit entstandenen Chimaren konnen als
spannende Ansitze fiir in vivo-Untersuchungen dienen, da diese unterschiedliche
Interaktionskinetiken mit Gais zeigten und somit dessen funktionelle Rolle im
Organismus weitere Einsichten bringen konnte, besonders auch deshalb, weil bei den
generierten Chimiren eine funktionelle GEF-Aktivitit nachgewiesen werden konnte.
Ebenfalls bietet die Erkenntnis, dass sich die Gais- und GBy-Untereinheiten wahrend
der Aktivierung sehr wahrscheinlich nicht trennen, spannende Ansatzpunkte, um

funktionelle Konsequenzen zu untersuchen.
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