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Zusammenfassung

Der Zerfall der Proteinhulle von clathrinbedeckten Vesikeln erfolgt durch die Bindung
des Chaperons Hsc70 an die schweren Ketten von Clathrin. Auxilin rekrutiert als
Kofaktor bei diesem Prozely Hsc70 Uber eine C-terminale J-Domane an Clathrinkafi-
ge und stimuliert dabei die ATPase-Aktivitat von Hsc70, wodurch dessen Assoziation
mit Clathrin verstarkt und die Clathrin-Interaktion mit benachbarten Triskelia im Gitter
abgeschwacht wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Clathrinbindungsdomane, die auch flr
eine Assoziation von Auxilin mit AP-2 verantwortlich ist, naher untersucht werden.
Wie Sekundarstrukturanalysen mittels CD-Spektroskopie ergaben, ist diese Domane
weitestgehend unstrukturiert. In der Aminosauresequenz von Auxilin existieren so-
wohl far Clathrin als auch fir AP-2 mehrere aufeinanderfolgende, schwach affine
Bindungsstellen, die kooperativ wirken. Auxilin erkennt dabei dieselben Bindungsta-
schen auf der terminalen Domane und der a-Ohrdoméane, mit denen auch AP180
interagiert. Gemeinsame oder Uberlappende Bindungsmotive scheinen jedoch eine
gleichzeitige Bindung von Auxilin an AP-2 und Clathrin auszuschlieRen.

Die Clathrinbindungsdomane von Auxilin 1al3t sich in zwei Subdomanen unterteilen,
die etwa den Fragmenten Hg-Aux (547-715) und Hg-Aux (715-902) entsprechen und
die komplementare Bindungseigenschaften fur Clathrin und AP-2 aufweisen. In vitro
Experimente zeigen, dal® Auxilin in Abwesenheit von Hsc70 auch die Polymerisation
von freien Triskelia fordern kann. Offenbar beruht diese Eigenschaft auf einer Inter-
aktion mit den terminalen und distalen Domanen von Clathrin, die Uber im richtigen
Abstand zueinander angeordnete DLL- und NWQ-Bindungsmotive vermittelt werden
kann. Das vordere Auxilinfragment besitzt so trotz einer hohen Affinitat zur termina-
len Domane von Clathrin keine nennenswerte Clathrinpolymerisationsaktivitat.

Die Eigenschaft von Auxilin, auch Clathrinkafige, denen die terminalen Doméanen
fehlen, in vitro zu dissoziieren, konnte auf eine Bindung an die distalen Domanen
zuruckgefuhrt werden. Die Assoziation des hinteren Fragments mit Clathrin beruht
vor allem auf einer Interaktion mit den distalen Domanen, an denen auch die DLL-
Motive beteiligt sind. Der Bereich von Aminosaure 715-902 reicht daher aus, um so-
wohl die Hsc70-abhangige Dissoziation von Clathrinkafigen als auch die Polymerisa-
tion von freien Triskelia zu fordern. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit wird ein

Modell zur Rolle von Auxilin bei der clathrinvermittelten Endozytose vorgeschlagen.
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Summary

The coat dissociation of clathrin-coated vesicles is mediated by binding of the chap-
erone hsc70 to the clathrin heavy chains. Auxilin functions as a cofactor in this pro-
cess by recruiting hsc70 to the clathrin coat though its C-terminal J-domain and by
stimulating the ATPase activity of hsc70. This results in a stronger association of
hsc70 with clathrin whereas the interaction of clathrin with other triskelia in the lattice
is weakened.

In this study the clathrin binding domain, that also mediates an association of auxilin
with AP-2, was examined in more detail. Secondary structure analysis using CD-
spectroscopy revealed that this domain is almost completely disordered. Auxilin
contains multiple low affinity binding sites for clathrin and AP-2 which are tandemly
arranged and work cooperatively. AP180 and auxilin recognize the same binding
pockets on the terminal domain of clathrin and on the a-appendage domain of AP-2.
Identical or overlapping binding motifs seem to exclude a simultaneous binding of
auxilin to AP-2 and clathrin.

The clathrin binding domain of auxilin can be further devided into two subdomains
which show complementary binding properties for clathrin and AP-2 and resemble
the fragments Hg-Aux (547-715) und He-Aux (715-902). In vitro experiments demon-
strated that auxilin is able to polymerize free triskelia into clathrin cages in the ab-
sence of hsc70. Apparently this feature is dependent on the interaction with the ter-
minal and distal domains of clathrin, that can be achieved by a proper spacing of
DLL- and NWQ-binding motifs. This explains the low assembly activity of Hg-Aux
(547-715) despite a number of TD binding motifs.

The ability of auxilin to dissociate clathrin cages that lack the terminal domains in vi-
tro, could be mediated by binding to the distal domains. This interaction involves the
DLL-motifs as well and is mainly responsible for the association of the C-terminal
auxilin fragment with clathrin. The region from amino acid 715-902 is therefore suffi-
cient to promote the hsc70 dependent dissociation of clathrin coats as well as the
polymerization of soluble clathrin to cages. Based on the results of this study a model

for the role of auxilin in clathrin mediated endocytosis is proposed.

Key words: auxilin, binding-motifs, uncoating
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Abklirzungsverzeichnis

AP180 Assemblyprotein mit einer apparenten Molmasse von 180 kDa
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ATPase Adenosin-5’-triphosphatase

Aux Auxilin

Bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

C- Carboxy-

ccv Clathrinbedeckte Vesikel (clathrin coated vesicle)

cDNA copy DNA

CD Circulardichroismus

CHC schwere Kette von Clathrin (clathrin heavy chain)

CHCR clathrin heavy chain repeat

CIP Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm (calf intestine alcaline
phosphatase)

CLC leichte Kette von Clathrin (clathrin light chain)

COP coat protein

Da Dalton

DD distale Domane

DEAE O-2-Diethylaminoethyl

DNA Desoxynukleinsaure (desoxynucleic acid)

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiotreitol

E.coli Escherichia coli

ECL enhanced chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraacetat

Eps15 EGF-Rezeptorproteinsubstrat 15

Epsin Eps15-interagierendes Protein

ER Endoplasmatisches Retikulum

FPLC fast performance liquid chromatography

GAK Cyclin G assoziierte Kinase

GBP Golgibindungspuffer

GSH Glutathion
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GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guanosin-5"-triphosphat

GTPase Guanosin-5"-triphosphatase

He 6 x Histidin

HEPES [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsaure
Hip Huntingtin interacting protein

Hip1R Hip1 related

HRP Meerrettichperoxidase (horseraddish peroxidase)
Hsc70 konstitutiv exprimiertes Hsp70

Hsp70 Hitzeschockprotein mit einer Groflke von 70 kDa
lgG Immunglobulin

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactosid

LB Luria Bertani

mAb monoklonaler Antikdrper (monoclonal antibody)
MBN Mungobohnennuklease

MES 2-Morpholinoethansulfonsaure

MW Molekulargewichtsstandard (molecular weight)
N- Amino-

NMR Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)
NTA Nitrilotriacetat

P Pellet

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS phoshate buffered saline

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
PD proximale Domane

Pl Phosphatidyinositol

PIC Phenyl-Isoamyl-Chloroform

PIP Phosphatidylinositolphosphat

PMSF Phenylmethylsulfonyfluorid

PRD Prolinreiche Doméane

PTEN Phoshatase und Tensinhomolog deletiert auf Chromosom 10
RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl! sulfate)
SH Src Homologie

TBE Tris-Borsaure-EDTA

TBST Tris-buffered saline with Tween 20
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TD terminale Domane

TE Tris-EDTA

TFE 2,2, 2-Trifluorethanol

TGN Transgolginetzwerk

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trx Thioredoxin

U Units

U Uberstand

UpM Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

Aminosauren wurden entsprchend des Einbuchstabencodes abgekurzt. Die Symbo-
le @ p und (-) wurden fur groRe hydrophobe, polare bzw. saure Aminosaurereste

verwendet.
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1. Einleitung

1.1 Vesikularer Transport in eukaryotischen Zellen

In eukaryotischen Zellen werden intrazellulare Transportprozesse zwischen der
Plasmamembran, Organellen des endosomalen Kompartiments, Lysosomen und
dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN) durch Membranvesikel vermittelt. Diese Vesikel er-
moglichen neben der Aufnahme von extrazellularem Material wie Nahrungsstoffen,
Proteinen und Hormonen auch die lysosomale Degradation von Transmembranpro-
teinen. Spezifisch kdnnen so Rezeptoren mit ihnren gebundenen Liganden endozytiert
und zur Signalherunterregulation in Lysosomen abgebaut oder nach Dissoziation des
Liganden zur erneuten Verwendung an die Ausgangsmembran zurlcktransportiert
werden. Der Transport von lysosomalen Hydrolasen vom TGN zu spaten Endoso-
men erfolgt ebenfalls Uber Vesikel wie auch die Sekretion von I6slichen Proteinen an
die Zellumgebung. In Nervenzellen werden die Membranbestandteile von synapti-
schen Vesikeln nach ihrer Verschmelzung mit der prasynaptischen Membran und der
Neurotransmitterfreisetzung durch Vesikelbildung an der Plasmamembran wieder-
gewonnen.

Die genannten Beispiele fur vesikularen Transport werden von clathrinbedeckten Ve-
sikeln (CCV, clathrin coated vesicles) vermittelt oder es sind wie im Fall der Reifung
sekretorischer Vesikel CCV daran beteiligt. Neben Clathrin gibt es noch mindestens
zwei andere Hullproteine fir Vesikel. Uber COPI-Vesikel verlauft der anterograde
und retrograde Transport zwischen den Golgizisternen, wahrend COPII-bedeckte
Vesikel am endoplasmatischen Retikulum (ER) entstehen und neu synthetisierte

Proteine zum Golgiapparat beférdern.

1.2 Clathrinbedeckte Vesikel

Namensgebend fur clathrinbedeckte Vesikel ist das Hullprotein Clathrin, das in elek-
tronenmikroskopischen Aufnahmen als polygonaler Kafig (lateinisch clatri fur Gitter)
um die Vesikel erscheint. Zusammen mit Adaptorproteinen stellt es die Hauptkompo-

nente der Proteinhille dar.

1.2.1 Clathrin

Die Grundeinheit des polygonalen Clathrinnetzes um die Membranvesikel ist das so-

genannte Clathrintriskelion. Clathrin ist ein oligomeres Protein, das sich aus drei
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schweren Ketten (CHC, clathrin heavy chain) mit einer GroRe von je 192 kDa zu-
sammensetzt, die mit drei leichten Ketten (CLC, clathrin light chain) assoziiert sind.
Von den leichten Ketten gibt es bei Vertebraten zwei Isoformen, CLCa und CLCb
(25-29 kDa), die statistisch an die schweren Ketten binden.

CHCs sind aus 1675 Aminosauren aufgebaut und lassen sich in drei Doméanen un-
terteilen. Die globulare N-terminale Domane (TD) umfal3t etwa die ersten 330 Reste.
Eine flexible Region (linker) verbindet die terminale mit der distalen Domane (DD, AS
495-1073), an die sich die proximale Domane anschlief3t (PD). Die Zusammenlage-
rung von drei schweren Ketten zu einem Triskelion wird von einer Trimerisierungs-
domane (AS 1550-1615) in der Nahe des C-Terminus ermdglicht (Abb. 1 A). Vor der
Trimerisierungsdomane liegt auf der proximalen Domane der Bindungsort fur die
leichten Ketten. (Eine gute Ubersicht gibt Brodsky et al., 2001).

A B

-—terminale Doméne

schwere Kette (TD)

-— proximale Doméne
(PD)

distale Doméane
(DD)

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Clathrintriskelions (A) und der Grundform eines Cla-
thrinkafigs, in dem exemplarisch die Lage zweier Triskelia hervorgehoben wurde (B). Ein Triskelion
besteht aus drei schweren und drei leichten Ketten. Die schweren Ketten sind in eine N-terminale
globulare Domaéne, die im Kafig nach innen gerichtet ist, eine distale und eine C-terminale proximale
Domane unterteilt und bilden die Kanten des polygonalen Gitters um Membranvesikel.

Rekombinant exprimierte, verkurzte schwere Ketten, die die proximale Domane und
den Bereich bis zum C-Terminus enthalten, sind in der Lage, zu einem flachen Gitter
zu polymerisieren. Die distale Domane scheint daher vor allem fur die Krimmung
des Clathrinkafigs verantwortlich zu sein (Liu et al., 1995).

In leicht saurem Millieu neigen Clathrintriskelia dazu, sich spontan zu Kafigen zu-
sammenzulagern. Unter physiologischen Bedingungen haben die leichten Ketten
einen negativ regulatorischen Einflul} auf die Polymerisation von Clathrin, und die
Bildung eines Clathrinkafigs wird von anderen Faktoren oder Proteinen abhangig.
Durch Bindung an die leichten Ketten kdnnen Calciumionen die Clathrinzusammen-

lagerung begunstigen (Brodsky et al., 2001).
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Der polygonale Clathrinkafig setzt sich groltenteils aus Pentagonen und Hexagonen
zusammen. Ein erhohter Anteil an Pentagonen im Gitter kann durch den Einbau von
Heptagonen ausgeglichen werden. Jeweils vier Triskelia bilden eine Kante, an der
zwei proximale Domanen und zwei distale Domanen antiparallel angeordnet sind.
Die terminalen Doméanen sind im Kafig nicht an der strukturgebenden Interaktion der
Clathrinmolekule miteinander beteiligt. Unterhalb der Ecken sind jeweils drei termi-
nale Domanen nach innen in Richtung der Membran orientiert (Abb. 1 B). Die CHC-
Sequenz ist in Eukaryoten hoch konserviert, da sie sowohl Clathrin/Clathrin-
Wechselwirkungen als auch die Interaktion mit anderen endozytotischen Proteinen
vermittelt (Kirchhausen, 2000).

Kristallstrukturanalysen von Teilen der schweren Ketten ergeben ein recht gutes Bild
von der molekularen Struktur des Clathrins. Die Polypeptidkette der terminalen Do-
mane ist zu einer siebenblattrigen B-Propellerstruktur gefaltet und geht in ein
o-helikales Zickzackmuster Uber, das sich von der linker-Region bis zum C-Terminus
erstreckt. Der o-helikale Bereich enthalt sieben CHC-typische repetitive Sequenzen
(CHCR, clathrin heavy chain repeat). Der -Propeller der terminalen Domane ahnelt
strukturell dem von Proteinen mit WD-Sequenzwiederholungen, obwohl kein ent-
sprechendes Muster in der TD-Aminosauresequenz auftritt. Die B-Untereinheit von
heterotrimeren G-Proteinen enthalt sieben WD40 Repetitionen, die jeweils ein vier-
strangiges, antiparalleles B-Faltblatt bilden, das einem Rotorblatt des Propellers ent-
spricht. Wie in der terminalen Domane von Clathrin sind die sieben Rotorblatter um
eine zentrale Achse herum angeordnet und stellen eine hydrophobe Interaktionsfla-
che fur andere Proteine dar. Durch Kristallisation der terminalen Domane mit kurzen
Peptiden bekannter Bindungspartner konnte die Furche zwischen den Rotorblattern
1 und 2 als wichtigste Kontaktflache identifiziert werden. Die untersuchten Proteine
enthielten das sogenannte Clathrin Box | Bindungsmotiv [L(L,I)(D,E,N)(L,F)(D,E)],
das sich durch den Wechsel von hydrophoben und sauren Aminosauren auszeichnet
(Dell'Angelica et al., 1998; ter Haar et al., 2000; ter Haar et al., 1998). Haufig tritt es
in starker degenerierter Form auf, so dal} sich die Konsensussequenz auf LOpd(-)
belauft, wobei @ fur einen gro3en hydrophoben, p fur einen polaren und (-) flr einen
sauren Rest stehen. Aufgrund der geringen Ubereinstimmung mit dem Box | Motiv
wurden die Sequenzen WDLW und LMDLA bzw. LLDLL von drei verschiedenen
clathrinbindenden Proteinen zu einem Clathrin Box |l Bindungsmotiv zusammenge-
faldt (Doray und Kornfeld, 2001; Drake und Traub, 2001; Slepnev et al., 2000). Als
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weiteres Motiv fur die Interaktion mit der terminalen Domane wurde das Tripeptid
DLL beschrieben, das haufig in mehreren Kopien vorhanden ist (Morgan et al.,
2000). Alle Motive bestehen aus relativ kurzen Peptidsequenzen, die haufig in tan-
dem angeordnet sind.

Lediglich fur das Clathrin Box | Motiv konnte bislang eine direkte Bindung an die Fur-
che des B-Propellers der terminalen Doméane zwischen dem ersten und zweiten Ro-
torblatt nachgewiesen werden (ter Haar et al.,, 2000). Bei den anderen Motiven
kdnnte es sich um stark degenerierte Varianten dieses Motivs handeln, denen der
saure Rest an der letzten Position fehlt, oder um neue Motive mit anderem Konsen-
sus, die entweder um die gleiche Bindungstasche auf dem B-Propeller konkurrieren
oder die mit einer anderen Furche interagieren. In ihrer hydrophoben Natur ahneln
sich die verschiedenen Furchen zwischen den Rotorblattern, nur ihre Grof3e und Zu-
ganglichkeit unterscheiden sich. Die nachst kleinere Furche wird von den Rotorblat-
tern 4 und 5 gebildet und kdnnte eine alternative Bindungsstelle fur TD-Interaktions-

partner darstellen (ter Haar et al., 2000).

1.2.2 Adaptorproteine

Neben Clathrin sind in CCV heterotetramere Adaptorproteinkomplexe am starksten
vertreten. Wie sich zeigte, ist die Funktion der Adaptorproteine deutlich komplexer
als zunachst angenommen. Sie sind nicht nur in der Lage, Clathrin mit der Membran
und mit Membranproteinen zu verknipfen, sondern interagieren dariber hinaus auch
mit einer Vielzahl anderer akzessorischer und regulatorischer Proteine. Tatsachlich
gibt es kaum ein im Zusammenhang mit der Bildung von clathrinbedeckten Vesikeln
stehendes Protein, das nicht auch an einen der beiden am besten untersuchten
Adaptorproteinkomplexe AP-1 oder AP-2 bindet. AP-1 ist hauptsachlich mit CCV as-
soziiert, die am TGN gebildet werden, wahrend AP-2 an der Plasmamembran auftritt.
Zu den heterotetrameren Adaptorproteinkomplexen gehéren auch AP-3 und AP-4,
deren genaue Bedeutung aber noch relativ unklar ist. AP-3 ist an einem Transport-
prozeld zu Lysosomen beteiligt, der von Endosomen oder dem TGN ausgehen
konnte. Wahrend AP-3 Clathrinbindungsmotive aufweist, scheint AP-4 Bestandteil
am TGN gebildeter nichtclathrinbedeckter Vesikel zu sein (eine gute Ubersicht geben
Robinson und Bonifacino, 2001).

Die Adaptorproteine sind aus vier Untereinheiten, den Adaptinen aufgebaut, die in

jeder der vier Gruppen (AP-1 bis AP-4) von verschiedenen Genen kodiert werden
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kdnnen oder alternative SpleiRprodukte darstellen. Aufgrund der Sequenzhomologie
zwischen einigen Adaptinen wird ihnen der gleiche griechische Buchstabe 3, u und ¢
innerhalb der verschiedenen Komplexe zugeordnet. Die sich am staksten unterschei-
denden Untereinheiten zwischen AP-1 und AP-2 werden als o und y bezeichnet. Die
entsprechenden Adaptine von AP-3 und AP-4 wurden analog dazu mit & und € be-
nannt (Jarousse und Kelly, 2000).

Da der strukturelle Aufbau der heterotetrameren Adaptorproteine identisch ist, wird
im folgenden lediglich AP-2 beschrieben. Der Komplex setzt sich zusammen aus den
beiden grofien Untereinheiten o und 2 (100-130 kDa), die jeweils direkt mit einer
kleinen Untereinheit 62 (17-20 kDa) bzw. einer mittleren Untereinheit u2 (50 kDa)
assoziiert sind (Abb. 2). Die 62-Untereinheit und die N-terminale Domane von u2
sind sich strukturell sehr ahnlich. Beide zeigen ein flnfstrangiges B-Faltblatt, das
seitlich von a-Helices umgeben ist. o- und B2-Adaptine kénnen unterteilt werden in
eine N-terminale Kopf- oder Rumpfdomane, die Uber eine flexible Scharnierregion
(linker) mit der sogenannten Ohrdomane (appendage, ca. 30 kDa) verbunden ist. Der
Rumpf (70-75 kDa) erstreckt sich etwa bis zur Aminosaure 621 (o) bzw. 591 (32) und
weist eine stark ausgepragte o-helikale Selenoidstruktur auf, wahrend die linker-
Region wenig Sekundarstrukturelemente enthalt (Collins et al., 2002). Uber die Ohr-
domane der a-Untereinheit erfolgt die Interaktion mit akzessorischen Proteinen, die
an der Bildung clathrinbedeckter Vesikel beteiligt sind. Fur die Bindung von Clathrin
ist die entsprechende Domane vom B-Adaptin zusammen mit einem Bereich der
Scharnierregion, die ein typisches Clathrin Box | Motiv enthalt, verantwortlich (Owen
et al., 2000; Shih et al., 1995). Die a-Untereinheit weist allerdings auch eine schwa-
che Affinitat far Clathrin im Scharnier-/Rumpfbereich auf (Goodman und Keen, 1995).
Beide Ohrdomanen von AP-2 wurden kristallisiert und zeigen trotz der geringen Se-
quenzibereinstimmung eine ahnliche Struktur. Sie lassen sich in zwei Subdomanen
unterteilen, die jeweils eine etwas andere Orientierung zueinander haben. Die
N-terminale Doméane zeigt eine B-Sandwich-Struktur aus neun bzw. acht 3-Faltblatt-
strangen, wahrend die C-terminale Domane als Bindungsplattform aus einem einfa-
chen funfstrangigen B-Faltblatt besteht, das auf jeder Seite von einer bzw. zwei
o-Helices flankiert wird (Owen et al., 1999; Owen et al., 2000).
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Ohrdomane
Plattformdoméane —»

Sandwich-Doméne —»
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Adaptorproteinkomplexes AP-2. Bei AP-2 handelt es sich
um ein Heterotetramer aus zwei groRen Untereinheiten (o und ,) sowie einer mittleren (u,) und einer
kleinen (o,) Untereinheit. Die Interaktion mit anderen akzessorischen Proteinen und Clathrin erfolgt
Uber die o- und B-Adaptinohrdoméanen, die wiederum in zwei Subdoméanen unterteilt und tber eine
Scharnierregion mit der Rumpfdoméane verbunden sind. Die Rekrutierung von AP-2 an die Plasma-
membran wird durch die Rumpfdomanen und die mit diesen assoziierten beiden kleineren Unterein-
heiten oder indirekt Gber andere lipidbindende Proteine wie Epsin 1 oder AP180 vermittelt.

Die Interaktion mit der Ohrdoméane erfolgt wie die Bindung an die terminale Domane
von Clathrin Uber kurze lineare Peptidsequenzen. In diesem Zusammenhang wurden
DPF/W-haltige Motive sowie die Sequenzabfolge FXDxF beschrieben, wobei x jede
beliebige Aminosaure darstellen kann (Brett et al., 2002; Owen et al., 1999). Insbe-
sondere die DPF/W Motive sind unter den akzessorischen Proteinen weit verbreitet
und kommen haufig in mehreren Kopien vor. Auch die distale Domane von Clathrin
enthalt im ersten CHCR ein Motiv, das dem Konsensus D®F/W entspricht. Die
C-terminalen Subdomanen der Ohrsegmente von beiden gro3en Untereinheiten wei-
sen einen hydrophoben Bereich auf, der bei 3-Adaptin etwas akzessibler ist und der
einen streng konservierten und fur die DPF/W-Interaktion essentiellen Tryptophan-
rest einschliel3t (Owen et al., 1999; Owen et al., 2000). Einige Proteine sind in der
Lage, Uber dieses Motiv an beide Ohrdomanen zu binden, und kénnen um die Bin-
dungsstellen miteinander kompetitieren. Interessanterweise nimmt dabei das DPW-
Motiv eine Sonderstellung ein, da es zusatzlich auch mit einem Bereich auf der
N-terminalen Subdomane interagieren kann. Die Bindungsorte von DPF/W und
FxDxF Uberlappen, wobei das FxDxF-Peptid einen grolReren Bereich auf der
C-terminalen Bindungsplattform einnimmt (Brett et al., 2002).

Neben den Interaktionen mit akzessorischen Proteinen und mit Clathrin kdnnen die
Adaptorproteine auch direkt an die zytoplasmatischen Domanen von Rezeptoren

binden. Dileucinhaltige Erkennungssignale, die der Konsensussequenz D/ExxxLL
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entsprechen, binden an die B- und p-Untereinheit (Hofmann et al., 1999; Rapoport et
al., 1998). Der C-Terminus von p-Adaptin interagiert zudem mit Yxx(L/I/V/F/M)-Moti-
ven (Ohno et al., 1995). Die Affinitat fur Signalpeptide scheint dabei abhangig zu sein
von der Phosphorylierung der pUntereinheit. Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
(PIP2) und Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3;) vermitteln Uber die Inter-
aktion mit der N-terminalen Rumpfdomane von a-Adaptin und vermutlich auch mit
der C-terminalen Domane von p-Adaptin die Rekrutierung von AP-2 an die Plasma-
membran (Collins et al., 2002; Gaidarov et al., 1996). Die Affinitat fir PIP; ist ho-
herals fur PIP,, das aber an der Plasmamembran hoher konzentriert auftritt. PIP3
kann aus PIP; durch die clathrinstimulierbare PI-3-Kinase C2a synthetisiert werden
(Gaidarov et al., 1996; Gaidarov et al., 2001).

Die u- und etwas schwacher auch die a-Untereinheit binden zudem Synaptotagmin,
ein Transmembranprotein, das als Andockstelle fir AP2 dienen konnte (Haucke et
al., 2000).

1.2.3 Bildung clathrinbedeckter Vesikel

Der genaue Ablauf der Bildung clathrinbedeckter Vesikel ist noch nicht geklart. Eine
Vielzahl von Proteinen wurde beschrieben, die mit CCV assoziiert zu sein scheinen,
deren Bedeutung aber noch weitgehend unklar ist. Es gibt verschiedene Modelle, in
denen versucht wird, die bekannten Funktionen beteiligter akzessorischer Proteine in
ein Gesamtbild einzuflgen.

Unter physiologischen Bedingungen wird die Polymerisation von Clathrintriskelia zu
einem polyhedralen Kafig durch clathrinbindende Proteine reguliert. AP-2 und
AP180, ein neuronales akzessorisches Protein, stimulieren kooperativ die Clathrin-
polymerisation auf Phospholipidmembranen (Ford et al., 2001; Hao et al., 1999). An
speziellen Bereichen der Plasmamembran konnte so die Bildung eines coated pits
initiilert werden. In Drosophila melanogaster konnte gezeigt werden, daly AP180 die
Vesikelgrole beeinflullt (Zhang et al., 1998). Auch ein Vergleich in vitro spontan oder
in Gegenwart von AP180 zusammengelagerter Clathrinkafige macht dies deutlich
(Ahle und Ungewickell, 1986). Durch Einstulpung der Membran und der darauf fol-
genden Abschnurung entsteht ein clathrinbedecktes Vesikel (Abb. 3). Dieser Prozel3
verlauft sehr schnell und kdnnte durch Bindung an bereits an die Plasmamembran
rekrutierte Adaptorproteine eingeleitet werden. Die Assoziation von AP-2 mit der

Membran wird von Synaptotagmin (Haucke et al., 2000) und der direkten Interaktion
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mit Phospholipiden vermittelt. Die Anreicherung von AP-2 in diesen Regionen scheint
zu bewirken, dald Transmembranrezeptoren durch Bindung der zytoplasmatischen

Domane selektiv fur die Beladung von CCV konzentriert werden.
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Abbildung 3: Modell zur Bildung von clathrinbedeckten Vesikeln. Die Anlagerung von Clathrin an
bestimmte Bereiche der Plasmamembran wird durch Adaptorproteine ausgeldst, die selber Uber die
Assoziation mit Transmembranproteinen und Lipiden an die Membran rekrutiert wurden und dadurch
Frachtmolekiile in diesen coated pits konzentrieren (1). Die Polymerisation von Clathrin und der Ein-
fluR lipidbindender Proteine bewirken eine zunehmende Krimmung der Membran und die Reifung der
Vesikel (2). Die Abschnirung erfordert schlieRlich die GTPase Dynamin, die spiralférmig um die Hals-
region, die das Vesikel noch mit der Plasmamembran verbindet, oligomerisiert (3). Nach der Vesikel-
freisetzung mull die Clathrinhiille wieder entfernt werden, um eine Fusion mit der Zielmembran zu
ermdglichen (4). Clathrintriskelia, Adaptorproteine und andere akzessorische Proteine stehen damit
wieder zur Bildung neuer clathrinbedeckter Vesikel zur Verfiigung.
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Neben AP-2 binden auch AP180 und einige andere an der Bildung von clathrinbe-
deckten Vesikeln beteiligte Proteine spezifisch Phosphoinositide in der Membran.
Hierzu gehoren Epsin, Amphiphysin und Dynamin, deren Interaktion mit PIPs die
Deformation der Membran bei der Einstulpung oder Abschnirung zu begulnstigen
scheint (Farsad et al., 2001; Ford et al., 2002). Endophilin ist eine Lysophosphatidyl-
saureacyltransferase, die die Lipidzusammensetzung der Membran verandern kann,
indem ein Arachidonoylrest auf Lysophosphatidylsaure Ubertragen wird und Phos-
phatidylsaure entsteht. Die Bildung von Phosphatidylsaure konnte eine Krimmung
der Membran bewirken (Schmidt et al., 1999). Auch unabhangig von dieser Aktivitat
scheint Endophilin in der Lage zu sein, Membranen zu deformieren (Farsad et al.,

2001). Uber eine Src-Homologie 3 Domane (SH3) interagiert Endophilin mit den pro-
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linreichen Domanen (PRD) von Dynamin und Amphiphysin (Brodsky et al., 2001).
Obwohl Dynamin ebenfalls AP-2 binden kann (Wang et al., 1995), wird es vermutlich
erst von Amphiphysin, das neben AP-2 auch mit Clathrin interagiert (Slepnev et al.,
2000), an die Plasmamembran rekrutiert. Dynamin ist eine GTPase und an der Ab-
schnurung des Vesikels von der Membran beteiligt. Dabei polymerisiert Dynamin zu
Spiralen um den Hals, der das Vesikel noch mit der Membran verbindet, und stimu-
liert so gleichzeitig die eigene GTPase-Aktivitat (Brodsky et al., 2001). Die Hydrolyse
von GTP bewirkt eine Konformationsanderung des Dynamins, die schliel3lich dazu
fuhrt, dald das Vesikel freigesetzt wird. Wahrend Amphiphysin die Abschnurung eher
begulnstigt, scheint Endophilin den Zustand der tubularen Membran in der Halsregion
zu stabilisieren (Farsad et al., 2001). Eine Ubersicht tiber den Ablauf der Bildung
clathrinbedeckter Vesikel gibt Abbildung 3.

Der genaue Zeitpunkt, wann die meisten akzessorischen oder regulatorischen Pro-
teine in die entstehenden clathrinbedeckten Vesikel integriert werden, ist in vielen
Fallen noch unklar. Viele Interaktionen zwischen endozytotischen Proteinen beruhen
auf schwach affinen Wechselwirkungen mit kurzen linearen Peptidmotiven. Dazu
zahlen sowohl die SH3/PRD-Interaktionen, wie auch die Bindung von Clathrin Box
Motiven oder die Erkennung von DPF/W-haltigen Sequenzen. Dies impliziert, dal} es
sich bei der Bildung von clathrinbedeckten Vesikeln um einen sehr dynamischen
Prozel handelt, bei dem zahlreiche Wechselwirkungen transient ausgebildet werden.
AP-2 spielt eine Schlusselrolle bei der Regulation der Bildung von CCV. Fast alle
akzessorischen oder regulatorischen Proteine enthalten Bindungsmotive fur AP-2.
Die Struktur der Bindungstasche auf der Ohrdomane von o-Adaptin erlaubt aber
nicht die gleichzeitige Interaktion mit mehreren DPF/W- bzw. FxDxF-Motiven. Eine
streng hierarchisch organisierte, sukzessive Bindung der Interaktionspartner an die-
ser Stelle konnte die Grundlage fur die Regulation des Aufbaus der Clathrinhtille dar-
stellen.

Die Bildung von clathrinbedeckten Vesikeln beruht auf einem komplexen Netzwerk
von Protein-Protein-Interaktionen, die gezielt durch bestimmte Modifikationen ge-
steuert werden kdonnen. Bei den meisten der endozytotischen Proteine handelt es
sich um Phosphoproteine, deren Affinitat zueinander abhangig ist von ihrem Phos-
phorylierungszustand. So kann die Interaktion von AP-2 mit anderen Proteinen durch
Phosphorylierung beeinflut werden. Zytosolisches AP-2 ist an verschiedenen Stel-

len im Bereich der Scharnierregionen der beiden grof3en Untereinheiten auf diese
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Weise modifiziert. Da durch Phosphorylierung der B-Untereinheit die Clathrinbindung
beeinflul3t wird, reduziert so phosphoryliertes AP-2 nicht durch eine unkontrollierte
Zusammenlagerung den Anteil von freiem Clathrin im Zytosol (Wilde und Brodsky,
1996). An der Plasmamembran wird die Affinitdt von AP-2 fur Internalisierungssig-
nale von Frachtproteinen durch Phosphorylierung der u-Untereinheit und einer ver-
mutlich damit einhergehenden Konformationsanderung erhoht (Collins et al., 2002;
Ricotta et al., 2002). Entsprechend der zellularen Lokalisation der Adaptorproteine
unterscheidet sich der Phosphorylierungszustand von p- und B-Adaptin (Ghosh und
Kornfeld, 2003; Wilde und Brodsky, 1996). Die Interaktion mit AP-2 wird auch durch
die Phosphorylierung von Bindungspartnern reguliert. Dies konnte beispielsweise fur
AP180 und Amphiphysin gezeigt werden. Durch ihre Phosphorylierung wird die Bin-
dung an AP-2 gehemmt. Phosphoryliertes Dynamin wiederum bindet nicht mehr an
Amphiphysin (Hao et al., 1999; Slepnev et al., 1998).

1.2.4 Zerfall der Hulle clathrinbedeckter Vesikel

Sobald clathrinbedeckte Vesikel in das Zytosol freigesetzt werden, verlieren sie sehr
schnell wieder ihre Hulle. Fir den Zerfall mussen die Hullproteine sowohl voneinan-
der als auch von der Membran dissoziieren, um schliel3lich die Fusion mit der Ziel-
membran zu ermdglichen. Clathrin und die Adaptorproteine werden dabei unabhan-
gig voneinander von der Vesikeloberflache entfernt (Hannan et al., 1998) und stehen
wieder fur die Bildung neuer CCV zur Verfugung.

Der Zerfall der Hulle von clathrinbedeckten Vesikeln erfolgt unter ATP-Verbrauch
durch ein konstitutiv exprimiertes Mitglied der 70 kDa groRen Hitzeschockproteinfa-
milie (Hsc70). In der Zelle erfullt dieses Chaperon eine Vielzahl verschiedener Auf-
gaben, indem es zum Beispiel bei der Faltung von Proteinen und der Dissoziation
von Proteinaggregaten unerwinschte Protein-Protein-Interaktionen unterbindet
(Hendrick und Hartl, 1993).

Neben einer N-terminalen ATPase-Domane (44 kDa) enthalt Hsc70 eine zentrale
Substratbindungsdomane (18 kDa) und eine ca. 10 kDa groRe, wenig konservierte
C-terminale Domane. Die Selektivitat von Hsc70 fur ein bestimmtes Substrat ist nur
relativ gering. Sie beschrankt sich auf hydrophobe Peptide oder exponierte Protein-
segmente, wie sie auch in ungefalteten Proteinen auftreten (Bukau und Horwich,
1998). Eine Spezifitat wird daher erst durch DnaJ-ahnliche Proteine, die als Kofakto-

ren wirken, vermittelt. Die Struktur der Substratbindungsdomane von Hsc70 wurde
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durch NMR-Spektroskopie bestimmt und entspricht einem (-Sandwich aus zwei vier-
strangigen antiparallelen B-Faltblattern mit einer C-terminalen o-Helix (Morshauser et
al., 1999). Die Hydrolyse von ATP fuhrt zu einer Konformationsanderung, durch die
das gebundene Substrat in einer Grube der 3-Faltblattdomane von der a-Helix fixiert
wird (Wilbanks et al., 1995). Trotz geringer Sequenzubereinstimmungen zeigt die
ATPase-Domane von DnaK, dem Hsc70 Homologen in Escherichia coli, eine struktu-
relle Ahnlichkeit zur entsprechenden Domane im Aktin (Flaherty et al., 1991).

Die intrinsische ATPase-Aktivitat von Hsc70 ist relativ gering und wird durch die Inter-
aktion mit sogenannten J-Domanen Proteinen stimuliert. Fur DnaJ als Kofaktor von
DnaK in Escherichia coli konnte gezeigt werden, dal® die Stimulation der ATP-Hydro-
lyse erst nach der Assoziation eines Substrats mit der Substratbindungsdoméane er-
folgt, wobei DnaJ und das gebundene Substrat einen synergistischen Effekt haben.
Die Wirkung von DnaJ wird durch eine Kommunikation zwischen der ATPase- und
Substratbindungsdomane von DnaK vermittelt (Laufen et al., 1999; Mayer et al.,
1999). Zu den J-Domanen Proteinen gehort auch das neuronale Phosphoprotein Au-
xilin mit einer Grof3e von 110 kDa (Ahle und Ungewickell, 1990; Morris et al., 1990),
das zusammen mit Hsc70 den Zerfall der Clathrinhulle von CCV einleitet. Die kon-
servierte J-Domane enthalt das zentrale Hsc70 Bindungsmotiv HPDK (Morgan et al.,
2001; Ungewickell et al., 1995) und erstreckt sich uber den C-Terminus, der bis zu
Aminosaure 910 reicht. Der J-Domane ist eine Region vorgelagert, die die Assoziati-
on von Auxilin mit Clathrin vermittelt und den Bereich von Aminosaure 547 bis 813
umfaldt. Einer N-terminalen Domane im Auxilin (AS 47-350) (Ungewickell et al.,
1995), deren Aminosauresequenz eine gewisse Homologie zu dem aktinbindenden
Protein Tensin und dem Tumorsuppressor PTEN zeigt, konnte noch keine Funktion
zugewiesen werden. Die fur die Phosphataseaktivitat von PTEN kritischen Reste
sind im Auxilin nicht konserviert und auch eine Bindung an Phosphoinositide konnte
bislang nicht nachgewiesen werden (Lee et al., 1999). Das ubiquitar exprimierte Au-
xilin2/GAK (Cyclin G-assoziierte Kinase) ubernimmt die Aufgabe von Auxilin in nicht-
neuronalen Geweben und zeichnet sich durch eine zusatzliche Kinaseaktivitat am
N-Terminus aus, die neben der AAK1-Kinase fur die Phosphorylierung der
u-Untereinheit von AP-1 und AP-2 verantwortlich ist (Conner und Schmid, 2002;
Greener et al., 2000; Umeda et al., 2000). Ebenso wie Auxilin bindet GAK an Clathrin
und AP-2. Im Unterschied zu Auxilin konnte fur GAK zudem eine Interaktion mit dem

am TGN lokalisierten AP-1 nachgewiesen werden (Umeda et al., 2000). Es wird ver-
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mutet, dal’ die distale oder proximale Domane der schweren Kette von Clathrin an
der Bindung von Auxilin beteiligt ist. Hierfur spricht, dafd auch proteolytisch verdaute
Clathrinkafige, denen die terminalen Domanen fehlen, in vitro Hsc70-/auxilinabhan-
gig dissoziieren (Ungewickell et al., 1995).

Ein gangiges Modell fur den Zerfall der Clathrinhille von CCV geht davon aus, daf}
Auxilin erst Clathrin bindet und dann uber die Interaktion mit der J-Domane Hsc70 zu
den Kafigen rekrutiert (Abb. 4). Die Affinitat von Auxilin fur Hsc70 wird durch das Nu-
kleotid in der ATPase Domane bestimmt. Die auxilinabhdngige Rekrutierung von
Hsc70 an die Clathrinhdlle erfolgt nur im ATP-gebundenen Zustand. Nach der Bin-
dung von Hsc70 an Clathrin und der Hydrolyse von ATP dissoziiert Auxilin wieder
von Hsc70 ab. Hsc70 hemmt die Clathrin-Clathrin-Interaktionen und destabilisiert da-
durch die Kafigstruktur (Ungewickell et al., 1995).
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Abbildung 4: Modell zum Zerfall der Hille von clathrinbedeckten Vesikeln. Die Dissoziation der Cla-
thrinhillle wird durch das clathrinbindende DnaJ-Protein Auxilin eingeleitet (1), das Hsc70atp an Cla-
thrinkafige rekrutiert (2) und dessen ATPase-Aktivitat stimuliert. Die Hydrolyse von ATP bewirkt eine
Konformationsdnderung von Hsc70 wodurch die Affinitdt von Hsc70 zu Auxilin verringert und die zu
Clathrin erhéht wird (3). Die Bindung von Hsc70 an Clathrin fuhrt zur Freisetzung von Triskelia aus
dem Clathringitterverband (4). Wahrend Hsc70 stochiometrisch an die schweren Ketten von Clathrin
bindet, wirkt Auxilin bei diesem Prozel} katalytisch. Der Nukleotidaustausch von ADP gegen ATP hat
die Dissoziation von Hsc70 und Clathrin zur Folge, so dal} dieses wieder zur Bildung neuer Vesikel
eingesetzt werden kann (5 und 6).
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Bei dem Zerfall der Hulle von clathrinbedeckten Vesikeln wirkt Auxilin katalytisch,
wahrend Hsc70 stochiometrisch in einem Komplex mit Clathrin erscheint, der drei
Molekule Hsc70 pro Triskelion enthalt (Heuser und Steer, 1989; Ungewickell et al.,
1995).

Einiges spricht dafur, dal die Rolle von Hsc70 bei clathrinvermittelten Prozessen
deutlich komplexer ist als zunachst angenommen und sich nicht nur auf den Zerfall
der Clathrinhllle beschrankt. Um eine Fusion mit dem Zielorganell zu ermdglichen,
mussen neben Clathrin auch die Adaptoren von der Vesikelmembran dissoziieren.
Wie sich herausstellte ist an diesem Prozel ebenfalls Hsc70 beteiligt (Hannan et al.,
1998). Die Interaktion von Hsc70 mit der Proteinphosphatase 2A flhrt zur Dephos-
phorylierung der u-Untereinheit der Adaptorproteine, wodurch die Affinitat fur
Frachtmolekule verringert (Ghosh und Kornfeld, 2003) und mdglicherweise auch die
Interaktion mit Polyphosphoinositiden der Membran beeintrachtigt wird (Collins et al.,
2002).

Hsc70 Mutanten zeigen zudem schon Defekte bei fruheren Schritten der Endozyto-
se, die mit der coated pit Formation im Zusammenhang stehen. So scheinen sie die
Bildung leerer Clathrinkafige zu begunstigen und reduzieren damit den zytosolischen
Anteil von Clathrin (Newmyer und Schmid, 2001). Nach der Dissoziation der Hulle
von clathrinbedeckten Vesikeln liegen Clathrin und Hsc70 in einem stabilen Komplex
vor, der freies Clathrin fur die CCV-Bildung an der Membran zur Verfugung stellen
konnte (Jiang et al., 2000). Im Bereich der coated pits wurde zudem ein ATP-abhan-
giger Austausch zwischen zytosolischem und an der Membran polymerisiertem Cla-
thrin beobachtet (Wu et al., 2001). Auf diese Weise kdnnten unter Beteiligung von
Hsc70 fur die Formation eines spharischen Kafigs Pentagone in ein zunachst flaches
Gitter aus Hexagonen eingefugt werden.

Neben der entscheidenden Rolle von Hsc70 und Auxilin bei der Dissoziation der
Proteinhdlle von clathrinbedeckten Vesikeln, sind in der Zwischenzeit einige andere
Faktoren und Proteine beschrieben worden, die an diesem Prozel} beteiligt sein
konnten. Eine Destabilisierung der Hulle kdnnte so auch die Folge der Phosphorylie-
rung der B-Untereinheit von AP-2 sein, wodurch die Interaktion der Adaptorproteine
mit Clathrin gehemmt wirde (Wilde und Brodsky, 1996).

Caenorhabditis elegans Mutanten von unc-26, dem Orthologen zur Phosphatidylino-
sitolphosphatase Synaptojanin, zeigen vielfaltige Defekte, zu denen auch die Anrei-

cherung von clathrinbedeckten Vesikeln gehort (Harris et al., 2000). In transgenen
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Mausen, denen Synaptojanin fehlt, wurde ebenfalls eine CCV-Akkumulation be-
obachtet (Cremona et al., 1999). Synaptojanin enthalt eine zentrale PI5-Phosphata-
sedomane, die PI1(4,5)P, und PI(3,4,5)P; als Substrate umsetzt (McPherson et al.,
1996). Die Dephosphorylierung von Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat wirde die
Affinitat von Adaptorproteinen fur die Membran verringern und dadurch ihre Disso-
ziation von der Vesikelmembran einleiten. Neben den Adaptorproteinen binden auch
Epsin, Dynamin und AP180 an PIP,. Synaptojanin selber konnte Uber die Interaktion
mit den SH3-Domanen von Endophilin oder Amphiphysin an die Membran rekrutiert
werden. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dal} die Bindung von Endophilin einen
EinfluR auf die Abschnurung und den Zerfall der Proteinhdlle von clathrinbedeckten
Vesikeln hat (Gad et al., 2000).

Humanes Stoned B (hStnB) Protein stimuliert in neuronalen Zellen die Dissoziation
von AP-2 von der Membran. Eine u2-homologe Domane von hStnB kann sowohl mit
AP-2 als auch mit Synaptotagmin interagieren, und vermutlich kompetitiert hStnB mit
AP-2 um die Bindung an Synaptotagmin (Walther et al., 2001).

In Anbetracht dieser vermutlich auch an dem Zerfall der Hulle von clathrinbedeckten
Vesikeln beteiligten Proteine ist es naheliegend, da® Hsc70 und Auxilin nicht allein
fur die Regulation dieses Prozesses verantwortlich sind. Da aber nur diese beiden
Proteine mit der direkten Clathrinfreisetzung von CCV in Verbindung gebracht wer-
den konnten, bleiben Hsc70 und Auxilin die entscheidenden Faktoren, die das
Gleichgewicht zwischen freiem und polymerisiertem Clathrin in der Zelle aufrechter-

halten.
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Ziel der Arbeit

Nach dem bislang akzeptierten Modell erfolgt der Zerfall der Hulle von clathrinbe-
deckten Vesikeln durch die Interaktion von Auxilin mit der distalen oder proximalen
Domane von Clathrin und die Rekrutierung von Hsc70 an diese Region der schweren
Kette. Wie sich allerdings herausstellte, bindet Auxilin Clathrin auch im Bereich der
terminalen Domane. Diese Eigenschaft teilt Auxilin mit den meisten an der CCV-
Bildung beteiligten Proteinen. Die Bedeutung dieser Interaktion ist aber vollig unklar,
da Auxilin auch Kafige dissoziieren kann, denen die terminalen Domanen fehlen.

FUr Auxilin existierten weder konkrete Daten Uber die Interaktion mit den Bindungs-
partnern Clathrin und AP-2, noch gab es Informationen zum strukturellen Aufbau der
Clathrinbindungsdomane. Neben dem Vorhandensein einer J-Domane kdnnten funk-
tionelle Unterschiede zwischen Auxilin und akzessorischen Proteinen, die an der Bil-
dung der Clathrinhdlle beteiligt sind, auch auf die Organisation der Clathrinbindungs-
domane zuruckzufiuhren sein.

Es wurde beabsichtigt, mit Hilfe der Herstellung rekombinanter Auxilinfragmente und
der gerichteten Mutagenese eine detaillierte molekularbiologische Analyse der Inter-
aktion von Auxilin mit Clathrin und AP-2 zu erstellen und gegebenenfalls daran betei-
ligte Motive zu identifizieren. In diesem Zusammenhang sollte auch der Auxilinbin-
dungsort auf der schweren Kette von Clathrin naher eingegrenzt werden. Durch
funktionelle Analysen dieser Fragmente konnte die Bedeutung einzelner Bereiche
und Motive dieser zentralen Domane fur die Aktivitat von Auxilin geklart werden.

Ziel dieser Arbeit ist, durch eine Charakterisierung der Clathrinbindungsdomane zum
besseren Verstandnis des molekularen Mechanismus der Dissoziation von CCV bei-

zutragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Computerprogramme

Fur die Datenbearbeitung wurden die Programme Adobe lllustrator 8.0 (Adobe Sy-
stems, San Jose, USA), Adobe Photoshop 5.0 (Adobe Systems), Akkuprog (Kindler,
1997), CDPro (Sreerama und Woody, 2000), CPrimer, DNAStar (DNAStar, Madison,
USA), Excel 98 (Microsoft, Redmont, USA), MacVector 5.0 (Eastman Kodak Compa-
ny, Rochester, USA) und NIHImage 1.62 (NIH, Bethesda, USA) verwendet.

2.1.2 Gerate
Gerat Typbezeichnung Hersteller, Firmensitz
Blotapparatur Forschungswerkstatten der
Medizinischen Hochschule
Hannover
Brutschrank Certomat BS-1 B.Braun, Melsungen
B12 Function line Heraeus, Hanau
CD-Spektrometer Dichrograph Il Jobin Yvon, Bensheim
Elektronenmikroskop EM 902 Zeiss
Elektrophorese- Mighty Small I Hoefer, San Fransicso, USA
kammer
Elektroporator MicroPulser BioRad, Minchen
Entwicklermaschine Optimax Typ TR Protec, Oberstenfeld
FPLC-System Fraktionssammler: FRAC-100 Amersham Biosciences, Frei-
Optische Einheit: UV-1 burg

Pumpe: P-500
Saulen: MonoQ
Superdex 200 HR10/30
Superose 12 HR10/30
Superose 6 prep grade
Schreiber: REC-102
Steuerungsgerat: LCC-501 Plus
Heizblock Dri-Block DB-2A Techne, Cambridge, England
Netzgerat PowerPac 300, PowerPac 1000 BioRad, Munchen
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pH-Meter MultiCal WTW, Weilheim
Photometer DU-640 Spectrophotometer Beckman Coulter Inc., Krefeld
Reinstwasseranlage MilliQ Millipore, Bedford, USA
Rotationsinkubator 3025 GFL, Burgwedel
Schuttelinkubator KS 15 A Control Edmund Buhler, Hechingen
Thermocycler UNO-Thermoblock Biometra, Gottingen
Ultraschallgerat Sonifier 250 Branson, Danbury, USA
UV-Leuchttisch UVT-20 S Herolab, Wiesbaden
Vortex Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia,
USA
Wippinkubator Duomax 1030 Heidolph, Schwabach
Zentrifugen:
Standzentrifuge J2-HS (Rotor JA-10) Beckman Coulter Inc., Krefeld
Tischzentrifugen 5410 Eppendorf, Hamburg
5417 R Eppendorf, Hamburg
(Rotoren:A-8-11, FA45-24-11)
Megafuge 1.0 R Heraeus, Osterode
Praparative UZ Optima 100 TL Beckman Coulter Inc., Krefeld
(Rotoren: TLA45, TLA100.4)
Optima LE 80K Beckman Coulter Inc., Krefeld
(Rotoren: 45Ti, 70Ti, SW-28)
Analytische UZ Optima XL-A (Rotor An50) Beckman Coulter Inc., Krefeld

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Produkt Hersteller, Firmensitz

Blotpapier 3MM Chr Whatman, Maidstone,
England

Dialyseschlauche Spectra/Por 1 Spectrum, Rancho
Dominguez, USA

Gelfiltrationssaulen NAP-5, NAP-10, PD-10 Amersham Biosciences,
Freiburg

Kupfernetze G200-C3 SCI, Minchen

Mikroreaktionsgefalle Microfuge Tube Beckman Coulter Inc.,

0,5mlund 1,5 ml Krefeld

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, NUmbrecht
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Nitrozellulosemembran Protran Schleicher & Schuell,
Dassel
Probenkonzentrationsgefalle Centricon-10/-30 Millipore, Bedford, USA

Centriprep-30

Reaktionsgefalie Greiner, Frickenhausen
15 ml und 50 ml
Chemolumineszenzfilme Hyperfilm ECL Amersham Biosciences,
Freiburg
Tragermaterialien ATP-Agarose Sigma, Taufkirchen
Ni-NTA-Agarose Qiagen, Hilden
DEAE-Cellulose DE52 Whatman, Maidstone,
USA
GSH-Sepharose 4B Amersham Biosciences,
Freiburg
Sepharose CL-4B Amersham Biosciences,
Freiburg

Ultrazentrifugenrohrchen
3,2 ml und 38 ml

Zellulosenitratfilter
(0,2 ym und 0,45 pm Porengrole)

2.1.4 Kommerzielle Systeme

Beckman Coulter Inc.,
Krefeld

Sartorius, Gottingen

Produkt Hersteller, Firmensitz
DNA-Molekulargewichtsstandard:

MW VII Roche, Mannheim

2-Log New England Biolabs, Frankfurt
DNA-Vektoren

pET32a-c Novagen, Bad Soden

pGEX4T1-3 Pharmacia Biotech, Freiburg

pQE30-32 Qiagen, Hilden

pUC57 MBI Fermentas, St. Leon-Rot

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin

QIA Prep Spin Miniprep Kit

QIA Quick Gelextraktion Kit

Quik Change Site Directed Mutagenesis Kit
Renaissance Enhanced Luminol

Pierce Biotechnology, Rockford, USA
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Stratagene, Amsterdam, Niederlande
NEN, Boston, USA
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2.1.5 Chemikalien

Alle Sauren wurden von Riedel-deHaén bezogen. Hier nicht aufgeflhrte organische
Ldsungsmittel stammen von Baker. Sigma oder Merck lieferten in der Regel die all-

gemeinen Laborchemikalien.

Reagenz Hersteller, Firmensitz
Agarose BioRad, Munchen
Adenosintriphosphat (ATP) Roche, Mannheim
Ampicillin Sigma, Taufkirchen

Bromphenolblau
Coomassie Brilliant Blue R250

Creatinphosphat

Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs)

Dithiothreitol (DTT)

Ethidiumbromid

Glutathion (GSH)
Guanidiniumhydrochlorid
Hefeextrakt

Imidazol

Isopropylthiogalactosid (IPTG)
Kanamycin

Magermilchpulver
B-Mercaptothanol
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Ponceau S
Proteaseinhibitormischung Complete
Trifluorethanol (TFE)

Triton X-100

Trypton

Tween 20

Uranylacetat

Xylencyanol

Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
BD Biosciences, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Uelzena, Uelzen
Merck, Darmstadt
BioRad, Munchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
BD Biosciences, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
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2.1.6 Enzyme und Proteine

Name Hersteller, Firmensitz Nummer
B-Galaktosidase Sigma, Taufkirchen G-8511
BSA Sigma, Taufkirchen A-7517
Carbanhydrase Sigma, Taufkirchen C-2273
Creatinphosphokinase Sigma, Taufkirchen C-3755
DNA-modifizierende Enzyme:

Alkalische Phosphatase Roche, Mannheim 713023
Polymerase | Klenow-Fragment Roche, Mannheim 1008412
Mungobohnennuklease New England Biolabs, Frankfurt M0250S
Taqg-DNA-Polymerase AGS EP0403
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas, St. Leon-Rot  EL0335
Ovalbumin Sigma, Taufkirchen A-7642
Phosphorylase b Sigma, Taufkirchen P-4649
S-Protein HRP-Konjugat Novagen, Bad Soden 69047-3

Streptavidin HRP-Konjugat

Restriktionsendonucleasen:
Clal, EcoRl, Haelll, Hindlll, Nael, Sacl
Aval, Apol, Ncol

Alw44l (ApalLl), BamHI, Cfrd2l (Sacll),
Dral, Eco32| (EcoRV), Eco1471 (Stul),
Kpn2l (BspMIl), KspAl (Hpal), Mspl
(Hpall), Pael (Sphl), Pvull, Sall

Pierce Biotechnology, Rockford, 21126
USA

Roche, Mannheim
New England Biolabs, Frankfurt
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

Trypsininhibitor aus Sojabohnen Worthington Biochemicals, 3570
Lakewood, USA
Thrombin ICN, Aurora, USA 154163
Trypsin Worthington Biochemicals, 3740
Lakewood, USA
2.1.7 Antikorper
Antikorper Antigen Hersteller/Referenz Katalognr.
anti-a-Adaptin AP-2 Rumpfdomane BD Biosciences 610501
anti-Penta-His Penta-His Qiagen, Hilden 34660
mAb 100/4 Auxilin Ahle und Ungewickell, 1990
Ziegen-lgG HRP-  Maus-IgG ICN Cappel, Aurora, USA 55563

Konjugat
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2.1.8 Puffer und Losungen

Name

Zusammensetzung

Blockierldsung
Coomassiefarbeldsung

DNA-Auftragspuffer
(zehnfach)

Elutionspuffer (pH 8,0)
Entfarbeldsung

Golgibindungspuffer
(pH 7,1)

Harnstoffpuffer (pH 8,0)

Imidazol-Elutionspuffer
(pH 8,0)

Imidazol-Lysispuffer
(pH 8,0)

Imidazol-Waschpuffer
(pH 8,0)

Laemmli-Laufpuffer
LB-Medium (pH 7,5)

Molekulargewichts-
standard

PBS (pH 7,0)

Ponceau S-Farbeldsung
Puffer A (pH 6,4)
Puffer B (pH 7,0)
Puffer D (pH 7,0)
Puffer H (pH 6,5)

Regenerationsmix
(zwolffach)

SOC-Medium (pH 7,0)

TBE-Puffer

TBST (pH 8,0)
TE-Puffer (pH 8,0)
Thrombinpuffer (pH 8,5)
Transferpuffer

8% Magermilpulver, 0,1% Tween 20 in PBS

0,2% Coomassie Brilliant Blue R250, 47,5% Ethanol, 10%
konz. Essigsaure

0,25% Bromphenolblau, 1,5% Ficoll 400, 0,25% Xylen-
cyanol

10 mM GSH, 50 mM Tris-HCI
10% Essigsaure, 10% Ethanol

25 mM HEPES, 125 mM Kaliumacetat, 5 mM Magnesium-
acetat

100 mM NaH>PO4, 10 mM Tris-HCI, 8 M Harnstoff
250 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,4

10 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH,POy,,
1% Triton X-100

20 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH>PO,

370 mM Gilycin, 0,1% SDS, 50 mM Tris
0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, 1% Trypton

Je 5 mg/ml von BSA, Carbanhydrase, B-Galactosidase,
Ovalbumin und Phosphorylase b in Probenpuffer

2,7 mM KClI, 1,9 mM KH2POQOy4, 137 mM NacCl, 8,2 mM
Naz;HPO4

1% Essigsaure, 0,2% Ponceau S

1 mM EGTA, 100 mM MES, 0,5 mM MgCl, 0,02% NaNj3;

1 mM DTT, 20 mM Imidazol, 25 mM KCI, 2 mM (NH4)2SO4
1 mM DTT, 20 mM Imidazol

0,1 mM EGTA, 0,1 M MES, 0,5 mM MgCl,, 3 mM NaNj3;

24 mM ATP, 60 mM Creatinphosphat, 24 U/ml Crea-
tinphosphokinase, 12 mM DTT

20 mM Glucose, 0,5% Hefeextrakt, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgClz, 10 mM MgSO4, 10 mM NaCl, 2% Trypton

45 mM Borsaure,1 mM EDTA, 45 mM Tris

150 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 0,1% Tween 20

1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI

2,5 mM CaCl,, 150mM NaCl, 20 mM Tris-HCI

39 mM Gilycin, 20% Methanol, 0,04% SDS, 50 mM Tris
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SDS-Probenpuffer 2 mM EDTA, 50% Glyzerin, 10% B-Mercaptoethanol, 10%
(vierfach) (pH 8,0) SDS, 100 mM Tris-HCI, angefarbt mit Bromphenolblaulsg.
y-broth 10 mM KCI, 4 mM MgSOy in LB-Medium

2.1.9 Escherichia coli Wirtsstamme

DH5q, XL1-Blue: Plasmidpraparation
BL21 (DE3) pLysS, M15 (pRep4): Proteinexpression

2.1.10 Oligodesoxynukleotide

Die Oligodesoxynukleotide wurden von den Firmen IBA Naps, Gottingen und Ope-
ron, Koln synthetisiert. FUr die gezielte Mutagenese und die Herstellung des
DPFADLG-Plasmids wurde HPLC-aufgereingte DNA verwendet.

DNA-Oligonukleotide fur das DPFADLG-Konstrukt:

Schnitt

Peptid | 5'>3"-Richtung Sequenz stelle

kodierend catcCGATCCTTTCGCTGACCTTGGGACGTTAAC

DPFADLG Hpal
nichtkodierend | 1ccaGTTAACGTCCCAAGGTCAGCGAAAGGATCG

PCR-Primer:
PCR- D . Schnitt-
Fragment 5°>3"-Richtung Primersequenz stelle

kodierend GCCGGATCCGAGTGGACCTACATCCACCCAG BamHlI
Aux (547-715)

nichtkodierend | GCCGAGCTCACATGGGCTGGGGAGATGCTTTC Sacl

Primer fur die gerichtete Mutagenese:

Mutation | 5°>3’-Richtung Primersequenz S;Zrl]lgt'
S°DPF kodierend GGTGCCACCTTTGCCCCAGCTGGAGCACCTTC
>APA | nichtkodierend | GAAGGTGCTCCAGCTGGGGCAAAGGTGGCACC Pl
SppPF kodierend GTGCTTCCAGTGCACCCGCTCTTCAGCCTACG
>APA | nichtkodierend | CGTAGGCTGAAGAGCGGGTGCACTGGAAGCAC Apal
7DPF kodierend CCCCAGACTCTGGCCCCTGCTGGTGACCTTGGG
>APA | nichtkodierend | CCCAAGGTCAGCAGCAGGGGCCAGAGTCTGGGG raell
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¥pLL kodierend CCATCAGGTCAAGCTTTGGCGGGTTCTTTTTTG .
>APA | nichtkodierend | CAAAAAAGAACCCGCCAAAGCTTGACCTGATGG Findl
"#pLL kodierend GCAGCTGACTTTGAGGCCTTGGCCTCTGGTCAAG
>APA | nichtkodierend | CTTGACCAGAGGCCAAGGCCTCAAAGTCAGCTGC Sl

&%\wDw kodierend GTTTCAGGAGCCGCGGCCGCGCATACCAAAC
>AAA | nichtkodierend | GTTTGGTATGCGCGGCCGCGGCTCCTGAAAC Sacll
PNWQ kodierend | GGAGGGGGCTACGCCGCGGCGCAGACACAGTCC
>AAA | nichtkodierend | GGACTGTGTCTGCGCCGCGGCGTAGCCCCCTCC Sacll
"S3Fs kodierend CTACAACGTGAGCGCCGCATCGATGCCTGGGG
>AA | nichtkodierend | CCCCAGGCATCGATGCGGCGCTCACGTTGTAG cll
"02ER kodierend GGGGGCCAGAACGCAGCCGGCAAAGCAGCAGC
>AA | nichtkodierend | GCTGCTGCTTTGCCGGCTGCGTTCTGGCCCCC el
590 kodierend CTAAACCATCAGGTTAACATTTGCTGGGTTC
STOP Hpal
nichtkodierend GAACCCAGCAAATGTTAACCTGATGGTTTAG
605 kodierend CCAGTGCTTCCAGTTAACCCTTTCTTCAGCC
STOP Hpal
nichtkodierend | GGCTGAAGAAAGGGTTAACTGGAAGCACTGG

2.1.11 Liste verwendeter Fusionsproteine

pGEX4T-1 Vektoren wurden fur die Herstellung von GST-Fusionsproteinen verwen-
det. pET32a-c und pQE30-31 Vektoren dienten zur Klonierung von N-terminal poly-
histidinmarkierten Fusionsproteinen. Dabei enthielt der Fusionsanteil, der sich von
den pET32 Vektoren ableitete, neben sechs Histidinresten das vorgelagerte Thiore-
doxin (Trx). Zur Unterscheidung wurde daher die Bezeichnung als Heg- oder TrxHe-
Fusionsproteine gewahlt.

Die Plasmide flir GST-TD, die GST-a-Ohrdomane und die Hg-B2-Ohrdomane wurden
von James Keen, Thomas Jefferson Universitat, Philadelphia, USA (Goodman et al.,
1997), Richard Anderson, Universitat von Texas, Dallas, USA (Wang et al., 1995)
und Thomas Kirchhausen, Harvard Medical School, Boston, USA (Shih et al., 1995)
zur Verfiugung gestellt. Die cDNA der schweren Kette von Clathrin im Vektor
pBlueskript (KIAA 0034) stammte von Takahiro Nagase, Kazusa DNA-Forschungsin-
stitut, Kisarazu, Japan.

Fusionsproteine, denen ein oder mehrere putative Bindungsmotive fehlen, wurden im

Namen mit dem Symbol A vor der mutierten Peptidsequenz bezeichnet.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Domanenstruktur von Auxilin. Die Positionen bekannter
und neu identifizierter Bindungsmotive wurden durch Balken markiert.

Vektor
pGEX4T-1 | pET32a-c | pQE30-31

CHEEEm Aux (547-910) +
T W Aux (547-910)A°DPF +
Tl W Aux (547-910)A°™*DPF A™'DLL +
T W Aux (547-910)A%'DLL,A™“DPF A™'DLL +

Auxilinfragmente

O Aux (547-715) + N
EiEEE Aux (547-715)A°°DPF +
[ﬂ}jj Aux (547-715)A° DPF,A*"*DPF + +
O Aux (547-715)A°*DPF + +
[ﬂﬂ: Aux (547-715)A%°*WDW,A**DPF +
EfiaEE Aux (547-715)A%'DLL +
i Aux (547-618) +
N Aux (547-605) +
H| Aux (547-590) +

M Aux (715-902) + +
Aux (715-902)A"°NWQ +

T Aux( )
Aux (715-902)A™°FS +

[ Aux( )
Aux (715-902)A™*FS,A"ER +

T Aux( )
[T Aux (715-902)A™ER .
T
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Aux (715-902)A"'DLL + +

Aux (715-813) +

Aux (715-776) +

Aux (778-902) +

Aux (619-738) + +

Aux (619-738)A°"*DPF + +
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AP-2 Fragment Vektor

o-Ohrdomane pGEX4T-1

Clathrinfragmente Vektor

pGEX4T-2 pET32a

Clathrin-TD (AS 1-579) +
Clathrin-DD (AS 438-1073) +
Clathrin-PD (AS 1073-1675) +
Clathrin-D/2PD (AS 730-1675) +

2.1.12 Sonstige Materialien

Die Schweinehirne wurden vom Schlachthof Hannover bezogen. Clathrinbedeckte
Vesikel wurden von Frau Beate GroRman und Frau Elke Mallon entsprechend der
Vorschrift von Lindner (1994) prapariert. Die SDS-Polyacrylamidgele und einen

Groliteil der Pufferlosungen stellte Frau Christiane Lemke bereit.

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen und Modifikation von 3°-

oder 5 -liberstehenden Enden

Die in einem praparativen Restriktionsverdau eingesetzte Menge der Plasmid-DNA
mit den Auxilinkonstrukten betrug 3 - 5 ug entsprechend der erwarteten Fragment-
groRe. Von der Vektor-DNA wurden 0,5 - 1,5 ug verdaut.

Das Volumen der Reaktionsansatze wurde so gewahlt, dald die Endkonzentration an
Glyzerin, die sich aus der zugegebenen Menge an Restriktionsenzymen berechnete,
unter 5% lag. Der Verdau erfolgte mit 1 U der Enzyme bei 37°C fur eine Stunde.
Hiervon abweichende Inkubationsbedingungen wie bei Apol (560°C) wurden dem Bei-
blatt der jeweiligen Enzyme entnommen. Fur einen Doppelverdau der DNA wurde ein
Reaktionspuffer benutzt, der beiden Restriktionsenzymen eine Aktivitat von minde-
stens 50% zusprach. War die gleichzeitige Inkubation mit zwei Enzymen nicht mog-

lich, wurden sie nacheinander eingesetzt. Die meisten Enzyme konnten bei 65°C
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oder 80°C inaktiviert werden. Hierzu wurden die Ansatze fur 20 Minuten im Heizblock
bei der entsprechenden Temperatur inkubiert.

Um den Anteil moglicher Selbstligationen der Vektor-DNA zu verringern, wurden die
5°-Phosphatenden durch Behandlung mit der Alkalischen Phosphatase aus Kalber-
darm (CIP, calf intestine alkaline phosphatase) entfernt. Die Inkubation erfolgte mit
1 U des Enzyms / pMol 5°-phosphorylierter DNA-Enden fir eine Stunde bei 37°C in
dem ursprunglichen Restriktionsendonukleasepuffer.

Die nach dem Restriktionsverdau generierten 3'- oder 5-DNA-Uberhdnge muften in
einigen Fallen als Vorraussetzung fur die Ligation mit der Vektor-DNA modifiziert
werden.

Zum Auffullen von 5°-Uberstehenden Enden wurde der Reaktionsansatz mit 1 U des
Klenow-Fragments der Polymerase | und 2 mM dNTPs fur 30 Minuten bei 37°C inku-
biert. Die Polymerase mufdte anschliel3end bei 75°C fir 10 Minuten hitzeinaktiviert
werden. 3'-DNA-Uberhéange konnten durch die Mungobohnennuklease (MBN) ent-
fernt werden. Hierzu wurden im Reaktionsansatz die Hochsalzpuffer der Restriktions-
endonukleasen vermieden und 1 U des Enzyms / ug DNA eingesetzt. Die Inkubation
wurde fur 30 Minuten bei 30°C durchgefuhrt. Durch Phenol/lsoamylalkohol/Chloro-
form (PIC)-Extraktion konnte die MBN inaktiviert und von der DNA abgetrennt wer-
den. Die DNA-L6sung wurde dazu auf ein Volumen von 50 yl mit TE-Puffer aufgefullt
und mit dem gleichen Volumen gepufferter PIC-Mischung versetzt, gevortext und fur
5 Minuten in der Tischzentrifuge (Rotor FA45-24-11) bei hochster Umdrehungszahl,
was 25.000 x gmax entsprach, zentrifugiert. Die obere, walkrige Phase mit der DNA
wurde abgenommen und die untere, organische Phase durch Zugabe von 50 pl an
TE-Puffer erneut extrahiert. Es folgte eine Ethanolfallung der DNA aus den vereinig-
ten walrigen Phasen, die mit 1/10 Volumen 3 M Natriumazetat (pH 5,2) und 2,5 Vo-
lumina kalter 100%iger Ethanolldsung vermischt und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert
wurden. Anschlielend wurde die Probe bei 4°C und maximaler Drehzahl fur 5 Minu-
ten zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das DNA-Pellet mit 1 ml 70%igem Etha-
nol bei RT gewaschen. Nach einem weiteren funfminatigen Zentrifugationsschritt bei
RT wurde das Pellet im Exsikkator getrocknet und in TE-Puffer oder, falls sich ein
weiterer Restriktionsverdau anschlof3, in dem entsprechenden Restriktionsenzym-
puffer wieder aufgenommen.

Ein analytischer Restriktionsverdau diente zur Uberpriifung von neu hergestellten

Plasmidkonstrukten. Die DNA wurde aus 2 ml Ubernachtkulturen der das Plasmid
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enthaltenden Bakterien mit dem Qiagen Plasmid Miniprep Kit isoliert. Die fur den Re-
striktionsverdau ausgewahlten Enzyme ergaben ein charakteristisches Schnittmuster
an DNA-Fragmenten, wodurch eine eindeutige Aussage Uber den erfolgten Einbau
der DNA in der richtigen Orientierung moglich wurde. Fur den Verdau wurden 4 pl
der DNA-Plasmidpraparation (ca. 0,2 ug DNA) und 0,5 U des Enzyms eingesetzt. Die
Reaktionsansatze wurden nicht hitzeinaktiviert, sondern direkt wie im Abschnitt

2.2.1.2 beschrieben gelelektrophoretisch analysiert.

2.2.1.2 Aufreinigung und Ligation von DNA-Fragmenten

Die durch den Restriktionsverdau erhaltenen und gegebenenfalls modifizierten DNA-
Fragmente wurden elektrophoretisch Uber ein 1%iges horizonales Agarosegel in
TBE-Puffer bei einer angelegten Spannung von 80 V aufgetrennt. Fir den Nachweis
sehr kleiner Fragmente (< 700 Bp) wurde der Agarosegehalt der Gele in einigen
Fallen auf 2 - 3% erhoht. Die Agarose wurde mit 1,43 ug/ml Ethidiumbromid versetzt.
Das Ausschneiden der DNA erfolgte unter dem UV-Licht einer Handlampe bei einer
Wellenlange von 330 nm. Fur die Extraktion der DNA aus der Agarose wurde das
Qiaquick Gelextraction Kit verwendet.

7 ul von der zu inserierenden DNA und 1 pl der Vektor-DNA wurden in einem Reakti-
onsvolumen von 10 - 20 yl mit 1 U der T4-Ligase eingesetzt. Die Ligation von koha-
siven DNA-Enden wurde Uber Nacht bei 4°C durchgefuhrt. Sollten nichtiberhangen-
de DNA-Enden ligiert werden, enthielt der Ansatz zusatzlich 5% Polyethylenglykol,
und die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei RT. In einigen Fallen wurde anstelle des
Vektors und der zu inserierenden DNA lediglich das linearisierte Plasmid (ca. 0,1 -
0,2 uyg DNA) in die Ligation eingesetzt. Vor der Transformation in DH50. oder M15

Bakterien mufte die Ligase fur 10 Minuten bei 65°C inaktiviert werden.

2.2.1.3 Kilonierung der Auxilinfragmente

Die Klonierung der Auxilinfragmente Aux (547-715), Aux (715-902) und Aux (619-
738) erfolgte unter Verwendung eines bereits in dem Vektor pGEX 4T-1 vorliegenden
Konstrukts, das die cDNA fur die Aminosauren 547-910 von bovinem Auxilin enthielt.
Diese Fragmente wurden wiederum fur die Herstellung der Auxilinkonstrukte Aux
(547-618), Aux (715-776) und Aux (778-902) herangezogen. Als Expressionsvekto-
ren dienten pET32a-b oder pQE30-31. In Tabelle 1 sind die DNA-Konstrukte von Au-

xilin und die Vektoren fiir die Klonierung als Ubersicht zusammengefaft.
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Die DNA fur das N-terminale Auxilinfragment Aux (547-715) wurde mit Hilfe der Re-
striktionsendonukleasen Aval und Ncol gewonnen und nach dem Aufflllen der
5°-Uberhangenden Enden von beiden Schnittstellen durch das Klenow-Fragment der
Polymerase | in den mit EcoRV gespaltenen pET32a Vektor inseriert. Zur Isolierung
eines DNA-Fragments, das im Auxilin fur den Bereich von Aminosaure 547 bis 618
kodiert, wurde das Plasmid mit dem Auxilinkonstrukt Aux (547-715) zunachst mit
Sphl verdaut. Die entstandenen 3'-DNA-Uberhénge konnten durch die Mungoboh-
nennuklease entfernt werden. Der Ncol-Verdau der DNA ermdglichte schlie3lich eine
Ligation mit dem durch Ncol und EcoRV linearisierten Vektor pET32a.

Ein Fragment, das dem C-terminalen Bereich von Auxilin von Aminosaure 715 bis
902 entspricht, wurde durch den Restriktionsverdau der DNA mit Ncol und Apol ge-
neriert. Als Vektor diente der mit Ncol und EcoRI gedffnete Expressionsvektor
pET32a. Das Konstrukt wurde mit den Enzymen Ncol und Sall aus diesem Vektor
isoliert und in den mit BamHI| und Sall geschnittenen pQE30 Vektor eingebaut. Die
5°-Uberhangenden DNA-Enden nach dem Verdau mit Ncol und BamH| muf3ten durch
die Klenow-Polymerase vor der Ligation aufgefullt werden. Ein verkurztes C-termina-
les Fragment von Auxilin, das den Bereich von Aminosaure 778 bis 902 umfalit,
konnte aus der DNA-Sequenz von Aux (715-902) durch den Verdau mit Pvull und
EcoRI herausgeschnitten und in den mit EcoRV und EcoRI linearisierten Vektor
pET32c kloniert werden. Zur Herstellung des Fragments Aux (715-776) wurde die
Plasmid-DNA von Aux (715-902) mit den Restriktionsenzymen Ncol und Pvull be-
handelt. Der fur die Ligation verwendete Vektor pET32a muldte zunachst mit EcoRl
verdaut und die komplementaren Basen zu dem entstandenen Uberstehenden DNA-
Stang durch die Klenow-Polymerase erganzt werden. Als zweite Schnittstelle diente
im Vektor ebenfalls die Erkennungssequenz von Ncol. Fur das Auxilinkonstrukt Aux
(715-813) wurde das in den pQE30 Vektor klonierte Fragment Aux (715-902) mit
BamH]I geschnitten und religiert, was zu dem Verlust des fur den Bereich 814-902
kodierenden Segments fuhrte.

Die DNA fur Aux (619-738) wurde nach dem Verdau von Aux (547-910) mit Sphl und
der Zwischenklonierung in den Vektor pUC57 mit Sall und Hindlll aus diesem wieder
herausgeschnitten und in die genauso behandelten Expressionsvektoren pET32b
und pQE31 ligiert. Das Konstrukt in dem pQE31 Vektor wurde schlie3lich mit Sall

und Stul geschnitten und die dabei enstandenen DNA-Enden des verkurzten Plas-
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mids wieder ligiert, nachdem die Klenow-Polymerase die Uberstehenden Enden der
Sall-Schnittstelle aufgefullt hatte.
Die Auxilinfragmente Aux (547-590) und Aux (547-605) erhielten durch die Mutage-

nese von Stopkodons (s. 2.2.1.5) jeweils eine zusatzlich in die DNA integrierte Er-

kennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease Hpal. Die Schnittstellen flr Ncol

und Hpal wurden genutzt, um beide Fragmente in den durch Ncol und EcoRV geoff-

neten Vektor pET32a zu klonieren, dessen Leserahmen dadurch hinter der Insertion

verschoben wurde. Die Konstrukte wurden daher anschlieend mit EcoRI nur einfach

geschnitten, mit MBN behandelt und wieder ligiert.

Tabelle 1: Ubersicht zur Klonierung der verwendeten Auxilinfragmente

. Schnitt- Ziel- .
Fragment Ausgangsplasmid stellen vektor Schnittstellen
Aux (547-715) | pGEX4T-1 mit Aux (547-910) | Aval® + Ncol* | pET32a EcoRV
pET32a mit Aux (547-715) Ncol + Hpal | PET32a| Ncol + EcoRV
Aux (547-590) 3
pET32a mit Aux (547-590) EcoRI® religiert
pET32a mit Aux (547-715) Ncol + Hpal | PET32a| Ncol + EcoRV
Aux (547-605) : ]
pET32a mit Aux (547-605) EcoRI® religiert
Aux (547-618) | pPET32a mit Aux (547-715) Ncol + Sphi® | pET32a| Ncol + EcoRV
pPGEX4T-1 mit Aux (547-910) Sphl pUC57 Sphl
pUCS7 mit Aux (619-738) Sall + Hindlll | pPET32b | Sall + Hindlll
Aux (619-738) :
pUCS7 mit Aux (619-738) Sall + Hindlll | pPQE31 | Sall + Hindlll
pQE31 mit Aux (619-738) Sall? + Stul religiert’
PGEX4T-1 mit Aux (547-910) | Ncol + Apol |PET32a| Ncol + EcoRlI
Aux (715-902) :
pET32a mit Aux (715-902) Ncol*+ Sall | pQE30 | BamHI* + Sall
Aux (715-776) | pPET32a mit Aux (715-902) Ncol + Pvull | pET32a| Ncol + EcoRI?
Aux (715-813) | pPQE30 mit Aux (715-902) BamHI pQE30 BamHI
Aux (778-902) | pET32a mit Aux (715-902) Pwull + EcoRI | pPET32a | EcoRV + EcoRl

Religation des nach dem Restriktionsverdau linearisierten Auxilinkonstrukts

2

®  3"-DNA-Uberhang wurde durch MBN entfernt

5°-DNA-Uberhang wurde durch Klenow-Polymerase aufgefillt
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2.2.1.4 Herstellung des polyhistidinmarkierten DPFADLG- Fusionsproteins

Fur die Klonierung des DPFADLG-Fusionsproteins multen erst die kodierenden
bzw. nichtkodierenden einzelstrangigen Oligodesoxynukleotide zu einem DNA-Dop-
pelstrang zusammengelagert werden.

Der 20 ul Reaktionsansatz enthielt jeweils 1,1 ng der beiden Oligodesoxynukleotide
in dem Restriktionsenzympuffer Y* der Firma MBI Fermentas. Fir die Paarung der
DNA-Einzelstrange wurde ein Temperaturprofil gewahlt, das mit der Denaturierung
der DNA bei 95°C fur zwei Minuten begann und anschlie3end fur weitere funf Minu-
ten die berechnete Schmelztemperatur der DNA-Oligonukleotide von 75°C konstant
hielt. Uber einen Zeitraum von etwas mehr als zwei Stunden wurde der Ansatz mit
einer Kuhlrate von 0,01 °C/s auf 4°C abgekuhilt.

Der Oligodesoxynukleotid-Doppelstrang wies die komplementaren Uberhangenden
5°-Enden zu dem durch BamHI und Sall linearisierten pET32a Vektor auf. Der Vektor
wurde nicht dephosphoryliert, da die zu inserierende DNA keine 5°-Phosphatenden
aufwies. Fur die Ligation wurden 10 pl des doppelstrangigen Oligodesoxynukleotids
und 1 pl der Vektor-DNA in einem Gesamtvolumen von 15 pl eingesetzt. Der Ligati-

onserfolg liel3 sich durch den analytischen Restriktionsverdau mit Hpal Uberprifen.

2.2.1.5 Mutagenese potentieller Bindungsmotive von Auxilin

In der Aminosauresequenz von Auxilin wurden die DPF-Motive durch APA und die
DLL-Motive durch die Sequenz ALA ersetzt. Die Aminosauren der putativen Motive
SeWDW, ?°NWQ, "5*FS und "®2ER wurden durch die entsprechende Anzahl an Ala-
ninen ausgetauscht. Die fur die DNA-Mutationen erforderlichen Primersequenzen
sind unter 2.1.10 aufgefuhrt. Zur leichteren Identifizierung der erfolgten Mutationen
wurden in die Basensequenzen, die verandert werden sollten, Schnittstellen fir Re-
striktionsendonukleasen integriert.

Die gerichtete Mutagenese wurde entsprechend des Quik Change™ Site-Directed
Mutagenesis Protokolls der Firma Stratagene und unter Verwendung der mitgelie-
ferten Reagenzien durchgefuhrt. Das Prinzip dieses Systems beruht auf der Replika-
tion beider DNA-Strange eines Plasmids durch die Pfu-Polymerase. Die Primer mit
der gewunschten Mutation sind dabei zueinander komplementar. Sie bleiben an die

DNA gebunden, so dal} ein Einzelstrangbruch entsteht, der nach der Transformation
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in XL1-Blue Bakterien geschlossen wird. Durch den Verdau mit Dpnl wird selektiv die
parentale DNA entfernt.

Von der Plasmid-DNA wurden 40 ng eingesetzt, was der empfohlenen Konzentration
von 5-50 ng entsprach. Ein Uberschichten der Reaktionsansatze mit Mineraldl war
nicht erforderlich, weil der Deckel des verwendeten Thermocyclers beheizt werden
konnte. Da mehr als eine Aminosaure ausgetauscht werden sollte, wurde die Zahl
der Zyklen unter Berucksichtigung der Herstellerempfehlung auf 17 festgesetzt. Als
Plasmide wurden Auxilinkonstrukte in den Vektoren GEX4T-1, pET32a-c und
pQE30-31 benutzt. Die Zeit fur die Replikation der DNA-Strange richtete sich nach

der Plasmidlange (zwei Minuten / kBp) und betrug zwischen 12 und 14 Minuten.

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Auxilinfragmente, die fiir eine gezielte Mutagenese verwendet wurden.
Die mutierten Reste und ihre Positionen in der Aminosauresequenz sind angegeben.

Frag- Mutationen
mente 995 70op(%°sTOP |°DPF |*°DPF |*'DPF | ®*WDW | ®'DLL | *'DLL |?°NWQ | "°FS |"2ER
+
Aux
+ +
(547-910)
+ + +
+
+
+
Aux
+ +
(547-715)
+
+ +
+
+
+
Aux
+
(715-902)
+ +
+
Aux
+
(619-738)
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2.2.1.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die DNA fiir die Konstrukte Aux (547-715), Aux (547-715)A%”*DPF und Aux (547-
715)A%°DPF,A*"*DPF wurde aus dem pET32a Vektor mit der entsprechenden Auxi-
linsequenz durch die PCR-Methode (PCR, polymerase chain reaction) amplifiziert.
Die hierfur verwendeten Primer enthielten zur Ausgangs-DNA nicht komplementare
Restriktionsenzymschnittstellen fur BamH| oder Sacl sowie drei zusatzliche Basen an
den 5°-Enden der DNA und wurden jeweils in einer Konzentration von 0,8 uM einge-
setzt. Die PCR-Reaktion erfolgte mit 0,1 ng der Plasmid-DNA in dem magnesiumhal-
tigen complete Puffer von AGS. Die Endkonzentration der verwendeten dNTPs be-
trug 0,4 mM.

Nach einem funfminutigen Denaturierungsschritt bei 95°C wurde zu dem 100 ul Re-
aktionsansatz 1 ul der thermostabilen Tag-DNA-Polymerase gegeben, was 2 U des
Enzyms entsprach. Es folgten zunachst funf Zyklen von jeweils 30 Sekunden bei
95°C und 54°C und einer Minute bei 72°C, dem Temperaturoptimum fir die Aktivitat
der Taqg-Polymerase. Erst nach den ersten Amplifikationsrunden bei 54°C konnte
eine Hybridisierung der DNA Uber die gesamte Lange der Oligodesoxynukleotidse-
quenz erfolgen. Fur die nachsten 25 Zyklen wurde daher die Anlagerungstemperatur
der Primer von 54°C auf 66°C erhoht. Die gewahlte Temperatur von 66°C lag 5°C
unterhalb des mit dem Programm CPrimer berechneten Schmelzpunkts der DNA-
Oligonukleotide. Der Deckel des verwendeten Gerats wurde wahrend der gesamten
PCR auf 98°C beheizt.

Fur den Restriktionsverdau mit BamH| und Sacl wurden 15 pyl der aufgereinigten
PCR-Produkte eingesetzt. Mit den gleichen Enzymen wurden die fur die Ligation
verwendeten pQE31 Vektoren linearisiert. Die Aufreinigung und Ligation der PCR-
Fragmente erfolgte wie unter 2.2.1.2 beschrieben.

Durch Sequenzierung der PCR-Produkte (Comfort Read Service, MWG Biotech)
wurde festgestellt, da® die DNA von Aux (547-715) die Punktmutation TS62A enthalt.

2.2.1.7 Klonierung der Clathrinfragmente

Das Ausgangsplasmid fur die Klonierung polyhistidinmarkierter Clathrinfragmente
war der Vektor pBlueskript mit der inserierten cDNA der schweren Kette von huma-
nem Clathrin. Durch den Restriktionsverdau mit Mspl wurde ein DNA-Konstrukt, das

fur die proximale Domane und den C-Terminus der schweren Kette kodiert (AS
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1073-1675), hergestellt und in den durch EcoRV linearisierten Expressionsvektor
pET32a integriert.

In der Basensequenz der schweren Kette wird die distale Domane (AS 438-1073)
von einer Stul- und einer BspMII-Schnittstelle begrenzt. Da sich eine direkte Klonie-
rung Uber diese beiden Schnittstellen als schwierig erwies, wurde zunachst ein Zwi-
schenprodukt durch den Verdau mit Ncol und BspMII generiert, das die DNA sowohl
fur die terminale als auch fur die distale Domane enthielt. Die von BspMIl erzeugten
5’-Uberhangenden DNA-Enden mufiten durch das Klenow-Fragment der Polymera-
se | aufgefullt werden. Als Vektor diente ebenfalls pET32a, der durch Ncol und
EcoRV gedffnet wurde. Zur Gewinnung des entsprechenden Fragments der distalen
Domane wurde das Plasmid mit Ncol und Stul geschnitten, was zur Deletion des
DNA-Segments fur die terminale Domane fuhrte. Nach dem Auffullen fehlender Ba-
sen durch die Klenow-Polymerase wurde das Plasmid religiert.

Ein Konstrukt, das die DNA fir den C-terminalen Bereich der distalen Domane und
den Rest der schweren Kette umfaldt (AS 730-1675), konnte durch Verdau mit Dral
und die Ligation mit dem von EcoRV geschnittenen pET32a Vektor hergestellt wer-

den.

Tabelle 3: Ubersicht zur Klonierung der verwendeten Clathrinfragmente

Fragment Ausgangsplasmid | Schnittstellen | Zielvektor St(c;arlllgir:t-
Clathrin-TDD (1-1073) pBS mit CHC Ncol' + BspMIl' |pET32a | EcoRV
Clathrin-DD (438-1073) pET32a mit TDD | Ncol' + Stul religiert®
Clathrin-D/2PD (730-1675) | pBS mit CHC Dral pET32a |EcoRV
Clathrin-PD (1073-1675) |pBS mit CHC Mspl' pET32a |EcoRV

5°-DNA-Uberhang wurde durch Klenow-Polymerase aufgefiillt

2 Religation des nach dem Restriktionsverdau linearisierten Clathrinkonstrukts

2.2.1.8 Transformation in elektro- bzw. thermokompetente Bakterien

Die Transformation von Ligationsansatzen und von Plasmiden erfolgte in thermo-
kompetente E.coli Bakterien. Der verwendete Bakterienstamm war fur die Ligati-
onsprodukte entweder DH5o. oder wie im Fall der Transformation von pQE-Vektoren
der Stamm M15. Letzterer enthalt das zusatzliche Plasmid pRep4, das eine effektive

Unterdrickung der Hintergrundexpression sicherstellt. M15 diente auch als Expres-
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sionsstamm fur pQE-Vektorkonstrukte, wahrend pET- und pGEX-Plasmide fur die
Proteinexpression in BL21 Bakterien transformiert wurden.

Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, und 5 - 10 yl von den Ligationsansatzen
wurden zu 90 ul der thermokompetenten Bakterien gegeben. Lag bereits ein zirkula-
res Plasmid vor reichte 1 yl der DNA bei einer Konzentration von ca. 60 pg/ml. Der
Ansatz wurde zur Bindung der DNA an die Bakterien zunachst fur 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Es folgte ein kurzer Hitzeschock fur drei Minuten bei 42°C. Die auf Eis ge-
stellten Proben wurden mit 500 pl y-broth Medium versetzt und zur Ausbildung einer
Antibiotikaresistenz der Bakterien fir 30 Minuten bei 37°C und 230 UpM in den
Schuttelinkubator gestellt. AnschlieRend wurde die Bakteriensuspension in der Tisch-
zentrifuge Typ 5410 fur eine Minute bei hochster Umdrehungszahl (12.800 X gmax)
abzentrifugiert und der Uberstand bis auf 50 yl abgenommen. Das Pellet wurde in
dem restlichen Medium resuspendiert und die Bakterien auf einer LB-Agarplatte mit
dem entsprechenden Antibiotikum zur Selektionierung auf das transformierte Plas-
mid ausgestrichen. Die verwendeten Vektoren pET32a-c, pQE30-31 und pGEX4T1-3
enthalten das B-Laktamasegen, das eine Resistenz gegenliber Ampicillin verleiht.
Das pRep4 Plasmid der M15 Bakterien tragt zudem ein Kanamycinresistenzgen, wo-
durch eine Vermehrung der transformierten Bakterien im kanamycin- und ampicillin-
haltigen Medium bei einer Kanamycinkonzentration von 25 pg/ml moglich war. Die
eingesetzte Konzentration von Ampicillin betrug bei DH50- und M15-Bakterien
100 pg/ml und bei BL21-Bakterien 50 pg/ml.

Bei einer schwachen Transformationseffizienz konnte das Ergebnis durch Elektropo-
ration verbessert werden. Hierfir wurden 1 pl des Ligationsansatzes und 40 ul der
elektrokompetenten Bakterien fur eine Minute zunachst auf Eis inkubiert und dann in
eine vorgekuhlte 0,2 cm Elektroporationskuvette pipettiert. Das gewahlte Programm
fur die Elektroporation war EC2. Nach dem Pulse erfolgte die direkte Zugabe von
1 ml kaltem SOC-Medium zum Transformationsansatz. Die Bakteriensuspension
wurde danach in einem 15 ml Reaktionsgefald fur eine Stunde bei 37°C und
230 Upm geschdittelt. Das Ausplattieren der Bakterien entsprach dem Protokoll nach

der Thermotransformation.
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2.2.2 Methoden zur Analyse von Proteinen

2.2.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteingemische konnten gelelektrophoretisch aufgetrennt und ihre Zusammenset-
zung durch Anfarbung der Proteinbanden analysiert werden. Hierzu wurden 0,8 mm
SDS-Polyacrylamidgele (6,5 cm x 9 cm) mit einem linear ansteigenden 9 - 19%igen
Acrylamid- und 0,09 - 0,38%igen N,N-Methylenbisacrylamidgradienten und einer
Trennstrecke von 5,5 cm verwendet. Das Pufferreservoir der Elektrophoresekammer
wurde mit Laufpuffer aufgefillt. Als Molekulargewichtsstandard dienten 10 pl eines
Proteingemisches aus Carbanhydrase (29 kDa), Ovalbumin (45 kDa), BSA (66 kDa),
Phosphorylase b aus Kaninchen (96 kDa) und B-Galaktosidase (116 kDa). Die zu
analysierenden Proben wurden mit einem drittel Volumen an vierfach Probenpuffer
vermischt, fur 2 Minuten bei 95°C in einem Heizblock aufgekocht und das gebildete
Kondensat fur eine Minute in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Mit einer 25 yl Ha-
miltonspritze wurden 10 - 15 ul der Proben in die Taschen des Gels aufgetragen. Bis
zum Eintritt der Proteine ins Trenngel wurde fur 20 Minuten eine Spannung von 80 V
angelegt, die danach unter Wasserkuhlung auf 200 V fur eine Stunde erhoht werden
konnte. Die Anfarbung der im Gel aufgetrennten Proteine erfolgte fir mindestens ei-
ne Stunde in Coomassiefarbelésung. Uberschiissiger Farbstoff wurde aus dem Gel

bei RT mit Entfarberldsung und einem Tuch Zellstoff abgezogen.

2.2.2.2 Westernblot

Alternativ zu der Coomassiefarbung samtlicher Proteinbanden im Gel konnten auch
einzelne Proteine nach dem Transfer auf Nitrozellulose immunmarkiert werden. Bei
dem angewandten halbtrockenen Westernblotverfahren lagen das Gel und die Nitro-
zellulosemembran zwischen jeweils sechs Lagen mit Transferpuffer getrankter Filter-
papiere. Die zwischen den beiden Graphitelektroden angelegte Stromstarke berech-
nete sich nach der Transferflache mit 0,8 mA/cm?. Der Blot wurde anschlieBend kurz
in Ponceau S Farbeldosung geschwenkt und mit Wasser wieder so weit entfarbt, dal
die Banden des Molekulargewichtsstandards und die Laufspuren markiert werden
konnten. Das vollstandige Entfarben erfolgte in PBS. Unspezifische Bindungsstellen
auf der Nitrozellulosemembran wurden far 30 Minuten mit Blockierldsung abgesattigt.
Anschlie3end wurde der Blot jeweils fur eine Stunde mit einer Verdinnung des pri-

maren Antikdrpers in PBS mit 3% BSA und des sekundaren Antikdrpers in Blockier-



Material und Methoden Seite 49

I6sung inkubiert. Die Antikorperkonzentrationen entsprachen dabei den Herstelleran-
gaben. Wahrend die Verdunnung von polyklonalen Seren empirisch ermittelt wurde,
betrug die Konzentration von nichtkommerziellen monoklonalen Antikérpern ca.
2 ug/ml. Die einzelnen Inkubationsschritte erfolgten bei RT auf einem Wippinkubator
und wurden durch das Waschen des Blots mit PBS beendet. Als Alternative zu den
Antikorperinkubationen wurden TrxHg-Fusionsproteine in TBST-Puffer direkt von
Protein S-HRP gebunden. Da auch der sekundare Antikdrper mit Meerrettichperoxi-
dase (HRP) konjugiert ist, konnten die Proteine nach Zugabe der HRP-
Substratlosung durch Chemolumineszenz detektiert werden. Als Reagenz diente
Renaissance Enhanced Luminol der Firma Nalgene. Die Belichtungszeiten der Hy-
perfilm ECL Filme richteten sich nach den jeweiligen Signalstarken. Fir die Filment-

wicklung wurde die auf 31°C beheizte Entwicklermaschine verwendet.

2.2.2.3 Densitometrische Auswertung

Die coomassiegefarbten SDS-Polyacrylamidgele und die belichteten Filme wurden
mit einem Agfa Duoscan Scanner und dem Programm Adobe Photoshop digitalisiert
und nach der Umwandlung in ein TIFF-Dateiformat mit dem Programm NIH-Image

densitometrisch ausgewertet.

2.2.3 Proteinaufreinigung

2.2.3.1 Expression und Isolierung der Fusionsproteine in E.coli

Die Expression der GST- Fusionsproteine erfolgte in BL21 Bakterien. Der gleiche
Stamm wurde auch bei Plasmiden, die sich von den Vektoren pET32a-c ableiteten,
verwendet. Die Hg-Fusionsproteine ohne den Thioredoxinanteil wurden in M15 Bak-
terien exprimiert.

Bevor die Bakterien im praparativen Maldstab kultiviert wurden, war es sinnvoll, die
Expression der Fusionsproteine zunachst in einer 2 ml Kultur zu Uberprifen. Hierzu
wurde ein Bakterienklon, der das gewunschte Plasmid enthielt, in einer 1:100 Ver-
dinnung in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum (50 pg/ml Ampicillin
bei BL21 Bakterien bzw. 100 pug/ml Ampicillin und 25 ug/ml Kanamycin bei M15
Bakterien) fur drei Stunden bei 37°C im Schuttelinkubator vermehrt. Durch Zugabe

von 0,5 mM bzw. 1 mM IPTG bei M15 Bakterien konnte die Proteinexpression indu-
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ziert werden. Es folgte fUr drei Stunden eine Inkubation unter Schutteln bei RT. Von
der Bakteriensuspension wurden 800 pl abgenommen und in der Tischzentrifuge Typ
5410 fur 1 Minute bei maximaler Drehzahl (12.800 x gmax) abzentrifugiert. Das Pellet
wurde zweimal in 1 ml PBS gewaschen und nach der letzten Zentrifugation in 90 pl
0,5 M Tris-HCI (pH 8,0) resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von
10 pl 10%iger SDS-Losung und 35 pl des vierfachen SDS-Probenpuffers. Die Bakte-
rien wurden schlieRlich im Heizblock bei 95°C fur 3 Minuten aufgekocht und die Ex-
pression der Fusionsproteine nach der Proteinauftrennung in einem SDS-Polyacryl-
amidgel Uber einen Westernblot analysiert (s. Abschnitte 2.2.2.1 und 2.2.2.2).

FUr die Herstellung einer 1 | Bakterienkultur wurde die entsprechende Menge Medi-
um mit einer 10 ml Ubernachtkultur einer 1:1000 Verdiinnung der Bakterien und dem
jeweiligen Antibiotikum versetzt. Die Bakterien wurden unter den gleichen Bedingun-
gen wie bei der Testinduktion inkubiert und anschlielend im Rotor JA-10 bei
6000 UpM (6.400 X gmax) fur 15 Minuten abzentrifugiert. Zum Resuspendieren diente
kaltes PBS. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt und der Wiederaufnahme der
Bakterien in PBS wurde die Suspension in ein 50 ml Kunststoffreaktionsgefaly tber-
fuhrt und bei maximaler Umdrehungszahl (3.350 X gmax) in der Megafuge 1.0R sedi-
mentiert. Das so gewonnene Bakterienpellet konnte in einem Gemisch aus Methanol
und Trockeneis schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —80°C gelagert
werden.

Die meisten Hg- und die TrxHs- Fusionsproteine lielRen sich nativ aufreinigen. Hierzu
muldte das gefrorene Pellet einer 1 | Bakterienkultur zunachst in 10 ml Imidazol-
Lysispuffer, der 1% des Detergenz Triton X-100 und eine Mischung von Proteasein-
hibitoren enthielt, resuspendiert werden. Ein vollstandiger Zellaufschluf® der auf Eis
gehaltenen Bakterien erfolgte durch die Behandlung mit mindestens vier Ultra-
schallimpulsen von 50 Watt fur je 10 Sekunden. Die Zahl der Impulse richtete sich
dabei nach der Viskositat der Suspension. Die partikularen Bestandteile des Bakteri-
enlysats konnten anschlielend im Rotor 70Ti bei 40.000 UpM (164.700 X gmax) und
4°C fur 15 Minuten pelletiert werden.

Der Uberstand wurde in einem 15 ml ReaktionsgefaR mit 2 ml kompakter Ni-NTA-
Agarose fur eine Stunde bei 4°C in einem Rotator inkubiert. Anschlielend wurde das
mit dem Fusionsprotein beladene Tragermaterial in der Megafuge 1.0R insgesamt
dreimal bei maximaler Umdrehungszahl abzentrifugiert und in 12 ml Imidazol-Wasch-

puffer wiederaufgenommen. Fur den zweiten Waschschritt wurde die Ni-NTA-Agaro-
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se zusatzlich mit 2 ml einer 10%igen Sucroseldsung in Imidazol-Waschpuffer unter-
schichtet. Zur Elution der Fusionsproteine wurde die Tragermatrix in eine leere
NAP-5 Saule Uberfuhrt. Durch Zugabe des Imidazol-Elutionspuffers in 500 ul Schrit-
ten konnte das polyhistidinmarkierte Fusionsprotein in wenigen Fraktionen eluiert
werden. Von den erhaltenen Fraktionen wurde jeweils 1 pl der Losung auf einen Ni-
trozellulosestreifen aufgetragen und der Proteingehalt nach Farbung mit Ponceau S
abgeschatzt. Die proteinreichsten Fraktionen wurden dann vereinigt und die Kon-
zentration im Photometer bestimmit.

Die He-Auxilinfragmente Aux (547-715)A°"°DPF und Aux (547-715)A>'DLL reicher-
ten sich in den Bakterien als Aggregate in EinschluRkorpern an. Beide Fusionspro-
teine muldten daher unter denaturierenden Bedingungen aus den Pellets, die aus der
ersten Zentrifugation der Bakterienlysate resultierten, aufgereinigt werden. Hierzu
wurden die Pellets in Harnstoffpuffer (pH 8,0) resuspendiert und fur eine Stunde bei
RT rotiert. Es folgte eine Zentrifugation im Rotor 70Ti bei 40.000 UpM fur 15 Minuten.
Der Uberstand wurde wie oben beschrieben mit Ni-NTA-Agarose inkubiert. Anschlie-
Rend wurde das Tragermaterial in eine Kunststoffsaule ubertragen und mit 20 ml 8 M
Harnstoffpuffer (pH 6,5) gewaschen. Als Renaturierungspuffer diente 10 ml PBS mit
2 mM Mercaptoethanol. Vor dem Eluieren der Fusionsproteine wurden 10 ml Imida-
zol-Waschpuffer Uber die Saule gegeben. Die weiteren Schritte entsprachen der Auf-
reinigung unter nativen Bedingungen.

GST-Fusionsproteine lielden sich ebenfalls nichtdenaturierend aufarbeiten. Das Pro-
tokoll war abgesehen von den verwendeten Puffern und der Tragermatrix identisch
mit dem fur die polyhistidinmarkierten Fusionsproteine. Anstelle von imidazolhaltigen
Puffern wurde PBS zum Lysieren der Bakterien und Waschen der verwendeten
GSH-Sepharose 4B benutzt. Der Elutionspuffer enthielt 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) und
20 mM GSH.

2.2.3.2 Gelfiltration und lonenaustauschchromatographie

NAP-5, NAP-10 und PD-10 Gelfiltrationssaulen fanden Verwendung, wenn die elu-
ierten Fusionsproteine umgepuffert werden sollten. PD-10 Saulen boten sich auch in
einigen Fallen fur die quantitative Entfernung von stérenden Salzen aus kleineren
Probenvolumen als eine Alternative zur Dialyse an.

Zur weiteren Aufreinigung konnten die Fusionsproteine Uber eine Superdex 200

Saule gelfiltriert werden. Auf diese Weise lieRen sich bakterielle Kontaminationen
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oder Degradationsprodukte von den Fusionsproteinen abtrennen. Die Auftrennung
von Proteingemischen erfolgte dabei ausschlul3chromatographisch nach der Mole-
kulgroRe, die sich wiederum aus dem hydrodynamischen Radius der Proteine ergab.

Die verwendeten Saulen waren Bestandteil eines computergesteuerten FPLC-Sy-
stems. Vor einem Gelfiltrationslauf muf3te sowohl die Pumpenanlage gewaschen als
auch das Saulenmaterial mit 50 ml des Laufpuffers aquilibriert werden. Als Puffer
diente Golgibindungspuffer (GBP), der zur Konservierung der Gelfiltrationssaule ste-
rifiltriert und mit 0,02% Azid versetzt wurde. Die Probe wurde vor der Auftragung fur
1 Minute bei maximaler Umdrehungszahl in der Tischzentrifuge zur Entfernung mog-
licher Proteinaggregate abzentrifugiert. Mit einer Insulinspritze konnten 250 - 500 pl
der Proteinldsung Uber eine entsprechende Probenschleife injiziert werden. Die Auf-
trennung erfolgte mit 25 ml Puffer in 500 pl Fraktionen, die nach den ersten 6 ml ge-
sammelt wurden.

Bei der lonenaustauschchromatographie konkurrieren die Proteine aufgrund ihrer
geladenen Aminosaurereste mit den lonen des Puffers um die geladenen Positionen
auf der Tragermatrix und kdnnen mit ansteigender Salzkonzentration eluiert werden.
Zur Probenaufbereitung der Auxilinfragmente Hg-Aux (547-715), He-Aux (715-813)
und Hg-Aux (715-902) fur die CD-spektroskopische Strukturanalyse diente eine Mo-
noQ-Saule als Anionenaustauschermatrix. Wahrend die Auxilinfragmente nicht von
dem Tragermaterial gebunden wurden, konnten mit dieser Methode sehr effektiv die
Verunreinigungen abgetrennt werden. Die Saule wurde dazu mit 5 ml 25 mM Tris-
HCI (pH 8,0) und 1 M NaCl gewaschen und mit 25 ml 25 mM Tris-HCI aquilibriert.
Saulenauftragspuffer fur die Proteine war ebenfalls 25 mM Tris-HCI. Die in 500 pl
Fraktionen eluierten Proben konnten anschlieRend wie in Abschnitt 2.2.2.1 beschrie-

ben in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und analysiert werden.

2.2.3.3 Thrombinverdau von GST-Fusionsproteinen

Zur Vermeidung einer GST-abhangigen Dimerisierung der Fusionsproteine wurde
der GST-Anteil der Fusionsproteine durch den proteolytischen Verdau mit Thrombin
entfernt. Hierzu konnte eine von den pGEX4T1-3 Vektoren kodierte Thrombinschnitt-
stelle C-terminal zum GST genutzt werden. Die Konzentrationen der GST-Fusions-

proteine und des Enzyms im Reaktionsansatz sind in Tabelle 4 angegeben.



Material und Methoden Seite 53

Tabelle 4: Thrombinverdaubedingungen fiir die verwendeten GST-Fusionsproteine

Fusionsprotein Konzentration kc;l;whzrgrrl?rt?ai’:i]c-)n
GST-Aux (547-910) 3,5 mg/ml 5 U/ml
GST-Aux (547-910)A°*DPF 2,2 mg/ml 8 U/ml
GST-Aux (547-910)A°"“DPF,A"®'DLL 4,2 mg/ml 8 U/ml
GST-Aux (547-910)A%'DLL,A°™*DPF,A"®'DLL 3,5 mg/ml 5 U/ml
GST-a-Ohrdomane 3,1 mg/ml 8 U/ml
GST-TD 1,9 mg/ml 6 U/ml

Der Verdau erfolgte flr 16 Stunden bei 16°C in Thrombinpuffer und wurde durch Zu-
gabe von 1 mM PMSF beendet.

Freigesetztes GST und unverdaute Fusionsproteine lief3en sich durch die Inkubation
mit GSH-Sepharose fur 30 Minuten bei 4°C unter Rotieren abtrennen. Die Menge
des verwendeten Tragermaterials richtete sich dabei nach der Konzentration des in
den Thrombinverdau eingesetzten Fusionsproteins (1 ml GSH-Sepharose / 5 mg Fu-
sionsprotein) und wurde in einem leichten UberschuR berechnet. Eine sich anschlie-
Rende Gelfiltration Uber die Superdex 200 Saule diente der Proteinaufreinigung nach
dem Verdau und insbesondere der Entfernung des Thrombins. Gleichzeitig konnte

so der Thrombinpuffer durch GBP ersetzt werden.

2.2.3.4 Aufreinigung von Hsc70

Die Aufreinigung von Hsc70 erfolgte angelehnt an das Protokoll von Schlossman et
al. (1984) aus bei -80°C tiefgefrorenen Schweinehirnen, die zuerst im Wasserbad bei
37°C mit PBS gewaschen und aufgetaut werden mufdten. Unter Eiskuhlung wurde
das grob zerkleinerte Gewebe mit einem Kuchenmixer mit 1 ml Puffer H / mg Gewe-
be homogenisiert. Als Proteaseinhibitor diente 0,1 mM PMSF. Das Homogenat wur-
de zunachst fir 50 Minuten im Rotor JA-10 bei 7.000 UpM (8.700 x gmax) abzentrifu-
giert. Es folgte eine Zentrifugation des Uberstand im Rotor 45Ti bei 40.000 UpM
(186.000 X gmax) flir eine Stunde. Der so gewonnene Uberstand wurde fiir zwei Stun-
den gegen 2 | und anschlieRend Uber Nacht gegen 5 | Puffer D bei 4°C dialysiert.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 40.000 UpM im Rotor 45Ti fur 45 Mi-
nuten wurde das Zytosol Uber eine Anionenaustauschchromatogafie weiter aufgerei-

nigt. DEAE Cellulose, die zuvor in 0,8 M Imidazol (pH 7,0) aquilibriert und danach in
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Puffer D aufgeschwemmt wurde, diente als Tragermatrix der verwendeten DE 52
Saule. Das Waschen der Saule erfolgte mit 1 | Puffer D und 50 mM KCI bei einer
Fliellgeschwindigkeit von 230 ml / Stunde. Danach wurde bei einer hoheren Salz-
konzentration von 150 mM KCI in Puffer D eluiert. Die proteinreichen Fraktionen des
Eluats wurden vereinigt und Uber Nacht bei 4°C gegen 2 | Puffer B dialysiert. Der
Dialyse folgte eine Zentrifugation in der Megafuge 1.0R fur funf Minuten bei
4.000 UpM (3.350 x gmax)- Alle beschriebenen Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C
durchgefuhrt. Durch Bindung an ATP-Agarose (3,1 yM ATP / ml Gel) konnten spezi-
fisch ATPasen wie Hsc70 affinitdtschromatographisch von anderen zytosolischen
Proteinen abgetrennt werden. Das Tragermaterial wurde in Puffer B aquilibriert und
fur zwei Stunden bei 4°C mit dem Zentrifugationsuberstand inkubiert. Zum Waschen
wurden abwechselnd Puffer B und Puffer B mit 1 M KCI anstelle von 25 mM KCI ein-
gesetzt. Durch die Inkubation in Puffer B mit zunachst 1 mM ATP far 30 Minuten und
dann mit 5 mM ATP Uber Nacht konnten die gebundenen Proteine von der Saule
eluiert werden. Die aufgefangenen Fraktionen wurden mit Hilfe einer Centriprep 30-
Vorrichtung konzentriert und zur Isolierung von Hsc70 Uber eine Superose 12 Saule

gelfiltriert.

2.2.3.5 Clathrinaufreinigung aus CCV

Freie Clathrintriskelia lieRen sich durch die Dissoziation der Proteinhullle aus Schwei-
nehirn praparierter CCV in 0,5 M Tris-HCI (pH 7,0) isolieren. Zu diesem Zweck wur-
den 1,25 ml der clathrinbedeckten Vesikel mit 250 pyl 3 M Tris-HCI (pH 7,0) ver-
mischt, fir 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend im Rotor TLA100.4 fur
20 Minuten bei 70.000 UpM (266.200 x gmax) und 4°C abzentrifugiert. Der klare Uber-
stand wurde abgenommen und das groflitenteils aus den Vesikelmembranen beste-
hende Pellet erneut mit 0,5 M Tris-HCI (pH 7,0) und 1 mM EDTA extrahiert. Nach
einer zweiten Zentrifugation und der Vereinigung beider Uberstéande konnte Clathrin
von den anderen Komponenten der Proteinhille durch Gelfiltration Uber eine prapa-
rative Superose 6 Saule getrennt werden. Der Saulenlauf erfolgte in 0,5 M Tris-HCI
(pH 7,0). Die Proteinzusammensetzung der eluierten 1 ml Fraktionen wurde in einem
SDS-Polyacrylamidgel wie im Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben analysiert.

Clathrinfraktionen, die nicht durch Adaptorproteine oder andere akzessorische Pro-
teine wie AP180 verunreinigt waren, wurden mit gesattigter Ammoniumsulfatiésung
und 2 mM EDTA (pH 7,0) versetzt und Uber Nacht auf Eis gestellt. Es folgte die Zen-
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trifugation der gefallten Proteine im SW-28 Ausschwingrotor fur 20 Minuten bei 4°C
und 20.000 UpM (72.100 X gmax). Das Pellet wurde in 700 pl 0,5 M Tris-HCI resus-
pendiert und fur 10 Stunden gegen den gleichen Puffer dialysiert, um eventuell noch
vorhandene Clathrinkafige zu dissoziieren. Proteinaggregate liel3en sich durch eine
kurze Zentrifugation bei hochster Drehzahl (25.000 x gmax) in der Kuhlzentrifuge
(Rotor FA45-24-11) entfernen. Es folgte die Dialyse der Probe Uber Nacht gegen
Puffer A und 2 mM CaCl,, wodurch die Polymerisation des Clathrins zu Kafigen indu-
ziert werden konnte. Die gebildeten Kafige wurden durch die Zentrifugation im Rotor
TLA45 fur 20 Minuten bei 45.000 UpM (125.900 X gmax) Von nicht zusammengela-
gerten Clathrintriskelia abgetrennt. Zum Resuspendieren der pelletierten Clathrinka-
fige diente Puffer A mit 2 mM CaCl,. In dieser Form konnte das Clathrin auf Eis fur
einige Wochen gelagert werden. Bei Bedarf von freien Triskelia lie3en sich die Cla-

trinkafige durch Zugabe von 0,5 M Tris-HCI (pH 7,0) wieder dissoziieren.

2.2.3.6 Trypsinverdau von Clathrinkafigen

Durch einen limitierten Trypsinverdau konnten selektiv die terminalen Domanen von
Clathrinkafigen entfernt werden. Um die Konzentration des in Kafigen vorliegenden
Clathrins zu ermitteln, wurden die Clathrinkafige bei 45.000 UpM (125.900 X gmax) in
dem TLA45 Rotor bei 4°C fur 30 Minuten abzentrifugiert und in einem definierten
Volumen an Puffer A mit 2 mM CaCl, wieder aufgenommen. In einer 1:20 Verdun-
nung in 0,5 M Tris-HCI (pH 7,0) konnte die Clathrinkonzentration der Probe absorpti-
onsphotometrisch bestimmt werden. Der Extinktionskoeffizient wurde mit dem Pro-
gramm Protean anhand der Aminosauresequenz berechnet.

Die Kafige mit 1,5 mg/ml Clathrin wurden zunachst in Puffer A und 0,2 mg/ml Trypsin
fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Der Verdau wurde fur 50 Minuten bei 10°C mit einer
Endkonzentration von 0,5 mg/ml Trypsin in einem Gesamtvolumen von 515 pl fortge-
setzt. Nach der Trypsinzugabe betrug die Calciumkonzentration in dem Reaktions-
puffer 1 mM. Das Enzym wurde anschlieBend mit 1,3 mg Sojabohneninhibitor / mg
Trypsin inaktiviert. Es folgte eine Zentrifugation bei 45.000 UpM im TLA45 Rotor fur
30 Minuten. Das Pellet wurde in 600 ul Puffer A mit 2 mM CaCl, resuspendiert, mit
Inhibitor in einer Endkonzentration von 0,2 mg/ml versetzt und erneut zentrifugiert.
Auf diese Weise konnte der grofdte Teil des Trypsins abgetrennt werden. Die pelle-
tierten, trypsinverdauten Clathrinkafige wurden in 90 pl GBP aufgenommen und nach

der Konzentrationsbestimmung mit 0,2 mg/ml Inhibitor in die Experimente eingesetzt.
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2.2.3.7 Trypsinverdau von CCV

Um die Aktivitat von Hsc70 und der rekombinant exprimierten Auxilinfragmente bei
der Dissoziation der Proteinhulle von clathrinbedeckten Vesikeln zu untersuchen,
mufdte zunachst das in CCV enthaltene endogene Auxilin quantitativ entfernt werden.
Um dies zu erreichen, wurde die bereits in der Literatur beschriebene Proteasesensi-
tivitat von Auxilin ausgenutzt (Ahle und Ungewickell, 1990). Da gleichzeitig die Zu-
sammensetzung der CCV insgesamt moglichst wenig verandert werden sollte, wur-
den diese sehr schwach mit 2 pyg/ml Trypsin verdaut. Die Integritat der wichtigsten
Komponenten der Proteinhtlle von clathrinbedeckten Vesikeln wurde mittels We-
sternblotanalyse sichergestellt. Lediglich die a-Untereinheit von AP-2 reagierte
ebenfalls relativ empfindlich auf das zugegebene Trypsin. Die Verdaubedingungen
wurde daher so optimiert, dal® Auxilin vollstandig inaktiviert und etwa 20% des
o-Adaptins in den CCV nicht angegriffen wurden.

In einem 500 ul Reaktionsansatz in PBS wurden 20 pl der CCV-Praparation fur 30
Minuten mit Trypsin auf Eis inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms dienten 20 ug/ml
Sojabohneninhibitor. Die CCV wurden nach dem Verdau fir 30 Minuten im Rotor
TLA45 bei 4°C und 45.000 UpM (125.900 x gmax) abzentrifugiert, das Pellet in 500 pl
PBS und 20 pg/ml Inhibitor wieder aufgenommen und nach einem zweiten Zentrifu-
gationsschritt schlieRlich in 200 ul GBP und 5 pg/ml des Trypsininhibitors resuspen-
diert.

2.2.4 Biophysikalische Strukturanalysen

2.2.4.1 Analytische Ultrazentrifugation

In Kooperation mit Prof. Claus Urbanke der Abteilung fur Biophysikalische Chemie,
Medizinische Hochschule Hannover, wurde das Auxilinfragment TrxHg-Aux (547-715)
mittels analytischer Ultrazentrifugation untersucht. Dabei diente ein Sedimentations-
gleichgewichtsexperiment, das in der Beckman XL-A analytischen Ultrazentrifuge
(Rotor AN50) bei 23.000 UpM und 4°C fur 56 Stunden durchgefuhrt wurde, zur Be-
stimmung des Molekulargewichts. In Gegenwart von 6 M Guanidiniumhydrochlorid
wurde der Ultrazentrifugationslauf wiederholt. Die Messung erfolgte in GBP mit 0,3
bzw. 0,15 mg/ml des durch eine Superdex 200 Gelfiltration aufgereinigten Proteins.

Die Daten wurden ausgewertet mit Hilfe des Akkuprog-Programmpakets.
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2.2.4.2 Hitzestabilitat von Auxilinfragmenten

Die Empfindlichkeit der rekombinant exprimierten Auxilinfragmente GST-Aux (547-
910), Hs-Aux (547-715), He-Aux (715-902) und Hs-Aux (715-813) gegenuber einer
irreversiblen Denaturierung konnte durch die Inkubation fur 5 Minuten in einem ko-
chenden Wasserbad getestet werden. Von den Proteinen, die in PBS vorlagen, wur-
den 0,1 mg/ml und von der GST-Kontrolle 0,5 mg/ml in das Experiment eingesetzt.
Zur schnellen Abkuhlung der Proben diente eine Kaltemischung aus NaCl und Eis-
wasser mit einer Temperatur von ca. —10°C, in der sie fur 5 Minuten geschwenkt
wurden. Proteinaggregate konnten bei 45.000 UpM (125.900 X gmax) in dem TLA45

Rotor fur 10 Minuten abzentrifugiert werden.

2.2.4.3 CD-Spektroskopie

Die Sekundarstrukturanteile in den Auxilinfragmenten Hg-Aux (547-715), He-Aux
(715-813) und Hg-Aux (715-902) wurden in Kooperation mit Prof. Jurgen Alves der
Abteilung fur Biophysikalische Chemie, Medizinische Hochschule Hannover, CD-
spektroskopisch im Wellenlangenbereich von 200 - 250 nm ermittelt. Die Uber eine
MonoQ-Saule hochaufgereinigten Proben wurden in PBS Uberfuhrt und in einer Kon-
zentration von 0,5 - 0,9 mg/ml im Jobin Yvon Dichrograph Il untersucht. Bei Zugabe
von 50% (v/v) Trifluorethanol (TFE) betrug die Endkonzentration der Fusionsproteine
0,25 mg/ml. Die terminale Domane von Clathrin wurde nach der Abtrennung des
GST-Fusionsanteils (s. 2.2.3.3) im aquimolaren Verhaltnis zu den Auxilinfragmenten
bei einer Gesamtproteinkonzentration von 1,3 mg/ml eingesetzt. Die Messung er-
folgte mit einer Bandbreite von 2 nm, einer Zeitkonstante von 2 Sekunden und eine
Melirate von 2 nm/s. Fur die Auswertung der Daten wurde das Programm CDPro

verwendet.

2.2.5 Bindung von biotinylierten Interaktionspartnern an Auxilinpeptide

Die Biotinylierung von Clathrin-TD und der a-Ohrdomane von AP-2 wurde von Frau
Huberta Ungewickell entsprechend der Herstellervorschrift fur EZ-Link Sulfo-NHS-
LC-Biotin (Pierce Biotechnology) durchgefuhrt. Dabei wurden 37,5 pg aktiviertes Bio-
tin / mg Protein eingesetzt. Die Kopplung erfolgte fir 30 Minuten bei 25°C. Anschlie-
Rend wurde nicht gebundenes Reagenz durch Inkubation mit 0,5 M Tris-HCI far 15

Minuten auf Eis abgesattigt. Die Auxilinpeptide wurden in situ als 15-mere, die um
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jeweils drei Aminosauren gegeneinander versetzt waren, von Herrn Ronald Frank
(AG Molecular Recognition, Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung, Braun-
schweig) auf Zellulosemembran sythetisiert. Die Bindung an synthetische Auxilin-
peptide wurde in 5 ml GBP mit 3% BSA und 1 pg/ml der biotinylierten Proteine fur
eine Stunde bei RT durchgefuhrt. Zum Waschen diente eiskalter GBP. Streptavidin,
das mit Meerrettichperoxidase gekoppelt war, wurde nach Herstellerempfehlung ver-
dunnt und far 30 Minuten mit den an die Membran gebundenen biotinylierten Interak-
tionspartnern inkubiert. Die Detektion erfolgte wie fur Westernblots (Abschnitt

2.2.2.2) beschrieben uber Chemolumineszenz.

2.2.6 Proteinbindungsexperimente und Funktionsanalysen

Von allen im folgenden beschriebenen Experimenten wurden unabhangige Mehr-
fachbestimmungen durchgefuhrt. Die Darstellungen in Form von Diagrammen beru-
hen auf den Mittelwerten aus diesen Messungen. Die Standardabweichungen wur-

den in Form von Fehlerbalken angegeben.

2.2.6.1 Bindungs- und Kompetitionsexperimente mit GST-Fusionsproteinen

Die Bindungsexperimente erfolgten mit GST-Fusionsproteinen, die an GSH-Sepharo-
se gekoppelt waren. Die rekombinanten polyhistidinmarkierten Auxilinfragmente wur-
den mit GST-TD und der GST-a-Ohrdomane inkubiert. GST-Auxilin (547-910) multe
zu diesem Zweck erst thrombinverdaut werden, um den GST-Fusionsanteil zu entfer-
nen und eine mogliche Dimerisierung mit den GST-Fusionsproteinen der Tragerma-
trix auszuschlieBen. Das GST-Auxilinfragment (547-910) diente auch zur Bindung
rekombinanter TrxHes-Clathrinfragmente. Die Experimente wurden in GBP mit
2 x 10™'° mol der Proteine in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefiihrt. Durch
Zugabe von 0,1% Triton X-100 und 0,05% BSA sollten unspezifische Bindungsaffi-
nitaten verringert werden. Wenn nicht anders angegeben enthielt der Reaktionsan-
satz 1 mM DTT. Die mit den GST-Fusionsproteinen beladene GSH-Sepharose wurde
mit dem gleichen Volumen von Sepharose CL-4B verdunnt. Als Kontrolle diente an
GSH-Sepharose immobilisiertes GST. Die Inkubation erfolgte fur eine Stunde auf Eis
unter mehrmaligem Aufschwemmen des Tragermaterials.

Bei Kompetitionsexperimenten wurde die GSH-Sepharose mit drei Volumina von
Sepharose CL-4B vermischt. Zu 1,5 x 107° mol der Auxilinfragmente Hg-Aux
(547-715), Hs-Aux (619-738) oder TrxHg-Aux (619-738) wurden fur eine Kompetition

jeweils die aquimolare Menge sowie ein zwei-, finf- und zehnfacher molarer Uber-
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schuld eines Fragments von AP180 (He57), der distalen Domane von Clathrin
(TrxHe-DD) bzw. der vom GST-Fusionsanteil befreiten Ohrdoméane von o-Adaptin
dazugegeben. In den Ansatzen, die die distale Domane enthielten, betrug das Reak-
tionsvolumen 140 pl.

Die Sepharose wurde im A-8-11 Ausschwingrotor fir 2 Minuten bei 10.500 UpM
(10.600 x gmax) pelletiert und nach der Entfernung des Uberstands zweimal mit je
500 ul GBP gewaschen. Im ersten Waschschritt wurde die Probe zusatzlich mit 50 pl
10%iger Sucroseldsung in GBP unterschichtet. Der Probenlberstand nach der er-
sten Zentrifugation und die mit 50 pl Wasser aufgenommene Tragermatrix wurden
Uber einen Westernblot auf den an das GST-Fusionsprotein gebundenen Anteil der

Auxilin- oder Clathrinfragmente hin untersucht.

2.2.6.2 Kafigbindungsexperimente

Fir die Bindung von rekombinanten Auxilinfragmenten an rekonstituierte Clathrinka-
fige wurden sowohl intakte als auch trypsinverdaute Kafige verwendet, deren Prapa-
ration wie in den Abschnitten 2.2.3.5 und 2.2.3.6 beschrieben erfolgte. Die Clathrin-
konzentration betrug ca. 7 x 10" mol, was 0,3 mg/ml bzw. 0,2 mg/ml fiir Kafige ohne
terminale Doménen entsprach. Von den Auxilinfragmenten wurden 1,4 x 10™'° mol
eingesetzt. Bei GST-Fusionsproteinen mufite vorher der GST-Anteil durch den Ver-
dau mit Thrombin entfernt werden. Die Clathrinkafige wurden zusammen mit den Au-
xilinfragmenten und 1 mM DTT in einem 50 pl Ansatz in GBP fur 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Im Rotor TLA45 konnten die Kafige fur 30 Minuten bei 45.000 UpM
(125.900 x gmax) abzentrifugiert werden. Das Pellet wurde in 50 pl 0,5 M Tris-HCI (pH
7,0) und Probenpuffer fir 10 Minuten gevortext, um die Clathrinkafige zu dissoziie-
ren. Pellet und Uberstand konnten anschlieRend in einem SDS-Polyacrylamidgel

analysiert werden.

2.2.6.3 Experimente zum Zerfall von Clathrinkafigen und der Hille von CCV

Die Proteinhllle von clathrinbedeckten Vesikeln konnte in Gegenwart von
1,6 x 107'° mol Hsc70, einem ATP-regenerierenden System und verschiedenen Auxi-
linkonzentrationen dissoziiert werden. Der 50 ul Reaktionsansatz in GBP enthielt
20 pul von trypsinbehandelten CCV (s. Abschnitt 2.2.3.7) und die rekombinanten Auxi-

linfragmente in einer logarithmischen Verdlinnungsreihe mit der Basis 2 ausgehend
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von 273 nM. Die Fragmente lagen entweder als Hg-Fusionsproteine oder als throm-
binverdaute, GST-freie Proteine vor. Hsc70 muf3te zunachst mit dem Regenerati-
onsmix fur 20 Minuten auf Eis vorinkubiert werden. Nach Zugabe von 1 mM DTT, der
Auxilinfragmente und der CCV fand eine Dissoziation der Proteinhulle der CCV fur
15 Minuten bei 25°C statt. Zur Abtrennung der freigesetzten Clathrintriskelia von
noch intakten CCV folgte eine Zentrifugation der Proben fur 20 Minuten im TLA45
Rotor bei 4°C und 45.000 UpM (125.900 X gmax). Das Pellet wurde mit 50 pyl 0,5 M
Tris-HCI (pH 7,0) und Probenpuffer fur 10 Minuten gevortext und mit dem mit Pro-
benpuffer versetzten Uberstand in einem SDS-Polyacrylamidgel verglichen.

Der Zerfall von Clathrinkafigen und trypsinverdauten Clathrinkafigen (s. Abschnitt
2.2.3.6) erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie die Dissoziation der Hulle von
CCV. Die Clathrinkonzentration betrug 1,36 uM, wahrend die Auxilinfragmente in ei-

ner Konzentration von 68 nM eingesetzt wurden.

2.2.6.4 Clathrinpolymerisationsexperimente

Die in Puffer A mit 2 mM CaCl, gelagerten Clathrinkafige wurden in einer Konzentra-
tion von 2,3 mg/ml bei 45.000 UpM im TLA45 Rotor (125.900 X gmax) fur 30 Minuten
bei 4°C pelletiert, nach Zugabe von 150 ul 0,5 M Tris-HCI (pH 7,0) fir eine Stunde
auf Eis gestellt und dann resuspendiert. Zum Umpuffern der Clathrintriskelia in
10 mM Tris-HCI (pH 8,0) diente eine NAP-5 Gelfiltrationssaule. Von den aufgefange-
nen 100 ul Fraktionen wurde jeweils 1 pl abgenommen und auf einen Nitrozellulose-
streifen pipettiert. Nach der Farbung mit Ponceau S konnten die proteinreichen Frak-
tionen vereinigt und mit 1/9 Volumen an zehnfachem GBP (pH 7,4) versetzt werden.
Es folgten fur jeweils 30 Minuten eine Inkubation auf Eis und eine Zentrifugation im
TLA45 Rotor bei 45.000 UpM. Freie Clathrintriskelia konnten auf diese Weise von
spontan oder unter dem Einflul} nicht vollstandig entfernter Adaptorproteine zusam-
mengelagerten Clathrinkafigen abgetrennt werden. Die Clathrinkonzentration im
Uberstand wurde absorptionsphotometrisch bestimmt und so eingestellt, daR sie
1,36 M (0,3 mg/ml) in den Experimenten betrug.

Durch Zugabe des zweifachen molaren Uberschusses an rekombinanten Auxilin-
fragmenten (1,4 x 10"° mol) konnte die Clathrinpolymerisation in GBP induziert wer-
den. Die Inkubation erfolgte in einem 50 pl Reaktionsansatz in Gegenwart von 1 mM
DTT fiar eine Stunde auf Eis. Die Proben wurden anschlieend bei 45.000 UpM im
TLA45 Rotor fur 30 Minuten abzentrifugiert und die Pellets in 50 pl 0,5 M Tris-HCI
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(pH 7,0) und Probenpuffer fir 10 Minuten gevortext. Der Clathrinanteil in den Uber-
stand- und Pelletfraktionen der verschiedenen Ansatze wurde nach der Auftrennung
in einem SDS-Polyacrylamidgel densitometrisch bestimmt.

Zur Unterscheidung von pelletierten Kafigen und Clathrinaggregaten wurde ein
100 pl Ansatz vor der Zentrifugation halbiert und sowohl im SDS- Polyacrylamidgel
als auch elektronenmikroskopisch untersucht. Fur die Negativkontrastierung der Pro-
ben wurden die Pellets mit 50 pl Puffer A versetzt, Uber Nacht auf Eis gestellt und
anschlie3end resuspendiert. Die Bindung der Proteine erfolgte fur eine Minute bei RT
an einen Kohlefilm, der hierzu von einem mit Kohle bedampften Glimmerstreifen ab-
gelost wurde. Mit Hilfe des Glimmers wurde der Kohlefilm von der Oberflache der
Proteinldsung in eine 1%ige Uranylacetatldsung Ubertragen und mit einem zuvor in
Natriumethanolat und Wasser gewaschenen Kupfernetz wieder abgenommen. Uber-
schissiges Uranylacetat konnte von der Probe mit einem angefeuchteten Filterpapier
abgezogen werden. Die getrockneten Praparate wurden im Elektronenmikroskop

untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Interaktion von Auxilin und Clathrin

Auxilin wurde zunachst als ein Protein identifiziert, das die Zusammenlagerung von
Clathrinkafigen fordert (Ahle und Ungewickell, 1990), bevor die Interaktion mit Hsc70
entdeckt und die Funktion von Auxilin beim Zerfall der Hulle von clathrinbedeckten
Vesikeln beschrieben wurde. Auxilin stimuliert nicht nur die Dissoziation von intakten
Clathrinkafigen durch Hsc70, sondern auch die von Kafigen, denen nach limitierter
Proteolyse die terminalen Domanen sowie die leichten Ketten fehlen. Daher er-
scheint es naheliegend, dal} der Bindungsort fur Auxilin im Bereich der distalen oder
proximalen Domane der schweren Kette von Clathrin zu finden ist. FUr andere ak-
zessorische Proteine, die an der Bildung von clathrinbedeckten Vesikeln beteiligt
sind und die Clathrinpolymerisation zu Kafigen begunstigen, konnte gezeigt werden,
daf’ sie mit der terminalen Domane von Clathrin interagieren. Aus diesem Grund war
es interessant, eine mogliche Bindung von Auxilin an die verschiedenen Domanen
der schweren Kette von Clathrin zu untersuchen.

FUr Bindungsexperimente wurden rekombinant exprimierte Fragmente von Auxilin
und Clathrin verwendet. Auxilin (AS 1-910) IaRt sich nur sehr schlecht in Bakterien
exprimieren, wahrend ein verkurztes Fragment (AS 547-910), das nur aus der Cla-
thrinbindungsdomane und der J-Domane besteht, gut rekombinant hergestellt wer-
den kann. Da Auxilin (547-910) alle bislang bekannten Funktionen des vollstandigen
Proteins aufweist, wird es in der Regel fur in vitro Studien an dessen Stelle einge-
setzt (Holstein et al., 1996). Dem Auxilinhomolog Swa2p in Saccharomyces cerevi-
siae fehlt eine der PTEN-ahnlichen Domane entsprechende N-terminale Region, so
dal es im Aufbau dem Fragment Auxilin (AS 547-910) gleicht (Gall et al., 2000;
Pishvaee et al., 2000). Diese Domane scheint daher fur die Funktion von Auxilin
beim Zerfall von clathrinbedeckten Vesikeln nicht essentiell zu sein.

Von Clathrin wurden ebenfalls die verschiedenen Domanen der schweren Kette in
Escherichia coli exprimiert. In der Literatur wurde bereits ein rekombinantes Protein
der proximale Domane (PD) beschrieben, das Uber den C-Terminus zu sogenannten
hubs trimerisieren und ein flaches Clathringitter ausbilden konnte (Liu et al., 1995).

Die globulare N-terminale Domane kann zwar durch den proteolytischen Verdau von
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Clathrinkafigen gewonnen werden, sie 1a3t sich aber einfacher und in guter Ausbeute

auch bakteriell exprimieren (Goodman et al., 1997).

3.1.1 Auxilin- und Clathrinbindung an immobilisierte Fusionsproteine

In der Hulle von clathrinbedeckten Vesikeln sind jeweils drei terminale Domanen von
verschiedenen Triskelia unterhalb der Ecken des Kafigs angeordnet und nach innen
in Richtung der Adaptorproteine orientiert. Dadurch entsteht eine hohe lokale Kon-
zentration an terminalen Domanen (TD), die fur die Interaktion mit anderen Proteinen
erforderlich zu sein scheint. Aus diesem Grund eignen sich fur viele Bindungsstudien
polymerisierte Clathrinkafige besser als die freien Triskelia. Die Situation im Clathrin-
kafig laft sich gut mit immobilisierten GST-Fusionsproteinen der terminalen Domane
simulieren, die in hoher Dichte an der Oberflache der GSH-Sepharose gebunden
sind. Um neue Interaktionspartner der terminalen Domane von Clathrin zu finden,
werden daher haufig Bindungsexperimente mit GST-TD durchgefuhrt.

So konnte gezeigt werden, dal sich unter den Proteinen, die aus Schweinehirnzyto-
sol von der terminalen Domane gebundenen wurden, auch Auxilin befand (Scheele
et al., 2001). Das Experiment wurde mit rekombinant exprimiertem Auxilin (547-910)
wiederholt, um eine indirekte, Uber ein weiteres Protein vermittelte Wechselwirkung
auszuschlielen. Auch unter diesen Bedingungen wurde eine Bindung von Auxilin
(547-910) an GST-TD festgestellt (Abb. 6 A). Folglich besteht eine direkte Interaktion
zwischen Auxilin und der terminalen Domane von Clathrin. Dieses Ergebnis war zu-
nachst Uberraschend, da es keine Erklarung fur die Eigenschaft von Auxilin lieferte,
zusammen mit Hsc70, Kafige auch ohne terminale Domanen zu dissoziieren. Neben
dem Bindungsort fir Auxilin auf der terminalen Domane mufite es demnach einen
weiteren auf der schweren Kette von Clathrin geben. Diese Annahme wurde in einem
Bindungsexperiment mit GST-Auxilin (547-910) und rekombinanten polyhistidinmar-
kierten Clathrinfragmenten Uberpruft. Tatsachlich konnte so eine Interaktion dieser
Fragmente, die der distalen Doméane (DD), der proximalen Domane (PD) sowie ei-
nem Teil der distalen Domane zusammen mit der proximalen Domane (D/2PD) von
Clathrin entsprachen, mit Auxilin bestatigt werden. Wie sich dabei herausstellte,
schien dieser Auxilinbindungsort in erster Linie im Bereich der distalen Domane zu
liegen, da die proximale Domane nur eine schwache Affinitat fur Auxilin aufwies
(Abb. 6 B).
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Abbildung 6: Bindung von Auxilin (547-910) an GST-TD (A) und von rekombinanten Clathrinfrag-
menten an GST-Auxilin (547-910) (B). Die GST-Fusionsproteine wurden an GSH-Sepharose immobi-
lisiert und mit den potentiellen Bindungspartnern fiir eine Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieBend wur-
de die Tragermatrix mit den gebundenen Proteinen abzentrifugiert und gewaschen. Aliquots der Uber-
stande (U) und Pellets (P) des Experiments wurden durch SDS-PAGE und aufgetrennt und mittels
Westernblot analysiert. Als Kontrolle wurde jeweils an GSH-Sepharose gebundenes GST verwendet.
Eine direkte Interaktion von Auxilin mit Clathrin wurde sowohl Uber die terminale als auch Uber die
distale Domane von Clathrin vermittelt. Die Affinitat von Auxilin zur proximalen Domane war dagegen
nur schwach ausgepragt.

3.1.2 Bindung von rekombinanten Auxilinfragmenten an Clathrinkafige

Nachdem die Bindungsorte von Auxilin auf der schweren Kette von Clathrin unter-
sucht und eingegrenzt werden konnten, war es naheliegend, auch die Clathrinbin-
dungsstelle von Auxilin zu identifizieren. Mit den beiden rekombinanten Fusionspro-
teinen TrxHg-Aux (547-715) und TrxHs-Aux (715-902) wurde jeweils ein Teil der Cla-
thrinbindungsdomane von Auxilin (547-910) exprimiert und die Bindung an Clathrin
mit rekonstituierten Kafigen getestet. Durch limitierte Proteolyse mit Trypsin wurden
von einem Teil der Clathrinkafige die terminalen Domanen abgetrennt, die Struktur
der Kafige aber nicht verandert. Gleichzeitig wurden durch den Verdau die leichten
Ketten entfernt, was die Stabilitat der Kafige erhohte (Ungewickell et al., 1995). Inter-
essanterweise interagierten beide Auxilinfusionsproteine sowohl mit den intakten als
auch mit den trypsinverdauten Clathrinkafigen (Abb. 7). Obwohl in den Fragmenten
jeweils eine Kopie des DLL-Tripeptids, das als Bindungsmotiv fur die terminale Do-
mane diskutiert wird, enthalten war, unterschieden sie sich deutlich in ihren Clathrin-
bindungseigenschaften. Wahrend das Fragment TrxHg-Aux (547-715) eine hdhere
Affinitdt zu unverdauten Kafigen hatte, band das C-terminale Auxilinfragment (AS
715-902) kaum besser an die intakten als an die trypsinisierten Clathrinkafige. Dem-
zufolge scheint die Fahigkeit von TrxHs-Aux (547-715), mit Clathrinkafigen zu inter-
agieren, in erster Linie auf der Bindung des Fragments an die terminalen Domanen

zU beruhen.
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Abbildung 7: Bindung der Auxilinfragmente TrxHg-Aux (547-715) und TrxHg-Aux (715-902) an rekon-
stituierte Clathrinkafige mit und ohne terminale Domanen. Die Kafige wurden bei 45.000 UpM fiir 20
Minuten abzentrifugiert. Uberstand (U) und Pellet (P) wurden durch SDS-PAGE und Coomassiefér-
bung der Proteinbanden auf ihren Anteil an Auxilin hin untersucht. Als Kontrolle dienten die Auxilin-
fragmente im Reaktionspuffer ohne Zugabe von Clathrinkafigen. Beide Fragmente interagierten so-
wohl mit den intakten als auch mit den trypsinverdauten Kafigen, denen die terminalen Domanen
fehlten. Die Wechselwirkung von TrxHg-Aux (715-902) mit Clathrin war weitestgehend unabhangig von
dem Vorhandensein der terminalen Domanen, wahrend die Affinitdt von TrxHs-Aux (547-715) zu K&fi-
gen eher durch die terminalen als durch die distalen Domanen vermittelt wurde.

3.2 Dimerisierung von rekombinanten Auxilinfragmenten

Bei der Aufreinigung des Auxilinfragments TrxHg-Aux (547-715) fiel auf, dal} das
Protein in zwei Populationen mit Konzentrationsmaxima in den Fraktionen 12 und 15

von der Superdex 200 Gelfiltrationssaule eluiert wurde (Abb. 8).
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Abbildung 8: Elutionsprofil der Gelfiltration von TrxHg-Aux (547-715) iber eine Superdex 200 Saule.
Aliquots der eluierten Proteinfraktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach Coomas-
siefarbung densitometrisch ausgewertet. Das rekombinante Auxilinfragment wurde in zwei Konzentra-
tionsmaxima von der Saule eluiert. Dies deutet darauf hin, dal TrxHg-Aux (547-715) zumindest teil-
weise als Dimer vorliegt.
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Das erhaltene Elutionsprofil ware mit einer Dimerisierung des Fragments zu erklaren,
bei der die hoher molekulare Form des Proteins schneller die Gelfiltrationssaule
durchlauft als das Monomer. Da eine mogliche Dimerisierung Einfluy auf das Bin-
dungsverhalten an Clathrin nehmen kann und fur die Interpretation der Ergebnisse
von Bedeutung ist, erschien es sinnvoll, die tatsachliche Molmasse des Auxilinfrag-
ments zu ermitteln.

Eine Methode, das Molekulargewicht eines Proteins direkt zu bestimmen, stellt die
analytische Ultrazentrifugation dar. In Zusammenarbeit mit Prof. Claus Urbanke, Ab-
teilung fur Biophysikalische Chemie, Medizinische Hochschule Hannover, wurden mit
dem Fragment TrxHes-Aux (547-715) Sedimentationsdiffusionsgleichgewichtsexperi-
mente durchgefuhrt. Bei der Zentrifugation wird dabei ein Gleichgewichtszustand
zwischen der Sedimentations- und der Diffusionsbewegung von Makromolekulen
erreicht, bei dem die Verteilung eines Proteins in der MefRzelle unabhangig von des-
sen hydrodynamischen Eigenschaften ist. Aus dem gemessenen Konzentrationspro-
fil kann daher die Molmasse des untersuchten Proteins bestimmt werden. Mit dem
Computerprogramm Akkuprog wurde unter der Annahme eines Gleichgewichts zwi-
schen einer monomeren und einer dimeren Form des Auxilinfragments TrxHg-Aux
(547-715) ein Molekulargewicht von 72 kDa ermittelt. Dieser Wert stimmt gut mit der
doppelten Molmasse von 2 x 37 kDa fur das Monomer Uberein. Um das Dimer zu
dissoziieren, wurde die analytische Ultrazentrifugation in Gegenwart von 6 M Guani-
diniumhydrochlorid, das stark denaturierend wirkt, wiederholt. Wahrend Komplexe
normalerweise unter diesen Bedingungen in ihre einzelnen Untereinheiten zerfallen,
blieb das Auxilindimer stabil. Dieses Ergebnis lal3t sich nur dadurch erklaren, dafd der
beobachteten Dimerisierung von TrxHeg-Aux (547-715) eine intermolekulare Disulfid-
verbrickung von zwei Auxilinfragmenten zugrunde liegt.

Auxilin sollte als zytosolisches Protein in vivo eigentlich nicht durch Disulfidbricken
stabilisiert sein. Das Fusionsprotein enthalt vier Cysteinreste, die theoretisch an der
Ausbildung von Disulfidbricken beteiligt sein konnten. Da keine Cysteine in der Ami-
nosauresequenz von AS 547-910 vorhanden sind, mussen die fur eine Disulfid-
bricke bendtigten Reste zu den Aminosauren gehoéren, die von dem Expressions-
vektor kodiert werden. Tatsachlich sind sowohl im Trx-Fusionsanteil als auch
C-terminal zur inserierten Sequenz fur Auxilin jeweils zwei Cysteinreste enthalten.

Das globular gefaltete Thioredoxin bendtigt die Cysteine fur die katalytische Aktivitat,
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so dald wahrscheinlich die beiden C-terminalen Cysteinreste des Fusionsproteins fur

die beobachtete Dimerisierung verantwortlich sind.

3.3 Interaktion von Auxilin mit AP-2

Durch die Interaktion eines GST-Fusionsproteins der a-Ohrdomane von AP-2 mit
geblotteten Auxilinfragmenten konnte vor einiger Zeit eine Bindung von Auxilin an
AP-2 nachgewiesen werden (Owen et al., 1999). Auf diese Weise wurde der Bin-
dungsort fur die a-Ohrdomane mit einer Region in Verbindung gebracht, die alle in
der Auxilinsequenz vorhandenen DPF-Motive enthielt und den Bereich von Amino-
saure 577 bis 736 umfalite.

Wahrend die Assoziation von Amphiphysin mit AP-2 nur Uber die a-Ohrdoméane ver-
mittelt wird, konnten fir AP180, Epsin und Eps15 sowohl Interaktionen mit der a- als
auch mit der B,-Ohrdomane gezeigt werden (Owen et al., 2000). Eine mdgliche Bin-
dung von Auxilin an die Ohrdomane von B,-Adaptin wurde unter Verwendung von
GST-Auxilin (547-910) und einem Hg-Fusionsprotein der B,-Ohrdomane Uberprift.
Auf diese Weise liel3 sich fur Auxilin neben einer Interaktion mit der a-Ohrdomane
auch eine Wechselwirkung mit der Ohrdomane von [,-Adaptin nachweisen (Abb. 9 A

und B).
Abbildung 9: Interaktion von Auxilin (547-910) mit der

@ Q
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Die Interaktion von Auxilin mit der a-Ohrdomane von AP-2 sollte nun auch mit den
beiden Fragmenten Hg-Aux (547-715) und He-Aux (715-902) untersucht werden. Das
vordere Auxilinfragment, das die drei Kopien des DPF-Tripeptids besal3, wurde wie
erwartet von der GST-a-Ohrdomane gebunden. Da allerdings auch das C-terminale
Fragment mit dem GST-Fusionsprotein schwach interagierte, scheinen an der Wech-
selwirkung mit AP-2 moglicherweise nicht nur die DPF-Sequenzen, sondern noch
weitere Motive beteiligt zu sein (Abb. 10 A und 10 B sowie Abb. 17). Selbst das Vor-

handensein nur eines der DPF-Motive in dem Fragment Hg-Aux (619-738) ist offen-
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bar fur eine Interaktion von Auxilin mit der o.-Ohrdomane ausreichend (Abb. 10 A).
Wie bei der Bindung an die terminale Domane gibt es im Auxilin demnach auch mehr

als einen Bindungsort fur AP-2.
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Abbildung 10: Bindung von Hg-Aux (547-715) und He-Aux (619-738) (A) sowie von TrxHs-Aux (715-
902) in Gegenwart oder in Abwesenheit von 1 mM DTT (B) an immobilisierte GST-Fusionsproteine der
a-Ohrdoméne. Als Kontrolle diente bei den Experimenten GST. Uberstande (U) und Pellets (P) wur-
den durch SDS-PAGE und Farbung des Gels mit Coomassie analysiert. Wie bei allen vergleichbaren
Bindungsexperimenten enthielten die Ansatze 0,05% BSA und 0,1% Triton X-100, um unspezifische
Interaktionen der Proteine zu vermeiden. Hg-Aux (547-715) und Hg-Aux (619-738) besallen eine ahnli-
che Affinitat fir die Ohrdomane von o-Adaptin, wahrend die Wechselwirkung von TrxHg-Aux (715-902)
mit der a-Ohrdomane in Gegenwart von 1 mM DTT nur sehr schwach war. Unter nichtreduzierenden
Bedingungen, unter denen das Protein teilweise dimerisierte, war die Interaktion dagegen deutlich
starker.

In diesem Zusammenhang wurde die in Abschnitt 3.2 angesprochene Dimerisierung

von Auxilinfragmenten und ein Effekt der Disulfidverbrickung auf die Interaktion des
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Fragments TrxHg-Aux (715-902) mit der o-Ohrdomane Uberpruft. Das Bindungsexpe-
riment wurde daher sowohl unter nichtreduzierenden Bedingungen als auch in Ge-
genwart von 1 mM DTT durchgefuhrt. Dabei stellte sich heraus, da® eine Dimerisie-

rung die Affinitat von Auxilin zu einem Interaktionspartner stark erhoht (Abb. 10 B).

3.4 lIdentifizierung von Clathrin- und AP-2-Bindungsmotiven

Da Auxilin (547-910) sowohl einen Bereich auf der terminalen als auch auf der di-
stalen Domane von Clathrin erkennt, ist es wahrscheinlich, dall im Auxilin ebenfalls
mehrere Bindungsorte fur Clathrin existieren. Um diese naher einzugrenzen und ge-
gebenenfalls Bindungsmotive fur die terminale Domane in der Auxilinsequenz zu
identifizieren, wurde die Interaktion von biotinylierten terminalen Doméanen mit syn-
thetischen, auf Zellulosemembranstreifen immobilisierten Auxilinpeptiden untersucht.
Gebundene terminale Domanen konnten durch die Assoziation des Biotins mit meer-
rettichperoxidasegekoppeltem Streptavidin und einer anschlieRenden Chemolumi-
neszenzreaktion nachgewiesen werden. Als Peptide wurden 15-mere gewahlt, die
jeweils um drei Reste gegeneinander verschoben waren und insgesamt dem Bereich
von Aminosaure 570-789 im Auxilin entsprachen.

Obwonhl sicherlich auch eine gewisse unspezifische Bindung an einige Fragmente
nicht ausgeschlossen werden kann, schien die terminale Domane eine grol3e Zahl
der Auxilinpeptide zu erkennen (Abb. 11). Ein relativ starkes Signal lieferte das Tri-
peptid *°'DLL, was bereits als TD-Bindungsmotiv fiir AP180 diskutiert wurde (Morgan
et al., 2000). Auxilin enthalt zudem drei DPF-Motive, die mit einer Bindung an die
o-Ohrdomane von AP-2 in Verbindung gebracht werden konnten. Wie sich Uberra-
schenderweise herausstellte, zeigte auch die terminale Domane eine Affinitat zu
Peptiden, deren Gemeinsamkeit sich auf die Aminosaureabfolge DPF beschrankte.
Auch ohne das vorausgehende Aspartat in der Sequenz fuhrte das Vorhandensein
der beiden Aminosauren Prolin und Phenylalanin noch zu einem Signal. Das zweite
"81DLL-Motiv befand sich am Ende des gewéhlten Aminosaurebereichs, den die Au-
xilinpeptide umfaldten. Nur zwei der Peptide enthielten das vollstandige Motiv und
riefen durch Bindung der terminalen Domane ein deutliches Signal hervor. Die Posi-
tion des Motivs innerhalb des Peptids schien fur die Signalintensitat eine Rolle zu
spielen. In vielen Fallen war das Signal am starksten, wenn das putative Bindungs-

motiv in der Nahe des N-Terminus des Peptids lokalisiert war. Alle Peptide, die im
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Zusammenhang mit einer TD-Bindung standen, zeichneten sich durch das Vorhan-
densein von mindestens einem grof3en hydrophoben Rest wie Tryptophan oder Phe-
nylalanin aus. Aufgrund dieser Daten kamen als weitere mdgliche Motive fur die In-
teraktion mit TD auch die kurzen Peptidsequenzen &*WDW, *°FG, "°'FP, "NwQ
und "*°FS in Frage.

rel. Signal rel. Signal rel. Signal
570 LRVGEGATFDPFGAP N HTKPGGFGMGSKsAA QKASPQPMGGGWQQG !
GEGATFDPFGAPSKP T PGGFGMGSKSAATSP I SPQPMGGGWQQGGGY
ATFDPFGAPSKPSGQ T /5 GMGSKSAATSPTGS M PMGGGWQQGGGYNWQ !
DPFGAPSKPSGQDL L /I GSKSAATSPTGSSHG ™ GGWQQGGGYNWaQTQ ™
GAPSKPSGQDLLGSF ™ SAATSPTGSSHGTPT 720 QQGGGYNWQQTQSKP ™
585 SKPSGQDLLGSFLNTH TSPTGSSHGTPTHON ! GGYNWQQTQSKPQss T
SGQDLLGSFLNTASA TGSSHGTPTHQNKPQ NWQQTQSKPQsSvpH T
DLLGSFLNTASASSD T 660 SHGTPTHQNKPQTLD QTQSKPQSSMPHSSP
GSFLNTASASSDPFL I TPTHANKPQTLDPFA SKPQSSMPHSSPQNR
LNTASASSDPFLQPT 1l HQNKPQTLDPFADLG — 735  QSSMPHSSPQNRPNY
600 ASASSDPFLQPTRSP N KPQTLDPFADLGTLG M— MPHSSPQNRPNYNVS |
SSDPFLQPTRSPSPT TLDPFADLGTLGGSS M ——— SSPQNRPNYNVSFss Tl
PFLQPTRSPSPTVHA N 675 PFADLGTLGGSSFAS N QNRPNYNVSFSSMpG .
QPTRSPSPTVHASST ! DLGTLGGSSFAskps PNYNVSFSSMPGGQN T
RSPSPTVHASSTPAV TLGGsSFAskPsTPT I 750 NVSFSSMPGGQNERG
615 SPTVHASSTPAVNIQ GSSFASKPSTPTGLG B FSSMPGGQNERGKAA T
VHASSTPAVNIQPDV FASKPSTPTGLGGGF i MPGGQNERGKAAANL
SSTPAVNIQPDVSGA 690 KPSTPTGLGGGFPPL GQNERGKAAANLEGK
PAVNIQPDVSGAWDW TPTGLGGGFPPLSSP ERGKAAANLEGKQKA |
NIQPDVSGAWDWHTK 1 GLGGGFPPLSSPQKA ™ 765  KAAANLEGKQKAADF |
630 PDVSGAWDWHTKPGG GGFPPLSSPQKASPQ M ANLEGKQKAADFEDL ¥
SGAWDWHTKPGGF G\ Tl PPLSSPQKASPQPMG | EGKQKAADFEDLLSG ™
WDWHTKPGGF GMGSK M 705 SSPQKASPQPMGGGW QKAADFEDLLSGQG '
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Abbildung 11: Bindung von Clathrin-TD und der a-Ohrdomane von AP-2 an synthetische Auxilinpep-
tide. Bei den Peptiden handelte es sich um 15-mere, die um jeweils drei Reste gegeneinander ver-
setzt waren und in situ auf Zellulosemembran synthetisiert wurden. Die Bindung der biotinylierten
Proteine erfolgte wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben und wurde nach Interaktion von Biotin mit Strep-
tavidin-HRP durch Chemolumineszenz detektiert und densitometrisch ausgewertet. Zahlreiche Auxi-
linpeptide in dem Bereich von Aminosaure 570-787 interagierten mit einem oder beiden Proteinen und
enthielten somit mogliche Bindungsmotive fur Clathrin und AP-2. Dabei existierten haufig scheinbar
gemeinsame oder Uberlappende Bindungsstellen fiir TD und die a-Ohrdomane.

Die Existenz einer Vielzahl putativer Bindungsstellen fur die terminale Domane legte
die Vermutung nahe, dal} auch die Interaktion von Auxilin mit AP-2 auf einem ahnli-
chen Prinzip beruhen kénnte. Die in Abschnitt 3.3 beschriebenen Experimente zeig-
ten, dald mindestens zwei Bindungsstellen fur die a-Ohrdomane im Bereich der Ami-
nosauren 547-910 der Auxilinsequenz vorhanden sind. Um die an der Interaktion von
Auxilin mit AP-2 beteiligten Motive zu identifizieren, wurde ein weiterer Zellulose-
membranstreifen mit der gleichen Anordnung von Auxilinpeptiden fur die Bindung der
biotinylierten o.-Ohrdomane verwendet. Interessanterweise stimmte das Signalmuster

der Peptide im wesentlichen mit dem fur die terminale Domane Uberein (Abb. 11).
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Unterschiede konnten fur das DLL-Motiv, das keinen Einfluld auf die Interaktion mit
der a-Ohrdomane hatte, und die Rolle des Aspartats in der DPF-Sequenz festgestellt
werden. Wahrend der saure Rest fur die Bindung von TD entbehrlich zu sein schien,
nahm die Affinitat zur a-Ohrdomane deutlich ab, wenn das Aspartat in dem Peptid
fehite. Diese Beobachtung wird durch Kristallisationsstudien mit der a-Ohrdomane
bestatigt (Brett et al., 2002). Durch die Ausbildung einer Wasserstoffbrickenbindung
wirkt das Aspartat stabilisierend auf die Struktur und bringt den Prolin- und Phenyla-
laninrest des DPF-Motivs in eine exponierte Position, die fur die Interaktion mit der
o-Ohrdomane wichtig ist.

Zur Kontrolle wurde ein Zellulosemembranstreifen mit der y-Ohrdomane von AP-1
inkubiert. Im Gegensatz zur terminalen Domane und der a-Ohrdomane konnte keine

Bindung an die Auxilinpeptide nachgewiesen werden.

3.5 Strukturanalyse der Clathrinbindungsdomane von Auxilin

Die Existenz von zahlreichen putativen Clathrinbindungsstellen in Form kurzer linea-
rer Peptidsequenzen warf die Frage nach der Struktur der Clathrinbindungsdomane
auf. Abhangig vom Faltungszustand konnten viele dieser Motive im Auxilin nicht ak-
zessibel sein und dadurch fur die Interaktion mit der terminalen Domane nicht zur

Verflgung stehen.

3.5.1 Sekundarstrukturanalyse durch CD-Spektroskopie

Mit Hilfe von Programmen, die Uber das Internet zuganglich sind, war es moglich an-
hand der Aminosauresequenz Vorhersagen Uber die Struktur von Auxilin zu treffen.
Das verwendete Programm prognostizierte fur Auxilin (547-910) nur einen geringen
Anteil an Sekundarstrukturelementen. Ein hoherer Gehalt an o-Helices wurde ledig-
lich fur die J-Domane vorhergesagt. Von einer anderen Arbeitsgruppe wurde bereits
mittels NMR-Analyse die Struktur eines C-terminalen Auxilinfragments bestimmt, das
die Aminosauren 737-910 umfalite. Als Sekundarstrukturelemente konnten nach AS
786 mehrere o-Helices identifiziert werden, wahrend der vordere Bereich nur wenig
strukturiert zu sein schien. Eine Schleife enthielt das Hsc70 Bindungsmotiv HPDK
(Han et al., 2000). Die J-Domane im bakteriellen Dnad mit einer Sequenzhomologie

von 19% zur entsprechenden Domane im Auxilin besteht ebenfalls, wie eine NMR-
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Strukturanalyse ergab, aus a-Helices und einer kurzen unstrukturierten Schleife (Hill
et al., 1995).

Da sich die vorliegenden Strukturdaten vor allem auf die J-Domane, nicht aber auf
die Clathrinbindungsdomane von Auxilin beziehen, wurde mit Hilfe verschiedener
Auxilinfragmente der gesamte Bereich von AS 547-910 CD-spektroskopisch in Zu-
sammenarbeit mit Prof. Jurgen Alves, Abteilung fur Biophysikalische Chemie, Medi-
zinische Hochschule Hannover, untersucht. Das CD-Spektrum eines Proteins setzt
sich dabei additiv aus den Beitragen der einzelnen Sekundarstrukturelemente zu-
sammen. Da a-Helix, B-Faltblatt und statistisches Knauel jeweils zu einem charakte-
ristischen CD-Spektrum fihren, kédnnen unter Verwendung von Referenzspektren
Aussagen zu Strukturanteilen eines Proteins gemacht werden. Die Auswertung der
CD-Spektren mit dem Computerprogramm CDPro im Wellenlangenbereich von 200-
250 nm ergab fur die Fragmente Hg-Aux (547-715) und Hg-Aux (715-813) nur einen
Anteil von 5% o-Helix und 13-15% B-Faltblatt, wahrend ca. 70% der Polypeptidkette
als statistisches Knauel vorlagen. Der Gehalt an a-Helix erhdhte sich bei dem Auxi-
linfragment Hg-Aux (715-902) auf 20%, wenn die Struktur der J-Domane in die CD-
Messung miteinflof3. (Abb. 12 und Tab. 5)
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Abbildung 12: CD-Spektroskopie von rekombinanten Auxilinfragmenten. Die CD-Spektren von
He-Aux (547-715) und He-Aux (715-813) zeigten typische Charakteristika von intrinsisch ungefalteten
Proteinen mit einem Minimum bei 200 nm und einer geringen Elliptizitdt © bei 220 nm. Hg-Aux
(715-902) wies dagegen einen deutlich erhéhten Gehalt an o-Helix auf, der auf das Vorhandensein
der J-Domane zurickzufihren war. Es kam dadurch zu einem Anstieg der molaren Elliptizitat unter-
halb von 200 nm und zu zwei Minima bei 208 und 220 nm.
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Intrinsisch ungefaltete Proteine nehmen in vielen Fallen erst bei der Bindung eines
Interaktionspartners Struktur an. In diesem Zusammenhang ist die Interaktion der
leichten mit den schweren Ketten von Clathrin sehr interessant, die eine o-helikale
Faltung der in Losung wenig strukturierten leichten Ketten bewirkt (Chen et al.,
2002). Dieser Effekt wurde auch bei anderen Proteinen beobachtet. Beispielsweise
induziert die DNA-Bindung bei Zinkfingerproteinen die Faltung von Domanen, die in
Abwesenheit der DNA unstrukturiert sind. Von Polypeptidhormonen, die in waliriger
Losung ungeordnet sind, wird ebenfalls vermutet, dal} sie erst durch Bindung an den
Rezeptor Struktur annehmen (Dyson und Wright, 2002).

Die Clathrinbindungsdomane von Auxilin enthalt kaum o-Helix- oder B-Faltblattanteile
und konnte moglicherweise durch die Interaktion mit einem Bindungspartner an Se-
kundarstruktur gewinnen. Das Losungsmittel 2,2,2-Trifluorethanol (TFE) begunstigt
die Ausbildung von a-Helices und wird daher haufig verwendet, um die Helicitat von
Peptiden zu erhdhen. Durch die Aufnahme eines CD-Spektrums der Auxilinfrag-
mente Hg-Aux (547-715) und He-Aux (715-813) nach Zugabe von jeweils 50% TFE
wurde eine mogliche Zunahme des a-helikalen Sekundarstrukturgehalts untersucht.
Tatsachlich konnte eine Konformationsanderung unter dem EinfluR von TFE be-
obachtet werden. Die CD-Spektren der Fragmente zeigten in Gegenwart von TFE
typische Charakteristika fur einen erhohten Anteil von o-Helix in der Struktur. So
konnte eine Zunahme der Elliptizitat ® um 200 nm und die Ausbildung von zwei Mi-
nima bei etwa 208 und 222 nm beobachtet werden. Die Auswertung der CD-Daten
ergab fur beide Auxilinfragmente Hg-Aux (547-715) und He-Aux (715-813), dal® nach
Zugabe von TFE ein bis zwei o-Helices mit einer Lange von jeweils 8-10 Aminosau-

ren entstanden waren (Abb. 13 A und C sowie Tab. 5).

Tabelle 5: Anteil von Sekundarstrukturelementen rekombinanter Auxilinfragmente

. Strukturelemente [%]
Protein : .
o-Helix B-Faltblatt Schleife Stat. Knauel
He-Aux (547-715) 5 15 10 69
He-Aux (715-813) 5 13 9 72
He-Aux (715-902) 20 18 16 46
He-Aux (547-715) + TFE 17 12 13 59
He-Aux (715-813) + TFE 24 12 14 50




Ergebnisse Seite 74

A 5000 B 5000
0 ———
E 5000 E
= =
= -10000 @
-15000 — He-Auxilin (547-715) ohne TFE -15000 o)
He-Auxilin (547-715) mit TFE —— Hes-Auxilin (547-715) + TD gemessen
----Hg-Auxilin (547-715) + TD theoretisch
-20000 -20000
200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
C 5000 D 5000
0 0
E -5000 E -5000
) £
@ -10000 @ -10000
- —— He-Auxilin (715-813
_15000 \/ — He—Aux!I!n (715-813) ohne TFE -15000 Cfathrin—TIg )
He-Auxilin (715-813) mit TFE — Hes-Auxilin (715-813) + TD gemessen
--=-Hg-Auxilin (715-813) + TD theoretisch
-20000 -20000
200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abbildung 13: CD-Spektroskopie von He-Aux (547-715) und Hg-Aux (715-813) in Gegenwart von 50%
TFE (A und C) bzw. aquimolarer Konzentration der terminalen Domane von Clathrin (B und D). TFE
induzierte in beiden Fallen die Ausbildung von einem geringen Anteil an o-Helices. Eine Interaktion
mit TD hatte keinen Effekt auf die Sekundarstruktur der Auxilinfragmente, da das gemessene CD-
Spektrum dem aus der Summe der einzelnen Spektren berechneten entsprach.

Auxilin (547-813) kann unter bestimmten Bedingungen, wie die Experimente mit TFE
zeigen, in einer hydrophoben Umgebung begrenzt a-helikale Strukturen ausbilden.
Die terminale Domane von Clathrin kdnnte durch die Interaktion mit Auxilin auf ahnli-
che Weise wie TFE die Sekundarstruktur von Auxilin beeinflussen. Teile des ungefal-
teten Bereichs der Polypeptidkette von Auxilin kdnnten so auch infolge einer Bindung
an TD a-helikale Struktur annehmen. Eine mdgliche Wirkung von TD auf die Sekun-
darstruktur von Auxilin wurde durch ein gemeinsames CD-Spektrum beider Proteine
untersucht. Bei diesem Experiment konnte allerdings keine signifikante Veranderung
der Elliptizitat der beiden Fragmente Hg-Aux (547-715) und He-Aux (715-813) auf-
grund einer Interaktion mit der terminalen Domane festgestellt werden (Abb. 13 B
und D). Es ist nicht auszuschlielen, dal} ein schwacher Effekt auf die Faltung von
Auxilin nicht mef3bar ist und durch den recht hohen oa-Helixgehalt in der Linker-
Region von TD verdeckt wird. Denkbar ist auch, dal® unter diesen Bedingungen in
Losung keine Wechselwirkung zwischen Auxilin und Clathrin stattfindet, so dal} sich
das gemessene Spektrum lediglich additiv aus den CD-Effekten der einzelnen Pro-

teine zusammensetzt. Hierfur spricht, dald eine Bindung von Auxilin an die terminale
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Domane bislang nur mit Hilfe von immobilisierten Fusionsproteinen oder indirekt Uber
eine verringerte Affinitat zu trypsinbehandelten Clathrinkafigen nachgewiesen wer-
den konnte. Dennoch erscheint es auch aufgrund der Daten mit TFE unwahrschein-
lich, da® Auxilin bei der Interaktion mit der terminalen Domane von Clathrin Gber

grolRere Bereiche eine kompakte Struktur annimmt.

3.5.2 Hitzestabilitat von rekombinanten Auxilinfragmenten

FUr unstrukturierte Proteine sind eine niedrige Hydrophobizitat und grof3e Nettola-
dung charakteristisch. Auxilin (547-910) ist ebenfalls reich an polaren und geladenen
Resten. In der Aminosauresequenz sind zudem viele Proline enthalten, die eine Aus-
bildung ausgedehnter a-helikaler Strukturen verhindern. Wahrend bei intrinsisch un-
geordneten Proteinen samtliche Aminosauren dem Ldsungsmittel exponiert sind,
kénnen durch die Auffaltung der Polypeptidkette hydrophobe Reste der aulleren
Umgebung entzogen und im Inneren des Proteins angeordnet werden. Eine Erho-
hung der Temperatur beispielsweise kann so aufgrund der grofderen thermischen
Bewegung des Proteins schlie3lich zu einer irreversiblen Denaturierung fuhren. Un-
gefaltete Proteine reagieren dagegen haufig weniger empfindlich auf Einflisse, die
eine geordnete Domanenstruktur storen. Daher ist es moglich, aus der Hitzestabilitat
eines Proteins Rlckschlisse auf dessen Struktur zu ziehen. Um zu Uberprufen, ob
sich Auxilin unter bestimmten Bedingungen ahnlich wie ein intrinsisch ungeordnetes
Protein verhalten kann, wurden verschiedene Fragmente von Auxilin in einem ko-
chenden Wasserbad inkubiert und im Hinblick auf ihre Hitzestabilitat untersucht.
Wahrend der grofdte Teil der Fragmente Hg-Aux (547-715) und Hs-Aux (715-813)
nach dieser Behandlung weiterhin in Idslicher Form im Uberstand vorlag, konnte die
zugesetzte GST-Kontrolle vollstandig als Prazipitat abzentrifugiert werden. Die Hitze-
resistenz und die Loslichkeit von Auxilinfragmenten waren bei Vorhandensein der J-
Domane deutlich geringer ausgepragt. So wurde Aux (547-910) durch das Kochen
zu etwa 50% und Hg-Aux (715-902) sogar noch starker irreversibel denaturiert (Abb.
14).
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Da die Hitzebehandlung die Bindungseigenschaften der Proteine verandert haben
konnte, wurde in einem Experiment die Affinitat eines gekochten Auxilinfragments
zur o.-Ohrdoméane von AP-2 mit der des unbehandelten Proteins verglichen. Auf die-
se Weise konnte gezeigt werden, dall auch nach dem Kochen das untersuchte
Fragment He-Aux (619-738) noch an die als GST-Fusionsprotein eingesetzte o-Ohr-
domane bindet (Abb. 15).

Abbildung 15: Bindung von hitzebehandeltem

@ He-Aux (619-738) an die a-Ohrdoméane von AP-2.

o‘&b He-Aux (619-738) wurde fur finf Minuten in einem

,éb kochenden Wasserbad inkubiert, anschlieRend

50 schockgekuhlt und in einem Bindungsexperiment

A mit immobilisieter GST-o-Ohrdomane eingesetzt.

Gezeigt ist ein Westernblot der Uberstande (U) und

- - - — Pellets (P) nach dem Experiment. Durch diese
UPUPUPUP Behandlung wurden die Bindungseigenschaften
- - “ €—H,Aux (619-738) des Auxilinfragments nicht nennenswert beeinfluf3t.

+ - + hitzebehandelt

3.6 Bindung von Auxilinfragmenten an Clathrin und AP-2

Da sich die Clathrinbindungsdomane von Auxilin als unstrukturiert erwiesen hat,
konnte der Bereich von Aminosaure 547 bis zum Beginn der J-Doméane weiter in kur-
zere Fragmente unterteilt werden, ohne dadurch eine Faltung oder Domanenorgani-
sation der Polypeptidkette zu beeintrachtigen. Die Auxilinfragmente TrxHg-Aux
(547-590), TrxHs-Aux (547-605), TrxHe-Aux (547-618), TrxHs-Aux (715-776) und
TrxHg-Aux (778-902) wurden rekombinant exprimiert und anschlielend im Hinblick
auf ihre Clathrinbindungseigenschaften untersucht. Gleichzeitig wurde in parallelen

Experimenten die Interaktion mit AP-2 Uberprift. Zur Ubersicht ist eine Liste der ver-



Ergebnisse Seite 77

wendeten Fragmente auf einem Beiblatt zu finden. Um eine Bindung an TD oder die
o-Ohrdomane nachzuweisen, war in einigen Fallen die Dimerisierung des entspre-
chenden Auxilinfragments erforderlich. Affinitatsvergleiche sind allerdings in Abwe-
senheit eines reduzierenden Reagenzes wie DTT schwierig, da der Dimerisierungs-
grad der Proteine unterschiedlich ausgepragt sein kann. Deshalb sind unter diesen
Bedingungen nur rein qualitative Aussagen zur Bindung zulassig. Die Experimente
wurden jeweils in zwei Ansatzen mit bzw. ohne Zugabe von 1 mM DTT durchgefuhrt.
Die beiden Auxilinfragmente TrxHg-Aux (547-590) und TrxHes-Aux (547-590)stop UN-
terscheiden sich durch ein in die DNA-Sequenz eingefugtes Stopkodon, das eine
Uber den Expressionsvektor vermittelte Dimerisierung des Proteins ausschlief3t.
Wahrend das Vorhandensein nur eines DPF-Motivs an Position AS 579 in TrxHe-Aux
(547-590) dem Monomer keine Interaktion mit AP-2 ermdglichte, trat das Dimer zu
etwa 40% zusammen mit dem GST-Fusionsprotein im Pellet auf. Eine Bindung an
die terminale Domane von Clathrin konnte allerdings nicht festgestellt werden. Trotz-
dem liel3 sich dieses Fragments zusammen mit Clathrinkafigen abzentrifugieren. Ei-
ne schwache Assoziation mit trypsinverdauten Kafigen, denen die terminalen Doma-
nen fehlten, war jedoch nur im dimerisierten Zustand des Proteins mdglich (Abb.
16 A).

Das Auxilinfragment TrxHe-Aux (547-605) war in der Lage, neben AP-2 auch Clathrin
zu binden (Abb. 16 B). Es enthalt auBer dem ersten DPF-Tripeptid auch ein **'DLL-
Motiv, das offenbar fur die Interaktion des dimerisierten Proteins mit der terminalen
Domaéane verantwortlich war. Verglichen mit den beiden kirzeren Fragmenten besal}
TrxHe-Aux (547-618) eine hohere Affinitat zu AP-2. In der Aminosauresequenz tau-
chen zwei DPF-Motive auf, die auch in Gegenwart von 1 mM DTT zu einer schwa-
chen Bindung an die a-Ohrdomane fuhrten (Abb. 16 C). Die Interaktion sowohl mit
GST-TD als auch mit Clathrinkafigen war dagegen ahnlich stark wie die von TrxHe-
Aux (547-605)

TrxHes-Aux (619-738) zeichnet sich durch die Existenz nur eines DPF-Motivs an Posi-
tion AS 674 und den bislang nicht naher charakterisierten Sequenzfolgen ***WDW
und ?®NWQ aus. Ein méglicher EinfluR der beiden letzteren Tripeptide auf die Inter-
aktion mit Clathrin und AP-2 wurde bereits aufgrund der Bindung von TD bzw. der
o-Ohrdomane an synthetische Auxilinpeptide in Betracht gezogen (Abschnitt 3.4).
Wie schon aus Abbildung 10 hervorging, wurde das Fragment Hg-Aux (619-738)

auch als Monomer sehr effizient von der a-Ohrdomane gebunden, wohingegen die
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Dimerisierung von TrxHg-Aux (619-738) die Interaktion mit GST-TD deutlich verbes-
serte (Abb. 16 D). Die Kafigbindungseigenschaften von Hg-Aux (619-738) sind in Ab-
bildung 18 dargestellt.
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Abbildung 16: Bindung von TrxHg-Aux (547-590) (A), TrxHg-Aux (547-605) (B), TrxHg-Aux (547-618)
(c) und TrxHg-Aux (619-738) (D) jeweils an Clathrin-TD sowie an die a-Ohrdomane von AP-2 als im-
mobilisierte GST-Fusionsproteine bzw. an intakte und trypsinbehandelte Clathrinkafige. Die Experi-
mente wurden in Gegenwart oder in Abwesenheit von 1 mM DTT durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten
entweder GST oder die Auxilinfragmente ohne zugegebene Kafige. Uberstéande (U) und Pellets (P)
von den Experimenten wurden durch Westernblots untersucht. Alle Fragmente zeigten eine Affinitat
zu AP-2 und der terminalen Domane sowie zu den Clathrinkafigen. Unter reduzierenden Bedingun-
gen, unter denen die Proteine nicht dimerisieren konnten, waren diese Interaktionen allerdings nicht
oder nur schwach nachweisbar.

Im Fragment TrxHs-Aux (715-902) sind die putativen Motive "NWQ, "°*FS, "®?ER
und "®'DLL enthalten, die eine Assoziation mit TD und AP-2 vermitteln kdnnten. Tat-
sachlich wurde eine schwache Interaktion beobachtet (Abb. 17 C). Die Wechselwir-
kung mit der terminalen Domane lie® sich allerdings nach Zugabe von DTT kaum
noch nachweisen. Im Gegensatz dazu schien die Bindung an polymerisiertes Cla-
thrin mit und ohne terminale Domanen nicht vom Dimerisierungszustand des Prote-

ins abzuhangen (Abb. 19). Die beiden kiurzeren Auxilinfragmente TrxHs-Aux (715-
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776) und TrxHe-Aux (778-902) verhielten sich ahnlich im Bezug auf die Interaktion
mit TD und der a-Ohrdomane (Abb. 17 A und 17 B). Eine mdglicherweise etwas bes-
sere Bindung an die GST-Fusionsproteine kdnnte in einer hdheren Akzessibilitat
durch die kleineren Fragmente von Auxilin begrindet sein. Verglichen mit TrxHg-Aux
(715-902) konnte eine geringere Affinitat zu Clathrinkafigen festgestellt werden. In-
teressanterweise wurde dabei die Interaktion des vorderen Auxilinfragments mit
trypsinbehandelten Kafigen in Gegenwart von DTT vollstandig aufgehoben (Abb.
17 A und 17 B). Die Ergebnisse der Bindungsexperimente mit GST-Fusionsproteinen
von TD und der a-Ohrdomane sowie mit rekonstituierten Clathrinkafigen sind fur die

beschriebenen Auxilinfragmente in Tabelle 6 zusammengefalit.
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Abbildung 17: Bindung von TrxHg-Aux (715-776) (A), TrxHg-Aux (778-902) (B) und TrxHg-Aux (715-
902) (c) an immobilisierte GST-Fusionsproteine von Clathrin-TD sowie der a-Ohrdomane von AP-2
bzw. an intakte und trypsinbehandelte Clathrinkafige. Als Kontrolle wurden entweder GST oder die
Auxilinfragmente ohne zugegebene Kafige eingesetzt. Die Experimente erfolgten in Gegenwart oder
in Abwesenheit von 1 mM DTT. Gezeigt sind Westernblots von Uberstanden (U) und Pellets (P) der
Bindungsexperimente. Alle Fragmente interagierten mit AP-2, der terminalen Doméane und den Cla-
thrinkafigen. Unter reduzierenden Bedingungen, unter denen die Proteine als Monomere vorlagen,
waren allerdings waren weniger als 3% von TrxHe-Aux (715-902) mit GST-TD assoziiert und eine
Wechselwirkung von TrxHe-Aux (715-776) mit den trypsinverdauten Kéafigen war nicht nachweisbar.
Die Kafigbindung von Hg-Aux (715-902), die sich als unabhangig von dem Dimerisierungszustand des
Proteins erwies, wurde weiter unten naher untersucht (Abb. 19).
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Tabelle 6: Ubersicht tiber die AP-2- und Clathrinbindungseigenschaften der untersuchten Auxilinfrag-
mente. 0 - 3% = keine Bindung (-); 3 — 10% = Bindung (+ / *); 10 — 50% = gute Bindung (++ / **);
> 50% = sehr gute Bindung (+++ / ¢++). Das Symbol ¢ wurde verwendet, um die Affinitaten der dime-
risierten Proteine zu beschreiben.

Bindung an
Auxilinfragment | a-Ohrdoméne | Clathrin-TD | Clathrinkafige Ctlr ypsinverd.
athrinkafige

-DTT  +DTT | -DTT  +DTT | -DTT  +DTT | -DTT  +DTT
TrxHg-Aux (547-590) | <« - - - . + . -
TrxHg-Aux (547-605) | e« - 1 - . + . -
TrxHe-Aux (547-618) | <« ++ 1 - 1 + . -
TrxHg-Aux (619-738) | eee | +++' | oo + | eeeZ | 4l | ee? | 4]
TrxHe-Aux (715-776) | ¢ ++ X + . + . -
TrxHs-Aux (778-902) ¢ + . + oo ++ oo +

TrxHg-Aux (715-902) | e + *o - *o ++3 *o ++3
" mit He-Aux (619-738) ermittelt; * in Scheele et al. (2001) beschrieben; ° mit He-Aux (715-902) ermittelt

3.7 Bindung von Auxilinmutanten an Clathrin und AP-2

Durch die Interaktion der terminalen Domane und der a-Ohrdomane mit syntheti-
schen Auxilinpeptiden konnten einige putative Bindungsmotive fur Clathrin bzw. AP-2
bestimmt werden (Abschnitt 3.4). lhre funktionelle Bedeutung wurde durch Modifika-
tion der entsprechenden Aminosauresequenzen mit Hilfe gezielter Mutagenese ana-
lysiert. Da sich in einigen Fallen nur fur die dimerisierten Auxilinfragmente eine
Wechselwirkung mit TD oder der a-Ohrdomane von AP-2 nachweisen lief3, die ab-
hangig vom Grad der Dimerisierung erheblichen Schwankungen unterliegen konnte,
war bei diesen Fusionsproteinen ein Vergleich der Bindungsintensitaten zwischen
Wildtyp und mutiertem Fragment nicht sinnvoll. Aus diesem Grund wurden fur Bin-
dungsexperimente an GST-Fusionsproteine nur die Auxilinfragmente Aux (547-910),
He-Aux (547-715) und Hes-Aux (619-738) mit den entsprechenden Mutanten einge-
setzt. Mogliche Clathrinbindungsmotive wurden auch in Hg-Aux (715-902), das nur
sehr schwach mit TD oder der a-Ohrdomane interagierte, verandert und im Hinblick

auf einen Effekt auf die Assoziation mit Clathrinkafigen untersucht.
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Abbildung 18: Bindung von Aux (547-910), Hg-Aux (547-715) und He-Aux (619-738) sowie der mu-
tierten Auxilinfragmente an die GST-a-Ohrdoméane (A) und an GST-TD (B). Die Anteile der an die
immobilisierten GST-Fusionsproteine gebundenen Auxilinfragmente wurden in mehreren unabhangi-
gen Experimenten bestimmt und gemittelt (n = 3). Da die Assoziation von Hg-Aux (619-738) mit der
terminalen Domane nur sehr schwach war, wurde sie nicht quantifiziert und im Diagramm dargestellt.
Der Anteil der an die GST-Kontrollen gebundenen Proteine wurde jeweils von den Werten abgezogen.
Der Verlust von DLL-Motiven beeintrachtigte die Interaktion mit Clathrin-TD, wahrend die DPF-Motive
nicht nur eine Bedeutung flur die AP-2-Bindung, sondern auch einen Einflu auf die Wechselwirkung
mit TD hatten. Ebenso spielte die ***WDW-Sequenz sowohl bei der Bindung von der a-Ohrdoméne als
auch von TD eine Rolle.

Das Fragment Aux (547-910) umfalit die vollstandige Clathrinbindungsdomane, die
mehrere Bindungsstellen sowohl fur die terminale als auch die distale oder proximale
Domane von Clathrin enthalt. Erwartungsgemal wirkte sich das Fehlen der termina-
len Domanen in trypsinverdauten Clathrinkafigen negativ auf die Bindung aus. Die
Mutation des ®”*DPF-Motivs zu den Aminoséduren APA filhrte zu einer schwécheren
Interaktion mit der a-Ohrdomane und reduzierte leicht die Affinitdt des Fragments zu

polymerisiertem Clathrin, da auch ein direkter Einflud auf die Bindung an GST-TD
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beobachtet werden konnte. Wurden zusatzlich zum DPF-Motiv auch die Aminosau-
ren des zweiten oder beider DLL-Tripeptide zu der Sequenz ALA verandert, war eine
starker verminderte Interaktion mit TD die Folge. Auch die Wechselwirkung mit in-
takten und trypsinbehandelten Clathrinkafigen war bei diesen Auxilinmutanten be-
eintrachtigt (Abb. 18 und 19). Dagegen hatten die DLL-Mutationen keine Auswirkun-
gen auf die Bindung von AP-2 (Abb. 20 A). Wahrend die DLL-Motive scheinbar nur
fur die Assoziation mit Clathrin von Bedeutung waren, wirkte sich der Verlust des
DPF-Motivs sowohl auf die Clathrin- als auch auf die AP-2-Wechselwirkung aus. Ein
ahnliches Ergebnis lieferten auch die Auxilinpeptiddaten in Abschnitt 3.4.

Die Clathrinbindungsdomane von Aux (547-910) wurde in zwei Fragmente unterteilt,
von denen das vordere Hg-Aux (547-715) die drei in der Auxilinsequenz vorhandenen
DPF-Motive enthalt. Der zunehmende Verlust dieser Bindungssequenzen fuhrte suk-
zessiv zur Abnahme einer Bindung an die a-Ohrdomane von AP-2 (Abb. 18). In die-
sem Zusammenhang fiel auf, daR durch Mutation der Aminosauren °"°DPF und
*7*DPF die Interaktion mit AP-2 unterschiedlich stark beeintrachtigt wurde. Es scheint
daher so, als ob die drei DPF-Motive nicht vollig aquivalent sind. Durch das gleich-
zeitige Ausschalten des dritten DPF-Tripeptids und des putativen Bindungsmotivs
3®\WDW konnte der Effekt des mutierten einzelnen DPF-Motivs noch verstarkt wer-
den. Dieses Ergebnis zeigt, dald auch die WDW-Sequenz im Auxilin direkt an der
Interaktion mit AP-2 beteiligt ist und bestatigt die mit Hilfe der Auxilinpeptide gewon-
nenen Erkenntnisse. Verglichen mit der gemeinsamen Mutation von zwei DPF-
Motiven hatte die Kombination von °”*DPF und ®**WDW sogar einen gréReren Ein-
fluR auf die Assoziation von He-Aux (547-715) mit der a-Ohrdomane.
Bindungsexperimente mit der terminalen Domane ergaben, dal3d der Wildtyp von
He-Aux (547-715) eine um fast 40% geringere Affinitat als Aux (547-910) zum GST-
Fusionsprotein besal} (Abb. 18). Demnach sind in dem kurzeren Auxilinfragment
vermutlich nicht alle Bindungsorte fur TD enthalten. Um die Motive zu identifizieren,
die in diesem Fragment die Bindung an TD vermitteln, wurden die bereits auf ihre
AP-2-Bindungseigenschaften untersuchten Auxilinmutanten auch in Experimente mit
der terminalen Domane eingesetzt. Dabei zeigte sich, da® Mutationen der DPF-
Motive erstaunlicherweise auch eine Abnahme der Bindung von He-Aux (547-715) an
GST-TD zur Folge hatten. Allerdings schien die zweite DPF-Sequenz in der Doppel-
mutante He-Aux (547-715)A°®°>DPF,A®”*DPF einen geringeren EinfluR auf die Interak-

tion mit TD als mit der a-Ohrdomane zu haben. Der gleichzeitige Austausch des
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WDW- und des dritten DPF-Bindungsmotivs resultierte in einem fast vollstandigen
Verlust der Interaktionsfahigkeit mit TD. Die Mutation des **'DLL-Motivs hatte einen
ahnlichen Effekt. Dadurch konnte das Tripeptid erstmals direkt als Bindungsmotiv fur
die terminale Doméane identifiziert werden. Im Unterschied dazu zeigte die Auxilin-
mutante eine unveranderte Affinitat zur a-Ohrdomane (Abb. 20 B).
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Abbildung 19: Bindung von Aux (547-910), Hs-Aux (547-715), He-Aux (715-902) und Hg-Aux (619-
738) sowie der mutierten Auxilinfragmente an intakte (A) und an trypsinverdaute Clathrinkafige, denen
die terminalen Domanen fehlen (B). Der Anteil des in Kontrollen spontan prazipitierten Proteins wurde
jeweils von dem an die Kafige gebundenen Anteil abgezogen (n = 3). Hg-Aux (715-902) interagierte
mit beiden Arten von Clathrinkafigen vergleichbar gut, wahrend He-Aux (547-715) eine deutlich hdhere
Affinitdt zu den intakten Kafigen besal’. Die DLL-Mutationen vor allem bei Aux (547-910) und Hg-Aux
(715-902) sowie der Verlust von ®’*DPF bei Hs-Aux (619-738) beeinfluBten die Wechselwirkung mit
Clathrinkafigen sowohl mit als auch ohne terminale Domanen.
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Die Bindung von Heg-Aux (547-715) an Clathrinkafige war wie die Interaktion mit TD
im Vergleich zum Auxilinfragment Aux (547-910) um etwa 40% reduziert (Abb. 19).
Das Fehlen der terminalen Domanen fuhrte sogar zu einer noch starker einge-
schrankten Assoziation von Hg-Aux (547-715) mit den trypsinverdauten Kafigen.
Mutationen in diesem Fragment wirkten sich auf die Bindung an Clathrinkafige sehr
ahnlich aus wie auf die Interaktion mit der terminalen Domane. Die einzige Ausnah-
me bildete hier He-Aux (547-715)A591DLL. Die Mutation des DLL-Motivs, die zu einer
dramatischen Abnahme der TD-Bindung fuhrte, bewirkte nur eine moderate Abnah-

me der Assoziation mit den Kafigen.

v
M
«‘b"o
v
A oK B
S A
d NG
¢ & o R
O 0 O &
> > RN
\Q\ \Q\ \Q\v ,\:\ ,\:\
+@b‘ +@b‘ +@b‘ S
V'o > ?'o Qsé ,bé
upPp OUPUP UpPU0 P
8" W GST-0-Ohrdomine - .
p~—1 = - GST e —

Abbildung 20: Bindung von Aux (547-910)A%"*DPF und den DLL-Mutanten dieses Auxilinfragments
(A) sowie von Hg-Aux (547-715) und He-Aux (547-715)A*°'DLL (B) an die immobilisierte GST-0-Ohrdo-
mane. Uberstande (U) und Pellets (P) nach den Bindungsexperimenten wurden durch Westernblots
untersucht. Als Kontrolle diente die Interaktion mit GST. Der Verlust der DLL-Motive hatte keinen Ein-
flu auf die Wechselwirkung der Proteine mit AP-2.

Auch das Auxilinfragment He-Aux (619-738) enthalt ein DPF-Motiv in der Aminosau-
resequenz. Wurde dieses Motiv zu einer inaktiven Variante mutiert, konnte eine an-
fanglich relativ starke Assoziation des Wildtyps mit der a-Ohrdomane nahezu aufge-
hoben werden (Abb. 18). Eine geringe Restbindung ware dementsprechend auf das
Vorhandensein von mindestens einem weiteren Motiv mit sehr schwacher Affinitat zu
AP-2 zuruckzufuhren. Als ein moglicher Kandidat kame hierfur beispielsweise die
WDW-Sequenz in Frage. Am bemerkenswertesten war jedoch, dal} diese Auxilin-
mutante sowohl eine geringere Affinitdt zu intakten als auch zu trypsinverdauten
Clathrinkafigen besal}, was fur eine Rolle des DPF-Motivs bei der Bindung von poly-
merisiertem Clathrin spricht (Abb. 19).
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Mutanten des C-terminalen Fragments Hg-Aux (715-902) dienten zur Untersuchung
der méglichen Clathrinbindungsmotive "2°NWQ, ">*FS, "®?ER und ®'DLL im Hinblick
auf ihre Bedeutung fur die Assoziation von Auxilin mit Clathrinkafigen. Wahrend fur
die meisten Mutationen nur ein schwacher Effekt nachzuweisen war, fuhrte der Ver-
lust der DLL-Sequenz zu einer deutlichen Abnahme der Affinitat von Hs-Aux (715-
902) sowohl zu Clathrinkafigen mit als auch ohne terminale Domanen (Abb. 19).
Somit scheint das DLL-Motiv auch an der Interaktion mit der distalen oder proximalen

Domane von Clathrin beteiligt zu sein.

3.8 Kompetitionsexperimente

3.8.1 Kompetition von Clathrin und AP-2 um Auxilin

Neben den mit Hilfe der Auxilinpeptide gewonnenen und in Abschnitt 3.4 beschrie-
benen Ergebnissen sprechen auch die Bindungsexperimente mit den Auxilinmutan-
ten fir das Vorhandensein von gemeinsamen oder uUberlappenden Motiven fur die
Interaktion mit der terminalen Domane von Clathrin und der a-Ohrdomane von AP-2.
In diesem Fall muten Clathrin und AP-2 um dieselben Bindungsorte konkurrieren.
Um in vitro nachzuweisen, dal} sich zwei Proteine tatsachlich so verhalten, werden
haufig Kompetitionsbindungsexperimente durchgefuhrt. Da Auxilin zu freien termi-
nalen Domanen in Losung nur eine sehr schwache Affinitat besitzt, wurde TD als
GST-Fusionsprotein an GSH-Sepharose immobilisiert und mit dem Auxilinfragment
He-Aux (547-715) in Gegenwart der a-Ohrdomane inkubiert. Mit ansteigender mola-
rer Konzentration der a-Ohrdomane wurde die Assoziation von Auxilin mit der termi-
nalen Domane zunehmend beeintrachtigt. Die Bindung der a-Ohrdomane an Hg-Aux
(547-715) fihrte dabei zur Verdrangung des Auxilinfragments von GST-TD (Abb.
21 A). Ein trimerer Komplex zwischen Auxilin, AP-2 und Clathrin konnte dagegen
nicht beobachtet werden. Folglich existieren in der Auxilinsequenz Motive, die eine
gleichzeitige Interaktion von Auxilin mit TD oder AP-2 ausschliefen. Neben der Tat-
sache, dal3 es gemeinsame Bindungssequenzen fur die a-Ohrdomane und die ter-
minale Domane gibt, kdnnten bei der Kompetition auch sterische Aspekte eine Rolle

spielen.



Ergebnisse Seite 86

A oo . iy
Abbildung 21: Kompetitions-

bindungsexperimente von
GST-TD und der Ohrdoméane
von o-Adaptin um Hg-Aux
(547-715) (A) und von TrxHg-
DD und der GST-a-Ohrdoméa-
ne um Hg-Aux (619-738) (B).
Die Reaktionsansatze enthiel-
ten nur Auxilin und die an
GSH-Sepharose immobilisier-
0 . p 5 30 s 50 s ten GST-Fusionsproteine bzw.
Konzentration der a-Ohrdoméne [uM] jeweils die équimolare Menge

oder einen zwei-, finf- oder

zehnfachen Uberschull an
025 dem Protein, das die Auxilin-
fragmente verdrangen sollte.
AP-2 und die terminale bzw.
die distale Domane von Cla-
thrin konkurrierten um die In-
teraktion mit Auxilin, so dal® es
gemeinsame oder Uberlappen-
0,05 de Bindungsmotive geben
muf3.

o
-
(6]

Anteil von gebundenem
He-Aux (547-715) an GST-TD
<= o
o -
()]

o

o
w

o
)

o
=

o

Anteil von gebundenem
He-Aux (619-738) an die GST-a-Ohrdomine
o
>

o

5 10 15 20 25 30 35
Konzentration von TrxHg-DD [uM]

Das eingesetzte Fragment Hg-Aux (547-715) enthalt drei DPF-Motive sowie die
3®\WDW-Sequenz. Der Verlust des dritten DPF-Motivs in der Aminosduresequenz
beeinflulRte nicht nur die Bindung dieser Mutanten an GST-TD, sondern reduzierte
auch die Affinitat zu Clathrinkafigen, denen die terminalen Domanen fehlten (siehe
Abschnitt 3.7 Abb. 18 und 19). Daher scheint dieses Motiv auch bei der Assoziation
von Auxilin mit der distalen oder proximalen Domane von Clathrin von Bedeutung zu
sein. Dieser Effekt war besonders stark ausgepragt bei Hs-Aux (619-738). In einem
Kompetitionsexperiment wurde Uberpruft, ob die distale Doméane das gleiche Bin-
dungsmotiv erkennt mit dem auch die o-Ohrdoméane im Auxilin interagiert. Tatsach-
lich konnte eine Verdrangung von Hg-Aux (619-738) von der GST-a-Ohrdomane
nach Zugabe von TrxHg-DD beobachtet werden (Abb. 21 B). Da bei einem vergleich-
baren Experiment die a-Ohrdomane und GST-TD um ein gemeinsames oder uber-
lappendes Motiv in TrxHs-(619-738) konkurrieren (Abb. 22), ist es mdglich, dal® eine
universelle Bindungssequenz in diesem Auxilinfragment fur beide Clathrindomanen
und AP-2 existiert.
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Abbildung 22: Kompetitionsbindunsexperiment von GST-TD und der Ohrdoméne von o-Adaptin um
TrxHe-Aux (619-738). Es wurde die dquimolare Menge bzw. ein zwei- oder zehnfacher Uberschul? der

a-Ohrdomane verglichen mit der Auxilinkonzentration zugegeben. Uberstande (U) und Pellets wurden
in einem Westernblot analysiert. Schon geringe Konzentrationen des AP-2-Fragments reichten dabei
aus, um TrxHg-Aux (619-738) effektiv zu verdrangen.

Fur den direkten Nachweis der Assoziation eines einzelnen Motivs mit AP-2 und
Clathrin, wurde ein TrxHg-Fusionsprotein eines Peptids exprimiert, das nur das dritte
674DPF-Motiv von Auxilin und vier weitere Reste umfalte, die zwischen Auxilin und
GAK konserviert sind. Das DPFADLG-Peptid besal? sowohl zu GST-TD als auch zur
GST-a-Ohrdomane eine schwache Affinitat und war zudem in der Lage, an intakte
und trypsinisierte Clathrinkafige zu binden (Abb. 23 A und B). Auf diese Weise
konnte direkt gezeigt werden, dal® ein oder mehrere DPF-Motive in der Auxilinse-
quenz mit AP-2 und Clathrin interagieren. Bislang war diese Aussage nur indirekt mit

Fragmenten und Mutanten von Auxilin moglich.
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Abbildung 23: Bindung von TrxHg-Aux (DPFADLG) an Clathrin-TD und an die a-Ohrdoméne von
AP-2 als immobilisierte GST-Fusionsproteine (A) sowie an intakte und trypsinverdaute Clathrinkafige
ohne terminale Domanen (B). Als Kontrolle diente die Binding an GST bzw. spontan prazipitiertes
Protein. Die Experimente wurden sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von 1 mM DTT
durchgefiihrt. Gezeigt werden Westernblots von Uberstanden (U) und Pellets (P) der abzentrifugierten
Reaktionsansatze. Unter reduzierenden Bedingungen, unter denen das Auxilinpeptid nicht dimerisie-
ren konnte, waren noch schwache Interaktionen mit Clathrin méglich, wahrend sich eine Wechselwir-
kung mit AP-2 nicht mehr nachweisen lief3.
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3.8.2 Kompetition von Auxilin und AP180 um Clathrin und AP-2

AP180 bindet wie Auxilin sowohl an AP-2 als auch an die terminale Doméane von
Clathrin und enthalt zwei DPF-Motive sowie dreimal die Sequenz FxDxF, die an der
Interaktion mit AP-2 beteiligt sind (Brett et al., 2002). Es wird vermutet, dal} zwolf
D(l/L)(F/L)-Tripeptide in der Aminosauresequenz zur Clathrinbindungsdomane geho-
ren. Da sich AP180 und Auxilin somit einige Bindungsmotive teilen, ware es denkbar,
dal} beide Proteine auch miteinander um die Assoziation mit der a-Ohrdomane und
der terminalen Domane konkurrieren. Diese Moglichkeit wurde in einem Kompetiti-
onsexperiment von Hg-Aux (547-715) und He-AP180 (328-896) um die Bindung an
GST-TD bzw. einem GST-Fusionsprotein der a-Ohrdomane untersucht. Dabei blieb
die eingesetzte Auxilinkonzentration konstant, wahrend von AP180 ein zunehmender
molarer Uberschul® verwendet wurde. Schon geringe Mengen an Hs-AP180 (328-
896) reichten aus, um He-Aux (547-715) sehr effektiv in den Uberstand zu verdran-
gen (Abb. 24). Bei einem fiinffachen Uberschu® an AP180 wurde Auxilin quantitativ
an der Assoziation mit GST-TD gehindert. Eine hohere Konzentration von Heg-AP180
(328-896) war erforderlich, um mit der im Vergleich zur terminalen Domane starkeren
Bindung an die a.-Ohrdomane zu konkurrieren.
']
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Abbildung 24: Kompetitionsbindungsexperiment von Hg-Aux (547-715) und He-AP180 (328-896) um
GST-TD bzw. um die GST-a-Ohrdoméane. Fir die Kompetition wurde die dquimolare Menge bzw. ein
zwei-, fiinf- oder zehnfacher Uberschul von AP180 im Vergleich zur Auxilinkonzentration eingesetzt.
Hs-AP180 (328-896) konnte Hg-Aux (547-715) praktisch quantitativ von den GST-Fusionsproteinen
verdrangen, so dal} sie gemeinsame oder Uberlappende Bindungsstellen erkennen missen.
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3.9 Funktionsstudien mit Auxilinfragmenten und -mutanten

3.9.1 Clathrinpolymerisation zu Kafigen

Auxilin wurde in der Literatur zunachst in die Gruppe der sogenannten Clathrin-
Assembly-Proteine eingeordnet, da es wie AP-2 und AP180 in der Lage war, die Po-
lymerisation von freien Triskelia zu Clathrinkafigen zu fordern. Wie sich spater her-
ausstellte, ist Auxilin an der Hsc70-abhangigen Dissoziation der Hulle von clathrin-
bedeckten Vesikeln beteiligt. Die Bildung von Clathrinkafigen scheint daher nicht die
eigentliche Funktion von Auxilin bei der Endozytose zu sein, und es ist fraglich, ob
diese Eigenschaft eine physiologische Bedeutung hat. Trotzdem wird die Fahigkeit,
Clathrin zu polymerisieren, zur funktionellen Aktivitat von rekombinanten Auxilinfrag-
menten gezahilt.
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Abbildung 25: Clathrinpolymerisation durch rekombinante Fragmente und Mutanten von Auxilin.
Freie Triskelia wurden fir eine Stunde auf Eis jeweils mit den Fragmenten Aux (547-910), Hs-Aux
(547-715), Hg-Aux (715-902) und Hs-Aux (619-738) bzw. den angegebenen Auxilinmutanten inkubiert
und die zusammengelagerten Clathrinkafige anschlief’end bei 45.000 UpM fiir 20 Minuten abzentrifu-
giert. Im Diagramm ist der gemittelte Anteil von polymerisiertem Clathrin aus mehreren unabhangigen
Experimenten dargestellt (n = 3), von dem der Clathrinanteil, der sich unter diesen Bedingungen
spontan zusammengelagert hatte, bereits abgezogen wurde. Die Polymerisationsaktivitat war haupt-
sachlich in dem C-terminalen Fragment Hg-Aux (715-902) lokalisiert. Das Fehlen der DLL-Motive hatte
auf die Clathrinzusammenlagerung verglichen mit anderen Mutationen den grof3ten Einfluf3.

Die Assembly-Aktivitat des Fragments Aux (547-910) ist vergleichbar mit der des
ganzen Proteins und wird durch das Vorhandensein der vollstandigen Clathrinbin-
dungsdomane vermittelt (Holstein et al., 1996). Wurde diese Domane geteilt und in
Form von zwei Fusionsproteinen exprimiert, zeigte sich, dal® die Aktivitat zur Cla-

thrinpolymerisation vor allem im C-terminalen Bereich von Auxilin lokalisiert war.
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He-Aux (715-902) stimulierte die Zusammenlagerung von Clathrin zu Kafigen nur
unwesentlich schwacher als das Fragment Aux (547-910). Der vordere Bereich der
Clathrinbindungsdomane, der im Fragment Hg-Aux (547-715) enthalten war, reichte
dagegen nicht aus, um eine effektive Polymerisation von Clathrinkafigen zu férdern
(Abb. 25).

Mit einer Aufteilung der Clathrinbindungsmotive im Aminosaurebereich 715-902 auf
die beiden kurzeren Auxilinfragmente TrxHgs-Aux (715-776) und TrxHes-Aux (778-902)
ging ebenfalls die Fahigkeit, die Bildung von Clathrinkafigen zu stimulieren, verloren
(Abb. 26). Auch bei Dimerisierung der Fragmente in Abwesenheit von DTT kam es

zum gleichen Ergebnis (ohne Abbildung).
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Abbildung 26: Clathrinpolymerisation durch Hg-Aux (715-902), Hs-Aux (715-776) und Hg-Aux (778-
902). Clathrintriskelia wurden fir eine Stunde auf Eis zusammen mit den rekombinanten Auxilinfrag-
menten inkubiert. Die zusammengelagerten Kafige konnten anschlielend abzentrifugiert werden. Als
Kontrolle diente ein Ansatz ohne Auxilin, aus dem der Anteil von spontan polymerisiertem Clathrin
hervorging. Die Uberstande (U) und Pellets (P) nach der Zentrifugation wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt. Eine weitere Unterteilung des Bereichs von Aminosaure
715-902 in kurzere Auxilinfragmente flihrte zum Verlust der Polymerisationsaktivitat.
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Abbildung 27: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von negativ kontrastierten Clathrinkafigen, die
durch die Auxilinfragmente He-Aux (547-715), He-Aux (715-902) und Aux (547-910) zusammengela-
gert wurden. Die Kafige waren relativ heterogen in der GréRenverteilung (ca. 80 bis 125 nm) und
neigten dazu, Aggregate zu bilden.
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen der negativ kontrastierten Kafige sind in Ab-
bildung 27 zu sehen. Die GroRRenverteilung der Clathrinkafige war fur die beschrie-
benen Auxilinfragmente ahnlich.

Die Mutation von DPF-Motiven in der Auxilinsequenz hatte nur eine schwache Wir-
kung auf die Assembly-Aktivitat. Unter nichtreduzierenden Bedingungen konnte al-
lerdings auch ein Einfluy der DPF-Sequenz auf die Fahigkeit des dimerisierten Auxi-
linfragments TrxHs-Aux (619-738), Clathrin zu polymerisieren, festgestellt werden
(Abb. 27).
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Abbildung 28: Clathrinpolymerisation durch Hg-Aux (619-738) bzw. durch die dimerisierten Auxilin-
fragmente TrxHg-Aux (619-738) und TrxHg-Aux (619-738)A%”*DPF. Clathrin wurde fiir eine Stunde auf
Eis zusammen mit den rekombinanten Auxilinfragmenten inkubiert. Die zusammengelagerten Kafige

lieBen sich anschlieRend abzentrifugieren. Uberstande (U) und Pellets (P) wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und coomassiegefarbt. Als Kontrolle diente der unter diesen Bedingungen spontan poly-
merisierte Anteil von Clathrin. Unter nichtreduzierenden Bedingungen konnte der Bereich von Amino-
saure 619-738 die Polymerisation von Clathrin ahnlich effizient wie GST-Aux (547-910) vermitteln.
Wenn eine Dimerisierung des Fragments nicht mdglich war oder das "4 DPF-Motiv fehlte, ging diese
Eigenschaft verloren.

Mutanten von Hs-Aux (715-902), denen das putative Bindungsmotiv "°NWQ fehlte,
zeigten verglichen mit dem Wildtyp eine Abnahme der Clathrinpolymerisationsaktivi-
tat um etwa 40%. Am auffalligsten war jedoch der Effekt bei einer Veranderung der
DLL-Sequenzen zu Alaninen. Die Eigenschaft der Auxilinmutanten Aux (547-
910)A°"“DPF,A"®'DLL und H6-Aux (715-902)A’®'DLL, Clathrin zu Kafigen zusam-
menzulagern, war durch den Verlust eines DLL-Motivs gegenliber dem jeweiligen
Wildtyp um mehr als 80% reduziert (Abb. 25). Die zwei DLL-Motive in der Clathrin-
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bindungsdomane von Auxilin scheinen jedoch nicht aquivalent zu sein. Obwohl beide
Auxilinfragmente jeweils ein DLL-Tripeptid enthalten, besitzt Hg-Aux (547-715) im
Unterschied zu Hg-Aux (715-902) nur eine geringe Assembly-Aktivitat. Fur Frag-
mente von AP180 war dagegen zuvor eine lineare Abhangigkeit der Clathrinpolyme-
risation von der Zahl der vorhandenen DLL-Sequenzen beobachtet worden (Morgan
et al., 2000).

3.9.2 Dissoziation von Clathrinkafigen

Auxilin wirkt als Kofaktor von Hsc70 beim Zerfall der Hulle von clathrinbedeckten Ve-
sikeln und ermoglicht dadurch deren Fusion mit der jeweiligen Zielmembran. In Ge-
genwart von Hsc70 und ATP stimuliert Auxilin in vitro auch die Dissoziation von re-
konstituierten Clathrinkafigen. Diese Eigenschaft konnte auf eine zellulare Funktion
von Auxilin im Falle einer unspezifischen Aggregation von Clathrin im Zytosol hin-
deuten. FUr diese Reaktion ist das Vorhandensein der terminalen Domanen von
Clathrin nicht zwingend erforderlich, so da® auch trypsinisierte Kafige durch Auxilin
und Hsc70 dissoziiert werden kdnnen.

Um den Zerfall von Clathrinkafigen zu katalysieren, ist ein Fragment von Auxilin aus-
reichend, das nur die Clathrinbindungsdomane und die fur eine Interaktion mit Hsc70
bendtigte J-Domane enthalt (Holstein et al., 1996). Dessen Aktivitat wurde mit der
der beiden kurzeren Fragmente Heg-Aux (715-902) und TrxHs-Aux (778-902) vergli-
chen. Dabei zeigte sich, dal} Hs-Aux (715-902) die Dissoziation sowohl von intakten
als auch von trypsinverdauten Clathrinkafigen durch Hsc70 in einem ahnlichen Mafl}
forderte wie das Fragment Aux (547-910), das einen groReren Bereich der Clathrin-
bindungsdoméane umfaldte. TrxHs-Aux (778-902) war dagegen nicht in der Lage, den
Zerfall von Kafigen zu stimulieren. Folglich missen in der Region von AS 715-778
Bindungssequenzen fur Clathrin enthalten sein, die eine effektive Kafigdissoziation
gewahrleisten. Hg-Aux (715-902) und TrxHs-Aux (778-902) besitzen dasselbe "®'DLL-
Motiv. Dessen Vorhandensein scheint jedoch nicht die einzige Anforderung an eine
funktionelle Clathrinbindungsdomane zu sein. Dennoch fuhrte der Verlust dieser Bin-
dungssequenz zu einer deutlichen Reduktion der Aktivitat der beiden Auxilinfrag-
mente Aux (547-910)A°"*DPF,A"®'DLL und H6-Aux (715-902)A"®'DLL bei der Disso-
ziation von Kafigen ohne terminale Domanen. Dieser Effekt war bei intakten Clathrin-

kafigen nicht nachzuweisen (Abb. 29 A).
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Abbildung 29: Dissoziation von rekonstituierten Clathrinkafigen (A) und von trypsinverdauten Kafigen,
denen die terminalen Domanen fehlen (B), durch die rekombinanten Auxilinfragmente Aux (547-910),
He-Aux (715-902) und TrxHs-Aux (778-902). Die Kafige wurden in einem Verhaltnis Auxilin:Clathrin
von 1:20 in Gegenwart von Hsc70 und ATP fir 20 Minuten bei 25°C inkubiert und anschlieRend ab-
zentrifugiert. Die Anteile freigesetzten Clathrins wurden tber mehrere unabhangige Experimente ge-
mittelt (n = 3). Das C-terminale Fragment, das nur noch den Bereich von Aminosaure 778-902 umfalfit,
war im Unterschied zu Hg-Aux (715-902) nicht mehr in der Lage, den Zerfall von intakten oder trypsin-
behandelten Clathrinkafigen zu stimulieren. Wie sich herausstellte sind die DLL-Tripeptide wichtige
Motive flr diese Aktivitat. Fiir sich genommen reichten sie aber offensichtlich nicht aus, um Clathrin-
kafige zu dissoziieren.

Die Interaktion der leichten mit den schweren Ketten vermindert die Stabilitat der zu-
sammengelagerten Clathrintriskelia, so dal3 die unbehandelten Kafige leichter spon-
tan wieder dissoziieren kdnnen als die trypsinverdauten, denen die leichten Ketten
fehlen. Alternativ konnte auch eine Bindung von Auxilin an die terminale Domane zu
einem besseren Zerfall der intakten Kafige fuhren. Fur diese Mdglichkeit spricht, dal
die Mutation beider DLL-Tripeptide in Aux (547-910)A%*'DLL,A%*“DPF A"®'DLL des-



Ergebnisse Seite 94

sen katalytische Wirkung gegeniiber Aux (547-910)A%"*DPF A”®'DLL weiter verrin-
gert. Abgesehen von den DLL-Motiven war in den Auxilinmutanten der EinfluR ande-
rer Sequenzen auf die Aktivitat eher gering. Einen schwachen Effekt schien noch der

Austausch der Aminosauren "°*FS zu Alaninen zu haben (Abb. 29).

3.9.3 Dissoziation der Hulle von clathrinbedeckten Vesikeln

Nachdem sich clathrinbedeckte Vesikel in das Zytosol abgeschnurt haben, wird die
Hulle um die Vesikel unter dem Einflul3 von Auxilin und Hsc70 sehr schnell wieder
entfernt. Um diesen ProzeR in vitro anders als beim Zerfall rekonstituierter Clathrin-
kafige moglichst nah an der Situation in der lebenden Zelle zu untersuchen, wurden
clathrinbedeckte Vesikel verwendet. Durch eine milde Behandlung der Vesikel mit
Trypsin wurde das endogene Auxilin inaktiviert.

In vitro Dissoziationsexperimente von trypsinbehandelten clathrinbedeckten Vesikeln,
in Gegenwart von Hsc70 und ATP sollten Auskunft Uber die funktionelle Organisation
von Auxilin geben. Zu diesem Zweck wurde die Aktivitat der rekombinanten Auxilin-
fragmente Aux (547-910), Hg-Aux (715-902) und TrxHg-Aux (778-902) bei verschie-
denen Konzentrationen miteinander verglichen. Da Auxilin katalytisch wirkt, waren
gegenuber der Clathrinkonzentration substdochiometrische Mengen von Auxilin aus-
reichend. Wahrend Hg-Aux (715-902) bei gleicher Konzentration ca. 75% der Aktivitat
von Aux (547-910) besal}, konnte TrxHg-Aux (778-902) nur ca. 10% der CCV im An-
satz dissoziieren (Abb. 30 A und 30 B). Damit zeigt TrxHes-Aux (778-902) gegenuber
CCV eine ahnlich schwache katalytische Aktivitat wie bei dem Zerfall von rekonstitu-
ierten Clathrinkafigen. Die Mutation eines 4’ DPF-Motivs im Fragment Aux (547-910)
hatte nur eine geringe Wirkung auf die Auxilinfunktion (Abb. 30 A), so dal® dieses
Bindungsmotiv weder beim Zerfall der Clathrinhille von CCV noch bei isolierten Ka-
figen eine grofl’e Rolle zu spielen scheint. Von groRerer Bedeutung waren dagegen
die DLL-Sequenzen. Durch Hg-Aux (715-902)A"®'DLL wurde deutlich weniger Cla-
thrin in den Uberstand freigesetzt als durch den Wildtyp (Abb. 30 C). Der Verlust ei-
nes weiteren **'DLL-Motivs in der Aminosduresequenz von Aux (547-910)
A®'DLL,A*"DPF,A"®'DLL verstarkte den Effekt von Aux (547-910) A”“DPF,A"®'DLL
noch (Abb. 30 A). Weniger dramatisch wirkten sich dagegen Mutationen der Bin-
dungssequenzen "NWQ, "**FS und "°’ER in dem Fragment Hg-Aux (715-902) auf
den Zerfall der Clathrinhulle aus (Abb. 30 C und D). Als zentrales Motiv der Clathrin-
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bindungsdomane stellte sich somit die DLL-Sequenz heraus, deren Funktion mogli-
cherweise durch andere Motive unterstitzt wird, die fur sich genommen nur einen
schwachen Einflu} auf die Dissoziation der Clathrinhuille haben.
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Abbildung 30: Dissoziation der Hille von clathrinbedeckten Vesikeln mit Aux (547-910) (A), Hs-Aux
(715-902) und TrxHe-Aux (778-902) (B) sowie mit Mutanten dieser Fragmente (A, C und D). Die cla-
thrinbedeckten Vesikel wurden leicht mit Trypsin behandelt, um das endogene Auxilin zu entfernen,
und anschlieBend mit Hsc70, ATP und verschiedenen relativ zum Clathrin substéchiometrischen Auxi-
linkonzentrationen fiir 20 Minuten bei 25°C inkubiert. Der nichtdissoziierte Anteil wurde vom freige-
setzten Clathrin durch Zentrifugation abgetrennt. Dargestellt sind die Mittelwerte mehrerer unabhangi-
ger Experimente (n = 3). TrxHg-Aux (778-902) konnte im Unterschied zu Hg-Aux (715-902) den Zerfall
der Clathrinhille nicht nennenswert stimulieren. Den gro3ten Einflu auf die Dissoziationsaktivitat der
Auxilinfragmente hatten die DLL-Motive.
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4 Diskussion

Die Dissoziation der Hulle von clathrinbedeckten Vesikeln wird durch das Chaperon
Hsc70 vermittelt. Wie die meisten Hitzeschockproteine weist es nur eine geringe
Substratspezifitat auf und bendétigt deshalb fur seine Rekrutierung an die Clathrin-
hille ein J-Domanenprotein. Diese Funktion wird in der Zelle offenbar von Auxilin
oder dem ubiquitar exprimierten GAK Ubernommen, die sowohl an Clathrin als auch
uber die C-terminale J-Domane an Hsc70 binden, dessen ATPase-Aktivitat stimulie-
ren und damit den Zerfall der Hulle einleiten. Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkungs-
weise von Auxilin auf molekularer Ebene besser zu verstehen und den Widerspruch
der Rolle von Auxilin bei der Dissoziation von Clathrinkafigen und einer Aktivitat zur
Clathrinpolymerisation zu klaren.

Wie andere endozytotische Proteine ist Auxilin in der Lage, in vitro die Zusammenla-
gerung von freiem Clathrin zu Kafigen zu fordern. Bislang ist allerdings noch weitge-
hend unklar, wie die Interaktion von akzessorischen Proteinen mit Clathrin dessen
Polymerisation bewirkt. Eine wichtige Voraussetzung hierfur scheint die Existenz von
mehr als einem Clathrinbindungsmotiv zu sein. So verfligt B-Arrestin zwar Uber das
Clathrin Box | Motiv LIEFE, fur sich genommen reicht dies aber offensichtlich nicht
aus, um einzelne Triskelia zu Clathrinkafigen zusammenzulagern (Goodman et al.,
1997). Unter endozytotischen Proteinen ist die Eigenschaft, neben Clathrin auch
AP-2 zu binden, weit verbreitet. Eine zentrale Region weist dabei haufig mehrere
aufeinanderfolgende AP-2- und Clathrinbindungsmotive auf. Wie sich bei Amphiphy-
sin (Slepnev et al., 2000), Epsin (Chen et al., 1998; Drake et al., 2000) und Hip1R
(Metzler et al., 2001) herausstellte, bestehen diese Motive aus kurzen linearen Pep-
tidsequenzen, die jeweils schwach affine Protein-Protein-Interaktionen vermitteln.
Hierzu gehoren die DPF/W-, FxDxF-, sowie Clathrin Box | [L(L,I)(D,E,N)(L,F)(D,E)]
und Box Il Motive, die bislang als PWDLW bei Amphiphysin bzw. als LMDLA bei
Epsin beschrieben wurden (Drake, 2001). Mdglicherweise zahlt auch die Sequenz
LLDLL der y-Ohrdomane von AP-1 zu den Box Il Motiven. Bei dem Bindungsmotiv
DLL scheint es sich dagegen eher um eine degenerierte Variante der Clathrin Box
Motive zu handeln. Das D(L/I)(L/F)-Tripeptid ist in mehreren Kopien in AP180 vor-
handen. Auch Auxilin enthalt in einer zentralen Region zwei DLL- sowie drei DPF-
Motive, die in der Sequenz alternierend auftreten. Dieser Bereich wurde als Clathrin-

bindungsdomane identifiziert (Holstein et al., 1996).
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Ein weiteres gemeinsames Merkmal scheint das Vorhandensein einer unstrukturier-
ten Region in der Aminosauresequenz vieler akzessorischer Proteine zu sein, uber
die die Interaktion mit AP-2 und Clathrin erfolgt. Dies konnte nicht nur wie in dieser
Arbeit fur Auxilin, sondern zuvor auch fur Epsin und AP180 durch Sekundarstruktur-
analyse gezeigt werden (Brett et al., 2002; Kalthoff et al., 2002). Fir einige andere
Proteine wie Eps15 und Amphiphysin wird mit Hilfe von Computerprogrammen
ebenfalls eine ungeordnete Bindungsdomane fur AP-2 und Clathrin prognostiziert.
Eine funktionelle Wechselwirkung mit der terminalen Doméane von Clathrin setzt of-
fenbar auch keine definierte Faltung der Polypeptidkette voraus. So fuhrte die Asso-
ziation mit der terminalen Domane bei Auxilin nicht zu einem Gewinn an Sekundar-
struktur. Fur die Interaktion mit der a.-Ohrdoméane von AP-2 scheint ahnliches zu
gelten, da eine Bindung beispielsweise bei Epsin keine Struktur induziert hatte, die
CD-spektroskopisch nachweisbar war. Das Fehlen ausgepragter Sekundarstruktur-
elemente in der AP-2- und Clathrinbindungsdomane erklart, warum kurze Peptidse-
qguenzen fur eine Interaktion ausreichen. In einem unstrukturierten Bereich kdnnen
durch die Ausbildung von Schleifen die grolRen hydrophoben Reste der DPF/W-
Sequenzen den Bindungstaschen auf der a-Ohrdomane prasentiert werden (Brett et
al., 2002). Der wesentliche Vorteil einer solchen Konformation liegt in der hohen Fle-
xibilitat, die in einem grolReren Einfangradius fur eine spezifische Bindungsstelle re-
sultiert. Der gefaltete Zustand besitzt verglichen dazu nur eine eingeschrankte Kon-
formationsfreiheit (Shoemaker et al., 2000). Durch die groRere Akzessibilitat der Mo-
tive kdnnen diese kooperativ wirken und so die Affinitat der Bindungsdomane erho-
hen.

Die Bindung eines Proteins an die a-Ohrdoméane hangt von der Anzahl der vorhan-
denen DPF/W-Motive in der Sequenz ab. Epsin, das mehrere Kopien des DPW-
Tripeptids enthalt, interagiert mit einer zusatzlichen Region auf der a-Ohrdomane,
die sich von der gemeinsamen Bindungsstelle fur DPF/W-Motive unterscheidet. Da-
her ist die Assoziation von Epsin und Eps15, die acht bzw. 15 mal die Sequenz DPW
bzw. DPF enthalten, mit AP-2 starker als die von AP180 und Amphiphysin, bei denen
dieses Motiv seltener auftritt. Eine hohere Aviditat konnte dabei die Folge einer
gleichzeitigen Interaktion mit mehreren a-Ohrdomanen sein. Die FxDxF-Bindungs-
motive, die in AP180 und Amphiphysin und Hip1R identifiziert wurden, scheinen zu-
dem fur die Assoziation dieser Proteine mit der a-Ohrdoméane eine grofiere Rolle zu
spielen als die DPF-Motive (Brett et al., 2002; Mishra et al., 2001).
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Da die Clathrinbindungsdomane von Auxilin, AP180, Epsin und Amphiphysin struktu-
rell ahnlich aufgebaut sind, erscheint es naheliegend, dal3 diese Proteine auch die
Eigenschaft teilen, Clathrin zu polymerisieren. Es stellt sich daher zwangslaufig die
Frage, ob sich Auxilin lediglich durch das Vorhandensein einer J-Domane, die die
Interaktion mit Hsc70 vermittelt, von anderen akzessorischen Proteinen, die an der
Bildung von clathrinbedeckten Vesikeln beteiligt sind, unterscheidet und dadurch
zum Kofaktor bei der Dissoziation von Clathrinkafigen wird. Die Ergebnisse dieser
Arbeit konnten zeigen, dal} sich Auxilin noch durch weitere Kriterien gegenuber Pro-
teinen wie AP180 fur eine Rolle bei dem Hsc70-abhangigen Zerfall der Hulle von
clathrinbedeckten Vesikeln auszeichnet. Einen Ansatz zur Klarung dieser Frage lie-
ferte vor kurzem auch ein chimares Protein aus der Clathrinbindungsdomane von
AP180 und der J-Domane von Auxilin, dessen Aktivitat mit der von Auxilin bei der
Dissoziation von Clathrinkafigen verglichen wurde (Ma et al., 2002). Wie sich heraus-
stellte war dieses Protein zwar in der Lage, den Zerfall von rekonstituierten Clathrin-
kafigen zu stimulieren, es war dabei aber weniger effektiv und wirkte nicht wie Auxilin
katalytisch. AP180 bindet Clathrin durch die Wechselwirkung mit der terminalen Do-
mane, wahrend Auxilin zusatzlich eine Affinitat zur distalen Domane von Clathrin be-
sitzt. MAglicherweise liegt in den verschiedenen Clathrinbindungseigenschaften der
wesentliche Unterschied zwischen Auxilin und AP180 bzw. dem chimaren Protein bei
der Zusammenlagerung und Dissoziation von Clathrinkafigen. Assembly-Proteine
konnten durch die gleichzeitige Assoziation mit den terminalen Doméanen von ver-
schiedenen Triskelia, die im Kafig schliellich unterhalb der Ecken zusammenkom-
men, oder, wie fur Auxilin gezeigt wurde, auch durch eine Interaktion mit den distalen
Domaénen die Polymerisation eines Clathringitters bewirken. In beiden Fallen wirden
so zunachst schwache Clathrin-Clathrin-Interaktionen stabilisiert.

Die Clathrinbindungsdomane von Auxilin 1al3t sich in zwei Subdomanen unterteilen,
die etwa den Fragmenten Hg-Aux (547-715) und He-Aux (715-902) entsprechen. Das
vordere Fragment enthalt samtliche DPF- sowie eines der beiden DLL-Motive und
besitzt eine hohe Affinitdt zur a-Ohrdoméane von AP-2 und der terminalen Domane
von Clathrin. He-Aux (547-715) kann allerdings freie Triskelia nur schlecht zusam-
menlagern und ein Auxilinkonstrukt einer anderen Arbeitsgruppe, in dem der Bereich
von Aminosaure 754-834 deletiert wurde, konnte Clathrinkafige nur in geringem Ma-
Re dissoziieren (Ma et al., 2002). Das C-terminale Auxilinfragment Hg-Aux (715-902)

interagiert dagegen nur schwach mit der a-Ohrdoméne und der terminalen Domane.
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Die Clathrinbindung wird vor allem Uber eine Assoziation mit der distalen Domane
vermittelt, die bei Hs-Aux (547-715) nur wenig ausgepragt ist. Dabei stimuliert Hg-Aux
(715-902) die Polymerisation von Clathrin trotz der geringen Affinitat zur terminalen
Domane sowie den Zerfall von Kafigen nur unwesentlich schlechter als das ganze
Protein. Beide Auxilinfragmente zeichnen sich somit durch ein komplementares Bin-
dungsverhalten fur AP-2 und Clathrin aus, was die unterschiedlichen funktionellen
Eigenschaften erklart. Fur die Clathrinpolymerisation scheint haufig eine Interaktion
mit den terminalen Domanen auszureichen, da fur viele Proteine, die diese Eigen-
schaft aufweisen, keine Bindung an die distalen Domanen von Clathrin nachgewie-
sen werden konnte. AP180 besitzt im Bereich von Aminosaure 305 bis zum C-Termi-
nus zwolfmal das Tripeptid D(I/L)(F/L). Die hohe Aktivitat von AP180 zur Clathrinzu-
sammenlagerung scheint in direktem Zusammenhang mit der Anzahl dieser Motive
zu stehen, da ein progressiver Verlust dieser Sequenzen in einer verminderten Po-
lymerisationsaktivitat der entsprechenden AP180-Fragmente resultiert (Morgan et al.,
2000). Auxilin enthalt nur zwei DLL-Motive in der Clathrinbindungsdomane, aber im
Rahmen dieser Arbeit konnten weitere Bindungssequenzen identifiziert werden, die
ebenfalls an der Interaktion mit der terminalen Domane beteiligt sind. Die meisten
dieser Motive treten in dem Auxilinfragment Hg-Aux (547-715) auf. Da ihr Vorhan-
densein nicht zwangslaufig eine hohe Polymerisationsaktivitat fur Clathrin zur Folge
hat, kdnnten die schwache Affinitat zur distalen Domane sowie ein zu geringer Ab-
stand der Bindungssequenzen fur die terminale Domane hierfir verantwortlich sein.
Folgen die Motive zu dicht aufeinander, ware es nicht moglich, mehrere terminale
Domanen durch eine gleichzeitige Interaktion miteinander zu verknupfen. In diesem
Zusammenhang sind Deletionsmutanten von Amphiphysin 2 und der y-Scharnier-
region von AP-1 interessant, die im Hinblick auf ihre Clathrinbindungsfahigkeit unter-
sucht wurden. Die y-Scharnierregion besitzt zwei LLDLL Sequenzen und Amphiphy-
sin 2 die Pentapeptide **°LLDLD und *'*PWDLW, die jeweils fiir die Interaktion mit
Clathrin essentiell sind. Eine verringerte Distanz zwischen den Motiven, resultierte in
einem vollstandigen Verlust oder wie bei Amphiphysin 2 zumindest zu einer signifi-
kanten Reduktion der Clathrinbindung (Doray und Kornfeld, 2001; Drake und Traub,
2001). Die Existenz zahlreicher Bindungsmotive fur die terminale Doméane im Bereich
von Aminosaure 547-715 scheint daher erst im Zusammenspiel mit der C-terminalen
Region fur die Funktion der gesamten Clathrinbindungsdoméane von Auxilin von Be-

deutung zu sein.
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Wie sich herausstellte, beeinflult neben den DLL-Bindungsmotiven auch die Se-
quenz NWQ die Fahigkeit zur Clathrinpolymerisation. Nach Mutation der Sequenz
"2PNWQ zu AAA zeigt Hs-Aux (715-902) eine deutlich reduzierte Aktivitat, Clathrin
zusammenzulagern. Dieses Motiv fehlt dem Fragment Hg-Aux (547-715), wahrend es
in einem Deletionsfragment von Auxilin (AS 509-754/834-910) (Ma et al., 2002) vor-
handen ist. Diese Tatsache kdnnte das unterschiedliche Verhalten beider Fragmente
bei der Zusammenlagerung von Clathrinkafigen erklaren. Die Kombination von einem
DLL- und einem NWQ-Bindungsmotiv im richtigen Abstand zueinander scheint einen
Einfluld auf die Clathrinpolymerisationsfahigkeit von akzessorischen Proteinen zu ha-
ben. Auch die Sequenz DPFADL, die in dem Auxilinfragment TrxHg-Aux (619-738)
neben den Motiven **WDW und "NWQ enthalten ist, kann die Polymerisation von
freien Triskelia zu Kafigen beglnstigen. Als Dimer ist die Assembly-Aktivitat dieses
Fragments mit der des ganzen Proteins vergleichbar. Unter reduzierenden Bedin-
gungen ist das Fusionsprotein jedoch nicht in der Lage, bei einem zweifachen mola-
ren Uberschul zum Clathrin dieses effektiv zu Kafigen zusammenzulagern. Ein
Fragment von AP180 (739-901), das keine DLL-Motive, aber die Sequenzen "®’NWQ
und ®°DPLADL aufweist, zeigt bei doppelt so hoher molarer Konzentration wie Cla-
thrin ebenfalls keine Polymerisationsaktivitat. Erst bei einem 20-fachen Uberschuf
konnen ca. 40% des eingesetzten Clathrins pelletiert werden, wahrend ein Fragment,
das die gesamte Clathrinbindungsdomane umfaldt, etwa 20 mal effizienter ist
(Morgan et al., 2000). Die beiden kirzeren Fragmente von Auxilin und AP180 haben
ahnliche Clathrinpolymerisationseigenschaften, die offenbar von vergleichbaren Mo-
tiven bestimmt werden. Durch eine hdhere lokale Konzentration, die entweder uber
eine Dimerisierung des Fragments oder (ber einen groReren molaren Uberschufd im
Vergleich zum Clathrin erreicht werden kann, 1af3t sich bei beiden Fragmenten eine
gewisse Aktivitat zur Polymerisation von Clathrin induzieren.

Das Vorhandensein eines NWQ- und eines DLL-Motivs, moglicherweise neben wei-
teren Bindungssequenzen, und ein geeigneter Abstand dieser Motive zueinander,
der die VerknUpfung mehrerer terminaler Domanen sowie eine Interaktion mit den
distalen Domanen erlaubt, konnte der Grund dafur sein, dal® der Bereich im Auxilin
von Aminosaure 715-902 ausreicht, um eine effektive Clathrinpolymerisation zu ge-
wahrleisten. Kurzere Fragmente von Auxilin kdnnten entweder eine oder beide Be-
dingungen nicht erfullen. Tatsachlich liel3 sich experimentell bestatigen, dal eine Zu-

sammenlagerung von Clathrin beeintrachtigt wird, wenn Bindungsmotive fur die ter-
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minale Domane fehlen. Die beiden Fragmente TrxHg-Aux (715-776) und TrxHg-Aux
(778-902), die den Bereich von Aminosaure 715-902 weiter unterteilen, enthalten
jeweils nur eines der **NWQ- oder "®'DLL-Motive und kénnen im Gegensatz zu
He-Aux (715-902), Clathrin nicht mehr zu Kafigen polymerisieren. Eine andere Ar-
beitsgruppe konnte fir ein Auxilinfragment, das von Aminosaure 737 bis zum
C-Terminus reicht und dem das "**NWQ-Motiv fehlt, ebenfalls keine Polymerisati-
onsaktivitat feststellen (Ma et al., 2002). Die Ergebnisse mit diesen Fragmenten lie-
fern Hinweise fur die Bedeutung bestimmter Clathrinbindungssequenzen und eines
gewissen Mindestabstands der Motive zueinander als Voraussetzungen fur die Zu-

sammenlagerung von Clathrinkafigen.

PTEN

Y Clathrin DD/PD

[ ) Clathrin TD

Auxilin

Abbildung 31: Modell zur Zusammenlagerung von Clathrinkafigen durch Auxilin. (A) Clathrinkafig mit
terminalen Domanen und Auxilin; (B) Detailabbildung von A. Der zentrale Bereich von Auxilin, der die
Clathrinbindungsdomane enthalt, ist weitestgehend ungefaltet und ermdglicht Auxilin, gleichzeitig an
mehrere terminale Domanen sowie an die distale Domane zu binden. Auf diese Weise kdnnte Auxilin
sowohl durch das Verknipfen von drei terminalen Doméanen unterhalb der Ecken des Kafigs als auch
durch die Interaktion mit den distalen Doméanen die Gitterstruktur stabilisieren.

Die Dissoziation der Hulle von clathrinbedeckten Vesikeln scheint dagegen noch
weitere Anforderungen an Auxilin als Kofaktor bei diesem Prozel zu stellen als die,
die im Zusammenhang mit der Aktivitat zur Clathrinpolymerisation genannt wurden.
Nicht alle Fragmente von Auxilin, die die J-Domane enthalten und Clathrin binden,
sind in der Lage, den Hsc70-abhangigen Zerfall von Kafigen in vitro zu stimulieren.
TrxHe-Aux (778-902) enthalt neben der C-terminalen J-Doméane ein DLL-Motiv, des-
sen Interaktion mit Clathrin offenbar nicht ausreicht, um Kafige zu dissoziieren. Auch
der vordere Bereich der Clathrinbindungsdomane hat zusammen mit der J-Doméane
nicht diese Wirkung, wie die Deletionsmutante von Auxilin (AS 509-754/834-910)
zeigt (Ma et al., 2002). Allerdings ist nicht auszuschliel3en, dal} eine nichtfunktionelle

J-Domane zu diesem Ergebnis gefuhrt hatte, da in dem Fragment ein helikaler Be-
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reich kurz vor oder bereits in der J-Domane durch die Deletion unterbrochen wurde
(Han et al., 2000; Ma et al., 2002).

Im Hinblick auf die Funktion von Auxilin bei der Dissoziation von Clathrinkafigen
konnte die Unterteilung der Clathrinbindungsdomane in zwei Subdomanen eine Rolle
spielen. He-Aux (547-715) besitzt eine groRe Affinitat zur terminalen Domane von
Clathrin wahrend das C-terminale Fragment Hg-Aux (715-902) vor allem mit der di-
stalen Domane assoziiert ist. Da Auxilin im Zusammenspiel mit Hsc70 auch Clathrin
kafige, denen nach einem limitierten Verdau mit Trypsin die terminalen Domanen
fehlen, in vitro dissoziieren kann, scheint flir diese Eigenschaft eine Interaktion mit
der distalen Domane verantwortlich sein. Durch die Mutation der DLL-Motive in der
Clathrinbindungsdoméane konnte direkt ein Einflul dieser Sequenzen auf die Bindung
an die distale Domane nachgewiesen werden, die fur die Assoziation von Auxilin mit
Clathrinkafigen und die Rekrutierung von Hsc70 notwendig war. Unter den Clathrin-
bindungsmotiven in der Auxilinsequenz nimmt das DLL-Tripeptid dadurch eine be-
sondere Stellung ein, da es nicht nur an der Zusammenlagerung, sondern auch an
dem Zerfall von Clathrinkafigen beteiligt ist. Das fur die Clathrinpolymerisation wichti-
ge Motiv NWQ spielt bei dem Zerfall von Kafigen dagegen keine Rolle, da das Auxi-
linfragment (738-902), dem diese Sequenz fehlt und das keine Assembly-Aktivitat
zeigt, Hsc70 zu Kafigen rekrutieren und diese dadurch dissoziieren kann (Ma et al.,
2002). Das kurzeste Fragment von Auxilin, das in dieser Arbeit untersucht wurde und
Clathrinkafige noch effizient dissoziiert, ist Hs-Aux (715-902). Die Beobachtung, daf
trypsinverdaute Kafige ohne terminale Domanen ebenfalls in Gegenwart von Auxilin
und Hsc70 zerfallen, stimmt mit der bevorzugten Bindung von Hg-Aux (715-902) an
die distale Domane von Clathrin Uberein. Ein Dissoziation von Clathrinkafigen scheint
allerdings auch in einem gewissen Mal} Uber die Interaktion mit der terminalen Do-
mane maoglich zu sein, wie ein chimares Protein aus der J-Domane von Auxilin und
einem Fragment von AP180 zeigt, das nur an die terminale, nicht aber an die distale
Domane von Clathrin bindet. Allerdings war die Aktivitat dieses Konstrukts deutlich
geringer als die von Auxilin (Ma et al., 2002). Die Assoziation von Auxilin mit der di-
stalen Domane konnte dafur sorgen, dald Hsc70 korrekt auf der schweren Kette von
Clathrin positioniert wird, wahrend eine Interaktion mit der terminalen Domane dazu
dienen konnte, sicherzustellen, dald Hsc70 nur an polymerisiertes Clathrin und nicht
an freigesetzte Triskelia im Zytosol rekrutiert wird. Eine Plazierung von Hsc70, die

nur uber die terminale Domane vermittelt wird, ist offenbar weniger effizient. Die Affi-
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nitat von Auxilin fur Clathrin wird durch die Existenz von mehreren Bindungsorten
erhoht und kénnte gewahrleisten, dal® es hinreichend lange gebunden bleibt, um
Hsc70 zum richtigen Bindungsort auf der schweren Kette von Clathrin zu dirigieren.
In der Aminosauresequenz von Auxilin existieren Uberlappende oder gemeinsame
Bindungsmotive sowohl fur die terminale und distale Domane von Clathrin als auch
fur die a-Ohrdomane von AP-2. Hierzu gehdren die DLL-Tripeptide, die an beide
Clathrindomanen binden, die DPF-Motive, die mit Clathrin und AP-2 assoziiert sein
konnen und schliel3lich die WDW-Sequenz, die die Bindung von der terminalen Do-
mane und der a-Ohrdomane beeinflul3t. Auch fir Amphiphysin wurde ein Motiv be-
schrieben, das eine Assoziation mit Clathrin und AP-2 vermitteln konnte (Drake und
Traub, 2001). Die entsprechende Sequenz PWDLW hat dabei eine gewisse Ahnlich-
keit zum ®**WDW-Motiv von Auxilin. Fiir den Bereich von Aminosédure 547-715
konnte gezeigt werden, dal} sich eine gleichzeitige Bindung von AP-2 und Clathrin
ausschlieft. Diese Tatsache bietet Angriffspunkte zur Regulation der Funktion von
Auxilin, da durch die Modifikation von bestimmten Motiven einzelne Interaktionen
gezielt verhindert oder ermdglicht werden konnten. Auxilin wurde als Phosphoprotein
identifiziert (Morris et al., 1990), das vor allem im vorderen Bereich der Clathrinbin-
dungsdomane zahlreiche Serin- und Threoninreste als potentielle Phosphorylie-
rungsstellen enthalt. Fur ein untersuchtes Protein konnen verschiedene Computer-
programme (z.B. Pattern Search) Aminosaurereste prognostizieren, die durch be-
kannte Kinasen phosphorylierbar sind. So entsprechen beispielsweise die Serine in
den Sequenzen SGQ*'DLL und S®°°DPF sowie das zweite Serin von "*FSS dem
Konsensus der Caseinkinase |. Das Serin in SGQ**'DLL kénnte zudem Substrat fiir
die Caseinkinase Il sein, die auch Bestandteil von clathrinbedeckten Vesikeln ist
(Bar-Zvi und Branton, 1986). Eine weitere Proteinkinase in CCV ist AAK1 (Conner
und Schmid, 2002), die bislang nur mit einer Phosphorylierung der p-Untereinheit
von AP-2 in Zusammenhang gebracht werden konnte. AAK1 zeigt eine Homologie zu
der GAK-Kinasedomane, von der bekannt ist, dal} sie eine Autophosphorylierung von
GAK bewirkt. Moglicherweise konnte die AAK1 Kinase daher auch Auxilin phospho-
rylieren.

Auxilin und AP180 kompetitieren in vitro sowohl um die Bindung an die terminale
Domane von Clathrin als auch an AP-2. Schon flr einige andere akzessorische Pro-
teine konnte gezeigt werden, dal} sie mit AP-2 Uber die gleichen Bindungstaschen

auf der a-Ohrdoméane assoziiert sind (Owen et al., 1999). Hierfur kdnnten vergleich-
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bare Bindungsmotive dieser Proteine eine Rolle spielen. In diesem Zusammenhang
wurden bereits die DPF/W- und DLL-Tripeptidsequenzen, sowie die Clathrin Box Mo-
tive | und Il genannt, die in vielen endozytischen Proteinen auftreten. In einigen Fal-
len scheint das DLL-Motiv jedoch eher, wie bei der Clathrinbindungssequenz LLDLL
in der y-Ohrdomane von AP-1, Bestandteil eines Pentapeptidmotivs zu sein. Im Auxi-
lin sind die beiden Aminosauren Phenylalanin und Glutamat dem DLL-Motiv vorgela-
gert, so daR die Sequenz gewisse Ahnlichkeit zu dem AP-2 Bindungsmotiv FXxDxF
und der als Clathrinbindungsmotiv postulierten Sequenz LDDLL in Epsin bei C. ele-
gans aufweist, da es sich sowohl bei Leucin als auch bei Phenylalanin um grofe,
hydrophobe Reste handelt. Auch die Sequenzen *°LADVF und *°FSDPW in Epsin 1
aus Ratte konnten FxDxF-Motiven entsprechen. Wie sich jetzt bei Auxilin heraus-
stellte, gibt es noch weitere, bislang nicht beschriebene Motive und eine strikte Ab-
grenzung der Bindungsmotive voneinander lafdt sich, wie es scheint, nicht mehr auf-
rechterhalten. Bereits durch Kompetitionsstudien konnte gezeigt werden, dal die
beiden Clathrin Box Motive an dieselbe Furche auf der terminalen Doméane binden
(Doray und Kornfeld, 2001). Bislang gibt es jedoch keine eindeutigen Hinweise, die
daflr oder dagegen sprechen, dal® DLL-haltige Peptide mit den Clathrin Box Motiven
um dieselbe Furche konkurrieren. Als Teil eines der anderen Bindungsmotive ware
die Affinitat des Tripeptids fur denselben Bindungsort auf der terminalen Domane
erwartungsgemald geringer, und eine Kompetition lieRe sich nur schwer nachweisen.
Das Vorhandensein mindestens eines geladenen und eines grofl3en, hydrophoben
Restes konnte der gemeinsame Konsensus aller Motive sein. Selbst ein gewisser
Abstand dieser Reste voneinander, wie es bei **FS und "®?ER im Auxilin der Fall ist,
scheint diese Anforderung noch zu erflllen. Auch in der Aminosauresequenz von
Epsin 1 sind mehrere vergleichbare Sequenzen in einem ahnlichen Abstand zuein-
ander vorhanden, wie 2"°LS und *®ER. Méglicherweise besitzen allerdings auch ein-
zelne Tryptophan- und Phenylalaninreste eine gewisse Affinitat zu Clathrin und AP-2.
Hierfur sprechen vor allem die Ergebnisse mit den synthetischen Auxilinpeptiden. Ob
eine Kompetition bei der Interaktion mit der terminalen Domane und AP-2 zwischen
Proteinen wie Auxilin und AP180 physiologische Relevanz besitzt, bleibt jedoch of-
fen. Zum einen ist Auxilin in wesentlich geringeren Konzentrationen als AP180 vor-
handen, zum anderen ist unklar, ob es Uberhaupt zur Sattigung aller Bindungsorte

auf den terminalen Domanen und AP-2 kommit.
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Ein denkbares Modell, das mit den neuen Erkenntnissen aus dieser Arbeit im Ein-
klang steht, wirde davon ausgehen, daf® Auxilin zunachst Uber die Bindung an AP-2
entweder schon zu coated pit Strukturen an der Plasmamembran oder zu bereits ab-
geschnurten clathrinbedeckten Vesikeln rekrutiert wird. Als Folge einer Phosphorylie-
rung von gemeinsamen Bindungsmotiven fur Clathrin und AP-2 koénnte die Interakti-
on mit AP-2 zu Gunsten einer starkeren Assoziation mit Clathrin unterbunden wer-
den. Vermutlich kdnnte Auxilin zu einem frihen Zeitpunkt der Endozytose auch ahn-
lich wie ein Assembly-Protein wirken und Uber die Bindung an die terminale Domane
die Clathrinhllle zusammen mit anderen akzessorischen Proteinen stabilisieren. Die
Interaktion von Auxilin mit den terminalen Domanen verschiedener Clathrinmolekdle,
die im Kafig unter dem Scheitelpunkt eines Triskelions zusammenkommen, und die
gleichzeitige Assoziation mit den distalen Domanen konnten sicherstellen, daf®
Hsc70 korrekt auf den schweren Ketten des Clathrintriskelions, vermutlich im Bereich
der proximalen Domane, positioniert wird. Wahrend Auxilin an die terminalen Doma-
nen gebunden bleibt, kdnnte es nacheinander drei Molekule Hsc70 zu den schweren

Ketten eines Clathrintriskelions rekrutieren und dadurch dieses schliel3lich freisetzen.

Clathrin TD
Clathrin DD
Clathrin PD
Hsc70aTp

Hsc70app

@\§ Auxilin

Abbildung 32: Modell zur Hsc70-abhangigen Dissoziation von Clathrinkafigen durch Auxilin (A) und
Detailabbildung von A (B). Auxilin besitzt eine hohe Affinitat zu polymerisiertem Clathrin, da es mit drei
terminalen Domanen, die unterhalb der Ecken im Kafig zusammenkommen interagieren kann (1).
Mehrere Bindungsorte fiir die distale Domane stellen sicher, daf3 die J-Doméane von Auxilin korrekt auf
der schweren Kette orientiert wird, um Hsc70 auf der proximalen Doméane zu positionieren (2). Wah-
rend Auxilin mit den terminalen Domé&nen assoziiert bleibt, bindet es an die nachste schwere Kette
desselben Triskelions (3) und rekrutiert ein weiteres Hsc70. Die Wechselwirkung von Hsc70 mit Cla-
thrin fiihrt zur Freisetzung einzelner Triskelia und schliel3lich zum Zerfall der Hiille.
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Dabei konnte die Aufteilung der Clathrinbindungsdomane von Auxilin in zwei unter-
schiedliche Subdomanen eine Rolle spielen. Wahrend der Bereich von Aminosaure
547-715 die Hauptaffinitat zur terminalen Domane besitzt, bindet die C-terminale Re-
gion vorrangig an die distale Domane. Dadurch konnte Auxilin auf dem Clathrinbein
fixiert und die J-Domane korrekt fur die Plazierung von Hsc70 ausgerichtet werden.
Durch die Bindung von Hsc70 an Clathrin werden entweder nacheinander die Triske-
lia aus dem Gitterverband gelost oder durch die Schwachung einzelner Clathrin-
Clathrin-Interaktionen schliel3lich der Zerfall der ganzen Hulle eingeleitet.

Wahrend die Bindung von Auxilin an Clathrin Voraussetzung fur eine effiziente Dis-
soziation der Kafige ist, scheint die Interaktion mit AP-2 nicht unbedingt zu einer
Freisetzung der Adaptorproteine beizutragen. Trotzdem kann nicht grundsatzlich
ausgeschlossen werden, dal® Auxilin durch die Bindung an AP-2 mdglicherweise
Hsc70 rekrutiert und so auch an der Dissoziation der Adaptorproteine beteiligt ist. Die
Ergebnisse dieser Arbeit liefern allerdings keine Anhaltspunkte fur eine solche Funk-
tion von Auxilin, unterstreichen dafur aber die Bedeutung bei dem Hsc70-abhangigen
Zerfall der Clathrinhulle. Auxilin unterscheidet sich von anderen akzessorischen
Proteinen wie AP180 nicht nur durch das Vorhandensein einer J-Domane, sondern
auch die besondere Organisation der Clathrinbindungsdomane aus zwei funktionell
verschiedenen Subdomanen macht Auxilin zum Kofaktor von Hsc70 beim Zerfall der

Hulle von clathrinbedeckten Vesikeln.
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Aminosauresequenz von Auxilin aus Rind

10 20 30 40 50 60
| | | | | | | | | | | |
MDSSGASSPD MEPSYGGGLF DMVKGGAGRL, FSNLKDNLKD TLKDTSSRVI QSVTSYTKGD 60
ILDFTYVISRT IVMSFPLDSV DIGFRNQVDD TRSFIDSRHI, DHYTVYNLSP KSYRTAKFHS 120
RVSECSWPTR QAPSIHNLFA VCRNMYNWII, QNPKNVCVVH CLDGRAASST IVGAMFIFCN 180
LYSTPGPAVR LIYAKRPGIG LSPSHRRYIG YMCDIIADKP YRPHFKPLTT KSTTVSPVPE 240
FNKQRNGCRP YCDVLIGETK IYTTCADFER MKEYRVODGK IFIPLSTTVQ GDVVVSMYHL, 300
310 320 330 340 350 360
| | | | | | | | | | | |
RSTIGSRLOA KVINTQIFQL QFHIGFIPID TIVLKFTKPE IDACDVPEKY PQLFQVILDV 360
EI QPHDKVME LTPPWEHYCT KDVNPSILFS SHOEHODITV LGGQAPTIDIP PDNPRHFGOG 420
GFFSTLCWOD QKSEKSFCEE DHAATVNQES EQSDDEILIT, SSPHGNANGD KPHAARKPSK 480
KQQEPAAPAP PEDVDLIGLE GSAVSKNFSS PAAPPSNSEL I.SDLFGGGGA AGPVOSGOSG 540
VDDVFHPSGP TSTQSTPRRS ATSTSASPIL, RVGEGATFDP FGAPSKPSGQ DLLGSFINTA 600
610 620 630 640 650 660
| | | | | | | | | | | |
SASSDPFI QP TRSPSPTVHA SSTPAVNIQP DVSGAWDWHT KPGGFGMGSK SAATSPTIGSS 660
HGTPTHONKP QTLDPFADLG TLGGSSFASK PSTPIGIGGG FPPLSSPOKA SPOPMGGGWD 720
OGCGYNWQOT QSKPQSSMPH SSPONRPNYN VSFSSMPGGO NERGKAAANI, EGKQKAADFE 780
DLLSGOGFNA HKDKKGPRTT AEMRKEEMAK EMDPEKIKIT, EWIEGKERNI RALLSIMHIV 840
LWAGETKWKP VGMADLVIPE QVKKVYRKAV IVVHPDKATG QPYEQYAKMI FMELNDAWSE 900
910
— 1 |
FENQOGQOKPLY 910
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