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Einleitung

1 Einleitung

Die neuronale chemische Synapse ist eine strukturell und funktionell hoch komplexe
Schnittstelle zwischen Nervenzellen. An ihr werden iiber Neurotransmitter elektrische Signale
vom pre- zum postsynaptischen Terminal tibertragen. An der Postsynapse kann die Bindung
von Neurotransmitter an exzitatorische Rezeptoren das Signal weiterleiten oder durch
Bindung an inhibitorische Rezeptoren beenden. Die an der Erkennung, Ausrichtung und
Verkniipfung beider Seiten mitwirkenden Proteine scheinen allerdings auch an einer
wechselseitigen Kommunikation zwischen den Neuronen in der Sprache eines "Transl!
synaptischen Codes" beteiligt zu sein (Boucard et al., 2005), die zu einer Modifikation des
synaptischen Kontakts fiihren. Die Verdnderbarkeit des synaptischen Kontakts bildet die
molekulare Grundlage der synaptischen Plastizitdt und leistet einen wichtigen Beitrag fiir die
kognitiven Fahigkeiten des menschlichen Gehirns (Lamprecht und LeDoux, 2004; Kauer und
Malenka, 2007; Neves et al., 2008). Erst kiirzlich haben umfangreiche Patientenstudien
ergeben, dass genetisch bedingte neurodegenerative und psychiatrische Erkrankungen mit
Polymorphismen in Genen synaptischer Proteine korrelieren, wodurch diese als Zielproteine
in der pharmakologischen Forschung an Bedeutung gewonnen haben (Chih et al., 2004;
Laumonnier et al., 2004; Grant et al., 2005; Marino et al., 2007; Szatmari et al., 2007).
Wihrend fiir die an der Signaliibertragung beteiligten Rezeptoren und lonenkanile bereits
natiirliche wie kiinstliche Liganden als Pharmaka genutzt werden (Thorpe et al., 2007), fehlen
fiir deren Entwicklung von den ca. 93% der anderen synaptischen Proteinklassen (Li et al.,
2004; Grant et al., 2005; Li et al., 2005; Li et al., 2007) die erforderlichen detaillierten
strukturellen Daten. Mehrere Proteinstrukturinitiativen (PSI) haben im Rahmen der
Strukturellen Genomanalyse mit high-troughput (HT) Methoden bereits bedeutende Details
im Zusammenhang von Struktur und Funktion synaptischer Proteine ermitteln kdnnen, doch
fehlen vor allem die Strukturen der Gesamtproteine, Proteinen mit vollstindiger
Aminosduresequenz, und von groflen Proteinkomplexen (Fox et al., 2008). Die synaptischen
Multidoménproteine konnen iiber flexible oder unstrukturierte Teilabschnitte zudem
verschiedene Konformationen ausbilden und erschweren dadurch ihre Bestimmung mit den
Methoden der Rontgen- oder NMR Strukturanalyse. Fiir diese Regionen und zur Analyse von
dynamischen Gesamtstrukturen gibt es zwar Methoden wie die Rontgenklein- und
weitwinkel- (SAXS), sowie die Neutronenstreuung, doch konnen deren experimentellen
Daten ohne modellierte Proteinstrukturen nicht ausgewertet werden (Petoukhov et al., 2002;
Svergun und Koch, 2002). Die Modellierung von Proteinstrukturen ist mittlerweile zu einem
unverzichtbaren Analyse- und Prognose-Werkzeug auch in der molekularbiologisch
orientierten Proteinforschung geworden und dient nicht mehr nur der Erstellung von
ansprechenden Fotos auf Titelbldttern von Fachzeitschriften. Wiahrend sich aber jeder
Molekularbiologe aufgrund der sorgsam dokumentierten und gepflegten Methodenprotokolle
schnell in eine neue Materie einarbeiten kann, gibt es keine derartigen Protokolle fiir die
Modellstrukturanalyse. Die wenigen verfiigbaren kommerziellen Softwarepakete erfiillen
zwar alle Aufgaben der Modellstrukturanalyse und bieten Module an, in denen
Protokollabldufe erstellt und gespeichert werden konnen, doch stellen sie hohe Anspriiche an
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Einleitung

das IT-Personal und verlangen kostenintensive IT-Resourcen wie Rechnercluster und diverse
Datenbanken. Demgegeniiber sind die meisten der in diesen Softwarepaketen enthalten
Module fiir Akademiker auch frei verfiigbar und werden stetig weiter entwickelt. Zusétzlich
werden viele der Programme auch als Web-Anwendung angeboten, so dass der Nutzer hierfiir
keine eigenen IT-Resourcen oder Kenntnisse in der Softwareinstallation benétigt. Was fehlt,
ist eine effiziente Verkniipfung und Dokumentation dieser Module in einem Protokoll.

Hier sollen Protokolle fiir die Modellierung von synaptischen Proteinen erstellt werden
und diese am Beispiel der groBen Familie calciumbindender EF Hand Proteine erprobt
werden. Diese Daten sollen dazu dienen, den fiir den Transsynaptischen Code
verantwortlichen Komplex aus Neurexin und Neuroligin strukturell zu charakterisieren, die
Calciumbindungs- und Protein-Protein Kontaktstelle im Komplex experimentell zu
lokalisieren und den Einfluss von alternativen splice-Insertionen aufzuklaren.

1.1 Die chemische Synapse als bi-direktionale Kommunikationsschnittstelle
zwischen zwei Neuronen

Die chemische Synapse ist die Verkniipfungsstelle zweier Neurone im Nervensystem aller
hoheren Lebewesen beginnend mit Gewebetieren (Eumetazoa). Die enorme Anzahl an
Synapsen (1015) wird fiir die spezifische Sinnesverarbeitung und die kognitiven Fahigkeiten
des menschlichen Gehirns verantwortlich gemacht. Chemische Synapsen dienen
hauptsidchlich dem Transfer eines elektrischen Ausgangssignals (Aktionspotentials) von der
Prd- zur Postsynapse mittels einer zwischengeschalteten Umwandlung in ein chemisches
Signal (Neurotransmitter) beschrieben (Dresbach et al., 2003). Die Umwandlung in ein
chemisches Signal wird notwendig, da sich zwischen beiden Neuronen ein grof3er
extrazelluldrer Zwischenraum (extracellular cytomatrix, ECM) von ca. 20 nm befindet
(Frotscher et al., 2007), der keine direkte elektrische Ubertragung erlaubt. Ein
Aktionspotential bewirkt die Exozytose von Neurotransmittern an der axonalen aktiven Zone
der priasynaptischen Cytomatrix (cytomatrix active zone, CAZ), welche zu ihnen
entsprechenden Rezeptoren an der postsynaptischen Dichte (PSD) diffundieren. Die Bindung
der Neurotransmitter an die Rezeptoren fiihrt daraufhin entweder zu einer Depolarisation und
damit Auslosung eines Aktionspotentials an der postsynaptischen Membran oder zur
Hyperpolarisation und Inhibition des Signals. Die Spezifikation der Synapse erfolgt iiber den
Neurotransmitter bindenden Rezeptor und dessen Wirkung an der postsynaptischen Membran.
Es werden exzitatorische und inhibitorische Synapsen unterschieden und deren Balance als
mafgeblich fiir die synaptische Signalweiterleitung beschrieben (Hussain und Sheng, 2005).
Ein einzelnes Neuron besitzt tausende von Synapsen beiden Typs und die exzitatorischen (E)
und inhibitorischen (I) Eingangsignale werden im Neuron so verrechnet, dass dieser
entsprechend der E/I-Balance im Alles-oder-Nichts-Verfahren ein Ausgangssignal an sein
Axon weiterleitet oder nicht.

Bei der Synaptogenese von zwei Neuronen miissen sich passende Prd- und
postsynaptische Seiten finden, erkennen und verfestigen. Prasynaptische Terminale, die z.B.
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Glutamat ausschiitten, miissen postsynaptische Dichten finden in denen Glutamat-Rezeptoren
sitzen, damit eine Signaliibertragung stattfinden kann. Wie die Suche und die Erkennung
stattfindet, ist nicht aufgekldrt. In einem mdglichen Szenario kdnnten Neurotransmitter
entlang des Axons als Erkennungsmolekiile ausgeschiittet werden (McAllister, 2007). So wird
GABA schon vor der Ausbildung eines synaptischen Kontakts ausgeschiittet (Owens und
Kriegstein, 2002) und es konnte die Ausschiittung von Neurotransmittern an anderen Stellen
als der Aktiven Zone des Axons (ectopic release sites) nachgewiesen werden (Matsui und
Jahr, 2003; Coggan et al., 2005), so dass sich in der Umgebung von Axonen bereits eine
Fernwirkung auf eine passende PSD einstellen konnte. Andererseits gibt es aber auch
Adhesionsproteine an der CAZ und der PSD, deren ungleiche Verteilung auf exzitatorische
und inhibitorische Synapsen eine selektive Erkennung erlaubte (Washbourne et al., 2004;
Waites et al., 2005; Shapiro et al., 2007). In heterologen Zellkulturen konnte gezeigt werden,
dass die Synaptogenese ohne Neurotransmitter und nur durch Expression von
Adhiésionsproteinen wie Agrin, Cadherin, Dystroglycan, Ephrin, Laminin, Nektin, Neurexin,
Neuroligin, SynCAM u.a. induziert werden kann (Hohenester et al., 1999; Koch et al., 1999;
Sugita et al., 2001; Tseng et al., 2003; Graf et al., 2004; Boucard et al., 2005; Hilgenberg et
al., 2006; Fogel et al., 2007). Hierbei fiihrten zustandsbedingte Ansammlungen (cluster) von
Proteinen an der prdsynaptischen Seite iiber feste transsynaptische Verkniipfungen von
gleichartigen (homophilen) oder verschiedenen (heterophilen) Adhésionsproteinen zu
entsprechenden Ansammlungen von Proteinen an der postsynaptischen Dichte und umgekehrt
(Shapiro et al., 2007). Einige dieser Adhésionsproteine wie Agrin, Laminin, Neurexine und
Neuroligin kommen in verschiedenen splice-Varianten vor, welche die Mdglichkeiten
spezifischer Erkennung enorm potenziert (Missler und Siidhof, 1998). Diese Variabilitit
insbesondere von Neurexinen und Neuroliginen und der Beobachtung, dass nur bestimmte
splice-Varianten — miteinander interagieren konnen, fiihrte zur Hypothese des
"Transsynaptischen splice-codes" (Boucard et al., 2005). Dieser beschreibt eine wechselseitige
bi-direktionale Komunikation von Pri- und Postsynapse, die mit der Verwendung von splice-
Insertionen in Neurexin und Neuroligin kodiert wird (Tabelle 1). Neurexin und Neuroligin
konnten nur dann einen Komplex ausbilden, wenn bei der Bindung hochstens eine der fiir die
Bindung relevanten splice-Insertionen beteiligt ist. Produziert also eine synaptische Seite
splice-Insertionen, so wird die synaptische Plastizitit bereits geschwécht. Reagiert die andere
Seite ebenfalls mit splice-Insertionen, so konnte eine vollstindige Entkopplung und
Dekonstruktion der Synapse folgen. Das Attraktive an diesem Code ist, dass die splice-
Insertionen erzeugende Seite die "Entscheidungsgewalt", ob der synaptische Kontakt verstarkt
oder geschwicht wird, an die andere Seite libergibt. Dabei spielt es keine Rolle ob die pral]
oder postsynaptische Seite den Anfang macht. Dies erlaubt einen direkten wechselseitigen
Informationsaustausch an der Synapse unabhédngig zu aktiven retrograden Prozessen (Alger,
2002) oder riickkoppelnden neuronalen Netzwerken (neuronal circuits) (Douglas und Martin,
2004). Zellkulturstudien lassen sogar vermuten, dass dieser Code auch zwischen
exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen unterscheiden kann. Fiir die Bestimmung der
fir die Signalweiterleitung am postsynaptischen Neuron wichtigen Balance von
excitatorischen und inhibitorischen Synapsen werden hiernach Quotienten von Isoform- und
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splice-Varianten von Neurexinen und Neuroliginen als Kenngrof3en vorgeschlagen (Hussain
und Sheng, 2005).

Viele an der synaptischen Signalweiterleitung beteiligten Protein-Protein und Protein-
Glykoproteininteraktionen sind calciumabhingig und werden teilweise ausschliesslich durch
Anderungen der Calciumkonzentration aktiviert und reguliert. Als wichtige Prozesse seien die
Depolarisation der prasynaptischen Membran durch Calciumkandle (Evans und Zamponi,
2006) und deren Regulation durch calciumbindende Proteine (CaBPs) (Few et al., 2005), die
Aktivierung der Fusion von Vesikeln mit der nachfolgenden Ausschiittung von
Neurotransmittern (Siidhof, 2004), die Bildung transsynaptischer Proteinkomplexe (Nguyen
und Siidhof, 1997; Hohenester et al., 1999; Koch et al., 1999; Sugita et al., 2001; Tseng et al.,
2003; Hilgenberg et al., 2006) und die Signalweiterleitungskaskaden an der Postsynapse
genannt (Okabe, 2007; Sheng und Hoogenraad, 2007).

Die meisten der beteiligten calciumbindenden Proteine gehoren der Familie der EF
Hand Proteine an. In diesen bewirkt Calcium in der Regel eine fiir das jeweilige Protein
charakteristische Konformationsianderung, die fiir die selektive Bindung an helikale meist
endstdndige Proteinabschnitte verantwortlich ist. Von EF Hand Proteinen wurden iiber 200
Strukturen geldst, die einen konservierten Aufbau von doppelten EF Hand Domiénen zeigen.
Trotz dieser Fiille an strukturellen und experimentellen Daten ist eine Vorhersage der
Konformationséinderungen und dem Funktionsspektrums von neu gefundenen EF Hand
Proteinen sehr schwierig (Ikura, 1996) und fiihrt immer wieder zu unerwarteten Ergebnissen
(Otterbein et al., 2002; Yamauchi et al., 2003). Neuroligin, das mit Neurexin an der Erkennung
und Selektion der Prd- und postsynaptischen Seite verantwortlich gemacht wird, wurde
ebenfalls als ein EF Hand Protein vorgeschlagen (Tsigelny et al., 2000).

1.2 EF Hand Proteine sind prototypische Calciumbindungsproteine

Die Bezeichung EF-Hand wurde vor 30 Jahren von R. H. Kretsinger fiir ein Calcium!]
bindendes Helix-Schleife-Helix Strukturmotif eingefiihrt, in der die Buchstaben E und F
Helices in der Parvalbuminstruktur kennzeichneten (Kretsinger et al., 1972). Diese artifizielle
Bezeichnung gilt heute fiir weit iiber 3000 calciumbindende Proteine (Grabarek, 2006). Es
existieren bereits tiber 200 Strukturen in der Proteindatenbank (PDB, http://www.rcsb.org),
die eine leichte Zuordnung von neuen Proteinsequenzen in diese Familie ermoglichen. Diese
Proteinfamilie zeichnet sich besonders durch eine schwer vorhersagbare Wirkung der
Calciumbindung auf die Wahl der Bindungspartner, die Konformationsdnderungen und die
Art der Informationsiibertragung aus. So binden die strukturell dhnlichen EF Hand Doménen
von Calmodulin (CaM), Vilip und Caldendrin (Synonym: calciumbindendes Protein 1,
CaBP1) dieselbe Bindungsstelle am Calciumkanal CaV2.1, verursachen jedoch gegenteilige
Reaktionen (Few et al., 2005; Lautermilch et al., 2005; Mori et al., 2008). Das ldsst sich mit
einer monokausalen Beziehung nicht erkldren, in dem die Bindungsstelle am CaV2.1 als
Schalter fiir eine Funktion dient. Vielmehr scheint die Art und Weise wie EF Hénde den
Schalter betitigen, ebenfalls eine Rolle zu spielen, so bewirkt Calcium in allen drei Proteinen
eine unterschiedliche Konformationsdnderung (Cox et al., 1994; Mikhaylova et al., 2006;
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Gsponer et al, 2008). Entsprechend ihrer
Reaktionsfihigkeit auf Anderungen in  der
Calciumkonzentration werden die EF Hand Proteine
als Sensoren, Regulatoren oder Puffer bzw.
Transporter bezeichnet. Sensoren wie Vilip oder
Recoverin vollfithren in der Regel schon bei einer
sehr geringen Calciumkonzentration (< 100 nM) eine

komplexe Konformationsdnderung durch, wodurch

Abb 1-1. Die EF Hand. Nomenklatur der
Calciumkoordination mit 6- oder 7 Sauer(]

dndern kann, wihrend Regulatoren wie CaM | stoff-Liganden (Lewit-Bentley et al,

Calcium fast ausschliesslich fiir die Bindung oder \2000)' )

sich ihr Spektrum an Bindungspartnern gravierend

Nicht-Bindung von strukturell &hnlichen Partnern

benétigen. Die herausragendste Struktur eines Regulators zeigt die Bindung der CaMl[!
dhnlichen regulatorischen Doméne (RD) an Myosin (Houdusse und Cohen, 1996). In einem

einzigen Kristall banden Sequenz-identische Hantelhélften (dumb bells) bestehend aus zwei

EF Hénden der RD in calcium-gebundener wie auch calcium-freier Form an verschiedene

Regionen der helikalen Myosinkette. Da die Calciumkonzentration im Kristall konstant war,

hat hier der Peptidligand (Myosin) die Art der Bindung und die Konformation des EF Hand

Proteins bestimmt (Houdusse und Cohen, 1995, 1996).

Die Puffer oder Transporter binden Calcium, scheinen aber keine weitere Funktion zu
haben, so dass sie sich wie Parvalbumin dazu eignen die freie hydratisierte
Calciumkonzentration niedrig zu halten und Calcium in andere Regionen der Zelle oder z.B.
iiber das Blut in andere Korperregionen zu transportieren. Die Puffer verhindern eine
mogliche Prézipitation von schwerldslichem anorganischen Calciumphosphat oder
Calciumoxalat. Wihrend intrazelluldr Proteine diese Aufgabe libernehmen, so konnen es
extrazelluldr zusétzlich sulfatierte Glykosaminoglykane oder Phospholipide tun.

Die am héufigsten (canonical) vorkommende EF-Hand wird aus 12 Resten gebildet, die
mit einem Aspartat beginnen und mit einem Glutamat enden (Grabarek, 2006). In der
typischen oktaedrischen Anordung werden die Postionen der -calciumkoordinierenden
Sauerstoffatome mit orthogonalen Richtungsvektoren x, y, z, -x, -y, und -z bezeichnet (Abb.
1-1). In den meisten EF Hand Proteinen gibt es allerdings einen siebten Koordinator in Form
eines Glutamat in der letzten Position (-z), welcher mit seinen beiden Carboxylatsauerstoffen
Calcium ligiert (bidentate ligand) und die oktaedrische Geometrie zu einer pentagonalen
Bipyramide erweitert. Weiterhin bindet in allen EF Hand Strukturen an der -y Position ein
Hauptketten Carbonylsauerstoff, wihrend die anderen Positionen nicht konserviert besetzt
sind. So besitzt Calbindin D9k 14 Reste in einer seiner EF-Schleifen und das endsténdige
Glutamat bildet die einzige Seitenkettenverbindung (Szebenyi und Moffat, 1986). Dort sind
alle anderen Calciumliganden Carbonylsauerstoffe der Hauptkette, obgleich drei saure
Seitenketten in der Schleife fiir eine Calciumkoordination vorhanden wéren. In manchen EF
Hand Proteinen kann eine EF Hand Schleife kein Ion binden, da die Schleife entweder zu
kurz ist (z.B. Herz TnC (Takeda et al., 2003)) oder Mutationen trigt (z.B. Caldendrin,
Parvalbunim, Vilip (Kretsinger et al., 1972; Cox et al., 1994; Seidenbecher et al., 1998)). In
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Parvalbumin hat auch eine Substitution der inaktiven Schleife mit einer canonischen 12 Reste
langen Schleife, die Calciumbindung nicht wiederhergestellt (Kretsinger et al., 1972). Grund
hierfiir ist, dass die Geometrie zwischen den Helices E und F, sowie der hydrophobe Kontakt
zwischen den beiden EF Hénden mitentscheidend fiir die Ausbildung einer
calciumkoordinierenden Schleifenkonformation ist, so dass als Spezifikation fiir eine EF
Hand auch der Winkel zwischen E und F angebeben wird (vector geometry mapping, VGM,
http://calcium.uhnres.utoronto.ca/vgm/ und (Grabarek, 2006)).

Wihrend EF Hinde in Proteinen relativ gut identifizierbar sind, so stellt die Findung
von Bindungsstellen selbst von experimentell nachgewiesenen Interaktionspartnern eine
Herausforderung dar. Auf Basis bisher geloster EF Hand/Peptid Komplexe wurden
Sequenzmotive definiert und in einer Datenbank abgelegt (CaM target database, http://
calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/home.html). Diese Motive beschreiben fast ausnahmslos
die Positionen von hydrophoben Resten auf dem helikalen Peptidabschnitt, welches von einer
oder beiden doppelten EF Hand Doméanen gebunden wird. Zusétzlich weist der Peptidligand
eine nicht-konservierte dichte Anordnung von basischen Resten auf, die der eigentlichen
Bindungsstelle vor- oder nachgeschaltet ist. Mit der RD/Myosin Struktur wurde das 1Q Motiv
charakterisiert (Houdusse und Cohen, 1996) und seitdem fiir die Ausbildung einer Calcium!]
unabhingigen Bindung verantwortlich gemacht (Rhoads und Friedberg, 1997). Jacob, ein
strukturell und funktionell nicht charakterisiertes Protein, wurde als Calcium-abhéngiger
Bindungspartner von Caldendrin experimentell identifiziert (Dieterich et al., 2008). Auch in
Jacob befindet sich eine IQ Sequenzabfolge, die allerdings nicht der PROSITE Spezifikation
(IgxxxRGxxxR, prosite entry: PDOC50096) eines 1Q Motivs entspricht und auch nicht von
der CaM target database als EF Hand bindendes Protein identifiziert wird (letzter Test:
9.6.2008). Mit Hilfe von Modellierungsverfahren sollte in dieser Arbeit die Caldendrin
Bindungsstelle auf Jacob gefunden werden.

Aufgrund der geringen Sequenzidentitit von EF Hand Schleifen und deren Variationen
in der Calciumkoordination wird deutlich wie unzuverldssig es ist, aus einem
Sequenzalignment die lonenpriferenz (Calcium, Magnesium, Strontium, Mangan oder
Lanthanoide), den Effekt von Punktmutationen oder die Calcium-induzierten
Konformationsdnderungen abzuleiten (Ikura, 1996). Noch schwieriger ist es, die EF Hand
Schleifen in Proteinsequenzen zu entdecken, die keine Homologie zur CaM-Familie
aufweisen. Hierzu zéhlen die Cholinesterase-dhnlichen Adhédsionsmolekiile (CAMs),
einschliesslich Neuroligin, fiir die eine doppelte EF Hand Struktureinheit nur durch ein
bioinformatisches Hidden-Markov-Modell Verfahren prognostiziert werden konnte (Tsigelny
et al., 2000). Anhand der vergleichenden Analyse des Konformationsraums von EF Hand
Proteinen wie Vilip und Caldendrin, wie auch der Modellierung derer Peptidkomplexe sollte
ein Referenzmodell geschaffen und Methoden zusammengestellt werden, welche die
Modellierung des Neurexin/Neuroligin Komplexes erlauben sollte.

20



Einleitung
4 N

)9006000000000000000000000000000600000000060000000000000000060000000000000.¢

)000000000000000 ¢

S >

-
< > V Y
> < ' Oag&o hydratisiertes
. 0 o o Ca2~
Q 00 N
- Phospholipid

gebundenes Ca?*
a-Nnn B-Nnxn > @ O @

e X o
[00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000060000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000]

D Rl O

Cadherin Cadherin
Ca?*-gebunden Ca?*-frei

Dr >~

Neuroligin 1 Neuroligin 1

Abb 1-2. Transsynaptische calciumabhédngige Proteinkomplexe. Der Neurexin (gelb)/Neuroligin (grin)
Komplex bendtigt Calcium (lila) fir seine Bildung, wahrend Calcium die IG-Doméanen von Cadherinen streckt
und diese erst in dieser Form eine trans-synaptische Briicke ausbilden kdnnen. Die Interaktion der
endstandigen IG-Domanen von Cadherinen erfordert hingegen kein Calcium. Neben den von Proteinen
koordinierten Calciumionen liegt Calcium auch in der hydratisierten freien Form und an Phospholipid
gebunden vor.

/

1.3 Neurexin/Neuroligin Komplex

Neurexin und Neurolign bilden in Anwesenheit von Calcium einen transsynaptischen
Komplex (Abb. 1-2, und Nguyen und Siidhof, 1997). Beide Proteine besitzen eine
Transmembranregion und werden entsprechend ihrer N-terminalen Signalsequenz iiber den
ER/Golgi Sekretionsweg an die Prd- (Neurexin) bzw. Postsynapse (Neuroligin) gebracht
(Ushkaryov et al., 1994; Song et al., 1999). Neurexine konnten zwar auch an der Postsynapse
nachgewiesen werden, wodurch sich eine Komplexbildung bereits aut dem Sekretionsweg
ableiten lieBe (Taniguchi et al., 2007), doch ist diese Population an Neurexinen dullerst gering
und konnte bisher auch nur durch Uberexpression in Zellkulturen beobachtet werden.
Neuroligin-1 ist an Dendriten lokalisiert (Rosales et al., 2005), wahrend Neuroligin-2 als
weitere Spezifikation nur an inhibitorischen postsynaptischen Dichten vorkommt
(Varoqueaux et al., 2004). Diese asymmetrische Verteilung von Neurexinen und Neuroliginen
macht diese beiden Proteine zu geeigneteren Kandidaten fiir die wechselseitige Erkennung
von Prd- und Postsynapse als z.B. Cadherine oder synCAMs, die als homophile
transsynaptische Bindungspartner ubiquitidr auf beiden Seiten vorkommen und vom gleichen
Gen kontrolliert werden. Demgegeniiber werden heterophile Bindungspartner wie Neuroligin
und Neurexin unabhdngig von verschiedenen Genen kontrolliert. So ist es besonders
bemerkenswert, dass Polymorphismen in den Genen beider Proteine mit Autismus-Spektrum-
Storungen (autism spectrum disorder, ASD) korrelieren (Laumonnier et al., 2004; Feng et al.,
2006; Jamain et al, 2003; Szatmari et al., 2007; Abrahams und Geschwind, 2008). Aufgrund
der genetischen Defekte werden beide Proteine nicht mehr ausreichend an die Synapse
transportiert und reichern sich im ER/Golgi an (Comoletti et al., 2004; De Jaco et al., 2006;
Feng et al.,, 2006). Diese Defekte sind auf Neurexin-1, Neuroligin-3 und Neuroligin-4
begrenzt, wodurch sich diese stirker auf die Synaptogenese und Reifung von exzitatorischen
Synapsen auswirken sollte und eine gestorte Balance von exzitatorischen und inhibitorischen
Synapsen ursdchlich an den kognitiven Defiziten von ASD Patienten beteiligt sein kdnnte
(Cline, 2005). Auch wenn sich ASD morphologisch und neurobiologisch als sehr komplex
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darstellt (Pardo und Eberhart, 4 SS1 882 ss3 Ss4  ss5 R
2007; Abrahams und
Geschwind, 2008), so sind N c
Neurexin und Neuroligin das
.. . SP| LNS1 LNS2 | LNS3 LNS4 | LNS5 LNS6
einzige ASD-korrelierte EGF1 EGF2 EGF3
PI‘Oteinpaar, das einen Cassette 1 Cassette 2 Cassette 3
transsynaptischen Komplex
ausbildet und dessen Ss4  ss5
umfangreiche und selektiv v
wirkende Formenvielfalt N g
enligend pharmakologische
& ,_g . P & SP| LNS ™
Ansitze bietet. His-rich
Von Neurexin und
E : . : : Abb. 1-3. Domanarchitektur von Neurexinen. a-Neurexin besitzt
Neumhgm glbt es Jewe'ﬂs bis extrazellular drei Kassetten, die aus zwei LNS und einer EGF-
Zu sechs verschiedene ahnlichen Domane aufgebaut sind. Hier durchgefiihrte
Isof di itzlich Strukturvergleiche lassen vermuten, dass nur LNS1 kein Calcium
sotormen, die zusatzlich an an der hypervariablen Region binden kann. Diese Region kann in
bis zu fiinf Stellen alternative den LNS 2, 4 und 6 alternative splice-Insertionen (SS2-4)
. . enthalten, die das Bindungsverhalten der Domanen entscheidend
splice-Insertionen  enthalten beeinflussen kdnnen. Die SS4 ist maRgeblich am "synaptischen
konnen  ( Abb 1-3) In splice-Code" beteiligt. p-Neurexin (untere Reihe) entspricht dem
. C-terminus von o-Neurexin, besitzt allerdings eine eigene
Summa ergeben sich dadurch Signalsequenz (SP) und eine Histidin-reiche Region, die die
weit uber 1000 Kom- Bindungspraferenz von Neuroligin an p-Neurexin bestimmen soll
. . v - . . Boucard et al., 2005).
binationsmdglichkeiten allein | ( ) )

fiir Neurexine (Ullrich et al.,

1995; Missler und Siidhof, 1998). Es war schon friih beobachtet worden, dass nur bestimmte
splice-Kombinationen eine Komplexbildung erlauben. So galt es lange Zeit, dass nur f-

Neurexin ohne splice-Insert #4 (-S

S4) in der Lage sei, Neuroligin aus Hirnlysaten zu binden,

wéhrend fiir a-Neurexin iiberhaupt keine Bindung gezeigt werden konnte (Nguyen und

Stidhof, 1997). -Neurexin ist bis auf wenige zusitzliche Reste identisch zum C-Terminus o-

Neurexin, beginnend von der sechsten Lamin-Neurexin-Sexhormon-bindendes-Protein (LNS)

Doméne (Abb. 1-3). a- und B-Neurexin werden vom selben Gen kodiert, welches von zwei

unabhingigen Promotern
gesteuert wird. Dadurch besitzt
B-Neurexin ein anderes
Signalpeptid und 38 zusétzliche
Histidin-reiche N-terminale
Reste.

Resten wurde es zugeschrieben,

Diesen zusatzlichen

dass nur -Neurexin in der Lage

sei, Neuroligin zu binden
(Nguyen und Sidhof, 1997;
Boucard et al., 2005). Erst vor
wenigen Jahren
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Tabelle 1-1. Transsynaptischer Code von Neurexin (Nrxn) und
Neuroligin (NIgn). Nur eine bestimmte Kombinationen von splicel]
Isoformen (Nrxn£SS4 und NIgn+B) binden (+) einander oder nicht (-).
a-Nrxn+SS4 zeigt eine spezifische Praferenz fur Nign-2, wahrend
keine der Isoformen bei Anwesenheit beider splice-Insertionen (+SS4,
+B) bindet.

Nlgn-1 Nlgn-2
-B +B -B
a-Nrxn -S54 + — +
+SS4 + - +
B-Nrxn —SS4 + + +
+ 554 + - +
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konnte eine Neuroliginbindung fiir Neurexin 1o und 2o gezeigt werden, wobei neben der zu
B-Neurexin identischen «oLNS6 Doméne auch eine kurze Region der dritten
Epidermiswachstumsfaktor-dhnlichen Domine (aEGF3) fiir die Bindung erforderlich sei
(Boucard et al., 2005).

Aufgrund der ungleichen Bindungspriaferenzen von splice-Insertionen tragenden a- und
B-Neurexinen wurde der transsynaptische splice-Code abgeleitet (Tabelle 1-1): besitzt einer
der beiden Interaktionspartner f-Neurexin oder Neuroligin keine splice-Insertion (-B oder [
SS4), so wird ein Komplex gebildet, unabhéngig davon, ob der andere Partner eine splice-
Insertion tragt oder nicht. Tragt hingegen Neurolign die splice-Insertion B, so ergibt sich ein
differenzierteres Bindungsmuster. Interessanterweise band a-Neurexin als Gesamtprotein nur
Neuroligine ohne splice-Insertion B (Boucard et al., 2005). Da Neuroligin-2 ausschliesslich
ohne splice-Insertionen vorkommt ist die Bindung an dieses Protein bevorzugt und o-
Neurexin und Neuroligin-2 gelten als Induktoren fiir die Reifung inhibitorischer Synapsen
(Chih et al., 2006; Kang et al., 2008).

Mit der Entdeckung des Neurexin/Neuroligin Komplex war auch die
Calciumabhéngigkeit untersucht worden und eine Calciumbindung fiir Neuroligin, aber keine
fiir pB-Neurexin gezeigt worden (Nguyen und Siidhof, 1997). Auch die spiter geloste
Kristallstruktur von f-Neurexin hatte kein Calcium gebunden (Rudenko et al., 1999). Die
Neuroliginsequenz gehort zur Familie der CAMs und besitzt zwei EF Hand-dhnliche Motive
(Tsigelny et al., 2000). Demnach ist Neuroligin neben dem Knochenmarksprotein BM-40
(Pottgiesser et al., 1994) das zweite EF Hand Protein in der ECM. BM-40 verhilt sich wie ein
Calciumpuffer. Der Neurexin/Neuroligin Komplex sollte wie BM-40 bei der fiir die ECM als
nahezu konstant angenommenen Calciumkonzentration von 2 mM mit Calcium geséttigt sein
und seine Bildung auch durch eine 100-fache lokale Erniedrigung der Calciumkonzentration
nicht beeintrachtigt sein, da er bereits bei einer [Ca2+] von unter 10 uM gebildet wird (Nguyen
und Stidhof, 1997). Neuroligin hat die canonical 12 Reste lange EF-Hand Schleife, endet aber
nicht auf ein bidentate Glutamat, sondern auf Aspartat, wodurch der siebte Sauerstoftligand
fehlt und wie bei der Myosin bindenden Regulatorischen Doméne eine Bindungspréferenz fiir
Magnesium zur Folge haben konnte (Yang et al., 2002). Neuroligin scheint letzterem nicht zu
entsprechen, da der Neurexin/Neuroligin Komplex mit Magnesium nicht gebildet werden
konnte (Nguyen und Siidhof, 1997).

Zur Identifizierung der Kontaktoberflichen im Neurexin/Neuroligin Komplex und der
Calciumbindungsstellen wurden bereits einige Studien unter Anwendung von gezielten
Mutagenesen durchgefiihrt (Comoletti et al., 2003; Hoffman et al., 2004). Hiernach wird die
Komplexbildung durch die Anwesenheit von Glykosylierungen und den splice-Insertionen
beeinflusst, so dass die Kontaktfliche auf beiden Proteinen in der Ndhe der jeweiligen splice-
Insertionen angenommen wird (Dean und Dresbach, 2006). Mit Hilfe des molekularen
Modellbaus sollte in dieser Arbeit eine Struktur von Neuroligin auf Basis der Koordinaten der
Acetylcholinesterase (Harel et al., 1995) und mehrere Komplexstrukturen zusammen mit der
Neurexin IBLNS Domine (Rudenko et al., 1999) erstellt werden. Die Komplexe sollten allen
bekannten experimentellen Daten geniigen und durch weitere gezielte Mutagenesen liberpriift
werden (Abb. 1-4).
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1.4 Modellbau und Funktionsanalyse von Proteinen unbekannter Struktur

Die Modellierung von Proteinstrukturen ist ab inito, auf rein physikalischen und chemischen
Parametern beruhend, nur fiir kurzkettige Peptide moglich (Banavar und Maritan, 2007). Wie
die Aminosduresequenz des Proteins und zellulire Faktoren (z.B. Chaperone,
Signalerkennungsproteine) die Faltung einer Proteins bestimmen, ist nicht hinreichend
bekannt als dass sich eine
Proteinstruktur allein aus seiner

Sequenz auf Basis eines (Proteinsequenz)
"Strukturellen Codes" ableiten lief3e. ¢

Es wird angenommen, dass es nicht

Modellstruktur

-
Faltungseinheiten gibt aus denen =)

viel mehr als 1000 verschiedene

Proteine aufgebaut sind (Dill et al.,
2008). Aus diesem Grund haben sich
die Proteinstrukturinitiativen mit dem

~

Ziel gegriindet, das Spektrum an experimentelle

unterschiedlichen Valdlartng
Proteindomédnfamilien experimentell
mit den Methoden des NMR und der 1

Kristallographie zu bestimmen. Trotz

grof3er technischer und

wissenschaftlicher Erfolge ist die

Abb. 1-4. Ablaufschema. Modellierung und experimentelle
Uberpriifung funktioneller Regionen von Proteingesamt(
noch weit davon entfernt so | strukturen und Komplexen durch Bindungsstudien in vitro (pull

. " down) und an lebenden Zellen (live cell labeling).
kalkulierbar und schnell durchfihrbar ) ( 9

zu sein wie z.B. die Analyse des - -

experimentelle  Strukturbestimmung

Genoms eines einzelnen Menschen

(Wheeler et al., 2008). Es ist auch noch nicht absehbar, wann alle unterschiedlichen
Faltungseinheiten identifiziert sind (Fox, 2008). Dennoch erlauben die bereits gefundenen
Faltungseinheiten eine relativ einfache Modellierung von den Proteinen, deren Sequenzen zu
mindestens 20% mit denen der Faltungseinheit identisch sind. Solche Modellstrukturen
werden auch automatisch erstellt und sind in verschiedenen Datenbanken wie der SwissModel
Repository (Guex und Peitsch, 1997), der Protein Model Database (PMDB, (Castrignano et
al., 2006)) oder der Database of Comparative Protein Structure Models (ModBase, (Pieper et
al., 2006)) abrufbar. In der Regel sind diese Modelstrukturen meist einzelne und
unvollstindige Proteindominen, die noch um Schleifenregionen, sowie den N- und C-Termini
erginzt werden miissen. Von den wenigen Programmen, die fiir die Modellierung von
Proteinstrukturen konzipiert wurden, wurde hier der SwissPDB Viewer (Guex und Peitsch,
1997) eingesetzt, da er fiir die géngigen Betriebssysteme von Microsoft, Apple und fiir Unix
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verfligbar ist, keine nennenswerten
Anspriiche an die Hardware stellt und
alle erforderlichen Werkzeuge fiir die
Modellierung  von  Gesamtproteinen
bietet. Das iibliche Protokoll einer
Strukturmodellierung beginnt mit
Anwendung eines NCBI-BLAST zur
Suche nach einer geeigneten
Referenzstruktur fiir Sequenzabschnitte,
die einer bekannten Faltungsfamilie oder

Proteindomine zuzuordnen sind (Abb. 177

5). Die erhaltenen Referenzstrukturen
konnen im SwissPDB Viewer direkt von
der Proteindatenbank (PDB) geladen
und die Fragmente entsprechend der
Sequenzalignierung aus dem BLAST-
Ergebnis  modelliert werden. Die
fehlenden Abschnitte (N- und C-Termini,
Schleifenregionen) kdénnen entweder
iber SwissModel (Guex und Peitsch,
1997) oder manuell eingefiigt werden.
Da die meisten Bindungsstudien mit
isolierten Doménen durchgefiihrt
werden, konnen bereits auf diesen

unvollstandigen Modellstrukturen experi!
mentelle Daten als individueller Farbl!

code auf der Proteinoberfliche mit
Pymol (DeLano, 2002) kartiert werden.
Diese Modelle bicten teilweise schon
eine ausreichende Basis fiir die Planung
neuer Experimente. Auf diese Weise
sollen hier die CAM Doméine von

Neuroligin auf Basis der
Acetylcholinesterasestrukturen und
dessen doppelte EF Hand auf Basis von
CaM modelliert werden.

Die Modellierung von

Ein

leitung

/

Protein sequence

Doménenfindung

Prot *

Referenzsequenz
- Signalsequenz
- Doméne

Referenzstruktur

BLAST vs PDB

Modellierung

SwissPDB Viewer
- Strukturell angepasste Alignierung
- Sequenznummerierung ggf. korrigieren

- Vig. mit BLAST Alig.
- manuelle Optimierung

-

Nein

Ja

SwissPDB Viewer
- manuelle Schleifenbildung
- manuelle Optimierung

Visualisierung

Pymol
- Funktionskartierung
- Animationen

Abb. 1-5. Modellierung von neuen Proteinen aus
bekannten Faltungsfamilien. Proteinsequenzen mit
mehr als 20%iger Identitdt zu bekannten Domanen
lassen sich auf eine Referenzstruktur Gbertragen und
fehlende Regionen entweder iber SwissModel oder
manuell einfligen. Abschliessend werden experil]
mentelle Daten auf der Oberflache des Proteins mit

dem Programm Pymol Kartiert.

/

Sequenzabschnitten, die keine Homologie

zu bekannten Faltungseinheiten aufweisen, ist relativ unsicher und unterliegt nur wenigen

Qualitétskriterien. In diesem Fall bestimmt die Fragestellung die Auflosungsgrenze und Giite

des Modells wie bei der Betrachtung der rigiden LNS und der CAM Doméne von Neurexin

und Neuroligin, die beide eine zu geringe Ausdehnung haben, um als Komplex den
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Einleitung

synaptischen Spalt zu iberbriicken (Fairless et al., 2006; Craig et al., 2007). Die stark
glykosylierten Regionen zwischen den jeweiligen Domédnen und Transmembranregionen
miissen fiir eine Komplexbildung eine Gesamtlinge von mindestens 10 A aufweisen. Die
Kenntniss einer exakten Struktur dieser Region ist fiir die aktuelle Fragestellung zur
Kontaktstelle innerhalb des Neurexin/Neuroligin Komplexes nicht erforderlich, so dass fiir
eine Modellierung dieser Region nur die Sekundirstrukturelemente mittels PsiPred (Jones et
al., 1999) bestimmt und diese nur so zusammengesetzt werden miissen, dass die gewlinschte
Ausdehnung erreicht wird. Als Giitekriterium dient bei dieser Modellierung ein
Ramachandran-Diagramm.

Fiir die Vorhersage von Konformationsdnderungen in Proteinstrukturen gibt es derzeit
wenig Anhaltspunkte, wenn nicht explizit experimentelle Daten wie von SAXS Messungen
vorliegen (Tsutakawa et al., 2007). So ist es ohne Kenntnis der Anfangs- und Endstruktur mit
den gegenwirtigen bioinformatischen Methoden wie Normal-Mode-Verfahren (Suhre et al.,
2004) nicht moglich vorherzusagen, ob ein EF Hand Protein eine komplexe
Konformationsdnderung wie den Myristoyl-Switch durchfiihrt oder nur die Konformation der
zentralen Helix verdndert wie CaM. Fiir einen neuen Ansatz in der Analyse von EF Hand
Proteinen und fiir die nachfolgende Strukturvorhersage von Neuroligin soll ein
Konformationsraummodell entworfen werden, welches fiir eine beliebige EF Hand
Proteinsequenz jede bekannte Konformation einer EF Hand Struktur darstellen kann und
hieriiber einen direkten Vergleich zwischen Calcium-Sensoren, -Regulatoren oder -Puffern
ermoglichen soll.

Als Qualititsanalyse einer Modellstruktur konnen experimentelle Daten auf der
Strukturoberfldche kartiert und ggf. weitere gezielte Mutagenesen geplant werden (Abb. 1-5).
Die Art und Weise der Kartierung kann frei gewihlt werden, wobei sich eine Kodierung in
den Regenbogenfarben von blau (funktionslos, unverdnderte Struktur) nach rot (essentieller
funktioneller Bereich, Modell entspricht nicht der Referenzstruktur) anbietet. Zusétzlich kann
der Einfluss eines beliebigen Restes innerhalb der Struktur oder an der Kontaktstelle in einem
Proteinkomplex durch theoretische Bindungsenergieberechnungen bestimmt und die
Proteinoberflidche entsprechend zur Analyse kartiert werden. Die Grundlage der Berechnung
bilden empirisch ermittelte Bibliotheken von Kraftfeldern wie die FOLDEF Bibliothek,
welche vom Programm FoldX genutzt werden (Guerois et al., 2002). Auf Basis dieser
Kraftfelder lassen sich die freie Gibbs-Energie (AG) und die partiellen Energieterme (z.B. von
polaren, hydrophoben oder vanderWaals Wechselwirkungen) berechnen, mit denen ein
Aminosdurerest in Wechselwitkung mit der Struktur steht. Gegenwirtig sind
Bindungsenergieberechnungen nur von statischen Strukturen reproduzierbar, wiahrend eine
Vorhersage der Bindungsspezifititen und der Einfluss von einzelnen Resten einer sich stark
verandernden Bindungstasche grofle Rechenkapazititen wie verteilte Computernetzwerke
(z.B. Proteins@Home, Docking@Home) erfordert. Beim Protein@Home Projekt werden fiir
eine gegebene Faltung alle moglichen Aminosduremutationen durchgefiihrt, die
Proteinstabilitdt als AG berechnet und die '"stabilen Sequenzen" in einer Datenbank
gespeichert. Im Ergebnis konnen neue Proteinsequenzen iiber einen BLAST mit diesen
theoretischen Sequenzen verglichen und einer Faltung zugeordnet werden (inverse protein
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folding). Zusitzlich werden komplexe Sequenzsignaturen erhalten, die fiir diese Faltung
essentiell sind und Hinweise auf den Strukturellen Code liefern konnen. Ein weniger
aufwendiges Verfahren stellt der Alanin-Scan dar, bei dem einige ausgewihlte Reste zu Alanin
mutiert werden und deren Einfluss auf die Faltung- oder Komplexstabilitit experimentell oder
theoretisch liber AG Berechnungen bestimmt werden. Alaninmutationen von Resten, die die
Komplexbildung verhindern, markieren diese als /ot spots (Moreira et al., 2007; DeLano et
al., 2002). Stabile und durch gezielte Mutationen kaum zu beeinflussende Protein-Protein
Interaktionen basieren auf Hauptkettenbindungen in denen die Seitenketten nur einen
moderaten Einfluss auf die Bindungsaffinitit haben wie z.B. bei der 3-f Interaktion in PDZ/
Peptid Komplexen (Remaut et al., 2006). Bindungsepitope, die hauptsdchlich iiber die
Hauptkette interagieren, besitzen, aufgrund der hohen Toleranz in der Proteinsequenz, viele
Bindungspartner und werden als "promisk" bezeichnet (z.B. PDZ und SH3 Doménen). EF
Hand Proteine, die als anderes Extrem fast ausschlief3lich iiber Seitenketten interagieren, sind
ebenfalls promisk, da sich die Bindungstasche den unterschiedlichen Aminoséuresequenzen
im helikalen Peptid durch Konformationsdnderungen anpassen kann (Yamniuk et al., 2004).
Die Promiskuitit wird als evolutioneller Vorteil und Ubergangszustand in der Reifung von
Bindungsstellen gewertet (Aharoni et al., 2005). Entsprechend ist die Interaktion von
Neurexin zu Neuroligin ausgereift und hoch-spezifisch, da das LNS/CAM Bindungspaar nicht
durch homologe Doménen wie von Agrin oder der Acetylcholinesterase ausgetauscht werden
konnen (Comoletti et al., 2003). In dieser Arbeit sollen kot spot Reste auf einer oder beider
Proteine Oberflichen gefunden werden, die die Spezifitdit des Neurexin/Neuroligin
Komplexes und seiner Isoformen kennzeichnen.

27



Einleitung

1.5 Zielsetzung

Fiir die Modellstrukturanalyse sollten in dieser Arbeit Protokolle erstellt werden, die frei
verfligbare Programme und Web-Applikationen effizient einsetzen. Diese Protokolle sollten
nachfolgend fiir die Modellierung von synaptischen Proteinen und Proteinkomplexen
angewandt werden, die an der bi-direktionalen Kommunikation zwischen der Prd- und
Postsynapse beteiligt sind. Viele dieser Proteine binden Calcium bzw. benétigen es fiir
Protein-Protein Interaktionen, aber deren Calciumbindungsstellen und auch deren Calcium!]
abhingigen Konformationsinderungen sind noch weitestgehend ungeklért. Zur Analyse der
Konformationsdnderungen der am hiufigsten an der Synapse vorkommenden Calcium!]
bindenden Proteinen wie den neuronalen EF Hand Proteinen, einschliesslich der
Cholinesterase-dhnlichen Adhesionsproteine (CAMs) und der Lektin-dhnlichen Lamin-
Neurexin-Sexhormonbindungsprotein (LNS)-Domén Proteine sollte ein
Konformationsraummodell entworfen werden. Dieses Modell sollte einen vollstindigen
Datensatz aller moglichen Konformere einer Proteindoméine oder eines Gesamtproteins auf
Basis bekannter Proteinstrukturen enthalten und eine Simulation der internen
Bewegungsabldufe (protein motions) erlauben. Die so erhaltenen Protokolle und
Informationen sollten zur Modellanalyse des fiir die bi-direktionale Kommunikation
wichtigen transsynaptischen Komplex von Neurexin und Neuroligin genutzt werden. Die
Interaktion beider Proteine erfolgt Calcium-abhingig tiber deren LNS (Neurexin) und EF
Hand-dhnlichen CAM Domine (Neuroligin). Da fiir beide Proteine weder die
Calciumbindungsstelle noch die Kontaktoberflachen im Proteinkomplex bekannt sind, sollten
diese anhand des Konformationsraummodells modelliert werden. Nachfolgend sollten die
Neurexin/Neuroligin Komplexmodelle durch gezielte Mutagenesen experimentell {iberpriift
werden. Im wechselseitigen Abgleich von Modell und Bindungsstudien sollte gepriift werden,
(1) ob Neuroligin ein EF Hand Protein ist, (ii) welche Reste zur Kontaktfliche im Neurexin/
Neuroligin Komplex gehoren und (iii) welchen Einfluss splice-Insertionen in Neurexin und
Neuroligin auf die Komplexbildung haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Abkiirzungen

AChE Acetylcholinesterase
AK Antikdrper
AMBA Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxalolpropionat
AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumperoxodisulfat
As Aminosaure
ATP Adenosin-5'-triphosphat
bp Basenpaare
BSA Bovines Serumalbumin
CAM Cholinesterase-ahnliche Adhasionsmolekdl
CaM Calmodulin
CASK calcium/calmodulin-dependent protein kinase
CAZ Cytomatrix an der aktiven Zone
CAZ Cytomatrix Aktive Zone
cDNA copy-DNA
cGMP cyclisches Guanidin-3’,5’-monophosphat
Ci Curie
Cmv Cytomegalie-Virus-Promoter
DDW Doppelt destilliertes Wasser oder entsprechend hochreines Wasser
DMEM Dulbelcos Modified Eagle Medium
DNA Desoxyribonukleinsdure
dNTP Desoxynucleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol
E.coli Escherichia coli
ECL enhanced chemoluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EGF epidermal growth factor
EGFP Verstarktes grin fluoreszierendes Protein
ER endoplasmatisches Retikulum
FCS fetal calf serum
Gramm
GABA gamma-Aminobuttersdure
GTP Guanidin-5’-triphosphat
GuK Guanylatkinase-ahnliche Domane
h Stunde
HEK human embryonic kidney
HEPES 2-[-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsaure
HRP Horseradish peroxidase
Ig Immunoglobulin
kDa Kilodalton
L Liter
LB Luria Bertani
LNS Laminin-Neurexin-Sexhormonbindendesprotein, Laminin-G Domé&ne
M Mol/Liter
MAGuUK Membranassoziiertes Guanylatkinase-ahnliches Protein
MCS multiple cloning site
MEM Modified Eagles Medium
MG Molekulargewicht
min Minute
mM millimolar
mRNA messenger RNA
ng Nanogramm
nm Nanometer

Nrxn Neurxine



Material und Methoden

NTP Nukleosidtriphosphat

oD Optische Dichte

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PDZ postsynaptic density-95/Discs large/zona occludens-1
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PSD postsynaptische Dichte

R.M.S.D. Root mean square deviation
RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

] Sekunde

SDS Sodiumdodecylsulfat

SH3 Src homology

TAE Tris/Essigsaure/EDTA

TBS tris-buffered saline

TE Tris/EDTA

TEMED N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan
U Unit

Vv Volt

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm
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2.2 Material

2.2.1 Gerite

Material und Methoden

Gerat

Hersteller

Agarosegelkammer

Analsysenwaage

Autoklave

Blotapparaturen
Digitalwaagen
DNA-Sequenzierer
Eismaschine

Elektroporator
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2)
Geldokumentationssystem
Geltrockner

Heizblock

Inkubator (LB-Platten)
Inkubator/ Brutschrank
Inkubatorsschuttelhaube
Kuhlschranke
Kihlzentrifugen (5810R)
Lichtmikroskop (Axiovert 25)
Ligationskammer
Magnetrihrplatten

Mikrowelle
PCR-Maschine
pH-Meter

Pinzette

Schuttler
Spektrophotometer
Spektrophotometriekivetten
Sterilisationsofen
Sterilwerkbank
Sterilwerkbank
Strahlenmessgerat
Tiefklihlschrank
Tischzentrifugen
Ultrazentrifugen

Vortexer
Wasserbad

Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont,
UK

Sartourius, Gottingen

Integra Biosciences GmbH, Fernwald
BioRad, Miinchen

Sartourius, Gottingen

Applied Biosystems, Foster City, USA
Scotsman, Venon Hills, USA

BioRad, Miinchen

Carl Zeiss, Jena

INTAS, Gottingen

BioRad, Miinchen

Unitek, Lautenbach

WTB-Binder, Tuttlingen
Sanyo,Gunma,Japan

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Sanyo,Gunma,Japan

Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

Techne, Cambridge, UK

Heidolp, Kelheim; H+P Labortechnik,
Oberschleissheim

Bosch, Stuttgart

WTW:-inoLab, Weilheim

Biometra, Gottingen

Dumont & Fils, Montignez, Schweiz
GFL, Burgwedel; Heidolph, Kelheim
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim/Main

Memmert, Schwabach

Kendro (Thermo Sci., Waltham, USA)
Hereaus, Hanau

Berthold Tech., Bad Wildbad

Sanyo, Gunma, Japan

Eppendorf, Hamburg; Kendro, Asheville, USA
Sorvall (Thermo Sci., Waltham, USA);
Beckmann, Krefeld

IKA, Wilmington, USA

Julabo, Seelbach; Lauda, Lauda-Koénigshofen
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2.2.2 Chemikalien

Substanz Hersteller

Agarose Invitrogen, Groningen
AMBA Roche, Mannheim
Ammoniumacetat Sigma, Taufkirchen

AP Roche, Mannheim

APS BioRad, Hercules, Miinchen
ATP Roche, Mannheim

b-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
BSA

Calcium-45, 1mCi
Chloroform
Coomassie

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Di-Ammoniumsulfat
Di-Natriumhydrogenphosphat
Dithiotreitol (DTT)
DMF

DMSO

DNA Molecular Weight Marker X
DNA-Langenmarker
DNase

dNTP’s
ECL-System

EDTA

EGTA

Entwickler
Essigsaure 100%
Ethanol

Ether
Ethidiumbromid

FBS

Formamid

Gelatine

Glukose
Glutaraldehyd
Glycerol

IGEPAL CA-630, NP-40
Imidazol

IPTG

Isopropanol
Kaliumchlorid
Klenow-Enzym
Lachsspermien DNA
LB Broth Base
LB-Agar

Leupeptin

Lysozym
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methanol
Milchpulver
Na2EDTAx2H20
Natriumacetat

Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Perkin-Elmer, Rodgau - Jugesheim
Roth, Tharingen

VWR, Darmstadt

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Sigma, Taufkirchen

VWR, Darmstadt

Roche, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Invitrogen, Groningen

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roche, Mannheim

Tetenal, Norderstedt

VWR, Darmstadt

Calbiochem, San Diego

Roth, Tharingen

Roche, Mannheim

Invitrogen, Groningen

Calbiochem, San Diego

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Sigma, Taufkirchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roche, Mannheim

ICN, Costa MSA, Californien

VWR, Darmstadt

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Invitrogen, Groningen

Invitrogen, Groningen

Roche, Mannheim

Fisher Scientific, Schwerte

VWR, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Tharingen

BioRad, Hercules, Minchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
VWR, Darmstadt
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Chemikalien (Fortsetzung)

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Nickelchlorid
NZY+-Medium
Paraformaldehyd
PBS-Tween

Pepstatin A

Phenol
Phenol/Chloroform/Isopropanol

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Poly-L-Lysine
Polynukleotidkinase
Polyvinylpyrrolidon
Ponceau S

Prolong Antifade Kit
Protease Inhibitor Cocktail
Protein Assay Dye Lésung
Protein-A Sepharose Beads
Proteinase K
Proteinlangenmarker
Quick spin colums

Red Tag DNA Polymerase
Restriktionsendonuklease, Puffer
RNAse A

Salpetersaure

Salzsaure

SDS

Silikondl in Isopropanol
SSC (20x)

Sucrose

T4 DNA Ligase, Puffer

T4 Polynucleotide Kinase
Taq DNA Polymerase
TEMED

Transferrin

Tris

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein

VWR, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roche, Mannheim

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

VWR, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Groningen

Roche, Mannheim

BioRad, Mlnchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roche, Mannheim

BioRad, Hercules, Minchen

Roche, Mannheim

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim; Biolabs, Frankfurt/M.

Qiagen, Hilden

VWR, Darmstadt

Roth, Thiringen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Serva, Amstetten

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

BioRad, Hercules, Minchen

VWR, Darmstadt

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Tris(hydroxymethyl)-aminomethanhy«VWR, Darmstadt

Triton X100

Xa Removal Resin
X-Gal

Xylene Cyanol
Xylol

Fisher Scientific, Schwerte

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roth, Thiringen
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2.2.3 Oligonukleotide

Material und Methoden

Die Herstellung der Oligonukleotide wurden am MPI fiir experimentelle Medizin

(Gottingen) und bei Sigma-Aldrich (Taufkirchen) in Auftrag gegeben. Die Oligonukleotide

dienten entweder fiir die gezielte Mutagenese nach der Quikchange Methode (QC) und

dem gleichzeitigen Einbau einer neuen Restriktionsschnittstelle (RE) oder zur

Amplifikation von Fragmenten mittels PCR.

Nr ID

MPI ID Protein Mutation/Name

Sequenz

RE

Richtung

Vektor

Methode

Neurexin
1 MM05-187

2 MM05-188

3 MM05-76

4 MM05-77

5 MMO05-78

6 MM05-79

7 MM05-80

8 MM05-81

9 MM05-82

10 MM05-83

11 MM05-185

12 MM05-186

13 MM05-172

14 MM05-173

15 MM06-089

16 MM06-090

8815 Nrxn

8816 Nrxn

7613 Nrxn

7614 Nrxn

7615 Nrxn

7616 Nrxn

7617 Nrxn

7618 Nrxn

7619 Nrxn

7620 Nrxn

8813 Nrxn

8814 Nrxn

8217 Nrxn

8218 Nrxn

Nrxn

Nrxn

D137A

D137A

D137R

D137R

G155V + T156A

G155V + T156A

L234S + 1236S

+ N238D

L234S + 1236S
+ N238D

T235A

T235A

N238A

N238A

N238R

N238R

N238G

N238G

5'-CAG TTC CTC AGG
CCT GGG TGC CTA CCT
CGA GCT GCA CAT AC-3'

5'-GTA TGT GCA GCT
CGA GGT AGG CAC CCA
GGC CTG AGG AAC TG-
3

5
CAGTTCCTCAGGCCTGGG
TCGGTACCTTGAGCTGCA
CATAC-3'

5
GTATGTGCAGCTCAAGGT
ACCGACCCAGGCCTGAG
GAACTG-3'

5
GGAGTTAAATTTAATGTT
GTGGCAGATGATATCGCC
ATTGAGGAGTC-3'

5
GACTCCTCAATGGCGATA
TCATCTGCCACAACATTA
AATTTAACTCC-3'

5
GGGCGTCAGTCCACAAG
CTTCGATAGCCAAGCAAC
CATAATAATTG-3'

[
CAATTATTATGGTTGCTT
GGCTATCGAAGCTTGTGG
ACTGACGCCC-3'

5
GGGCGTCAGCTCGCGAT
CTTCAATAGCCAAGCAAC
CATAATAATTG-3'

CAATTATTATGGTTGCTT
GGCTATTGAAGATCGCGA
GCTGACGCCC-3'

5'-
CAGGGCGTCAACTCACAA
TCTTCGCTAGCCAAGCAA
CCATAATAATTG-3'

5'-
CAATTATTATGGTTGCTT
GGCTAGCGAAGATTGTG
AGTTGACGCCCTG-3'

5'-
CAGGGCGTCAACTCACAA
TCTTCCGTAGCCAAGCAA
CCATAATAATTG-3'

5'-
CAATTATTATGGTTGCTT
GGCTACGGAAGATTGTG
AGTTGACGCCCTG-3'

5'-
CAGGGCGTCAACTCACAA
TCTTCGGGAGCCAAGCAA
CCATAATAATTG-3'

5'-
CAATTATTATGGTTGCTT
GGCTCCCGAAGATTGTGA
GTTGACGCCCTG-3'

Xhol

Xhol

Kpnl

Kpnl

EcoRV

EcoRV

HindIII

HindIII

Nrul

Nrul

HindIl

HindII

HindIl

HindII

HindII

HindIl

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

B-1, LNS6-1

Qc

QC

QC

QC

QC

QcC

QC

QC

QC

Qc

QC

QC

QC

QC

QC

QC
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Material und Methoden

Nr ID

MPI ID Protein Mutation/Name

Sequenz

RE Richtung

Vektor

17 MM05-62

18 MM05-63

19 MM05-103

20 MM05-104

21 MM05-64

22 MM05-65

23 MM05-66

24 MM05-67

25 MM05-70

26 MM05-71

27 MM05-72

28 MM05-73

29 MM05-74

30 MMO05-75

Neuroligin

31 MMO07-50

32 MM07-51

33 MM07-86

12250

12251

Sigma

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nrxn

Nign

Nign

Nign

alNS1

alNS1

alLNS2

alLNS2

alLNS2

alLNS2

alLNS3

alLNS3

alNS4

alLNS4

alLNS5

alLNS5

alLNS6

alLNS6

P100S

P100S

P192A

5'-
GCGTCGACTCTGGAGTTC
CCAGGCGCTGAGGGCCA-
3

5'-
CTCTAGAGTTCTACCTTC
AATGCTCCCGCCCCCGCT
ATTGG-3'

5'-
GGGGATCCGATTGCCAC
ATTCAAGGGATCTGAGTA
CTTCTGC-3'

5'-
CTTGTCGACGCGTCCCTC
AATGGTTGCCACA C
ACACTTAAAAGCCACC-3'

5'-
GCGTCGACTATTGCCACA
TTCAAGGGATCTGAGTAC
TTCTGC-3'

5'-
TCGGGATCCTCTCTACCT
TCAATGGTTGCCACATTT
TCACACTTAAAAGCCACC-
3

5'-
GCGTCGACTCCAATCACT
TTTGAGACCCCAGAATCT
TTCATTTC-3'

5'-
TCGGGATCCTCTCTACCT
TCAATCCTTGAGCAGGAT
GGCTTCACTCCAGCAG-3'

5
GCGTCGACTGAGAGAGA
GGCAACGGTTTTGAGCTA
CGATGG-3'

5
TCGGGATCCTCTCTACCT
TCAATTCCAAACCTGGCA
TTGAGTTCACAATAATCT
ATATC-3'

5'-
GCGTCGACTCCTGTCACC
TTCAAGACCAAATCAAGC
TATG-3'

5'-
TCGGGATCCTCTCTACCT
TCAATGGGCCCTTCGCAT
CCTCTCTCAA-3'

5'-
GCGTCGACTGGGACGAC
GTATATCTTTAGCAAAGG
TGGTGG-3'

TCGGGATCCTCTCTACCT
TCAATAGTTGTCATAGAG
GAAGGCACTTCACCGACC
AGC-3'

5'-
GAACATCGATTTCAGCCT
CCTGAGTCACCATCTCCC
TGGTCTGATATC-3'

5'-
GATATCAGACCAGGGAG
ATGGTGACTCAGGAGGC
TGAAATCGATGTTC-3'

5'-
GATATTCGCGACAGTGG
GGGTGCGAAACCAGTGA
TGGTGTACATC-3'

Sall

Xbal

BamHI

Sall

Sall

BamHI

Sall

BamHI

Sall

BamHI

Sall

BamHI

Sall

BamHI

Ddel

Ddel

Nrul

vorwarts L2

rickwarts L2

vorwarts

L2 for pET42b+

rickwarts L2 for pET42b+

vorwarts L2

rickwarts L2

vorwarts L2

rickwarts L2

vorwarts L2

rickwarts L2

vorwarts L2

rickwarts L2

vorwarts L2

rickwarts L2

vorwarts NNI1AB, 11IggAB

rickwérts NNI1AB, 111ggAB

vorwarts

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

QC

QC

QC
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Oligonukleotide (Fortsetzung)

Material und Methoden

RE

Richtung

Vektor

Nr ID MPI ID Protein Mutation/Name Sequenz

34 MM07-87 Sigma Nign

35 MM07-52 12252 Nign

36 MM07-53 12253 Nign

37 MM07-82 Sigma Nlgn

38 MM07-83 Sigma Nlgn

39 MM07-54 12254 Nign

40 MM07-55 12255 Nign

41 MM07-56 12256 Nign

42 MM07-57 12257 Nign

43 MM07-84 Sigma Nign

44 MM07-85 Sigma Nlign

45 MM07-58 12258 Nign

46 MM07-59 12259 Nign

47 MM05-191 8819 Nign

48 MM05-192 8820 Nign

49 MM07-80 12260 Nign

50 MM07-81 12261 Nign

51 MM05-193 8821 Nign

52 MM05-194 8822 Nign

P192A

G266D

G266D

G266DL273D

G266DL273D

D271R

D271R

L273E

L273E

L273G

L273G

H294V

H294V

L399S

L399s

AEF1

AEF1

5-
GATGTACACCATCACTGG
TTTCGCACCCCCACTGTC
GCGAATATC-3'

5'-
GATGGACCAGCGAGAAC
ATCGATTTCTTTGGTGGT
GACCCCTTG-3'

5'-
CAAGGGGTCACCACCAA
AGAAATCGATGTTCTCGC
TGGTCCATC-3'

5'-
CGATTTCTTTGGTGGTGA
CCCCGATCGAATCACCGT
GTTTGGATC-3'

5'-
GATCCAAACACGGTGATT
CGATCGGGGTCACCACC
AAAGAAATCG-3'

5'-
CATTGGGTTCTTTGGTGG
TCGACCCTTGCGAATCAC
CGTG-3'

5'-
CACGGTGATTCGCAAGG
GTCGACCACCAAAGAACC
CAATG-3'

5'-
GGTTCTTTGGTGGGGATC
CCGAGCGAATCACCGTGT
TTGGATCAGG-3'

5'-
CCTGATCCAAACACGGTG
ATTCGCTCGGGATCCCCA
CCAAAGAACC-3'

5'-
CTTTGGTGGTGACCCCGG
GCGAATCACCGTGTTTG-
3

5'-
CAAACACGGTGATTCGCC
CGGGGTCACCACCAAAG-
3

5'-
GTCAATCTGCTGACTTTC
TCAGTTTATTCTGAAGGT
AACCGTTGGAGC-3'

5'-
GCTCCAACGGTTACCTTC
AGAATAAACTGAGAAAGT
CAGCAGATTGAC-3'

5'-
GCTGACTTTATCCCATTA
TTCTGAAGGAC CA
ACGAGCAATAGC-3'

5'-
GCTATTGCTCGTTGAAAA
AGTCCTTCAGAATAATGG
GATAAAGTCAGC-3'

5'-
GATACTGATGGAACAAGG
AGAATTCTCCAATTATGA
TATCATGTTAGG-3'

5'-
CCTAACATGATATCATAA
TTGGAGAATTCTCCTTGT
TCCATCAGTATC-3'

5'-
GGTTGAAGCTTGTGGAAA
ACATAGTAGCTGTCTCTA
A GTTG-3'

5'-
CAACAAAATTAGAGACAG
CTACTATG CCACAA
GCTTCAACC-3'

Nrul

Clal

Clal

Pvul

Pvul

Sall

Sall

BamHI

BamHI

Smal

Smal

Ddel

Ddel

-BstEII

-BstEII

EcoRI

EcoRI

HindIII

HindIII

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

NNI1AB, 11IggAB

NNI1AB, 11IggAB

NNI1AB, [1IggAB

NNI1AB, [1IggAB

NNI1AB, 111ggAB

NNI1AB, 111ggAB

NNI1+B, 11Igg+B

NNI1AB, 11IggAB

NI-11, NI1Igg

NI-11, Ni1Igg

NNI1AB, [1IggAB

NNI1AB, [1IggAB

NI-11, Ni1Igg

NI-11, Ni1Igg

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC

QC
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Oligonukleotide (Fortsetzung)

Nr ID MPI ID Protein Mutation/Name Sequenz RE Richtung Vektor

53 MM05-189 8817 Nign A557D+V558R  5'- Pvul vorwarts NI-11, NI1Igg QC
CCAAGAATGATGTGATGT
TGAGCGATCGAGTAATGA
CATACTGGACG-3'

54 MM05-190 8818 Nign  A557D+V558R  5'- Pvul  rickwérts NI-11, NIiIgg Qc
CGTCCAGTATGTCATTAC
TCGATCGCTCAACATCAC
ATCATTCTTGG-3'

Andere

55 MMO05-59 7431 19G pCMVIg-GC-HF ~ 5'- PCR
ATAAGCTTGATATCGAAT
TCCGTGATCTCTCTTGAG-

3
56 MM05-60 7432 1gG pCMVIg-GC-HR  5'- PCR
TGAAGCTTAGTACTCACC
CTCGGGATCGGGATCCTC
TAGAGTCGACGCCCCACT
GCCCAGCTCTGCCC-3'

57 MM05-90 IgG pCMVIg-deltal7-t5'- PCR
TGAAGCTTAGTACTCACC
CTCGGGATCGGGATCCTC
TAGAGTCGACGCCCCACT
GCCCAGCTCTGCCC-3'

2.2.4 Bakterienstimme

Escherichia coli XL1-Blue MRF, Stratagene, La Jolla, CA, USA
Escherichia coli XL10-Gold, Stratagene, La Jolla, CA, USA

2.2.5 Flissigmedien und Zusétze

Laura Bertani (LB)-Medium: 16 g Peptone 140, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl auf 1 L DDW.
NZY -Medium: LB-Medium, 1 M MgCl, (6 H,0), IM MgSO4 (6 H,0), 2 M Glukose.
Penicillin: 10000 IE/mL

Streptomycin: 10000 pg/mL
LB-Agar: 1 L LB-Medium, 12.5 g Agar

2.2.6 Zellkulturen und Sauger
HEK?293, Invitrogen

2.2.7 Antikorper

Anti-Neurexin, A473 (Kanninchen), freundlicherweise von Prof. Thomas Siidhof (UTSW,
Dallas, USA) erhalten (Ushkaryov et al., 1992).

Der Anti-Neuroligin Antikorper 4C12 erkennt die CAM-Doméne von Neuroligin 1, wihrend
die Antikdrper 799 und 804 jeweils spezifisch fiir den C-Terminus von Neuroligin 2 und 3
sind. Die Neuroligin-Antikoérper wurden freundlicherweise von Nils Brose (MPI, Gottingen)
zur Verfiigung gestellt.

Anti-Neurexophilin 1 wurden in Kanninchen gegen das Peptid AQQTV IDAKD SKSC
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produziert und affinitdtsgereinigt (Eurogentec, Belgium).
Die Zweit-Antikorper gegen Kanninchen und Maus wurden aus Ziegen gewonnen
(BioRad, Hercules).

2.2.8 Vektoren

Neurexin la ¢cDNA in pCMVS5 (Konstruktname: pCMVL2); Datenbank: NM 021767
(Ushkaryov et al., 1992).

Neurexin 13 ¢cDNA in pCMVS5 (Konstruktname: pCMVL13); Datenbank: NM 021767
(Ushkaryov et al., 1994). Beide Vektoren freundlicherweise von Prof. Thomas Siidhof
(UTSW, Dallas, USA) erhalten.

Neuroligin-1 cDNA in pCMV5 (Konstruktname: NL-11)

Neuroligin-1 cDNA der extrazelluliren Doméne in pCMV5Ig (Konstruktname: NL-1)
Neuroliginkonstrukte wurden freundlicherweise von Prof. Niels Brose (MPI, Géttingen)
erhalten.

2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Methoden

2.3.1.1 Herstellung von Vektoren und deren Mutationen

Der in vorherigen Publikationen verwendete IgG-Kontrollvektor pPCMV-GC (Ushkaryov et
al., 1994) wie auch dessen Derivate enthielt neben dem gewiinschten Gen fiir das humane
IgG Fc Fragment zusétzlich noch rudimentére nrxnl cDNA , welche fiir 18 Reste der Nrxn
1aLNS1 Doméne kodiert (LEFPG AEGQW TRFPK WNA). Diese Reste gehdren einem
Teil des hydrophoben Klusters innerhalb der Modellstruktur der aLNS1 Doméne an und
konnten Zielproteine unspezifisch binden. Deshalb wurde eine neuer IgG-Kontrollvektor
generiert, bei dem 17 dieser Reste entfernt wurden (2.3.1.1). Der erhaltene pCMV-
GCANI17 Vektor (Kontrollvektor) kodiert fiir folgendes sekretorische Protein:
Signalpeptid(Nrxn1)-ASTLE-IgG1Fc. Die cDNA fiir die artifizielle ASTLE Sequenz
enthdlt die Klonierungsschnittstellen Sa/l-Xbal-BamHI, die fiir die Herstellung von IgG-
Fusionsproteinen mit Nrxn 1o Doménen genutzt wurden.

Die Expressionsvektoren pCMVIgaLLNS6(-SS4) und pCMVIgoLNS6(+SS4) wurden
hergestellt, in dem das fiir die Nrxn 1aLNS6 Doméane (GTTYI ... VGEVP) kodierende
Fragment jeweils mittels PCR aus den Vektoren pCMVIgpB-1 oder pCMVIgp-3
(Ushkaryov et al., 1994) amplifiziert und in den Sa/l und BamHI (Biolabs) geschnitteten
neuen Kontrollvektor insertiert wurde. Beide Vektoren sekretieren in COS-7 Zellen das
splice site SS4 enthaltene (+SS4) oder fehlende (-SS4) Fusionsprotein AST-(LNS6)[!
SSMTTIEGRE-IgG1Fc, welches mit der IEGR Sequenz eine funktionelle Xa
Proteaseschnittstelle enthélt. Die gezielten Mutationen an der aLNS6 und der BLNS
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Doméne wurden anhand des Quikchange Protokolls (Stratagene) an den SS4 defizienten
Templates pCMVIgp-1(-SS4) and pCMVIgaLNS6(-SS4) durchgefiihrt. Fiir weitergehende
Experimente an a-Neurexinen, wurden in den pCMV-AN17 Vektor auch PCR Fragmente

der einzelnen oLNS Dominen 1 bis 5 insertiert, die aus dem gesamt o-Neurexin

enthaltenen Vektor L2 (Ushkaryov et al., 1994) amplifiziert wurden. Die Doménengrenzen

wurden vorab durch Vergleiche homologer Strukturen bestimmt. Uber das gleiche

Verfahren wurden auch IgG-Fusionsproteine von Laminin 20LNS3 und 2aLNS5, sowie
APCS unter Verwendung der jeweiligen LM.A.G.E.-Clones IRAKp961119116Q (LAMA2)
und IRAKp961M14242Q (APCS) produziert (http://www.imagenes-bio.de).
Zur Funktionsanalyse in lebenden Zellen einiger in den LNS Doménen eingefiihrten

DNA-Konstrukte zur Expression in mammalia Zellen

Nr. Vektor Kurzbez. Mutation Templates Primer Kontroll Referenz
RE
Proteinsequenz Vektor Insertion vorwarts rickwarts
Neurexine
nrxnl SP, Ratte; hsiggicp IgG1
1 pCMV-GC GC pCMV5 Fc, Mensch {Ushkaryo\
2 pCMV-GCAN17 AN17 LEF...KWN/Deletion GC MMO05-59 MMO05-60 hier
3 AN17-LNS1 all AN17 L2 LNS1, Ratte hier
4 AN17-LNS2 al2 AN17 L2 LNS2 -SS2, Ratte hier
5 AN17-LNS22 al22 AN17 pCMVIg-NxIa-22 +SS2A, Ratte hier
6 AN17-LNS3 al3 AN17 L2 LNS3, Ratte hier
7 AN17-LNS4 al4 AN17 L2 LNS4 +SS3A, Ratte hier
8 AN17-LNS5 als AN17 L2 LNSS5, Ratte hier
9 AN17-LNS61 a6l AN17 b-1 LNS, Ratte hier
10 AN17-LNS61 D1183A ada D1183A AN17 b-1 LNS, Ratte MM05-187 MMO05-188 hier
11 AN17-LNS61 D1183R adr D1183R AN17 b-1 LNS, Ratte MMO05-76 MMO05-77 hier
12 AN17-LNS61 G1201V/T1202A agt G1201+T1202 AN17 b-1 LNS, Ratte MMO05-78 MMO05-79 hier
13 AN17-LNS61 LIN1280/82/84SSD alin L1280S+11282S+N1284D AN17 b-1 LNS, Ratte MMO05-80 MMO05-81 hier
14 AN17-LNS61 T1281A ata T1281A AN17 b-1 LNS, Ratte MMO05-82 MMO05-83 hier
15 AN17-LNS61 N1284A ana N1284A AN17 b-1 LNS, Ratte MM05-185 MMO05-186 hier
16 AN17-LNS61 N1284G 42, ang N1284G AN17 b-1 LNS, Ratte MM06-089 MM06-090 hier
17 AN17-LNS61 N1284R anr N1284R AN17 b-1 LNS, Ratte MM05-172 MM05-173 hier
18 AN17-LNS63 a63 AN17 b-3 LNS +SS4, Ratte hier
19 pCMV B-1 D137A bda D137A b-1 MM05-187 MMO05-188 hier
20 pCMV B-1 D137R bdr D137R b-1 MMO05-76 MMO05-77 hier
21 pCMV B-1 G155V/T156A bgt G155V+T156A b-1 MMO05-78 MMO05-79 hier
22 pCMV B-1 LIN234/6/8SSD blin L234S+1236S+N238D b-1 MMO05-80 MMO05-81 hier
23 pCMV B-1 T235A bta T135A b-1 MMO05-82 MMO05-83 hier
24 pCMV B-1 N238A bna N238A b-1 MM05-185 MMO05-186 hier
25 pCMV B-1 N238G 32, bng N238G b-1 MM06-089 MM06-090 hier
26 pCMV B-1 b-1 pCMV5 B-nrxnl -SS4, Ratte {Ushkaryo\
27 pCMV B-3 b-3 pCMV5 B-nrxnl +SS4, Ratte {Ushkaryo\
28 pCMV-L13 (nrxnib) L13 pCMV5 B-nrxnl +SS4, Ratte {Ushkaryo\
29 pCMV-L2 (nrxnla) L2 pCMV5 a-nrxnl +SS3A,4, Ratte {Ushkaryo\
30 pCMV-N-EGFP-Nrxla nena L2 EGFP-C1, Qualle {Masius, 2(
31 pCMV-N-EGFP-Nrxn1lb nenb L13 EGFP-C1, Qualle {Masius, 2(
32 pCMVIg-NxIa-22 pCMV5 a-nrxnl LNS2 +SS2A, Ratte
Neuroligine
33 pCMV NL-1AB P100S nps P100S Ab MMO07-50 MM07-51 hier
34 pCMV NL-1AB P192A npa P192A Ab MM07-86 MM07-87 hier
35 pCMV NL-1AB G266D ngd G266D Ab MM07-52 MM07-53 hier
36 pCMV NL-1AB G266D/L273D ngdld G266D+L273D Ab MM07-82 MM07-83 hier
37 pCMV NL-1AB D271R ndr D271R Ab MMO07-54 MMO07-55 hier
38 pCMV NL-1AB L273E nle L273E Ab MM07-56 MM07-57 hier
39 pCMV NL-1AB L273G nlg L273G Ab MMO07-84 MMO07-85 hier
40 pCMV NL-1 H294V nhv H294Vv NI11 MM07-58 MM07-59 hier
41 pCMV NL-1AB Ab, -B, 85 GNRWSNSTK/Deletion NI11 MM05-191 MM05-192 hier
42 pCMVIgNL-1AB igAb GNRWSNSTK/Deletion IgNI1 MM05-191 MMO05-192 hier
43 pCMV NL-1 L399S nls L399S Ab MM07-80 MM07-81 hier
44 pCMV NL-1-AEF2 Nef DSD...FDF/Deletion NI11 MM05-193 MMO05-194 hier
45 pCMVIg NL-1-AEF2 igAef DSD...FDF/Deletion IgNI1 MM05-193 MM05-194 hier
46 pCMVIgNL1-AEF2 91 DSD...FDF/Deletion IgNI1 MM05-193 MMO05-194 hier
47 pCMVIgNL1-AEF2 94 DSD...FDF/Deletion IgNI1 MM05-193  MM05-194 hier
48 pCMV NL-1 A557D/V558R av A557D+V558R NI11 MM05-189 MM05-190 hier
49 pCMVIg NL-1 A557D/V558R igav A557D+V558R IgNI1 MM05-189 MM05-190 hier
50 pCMVIg NL-1A557D/V558R c3 igav3 A557D+V558R IgNI1 hier
51 pCMV NI-11 AL34 AL34, 19 VPQ...NRF/Deletion NI11 hier
52 pCMV NL-11 AL34+HSQ L34, 29 VPQ...NRF/HSQ NI11 hier
53 pCMVIg NL-1-AL34 c6 igAL34 VPQ...NRF/Deletion IgNI1 hier
54 pCMVIg NL-1-AL34+ c3 igAL34+3 VPQ...NRF/Deletion IgNI1 hier
55 pCMVIg NL-1-AL34+ c5 igL34+5 VPQ...NRF/Deletion IgNI1 hier
56 pCMV NL-11 nlii, NI11 pCMV5 nignl +A +B, Ratte {Nauven, 1
nignl +A, B, Ratte; hsigglcp,
57 pCMVIg NL-1 IgNI1, NI-1 pCMV5 Mensch {Nquven, 1
Andere
58 pCMVD2 (NXPH) d2 pCMV5 nxphl ,Ratte {Benalopot
IRAKp961119116Q , lama2 LNS3,
59 AN17-Lama2 L3 L2L3, 542 AN17 Maus hier
IRAKp961119116Q , lama2 LNS5,
60 AN17-Lama2 L5 L2L5 AN17 Maus hier
61 AN17-APCS APCS, 431 AN17 IRAKp961M14242Q, apcs LNS, Rind hier
62 Egfp-C1 (clontech) egfp, gfp pCMV5 EGFP, Qualle BD
Bioscience
S,
Heidelberg
, Germany
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Mutationen, wurden diese Mutationsstellen auch in das GFP-markierte 3-Neurexin (IENB,
Richard Fairless und Markus Missler) eingebaut. Hierzu wurde ein Ps#I-Sa/l Fragment aus
IENB mit einem der mutierten pCMVIgp-1 (L234S+I1236S+N238D und BN238A)
ausgetauscht.

Von den nignl Vektoren pCMVNLI1 und pCMVIgNI-1 (Nguyen und Sudhof, 1997)
wurde mittels Quikchange Protokoll der Sequenzabschnitt entfernt, der fiir das splice insert
B (+B) NRWSNSTKG kodiert. An allen vier Vektoren wurden gezielte Mutagenesen
durchgefiihrt, die zur Produktion von mutiertem Gesamt-Neuroligin 1 oder C-terminal
IgG-fusionierten IgG-Neuroligin 1 jeweils mit und ohne SSB dienten. Die fiir
Klonierungen und Mutagenesen verwendeten  Primersequenzen und eingebauten
Kontrollschnittstellen sind in Kapitel 2.2.3 gelistet. Alle finalen Konstrukte (siehe unten)
wurden durch DNA-Sequenzierung (am MPI fiir Experimentelle Medizin, Gottingen oder
von Fa. GATC, Konstanz) unter teilweiser Verwendung von spezifischen Primern (Kapitel
2.2.3) verifiziert.

2.3.1.2 Allgemeines Protokoll fiir Klonierungen und gezielte Mutagenesen

Die Herstellung von neu kombinierten oder mutierten Plasmiden began mit dem Design
geeigneter Primer, die zur spidteren Identifizierung entweder eine zuséitzliche
Restriktionsschnittstelle  enthielten oder eine im Plasmid vorhandene entfernten. Die
Auswahl der Primer erfolgte in der Regel manuell unter Beachtung der fiir die jeweilige
Methode erlaubten Basenlingen und Schmelztemperaturen (Kapitel 2.2.3). Die Primer
wurden in einer PCR-Reaktion eingesetzt und dienten meist zur Amplifikation eines fiir
eine Proteindomdne (z.B. Nrxn 1aLNS6) kodierenden DNA-Abschnittes aus einem
Ausgangsplasmid. Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden auf ein Agarose-Gel
aufgetragen, ausgeschnitten und gereinigt (QiaExII-Protokoll). Die Enden der gereinigten
DNA-Fragmente wurden iiber einen Restriktionsverdau geschnitten, iiber eine Phenol/
Chlorofom Extraktion gereinigt und an einen mit den gleichen Restriktionsenzymen
geoffneten Zielplasmid ligiert. Die Religation des Zielplasmids wurde durch eine vorab
durchgefiihrte Dephosphorylierung des linearisierten Vektors stark reduziert. Der
Ligationsansatz wurde in E. coli transformiert, die Kultur fiir 1 Stunde in LB-Medium
angezogen und abschliessend auf Antibiotika versetzten LB-Agar Platten ausgestrichen.
Am folgenden Tag wurden mehrere Klone gepickt und in 5 mL LB-Medium mit
entsprechenden Antibiotika iibernacht angezogen. Mit Aliquots dieser Einzelklonkulturen
wurde eine schnelle Plasmid-DNA Reinigung (Express Mini Protokoll) und anschliessende
Restriktionsanalyse durchgefiihrt. Bei erfolgreicher Identifizierung des verdnderten
Restriktionsmusters wurden bis zu drei Plasmide ausgewéhlt, iiber ein Sdulenverfahren
(Quiagen Mini) gereinigt und zur DNA-Sequenzierung in Auftrag gegeben (MPI
Gottingen, GATC Konstanz). Abschliessend wurden von den nachgewiesenen Plasmiden
Stammldsungen mit bis zu 2 ng/uL. DNA iiber das Quiagen Maxi-Verfahren hergestellt und
bei 4° gelagert. Fiir die Transfektion von COS-7 oder HEK Zellen wurden ausschliesslich
letztere DNA-LGsungen verwendet.

Fiir die gezielten Mutagenesen wurden Primer hergestellt, die zur spéteren Identifizierung

40



Material und Methoden

der mutierten Plasmide entweder eine zusétzliche Restriktionsschnittstelle enthielten oder
eine vorhandene entfernt hatten (Kapitel 2.2.3). Die PCR-Reaktion, der Dpnl-Verdau des
Ausgangsplasmids und die Transformation den mutierten Plasmids in E. coli folgte dem
Quikchange-Protokoll (Invitrogen), wihrend die Analyse und Weiterverarbeitung der
Einzelklonkulturen wie oben beschrieben durchgefiihrt wurden.

2.3.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit dem Expand™ High Fidelity System

Die Polymerase-Kettenreaktion ermdglicht die selektive Vervielfdltigung von DNA-
Fragmenten definierter Lange und Sequenz. Fiir diese enzymatische Reaktion werden zwei
Primer bendtigt, die das zu amplifizierende Fragment flankieren und deren Sequenz zu
jeweils einem der beiden DNA-Strange komplementér ist (Saiki et al., 1988). Der PCR-
Zyklus beginnt mit der Denaturierung des DNA-Doppelstranges. Wahrend der folgenden
»~Annealing-Phase” binden die synthetisch hergestellten Oligonukleotide an die
komplementiren DNA-Einzelstrangbereiche. Die 3'-Enden der Oligonukleotide liefern der
Tag-Polymerase freie OH-Enden fiir die anschlieBende Extension. Aufgrund der
Hitzestabilitdt der Taq-Polymerase konnen bis zu 30 Zyklen und mehr (Denaturierung,
Annealing, Extension) ohne Zusatz von neuem Enzym durchgefiihrt werden (Mullis und
Faloona, 1987). Die Lange der einzelnen Primer war mindestens 21 Nukleotide lang und
hatte eine Schmelztemperatur von iiber 58°C (Kapitel 2.2.3).

Losungen:  Reaktionspuffer mit MgCl,  (10-fach), dNTP-Mix (10 mM),
Primerverdiinnungen (5 OD), Template-DNA-Verdiinnung (10 ng/pul, 1:300 der
MaxiPrep).

Reaktionsansatz:

2 uL  Reaktionspuffer (10-fach, inkl. MgCl»)
I uL  dsDNA (10 ng, 1:300 der MaxiPrep)
1 uL  Vorwiértsprimer (5 OD)
1 uL  Riickwértsprimer (5 OD)
1 ul  dNTP Mix
13 uL. DDW
1 uL  Enzym-Mix (Taq-Polymerase)
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PCR-Parameter:

Segment Zyklen Temperatur Zeit

1 1 96°C 5 Minute

2 30 95°C 1 Minute
58°C 1 Minute
72°C 2 Minuten

3 1 72°C 1 Minuten

Nach erfolgter PCR wurde der Ansatz auf ein Agarosegel aufgetragen und das gewiinschte
DNA Fragment isoliert.

2.3.1.4 In vitro Mutagenese mit dem QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit

Der QuikChange® Mutagenese Kit (Invitrogen) ermdglicht Punktmutationen, Anderungen
von Aminosduren bzw. Entfernen oder dass Einfiihren von einzelnen oder multiplen
Aminosiuren. Ahnlich wie bei der PCR wird das automatisierte Verfahren in drei
verschiedenen Temperaturstufen durchgefiihrt. Die Anlagerung der Mutageneseprimer und
die Synthese der komplementdren Stringe erfolgt nach der Trennung der beiden
Elternstrdnge durch Hitzedenaturierung. Hierfiir wird eine Pfu Turbo DNA Polymerase
verwendet. Das mutierte Plasmid weist nach der PCR noch Einzelstrangbriiche auf. Durch
Zugabe des Enzyms Dpnl werden die methylierten Nucleotide des nicht mutierten
Elternplasmides verdaut. Mit einer Transformation des Ansatzes in einen speziellen
,ultrakompetenten® E.coli Stamm (XL10-Gold) werden die Einzelstrangbriiche durch eine
bakterieneigene Ligase repariert.

Losungen: NZY -Medium: LB-Medium, 1 M MgCl,, 1 M MgS0O4, 2 M Glukose;

Reaktionspuffer (10-fach); ANTP Mix; Quiklosung; PfuTlurbo DNA Polymerase (2.5 U/
uL); Dpnl (10 U/uL), B-Mercaptoethanol-Losung (B-ME);

Reaktionsansatz:

5 uL  Reaktionspuffer (10-fach)
10 ng dsDNA des zu mutierenden Plasmids

125 ng Vorwartsprimer
125 ng Ruckwartsprimer

1yl dNTP Mix

3 L Quiklésung
+ DDW zum finalen Volumen von 50 uL

1 uL  PfuTurbo DNA Polymerase (2.5 U/uL)
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PCR-Parameter:

Segment Zyklen Temperatur Zeit

1 1 95°C 1 Minute

2 18 95°C 50 Sekunden
60°C 50 Sekunden
68°C 7 Minuten

3 1 68°C 7 Minuten

Nach der PCR wurden dem Ansatz 1 pLL Dpnl Losung zugefiigt und fiir 1 Stunde bei 37°C im
PCR-Gerit inkubiert. Einem 45 pL Aliguot einer in Eis angetauten XL10-Gold Kultur wurde
2 uL B-ME beigemengt und die Kultur fiir 10 min auf Eis gestellt, wobei sie alle 2 min
geschwenkt wurde. Nach weiteren 10 min ohne Schwenken auf Eis wurden 2 pL der Dpnl
verdauten DNA-LOsung zupipettiert und diese Zellkultur fiir 30 min auf Eis belassen. Die
Zellkultur wurde fiir exakt 30 Sekunden bei 42°C im Wasserbad zur Transformation der
Zellen geschwenkt und danach fiir 2 min auf Eis gestellt. Der Kultur wurden 500 pL. 42°C
warmes NZY -Medium hinzugefiigt und diese fiir 1 Stunde bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. Jeweils 250 pL der Losung wurden auf LB-Agar-Platten (mit 1/1000 Ampicillin-
Losung) ausgestrichen.

2.3.1.5 Isolierung von Plasmid—DNA zur 'Express-Mini'-Analyse (Holmes und Quigley,
1981)

Zur schnellen Restriktionsanalyse wurden aus E.coli Einzelklonkulturen nach der
Methode von Holmes und Qickley (1981) bis zu 20 pg Plasmid-DNA gewonnen.

Losungen: STET-Puffer (8% Sucrose, 0.5% Triton X100, 10 mM Tris pH 8.0, 50 mM
EDTA pH 8.0), TE-Puffer, 100%-ige und 70%-ige kalte Ethanollosung (-20°), Lysozym-
Losung (10 mg/mL DDW)

1.5 ml der E. coli Einzelklonkultur wurde in einem Eppendorfgefdl 1 min mit 12000 g
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 300 pul STET-Puffer resuspendiert und mit 25 pl frisch
angesetzter Lysozymlosung (10 mg/mL DDW) versetzt. Die Suspension wurde fiir 45 s bei
100°C inkubiert und anschlieBend 10 min mit 12000 g zentrifugiert. Die erhaltenen
Zelldebri wurden mit einem Zahnstocher aus der Losung entfernt. Zur Fillung der DNA
wurde die Losung mit 50 pl 7.5 M Ammoniumacetat und 500 pl 100%-igem Ethanol
versetzt und 15 min lang mit 12000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
das DNA-Pellet mit kaltem 70%-igem Ethanol (-20°C) einmal gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand vollstindig abgenommen und das Pellet bei RT oder
im 37° Wasserbad getrocknet. Das DNA-Pellet wurde in einem geeigneten Volumen TE-
Puffer resuspendiert.
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2.3.1.6 Isolation und Reinigung von Plasmid—-DNA ("Q-Mini")

Um fiir die Sequenzierung reine Plasmid-DNA zu erhalten, wurde die Préparation mit dem
"QIAprep Spin Miniprep Kit" (Q-Mini, Quiagen) durchgefiihrt.

Losungen: P1 (0.1 mg/mL RNAse A in 50 mM Tris/HCL, 10 mM EDTA, pH 8.0), P2
Lysispuffer (0.2 M NaOH, 1% SDS), N3 Neuralisationspuffer, PB, PE, EP (10 mM Tris-
HCI, pH 8.5). Uber die Zusammensetzung der Losungen N3, PB und PE gibt es keine
Herstellerangaben.

Ein Aliquot von 3-5 ml einer Einzelklonkultur wurde 10 min lang mit 6000 g bei 4°C
zentrifugiert (5810R Eppendorf Zentrifuge), der Uberstand dekantiert, das Zellpellet in
250 ul P1 resuspendiert und in ein Eppendorfgefdl {iberfiihrt. Zu der Zellsuspension
wurden 250 pl P2 gegeben und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 350 pl N3
erfolgte eine Inkubation von 5 min auf Eis. Die Suspension wurde 10 min mit 25000 g
zentrifugiert (Tischzentrifuge) und der Uberstand auf eine Qiagen-Minisiule gegeben. Die
Sdulen wurden bei RT mit 25000 g zentrifugiert und die DNA an die enthaltenen
Silicakiigelchen gebunden. Die Sdule wurden durch erneute Zentrifugation mit 500 ul PB
und anschliefend mit 750 pl PE gewaschen. Zur Trocknung der Sdule wurde einweiteres
mal zentrifugiert. Die Minisdule wurde in ein leeres Eppendorfgefal platziert und 50 pul EB
direkt auf die Membran der Sdulenmatrix aufgetragen. Nach einminiitiger Inkubation
wurde die reine DNA durch eine abschliessende Zentrifugation eluiert. Die Konzentration
der DNA-L&sung wurde spektrometrisch bestimmt und bei 4° gelagert.

2.3.1.7 Isolation und Reinigung von Plasmid—DNA (Q-Maxi)

Um bis zu 1 mg reine Plasmid-DNA zu erhalten wurde der "QIAGEN Plasmid Maxi Kit"
(Quiagen) verwendet. Die Bakterien wurden hierbei durch alkalische Lyse aufgespalten,
die Proteine und das Chromatin abzentrifugiert und die iiberstindige Plasmid-DNA an eine
Séulenmatrix gebunden. Nach Waschungen wurde die reine Plasmid-DNA mit alkalischem
salzhaltigen Puffer eluiert, mit Isopropanol prazipitiert und in TE-Puffer resuspendiert.

Losungen: P1, P2, P3, QBT, QC, QF

Zur Isolierung von reiner DNA in gréeren Mengen wurden 500 ml eines LB/Amp.-
Mediums (Ampicillin 1:1000) mit einer Einzelklonkultur angeimpft, 14-16 h schiittelnd bei
37°C inkubiert. Diese Ubernachtkultur wurde bei 4 °C 15 min lang mit 5000 g zentrifugiert
(Ultrazentrifuge) und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 10 ml P1

resuspendiert, mit 10 ml P2 versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Der Zellsuspension
wurden 10 ml P3 zugesetzt und diese fiir 20 min auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation mit
20000 g bei 4°C wurde der Uberstand filtriert (Whatmann-Filter) und auf eine QBT
equillibrierte Maxisdule gegeben. Die Sdule wurde zweimal mit 25 ml QC-Puffer
gewaschen bevor die DNA mit 15 ml QF aus der Matrix eluiert wurde. Das Eluat wurde
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mit 10.5 ml Isopropanol versetzt und fiir 5 min auf Eis gestellt. Die DNA wurde 30 min bei
4°C zentrifugiert, das Pellet fiir 10-15 min bei RT getrocknet und abschliessend in 0.5 ml
TE resuspendiert. Die DNA-Konzentration der Losung wurde photometrisch bestimmt und
die Losung bei 4°C gelagert.

2.3.1.8 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen (QiaEx II)

Losungen: QX1, QIAEX II, PE

Gelelektrophoretisch aufgetrennte  DNA-Fragmente wurden aus einem Agarose-Gel
ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefal3 iiberfiihrt. Zum Gel wurde die dreifache Menge
QX1, 12 pl QIAEX II (Silikon Partikel) und 5 pl Na-Acetat gegeben und der Ansatz 10
min bei 50°C im Heizblock inkubiert. Die Losung wurde alle 2 min durchmischt. Der
Ansatz wurde anschlieBend fiir 30 s bei 12000 g zentrifugiert (Eppendorf Microfuge) und
der Uberstand dekantiert. Die Silikon Partikel wurden mit 500 pl QX1 resuspendiert und
erneut fiir 30 s zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 500 pul RE gewaschen, fiir ca.
10-15 min bei RT getrocknet und abschliessend in 20 ul DDW resuspendiert. Nach einer
Inkubation von 5 min bei RT wurden die Partikel abzentrifugiert und der Uberstand mit der
reinen DNA bei -20° gelagert.

2.3.1.9 Phenol-Chloroform-Extraktion

Losungen: Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)

Die zu extrahierende DNA wurde auf ein Volumen von 100 pl mit DDW aufgefiillt, mit
gleichem Volumen der Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Losung versetzt und gemischt
(Vortexer). Nach zehnminiitiger Zentrigugation mit 12000 g bildeten sich drei Phasen,
deren obere wissrige Phase in ein neues Eppendorfgefdl} iiberfiihrt wurde. Zur Entfernung
von Phenolresten wurde die wéssrige Phase mit dem gleichen Volumen Chloroform
versetzt und abermals zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde entnommen und die
enthaltene DNA mit Ethanol prézipitiert.

2.3.1.10 Ethanol-Prizipitation von DNA

Losungen: 3.3 M Na-Acetat, 100%- und 70%-ige kalte Ethanollésung (-20 °C),

Eine wissrige DNA-Losung wurde mit einer 3.3 M Na-Acetat Losung (1/10 des
Gesamtvolumens) und mit 100%igem Ethanol (2.5 fachen Gesamtvolumens) versetzt,
gemischt (Vortexer) und fiir 30 min bei —20°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz bei RT
fiir 15 min bei 25000 g zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Pellet wurde mit
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200 pl eiskaltem 70%-igem Ethanol {iberspiilt und fiir erneute 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vollstindig entfernt und das Pellet bei RT oder im 37 °C Wasserbad
getrocknet. Das erhalte Pellet wurde in 20-50 L. DDW resuspendiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.3.1.11 Restriktionsendonuklease-Verdau von DNA

Losungen: Restriktionspuffer (10-fach konzentriert): A, B, H, L und M (Roche), 1, 2, 3 und
4 (BioLabs), BSA (100-fach, 10 mg/mL DDW), Stopp-Mix, Ladepuffer (10-fach, 57%
Glyzerin, 100 mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA (Na,, 2H,0), 0.001% Bromphenolblau)

Ansitze fiir einen analytischen Verdau: 1 ul DNA (1-2 pg), 1.5 pl Puffer, 1 ul Enzym ad
15 ul DDW;
fiir einen priparativen Verdau: 4 pl DNA (1-2 pg), 6 ul Puffer, 2 ul Enzym ad 60 ul DDW

Die einfachen und die multiplen Restriktionsendonuklease-Spaltungen wurden nach
Herstellerangaben fiir die jeweils verwendeten Enzyme durchgefiihrt. Fiir die Spaltung von
1 ug DNA wurde die Menge von 1 unit Enzym eingesetzt und mindestens 2 Stunden
verdaut. Der préparative Ansatz wurde iiber Nacht verdaut. Falls von der Firma keine
anderen Empfehlungen vorlagen, wurde die DNA mit dem Enzym bei 37°C inkubiert. Der
Restriktionsverdau wurde durch Zugabe von Stop-Mix zum Auftragen auf ein Agarose-Gel
oder durch direkte Aufreinigung der DNA beendet.

2.3.1.12 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Um die Moglichkeit einer Religation des Ausgangsplasmid zu vermeiden, wurden die
Phosphatreste an den 5'-Enden des Restriktionsverdauten Ausgangsplasmids mit
alkalischer Phosphatase (Boehringer Mannheim) entfernt.

Losungen: Dephosphorylierungspuffer (10-fach, 0.5 M Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8.5),
Alkalische Phosphatase (AP, Boehringer Mannheim)

Der Ubernachtverdau von 60 pl wurde mit 20 pl Dephosphorylierungspuffer und 2 ul AP
auf 120 pl mit DDW aufgefiillt, gemischt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die
alkalische Phosphatase sowie die Restriktionsenzyme wurden durch die anschlieende
Phenol-Chloroform-Extraktion inaktiviert.

2.3.1.13 Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase katalysiert sie Zusammenfiihrung von Enden zweier doppelstrangiger
DNA-Fragmente, die mit gleichen Restriktionsenzymen geschnitten wurden und kann z.B.
DNA-Fragmente in gedffnete linearisierte Zielplasmide insertieren und das Plasmid
zirkulieren.
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Losungen: Ligationspuffer (660 mM Tris-HCL, 50 mM MgCl,, 10 mM Dithioerythrol, 10
mM ATP, pH 7.5), T4-Ligase (Boehringer Mannheim).

10 ng gereinigter Vektor-DNA und 10-100 ng gereinigter Insert-DNA wurden mit
Ligasepuffer und 1 pL T4-Ligase vermischt, mit DDW auf 25 pL aufgefiillt und bei 11 °C
iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurden kompetente E.coli Bakterien mit 4 puL des
Ligationsansatz transformiert.

2.3.1.14 Herstellung elektroporationskompetenter Bakterien

Auf einer Tetrazyklin-haltigen LB-Agarplatte (12.5 pug/ml) wurden Zellen des E.coli-
Stammes XL1-MRF ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. 50 ml LB-Medium
wurden mit einem Bakterienklon beimpft und {iber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert.
Zum Animpfen von 1 I LB-Medium wurden 10 ml dieser Vorkultur verwendet. Man liel3
die Zellen 3-5 h bei 37°C schiittelnd wachsen (250 rpm/min) und kontrollierte gegen Ende
der Inkubation die Absorption der Kultur bei einer Wellenldnge von 600 nm (3.4). Die
optimale Wachstumsphase ist erreicht, wenn die Absorption 0.6-0.7 betrdgt. Die Zellen
wurden durch eine flinfzehnminiitige Zentrifugation bei 4000 x g bei 4°C geerntet, der
Uberstand soweit wie mdglich entfernt und das Zellpellet in 1 1 eiskalter 10% Glyzerol-
Losung resuspendiert. Die Bakterien wurden bei allen weiteren Schritten auf Eis gehalten,
um eine Reduktion der Transformationseffizienz zu vermeiden. In den nachfolgenden
Waschschritten mit 10%igem Glyzerol wurden die Salzriickstinde aus dem Zellpellet
entfernt, die sich bei der Elektroporation moglicherweise storend auswirken kénnten. Das
Volumen der in Glyzerol gelosten Bakterien wurde durch drei weitere Zentrifugationen
von 0.5 1, auf 0.25 | und schlieBlich auf ein Endvolumen von 4 ml verringert.
Bakterienaliquots von 40 uL wurden anschlieBend bei —80°C eingefroren.

2.3.1.15 Elektrotransformation von Bakterien

Fir die Elektroporation von Ligationsansdtzen wurden Verdiinnungen von 1:4 und von
gereinigter DNA von 1:300 in TE angesetzt. 40 uLL der kompetenten Zellen wurden auf Eis
angetaut, mit 4 uL. der DNA-Verdiinnung gemischt und fiir 1 min auf Eis gestellt. Das Zell-
DNA-Gemisch wurde in eine gekiihlte Kiivette gegeben und einer Spannung von 1.8 kV
ausgesetzt. Anschliefend wurden die Bakterien in 1 ml LB-Medium iiberfiihrt und fiir 1 h
schiittelnd bei 37°C inkubiert. Die Bakteriensuspension flir den Ligationsansatz (3.2.3)
wurde 5 min bei 4000 rpm/min und bei RT zentrifugiert, das Zellpelett in etwa 100 pL des
Uberstandes resuspendiert, auf eine LB-Amp-Agarplatte ausgestrichen und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Die Zellsuspension der Minipriparations-DNA wurde nach 1 h
Inkubationszeit auf 5 ml LB-Medium aufgefiillt, mit Ampicillin (1 uL/ml) versetzt und
weitere 4 h bei 37°C schiittelnd inkubiert. 100 pL dieser Vorkultur wurden zum Animpfen
von 500 ml LB-Medium verwendet.
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2.3.1.16 Konzentrationsbestimmung von DNA

In einem Spektrophotometer wurde die Konzentration von einzel- bzw. doppelstrangiger
DNA in Losung durch die Messung der Absorption bei 260 nm ermittelt (Maniatis et al.,
1982): DNA-Konzentration fiir doppelstraingige DNA=A260 x 50 upg/mL, DNA-
Konzentration fiir einzelstrangige DNA=A260 x 36 pg/mL.

2.3.1.17 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalysen

Die DNA-Sequenzierung und Sequenzanalysen wurden unter Einsatz eines ABI 394 DNA/
RNA Synthetisierer von Herrn Fritz Benseler und Frau Ivonne Thanhduser am Max Planck
Institut fiir Experimentelle Medizin, Gottingen, durchgefiihrt oder an die Fa. GATC,
Konstanz geschickt.

2.3.1.18 Agarose-Gelelektrophorese

Losungen: TAE (50-fach): 2 M Tris, 50 mM EDTA, 4 % Essigsdure, pH 8.5; Ladepuffer
(10-fach): 57 % Glyzerin, 100 mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA, 1 kB DNA Léangenmarker
(Endkonzentration von 0.1 pg/ puL, Firma Gibco).

Fiir das Gel wurden 0.8% (w/v) Agarose mit 1x TAE-Puffer durch Aufkochen schlierenfrei
gelost. Nach Abkiihlen auf ca. 40°C wurde Ethidiumbromid (1/10.000) zugesetzt,
gemischt und in eine Flachbett-Elektrophoresekammer blasenfrei gegossen. Die
aufzutragenden Proben wurden mit Ladepuffer (1/10) versetzt, in die Gelkammern
pipettiert und bei einer Spannung von 80 -120 V bis zur gewlinschten Laufstrecke
aufgetrennt. Der mitgefithrten DNA-Lidngenmarker markierte in der nachfolgenden UV-
Detektion (Geldokumentation) die Grof3e der aufgetrennten DNA-Fragmente.

2.3.2 Zellbiologische Methoden

Die Zellbiologischen Methoden dienten zur Gewinnung von rekombinanten Proteinen fiir

biochemische Bindungsstudien in vitro, fiir den Nachweis, dass diese Proteine die

Zelloberflache erreichen konnen (cell surface labeling) oder fiir Bindungsstudien an lebenden

Zellen (live cell labeling) .

Allgemeine Losungen:

DMEM: DMEM Medium: 500 mL Dulbecos Mod. Eagle medium mit 4.5 g/l Glukose
(Gibco, #41965-039) mit 50 mL Kélberserum (FBS, Invitrogen) und 5 mL (Penizillin und

Streptomyzin-Losung, Gibco #15140-106).
PBS: phosphate-bi-saline buffer aus NaCl, KCl, Na,HPO4, KH,PO4 (Gibco, # 14190-094).
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2.3.2.1 Erhaltung einer COS-7 Zellkultur (thawing, splitting, freezing)
Losungen: Gefriermedium (2-fach): 40% DMEM, 20% DMSO, 40% FBS

Ein in fliissigem Stickstoff eingefrorenes 1 mL Aliquot einer COS-7 Zellkultur wurde im
Wasserbad bei 37°C schnell angetaut und zu 9 mL DMEM-Medium gegeben und fiir 3 min
bei 800 g bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 mL DMEM aufgenommen und in eine
10 cm Petrischale (Corning # 430167) pipettiert und bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach
einem Tag wurde das Medium erneuert und die Kultur fiir weitere 2 Tage inkubiert (37°C, 5%
COy).

Zur Verteilung der COS-7 Zellen auf mehrere Petrischalen, wurde die Zellen mit PBS durch
Uberspiilung gewaschen und mit 2 mL 0.25% Trypsin-Lésung (mit 1 mM EDTA, Gibco, #
25200-056) von der Petrischalen gelost und mit mindestens 4 mL Medium verdiinnt. Die
erhaltene Verdiinnung wurde auf fiinf neue Petrischalen verteilt und wieder mit einem
Gesamtvolumen von 10 mL pro Petrischale inkubiert (37°C, 5% CO»).

Fiir die Erstellung einer neuen Lagerkultur wurden die Zellen wiederum mit Trypsin von den
Petrischalen gelost und zu 4 mL DMEM gegeben. Die Zellen wurden abzentrifugiert (5 min
mit 800 g bei RT) und in 1 mL aus 500uL. DMEM und 500pL Gefriermedium resupendiert
und iibernacht bei —80°C eingefroren. Am néchsten Tag konnte die gefrorene Zellkultur zur
Lagerung in fliissigem Stickstoff transferiert werden.

2.3.2.2 Transfektion von COS-7 Zellen nach der DEAE-Methode

Diese Transfektionsmethode nutzt die positive Ladung des Diethylaminoethyl (DEAE)-
Dextrans, um die negativen Oberflichen der zu transfizierenden Plasmid-DNA und der COS[]
7 Zellen zu verbinden, so dass die DNA {iber Endozytose aufgenommen werden kann. Das
spater zugesetzte Chloroquin unterbindet den Abbau der aufgenommenen DNA in der Zelle
und erhoht dadurch die Transfektionsrate (Luthman und Magnusson, 1983).

Losungen: TBS-Puffer (2-fach): 28 mL 5M NaCl, 3 ml 1M KCI, 1 mL 1M CaCl,, 0.5 mL 1M
MgCl,, 4.5 mL 200 mM Na,HPO4, pH7.4, 20 mL 1M Tris-HCI, pH 7.9 add 500 mL; DEAE-
Losung: 5 mg/mL DEAE Dextran MW 500k (Amersham, #17-0350-01) in DDW;
Chloroquine-Losung: 10 mM Chloroquine (Sigma, #C6628) in DDW.

Fiir eine Petrischale (¢ 10 cm) wurden 1.65 mL TBS, 1.25 mL DDW, 66 puL Plasmid-DNA
(0.1 pg/uL) und 330 pL DEAE gemischt. Am 1. Tag nach dem splitting wurden die COS-7
Zellen zweimal mit 6 mL einfach-konzentriertem TBS gewaschen, bevor 3.3 mL der DNA/
DEAE Mischung zugegeben und sie fiir 30 min bei 37°C und 5% CO: inkubiert wurden.
Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen mit 10 mL frisches DMEM Medium und
100 uM Chloroquine-Losung {iberschichtet und fiir 3 Stunden bei 37°C und 5% CO>
inkubiert. Danach wurde das Medium gegen Chloroquin-freies ausgetauscht und die Zellen
fiir 2-3 Tage bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Am ersten Tag nach der Transfektion von DNA
von IgG-Fusionsproteinen wurden das Medium gegen ein FBS-freies DMEM ausgetauscht,
wodurch eine Kontamination durch Rinderserumantikérpern bei der nachfolgenden
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Immunoprézipitation durch Protein A verhindert wurde.

2.3.2.3 Herstellung von COS-7 Zell-Lysaten
Losungen: Lysepuffer: 1% Triton X100, 50 mM Tris, 2 mM CaClz, 80 mM NaCl, pH 8.0

Die COS-7 Zellen wurden drei Tage nach ihrer Transfektion mit PBS oder fiir spétere
Calcium-sensitive Bindungsstudien mit TBS gewaschen und mit 300 uL Lysepuffer von der
Petrischale geschabt (scraping) und 30 min bei 4°C unter Rotation inkubiert. Die Lysate
wurden zentrifugiert (10 min mit 12 000 g bei 4°C) und der Uberstand in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert.

2.3.2.4 Gewinnung von COS-7 Medien mit sekretierten 16slichen IgG-Fusionsproteinen

Der Medieniiberstand zwei bis drei Tage alter transfizierter COS-7 Zellkulturen wurde in 15
mL GefiBle (Falcon) iiberfiihrt, in denen 10 pL. 1 M Tris-HCI, pH 8.0 vorgelegt war. Die
Losung wurde zur Entfernung von Zelldebris abzentrifugiert (3 min mit 800 g bei RT), der
Uberstand in ein neues GefiB iiberfiihrt und dieses in fliissigem Stickstoff zur Lagerung bei
—80°C schockgefroren.

2.3.2.5 Opberflichenmarkierung lebender Zellen (/ive cell labeling)

Losungen: Elutionspuffer (E-Puffer): 100 mM Glycin/HCI, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH
2.7.

Fiir das live cell labeling wurden die an Protein A immobilisierten IgG Fusionsproteine mit E-
Puffer eluiert. Nach Elution musste der pH mit 1 M Tris pH 8.0 wieder auf 7.5 eingestellt
werden. Losliche Neurexin LNS-IgG Fusionsproteine wurden mit Neuroligin-GFP (NIgn-A-
GFP, Dresbach et al., 2006) produzierenden tsA201 Zellen (ECACC), die auf Deckgléschen
gewachsen waren, in Anwesenheit von 2 mM CaCl; inkubiert. Die Zellen wurden mit 50 mM
Tris/HC1 pH 7.5, 2 mM CaCLk gewaschen und die an die Zelloberfliche gebundenen
Fusionsproteine wurden mit Protein A-konjugiertem Alexa546 (Molecular Probes)
visualisiert. Wildtyp und mutierte Proteine von Nlgn und EGFP-Nrxn 1p (IENB) wurden

ebenfalls in tsA201 exprimiert und fiir 48 Std. inkubiert. Die Zelloberfliche oder die ganze
Zelle wurden mit anti-NlIgn Antikdrper markiert. Die Ergebnisse wurden mit einem Axioskop
2 (Zeiss) Epifluoreszenz und einem TCS SP2 (Leica) konfokalen Mikroskop dargestellt.

2.3.3 Proteinbiochemische Methoden

Die aus COS-7 Zell-Uberstinden gewonnen rekombinanten IgG-Fusionsproteine wurden im
Batch-Verfahren an ein Protein A-Kiigelchen (beads) gebunden, gewaschen und fiir die
Prazipitation (pulldown) von Bindungspartnern aus Hirnlysaten oder COS-7 Zell-Lysaten
genutzt. Die an die beads gebundenden Proteinkomplexe wurden gewaschen, mit SDS von
den beads geldst und iiber eine SDS-PAGE (2.3.3.3 SDS-Polyacrylamin-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)) aufgetrennt.
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2.3.3.1 Herstellung von Tierhirnlysaten

Losungen: Homogenisationspuffer (H-Puffer): 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM
CaCly, | mM DTT, 0.1 g/L PMSF; Lysepuffer (L-Puffer, 2-fach): H-Puffer, 2% Triton X-100.

Das frisch préparierte oder bei —80°C gelagerte Endhirn von 6-12 Wochen alten Mausen oder
Ratten wurde in 2 mL H-Puffer gelegt und auf Eis mit einem Polytron-Homogisator mit
22000 U/min mit acht kurzen St6Ben homogenisiert. Nach Zugabe von 2 mL L-Puffer wurde
das Homogenat fiir 1 Stunde bei 4°C unter Rotation lysiert. Das Lysat wurde zentrifugiert (30
min mit 220000 g bei 4°C) und der Uberstand sofort weiterwendet oder in fliissigem
Stickstoff schockgefroren ehe es bei —80°C gelagert wurde.

2.3.3.2 Immunoprizipitation (pulldown) von IgG-Fusionsproteinen mit Protein A

Losungen: Bindungspuffer (B-Puffer): 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl;, pH 7.5;
Calcium-freier Bindungspuffer (C-Puffer): 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7.5; Calcium-
freier Lysepuffer (L-Puffer): 50 mM Tris/HCI, 80 mM NacCl, 1% Triton X-100, pH 7.5.

Die in COS-7 Medieniiberstinden sekretierten IgG-Fusionsproteine wurden an B-Puffer
equillibrierte Protein A-beads gebunden (1 Stunde unter Rotation bei 4°C), abzentrifugiert (10
min mit 4000 g bei 4°C) und durch dreimalige Zentrifugation (30 s, 12000 g, 4°C) und
Resuspension (B-Puffer, 5 min, 4°C) gewaschen. 100 pL an Protein A gebundene und mit B-
Puffer gereinigte IgG-Fusionsproteine wurden in B-Puffer mit 300 pL COS-7 Lysat oder 1
mL Hirnlysat versetzt. Fiir die Verwendung von Hirnlysaten enthielt Puffer-B zusétzlich 0.1%
Triton X-100. Weiterhin wurden Maushirnlysate wegen der spéteren Verwendung des
Antikorpers 4C12 (aus Maus) vorab mit ungebundenen Protein A-beads vorinkubiert (30 min,
4°C) und die beads abzentrifugiert (30 s, 12000 g, pre-clearance von Maus IgG). Die
Inkubationszeit des pulldown betrug 2 Stunden. Die an die beads -gebundenen
Proteinkomplexe wurden dreimal durch Zentrifugation (30 s, 12000 g, 4°C) und
Resuspension (B-Puffer, 5 min, 4°C) gewaschen, bevor sie iiber eine SDS-PAGE analysiert
wurden.

Die Analyse der Calciumabhingigkeit der Neurexin/Neuroligin bindung erforderte, dass alle
COS-Zell-Lysate mit Phosphat- und Calcium-freien L-Puffer hergestellt wurden. Die
ebenfalls Calcium-freien C-Puffer gereinigten und immobilisierten LNS-IgG Fusionsproteine
wurden mit diesen transfizierten COS-7 Zell-Lysaten versetzt und wie oben nach Zusatz
verschiedener Konzentrationen von freiem Ca  inkubiert. Die Berechnung der freien
Calciumkonzentration erfolgte mit MaxChelator (C. Patton, Stanford University) und wurde
nach dem CaClyEDTA-System eingestellt (Bers, 1982).
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2.3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen erfolgte nach der Methode von
Laemmli (1970) in einem diskontinuierlichen Polyacrylamid-Vertikalgel, bestehend aus
einem Sammel- und einem Trenngel.

Losungen: Trennpuffer (4-fach): 1.5 M Tris, pH 8.8 0.4 % SDS; Sammelpuffer (4-fach):
0.5 M Tris, pH 6.8, 0.4 % SDS; Laufpuffer (10-fach)0.25 M Tris, 1.9 M Glyzerin, pH 8.8,
1% SDS; Farbelosung: 25 % Isopropanol, 10 % Essigsédure, 0.05 % Coomassie; Entfarber:
10% Essigsédure; Probenpuffer (2-fach): Sammelpuffer (4-fach), pH 6.8.

Die Komponenten des Trenngels wurden in den angegebenen Mengen gemischt und bis ca.
4 cm unterhalb des oberen Randes der Glasplatten gegossen. AnschlieBend wurde das
Trenngel mit H20 gesittigtem n-Butanol {iberschichtet, um eine glatte Oberfliche
zwischen Trenn- und Sammelgel zu erhalten. Nach ca. 1 h war das Gel polymerisiert.
Danach wurde das Butanol entfernt und mehrfach mit Wasser gespiilt. Das Sammelgel
wurde gemischt, auf das Trenngel gegossen und ein Kamm zwischen die Glasplatten
gesteckt. Die zu untersuchenden Proben wurden mit dem doppelten Volumen Probenpuffer
gemischt und 3 min lang aufgekocht. Nach der Polymerisation des Sammelgels wurden die
Glasplatten in eine vertikale Gelapparatur (Mini-Protean, BioRad) mit 1x Laufpuffer
gespannt. Die vorbereiteten Proben wurden in die Geltaschen pipettiert. Fiir den Lauf der
Proben durch das Sammelgel wurden 80 V und durch das Trenngel 100-120 V angelegt.
Die Elektrophorese wurde beendet, wenn die Laufmittelfront aus dem Trenngel herauslief.
Das Trenngel wurde entweder weiter fiir Western-Blotting oder fiir Coomassie-Farbung
verwendet. Hierfiir wurde das Gel fiir 15 min in einer Coomassie-Farbelosung gefarbt und
anschlieBend durch mehrstiindiges Schiitteln in der Entfarberlosung von iiberfliissigem
Farbstoff befreit und in Wasser gewaschen.

2.3.3.4 Proteintransfer auf Nitrocellulosepapier

Die Nitrocellulose (NC)-Papier war urspriinglich als Sterilfilter konzipiert worden ehe man

entdeckte, dass Proteine vollstindig haften blieben. Mit einem elektrischen Feld konnen

Proteinen von Polyacrylamidgelen auf das NC-Papier transferiert werden (blotting).

Losungen: Transfer-Puffer: 0.025 M Tris, 0.19 M Glyzerin, 20% Methanol; Farbelosung: 5%

Essigsédure, 0.2% Ponceau-S; PBS-Tween: 0.005%Tween 20 in PBS.

Das NC- und zwei Whatman-Papiere wurden auf die Grof3e des Trenngels geschnitten. Eine

Stunde vor dem Transfer wurde die zugeschnittene NC-Papier in Wasser eingeweicht. Die

verschiedenen Schichten wurden in einer Transferkassette in folgender Reihenfolge

aufeinander gelegt: ein Transferschwamm, ein Whatman-Papier, das Gel, die Membran, ein

Whatman-Papier und zuletzt ein Transferschwamm. Die Transferkassette wurde luftblasenfrei

geschlossen und in eine Transferkammer gesetzt, sodass eine Ubertragung der Proteine von
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Anode zu Kathode statt finden konnte. Die Transferkammer, in welche zuvor noch ein
Eisblock platziert wurde, wurde mit eiskaltem Transferpuffer aufgefiillt. Die Ubertragung der
Proteine auf die Membran wurde bei konstanten 250 mA fiir 2-2 1/2 h durchgefiihrt.

2.3.3.5 Nachweis von gebundenen Proteinen auf Nitrocellulosepapier durch Ponceau S
Féarbung und Markierung durch Antikdrper

Losungen: Ponceau S, PBS-Tween: 0.005% Tween 20; Blockierungspuffer (I-Puffer): 5%
Magermilchpulver, 5% NGS in PBS-Tween; ECL-System: Reagenz A; Reagenz B;
Entwicklerlosung; Fixiererlosung;

Der Nachweis von bestimmten Proteinen (auf NC-Papier gebunden) wurde durch eine
spezifische Antigen-Antikdrper-Reaktion moglich. Der primére Antikorper bindet spezifisch
an ein Epitop des gesuchten Proteins. Ein sekundédrer Antikorper, welcher mit einer
Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt ist, erkennt spezifisch den Fc-Teil des primiren
Antikorpers. Eine Peroxidase katalysiert in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid die
Oxidation von Luminol, welches in einem angeregten Zustand blaues Licht emitiert, bevor es
in den Ausgangszustand zuriick féllt. Die Chemilumineszenz kann durch die Exposition auf
einem speziellen Film sichtbar gemacht werden.

Nach dem Transfer wurde das Gel fiir 0.5 min mit Ponceau S inkubiert, um den Transfer der
Proteinbanden zu kontrollieren und die aufgetragenen Proteinmengen zu dokumentieren. Das
Gel wurde kurz mit Wasser und dann mit PBS-Tween entfarbt. Darauthin wurde das NC-
Paper wurde 30 min im I[-Puffer schiittelnd bei RT inkubiert, um unspezifische Bindungen der
Antikdrper zu minimieren. Anschliefend der primédre Antikorper iiber Nacht bei 4°C
schiittelnd in frischem I-Puffer inkubiert. Am nichsten Tag wurde das Papier dreimal fiir
jeweils 5 min mit PBS-Tween gewaschen, der sekundire Antikorper in I-Puffer zugesetzt und
fiir 1 h bei RT schiittelnd inkubiert. Danach wurde das Papier abermals fiir dreimal 15 min mit
PBS-Tween gewaschen. Die Reagenzien A und B wurden in gleichen Mengen vermischt, auf
das NC-Papier gegeben und fiir 1 min inkubiert. In der Dunkelkammer wurde ein
lichtempfindlicher Film auf das durch Transparentfolie geschiitzte NC-Papier gelegt
exponiert. Der Film wurde 2-3 min in die Entwicklerlosung gelegt, fiir 30 sec in Wasser
gespiilt, 10 min in der Fixierlosung belassen, abermals 10 min in Wasser gespiilt und
getrocknet.

2.3.3.6 Bindung von Calcium-45 an Nitrocellulose-gebundene Proteine

Losungen: Elutionspuffer (E-Puffer): 0.1 M glycine, 0.15 M NaCl pH 2.7; Waschpuffer (W-
Puffer): 50 mM Tris, 0.15 M NaCl pH 7.5; Calciumpuffer (C-Puffer): 5 mM CaCl,, 50 mM
Tris, 0.15 M NaCl pH 7.5.

Gereinigte Nrxn LNS-IgG Fusionsproteine wurden von Protein A-beads mit E-Puffer eluiert

und die Uberstinde nach Zentrifugation (10 min mit 12000 g bei 4°C) wurden 1 M Tris/HCI
auf pH 7.5 eingestellt und auf NC-Papier mit Hilfe des Dot Blot 96 Systems (Whatman/
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Biometra) aufgetragen (western dot blof). Jede Probe wurde mit Ca*'-freiem W-Puffer
gewaschen und nachfolgend mit 30 pCi Calcium-45 Chlorid (Perkin Elmer) fiir 30 min
inkubiert. Das NC-Papier wurde mit nicht-aktivem C-Puffer gewaschen und die erfolgte
Calcium-45 Bindung wurde mit einem Phospho-Imager (Fuiji FLA-3000) detektiert.

2.3.4 Bioinformatische Methoden

Fir die  Strukturmodellierung von  Gesamtldngenproteinen  wurde  deren
Aminosduresequenz vorab in Doménen und kleinere Fragmente unterteilt. Die UniProtKB
Datenbank (Kap. 2.3.4.1) lieferte erste Hinweise fiir eine Einteilung. Mittels BLAST und
HCA Analysen konnten die Angaben validiert und erweitert werden. Wurden fiir
Fragmente sequenzihnliche Strukturen in der Proteindatenbank (PDB) gefunden, so konnte
eine Homologiemodellierung durchgefiihrt werden (Kap. 2.3.4.2). Andernfalls wurden die
Methoden blast?model und threading angewandt und kurze 20-50 Reste lange
Strukturmodelle erhalten (Kap. 2.3.4.5, 2.3.4.8). Diese Strukturfragmente und Doménen
wurden unter Berticksichtigung experimenteller Daten zusammengefiigt. Fehlten jegliche
Strukturinformationen, so wurden die Fragmente so angeordnet, dass (i) eine hochst
kompakte und (ii) eine am weitesten gestreckte Struktur erhalten wurde. Beim
Zusammenbau der Gesamtstruktur wurden docking-Verfahren eingesetzt (Kap. 2.3.4.1,
2.3.4.5), um Losungen fiir die Anordung von Doménen in Multidomédnproteinen zu
erhalten oder experimentell indizierte Komplexmodelle an der Kontaktstelle zu optimieren.
Jede Modellierung wurde mit einer Qualititsanalyse der Strukturmodelle abgeschlossen
(Kap. 2.3.4.12).

Auf die erhaltenen Modelle wurden experimentelle und theoretische Befunde kartiert, die eine
Validation der Daten erlaubten. Hiernach konnten neue Ansitze fiir Experimente abgleitet
oder eine Verfeinerung der Strukturmodelle erfolgen.
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DeepView, SwissMode/ DeepView, Rosetta, blast?2model, O,
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Abb. 2-1. Alilgemeines Ablaufdiagramm zur Modellierung von Gesamtstrukturen. Beschreibung
siehe Text (Kap. 2.3.4). Fur die jeweiligen Methodenabschnitte (Kapitel-Indizes) sind die benutzten

Internetdienste und Programme gelistet.

/
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2.3.4.1 Benutzte Internet-Dienste und Progamme
Service Methode Kap. URL
3D Garden Komplexbildung, 2.3.4.10 http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/
Konformationsraumanalyse 3dgarden/index.cqi
Anolea Kontaktflachenfindung, 2.3.4.11 http://swissmodel.expasy.org/
Qualitatsanalyse anolea/
Dali Vergleich von Kernstruk 2.3.4.4 http://
turen ekhidna.biocenter.helsinki.fi/
dali_server/
DrawHCA Hydrophobe Klusteranalyse, 2.3.4.7 http://smi.snv.jussieu.fr/hca/hca-
Domanfindung form.html
elNemo Konformationsanalyse 2.3.4.11 http://www.igs.cnrs-mrs.fr/
elnemo/start.html
FoldX Freie Energie AG 2.3.4.14 http://foldx.crg.es/
Berechnung. Alanin-Scan.
HCA Domanfindung 2347 http://bioserv.rpbs.jussieu.fr/
RPBS/cgi-bin/Ressource.cgi
MetaPP Datensammlung 2345 http://www.predictprotein.org
PDBSum Kontaktstellenanalyse 2.3.4.14 http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/
PsiPred Sekundarstruktur http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
Rosetta ab inito Modellierung 23.4.5 http://www.bioinfo.rpi.edu/
~bystrc/hmmestr/server.php
SwissModel Schleifenbildung 2.3.4.10 http://swissmodel.expasy.org/
UniProtKB Primarsequenz 234 http://beta.uniprot.org/
ZDock Komplexbildung, 2.3.4.10 http://zdock.bu.edu/
Konformationsraumanalyse
Software Methode Kap. URL
APBS Oberflachenbildung 2.3.4.10-11 http://apbs.sourceforge.net/
BioEdit Sequenzalignierungen 234 http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/
blast2model Gesamtproteinmodellierung 2.3.4.8 http://dunbrack.fccc.edu/
CNS (ersetzt X-Plor) Positionsverfeinerung, 2.3.4.2-3  http://cns-online.org;
Energieminimierung, Ca- http://xplor.csb.yale.edu
Ca-Abstandsdiagramm
DeepView (SwissPDB  Strukturmodellierung 2.3.4.2-14 http://spdbv.vital-it.ch/
Viewer)
FoldX Freie Energie AG 2.3.4.14 http://foldx.crg.es/
Berechnung. Alanin-Scan.
Imaged Darstellung von Ca-Ca- 2343 http://rsbweb.nih.gov/ij/
Abstandsdiagrammen
MGL Tools Oberflachenbildung, docking 2.3.4.10, http://mgltools.scripps.edu/
23413
0] Schleifenbildung 2.3.4.10 http://xray.bmc.uu.se/usf/
http://xray.bmc.uu.se/~alwyn/
Octopus Hydrophobe Klusteranalyse, 2.3.4.7 http://www.korilog.com/
Domaéanfindung
PP_Site Kontaktstellenanalyse 2.3.4.10-11 http://mdl.ipc.pku.edu.cn/
Procheck Qualitatsanalyse 2.3.4.12 http://www.biochem.ucl.ac.uk/
~roman/procheck/procheck.html
PyMol Visualisierung, Animationen 2.3.4.2-14 http://www.pymol.org
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2.3.4.2 Modellierung von strukturhomologen Proteinsequenzen

Gesamtlingen Proteine oder Domédnen mit einer Sequenzidentitit von mehr als 20% zu
Strukturen in der PDB wurden mit dem Programm SwissPDB Viewer und SwissModell
(Guex und Peitsch, 1997) modelliert. Wenn nétig wurden die Schleifenregionen mit Hilfe
der integrierten LoopDB Datenbank manuell angepasst. Alle nicht zur Referenzstruktur
homologen Reste wurden mit dem SwissPDB Viewer oder Xplor (Brunger, 1988)
positionsverfeinert und energieminimiert, wiahrend die Koordinaten der homologen Reste
nicht verdndert wurden (constrained coordinates). Fiir die Erstellung eines Datensatzes
eines Proteins in verschieden Konformationen (wie CaM) wurde das blast2model
Verfahren (2.3.4.8) angewandt. Mit der homologen Proteinsequenz wurde ein BLAST
gegen die PDB durchgefiihrt und {iber blast2model die verschieden konformierten
Referenzstrukturen mit der neuen Sequenz versehen.

2.3.4.3 Bestimmung von Kernstrukturen und Subdoménen von Proteindoménen.

Fir den strukturellen Vergleich mehrerer Proteine wurden ein oder mehrere
Topologiemotive gesucht, welche in diesen Proteinen nahzu identisch gefaltet sind
(RM.S.D. < 1.5A). Diese Kernstrukturen (core structures) konnten aus einer oder
mehreren Peptidketten aufgebaut sein. Die Kernstrukturen wurden mit Hilfe eines
Differenzabstandsdiagramms und aus der Berechnung der Differenzdihederwinkel
bestimmt. Beide Methoden sind abhingig von der direkten Zuordnung von Ca Positionen
in zweil unterschiedlichen Proteinen, aber unabhidngig von der Aminosduresequenz
(sequence alignment) oder der Faltung (structural alignment). Fir das
Differenzabstandsdiagramm wurden vorerst die internen Absténde aller Co. Atome fiir jede
einzelne der zu vergleichenden Proteinstrukturen A und B errechnet und nachfolgend die
Differenz der Internen Abstinde AD zwischen zwei Proteinstrukturen gebildet: AD =|
(CaAn-CaAm) - (CaBn-CaBm)|. Die Betrdge der Differenzdihederwinkel APSI und APHI
zwischen zwei Strukturen wurden wie folgt errechnet: APSI = [PSI(A) - PSI(B)|; APHI = |
PHI(A) - PHI(B)|. Die erhaltene Differenzabstandsmatrix M(AD) wurde mit dem
Programm Image] fiir die Grenzbereiche von 0 A bis 8 A im Regenbogenfarbmuster von
blau nach rot dargestellt, wihrend die Differenzdihederwinkel als Funktion der Ca
Position fiir den Bereich von 0 bis 180 Grad dargestellt wurden. Fiir diese
Berechnungsmethode war es erforderlich, da3 die zu vergleichenden Proteine die gleiche
Sequenzlinge aufwiesen. Zum Vergleich verschieden groBer Proteine (z. B. Recoverin und
Vilip-1 oder AchE und Neuroligin) wurde durch eine vorab durchgefiihrte Strukturelle
Alignierung eine fiir beide Proteine gemeinsame Sequenzldnge und Aminosdurezuordnung
ermittelt. Etwaige Sequenzinsertionen oder -deletionen in beiden Proteinen wurden
entfernt. Mit Hilfe des Differenzabstandsdiagramms und der Differenzdihederwinkel
konnte die getroffene Strukturelle Alignierung iiberpriift und gegebenenfalls korrigiert
werden. Die Kernstruktureinheiten (cores) entsprachen in der Regel einer konservierten
hydrophoben Proteinfaltungseinheit (hydrophobic folding unit, HFU). Die Sequenzgrenzen
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einer Domédne wurden nahe der Kernstruktureinheit gewidhlt und fiir jedes Protein
individuell definiert. Die angewandten Kriterien und genauen Doménengrenzen werden bei
den jeweiligen Klonierungsmethoden beschrieben.

2.3.4.4 Klassifikation der Kernstrukturen durch den Vergleich mit bekannten Strukturen

Mit Hilfe der Kernstrukturen konnten strukturelle Beziehungen zu anderen bekannten
Proteinstrukturfamilien hergestellt werden. Hierzu wird eine PDB Datei der Kernstruktur
an den DALI Server (Holm und Sander, 1996) gesandt, der mit diesem Fragment eine
paarweise Superposition mit allen Strukturen in der PDB durchfiihrte.

2.3.4.5 Modellierung von nicht strukturhomologen Proteinsequenzen

Fiir Proteinsequenzen, die keine Homologie zu bekannten Domédnen aufwiesen, wurden
iiber den MetaPP Server (Kap. 2.3.4.1) umfangreiche Informationen gesammelt und eine
hydrophobe Cluster Analyse (HCA, Kap. 2.3.4.7) durchgefiihrt, um Sequenzabschnitte in
potentielle Doménen einzuteilen. Nachfolgend wurden auf die Sequenzabschnitte
threading-Verfahren (GDT, threader, Kap. 2.3.4.1) angewandt, um ihnen geeignete
Faltungseinheiten aus bekannten Proteinstrukturen zuzuordnen. Sequenzbereiche, fiir die
sich keine Losung in threading-Verfahren finden lies, wurden entsprechend der erhaltenen
Alignierungen nach einer BLAST-Suche (Kap. 2.3.4.1) gegen Sequenzen der
Proteindatenbank (PDB) modelliert (Blast2model, Kap. 2.3.4.8).

2.3.4.6 Bestimmung und Modellierung der Sekundérstruktur

Die Vorhersage der Sekundérstruktur erfolgte {iber dem Internetdienst PSIPRED (Kap.
2.3.4.1), fiir den eine Richtigkeit von iiber 70% angeben wurde (Jones, 1999). Bei der ab
inito Modellierung wurden die von dort erhaltenen Sekundéarstrukturinformation in 3D mit
dem Programm SwissPDb Viewer modelliert. Anhand der Muster von hydrophoben Resten
auf den Sekundirstrukturelementen konnten erste Hinweise auf Bindungsstellen gewonnen
werden.

2.3.4.7 Hydrophobe Cluster Analyse (HCA)

In 16slichen Proteinen bilden hydrophobe Reste Cluster aus, die sich innerhalb des Proteins
befinden und die Sekundérstrukturelemente miteinander verkniipfen. Gleichzeitig sind
lange  hydrophobe  Seitenketten = maBigeblich  fir die  Ausbildung  von
Sekundarstrukturelementen verantwortlich. Demgemal liefert die Analyse der Verteilung
von hydrophoben Resten auf Sekundirstrukturelementen erste Hinweise auf die
Doménengrenzen von Multidoménproteinen oder von hydrophoben Bindungsstellen von
EF Hand Proteinen. Fiir die Analyse wurde das Program Octopus (Durand und Mornon,
1998) oder der Internetdienst DrawHCA (Kap. 2.3.4.1, Gaboriaud et al., 1987) genutzt.
Das Programm Octopus erlaubte eine HCA Analyse von BLAST Ergebnissen. Hierbei
wurden  konservierte  Verteilungsmuster  innerhalb  einer  Proteinfamilie  als
Doménenabschnitte deklariert. Fiir Bindungsstudien mit Peptidfragmenten wurden diese so
gewaihlt, dass die konservierten hydrophoben cluster im Fragment erhalten blieben.
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2.3.4.8 Automatische Proteinmodellierung nach einem Sequenzvergleich

Das Blast2model-Verfahren (Sauder, 1999) erlaubte die automatische Modellierung einer
beliebigen Proteinsequenz anhand der Alignierung nach einem BLAST gegen Sequenzen
aus der Proteindatenbank (PDB, (Berman et al., 2000)). Der BLAST wurde manuell am
NCBI-Server (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) vorgenommen und die erhaltene HTML
Seite als Textdatei gesichert. Das Perl-Script blast2model.pl las diese Datei ein, holte
entsprechend den BLAST-Alignierungen die PDB Dateien von der PDB (http:/
www.pdb.org), reduzierte diese auf die zur Alignierung passenden Coa-Atome und
benannte die Namen der Reste entsprechend der gesuchten Sequenz um. Die Atome von
Resten, die in Modell und Referenzstruktur identisch waren, blieben in den erzeugten PDB
Dateien erhalten. Das Perl-Script wurde hier angepasst, so dass von diesen fragmentierten
PDB Dateien mit Hilfe von Rasmol (http://www.rasmol.org/) automatisch mehrere Bilder
aus 90° verschiedenen Blickwinkeln generiert wurden und diese nachfolgend zu einem
Quicktime-Film zusammengefasst werden konnten. Der Film erlaubte die schnelle Findung
geeigneter Faltungsfragmente, die in nachfolgenden Modellbau-Verfahren zu einer
Domine zusammengefasst wurden. Mit Hilfe von blast2model liessen sich weiterhin
automatisch die sequenzhomologen Strukturfragmente einer ganzen Proteinfamilie
modellieren.

2.3.4.9 Modellbau von Proteinen mit vollstindiger Proteinsequenz

Die Proteindatenbank enthdlt hauptsdchlich die Strukturen von Doménen und
Dominenkomplexen und nur wenige Strukturen von Gesamtldngen Proteinen. Oft sind
aufgrund fehlender Elektronendichte die Koordinaten von variable konformierten
Schleifenregionen wie die N- und C-Termini oder z.B. die HOOK-Region von PSD-95
nicht vorhanden. Da diese Regionen aber auch wichtige Bindungstellen enthalten konnen,
mussten sie modelliert werden. Als Validitdtskriterium diente im Wesentlichen nur das
Ramachandrandriagramm, welches dafiir sorgte, dass die gewdhlten Koordinaten in
erlaubten Psi und Phi Regionen lagen. Waren die zu modellierenden Abschnitte ldnger als
10 Aminosduren, so wurde vorerst die Sekundirstrukturfaltung via PSIPRED und
nachfolgend die Vorhersage der Tertidrfaltung via threading Verfahren (GDT, Threader)
und dem Rosetta-Server gepriift. Fiir laingere nicht-homologe Sequenzen (>100 As.) wurde
vorerst das blast2model Protokoll angewandt und eine HCA-Analyse durchgefiihrt, um die
Sequenz in Abschnitte von ca. 100 As. aufzuteilen und dieses getrennt zu modellieren.

2.3.4.10 Modellbau von Schleifenregionen

Den iiber blast2model oder iiber Homologie-Modellierung erhaltenen Domaénstrukturen
fehlten in der Regel die nicht-konservierten Schleifenregionen, die zum Teil auch schon in
den Referenzkristallstrukturen wegen ihrer Flexibilitit nicht vorhanden waren.
Automatische Schleifenbildungsverfahren wie tiber ROSETTA (http://www.rosetta.org),
SwissModel (Guex und Peitsch, 1997) oder dem Programm MODELLER (Pieper et al.,
2006) schlugen oft fehl. In der Regel konnte ein geeignetes Schleifenmodell in der
Datenbank LoopDB des SwissPDB Viewers (Guex und Peitsch) gefunden werden. Fiir
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schwierigere Modellierungen wurde die loop fit Routine des Programms O (Jones, 1998)
genutzt. Diese erlaubte die Schleifenbildung durch manuelles Plazieren von Co. Atomen im
Raum und nachfolgender programmgestiitzter Vervollstindigung der Haupt- und
Seitenketten.

2.3.4.11 Konformationsraummodellierung

Das Konformationsraummodell wird aus allen in der PDB bekannten Konformationen
einer Proteinfamilie gebildet. Hierzu wurden vorab die Subdominen innerhalb der
Proteinstrukturen bestimmt und alle Gesamtstrukturen der Familie auf eine gemeinsame
zentrale Subdomidne mit dem SwissPDB Viewer superpositioniert, so dass alle Strukturen
gemeinsame Koordinaten bekamen. Jede Subdomine wurde unter Erhalt seiner neuen
Koordinaten als PDB Datei gesichert. Die Subdoménen wurden unter Anwendung aller
Permutationen zur einer vollstdndingen Proteinstruktur neu kombiniert. Eine Protein mit 3
Subdomaénen fiir das 2 Kristallstrukturen geldst wurden, in welchen die Subdoménen 1 und
3 unterschiedliche Positionen hatten (jeweils 0 wund 1), ergab ein
Konformationsraummodell mit insgesamt 4 Modellstrukturen (000, 100, 101, 001). Zum
Vergleich lieferte ein normalmode Verfahren (Suhre und Sanejouand, 2004) nur die
Anfangs- und Endstruktur (000 und 101), da bei der Interpolationroutine (000->101) die
Subdomédnen 1 und 3 immer gleichzeitig auf die Zielposition bewegt werden. Das
normalmode  Verfahren wurde deshalb erst nach der Bestimmung des
Konformationsraummodells und auf jedes mogliche Strukturpaar angewandt (000->001,
000->100, 000->101, 100->101, 001->101). Das lieferte bei dem obigen Beispiel
insgesamt 5 verschiedene Konformationsdnderungen, die das volle Spektrum des
Konformationsraums dieses Proteins darstellten.

2.3.4.12 Animationen von Konformationsinderungen

Fiir Animationen wurden Intermediérstrukturen seriell so angeordnet, dass vom Anfangs-
bis zum Endzustand die geringste Anzahl an Intermedidrstrukturen bendtigt wurde und sich
die Subdoménen in ihrer Bewegungsrichtung nicht sterisch behinderten. Durch das normal
mode Verfahren eINémo (Suhre und Sanejouand, 2004) konnten weitere
Intermedidrstrukturen generiert werden, die die nachfolgenden Bewegungsabldufe
harmonischer aussehen lieen. Die erhaltenen PDB Dateien wurden in PyMol (DeLano,
2002) geladen und die Konformationsédnderungen animiert. Zum Teil war es hilfreich, die
Bewegung der Subdoménen in unterschiedlichen Frequenzen ablaufen zu lassen, um die
Unabhéngigkeit der Bewegungen kenntlich zu machen.

2.3.4.13 Qualititsanalyse von Modellstrukturen

Die modellierten Gesamtstrukturen konnten mit Hilfe des SwissPDBViewer auf etwaige
sterisch nicht erlaubte Kontakte (clashes) gepriift und ggf. korrigiert werden. Zur
Verfeinerung wurden iiber den Anolea Dienst energetisch ungiinstig plazierte Seitenketten
identifziert und manuell im SwissPDBMewer korrigiert, Abschliessend wurde mit
Procheck die geometrischen Eigenschaften der Struktur dokumentiert und mit
CompProcheck das Modell mit seiner Referenzstruktur verglichen.
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2.3.4.14 Alaninmutationen  zur  Identifizierung von  essentiellen  chemischen
Oberfldcheneigenschaften auf Proteinstrukturen

Fiir die des Einflussen von Seitenketten auf die Protein- oder Proteinkomplexstabilitit
wurden Oberflachenreste einer Struktur der PDB oder einer Modellstruktur zu einzeln zu
Alanin mutiert und die Anderung der freien Bindungsenergie (AAG) gegeniiber des AG-
Werts der unveridnderten Struktur (Wildtyp) mit dem Programm FoldX berechnet (4lanin-
Scan). Zusitzlich wurden auch die Anderungen in den Bindungsenergien fiir experimentell
charakterisierte Einzel- oder Mehrfachmutationen zur Analyse berechnet.

Die Berechnung basiert auf einer empirisch ermittelten Kraftfeld Bibliothek, die die
Wechselwirkungskrifte zwischen Atomen in Proteinen enthilt. Hieraus lassen sich die
spezifischen Freien-Enthalpieterme nach folgender Formel errechnen:

AG =a AGyiw + b AGsoivh + ¢ AGsoivp + d " AGwb + € * AGhbond + £ AGel + g’ AGyon + h-

TASmc +k- TASsc +1- AGclash (SChykaWltZ et al., 2005)

Positive AG Werte weisen auf eine nicht korrekt gefaltete Modellstruktur hin und positive
AAG Werte auf denaturierend wirkende oder eine Komplexbildung verhindernde
Mutationen hin.

Fiir die Berechnung der Stabilitdt von Proteinkomplexen wurde ein Protein als Rezeptor
und das andere meist kleinere Protein als Ligand getrennt als PDB Datei gesichert werden,
wobei die Reste von Rezeptor und Ligand fortlaufend durchnummeriert sein mussten und
keine Kettenbezeichungen beriicksichtigt wurden. In einer weiteren Datei wurden die
gewlinschten Mutationen mit der neuen Nummerierung (zB. E231A, E231R ) eingetragen.
Fiir die Berechnung konnten auch mehrere Mutationen gleichzeitig beriicksichtigt werden.
Sollten beide Proteine gleichzeitig mutiert werden, so wurden die gewiinschten Mutationen
am Rezeptor vorerst modelliert und die so verdnderte PDB Datei verwendet. Fiir die
Anderung der Nummerierung wurde der SwissPDBViewer eingesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Modellanalysen von EF Hand Proteinen zur Vorhersage von Konformationsinderungen
und neuen Bindungspartnern

Das EF Hand Motiv ist die fiinfthdufigste Peptidsequenz im Proteom (Carafoli et al., 2001).
Die geringe Sequenzidentitit (< 20%) und die groBe Anpassungsfdhigkeit sowohl in der
Konformation des Gesamtproteins wie auch die der einzelnen Bindungstaschen, erschwert die
Klassifikation von neuen Familienmitgliedern als Calcium-abhéngige Sensoren, Regulatoren
oder Puffer (Ikura und Ames, 2005). Im Folgenden werden in Fallbeispielen die
Methodenprotokolle vorgestellt, die eine Charakterisierung von neuen EF Hand Proteinen
erlaubten und die Basis fiir die Analyse des Komplexes aus Neurexin und dem EF Hand
Protein Neuroligin bildeten.

3.1.1 Konformationsraummodell

EF Hand Proteine zeichnen sich durch eine hohe Konformationsvielfalt aus, die einen
direkten Vergleich zweier Proteinstrukturen erschweren. So werden NCS Proteine, aufgrund
der Konformationsédnderungen wihrend des Myristoyl-Switches von Recoverin (Ames et al.,
1997), in eine kleine und eine grole Doméne eingeteilt, wohingegen CaM aus zwei gleich
groflen Dominen besteht (Yap et al., 1999; Gsponer et al., 2008). Zur Analyse, ob es fiir die
Klassifikation von EF Hand Proteinen auch andere gemeinsame Kriterien gibe als die Winkel
der Helices im Calcium-bindenden Helix-Schleife-Helix Motiv (Yap et al., 2002), wurde

Abb  3-1. Kernstrukturen von EF Hand\
Proteinen. (A) Klassische Darstellung einer
doppelten EF Hand (EF1 und EF2) in einer halben
Hanteldomane (dumb bell) im Komplex mit einem
helikalen Bindungspartner (rot). (B) Die Kernregion
(core) stellt den rigiden Anteil von Bindungsstellen
——— in EF Hand Proteinen dar. Die Region, die in CaM
Peptid oder Myr ein Peptid (rot) bindet, verankert in NCS Proteinen
D eine Myristoylgruppe (grau). Die core-Region
erstreckt sich von der ersten Calciumbindungsstelle
bis zur zweiten, respektive von der dritten zur
vierten, und enthalt anteilig Fragmente von beiden
EF Handen der jeweiligen Hantelhalfte. Die
Calciumbindungstellen sind nicht Teil der core-
Region. (C-F) Jedes EF Hand Protein besitzt eine N-
terminale Subdomane (C, NSd), zwei core-Regionen
(D, coret1, core2), eine flexible meist helikale
Linkerregion (E, fhl) und eine C-terminale
Subdoméne (F, CSd) in der Abfolge NSd-(Ca2+)D
F . core1-(Ca?*)-fhl-(Ca®*)-core2-(Ca®*)-CSd. Die
Calcium-bindenden Schleifen stellen die Schaniere
zwischen den Subdoménen dar, die durch die
W . . Bindung von Calcium in ihrer aktuellen Position
%Q’S arretiert werden. Gezeigt werden die
Superpositionen der Strukturen von CaM (PDB:
1cdm, griin) und Recoverin (1iku, 1jsa).

Flexible Linker C-terminale Subdoméne

- /
63




Ergebnisse

innerhalb der EF Hand Proteinfamilie nach Subdoménen gesucht, welche (i) gleiche
Positionen der N- und C-Termini und mit Ausnahme von Schleifenregionen (loops) (i)
unverdnderte interne Ca-Co Abstidnde und Dihederwinkel aufweisen. Im Ergebnis wird die
iibliche Beschreibung der Struktur einer doppelten EF Hand als "Gewichts-Kugel" einer
Hantel dem Protein nicht gerecht, da sich nur ein Teil dieser Einheit (Abb. 3-1A) wie ein
Festkorper (rigid body) verhilt (Abb. 3-1B). Interessanterweise zeigt sich hierbei, dass die
Peptid- und Myristoylbindungsstelle in CaM und NCS Proteinen kongruent sind. Die Struktur
von CaM und dessen Familienmitgliedern ist nicht in zwei, sondern in 5 Subdoménen
untergliedert, die sich jeweils wie ein rigid body darstellen (Abb. 3-1E-F) und in einigen
Proteinen unabhéngig voneinander frei bewegen konnen. Zwei groflere Subdoménen sind
gleich und werden als Kernregionen corel und core? bezeichnet (Abb. 3-1D). Jede der 5
Subdoménen wird von calciumbindenden Schleifen getrennt, die sich wie Scharniere (hinges)
verhalten. Zusitzlich gibt es den bekannten flexiblen helikalen Linker (Abb. 3-1E), welcher
wie in CaM vollkommen gestreckt (pdb: 1cll), zweifach geknickt (lcdm) oder wie in
Recoverin (1jsa) nahezu entfaltet sein kann (siche unten). Diese Einteilung gilt nach obiger
Analyse fiir alle 40 untersuchten EF Hand Proteine.

Die erhaltenen Subdomidnen wurden unter Bildung aller Permutationen zu
Gesamtproteinen zusammengesetzt. Der so erstellte Datensatz von bekannten und artifiziell
hybridisierten Konfomeren bildete das Konformationsraummodell. Eine neue Proteinsequenz
konnte auf jede dieser Strukturen modelliert und die Sequenzunterschiede in den einzelnen
Subdominen direkt mit denen zu regulatorischen, sensorischen oder nur pufferenden EF Hand
Proteinen verglichen werden. Fiir eine Konformationsanalyse wurden die Konformere auf
einer der zentral gelegenen core-Strukturen superpositioniert und die Bewegungsédnderungen
der anderen Subdominen durch eine Animation analysiert. Dieses Verfahren wurde erstmals
bei der Strukturanalyse des Neuronalen Sensorproteins VILIP-1 angewandt.

3.1.2 Das Neuronale Sensorprotein VILIP-1 durchlduft beim Calcium-abhéngigen
Myristoylswitch einen Ubergangszustand

Vilip-1 ist ein NCS Protein, von dem angenommen wurde, dass es einen Myristoyl-Switch
wie Recoverin durchfiihren konnte (Braunewell et al.,, 1997). Anhand des
Konformationsraumodells ~ wurde  untersucht, ob  Vilip-1 die  erforderlichen
Konformationséinderungen durchfiihren konnte. Einige Ergebnisse dieser Untersuchung
wurden bereits publiziert (Braunewell et al., 2000). Zur Vilip Familie gehdren Visinin, Vilip 1
bis 3, Hippocalcin, und die Neurocalcine. Fiir die Vilip Familie wurde ein auf die bereits
bekannten Strukturen von Recoverin und Neurocalcin d basierendes strukturelles Alignment
erstellt. Die VILIP Familie teilt sich 70-95%, die gesamte NCS Familie 30-60% identische
Aminosduren. Aufgrund dieser hohen Identititswerte konnte unter Verwendung der
Referenzstrukturen von calcium-freien und calcium-gebundenen Recoverin (PDB Eintrige:
1jsa, liku), sowie calcium-gebundenem Neurocalcin d (1bjf) ein mechanistischer Ablauf des
Myristoyl-Switch fiir VILIP-1 modelliert werden (Abb. 3-2). Die Analysen zeigen, dass NCS
Proteine drei Subdoménen besitzen, welche ihre Positionen Calcium-abhingig wie Festkorper
andern konnen (rigid-body motion). Die corel-Subdoméne (Aminosduren, As. 41-90, Abb. 3]
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Abb 3-2. Die calciumabhingige serielle Konformationsidnderung von VILIP-1 durchlauft
einen Ubergangszustand. Die Struktur von VILIP-1 unterteilt sich in 3 rigide Subdomanen:
NSd. (gelb), core1 (griin) und einer ridigen Einheit aus der core2 und der CSd (core2C, beide
cyan). Letztere ist durch eine flexible Helix (rot) mit core? verbunden. Mit Abnahme der
Okkupanz von Calcium an den EF Handen, nimmt die Flexibilitat dieser Helix zu (A-E). Die
reversible Konformationsanderung von der calciumgebundenen (E) zur calciumfreien Form (J)
kann seriell nur erfolgen, wenn die NSd zuerst den Platz fiir core2C frei gibt (F-I und vig. D mit
J). Infolgedessen gibt es einen Ubergangszustand (H), nachdem die NSd sich bewegt hat und
durch die Myristoylgruppe fixiert wird. Die nachfolgende Bewegung der core2C (I-J) wird durch
einen Enthalpiegewinn bei der Ausbildung einer perfekten Helix (rot) unterstiitzt. Die Vilip-1
Konformere sind Modellstrukturen auf der Basis einer Rekombination der Kernstrukturen von
Neurocalcin § (A-C, PDB: 1bjf) und Recoverin (B-J, 1jsa und 1iku).

2, griin) der modellierten calcium-freien und calcium-gebundenen Vilip-1 Strukturen wurden
iiberlagert und die Positionséinderungen der angrenzenden NSd (As. 1-40, Abb. 3-2, gelb) und
der gekoppelten Einheit aus core2 und CSd (As. 115-188, Abb. 3-2, cyan) als Bewegungen in
Relation zur corel-Subdoméne interpretiert. Die corel und die core2/Sd Einheit sind durch
einen relativ starren, aber dennoch teilweise entfalteten helikalen Linker verkniipft (As. 9101
114, Abb. 3-2, rot). In der Calcium-gebundenen Struktur ist die Myristoyl-gruppe frei
zugdnglich und konnte in einer Membran verankert werden. Mit abnehmender Besetzung
(Okkupanz) von Calcium nimmt die Flexibilitdt in der Hauptkette zu (Abb. 3-2A-D). Diese
Anderungen wurden als interne Konformationsinderungen interpretiert, die die Sensitivitit
der NCS Struktur erhohen. Der Konformationsiibergang von der Calcium-gebundenen (Abb.
3-2E) zur Calcium-freien Struktur (Abb. 3-2J) kann mechanistisch in nur einer definierten
Reihenfolge geschehen, da sterische Barrieren {iberwunden werden miissen. So kann die
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Myristoylgruppe erst binden, wenn sich die N-terminale Subdomédne im Vorfeld in einer
Gleitbewegung (shere motion) iber Helix E (corel, griin) vorbei geschoben hat (Abb. 3-2F-I).
Diese Bewegung ist sterisch nicht moglich, wenn die Myristoylgruppe zuvor an die N-
terminal Domédne gebunden hat. Sie ist auch nicht mdglich, wenn die EF Hénde 2 und 3
Calcium-gesattigt sind, da nur die Calcium-freien Referenzstrukturen eine fiir die
Gleitbewegung benotigte teilweise entfaltete Helix E zeigen. Erst durch die Reorientierung
der NSd zur corel-Subdomine wird die tiefe hydrophobe Myristoyl-Bindungstasche erzeugt,
die anteilig von beiden Subdominen ausgebildet wird. Die Bindung der Myristoylgruppe
arretiert die Konformation. Nach der Gleitbewegung wird der vorher vom N-Terminus belegte
Platz frei und kann von der gekoppelten core2/CSd Einheit besetzt werden. Die letzte
Konfomationsidnderung ist nur moglich, wenn die EF Hand Schleife 3 Calcium-frei ist. Die
Calciumbindungen an EF Hénde 1 und 4 spielen bei diesem Mechanismus keine Rolle. In den
meisten NCS Proteinen ist EF Hand 1 mutiert und kann kein Calcium binden (Burgoyne,
2007). Die Calciumbindung an EF Hand 4 bewirkt nur geringe lokale Anderungen und deren
Faltung ist zu der von CaM identisch.

Dieser sequenzielle Ablauf des Myristoyl-Switch ist nach diesem Modell reversibel. Bei
niedriger Calciumkonzentration stehen die Konformationszustinde 6 bis 10 im
Gleichgewicht. In Membranndhe erlaubt der Zustand 6 die Verankerung mit der Membran,
wihrend die lipophile Myristoylgruppe durch den Endzustand 10 versteckt wird. Werden die
EF Hénde 2 und 3 mit Calcium gesittigt, so arretieren sie den Zustand 6. Die Existenz des
Ubergangszustands 9 wurde zwei Jahre spiter durch die NMR Struktur einer
Recoverinmutante bestétigt (Ames et al., 2002). Eine Punktmutation an der EF Hand 2 hat zu
einer Myristoyl- und Calcium-gebundenen intermedidren Struktur wie in Abb. 3-21 gefiihrt.
Fir die Gleitbewegung der NSd wund die Ausbildung der vollstindigen
Myristoylbindungsstelle ist die freie Beweglichkeit von EF Hand 2 erforderlich, wéhrend EF
Hand 3 die Bewegung der core2/CSd Einheit reguliert. Da die mutante Recoverinstruktur
unter Calciumbedingungen gelost wurde, war die EF Hand 3 Calcium-gebunden und die
gezeigte Konformationsdnderung (Abb. 3-21-J) blockiert.

Das Konformationsraummodell erlaubt eine neue Betrachtungsweise fiir das scheinbar
paradoxe Verhalten von Vilips und GCAPs. Hiernach durchlaufen Vilip, Recoverin und
Neurocalcine alle Zustdnde (Abb. 3-21-J), wihrend GCAP nur in den Zustdnden ensprechend
A bis G (Abb. 3-2) vorkommt. Kristallstrukturen von GCAP hatten Zustdnde wie in E (pdb:
2ggz) und F (pdb: 2r2i), wobei die Gleitbewegung der NSd (F nach G) im Ansatz erkennbar
war und beide Strukturen noch Calcium an den EF Hianden 3 und 4 gebunden hatten. Dass die
Myristoylgruppe von GCAPs auch in calciumfreier Losung noch frei zugénglich ist und auch
das Lockern der "Scharniere" durch Mutationen an den EF Hiinden keine Anderung brachte
(Hwang und Koch, 2002), spricht fiir eine sterische Blockade der Bewegung der NSd, die den
Raum fiir die core2/CSd Einheit nicht frei machen kann.

Fiir die Betrachtung aller EF Hand Proteine miissen den gezeigten Intermedidrstrukturen
noch weitere hinzugefiigt werden, wie z.B. die mit gestrecktem und geknicktem flexiblen
Linker (Abb. 3-1E) und eine bei der die Myristoylgruppe an die NSd angedockt hat. Die
Untersuchungen lassen vermuten, dass Selektion und Wirkungsweise von EF Hand Proteinen
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auf Zielproteine mehr eine Folge eines spezifisch besetzten Konformationsraums darstellen
und eine alleinige Betrachtung von Sequenzunterschieden in den EF Hinden fiir
Erklarungsversuche nicht ausreichen. Hierfiir spricht auch, dass sich NCS Proteine anhand der
Offnungswinkel ihrer EF Hand Scharniere klassifizieren lassen (Yap et al., 2002).

Die folgenden EF Hand Proteine konnen in drei Konformationsraumgruppen eingeteilt
werden: (1) CaM und Caldendrin, (ii)) GCAPs und (ii1)) Recoverine, Vilips, Neurocalcine.
Diese Einteilung korreliert mit den von diesen Proteinen gebildeten drei Klustern auf einer
Protein-Protein-Interaktionskarte (Haynes et al., 2006). Nur Proteine innerhalb einer Gruppe
besallen viele gemeinsame Bindungspartner. Interessanterweise, enthielt der jeweilige Kluster
sowohl calciumabhéingige wie calciumunabhidngige Interaktionen, so dass die
Calciumabhéngigkeit kein Kriterium fiir die Differenzierung der Kluster darstellte. Nach den
hier angestellten Vergleichen, ist zu vermuten, dass Proteine mit gleichen
Konformationsraumen auch gemeinsame Interaktionspartner besitzen.

3.1.3 Bestimmung von Bindungsstellen fiir EF Hand Proteine

Die core-Subdoméne (Abb. 3-1) half bei der Findung von Bindungsstellen fiir Caldendrin auf
neuen Interaktionspartnern, da sie in CaM und Caldendrin nur wenige Sequenzunterschiede
aufweist (Daten nicht gezeigt) und dementsprechend ein dhnliches Bindungsmotiv wie CaM
besitzen sollte. CaM und Caldendrin teilen sich die meisten Interaktionspartner (Haynes et al.,
2006), aber Caldendrin besitzt mit Jacob und Map1/LC3 exklusive Bindungspartner. Keines
der fiir CaM bekannten Bindungsmotive (sieche CaM target database) konnte in der Jacob
oder LC3 Sequenz identifiziert werden. Bei ndher Betrachtung stellte sich heraus, dass in
allen untersuchten CaM/Peptid Strukturkomplexen in der PDB eine lange isoliert stehende
hydrophobe Seitenkette des Peptids dieses an die core-Subdomine verankert. Durch
Modellierung der Jacobsequenz als durchgingige Helix wurde nach isoliert stehenden
hydrophoben Resten (F, I, L, W) gesucht und zwei Kandidaten, F241 und 1260, identifiziert.
Letztendlich fiihrte nur die Mutation F241E zum kompletten Bindungsverlust. Es wurden
noch weitere Mutationen wie die Entfernung einer Reihe basischer Reste durchgefiihrt, die
aber nicht den gleichen Effekt hatten, so dass F241 als essentieller hydrophober Ankerrest
identifiziert wurde. Diese Arbeit wurde kiirzlich publiziert (Dieterich et al., 2008). Mit der
gleichen Methode konnte die Caldendrinbindungsstelle auf LC3 identifziert und der Komplex
modelliert werden (Seidenbecher et al., 2004). Entsprechend konnte durch Modellierung
gezeigt werden, dass Caldendrin womdglich auch an lange hydrophobe Reste der hook-
Region der Membranassoziierten Guanylatkinasen (MaGuKs) SAP90, SAP102 und SAP97/
PSD-95 bindet (Strumpf et al., 2003). Ungeachtet der Bedeutung dieser Protein-Protein
Interaktionen, zeigen diese Ergebnisse, dass die Sequenzmotive fiir EF Hand Protein
Bindungen zu restriktiv sind als dass ihr Nichtvorhandensein eine CaM-dhnliche Bindung
ausschldsse. Wihrend in Jacob die Bindungsregion noch eine entfernte Ahnlichkeit mit einem
IQ-Motiv (Houdusse und Cohen, 1995) ausweist (Dieterich et al., 2008), so gibt es in LC3
oder den MaGuKs keine Korrelation zu einem bekannten Motiv (Seidenbecher et al., 2004)
und Daten nicht gezeigt). Die Bindungstasche in der core-Subdoméne wird durch lange
Seitenketten gebildet, die eine hohe Anpassungsfahigkeit an sehr unterschiedliche Sequenzen
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erlauben. Zusitzlich wird durch Calciumbindung an die EF Hinde die OffnungsgréBe und
Tiefe der vollstandigen Bindungstasche verdndert, die aus NSd und corel, bzw. CSd und
core2 gebildet wird. Eine lange von einer Helix exponierten hydrophoben Seitenkette ist das
einzige markante Merkmal einer EF Hand Proteinbindungsstelle und auf dessen Basis die
Modellierung eines Komplex versucht werden kann.

Zusammenfassend zeigen die Beispiele der EF Hand Proteine Caldendrin und Vilip,
dass die Definition von core-Strukturen und Konformationsanalysen eine effektive Planung
und Interpretation von Mutagenesestudien an Proteinen erlauben. Die hier entwickelte
Strategie sollte im 2. Teil der Arbeit anhand eines komplett neuen Problems getestet werden.
Das EF Hand Protein Neuroligin sollte diesen Analysen zu Folge ebenfalls eine core-
Subdomine besitzen und in Analogie an eine von einer Helix exponierten hydrophoben
Seitenkette von Neurexin binden.
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3.2 Identifikation und Charakterisierung von Calciumbindungsstellen im transsynaptischen
Neurexin/Neuroligin Komplex

Neurexin und Neuroligin bilden schon bei einer mikromolaren Calciumkonzentration iiber
thre LNS (Neurexin) und CAM Dominen (Neuroligin) einen transsynaptischen Komplex aus
(Ichtchenko et al., 1995; Nguyen und Siidhof, 1997), wobei angenommen wurde, dass
Calcium an eine oder zwei EF Hénde von Neuroligin (Tsigelny et al., 2000), nicht aber
Neurexin bindet (Nguyen und Siidhof, 1997). Entprechend wurde die LNS Doménenstruktur
von B-Neurexin Calcium-frei bestimmt (Rudenko et al., 1999).

Die Kontaktflichen im Komplex beider Proteine waren zu Beginn der vorliegenden
Arbeit ebenso wenig bekannt wie die Art der Interaktion mit Calcium. Zur Bestimmung der
Calciumbindung und der beidseitigen Kontaktstellen wurden Modelle von Neuroligin anhand
der analogen Strukturen von Cholinesterasen (Harel et al., 1995; Schallreuter et al., 2007)
erstellt und zusammen mit der LNS von [-Neurexin (Rudenko et al., 1999) mogliche
Szenarien fiir die Komplexbildung erprobt. Nachfolgend wurden die putativen Kontaktflachen
mittels gezielter Mutagenesen untersucht. Hierbei galt das Ziel, Mutationen zu kreieren, die
einen kompletten Bindungsverlust verursachen und dennoch eine Aussage iiber die chemische
Natur der Kontaktstelle erlauben. Dies wurde erreicht, in dem Epitope von anderen
Mitgliedern der jeweiligen Doméanfamilie auf die LNS oder die CAM iibertragen wurden. Die
kiirzlich geldsten Kristallstrukturen von Neurexin/Neuroligin - Komplexen erlaubten
schliesslich eine noch detaillierter Reanalyse aller bisher durchgefiihrten Bindungstudien. Auf
Basis von hochaufgelosten Strukturdaten (Chen et al., 2008) konnte ein Alanin-Scan
durchgefiihrt werden und essentielle Reste (hot spots) an der Kontaktstelle des Neurexin/
Neuroligin Komplex bestimmt werden.

3.2.1 Die EF Hénde von Neuroligin sind degeneriert und fiir die Prozessierung aber nicht fiir
die Neurexinbindung erforderlich

Vorherige biochemische Studien haben die Calciumabhingigkeit der Komplexbildung auf die
Calciumkoordination durch die Neurexinbindungspartner wie Neuroligin (Nguyen und
Stidhof, 1997) oder a-Dystroglycan (Sugita et al., 2001) zuriickgefiihrt, weil fiir Neurexine
keine Calciumbindung nachgewiesen werden konnte (Nguyen und Siidhof, 1997). Obgleich
die Aminosduresequenz von Neuroligin kein bekanntes Motiv fiir eine Calciumbindungsstelle
aufwies, konnten mittels eines "Hidden Markov Modell"-Verfahrens (HMM) zwei putativ
calciumbindende Sequenzabschnitte identifiziert werden (EF1 und EF2, Abb. 3-3), die denen
einer doppelten EF Hand sehr dhnlich waren

: S / b Yy 2z -y -X -z \
(Tsigelny et al., 2000). Zur Prifung der (., ... 20-D - KDGDGT I TTKE 31
Hypothese, dass diese Regionen auch die |®*-FF? 6-D-ADGNGTIDEPE-67

] 1 a N11-EF1l 421- D - S DDGVSASDTFD -432
Struktur von Calcium-bindenden EF Hénden |3 1777 o et

aqullden konnen und fur dle N11-EF1(HMM) 421- D SDD GV SASDF - D -432
_ i ] ] Abb. 3-3 Sequenzvergleich der EF Hande von CaM
diese Region in Strukturmodellen analysiert |und Neuroligin 1 nach Modellierung (NI1EF1 und
NIMEF2, wie in Abb. 3-4F & H) und nach dem HMM
Verfahren (NI1EF1-HMM, Tsigelny et al., 2000).

Neurexinbindung erforderlich sind, wurde

und nachfolgend fiir eine Préizipitation
(pulldown) mit Neurexin deletiert. Die
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kiirzlich geldosten Neuroliginstrukturen erlauben eine detailliertere Analyse der EF Hand
Regionen (Abb. 3-4) als sie zu Beginn der Arbeit mit den Modellstrukturen auf Basis von
Cholinesterase-dhnlichen Strukturen (CAMs) moglich war (Daten nicht gezeigt). Die EF2
(As. 459-470 in Neuroligin 1) ist wie alle Neuroligin Strukturen zeigten, Teil der
Dimerkontaktstelle von Neuroligin (Abb. 3-4A). Sie ist in allen CAMs konsistent gefaltet,
wihrend die Schleifenverldufe der EF1 in Neuroligin (As. 421-432) und der
Butyrylcholinesterase (BuChE) stark abweichen (Abb. 3-4B). Die beiden EF Hénde sind
hingegen trotz unterschiedlichster Bedingungen (mit und ohne Zusatz von Calcium und
Neurexin) innerhalb der Neuroligin-1, -2 und -4 Strukturen (Arac et al., 2007; Fabrichny et
al., 2007; Chen et al., 2008; Koehnke et al., 2008) unverdandert (Abb. 3-4C). Diese rigide
Faltung der doppelten EF Hand Region innerhalb der Neuroliginfamilie entspricht keiner
bekannten Struktur von EF Hand Proteinen und erlaubte keine direkte Calciumkoordination.
Hierzu wurde ein Strukturmodell der Neuroligin EF Hénde auf Basis der Koordinaten der
ebenfalls 12 Reste langen EF Hidnde von Calmodulin (PDB: Icll) erstellt. Die Modellierung
zeigte zudem, dass sich die vom HMM Verfahren (Tsigelny et al., 2000) erhaltene
Sequenzzuordnung (Abb. 3-3D, unterste Reihe) in einem Strukturmodell nicht realisieren
lasst, da sich eine 12-Reste lange bereits maximal gedehnte Schleife nicht weiter auf die
Lange von 14 Resten strecken ldsst. Demnach waren die Aminosdurezuordnung nach dem
HMM Verfahren nicht korrekt. Ein Vergleich der Neuroliginstrukturen mit dem CaM[]
basierten Neuroliginmodell zeigte, dass deren EF Hénde eine Konformationsinderung
durchfiihren miissten, um Calcium zu koordinieren (Abb. 3-4E und F). Dabei wiirde
allerdings die Dimerkontaktstelle durch eine Bewegung von EF2 aufgelost. Da die
Dimerisierung fiir die Passage aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) erforderlich ist
(siche unten und (De Jaco et al., 2006)) diirfte diese Konformationsdnderung nur in
nachfolgenden Kompartimenten oder im synaptischen Spalt durchgefiihrt werden. Eine
Calciumbindung an EF1 fiihrt nach diesen Analysen zu einer monomeren Neuroliginstruktur,
die allerdings bisher noch nicht nachgewiesen wurde (Comoletti et al., 2006).

Abb.3-4 (linke Seite). Die putativen EF Hande von Neuroligin sind degeneriert und fiir die Neurexinbindung
nicht erforderlicht. (A) Von den vier Interdomainhelices des Neuroligindimers (PDB: 3bix) werden zwei von der
EF Hand 2 (griin) gebildet. (B) Superposition der doppelten EF Hand Regionen (EF1 und EF2) representativer
CAM Strukturen. Neuroligin (schwarz) und BuChE (cyan) zeigen als einzige Strukturen eine andere Schleifen(]
konformation an der EF1, wahrend die Anordnung der Helices identisch ist. (C) Superposition der doppelten EF
Hande der Strukturen von Nign 1 (3b3q, blau, 3biw, grin, 3bix schwarz), Nign 2 (3be8, rot) und Nign 4 (2yh8,
gelb). Trotz unterschiedlicher Bedingungen bleibt der Hauptkettenverlauf der EF Hand Schleifen konstant. (E-F)
Eine Calciumbindung wiirde die Helix der EF 2 (E, griin) aus dem Verbund der Neuroligin Dimerkontaktstelle
entfernen (F). Darstellung des rechten Neuroliginmonomers aus A. Modellbau der doppelten EF Hand Region in
E auf Basis von Calmodulin (1cll). Zur Orientierung wurde die splice-Insertionsstelle B in magenta kartiert. (G-H)
Im Modell kann Calcium nur von EF1 koordiniert werden. In der Neuroliginstruktur (G, PDB: 3bix) sind D421 und
D423 bereits in einer calciumbindenden Konformation, wahrend die Carbonylgruppe von S427 erst durch
Entfaltung einer Windung der nachfolgenen Helix (cyan) Calcium bindet (H). Die EF1 kdénnte nach der
Konformationsénderung (E-F) Calcium mit drei Sauerstoffliganden koordinieren, enthalt aber D421 an Stelle
eines fir EF Hande typischen bidentate Glutamats. Die EF2 besitzt mit dem konservierten E470 zwar einen
solchen Liganden, aber die Calciumbindung wird durch M459 sterisch blockiert. (I) Die EF1 Region ist fir die
calciumabhangige Bindung von Neurexin an Neuroligin nicht erforderlich. Pulldown von Neuroliginmutationen aus
COS-7 Lysaten mittels IgG-Neurexin 1 und IgG als Kontrolle. Die Deletion der EF1 (As. DSDDG VSASD FDF)
verandert nicht die Calciumabhangigkeit der Neurexin/Neuroligin Komplexbildung (mittlere Reihe). Die Bindung
von Neurexin an glykosyliertes und nicht-glykosyliertes Neuroligin ist bei dieser Mutation deutlich in Form einer
Neuroligin-Doppelbande erkennbar.

71



Ergebnisse

In den Neuroliginkristallstrukturen (Arac et al., 2007; Fabrichny et al., 2007; Chen et
al., 2008; Koehnke et al., 2008) sind nur zwei saure Reste (D421 und D423 in Neuroligin 1)
in einem fiir eine Calciumkoordination geeigneten Abstand (Abb. 3-4F). Nach einer
bestmoglichen Modellierung auf Basis der CaM Koordination, ergeben sich maximal drei
calciumbindende Reste an der EF1 und nur einer an der EF2 (Abb. 3-4G), wihrend
Calmodulin-dhnliche EF Hand Proteine in der Regel vier Reste zur Calciumkoordination
benutzen (Grabarek, 2006). Interessanterweise konnte in allen kiirzlich gelosten
Neuroliginstrukturen kein Calcium an den putativen EF Hénden nachgewiesen werden (Arac
et al., 2007; Fabrichny et al., 2007; Chen et al., 2008; Koehnke et al., 2008), was dafiir
spricht, dass (i) keine Konformationsdnderung (Abb. 3-4E-F) durchgefiihrt wird und (i1) die
geringe Anzahl an gut positionierten sauren Resten nicht fiir eine Calciumkoordination
ausreicht.

Nach diesen Analysen wire eine Calciumbindung nur an EF1 moglich. Zur
Uberpriifung der Idee, dass EF1 fiir die calciumabhiingige Neurexin/Neuroligin
Komplexbildung verantwortlich sei (Nguyen und Siidhof, 1997; Tsigelny et al., 2000), wurde
EF1 in Neuroligin 1 deletiert und das erhaltene NIgn1AEF Konstrukt in Bindungsstudien mit
-Neurexin getestet. Die optimalen Schnittbereiche fiir eine Deletion der EF1 Schleife wurde
anhand einer Neuroliginmodellstruktur bestimmt (As. 421-433). Die Deletion von EF1 fiihrte
grofBtenteils zu einer Retention von Neuroligin im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und
verhinderte hiertiber auch die Sekretion von IgG-fusioniertem Neuroligin in das Medium von
COS-7 Zellen. Die gleichen Defekte im Proteintransport wurden nach Alanin-Mutationen an
der Dimerkontaktstelle von Neuroligin beobachtet (Dean et al., 2003). Die EF1 bildet einen
direkten Kontakt zur Dimerbindungsstelle, so dass dessen Deletion vermutlich nicht mehr die
fiir eine Dimerisierung erfolderliche Stabilitdt gewdhrleistet. Das die erhaltenen NlgnlAEF1
Proteine dennoch funktionell bleiben, zeigen die pulldown-Experimente von rekombinanten
Neuroliginen aus COS-7 Lysaten mit I[gG-BLNS. Die Calcium-abhédngige Bindung von SLNS
zu NlgnlAEF1 ist gegeniiber der zu Wildtyp Neuroligin 1 nicht veréndert (Abb. 3-4H,
mittlere Reihe). Die putativen EF Hidnde von Neuroligin sind nach diesen Untersuchungen
degeneriert und weder fiir die Neurexinbindung erforderlich, noch tragen sie zur
Calciumabhingigkeit der Komplexbildung bei. Dieses Ergebnis richtete das Augenmerk auf
die LNS Doménen von Neurexinen als mogliche Calcium-bindende Doménen.

3.2.2 LNS Domidnen besitzen eine einheitliche Kernstruktur mit spezifischen
elektrostatischen Oberfldchenpotentialen und Calciumbindungsstellen

LNS Domainen wurden urspriinglich als eine Konsensusregion innerhalb der Sequenzen von
Laminin, Neurexin und dem Sexhormon-Bindungsprotein SHBG definiert (Missler und
Siidhof, 1998). Die Sequenzidentitdt in dieser Doméanfamilie liegt allerdings unter 20% und
nur strukturbasierte Verfahren wie sie von SCOP (Murzin et al., 1995), DALI (Holm und
Sander, 1995) und AnDOM (Schmidt et al., 2002) genutzt werden plazieren Laminine,
Neurexine, SHBG, Agrine und Gas6 in eine gemeinsame Faltungsfamilie. Von allen LNS
Familienmitgliedern wurden bereits Strukturen gelost, die bis auf die P-Neurexin LNS
Calcium gebunden hatten. Um herauszufinden, was die LNS Dominen insbesondere von
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Neurexin charakterisiert, wurden die LNS Strukturen von Agrin, Laminin, Neurexin, Gas6,
SHBG und Pentraxin im Detail verglichen (Emsley et al., 1994; Hohenester et al., 1999;
Rudenko et al., 1999; Grishkovskaya et al., 2000; Stetefeld et al., 2004; Sasaki et al., 2006;
Sheckler et al., 2006). Die Anwendung von paarweisen strukturellen Vergleichen deckte eine
Kernstruktur innerhalb der LNS Doméne auf (Abb. 3-5A). Deren Hauptkette weist bei allen
Familienmitgliedern nahezu identische Ca-Positionen auf (r.m.s.d. < 1.5A) und stellt auch
den strukturellen Konsens zu entfernt verwandten Lektinen wie zur Sialidase (PDB: 1sll),
Galectin (4gal) oder Chondroitinase (2qlf) her, die ebenfalls diese Kernstruktur besitzen
(Daten nicht gezeigt). Die Kernstruktur ist aus den B-Stringen 2 bis f11 aufgebaut und wird
durch hydrophobe Reste stabilisiert, die ein Fragment der 310/B11 Schleife (As. 234-238 in
Neurexin 1BLNS) fest mit dem Rest der Kernstruktur verkniipfen. Die Sequenzidentitét der
Kernstruktur ist 5% grofer im Vergleich zur gesamten LNS Doméne (13% Identitdt, 60%
Ahnlichkeit bei Benutzung von BLOSUMG62). Diese rigide Kernstruktur ist verantwortlich
dafiir, daf alle an der Calciumkoordination beteiligten Aminosduren in Agrin, Laminin und
Neurexin unabhidngig von der Anwesenheit von Calcium und wie kiirzlich gezeigt (Shen et
al., 2008) auch von splice-Insertionen wie SS4 in Neurexin (PDB: 2r1b) identisch positioniert
sind. Der RM.S.D (root mean square deviation, Wurzel des mittleren quadratischen Co-Ca
Abstands) bei diesen drei Proteinen betrigt 0,63 A und liegt unterhalb der doppelten
Standardabweichung des strukturellen Koordinatenfehlers (nach Luzzati) der Neurexin 1f3
Struktur (PDB Eintrag: 1C4R). Zur Bestimmung der exakten Grenzen der Kernstruktur und
der Gesamtdomine wurden die Anderungen von doméninternen Co-Co Abstinden und
Ramachandranwerten fiir alle LNS Dominen paarweise berechnet (Abb. 3-5B). Grofere
Differenzen in den LNS Doménen ergeben sich in den nicht-konservierten Schleifenregionen
und den bis zu 20 Grad gedrehten C-terminalen (3-Strang $13 (As. 285-290 in Neurexin 1f),
wihrend es keine Positionsdnderungen bei den Calciumkoordinierenden Aminoséuren gibt
(Sternchen in Abb. 3-5B). Die Rigiditit der von drei Schleifen gebildeten
Calciumbindungsstelle ist einzigartig, da die Calciumbindung in den anderen Proteinen an
flexible Schleifen erfolgt, die zudem wie bei EF-Hand Proteinen, Cadherinen oder EGF-
dhnlichen Proteinen Konformationsinderungen durchfiihren (Koch et al., 1999; Ogiso et al.,
2002; Grabarek, 2006).

Die hoch konservierten Koordinaten der Calciumbindungsstelle innerhalb der
Kernstruktur erlaubten die Ableitung der Calciumkoordination fiir Neurexin 1aLNS6 (Abb.
3-5C) und Neurexin 1LNS (Abb. 3-5A) durch Homologie-Modellierung unter Verwendung
der Laminin 2aLNS5 Struktur als Vorlage (Abb. 3-5D). In diesen beiden Proteinfamilien wie
auch den meisten anderen LNS Doménen (Daten nicht gezeigt) sind an der oktaedrischen
Calciumkoordination zwei azide Seitenketten (Asn oder Asp), zwei Hauptketten-
Carbonylsauerstoffe und zwei Wassermolekiile beteiligt. Die spiter geldste Kristallstruktur
der Neurexin 1aLNS2 zeigte die gleiche Kernstruktur und erstmals eine Calciumbindung an
Neurexin (Sheckler et al., 2006). Die Calciumbindung an die LNS2 war unerwartet, wie die
einzigartige Koordination zeigt (Abb. 3-5E): wéhrend die Calcium-bindenden Aminosiuren
aD329, alL346 und aM414 konserviert sind, ist die dem Laminin 2a D3055 entsprechende
Aminosdure durch ein Glycin ersetzt. An der analogen Stelle zur Carboxylatgruppe von
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Abb 3-5. LNS Domaéanen haben 100 134157 233 251 283 \
eine gemeinsame Kernstruktur. A B s Aph

(A) Kernregion der LNS

Domanen von Agrin, Laminin,

Gas6, Neurexin, Pentraxin und

SHBG, deren Ca-Positionen bei \
einem  paarweisen  Strukturl i
vergleich weniger als 0.9A
(R.M.S.D) abweichen. Die diinne
Linie reprasentiert die Hauptkette
von Neurexin  1bLNS. Die
Kernstruktur, (B-Strange 2 bis
p11) macht 53% der Gesamtl]
domane aus und enthalt in Agrin,
Laminin und Neurexinen eine
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merieung (oben, an der Seite
und unten) ist von Neurexin 1p.
(C-E) Die Calciumkoordinierung I
in Laminin, Neurexin und Agrin ist
konserviert. In der Modellstruktur
von Neurexin 1aLNS6 (C) und
den Kiristallstrukturen von Laminin
20 (D), Agrin (Daten nicht
gezeigt) und Neurexin 10LNS2
(E) ist ein Calciumion durch sechs
Sauerstoffionen (Nettoladung -2) Gas6 LNS1 Neurexin 1 LNS2 Neurexin 1cc LNS6-SS#4
unter Ausbildung eines oktal]

edrischen Komplexes koordiniert. Zwei Hauptketten Carbonylsauerstoffe und die Carboxylatgruppe eines
konservierten Aspartats sind identisch plaziert. (E) In Neurexin 10LNS2 ist das zweite Aspartat (Laminin, rot in
D) oder Asparagin (Neurexin 1aLNS6, rot in C) durch Glycin 416 (rot) und ein Wassermolekdil (griin) ersetzt. (F[]
K) Elektrostatische Oberflachenanalyse an der Region um die Calciumbindungsstelle. Die elektrostatischen
Eigenschaften in Agrin LNS3 (F), Laminin 2aLNS3 (Daten nicht gezeigt), 2aLNS4 (G) und 20LNS5 (H) sind
sehr ahnlich, ein negativer Pol (die zentrale Calciumbindungsstelle, rot) wird von einem nahezu geschlossenen
Ring aus positiv geladenen Aminosaureresten umgeben. Das elektrostatische Oberflachenpotential von Gas6
LNS1 (I) ist 8hnlich dem von Laminin, die an der negativen "Buchse" beteiligten Reste sind hingegen nicht
konserviert und binden kein Calcium (Sasaki et al., 2006). Die Oberflache der Neurexin 10LNS2 Doméane (J) ist
weitestgehend negativ geladen und die Calciumbindungsstelle ist nicht gut konturiert. Bei Neurexin 1aLNS6 (K)
ist die Calciumbindungsstelle nicht gréRer als der van der Waals-Radius von Ca®* und wird zusétzlich durch
lange hydrophobe Reste umschlossen, die sich von der ansonsten flachen Oberflache abheben (Pfeile in K).

Agrin LNS3

Laminin 2a LNS5
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Laminin 2o wurde ein Wassermolekiil identifiziert, welches die Carboxylatgruppe sozusagen
mimickiert und dadurch fiir die isolierte Neurexin 1aLNS2 Domine ausreichende
Calciumaffinitit bewahrt (Sheckler et al., 2006).

Im Gegensatz zur rigiden Kernstruktur, sind die B-Schleifen in der Ndhe zur
Calciumbindungsstelle die Orte an denen bei Agrin und Neurexin iiber Alternatives Splicing
zusdtzliche Aminosduresequenzen insertiert werden, wodurch sie den Namen "Hypervariable
Regionen" erhalten haben (Rudenko et al., 2001). Die Linge der p-Schleifen varriert beim
Vergleich der LNS Dominen, so dal} ich die Hypothese aufgestellt habe, da3 die Oberfliche
in der Umgebung zur Calciumbindungstelle fiir die spezifischen Eigenschaften der jeweiligen
LNS verantwortlich sei. Zur Konkretisierung wurden aus den Strukturen errechnete
elektrostatische Potentialkarten auf die Van der Waals-Oberfliche der LNS Doménen
abgebildet (Abb. 3-5F-K). In den meisten untersuchten LNS Dominen ist die
Calciumbindungsstelle durch einen negativen Pol gekennzeichnet, der durch einen fast
geschlossenen Ring aus positiven Seitenketten umgrenzt wird (Abb. 3-5F-I). Die Neurexin 1o
LNS Dominen 2 und 6 unterscheiden sich von dieser "Standardoberflidche", da die Oberfldche
in LNS2 fast ginzlich negativ ist (Abb. 3-5J) und noch ungewohnlicher, hydrophobe Reste
die Calciumbindungstelle der LNS6 umschliessen (Abb. 3-5K). Diese Daten zeigen, dass alle
LNS Doménen eine gemeinsame Kernstruktur besitzen, wobei eine Untergruppe aus Agrin,
Neurexin und Laminin eine rigide Calciumbindungstelle enthélt. Die Calciumbindungsstellen
von anderen LNS Dominen (u.a. SHBG, Gas6, Pentraxin) sind auf unterschiedlichen
Epitopen auf der Proteinoberfliache lokalisiert, werden von flexiblen Schleifen gebildet und
haben eine nicht vergleichbare Calciumkoordination (Emsley et al., 1994; Sasaki et al., 2006).
Die hier dargestellte Analyse der Oberflicheneigenschaften von LNS Doménen fiihrte zur der
Vermutung, daB die spezifischen Funktionen der einzelnen LNS Doménen auf die
Sequenzvariationen und lokalen elektrostatischen Eigenschaften in der Umgebung der
Calciumbindungstelle basieren.

3.2.3 Calcium bindet an Neurexin und ist fiir die Interaktion mit Neuroligin essentiell
erforderlich

Die Calciumabhingigkeit der Neurexin-Neuroliginbindung ist seit der Entdeckung der
Interaktion bekannt (Nguyen und Siidhof, 1997). Da aber Calcium weder das Circular-
Dichorismus (CD) Spektrum von Neurexin dnderte wie es fiir z.B. fir EF-Hand Proteine
typisch ist, noch seine direkte Bindung als Calcium-45 Isotop nachweisbar war, wurde die
Calciumabhéngigkeit von Neurexin Protein-Protein Interaktionen ausschliesslich einer
Calciumbindungsstelle bei den Interaktionspartnern zugeschrieben (Nguyen und Siidhof,
1997; Tsigelny et al., 2000). Die durchgefiihrten Strukturhomologievergleiche der
calciumfreien f-Neurexin LNS mit den calciumgebundenen LNS Doménen von Agrin und
Laminin haben eine gemeinsame Kernregion identifiziert (Abb. 3-5A), die eine rigide
Calciumbindungsstelle auch fiir Neurexine modellieren lies (Abb. 3-5C). Fiir den direkten
Nachweis der Calciumbindung an Neurexinen wurden Calcium-45 Bindungsstudien
durchgefiihrt (sieche unten), wihrend gezielte Mutationen dazu dienten, den jeweiligen
Einfluss von Calcium-koordinierenden Resten zu bestimmen. Hierzu wurde die
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Seitenketten von D137 und PN238 '
koordiniert. Die entsprechenden Reste in
Neurexin 10LNS6 sind aD1183 und aN1284 (Daten nicht gezeigt). (B) Der Immuno-Blot zeigt die
Prazipitation (pulldown) von Neuroliginen aus Mausehirnlysat durch das IgG-Fusionsprotein der Wildtyp
Neurexin 1BLNS Domane (Eingabekontrolle, Bahn 1), aber nicht durch die entsprechenden IgG-
Fusionsproteine der Mutanten aD1183A (Bahn 4), D137A (Bahn 5), aN1284A (Bahn 6), fN238A (Bahn 7)
und dem Kontrollvektor (Bahn 2). Alanin-Substitutionen bei aT1281 (Bahn 8) und pT235 (Bahn 9) stéren die
Bindung der aLNS6 oder BLNS Doméanen an Neuroligin hingegen nicht. (C) Ein pulldown der Neuroligin
Isoformen 2 und 3 aus Mausehirnlysate zeigt das gleiche Bindungsprofil wie in B. Die Mutation $T235A
bindet ohne Unterschied zum Wildtyp an Neuroligin 1-3 (C, Bahn 7, B, Bahn 9). Neuroligin 1 in allen
Immuno-Blots durch den Antikérper 4C12 markiert, der gegen die extrazellulare Doméane gerichtet ist {Song,
1999, 9927700}, wahrend die Antikdrper 799 and 804 den spezifischen C-Terminus von Neuroligin 2 und 3
identifizieren. Die relative Menge der in den pulldown-Experimenten verwendeten nativen und mutanten IgG-
LNS Doméanen wird durch die Coomassiefarburg gezeigt. )

Bindungsfihigkeit von Wildtyp und mutierten Neurexin LNS Doménen mit Neuroliginen
durch eine Immunopréizipitation getested. Es wurden D137 und BN238 der isolierten f3-
Neurexin LNS Doméne (1BLNS) unabhingig voneinander zu Alanin mutiert (Abb. 3-6A).
Hierdurch wurden die prosthetischen Gruppen der beiden Seitenketten reduziert, deren
Analoga fiir die Calciumkoordination in Laminin LNS Strukturen verantwortlich sind (Abb.
3-5D). Die vorangegangene Modellierung der Neurexin LNS Doménen hat vermuten lassen,
dass die Calciumkoordination und Neuroliginbindung an der sechsten LNS6 von a-Neurexin
1 (aLNS6) und an BLNS identisch sind. Zur Uberpriifung wurden alle Mutationen und
Experimente der PLNS auch an aLNS6 durchgefiihrt. Vorab wurden die exakten
Dominengrenzen der oLNS6 durch einen Co-Ca Differenzabstandsdiagramm und
Differenzramachandranwerten bestimmt und die entsprechend isolierte Domédne zwischen das
a-Neurexin Signalpeptid und der Fc-Region des humanem IgG insertiert. Mit diesen
Konstrukten wurden COS-7 Zellen transfiziert und die sekretierten Fusionsproteine fiir die
Immunoprizipitation aus dem Kulturmedium geerntet. Beide Wildtyp a- and B-Neurexin
LNS Isoformen, die sich nur in einer fiir f-Neurexin spezifischen N-terminalen Sequenz von
38 Resten unterscheiden (Abb. Anhang (A) 8-2, (Missler und Siidhof, 1998)), haben
gleichermaflen Neuroligine aus Hirnlysat prizipitiert (Abb. 3-6B, Bahn 3, obere Reihe).
Dieses Ergebnis zeigt, dass die sechste LNS Doméne von Neurexin 1o und die einzige LNS
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von Neurexin 1f mit dhnlichen Kapazititen an Neuroligin binden und dass entgegen
anderslautenden Schlussfolgerungen (Boucard et al., 2005) weder eine aEGF3 Region fiir
alpha-Neurexin noch die -Neurexin spezifischen Reste fiir diese Interaktion erforderlich
sind. Im Gegensatz dazu verhinderten die Alanin-Mutationen der sauren calciumbindenden
Reste in Neurexin 1aLLNS6 und Neurexin 1LNS den pulldown von Neuroligin aus
Hirnlysaten (Abb. 3-6B, Bahnen 4-7, obere Reihe) oder von rekombinantem Neuroligin 1
(Daten nicht gezeigt), Neuroligin 2 oder Neuroligin 3 aus COS-7 Zelllysaten (Abb. 3-6C).

Die Calcium-45 Bindungsstudien ergaben, dass a- und p-Neurexin wie auch Neuroligin
Calcium binden (siche unten und Daten nicht gezeigt), wéhrend die Alanin- oder
Argininmutationen der sauren Reste der vermuteten Calciumbindungsstelle von a-LNS und
B-LNS dies verhindern (Daten nicht gezeigt). Die fehlende Calciumbindung und der
komplette Verlust der Neuroliginbindung durch die Mutationen aD1183A, aDI1183R,
BD137A, PD137R, aN1284A und BN238A bestdtigte (i) die Calciumbindung an Neurexin
und (ii) klassifizierte die Calciumbindungstelle am dufleren Rand der LNS Doméne (Abb. 317
5A) als fiir die Komplexbildung unbedingt erforderlich.

In der Kristallstruktur von Laminin 2aLNS3 war Calcium im Komplex mit Sulfat an die
LNS gebunden (Hohenester et al., 1999). Sulfat konnte als Co-Faktor die Calciumbindung
begiinstigen und sein Fehlen die beobachtete sehr niedrige Calciumaftinitét fiir isolierte LNS
Doménen begriinden (Sheckler et al., 2006; Chen et al., 2008; Shen et al., 2008). Von den drei
Hydroxylgruppen in Laminin, die zusammen mit Calcium das Sulfat koordinierten, ist nur ein
Rest (aT1281 und BT235) in Neurexinen 1aLNS6 bzw. 1BLNS konserviert. Durch die
Mutation des in a- und B-Neurexinen konservierten Threonins zu Alanin wurde eine mogliche
Sulfatbindung unterbunden. Im pulldown-Experiment haben die Mutationen aT1281A und
BT235A die Neuroliginbindung aus Hirnlysat allerdings nicht beeinflusst (Abb. 3-6B, lanes 8
und 9). Auch in vergleichbaren Experimenten mit rekombinantem Neuroligin 1, Neuroligin 2
oder Neuroligin 3 aus COS-7 Zelllysaten, in denen nur Tris-Puffer, Natrium- und
Calciumchlorid eingesetzt wurden, hatten die oben beschriebenen Mutationen
Bindungseigenschaften, die denen aus den Hirnlysat pul/ldown-Experimenten entsprachen
(Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse schliessen eine Sulfatbindung an Neurexin LNS
Dominen und eine hieraus bedingte Steigerung der Calciumbindungsaftinitidt nicht aus,
zeigen aber, dass fiir die Neurexin/Neuroligin Komplexbildung neben Calcium keine weitere
Komponente (wie Sulfat) erforderlich ist.

Wihrend einige der obigen Mutationen an der Calciumbindungsstelle von Neurexin
kiirzlich auch in anderen Studien eingesetzt wurden (Tabelle 3-1), so wurden sie in der
vorliegenden Arbeit erstmals auch auf ihre Bindungsfahigkeit an die Neuroligin Isoformen 2
und 3 getestet. Interessanterweise differenziert die PT235A Mutation in pulldown-
Experimenten nicht zwischen den Neuroligin Isoformen 1-3 (Abb. 3-6C) wie es eine
Zellkulturstudie vermuten lies (Graf et al., 2006). Demgegeniiber fiihrt die Anwesenheit der
splice-Insertion SS4 in 1aLNS6 (Daten nicht gezeigt) und 1BLNS bei allen drei [soformen zu
einer vergleichbar starken Abnahme der Bindungskapazitit (Abb. 3-6C, Bahn 4 und Abb. 3[]
7). Die durchgefiihrten Verdnderungen an Neurexin wirkten gleichermallen auf die Bindung
an Neuroligin Isoformen 1-3.
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3.2.4 Splice-Insertionen sind weder erforderlich noch blockieren sie die Neurexin/Neuroligin
Komplexbildung

In unabhéngigen Studien wurde ein "splice code" definiert (siehe Einleitung, Tabelle 10
1), nach welchem nur dann eine Komplexbildung erfolgt, wenn keine oder hdchstens eine
alternative splice-Insertion im Komplex vorhanden ist, entweder von [(-Neurexin oder
Neuroligin (Boucard et al., 2005). In pulldown-Experimenten gelang nur die Bindung von
BLNS ohne splice-Insertion 4 (-SS4) an Neuroligine (Nguyen und Siidhof, 1997; Hoffman et
al., 2004; Boucard et al., 2005; Chih et al., 2006). Weiterhin band a-Neurexin nur Neuroligin
1 ohne splice-Insertion B (-B) oder an Neuroligin 2 (Boucard et al., 2005). Letzteres besitzt
keine alternative splice-Insertionsstelle B. Zur Priifung dieser Bindungspriferenzen, wurden
hier erstmals alle Kombinationen von aLNS6 und BLNS mit (+SS4) und ohne SS4 (-SS4)
gegen Neuroligin 1 mit (+B) und ohne B (-B) unter gleichen Bedingungen in pulldown-
Experimenten getestet. Zusdtzlich wurde die Calciumabhéngigkeit der Komplexbildung von
BLNS mit SS4 (Abb. 3-7A) und ohne SS4 bestimmt (Abb. 3-7B). Die Anwesenheit der splice-
Insertion SS4 verhindert im Gegensatz zu den Spezifikationen des splice-Code (Tabelle 1-1)
die Bindung an NeuroligntB nicht. Allerdings wird eine 10-fach hohere
Calciumkonzentration (Abb. 3-7B, Reihe 4) als fiir PLNS-SS4 (Abb. 3-7A, Reihe 4)
erforderlich. Interessanterweise gelang nicht nur erstmals die Bindung von LNS Doménen +
SS4 an Neuroligine aus Hirnlysaten (Abb. 3-7C, Bahnen 4 und 6), sondern auch dann die
Komplexbildung, wenn Neurexin SS4 und Neuroligin die Insertion B enthielten (Abb. 3-7D,
Bahn 8). Die Bindungskapazitit der Komplexe nimmt mit zunehmender Anzahl an splice-
Insertionen ab, aber ein kompletter Bindungsverlust, wie es die Alaninmutationen von
Calciumkoordinierenden Resten gezeigt haben, wird nicht erreicht. Diese Ergebnisse geben
die vollstindigen splice-abhingingen Bindungsmodi von Neurexin und Neuroligin 1 wieder
und konnen den beschriebenen splice code fiir B-Neurexin nicht bestitigen.

Demgegeniiber konnte hier die von Boucard et al. beobachtete bevorzugte Bindung von
a-Neurexinen an Neuroligin-B in pulldown-Experimenten bestitigt werden, wenn auch die
Bindung von o-Neurexin an NeuroligintB in Spuren nachweisbar war und bei einem
pulldown iiber Nacht angereichtert wurde (Daten nicht gezeigt). Dieses galt aber nur fiir das
Gesamtprotein, wihrend die Praferenzen von aLNS6 und BLNS Doménen fiir die Bindung an
Neuroligine identisch waren (Abb. 3-7B und C). Entsprechend kann das Fehlen der 38 B[
spezifischen Reste fiir die stark verminderte Bindung von a-Neurexinen an Neuroligin+B
nicht verantwortlich gemacht werden. Im Ergebnis beschreibt der spl/ice-code ausschliesslich
eine Bindungspriferenz von a-Neurexinen fiir Neuroligine ohne Insertion B (Tabelle 1-1),
wéhrend [(-Neurexin unter allen Bedingungen einen Komplex ausbilden kann.
Zusammenfassend ist alternatives splicing fiir die Interaktion von Neurexin und Neurolign
nicht erforderlich, noch kann es die Komplexbildung vollstindig blockieren wie es die
Mutationen von an der Calciumkoordination beteiligten Seitenketten gezeigt haben (Abb. 301
6B).

3.2.5 Neuroligin bindet auch an eine Neurexinmutation mit niedrigster Calciumaffinitit

Eine Erniedrigung der Calciumaffinitit von aLNS2 durch splice-Insertion SS2 begriindete die
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Der Komplex bildet sich mit jeder splice-Variation. Pulldown-Experimente von Neuroligin splice-Varianten
(ohne B Insertion, -B; mit B Insertion, +B) mit splice-Varianten (+SS4, -SS4) von aLNS6- und BLNS.
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Hypothese, dass splice-Insertionen generell die Calciumaffinitdt erniedrigen (Sheckler et al.,
2006). Entsprechend konnte eine erniedrigte Calciumaffinitét die geringere Bindungskapazitit
von Neurexin mit splice-Insertion SS4 erkldren (Abb. 3-6C und 3-7C). Je niedriger die
Okkupanz von Calcium an Neurexin, desto geringer die Neuroliginbindung. Entgegen der
Erwartung erhohte SS4 die Calciumaffinitit von BLNS gegeniiber LNS-SS4 (Shen et al.,
2008). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass SS4 die Calciumaffinitit im
Komplex um das 10-fache erniedrigt (Abb. 3-7B). Die Calciumaffinitdten der isolierten und
der komplexierten 1BLNS Doméine scheinen demnach unterschiedlich von der splice-
Insertion SS4 modifiziert zu werden.

Um den Einfluss der Calciumaffinitit auf die Neuroliginbindung weiter zu kliren, habe
ich versucht, die Calciumaftinitdt von Wildtyp BLNS drastisch zu reduzieren. In Anlehnung
an die Kristallstruktur der zweiten a-Neurexin LNS Doméne (Abb. 3-8A), welche Calcium
nur mit einer geringen Affinitdt band (Sheckler et al., 2006) und nicht mit Neuroligin
(Abb. 3-8B, Bande 4, oberere Reihe), haben ich diese niedrig-affine
Calciumkoordination in Neurexin 1 BLNS eingebaut, in dem BN238 zu Glycin mutiert wurde
(Abb. 3-8C). Aufgrund der gezeigten Rigiditit der Calciumbindungsstelle in diesen LNS

interagiert
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Dominen (Abb. 3-5) sollte diese Mutation keine strukturellen Anderungen bewirken, was sich
auch in einer gegeniiber dem Wildtyp unverdanderten Sekretion des IgG-fusionierten fN238G
Proteins bemerkbar machte (Daten nicht gezeigt). Wéhrend die Mutante BN238A die
Neuroliginbindung wie oben gezeigt komplett verhindert (Abb. 3-6B, Bande 7), kann die
Mutante BN238G iiberraschenderweise Neuroligin binden (Abb. 3-8D, Bande 4). In Analogie
zur oLNS2 (Abb. 3-5E und Sheckler et al.,, 2006) scheint auch bei BN238G ein
Wassermolekiil die fehlende Carboxamidgruppe des Asparagin funktionell zu ersetzen und
Calcium zu koordinieren. Auch wenn die Interaktion mit PN238G eine Calciumkonzentation
von mindestens 2 mM im Vergleich zu den 10 uM fiir Wildtp-BLNS bendtigt, so zeigt dieses
Ergebnis, dass auch eine 200-fach niedrigere Calciumaffinitit fiir die Neuroliginbindung
ausreicht. Diese Calciumaffinitdt des Neuroliginkomplex mit BN238G ist immer noch 20-fach
geringer als sie im Komplex mit 1BLNS+SS4 erniedrigt wird (Abb. 3-7B).

Schlussfolgernd kann die in Neurexin LNS Doménen unterschiedliche Calciumaffinitét
und deren relativ moderate Anderung durch splice-Insertionen (Abb. 3-7B und Koehnke et al,
2008; Shen et al., 2008; Sheckler et al., 2006) die exklusive Bindung von Neuroligin an
aLNS6 und BLNS nicht hinreichend erkldren. Die Neurexin 1aLNS2, welche im Komplex
eine dhnliche Calciumaffinitdt besitzen sollte wie die fN238G Mutation, bindet selbst nicht
an Neuroligine, wohl aber als Kontrolle an ihren endogenen Bindungspartner Neurexophilin
(Abb. 3-8B, Bande 4, mittlerer Abschnitt), so dass es weitere Faktoren geben muss, die neben
der Calciumkorrdination erforderlich sind.

3.2.6 Die Neuroliginbindung erfolgt iiber hydrophobe Reste

Die obigen Analysen ergaben, dass sich die Oberflicheneigenschaften um die
Calciumbindungsstelle der aLNS6 sehr von denen der anderen LNS Doménen unterscheidet
(Abb. 3-4K). Im Folgenden wurde der Einflul auf die Neuroliginbindung von den Resten
untersucht, die nicht an der Calciumbindung oder den splice-Stellen beteiligt sind, aber die
Form und die elektrostatischen Eigenschaften dieser Oberfldchenregion mitbestimmen. Mit
Hilfe von gezielten Mutagenesen zur Bestimmung der Neuroliginbindung und Calcium-45
Overlay-Experimenten zur Uberpriifung der Integritit der Calciumbindungssstelle in Wildtyp
und mutanten Doménen, wurde als erstes der Einflu der zwei langen hydrophoben Reste
Leu234 und Ile236 untersucht (Abb. 3-9A und C, griin). Die dreifache Mutation an den
alLNS6 (aL1280S+11282S+N1284D) und PBLNS (BL234S+1236S+N238D) Doménen
entspricht der Calciumkoordination von Laminin 2o LNS5 (Abb. 3-4D), entfernt aber den fiir
die letzte Neurexin LNS Domidne spezifischen hydrophoben Ring um die
Calciumbindungsstelle (Abb. 3-4K). Als Folge dieser Mutationen wird die Neuroliginbindung
komplett unterbunden (Abb. 3-9A, Bahnen 4 und 5, obere Reihe), wihrend die
Calciumkoordination erhalten bleibt (Abb. 3-9A, mittlerere Reihe). Die Erfordernis von
hydrophoben Resten an der Neuroliginbindungsstelle in aLNS6 und BLNS 148t eine direkte
Interaktion mit korrespondierenden hydrophoben Resten auf Seiten von Neuroligin vermuten.
Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde eine sterische Blockade fiir diese potentielle
Neuroliginbindungsstelle eingefiigt, indem die konservierten Reste aG1201 und BGI155 zu
Valin mutiert wurden. Beide mutierten LNS Domédnen konnen nicht mehr an Neuroligine
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Abb 3-8. Die Calcium A
affinitat von Neurexin ist
kein entscheidender
Faktor fiir die Neuroligin(]
bindung. (A) Oberflachen(]
potentialkarte von Neurexin
1aLNS2 (B) Die Bindungen
von Neuroligin an Neurexin
10LNS6 (oberer Abschnitt)
und von Neurexophilin an
Neurexin 1aLNS2 (mittlerer .
Abschnitt) schliessen sich y - a—
wechselseitig aus, wie die b Ca» N238G
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ungsweise aLNS2 (Bahn 4) Domanen zeigen. (C) Die Koordinierung des Calciumions wie in aLNS2 (Abb. 3[]
5E) wurde in BLNS durch die Mutation von BN238 zu Glycin rekonstruiert. (D) Die fN238G Mutante bindet
an rekombinantes Neuroligin 1 aus COS-7 Zell Lysat (Eingabekontrolle, Bahn 1) mit einer Calcium(]
konzentration von mindestens 2 mM (Bahn 4), nicht aber bei niedrigeren Calciumkonzentrationen (Bahn 3
und nicht gezeigte Daten). Die Film-Expositionszeit des Blots von Bahn 4 in A war 10 min, wahrend fir alle
anderen Blots in dieser Abbildung 1 min lang belichtet wurden.
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binden, sind aber weiterin in der Lage Calcium zu koordinieren (Abb. 3-9B, Bahnen 4 und 5,
oberere und mittlere Reihe). Die Valinmutationen wurden gemeinsam mit aT1202A, bzw.
BT156A, durchgefiihrt, um einem moglichen sterischen Kontakt der Methylgruppen von
Valin und Threonin und einer daraus folgenden Anderung im Hauptkettenverlauf
entgegenzuwirken (Abb. 3-9C, rot). Die isolierte BT156A Mutation ist bereits in
unabhingigen Studien getested worden und zeigte keine Verdnderung in der
synaptogenetischen Wirkung von p-Neurexin (Graf et al.,, 2006). Der komplette
Bindungsverlust der Doppelmutationen wird demnach malgeblich durch die
Seitenkettenverldngerung an der Glycinposition verursacht.

Durch diese Experimente werden aG1201, alL1280 und al1282 in a-Neurexin, sowie
BG155, fL234 und 1236 in B-Neurexin als direkt an der Neuroligin 1 Kontaktstelle beteiligte
Reste identifiziert, die zusitzlich zur Calciumbindung an Neurexin fiir die Komplexbildung
erforderlich sind. Zur Priifung, ob die Neuroligin 1 Kontaktstelle auf Neurexin auch andere
Neuroliginisoformen bindet, wurden pulldown-Experimente auch mit Lysaten von COS-7
Zellen durchgefiihrt, die jeweils rekombinantes Neuroligin 2 oder 3 produzierten. Im
Ergebnis, flihrten die Mutationen an den hydrophoben Resten L.234S und 1236S (BL234S+
1236S+N238D) wie auch die Oberflichenerweiterung an PG155V+T156A zu einem
kompletten Bindungsverlust mit diesen Isoformen (Abb. 3-9D). Diese Ergebnisse wurden
auch fiir entsprechende Konstrukte von a-Neurexin und in gleicherweise bei Verwendung von
COS-7 und Hirnlysaten erhalten (Daten nicht gezeigt). Die hydrophobe Kontaktstelle auf
Neurexin bindet somit in identischer Weise die Neuroliginisoformen 1 bis 3.

Zur Untermauerung der gezeigten Daten wurde die Bindungsfahigkeit der in den
pulldown-Experimenten eingesetzten rekombinanten Neurexin LNS Proteine auch an
Membran-gebundenes Neuroligin in vivo getestet. Lebende tsA201 Zellen, die C-terminal
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Abb 3-9. Neuroligin bindet A
an hydrophobe Seiten(]
keiten von Neurexin. (A)
Neuroligine aus Mausel
hirnlysat (Bahn 1) werden
mittels ~ Wildtyp  Neurexin
1BLNS (Bahn 3) oder der
Wildtyp Neurexin  1aLNS6 |
(B, Bahn 3), aber nicht durch

die 1aLNS6 Mutante (G D

al1280S+11282S+N1284D T1281 'MEEM;‘ .

(Bahn 4) oder der entl -l o 227 &7

sprechenden Mutation in ,/"'h“\ ﬂ.;—_—_—.q S E S

Neurexin  BL234S+236S+ 7 (caNT284D Nign2 _

N238D (Bahn 5) prazipitiert. — . f D133 = 138: - anti-Nign2
Calcium-45 Western-dot[] L12808 7 Nign3

blots unter Verwendung von -—

&
[ 130 _
rekombinanten LNS Dol e1zomv LA 100= niHlon3
manen (mittlerer Abschnitt) Lt 2] 3] 4]5]
zeigen, dall die Calcium(
bindung auch bei den
Mutanten stattfindet, die Neuroligin nicht prazipitieren (Bahnen 4 & 5). (B) Eine artifiziell erweiterte
Oberflache blockiert die Bindung von Neuroliginen and die mutierten Neurexin 1aLNS6 (Bahn 4) und
Neurexin 1BLNS Doménen (Bahn 5), wahrend die Calciumbindung erhalten bleibt wie die Western-dot-blots
zeigen (mittlerer Ausschnitt). (C) Stellen der Mutationen. Durch die Mutationen ol 1280S+11282S+N1284D
(griin) und BL234S+I236S+N238D (nicht gezeigt) wird die Calciumkorrdination wie in Laminin 2a LNS5
erhalten (Abb. 3-5D) und gleichzeitig der hydrophobe Ring um die Calciumbindungsstelle entfernt (Abb. 3
5K). Die sterische Blockade der Kontaktfahigkeit der vermuteten Neuroliginbindungsstelle wurde durch den
Einbau einer langen sperrigen Seitekette an Stelle des konservierten Glycins durch die Doppelmutationen
aG1201V+T1202A (rot) und pG155V+T156A (nicht gezeigt) erreicht. Durch die gleichzeitige Entfernung der
Threonin Hydroxylgruppe wurde fiir das eingebaute Valin der nétige Platz geschaffen, und die Gefahr eines
moglicherweise veranderten Hauptkettenverlauf minimiert.

- /

(cytosolisch) GFP-markiertes Neuroligin produzieren, wurden mit lslichen IgG-Neurexin
IBLNS Fusionsproteinen inkubiert und deren IgG Fc Region mit Fluoreszenz-markiertem
Protein A visualisiert. Als Beispiel konturieren Wildtyp Neurexin BLNS und die Mutante
BT235A (rot in Abb. A 8-3A-B) jeweils die Plasmamembran in den Bildiiberlagerungen, was
eine Oberflichenbindung an Membran-gebundenem Neuroligin nachweist. Im Gegensatz
hierzu findet keine Oberflichenmarkierung durch die Doppelmutation G155V+TI156A statt
(Abb. A 8-3D). Diese Daten und weitere nicht gezeigte Zellkulturexperimente bestétigten die
Ergebnisse aus den biochemischen pulldown-Experimenten und zeigen, das die Reste, die fiir
die Neuroliginbindungsstelle als essentiell erforderlich sind, auch physiologisch fiir die
Erhaltung der transsynaptischen Signalkette iiber den Neurexin/Neuroligin Komplex
signifikant sind.

3.2.7 Neurexinbindungstelle von Neuroligin - Modellbau und gezielte Mutagenesen an
Neuroligin zur Findung der Neurexinbindungsstelle

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die degenerative EF Hand 1 von Neuroligin nicht an

der Neurexinbindung beteiligt ist (Abb. 3-4), wurde die Neuroliginstruktur anhand mehrerer

Acetylcholinesterasestrukturen  modelliert (Abb. 3-10A) und nach potentiellen

Neurexinbindungsstellen auf der Proteinoberfliche gesucht, die zur oben beschriebenen

hydrophoben Neuroliginbindungsstelle auf Neurexin kompatibel waren. Fiir jede der
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insgesamt vier ausgewéhlten Stellen wurde ein Neurexin/Neuroligin-Komplexmodelle erstellt
(Tabelle A 8-1) und nachfolgend durch gezielte Mutagenesen auf seine Richtigkeit {iberpriift.

Die Auswahl der gezielten Mutagenesestellen erfolgte auf der Basis der
Strukturkoordinaten der Neurexin BLNS (pdb: 1c4r) und Acetylcholinesterasen (1fss, 1mah).
Mit den kiirzlich erschienenen Publikationen von (-Neurexin/Neuroligin-Kristallstrukturen
konnten die Modellierungen qualitativ bewertet und die angewandten Methoden optimiert
werden. Die Strukturen der im Komplex gebundenen und der freien BLNS sind nahezu
deckungsgleich (RMSD < 1A) und lassen keine Konformationsinderung aufgrund von
Calcium- oder Komplexbindung erkennen. Die Neurexin-gebundenen und freien
Neuroliginstrukturen zeigten ebenfalls keine Konformationsdnderungen, die auf die Bindung
zuriickzufiihren wiren (RMSD ohne Schleifen < 2 A). Es sind maBgeblich exponierte
Schleifen, die in den Strukturen divergieren und von denen sich die splice-Insertion A und die
Schleife L34 aufgrund fehlender Elektronendichte als sehr flexibel darstellten (Arac et al.,
2007; Fabrichny et al., 2007; Chen et al., 2008). Die Neuroligin Modellstrukturen entsprachen
dementsprechend sehr gut den Kristallstrukturen von Neuroligin (Abb. 3-10B). Die
maBgebliche Abweichung im Modell lag in der Konformation der Omega-Schleife (Fabrichny
et al., 2007). Diese ragt in den Kristallstrukturen iiberraschenderweise in das inaktive Zentrum
der CAM-Doméne hinein (Chen et al., 2008). Eine Modellierung dieser Schleife in die tiefe
Bindungstasche des inaktiven Zentrums ist mit den angewandten bioinformatischen Methoden
nicht moglich und hétte nur manuell erfolgen konnen. Fiir letzteres fehlten jegliche
experimentelle Indizien. Sowohl die LNS als auch die CAM Doménen besitzen rigide
Kernstrukturen (Abb. 3-4A und 3-10C). Im Gegensatz zur rigiden Calcium- und
Neuroliginbindungsstelle der Neurexin oLNS6 und PBLNS Doménen, ist die
Neurexinkontaktfliche von Neuroligin nicht Teil dessen Kernstruktur und divergiert sogar
stark zwischen Neuroligin 1 und 4 (RMSD (G500): 3.3 A ). Die Neuroligin 1 Strukturen, die
mit und ohne Neurexin kristallisiert wurden, zeigen keine Differenzen, so dass flir die
Neurexinbindung keine induzierte Konformationsédnderung abgeleitet werden kann. Diese
Analyse zeigt, dass die Modellstrukturen der Einzeldoménen bereits sehr gut mit den spéater
gelosten Kristallstrukturen iibereinstimmten. Ein Modellkomplex (mit L399 an der
Kontaktstelle, siche unten) hat die Neurexinbindungstelle auf Neuroligin 1 korrekt bestimmt,
wenn auch die BLNS Domine so orientiert wurde, dass die splice-Insertionen B und SS4
direkt miteinander interagierten (Fairless et al., 2006), wahrend die spéteren Kristallstrukturen
eine derartige Interaktion ausschlossen (Arac et al., 2007; Fabrichny et al., 2007; Chen et al.,
2008).

Die Alternativen splice-Insertionen von Neurexin und Neuroligin wurden ebenfalls in
die Modelle eingebaut und diejenigen Modellkomplexe ausgewihlt, die, wie die obigen
Ergebnissse gezeigt haben, ein Vorhandensein von allen Insertionen, Neuroligin A und B und
Neurexin SS4, erlaubten. Die Insertionen wurden ferner so plaziert, dass sie die Faltung der
jeweiligen Domine nicht verdnderten, sondern nur die Schleife verldngerten in der sie
insertiert wurden. Die kiirzlich gelosten Neurexinstrukturen mit SS4 bestétigten, dass SS4 die
Faltung der LNS Doméne nicht verdnderte (Shen et al., 2008).

83



Ergebnisse

A B h
Q’\ (14, L34
Omega-
L34 f
j’ N-terminale Schieife
Subdoméane
EF1°
Dimer- EF2
kontaktstelle Insertion B ) Insertions-
stelle B
Dimer- Neurexin-

kontaktstelle bindungsstelle

\‘\ \ Glykosylierungs-
\\b - region

Transmembranregion

S

(

2\

C-terminale Doméane

Abb 3-10. Verlgleich der
Neuroliginmodellstruktur mit den
Kristallstrukturen (A) Strukturmodel
von Neuroligin 1 auf Basis von AChE
Strukturen. Die Uber interne
Cysteinbriicken  stabilisierte  N-ter(] c
minale Domane ist als unabhangige . Insertions-~
globuldre Einheit der AChE-&hnlichen . stelle B =
Domane aufgesetzt. Die Region

zwischen der AChE-dhnlichen Domane und der Transmembranregion ist stark glykosyliert. Die hier
dargestellte kompakte Anordnung musste fur die Komplexbildung von Neurexin und Neuroligin entfaltet
werden, damit der synaptische Spalt (16-20 nm) Uberbrickt werden kann. (B) Das Modell und die
Kristallstrukturen von Neuroligin unterscheiden sich ausschliesslich in den Neuroligin-spezifischen
Schleifenregionen (RMSD Werte gréRer 1.3 A sind rot markiert, PDB: 1bix). Die gréRte Differenz liegt in der
Konformation der Omega-Schleife. Diese ragt in das inaktive Zentrum der Kristallstruktur hinein, wahrend sie
im Modell oberflachenexponiert ist. Die sehr flexible Schleife L34 kann sowohl exponiert sein (Modell in A)
als auch an der Domane anliegen (Kristallstruktur). Demgegenuber stimmen im Modell alle putativen
Bindungsstellen wie die EF Hande oder die Neurexinbindungsstelle mit der Kristallstruktur tberein. (C) Die
rigide Kernregion von AChE-ahnlichen Doménen (RMSD < 1 A). Die Topologie ist durch ein 9-strangiges
Betafaltblatt und 7 angrenzende Helices gekennzeichnet. Die Neurexinbindungsstelle ist nicht Teil der
Kernstruktur, da die Region um G500 bis zu 3.3 A und die Region As. 397-400 bis zu 4.7 A divergieren. Auch
innerhalb der Neuroliginstrukturen divergieren die Positionen der an der Neurexinbindung beteiligten Reste
bis zu 3.3 A. Die Region um D271 ist demgegeniiber konserviert und in allen AChE-ahnlichen Strukturen
identisch gefaltet.

- %

Neurexin-
bindungs-
stelle

3.2.8 Gezielte Mutagenesen zur Uberpriifung der Neurexin/Neuroligin Modelle

In dieser Arbeit wurde erstmals die direkte Calciumbindung an oLNS6 und BLNS
nachgewiesen (Abb. 3-9B und D) und zudem gezeigt, dass hydrophobe Reste zusétzlich zur
Calciumbindung fiir die Interaktion essentiell erforderlich sind (Abb. 3-9). Das liel vermuten,
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dass auf der Neuroliginoberfliche ebenfalls hydrophobe Reste die Neurexinkontaktstelle
auskleiden. Womoglich beteiligt sich auch eine saure Neuroliginseitenkette an der
Koordination des an Neurexin gebundenen Calciums. Zur Identifizierung dieser Reste wurden
anhand dieser Vorgaben vier Strukturmodelle von Neurexin/Neuroligin-Komplexen modelliert
(Tabelle A 8-1), von denen bereits eines in einem Ubersichtsartikel publiziert wurde (Fairless
et al., 2006). Zur Auswahl eines geeigneten Komplexmodells wurden gezielte Mutagenesen
an den Kontaktstellen durchgefiihrt, die zu einem kompletten Verlust der Neurexinbindung
fithren sollten.

Das erste Modell erlaubte eine Uberbriickung des synaptischen Spaltes ohne dass die
stark O-glykosylierten Peptidabschnitte zwischen der Transmembranregion und der
jeweiligen Doméne in Neurexin und Neuroligin zur Verlingerung entfaltet werden miissen
(Fairless et al., 2006). Fiir dieses Modell wurden A557 und V558, welche die hydrophobe
Kontaktstelle fiir Neurexin auskleideten, zu Asparagin und Arginin mutiert. Beide Reste
kommen in der zu Neuroligin homologen Sequenz von Acetylcholinesterasen vor und diese
Mutationen sollten in entsprechenderweise Neurexin nicht binden (Scheiffele et al., 2000;
Comoletti et al., 2003). Entgegen dieser Erwartung veridndern die Mutationen weder die
Calciumabhéngigkeit der Komplexbildung mit 1BLNS (Abb. 3-11, untere Reihe), noch wird
der Proteintransport beeinflusst und ein IgG-Neuroligin 1 A557D+V558R wurde aus COS-7
sekretiert und konnte Wildtyp-Neurexine erfolgreich in pulldown-Experimenten binden
(Daten nicht gezeigt). Mit diesen Ergebnissen wird das erste Komplexmodell nicht verifiziert.

Im zweiten Modell bindet Neurexin an eine Prolin-reiche Sequenz um das konservierte
E99, welches in einem derivatisierten Acetylcholinesterasekristall Zink gebunden hatte (Harel
et al., 1995). Die Mutation des benachbarten P100 zu Serin sollte einen direkten Kontakt zu
Neurexin sterisch unterbinden und die Peptidebene von E99 fiir eine Calciumkoordination
unglinstig orientieren. Die Neuroligin 1 P100S Mutation verhindert die Komplexbildung nicht
(Abb. 3-11A, Bahn 6), so dass auch dieses Bindungsmodell ausgeschlossen werden kann.

In der Nidhe zur splice-Insertion B befinden sich im Neuroliginmodell die zwei sauren
Reste Q395 und E397, welche einem ungewohnlich exponierten hydrophoben Rest (L.399)
benachbart sind. Im dritten Komplexmodell koordiniert E397 das Neurexin-gebundene
Calcium und Neuroligin 1 L399 interagiert mit fG155. Entgegen der Erwartung, dass die
Mutation L399S entsprechend fG155V die Komplexbildung verhindert (Abb. 3-9B, Bahn 9),
bindet L399S an Neurexin (Abb. 3-11C, Bahn 9). Auch die Mutation H294V eines Histidin,
welches wie bei Gas6 an der Calciumbindungstelle beteiligten sein konnte (Sasaki et al.,
2006), beeinflusste die Neurexinbindung nicht (Abb. 3-11C, Reihe 6). Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass Neurexin nicht nahe 1.399 bindet.

Im vierten Modell sind die Oberflichen von Neurexin und Neuroligin kongruent zu
einander. Wie D137 in B-Neurexin ist das konservierte zentrale Neuroligin D271 von
hydrophoben Resten umgeben. D271 liegt zwischen den splice-Insertionen A und B, sowie
der Schleife L34. Fiir eine Neurexin Bindung an D271 spricht, dass diese drei Regionen
Neuroligin-spezifisch sind und bei Anwesenheit schon einer dieser Schleifen die Ausbeute in
pulldown-Experimenten reduziert wird (Daten nicht gezeigt und Comoletti et al., 2003). Die
Mutation von D271 zu Arginin erhilt die Funktionalitit des Proteins, da es an die Oberfldche
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Abb. 3-11. Neuroligin D271R
blockiert die Neurexin(]
bindung. (A-C) Pulldown von
verschieden gezielt mutierten
Neuroligin 1 Derivaten aus
COS-7 Zelllysaten mit IgGl]
bLNS und IgG Protein als
Kontrolle. Die  Mutationen
wurden an 3 verschiedenen
Regionen nahe der splice-
Insertionstelle B plaziert, die
allerdings nur in der H294
Mutation, einem Derivat von
Neuroligin+B, vorhanden war.
Die erste Region enthalt P100,
durch dessen Mutation zu
Serin sollte ein naher Kontakt
von Neurexin unterbunden und
der Hauptkettenverlauf des
Polyprolinstrangs (As. 97-103)
unglinstig verandert werden.
Die  Neurexinbindung  wird
allerdings durch P100S nicht
beeintrachtigt, so dall weder
P100 noch das konservierte
E99 an der Komplexbildung
beteiligt zu sein scheint,
obgleich E99 in einer
derivatisierten Acetylcholin[]
esterasestruktur Zink als
Calcium-Analoga gebunden
hatte (PDB: 1fss). Die zweite
Stelle wirde durch ein Aspartat
charakterisiert, welches von
den hydrophoben  Resten
P192, G266, und L273 umgeben

hydrophobe Region untersucht,

\
[ P100S | P1924 [ G2660 |
@ & ¥ & & @ S
NS IL IR VA I VEVEIL VLS
oo Nign1
12 | 8] 4] 5 [ 6 | 7] 8] 8
B | G2ze8D+L273D [ D271R | L273E |
o 3 & 3@ S & @ 3 &
M \;*éb fﬁ{& e}"é F CP{& 435\ \;*-‘;'Z> Do{\‘\\ Q’eﬁ
150m — — anti-
anti
L o
L+ [ 2 [ 3] 4] s ]e ] 7]81] 9
c
M,
150m

100m

ist, wobei die letzt genannten zwei Reste im modellierten Neurexin/Neuroligin Komplex mit 1236 und G155
von Neurexin interagieren, wahrend D271 Calcium koordiniert. Im Einklang mit diesem Modell, blockiert die
Mutation von D271R géanzlich die Bindung von Neurexin (B, Bahn 6). Allerdings beeinflusst weder eine
Mutation der umgebenden hydrophoben Reste zu groflen und geladenen Resten (G266D, A, L273E, B,
beide Bahn 9), noch die Doppelmutation G266D+L273D (B, Bahn 3) die Bindung von Neurexin an Neuroligin.
Diese Ergebnisse zeigen, dass D271 nicht in engem Kontakt zu Neurexin steht. Zuletzt wurde eine andere

die neben dem ungewdhnlich exponierten L399 auch mdgliche

Calciumkoordinatoren wie E397 enthalt. Aber keine der Mutationen H294V (C, lane 6) und L399S (C, lane 9)
verandert die Neurexinbindung. (D-F) TsA201 Zellen, die Wildtyp oder mutiertes Neuroligin 1 ohne splice-
Insertion B (NIgn1-B) produzieren,
\\B G266D (E), Nign1-B D271R (F). Skalierung = 5 ym.

wurden live mit dem Antikdrper 4C12 markiert: Wildtyp Nign 1 (D), Nign1(J
/

von tsA201 Zellen transportiert wird (Abb. 3-11F). Dem Strukturmodell folgend blockiert die
Mutation D271R die Bindung an Neurexin (Abb. 3-11B, Reihe 6). Damit ist D271R die erste

Neuroliginmutation, die die

Neurexinbindung komplett verhindert, aber dennoch den

sekretorischen Transportweg passiert. Zur weiteren Priifung dieser Stelle wurden sterische
(P192A, G266D) und die Polaritit verdndernde Mutationen (L273E) wie auch eine
Doppelmutation (G266D+L273D) der umgebenden hydrophoben Reste in Bindungsstudien
getestet und iiberraschend festgestellt, dass sie die Neurexinbindung nicht beeinflussen (Abb.
3-11A, Reihen 6 und 9, B, Reihen 3 und 9, C, Reihe 3). Somit wurde mit D271 zwar ein
essentieller Rest fiir die Neurexin/Neuroligin Komplexbildung identifiziert, der aber scheinbar

nicht in einem direkten Kontakt zu Neurexin steht.
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3.2.9 Analyse der Mutationen des Neurexin/Neuroligin Komplexes auf Basis der
Strukturdaten

Die Kiristallstrukturen des Neurexin/Neuroligin-Komplexes (Arac et al., 2007; Fabrichny et
al., 2007; Chen et al., 2008) haben die gleiche 3-Neurexinbindungsstelle auf Neuroligin 1 und
4 bestimmt und die Reste L399 und H294 als direkte Bindungspartner identifiziert (Chen et
al., 2008), obwohl keiner dieser Reste bei den oben beschriebenen pulldown-Experimenten
einen Einfluss auf die Bindung hatte (Abb. 3-11C, Bahnen 6 and 9). Um die Beteiligung von
diesen und weiteren Resten der Kontaktstelle (Abb. 3-12) an der Komplexstabilitidt zu
bestimmen, wurden mit Hilfe des Programms FoldX (http://foldx.crg.es/) die
Bindungsenergien fiir Wildtyp und mutierte f-Neurexin/Neuroligin 1 Komplexe berechnet
und mit allen bisher publizierten experimentellen Daten verglichen (Abb. 3-13 und Tabelle 3
1 und 3-2). Im Ergebnis werden die experimentellen Daten bestitigt (Tabelle A 8-2) und die
die Neuroliginbindung verhindernden B-Neurexin Mutationen $S107R, PL135R, BGI55V+
T156A, BL234S+1236S+N238D, B1236R und BN238R haben positive Bindungsenergiewerte,
entsprechend einer endothermen, nicht-bindenden Reaktion. Bis auf die PL234S+I236S+
N238D Mutation blockieren die anderen Mutationen den Komplex durch zu grof3e sterische
Seitenketten, was sich an positiven AAG Werten (Differenz von AG gegeniiber dem Wildtyp-
Komplex) fiir tiberlappende van der Waals Radien (vdW clash) bemerkbar macht (Tabelle A 8[
3). Es sei angemerkt, dass bei den FoldX Berechnungen die Calciumbindung nicht
beriicksichtigt wird. Interessanterweise miisste die Bildung des Neurexin/Neuroligin-
Komplex aufgrund seines negativen AG Wertes auch ohne Calcium erfolgen. In diesem
Zusammenhang wird verstindlich, dass Mutationen des Calcium-bindenden Restes D137 zu
Alanin und Arginin keine Verdnderung in den Bindungsenergiewerten liefern, obgleich sie
ebenfalls zu einem kompletten Bindungsverlust fithren (Abb. 3-6B). Die unveridnderten AAG
Werte bei komplettem Bindungsverlust markieren die exklusive Funktion von D137 als
Calcium-Koordinator. Im Gegensatz zu (D137 band BN238 zusitzlich zur
Calciumkoordination an den Carbonylsauerstoff von Neuroligins F398 (Chen et al., 2008),
was sich durch einen leichten Verlust von AAG fiir BN238G und BN238A bemerkbar macht.
Die energetische Beteiligung der Seitenketten an der Komplexbildung und die
Identifikation von Aot spot Resten wurde durch das Alanin-Scan Verfahren (Moreira et al.,
2007) bestimmt und fiir alle an der Kontaktstelle beteiligten Reste die AG Werte einer
Alaninmutationen berechnet. Durch einzelne Alaninmutationen wurden keine positiven AG
Werte erhalten, doch wurde der Komplex destabilisiert und AAG Verluste bis zu 2 kcal/mol
(fiir BL236A) errechnet. Die AAG Werte wurden farblich auf die Kontaktoberflichen der
Neurexin- und Neuroliginstrukturen skizziert (Abb. 3-13B). Auffilligerweise destabilisieren
nur Alanin-Mutationen der hydrophoben Reste L135, PL234, und PI236 den Komplex mit
mehr als 1 kcal/mol, wihrend der Verlust polarer Wechselwirkungen von $S107 oder fR232
keinen Einflul auf die Komplexstabilitit ausiibt. Im Gegensatz zu den oben genannten
Neurexinmutationen liessen sich fiir keine der experimentell getesteten Neuroliginmutation,
einschlieBlich der fiinf-fachen L399A+N400A+D402N+Q395A+E397A (Arac et al., 2007),
positive AG Werte errechnen (Tabelle A 8-3). Nur die Neuroliginreste L399 und G500 werden
als hot spots definiert (Abb. 3-13B), da deren Alaninmutationen einen AAG Verlust von mehr
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Tabelle 3-1. Ubersicht der Mutationen in Neurexin LNS Doménen. Der EinfluR der Mutation auf
den Nrxn/Nign Komplex are wurde durch drei Methoden bestimmt: (i) Neuroliginbindung (+) oder
Nicht-Bindung (=) aus biochemischer Sicht; (ii) Synapsenbildung in Zellkultur hauptsachlich
nachgewiesen durch Gephyrin/PSD95-Clusterbildung; und (iii) Berechnung der freien Energie (AG)
durch das Programm FoldX auf Basis von Kristallstrukturen (Chen et al., 2008) mit negativen AG
Werten, die eine Binding (+) und positiven Werten, die eine Nicht-Binding (-) kennzeichnen.
Sequenznummerierung folgt dem SWISSPROT Eintag NXN1A_RAT (Nrxn 1a) und NXN1B_RAT
(Nrxn 1p); die Regionen sind entsprechend der LNS Kernstruktur bezeichnet (Fig. 3-5A); n.d. = nicht

detektiert.

Position A?J::s Mutation Region/Funktion N;l;(rjc:l%n Syr;glﬂ)ssnbl FoldX Referenz

Neurexin 1a
1183 D A Ca’*+ coord. - - +  hier, (1)

D R Ca®*+ coord. - n. d. +  hier
1201-1202 GT VA nahe der Ca-Stelle " - n. d. + hier
et %N ssp 'gs(::'d”'n 2o-ghnl. - Ca™+ - n.d. - hier
1281 T A Sulfat-bindung + n. d. + hier
1284 N A Ca®*+ coord. - n.d. +  hier

N G alLNS2-like Ca?*+ coord. + n. d. +  hier

N R Ca®*+ coord. - n.d. - hier
Neurexin 1p
103-106 NDRP  AAAA Schleife p2p3 n.d. + +  (2), hier
107-109 STR AAA Schleife p2p3 n.d. - +  (2), hier
107 S A Schleife f2p3 n.d. + +  (2), hier

R Schleife p2p3 - n. d. - (3), hier

108 T A Schleife p2p3 n. d. + +  (2), hier
109 R A Schleife p2p3 n.d. - +  (2), hier
12 R E + n. d +  (3), hier
119-122 TVQK  AAAA Schleife p3p4 n. d. +  (2), hier
132-135 SSGL  AAAA Schleife p4p5 n.d. +  (2), hier
135 L R Schleife p4p5 - n. d. -3
137 D A Ca®*+ coord. - - +  (2), hier

D R Ca®*+ coord. - n.d. +  hier

D S Ca?"+ coord. - n.d. +  (3)
154-157 VGTD  AAAA Schleife p6p7 n.d. - +  (2), hier
155-156 GT VA nahe der Ca-Stelle - n. d. + hier
156 T A Schleife p6p7 n.d. + +  (2), hier
157 D A Schleife p6p7 n.d. + +  (2), hier
158 D A Schleife 6p7 n. d. + + (2), hier
167-170 IIND AAAA Schleife B7p8 n. d. + +  (2), hier
179 T A + n. d. +  (3)
184 N A Schleife p8p9 n.d. + +  (2), hier
190-193 DSWP  AAAA Schleife B9p10 n. d. + +  (2), hier
232-235 RQLT  AAAA Schleife f10p11 n. d. - +  (2), hier
232 R A Schleife p10p11 n.d. +  (2), hier
233 Q A Schleife 10p11 n. d. +  (2), hier

.. . 2+

234,230,238 N ssp 'gs(::'d”'n 2o-ghnl. - Ca™+ - n.d - hier
235 T A Sulfat-bindung + + + (2), hier
236 | R Nrxn/Nlgn Kontakt - n. d. - 3)
238 N A Ca2+ coord. - - + (2) , hier

N G aLNS2-like Ca?*+ coord. + n.d. + hier

N R Ca?"+ coord. - (+) n.d. - (3), here
248-252 KEQGQ AAAA Schleife p11p12 n.d + +  (2), hier

1. Kang et al., 2008; 2. Graf et al., 2006; 3. Chen et al., 2008.
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Tabelle 3-2. Ubersicht der Mutationen in Neuroligin 1. Der EinfluR der Mutation auf den Nrxn/Nign
Komplex are wurde durch drei Methoden bestimmt: (i) Neurexinbindung (+) oder Nicht-Bindung (-)
aus biochemischer Sicht; (ii) Synapsenbildung in Zellkultur hauptsachlich nachgewiesen durch
Synapsin-Clusterbildung; und (iii) Berechnung der freien Energie (AG) durch das Programm FoldX auf
Basis von Kristallstrukturen (Chen et al., 2008) mit negativen AG Werten, die eine Binding (+) und
positiven Werten, die eine Nicht-Binding (-) kennzeichnen. Sequenznummerierung folgt dem
SWISSPROT Eintag NLGN1_RAT; die Regionen sind sind entsprechend der Nign 1 Struktur
bezeichnet (Abb. 3-13); n.d. = nicht detektiert.

Position Aminoséaure Mutation Region/ Neurexin- Synapsen FoldX Referenz
Funktion bindung -bildung

Neuroligin 1
100 z Stell i

P s achE ey n.d +  hier
111 T A + + + (4)
118-149 Fascll Stelle in

PQN...QDQ YQY..REL aAchE + - + (5)
192 P A + n. d. + hier
266 G D + n. d. + hier
266 G266L273 DD + n.d. + hier
271 D R - n. d. + hier
273 L E + n. d. + hier
273 L G + n. d. + hier
286 C A Dimerkontakt n. d. n. d. + (6)
294 H \Y + n. d. + hier
297-306 EGNRWSNSTK AA + n.d. + (7)
298-306 GNRWSNSTK deletion B Insertion + n. d. + hier, (3)
298-305 GNRWSNST deletion + + + (7, 8)
303 N A N-glyko Stelle + + + (4)
303 N D N-glyko Stelle + n. d. + 7)
343-348 NVSDTV PPG...NDT + + + (5)
343 N A N-glyko Stelle + n. d. + (4)
397 E A - n. d. + (3), hier
399 L S + n. d. + hier
399, 400,402 LND AAN Nrx/NIgn Kontakt - n. d. + (9)
399, 400, 402, Nrx/NIgn Kontakt
399, 400, 402, Nrx/Nlgn Kontakt
597 308 LNDEK AANAA e . d, 9)
400 N A - n. d. + (3), hier
421-433 t. EF1 hand

DSD...FDF deletion  pyow " n. d. +  hier
473 R451C in hum.

R c Nign3 * * +  (5),(6)
473 R T + n. d. + (6)
473 R E + n. d. + (6)
500 G A GIn in Nign2 - n. d. + (10)
535-546 IPM...FPC LPLDPSL n. d. - + (5)
549 S A O-glyko Stelle + n. d. + (4)
557-558 AV DR + n. d. + hier
574-591 Nlign spez.

QPV...RFE DPRDSK  gpleife L34 | " " )
576-590 Nign spez.

VPQ...NRF deleion  gepleife L34 |+ n. d. +  hier
617-618 HY AA Dimerkontakt n. d. + + (11)
619, 621 RN AA Dimerkontakt n. d. + + (11)
622-623 KV AA Dimerkontakt + - + (11)
624-625 NL AA Dimerkontakt n.d. + + (11)
626-627 WL AA Dimerkontakt n. d. + + (11)
628-629 EL AA Dimerkontakt + - + (11)
639-843 . I6sliche  AChE[]

deletion 3hnl. Domane + n. d. + (4)

3. Chen et al., 2008; 4. Comoletti et al., 2003; 5. Chubykin et al., 2005; 6. Comoletti et al., 2004; 7. Comoletti et
al., 2006; 8. Boucard et al., 2005; 9. Arac et al., 2007; 10. Fabrichny et al., 2007; 11. Dean et al., 2003.
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als 1 kcal/mol erzeugen. Dass L399 nur einen schwachen
Einfluss auf die Komplexbildung haben kann, wird durch
die L399S Mutation gezeigt, die unverdndert Neurexin
bindet (Fig. 3-11, Bahn 9), wihrend die experimentellen
Daten zur Bindungsunfdhigkeit von G500A noch nicht
gezeigt wurden (Fabrichny et al., 2007). Zusammenfassend
in der Art
klassifiziert, dass die Kontaktstelle im wesentlichen durch
Reste

wird der Neurexin/Neuroligin-Komplex

sich wechselseitig stabilisierende hydrophobe

gebildet wird, widhrend die Calciumbindung im
Zwischenraum der  Kontaktstelle einen  eigenen
unabhingigen  energetischen  Anteil  liefert,  der

hauptsdchlich durch die Neurexinreste D137 und BN238
getragen wird. Die auf Neurexin identifizierten hot spot
Reste befinden sich auf einer rigiden Kernstruktur und
werden fiir alle Neuroligin Isoformen (Neuroligin 1-4)
unabhéngig splice-Insertionen benotigt.
die  Neurexinkontaktstelle
Neuroligin  strukturell "weicher", da kontaktierende
Seitenketten wie H294 und L399 ohne Bindungsverlust

mutiert werden konnen (Abb. 3-11C) und Neuroligin die

von

Demgegeniiber  ist auf

Neuroligin  Neurexin

Pro106

-:
3\.
G Guod
<o @&
COMN.
@

Abb. 3-12: Interaktion im
Neurexin/Neuroligin Komplex. An
den finf Wasserstoffbricken (—)
sind die Neurexin-Seitenketten von
R232 und N238, sowie die
Neuroligin-Seitenketten D387,
N400, E397 beteiligt. Die Interaktion
findet hauptsachlich Gber nichtl

] ) i ) ) bindende und hydrophobe Kontakte
an Neurexin gebundenen Calciumionen ausschliesslich | statt. (PDBsum: 3b3q).
iiber Wasserbriicken bindet (Chen et al., 2008). Stabilisiert

wird der Komplex {iiber eine die Calciumkoordination umschlieBende hydrophobe Sphire.

Diese Form einer Calciumbindungsstelle ist neu und fiir den Neurexin/Neuroligin Komplex
essentiell erforderlich.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Strukturmodellierung und gezielte
Mutagenesestudien gezeigt, dass Neurexin an Neuroligin 1, 2 und 3 mit derselben
Kontaktregion bindet (Abb. 3-9D) wie sie auch in den Kristallstrukturen von IfLNS mit
Neuroligin 1 und 4 gefunden wurde. Interessanterweise konnen die Kristallstrukturen nicht
als Vorlage fiir den Neurexin/Neuroligin 2 Komplex dienen, da in Neuroligin 2 an Stelle des
hot spots G500 ein Glutamin vorkommt, welcher den Komplex destabilisiert (Tabelle A 8-3)
und bereits die Mutation Neuroligin 1 G500A Neurexin nicht mehr band (Fabrichny et al.,
2007). Hiernach gibt es fiir alle Neuroliginisoformen eine einzelne fein konturierte
Bindungsregion auf Neurexin, aber eine modifizierte oder ganzlich andere Kontaktregion fiir
Neurexin auf Neuroligin 2.
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Abb. 3-13. Zusammenfas(]
sung der strukturellen
Eigenschaften der Neur(
exin/Neuroligin Kontakt!|
stelle. (A) Experimentell
bestimmte hot spot Reste
des Neurexin/Neuroligin
Komplexes. Neuroligin bin(]
det an eine fein konturierte
Reihe von hydrophoben
Seitenketten der Reste
pG155, pL234, pI236 und
BR109 (magenta), welche
die Calciumkoordinations']
stelle umgeben (gelb). Alle
restlichen Reste auf dieser
Oberflachenregion  haben
keinen Effekt auf die Neuro(]
liginbindung in Mutarl
geneseexperimenten  gel]
zeigt (cyan). Auf der
Oberflache  der  AChE[]
ahnlichen Doméane von
Neuroligin wurde in dieser
Arbeit D271 als essentiell
erforderlich fir die Neull
rexinbindung  identifiziert.
D271 ist in der Nahe der
splice-Insertionen A und B,
sowie der  Neuroligin[J
spezifischen Schleife L34
(als Kreise markiert),
welche alle drei die
Neurexinbindung  verstar(]
ken, wenn sie deletiert sind.
Nur G500A kann als
Einzelmutation ebenfalls Neurexin Neu roligin

die Komplexbildung un(]

terbinden (Fabrichny et al.

2007), wahrend L399 und

N400 (in pink) nur in der Dreifachmutation Nign1-LND Neurexin nicht binden (Arac et al, 2007). (B) Prognose
des Verlustes an freier Bindungsenergie durch Alaninmutationen am Neurexin/Neuroligin Komplexes (PDB:
3b3q). Drei Neurexinreste wurden als hot spots identifiziert: 1236 (AAG = 2 kcal/mol, magenta), L234 und
L135 (AAG = 1 kcal/mol, orange), wahrend der Interaktionsverlust durch R232A und N238A Mutationen die
Komplexstabilitdt nur um 20% und 30% gegeniber 1236A (100%) reduziert. Auf der anderen Seite werden
zwei Neuroliginreste als hot spots hervorgehoben: G500 (pink) und L399 (orange). Die Reste F499 und N400
(beide in griin) haben einen mittleren Effekt (AAG = 0,9 kcal/mol), wahrend von den Resten in der Nahe der
Calciumbindungsstelle (Nummer 1), G396 und E397 (beide in hellgriin) die Stabilitat nur minimal um 0,4 kcal/
mol erniedrigen. Die berechneten AAG Werte der Alaninmutationen sind in Regenbogenfarben von 0 (cyan)
bis 2 kcal/mol (magenta) kodiert. Die Neurexin/Neuroligin Kontaktflache wurde um 180° gedffnet und die zwei
Calciumionen (als Kugeln), welche an die isolierte LNS binden (Abb. N3D) wurden mit 1 und 2 nummeriert.
Auf der Neuroliginoberfliche wurden die Calciumionen zur besseren Orientierung ebenfalls dargestellt,
obgleich Neuroligin nicht direkt, sondern nur tber Wasserbriicken an Calcium bindet.

o /

91




Diskussion

4  Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Wirkung der Calciumbindung auf synaptische Proteine durch
bioinformatische und experimentelle Methoden untersucht. Vor Beginn eines jeden
experimentellen Zyklus wurden die bereits vorhandenen funktionellen Daten mit Hilfe von
Proteinstrukturmodellen  verglichen (Abb. 1-4). Fiir die Modellierung und
bioinformatische Analyse wurden 6ffentlich zugéingliche WW W-Dienste eingesetzt und zu
Arbeitsabldufen kombiniert (Abb. 1-5). Von einigen Modellstrukturen wurden spéter
NMR- oder Kristallstrukturen publiziert, die eine kritische Betrachtung auf Richtigkeit
und Qualitit der Modelle und Methoden erlaubten und hier diskutiert werden sollen. So
wurde ein Konformationsraummodel entworfen, welches die Struktur von EF Hand
Proteinen in fiinf Kernstrukturen (Subdoménen) einteilte (Abb. 3-1) und sterische
Blockaden bei Konformationsdnderungen aufdeckte (Abb. 3-2). In weiteren Analysen
zeigte sich, dass Neuroligin nur entfernt einem EF Hand Protein &hnelt (Abb. 3-4). Die
Bindung an Neurexin erfolgt demgemaf nicht in der Art von EF Hand Proteinen, sondern
unter Ausbildung eines neuartigen Komplexes, in dem ein Calciumion in einer
hydrophoben Umgebung in mitten der Protein-Proteinkontaktstelle eingeschlossen wird.
Die an der Komplexbildung beteiligten Reste von Neurexin wurden allein auf Basis von
Modellstrukturen (Abb. 3-5) und davon abgeleiteten gezielten Mutagenesen bestimmt
(Abb. 3-6 bis 3-9). Kirzlich geloste Kristallstrukturen  bestitigten  die
Neuroliginmodellstruktur (Abb. 3-10) und die Bindungsexperimente mit gezielt mutierten
Neuroliginen (Abb. 3-11). Abschliessend konnten kot spots an der Kontaktstelle des
Neurexin/Neuroligin Komplexes  bestimmt werden (Abb. 3-13), die zeigten, dass
hydrophobe Wechselwirkungen fiir die hoch-spezifische Bindung von Neurexin an
Neuroligin verantwortlich sind.

4.1 Methodenentwicklung

4.1.1 Grenzen der Modellierung

Die Identifikation von rigiden Kernstrukturen und daran anschlieBend die oft neue
Definition von strukturellen Dominen und Subdoménen war eine unerlédssliche
Vorraussetzung fiir die vorgestellten Methoden zur Proteinstrukturmodellierung. Die
Kernregionen von Doménen haben qualitativ hochwertige Modelle bilden lassen, wihrend
die zugehorigen Schleifenregionen schon in der Referenzstruktur flexibel waren oder
fehlten und infolgedessen keine bestimmte Faltung modelliert werden brauchte. Um so
iiberraschender war es, wenn spdter erschienene Kristallstrukturen eine rigide
Konformation fiir eine Schleife zeigten wie sie fiir die Omega-Schleife (As. 122-146) im
Neurexin/Neuroligin Komplex gefunden wurde. Diese reicht tief in das inaktive Zentrum
der CAM Domine von Neuroligin hinein (Chen et al., 2008). Es gibt nur eine
Konformation der Schleife innerhalb der Bindungstasche und die Schleife scheint wéhrend
der Dominenfaltung im ER dort hineingebracht worden zu sein, da es mit dem normal-
mode-Verfahren eINémo (Suhre et al., 2004) nicht moglich war, diese Schleife im reifen

92



Diskussion

Protein ohne Deformation der restlichen Struktur wieder zu exponieren (Daten nicht
gezeigt). In vergleichbarer Weise wurde mit der Kristallstruktur von PSD95 eine Beta-
Beta-Wechselwirkung des flexiblen C-Terminus der GuK mit der SH3 Domine
identifiziert (Tavares et al., 2001), die keiner der vorab publizierten Losungen nach einem
Docking mit dem Programm FTDock entsprach (Wu et al., 2000). Diese genannten
Wechselwirkungen sind zu kompakt gebaut als dass sie mittels Docking-Verfahren
modelliert werden kdnnten. Bei diesen Verfahren wird der Hydratationsradius fiir jedes an
der Oberfliche befindliche Atom auf 4A festgesetzt, wodurch tiefe Bindungstaschen zu
eng und flexible Schleifen zu voluminds werden als dass sie zueinander passen konnten.
Es ist technisch moglich auch solche Interaktionen zu modellieren, doch macht dies nur
Sinn, wenn hierzu experimentelle Indizien vorliegen, da sowohl der Rechenaufwand als
auch die Fehlerquote mit abnehmenden Hydratationsradius steigt. Die Docking-Verfahren
RosettaDock, ZDOCK und 3DGarden haben hingegen in der Re-Analyse des Neurexin/
Neuroligin Komplexes (pdb: 3b3q) die kristallisierte Kontaktstelle finden kénnen, wenn
auch in unterschiedlichen Rangordnungen zwischen Platz 4 und 50 (Tabelle 8-1, Abb. 8-
1). RosettaDock hatte als einzige Methode auch die richtige Orientierung auf Platz 5
gefunden. Allerdings suchte RosettaDock nur im Umkreis von 20A um den eingesandten
initialen Komplex, der hier die unverdnderten Originalkoordinaten der Struktur 3b3q
enthielt. Somit eignet sich RosettaDock um manuell plazierte Protein-Protein Komplexe
optimieren zu lassen und insbesondere 3D Garden fiir die Vorauswahl von potentiellen
Kontaktstellen.

4.1.2 Modellierung des Konformationsraums

Mit Hilfe des vorgestellten Konformationsraummodells mit unabhéngig voneinander sich
bewegenden Subdoménen kann fiir eine neue Proteinsequenz jede mogliche Konformation
virtuell erprobt werden. Das Konformationsraumodell erweitert die als cross- und hybrid-
modeling bekannten Methoden in der Art, dass nicht wie bei einer vergleichenden Analyse
von EF Hand Proteinen die Zwei-Doménen Einteilung festgesetzt und nur die CaM Sequenz
auf die Recoverinstruktur und umgekehrt modelliert wird (Pawlowski et al., 1996), sondern
dass die Subdoméinen relativ objektiv iiber Ca-Ca Differenzabstandsgraphen als rigide
Kernstrukturen bestimmt und {iber Permutationen neue hybride Konformationen erhalten
werden konnen. So gelang es am Beispiel des Myristoyl-Switch von Vilip-1 (Abb. 3-2) eine
Ubergangsstruktur zu modellieren, die spiter durch eine Kristallstruktur bestitigt wurde
(Ames et al., 2002) und eine groBe Uberraschung darstellte, da sie in der Animation des
Myristoyl-Switch nicht vorkam (Ames et al., 1997). Bei dieser Animation wie auch bei
neueren Elastischen-Normal-Mode Verfahren eINémo werden alle Atome gleichzeitig von
thren Anfangs- zu ihren Zielkoordinaten bewegt. Beim Myristoyl-Switch wurde dadurch die
NSd wegbewegt, wihrend sich die Myristoylgruppe und die core2/Csd néherte, so dass es
keine Intermedidrstruktur gab in der die Myristoyl-gebundene NSd auf ihrer End- und die
core2/Csd noch an ihrer Anfangsposition war.

Wie sich bei der Strukturanalyse der EF Hand Proteine herausgestellt hat (Abb. 3-1), sind
deren paarweise gekoppelten calciumbindenden Schleifen keine rigide Struktureinheit wie
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es die Domaénklassifikation EFh (SMART Eintrag: SMO00054) oder die
Rekonstruktionserfolge von einzelnen EF Hand Schleifen (sp/it-EFhands, (Shuman et al.,
2006)) suggerieren. Der Terminus Scharnier (hinge) beschreibt die Funktion der EF Hand
treffender. Es sind die sie umgebenden Regionen, welche rigide Subdoménen darstellen
(Abb. 3-1) und innerhalb der Proteinfamilie verschiedene Positionen im Raum einnehmen
kénnen. Die mit 1A sehr hoch aufgeldste Calmodulinstruktur (Wilson und Brunger, 2000)
zeigte, dass sich diese Subdomineneinteilung bereits in der substrat-freien Einzelstruktur
abzeichnet, dennoch wurden EF Hand Proteine weiterhin nur in zwei Doménen eingeteilt
(Grabarek, 2006). Die Peptidbindungstelle in CaM und die Myristoylbindungsstelle in
NCS Proteinen sind kongruent auf der core-Subdoméne (Abb. 3-1) und diese core-
Subdominen erlauben nun einen direkten Vergleich von Bindungsstellen innerhalb der
gesamten EF Hand Proteinfamilie.

4.1.3 Planung von gezielten Mutagenesen

Das vorab erstellte Gesamtproteinmodell und die Konformationsraumanalyse machten es
moglich, dass nur mit wenigen einzelnen Mutationen Funktionen von Proteinen ausgeschaltet
oder neue Funktionen eingefiigt werden konnten. So wurden die Bindungsstellen von
Caldendrin an Jacob (Dieterich et al., 2008), LC3 (Seidenbecher et al., 2004) oder SAP97
(Strumpf et al., 2003 und Daten nicht gezeigt), wie auch die Neuroliginbindungsstelle auf
Neurexin bestimmt. In Neurexin erlaubte die rigide core-Struktur der LNS Doménen (Abb. 3-
5A) den Funktionstransfer der Calciumbindungsstelle von der Neurexin 1aLNS2, bzw. der
von Laminin 2aLNS5 auf die Neurexin 1aLNS6 (Abb. 3-8 und 3-9). Hierdurch war es
moglich die hydrophobe Kontaktstelle von Neuroligin auf der 1aLNS6/1LNS Doméne
genau zu kartieren (Abb. 3-13), was durch einen die ganze Oberfliche abdeckenden
experimentellen Alanin-Scan (Graf et al., 2006) oder durch den Einsatz sterisch den Kontakt
blockierenden Mutationen wie BL236R und BS107R nicht erreicht wurde (Chen et al., 2008).
Mutationen zu groflen Seitenketten waren hingegen geeignet, hier die Modellkomplexe oder
von Chen et al. die Kristallstruktur zu bestitigen (Abb. 3-9 und Chen et al., 2008). Die
funktionelle Analyse nach gezielten Mutationsexperimenten wird nach den hier gemachten
Erfahrungen erleichtert, wenn die Mutationen (i) funktionelle Epitope anderer Proteinfamilien
generieren oder (i) Modellstrukturen bestitigen konnen. Erst nach diesen Voranalysen ist es
effizient, einen experimentellen Alanin-Scan fiir die Kartierung der kot spot Grenzen im
Modellkomplex einzusetzen.

Die Analysen haben zudem ergeben, dass eine Mutation zu Glycin nicht unweigerlich
eine hohere Flexibilitdt in die Proteinfaltung induziert und eine durch einen Alanin-Scan als
essentiell ~markierte  Seitenkette  funktionell ersetzen kann. So waren die
Calciumbindungsstellen der 1cLNS2 und 1aLNS6 identisch gefaltet (Abb. 3-5, Sheckler et
al., 2006; Rudenko et al., 1999) und hat eine fN238G Mutation keinen Funktionsverlust
(Abb. 3-8) wie die entsprechende Alaninmutation gezeigt (Abb. 3-6).

4.2 Neurexin/Neuroligin Komplex

In dieser Arbeit wurden die Kontaktstellen auf der Neurexin- und Neuroliginoberflache durch
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die Anwendung von Strukturmodellierung, gezielten Mutagenesen und Bindungsstudien
identifiziert (Abb. 3-3 bis 3-11). Die kiirzlich publizierten Kristall- und NMR-Strukturen von
Neurexin/Neuroligin Komplexen verschiedener Spezies und Isoformen (Arac et al., 2007;
Chen et al., 2008; Fabrichny et al., 2007), wie auch die isolierten Strukturen von Neurexin
LNS (Shen et al., 2008; Koehnke et al., 2008) und Neuroligin CAM Doménen (Arac et al.,
2007; Fabrichny et al., 2007) haben die Modellstrukturen (Abb. 3-10) und die Kontaktstelle
(Abb. 3-13) bestitigt. Auf Basis der neuen Strukturdaten konnten die experimentellen
Mutationsdaten (Tabellen 3-1 und 3-2) tberpriift und deren Anteil an der Komplexstabilitét
berechnet werden (Tabellen 8-2 und 8-3). Die Kontaktstellen wurden dadurch feingenau
kartiert und essentielle hot spots auf Seiten von Neurexin und Neuroligin bestimmt (Abb. 3-
13). Zusitzlich wurde hier mit D271R eine Neuroliginmutation experimentell identifiziert, die
eine Komplexbildung verhindert aber nicht direkt an der Kontaktbindungsstelle beteiligt ist.

4.2.1 Agrin, Laminin, und Neurexin bilden eine Untergruppe der LamG/LNS Familie

Die Lektin-dhnlichen Doménen, zu denen auch die LNS gehdren, bilden eine der groferen
Faltungsfamilien in der ECM (Hohenester und Engel, 2002). Welche Funktionen diese
Dominfamilie im der ECM besitzen ist noch weitestgehend ungekldrt. Von vielen ist bekannt,
dass sie der Bindung von Glykanen und Glykoproteinen dienen, obgleich es keine
konservierte Bindungsstelle zu geben scheint und eine grobe Kartierung von
Bindungsepitopen fiir Zuckerketten bisher nur experimentell moglich war (Hohenester et al.,
1999). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die LNS Doménen von Agrin, Laminin
und Neurexin nahezu identisch gefaltet sind (r.m.s.d < 1.3A), deren Calciumbindungsstelle
konserviert ist und deren Doméne eigentlich LNA heissen miisste, da das namensgebende
SHBG an anderer Stelle Calcium koordiniert. Deren elektrostatischen Oberflichenpotentiale
weisen hingegen nur wenige Gemeinsamkeiten auf (Abb. 3-5), wihrend alle drei Proteine mit
einigen ihrer LNS Dominen calciumabhingig an die Zuckerketten von a-Dystroglycan
binden (Hohenester et al., 1999; Sugita et al., 2001; Stetefeld et al., 2004). Die fiir Laminin in
der nahen Umgebung der Calciumbindungsstelle bestimmte Bindungsregion fiir o-
Dystroglycan ist in Agrin oder Neurexinen nicht konserviert (Daten nicht gezeigt). Das wirft
neue Fragen in Bezug der wechselseitigen Bindung von a-Dystroglycan und Neuroliginen an
die LNS Doménen von Neurexinen auf.

4.2.2 Calciumkoordination

Die Calciumbindung im Neurexin/Neuroligin Komplex als auch dessen Wirkung auf den
transsynaptischen splice-Code konnte hier experimentell ermittelt werden (Abb. 3-3 bis 3-6).
So haben Strukturvergleiche der modellierten CAM Doméne von Neuroligin mit EF Hand
Domainen, sowie die erfolgreiche Bindung von Neurexin an Neuroligin, dessen EF Hand 1
deletiert war, gezeigt, dass Neuroligin eine degenerierte EF Hand besitzt und diese nicht fiir
die Interaktion mit Neurexin bendtigt (Abb. 3-4). Nach einem weiteren Strukturvergleich von
calciumbindenden LNS Doménen mit denen von Neurexin wurden erste Hinweise erhalten,
dass Calcium entgegen der bisherigen Annahme (Nguyen et al., 1997) an Neurexin binden
konnte (Abb. 3-5). Der Nachweis gelang als Alanin- oder Argininmutationen
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calciumkoordinierender Reste in Neurexin zum vollstindigen Verlust der Neurexin/
Neuroligin Komplexbildung fiihrten (Abb. 3-6) und erstmals auch die Bindung von Calcium-
45 an isolierte aLNS6 und BLNS Dominen gezeigt werden konnte (Abb. 3-9). Die 2.4A
aufgeloste Komplexstruktur hat bestitigt, dass Calcium wie im Modell (Abb. 3-5)
ausschliesslich von Resten auf Neurexin koordiniert wird (D137, V154, 1236, N238 in f3-
Neurexin) und Neuroligin nur tiber Wasserbriicken an Calcium bindet, wiahrend die Bindung
von Calcium an die isolierte 1BLNS Doméne aufgrund fehlender exothermer Reaktion in
Isothermen Calorimetrie (ITC) Experimenten weiterhin bestritten wurde (Chen et al., 2008).
Erst weitere ITC Experimente und die calciumgebundene 1BLNS Domédne mit und ohne
splice-Insertion SS4 (Shen et al., 2008) bestitigten die hier gezeigte Calcium-45 Bindung.
Durch eine Mutation N238G konnte die Calciumkoordination der aLNS2 (Abb. 3-5) auf die
aLNS6 (Daten nicht gezeigt) und PLNS transferiert werden. Wéhrend BN238A die
Komplexbildung komplett unterband (Abb. 3-6), hat fN238G Neuroligin gebunden und die
Calciumaffinitit des Komplex um das 200-fache gesenkt (Abb. 3-8). Dass sich der Neurexin/
Neuroligin Komplexes auch mit niedrigster Calciumaffinitit noch bei einer physiologischen
Calciumkonzentration von 2mM bildet, macht es nicht wahrscheinlich, dass Anderungen in
der Calciumaffinitit die Spezifitit des splice-Codes (Boucard et al., 2005) determinieren wie
es vorgeschlagen wurde (Sheckler et al., 2006; Arac et al., 2007; Chen et al., 2008; Shen et al.,
2008; Koehnke et al., 2008b). Dem widerspricht auch, dass die isolierte 1LNS Doméne mit
SS4 eine hohere Calciumaffinitit aufwies (Shen et al., 2008), wihrend die Komplexbildung
mit den Neuroligin Isoformen 1-3 mit SS4 eine um ca. 50% geringere Ausbeute liefert (Abb.
3-6C, 3-7C und (Comoletti et al., 2003; Koehnke et al., 2008b)) und eine 10-fach hohere
Calciumkonzentration bendtigt (Abb. 3-7A,B). Die kiirzlich geldsten Kristallstrukturen und
NMR Daten konnten bereits zeigen, dass sich SS4 im Gleichgewicht von mindestens zwei
Konformationen befindet (Shen et al., 2008; Koehnke et al., 2008b). Die Insertion von SS4
(As. 200-230 in 1BLNS) hat die Positionen der oben genannten calciumkoordinierenden Reste
nicht verdndert, sondern das benachbarte Q233 derart orientiert, dass dessen
Carbonylsauerstoff zusétzlich Calcium ligierte, was auch die erhohte Calciumaffinitit
erklarte. Gleichzeitig blockierte SS4 aber eine Bindung an Neuroligin (Shen et al., 2008). Fiir
die Komplexbildung 16ste sich die SS4 Konformation zu einer flexiblen Schleife auf
(Koehnke et al., 2008b). Scheinbar produziert SS4 im Komplex einen sterischen Stress auf die
Calciumkoordinierenden Reste, so dass die Calciumaffinitit moderat gesenkt wird (Abb. 3-
8A, B). Calcium wirkt nach diesen Ergebnissen in gegenséitzlicher zweifacher Form, indem es
(1) fur die Bindung von Neurexin und Neuroligin essentiell benétigt wird, aber gleichzeitig (ii)
die Neurexine mit SS4 in der inaktiven Form stabilisiert.
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4.2.3 Der Transsynaptische Code

Die splice-Insertion SS4 scheint in einem

ausgeglichenen zu
da

Experimente jeweils

reversiblen  Gleichgewicht
stehen, surface-plasmon-resonance-

eine  50%ig niedrigere
Bindungskapazitét fiir Neurexine mit SS4 gezeigt
haben, die unabhingig von der eingesetzten
Proteinkonzentration war (Comoletti et al, 2003;
Koehnke et al., 2008b). Demgegeniiber ist die
Komplexbildung nahezu irreversibel und nach
mehrstiindigen Inkubationszeiten in pulldown-
oder live cell labeling-Experimenten  werden
hohere bis vollstindige Ausbeuten auch fiir
Komplexe mit allen splice-Insertionen erhalten
(Daten nicht gezeigt und Boucard et al., 2005). Der
gebildete Komplex ist sehr stabil und kann erst
hohen
Salzkonzentrationen und Calcium-Chalatoren
(z.B. EDTA) wieder aufgeldst werden (Comoletti
et al., 2003). Der Transsynaptischen Code stellt

hiernach kein absolutes Bindungsmuster dar, bei

nach  langerer  Einwirkung  mit

dem Dbestimmte Kombinationen von splice-
Insertionen zu einem kompletten Bindungsverlust
fiihren wie es die Mutationen an den essentiellen
Resten gezeigt haben (Abb. 3-6 bis 3-9). Er ist
vielmehr ein Zeit-Code, der die Bildung von
Komplexen ohne splice-Insertionen schneller
(ohne Behinderung) ablaufen lasst (Abb. 4-1A, C),
wiahrend Neurexine mit SS4 erst eine langsame
Konformationsédnderung von SS4 durchlaufen
miissen (Abb. 4-1B, D), die zudem durch Calcium
stabilisiert wird (Shen et al., 2008). Vom
urspriinglichen splice-Code (s. Einleitung, Tabelle
1-1)
Gesamtstruktur von oa-Neurexin mit SS4 und
Neuroligin+B erhalten (Abb. 4-1D, untere Reihe).

Die =zeitverzogerte Bindung von splice-Insert

ist nur die fehlende Interaktion der

tragenden Neurexinen kann die zum Teil
widerspriichlichen Ergebnisse aus vorherigen
Publikationen erkldren. Hier wurden alle

pulldown-Experimte unter gleichen Bedingungen
und im Batch-Verfahren mit einer Inkubationszeit
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Abb. 4-1,
code. (A-B) Die Interaktion der isolierten
aLNS6 Domane und von B-Neurexin wird
durch splice-Insertionen nicht komplett

Transsynaptischer splice-

blockiert. (C-D) Die Bindung von o-
Neurexin an  Neuroligin  ist nur
unterbunden, wenn beide Insertionen

SS4 und B vorhanden sind (D, untere
Reihe). Neurexine mit SS4 befinden sich
im Gleichgewicht von zwei SS4 Konfor-
mationen, von denen nur die aktive die
Bindung von Neuroligin erlaubt. )
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von 2 Stunden durchgefiihrt, wihrend in den SPR- oder Saulenchromatographischen
Verfahren anderer Studien die Verweilzeiten fiir die Interaktionspartner im Minutenbereich
lagen (Nguyen et al., 1997; Boucard et al., 2005; Shen et al., 2008; Koehnke et al., 2008b).
Hierdurch und durch die zusitzlichen Wasch- und Elutionsschritte (Nguyen et al., 1997,
Boucard et al., 2005) konnte die Menge der splice-Insert tragenden Komplexe unterhalb der
jeweilig gewéhlten Detektionsgrenze gelegen haben.

Intensitdtsmesungen nach [live-cell-labeling Experimenten in Zellkultur haben dem
Neurexin Rest fT235 ebenfalls eine splice-Code Funktion zugeschrieben (Graf et al., 2006,
Shen et al., 2008). Die hier durchgefiihrten pulldown-Experimente mit der Mutation fT235A
konnten indes nicht bestitigen, dass PT235A die Neuroligin Isoformen 1-3 mit
unterschiedlicher Ausbeute bindet (Abb. 3-6) und andere Faktoren als die splice-Insertionen
den Code definieren.

4.2.4 Kontaktstelle im Neurexin/Neuroligin Komplex

Die Kristallstrukturen haben die gleiche Kontaktstelle in den Komplexen von [3-Neurexin mit
Neuroligin 1 (Arac et al., 2007; Chen et al., 2008) und 4 (Fabrichny et al., 2007) gezeigt,
wobei nur die mit 2.4A aufgeldste Neuroligin 1 Struktur die Positionen der Seitenketten,
Calcium und Wassermolekiile eindeutig nachweisen konnte (Chen et al., 2008). Hiernach wird
der Komplex durch (i) vier Seitenketten zu Hauptketten Wasserstoftbriicken (H-Briicken), (ii)
zwei Salzbriicken und (iii) 19 nicht-bindende Interaktionen zusammengehalten (Abb. 3-12).
Es werden eine H-Briicke von -Neurexin (BN238 zu G396) und drei von Neuroligin (E397
zu PT235 und PI1236; N400 zu BS107) gebildet. Dementsprechend haben die
Alaninmutationen 3S107A und BT235A der iiber Hauptketten interagierenden Reste keinen
Einfluss auf die Komplexbildung (Abb. 3-6, Tabelle 3-1 und Graf et al., 2006). Aber auch
keine Einzelmutation von Resten, die iiber Seitenketten Salz- (3R232/D387 und FR109/E297)
oder H-Briicken (E297A, D387A, E397A, N400A) bilden, fiihrten zu einem kompletten
Bindungsverlust (Tabelle 3-1) wie es Mutationen an fD137 gezeigt haben (Abb. 3-6, Tabelle
3-1). pD137 dient ausschlieBlich der Calciumkoordination (Abb. 3-5) und geht keine weitere
Wechselwirkung ein. Demgegeniiber bindet fN238 an Calcium und G396 (Chen et al., 2008).
Durch die BN238G konnte hier gezeigt werden, dass die Bindung an G396 nicht essentiell ist,
wihrend die Asparagin-oder Asparaginsdure-Seitenkette flir eine hohe Calciumaffinitét
erforderlich ist (Abb. 3-8). Aufgrund seiner direkten Calciumbindung ist fN238 als kot spot
deklariert worden (Abb. 3-13). Die Wechselwirkung von BR109 stellt sich ebenfalls sehr
komplex dar. Die Kristallstrukturen zeigten hier die grofiten Divergenzen in Bindungsmodi
und Co-Position (Arac et al,, 2007; Chen et al., 2008), wobei in der 2.4A aufgeldste
Neuroligin 1 Struktur die Elektronendichte fiir dessen Seitenkette sogar génzlich fehlte (Chen
et al., 2008). Eine BR109A Mutation war synaptogenetisch inaktiv (Graf et al., 2006), zeigt
hingegen keinen Bindungsverlust nach AG-Berechnungen auf Basis der Kristallstrukturen
(Tabelle 8-3). Auch Einzelmutation der putativen Bindungspartner E297, H294 und L399
fiihrten zu keiner (H294V und L399S in Abb. 3-11) oder nur zu einer moderaten Senkung der
Komplexbildungsrate (E297A in (Comoletti et al., 2006)). Demnach ist BR109 fiir die
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Ausbildung der  Neuroligin- /~ (
bindungsstelle auf  Neurexin
erforderlich (Abb. 3-13), wéhrend
die Kontaktstelle auf Neuroligin
scheinbar von allen drei
Bindungspartnern dynamisch
gebildet werden kann (Chen et al.,
2008). Im Ergebnis, sind es die 19
nicht-bindenden Interaktionen, die
massgeblich an der Stabilitdt und
Selektivitét des Neurexin/
Neuroligin Komplex verantwortlich

sind. Die hier gezeigte | Apb, 4-2: Hydrophobe Sphire um das an Neurexin

Dreifachmutation L234S+I236S+ gfg;:d[;ggg tg?lc:;llcium_i gilggNeuoqeﬁjsr;9 9(gelb)'\jResuIE_ [3L1(35t
o , ilden mi un von Neuroligin (ro
N238D hat allein die hydrophoben \einen hydrophoben Cluster (grau) aus. Y,

Wechselwirkungen entfernt
(Tabelle 8-2) und nicht durch die Einfuhr von groflen Seitenketten wie bei BL135R, fL234R,
BI236R, and N238R die Neuroliginbindung ausschliesslich durch eine sterische
Wechselwirkungen komplett blockiert (vdW clash, Tabelle 8-2). Auf Seiten von Neurexin
wird die hot spot Region der Kontaktstelle entweder von Resten gebildet, die Calcium
koordinieren ((BD137, BN238), an hydrophoben Wechselwirkungen beteiligt sind (fG155,
BL234, PI236) oder an beidem (PI236), wiahrend keiner eine polare Wechselwirkungen
ausiibender Rest essentiell erforderlich ist.

Der Neurexin/Neuroligin Komplex zeigt eine neue Bindungsgeometrie, bei der ein
Calciumion im Sandwich von LNS und CAM Domiéne durch einen hydrophoben Cluster
umschlossen wird (Abb. 4-2). Scheinbar neutralisiert das zweifach positive Calciumion bei
der Bindung an Neurexin dessen negativ geladene Bindungstasche (Abb. 3-5K) und verstirkt
somit den Einfluss hydrophober Dipol-Dipol-Wechselwirkungskréfte. Die Restpartialladung
des Calciumions kann durch die in der Kontaktstelle eingebundenen Wassermolekiile
abgepuffert werden. Diese schwache Wechselwirkung des Metallions mit Neuroligin konnte
dafiir verantwortlich sein, dass Magnesium den Neurexin/Neuroligin Komplex nicht bilden
lasst (Nguyen et al., 1997), obgleich die Bindung von Magnesium an eine isolierte LNS
gezeigt werden konnte (Hohenester et al., 1999).

Zusitzlich konnte hier erstmals bestimmt werden, dass die hot spot Reste von Neurexin fiir
die Bindung an die Neuroligin Isoformen 1-3 (Abb. 3-9) und wahrscheinlich auch an das an
dieser Stelle strukturell identische Neuroligin 4 erforderlich sind.

Mutagenesestudien auf Seiten von Neuroligin schienen bisher schwieriger, da einige
Mutationen zu einer Riickhaltung der Proteinprozessierung im ER fiihrten, die entweder mit
einer Fehlfaltung (Chubykin et al., 2005), dem Verlust der Dimerisierung (Dean et al., 2003)
oder Chaperonbindung (Chubykin et al., 2005; Comoletti et al, 2004) erkldrt werden konnten.
Aus diesem Grund wurden hier alle Mutationen auf ihre Féhigkeit getest, die Zelloberfldche
zu erreichen  (Abb. 3-11, Abb. 8-3, und Daten nicht gezeigt). Nur die Mutation D271 zu
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Arginin fiihrte hier zu einem kompletten Verlust der Neurexinbindung (Abb. 3-11, 3-13). Der
Rest D271 liegt auf der Kernstruktur von Neuroligin (Abb. 3-10), die sich auch in Normal-
Mode-Analysen als rigide Einheit bewegt (elNem Datenbank Eintrige: ID
08073116215530468 (pdb: 3bix) und ID 0807311639402545 (3bix-D271R)) und ca. 12A von
der Neureinbindungsstelle entfernt ist (Arac et al., 2007; Fabrichny et al., 2007; Chen et al.,
2008). In einem moglichen Szenario initiiert das eingefiigte Arginin an Position 271 eine
Abstossungskettenreaktion von den ebenfalls auf der rigiden Kernstruktur verankerten R274
und R311, wodurch der Neurexinkontakt an der putativen zweiten Calciumbindungsstelle
(Arac et al, 2007) blockiert werden konnte.
Nach einem Alanin-Scan auf der Neuroliginoberfliche auf Basis der Kristallstruktur
(Chen et al., 2008) besitzt Neuroligin nur zwei kot spots (G500 und L399, Abb. 3-13, Tabelle
8-3). Da aber L399S die Komplexbildung nicht beeinflusst (Abb. 3-11, Tabelle 8-2), resultiert
G500 als der wichtigste Rest im Komplex von Neurexin mit Neurolgin 1 und 4. Eine
entsprechende Kontaktstelle auf Neuroligin 2 ist bis auf einen Austausch von G500 zu
Glutamin identisch (Koehnke et al., 2008), welches zu lang ist, um in Analogie als G500Q
Mutation in Neuroligin 1 eine Bindung an Neurexin zu ermdglichen. Bindet Neurexin in einer
anderen Orientierung und einer anderen kot spot Region an Neuroligin 2, aber in etwa an die
gleiche Bindungsstelle wie an Neuroligin 1, so miisste auch eine Mutation G500Q in der Lage
sein, Neurexin zu binden. Alternativ kann es fiir Neurexin nur eine géinzlich andere
Bindungsstelle geben, an der Neuroligin 2 spezifische Reste beteiligt sind. Zukiinftige
Experimente und Strukturanalysen werden zeigen, ob eine G500Q Mutation und Neuroligin 2
das an Neurexin gebundene Calcium direkt koordinieren kénnen, etwas, was Neuroligin 1 nur
tiber Wasserbriicken gelungen ist (Chen et al, 2008).
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5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden Proteinstrukturen und Protein-Protein Interaktionen mit
leicht zu erlernenden Methoden erstellt. Zukiinftig konnen diese Methoden verfeinert und die
Verfahren weiter automatisiert werden. Schon jetzt gibt es mit 3D Garden oder dem Rosetta
Server Online-Systeme zur Modellierung, die fast vollautomatisch ablaufen und somit als
Referenz dienen konnen. Das Konformationsraummodell sollte als Standardmethode fiir
jegliche Strukturmodellierung eingesetzt werden, da hieriiber die Doménengrenzen exakt
bestimmt und Barrieren in Konformationsbewegungen identifiziert werden kénnen. Mit Hilfe
dieses Verfahrens konnen die Komplexstrukturen von Caldendrin und MaGuKs modelliert
und Mutagenesestudien durchgefiihrt werden. Desweiteren ist es nun moglich die Myristoyl[’
und Peptidbindungsstellen auf den core-Subdoménen von NCS Proteinen und Calmodulin(’
dhnlichen Proteinen direkt zu vergleichen und neue hybride Strukturen aus beiden
Unterfamilien der EF Hand Proteine zu erstellen.

Die hier gezeigten Ergebnisse haben den transsynaptischen splice-Code néher
spezifiziert. In weiteren Experimenten kann nun gepriift werden, welche strukturellen
Faktoren in der Gesamtstruktur von a-Neurexin fiir die Erhaltung der inaktiven Konformation
der aLNS6 verantwortlich sind. Die Kristallisation von a-Neurexin als Gesamtprotein ist
aufgrund seiner Grofe nicht wahrscheinlich. Von Laminin konnten bereits erfolgreich die
LNS-Dimerstrukturen geldst werden, die nun als Referenzstruktur fiir die Modellierung der
LNS2-LNS3 und LNS4-LNS5 Dimere in a-Neurexin dienen konnen. Fiir die Cassetten gibt
es keine Referenzstruktur, doch existieren Referenzstrukturen fiir die EGF-Doméne, so dass
eine Modellierung mehrerer Konformationen einer Gesamtstruktur von a-Neurexin auf Basis
der LNS-Dimere und EGF-Doménen erfolgen kann. In gezielten Mutageneseexperimenten
lieBen sich die Modelle wie hier fiir den Neurexin/Neurolgin Komplex iiberpriifen.

In dieser Arbeit wurden Mutationen in Neuroligin und Neurexin identifiziert, die eine

Calciumbindung erhalten, aber die Komplexbildung verhindern. Diese Mutationen kdénnen
nun in Zellkultur-, Elektrophysiologie- und Tiermodell-Experimenten erprobt werden und
erlauben eine Differenzierung der Calcium-Transporter oder —Pufferfunktion von Neurexinen
und der transsynaptischen Komplexbildung. Da nur oa-Neurexine einen Einfluss auf
Calciumkanile gezeigt haben, konnte die mehrfache Calciumbindung an a-Neurexin hierfiir
verantwortlich sein.
Weiterhin ungeklart ist die zuckerbindende Funktion von LNS Dominen im synaptischen
Spalt. Durch die genaue Kenntnis der Neuroliginbindungsstelle, lassen sich nun die
Zuckerbindungsstellen auf der aLNS6 und den anderen LNS Doménen verdndern, ohne die
Neuroliginbindung zu beeinflussen und umgekehrt. Hierdurch liee sich kldren, ob noch
weitere Neurexin-vermittelte transsynaptische Komplexe unabhingig zum
Neuroliginkomplex eine synaptogenetische Wirkungen ausiiben konnten.

Die Analyse der bi-direktionalen Kommunikation im synaptischen Spalt von Proteinen,
Glykoproteinen und Glykanen bedarf noch umfangreicher Untersuchungen, zu denen der
hoch-spezifische Komplex von Neurexin und Neuroligin einen entscheidenden Anfang
gemacht hat.
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6 Zusammenfassung

Die neuronale chemische Synapse ist eine strukturell und funktionell hoch komplexe
Schnittstelle zwischen Nervenzellen. Der molekulare Aufbau und die vielfiltigen
Wechselwirkungen synaptischer Proteine sind noch weitestgehend unbekannt. Viele fiir die
Funktion der Synapse wichtigen Prozesse sind calciumabhingig. Im ersten Teil der
vorliegenden Arbeit wird die groBite Gruppe der calciumbindenden Proteine, die EF Hand
Proteine strukturell charakterisiert. Diese Proteinfamilie besitzt ein breites Spektrum an
Konformationen, die es erschweren, neue Proteine allein auf Basis der Primirsequenz
funktionell einzuordnen. Aus diesem Grunde wurde ein Verfahren entwickelt, bei dem neue
Proteinsequenzen zu allen moglichen Konformerstrukturen modelliert werden kénnen. Mit
Hilfe dieses Konformationsraummodells konnte der Myristoyl-Schalter des Neuronalen
Calciumsensor (NCS) Proteins VILIP und ein neuer Ubergangszustand von NCS Proteinen
korrekt vorhergesagt werden. Weiterhin konnten die Bindungsstellen von EF Hand Proteinen
auf neuen Bindungspartnern gefunden werden wie z.B. die Caldendrinbindungsstelle auf
Jacob. Im zweiten Teil wurde dieses Verfahren fiir die effiziente Planung von Mutagenesen
und die nachfolgende Analyse des transsynaptischen Neurexin/Neuroligin Komplex
angewandt. Dieser Komplex scheint eine besondere Rolle im Aufbau und der Erhaltung der
synaptischen Verbindung zu haben. Neurexine sind Zelloberflichenproteine, die an
Neuroligine unter Bildung eines calciumabhingigen Komplexes binden. Dieser heterophile
Komplex wird fiir die Funktion der Synapse bendtigt und Defekte in den Genen beider
Proteine werden als erbliche Ursache fiir Autismus diskutiert. In der vorliegenden Arbeit
wurden Mutagenesestudien durchgefiihrt, um essentielle Reste der Neurexin/Neuroligin
Kontaktstelle zu bestimmen. Hierzu wurden mehrere Modelle von Komplexstrukturen
entworfen und daraus gezielte Mutationen abgeleitet, die zu einem kompletten Verlust der
Komplexbildung fiihren sollten. Dabei wurde gefunden, dass Neuroligin entgegen fritheren
Annahmen kein EF Hand Protein zu sein scheint und die EF Hinde nicht fiir die
Neurexinbindung erforderlich sind. Stattdessen konnte erstmals eine Calcum-45 Bindung an
Neurexin nachgewiesen und die Neuroliginkontaktstelle auf Neurexin fein kartiert werden.
Neuroligin bindet demnach an hydrophobe Reste, welche die Calciumbindungstasche von der
sechsten LNS in a-Neurexin und der LNS von p-Neurexin in einer neuartigen Weise
umgeben. Punktmutationen, die elektrostatische Eigenschaften oder die Oberflichenform
verdanderten, haben die Calciumkoordination nicht beeinflusst, aber die Neuroliginbindung
komplett unterbunden. Im Vergleich dazu fiihrte der Einbau von splice-Insertionen in a- und
B-Neurexinen und Neuroligin 1 nur zu einer moderaten Reduktion der Komplexbildung. In
Neuroliginen scheint die Kontaktstelle weniger ausgeprigt zu sein, da ein Austausch eines
entfernten Aspartats die Bindung an Neurexin komplett verhinderte, wahrend Reste an der
Kontaktfldche wie sie durch kiirzlich publizierte Kristallstrukturen identifiziert wurden keinen
Effekt auf die Bindung hatten. Diese unterschiedliche Plastizitit in den Kontaktflichen von
Neurexin und Neuroligin wurde durch die Berechnung von Bindungsenergien von Wildtyp
und mutierten Komplexen auf Basis der f-Neurexin/Neuroligin 1 Kristallstrukturen bestitigt.
Desweiteren wurde in Bindungsstudien und vergleichende Strukturanalysen festgestellt, dass
die feste hydrophobe Kontaktoberfliche von Neurexinen in gleicherweise fiir die Bindung an
die Neuroliginisoformen 1 bis 4 erforderlich ist. Demgegeniiber besitzt Neuroligin 2
womoglich eine alternative Bindungsstelle fiir Neurexin wie die hier durchgefiihrten
Berechnungen vermuten lassen.
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Summary

The neuronal chemical synapse is an structurally and functionally highly complex interface of
nerve cells. The molecular constitution and the manifold interactions of synaptic proteins is to
great extent still unkown. Several functionally important synaptic processes do require
calcium. The first part of this work characterizes the largest family of calciumbinding
proteins, the EF Hand proteins. This family has been found to express a wide spectrum of
conformations which make it difficult to functionally classifiy new proteins. To address this
challenge a method has been developed to model new protein sequences into all possible
confomers. That method of building conformational space models allowed the correct
prediction of the myristoyl switch of the neuronal calcium sensor (NCS) protein VILIP and a
new conformational transition state of NCS proteins. Additionally, the binding sites of EF
Hand proteins of new interaction partners was found as e.g. the binding site of caldendrin on
jacob. In the second part that method is used to efficiently design site directed mutations and
subsequently analyze the transsynaptic neurexin/neuroligin complex. This complex seemed to
play a unique role in synaptogenesis and maturation of the synaptic contact. Neurexins are
cell surface proteins which bind to neuroligins forming a calciumdependent complex. This
heterophilic complex is required for synaptic function and defects in genes of both proteins
correlate with autism. The aim of this work was to use site directed mutagenesis to identify
essential residues at the binding interface. Several complex model structures have been
generated to facilitate the design mutations that completely block complex formation. It was
found that EF hand motifs in neuroligin are degenerated and not required to bind to neurexin
as suggested elsewhere. For the first time, calcium-45 binding to neurexin was detected.
Performing multiple steps of modeling, mutagenesis and binding studies the binding site for
neuroligin could be sharply delineated. Neuroligin binds to hydrophobic residues which
surround the calciumbinding pocket and give the sixth LNS domain from a-neurexin and the
LNS from B-neurexin a unique property. Point mutations that changed electrostatic and shape
properties leave calcium coordination intact but completely inhibited neuroligin binding,
whereas alternative splicing in o— and f3—neurexins and in neuroligins had a weaker effect on
complex formation. In neuroligins, the contact area appears less distinct because exchange of
a more distant aspartate completely abolished binding to neurexin but many mutations of
predicted interface residues had no effect on binding. Calculating binding energies of wild[]
type and mutated complexes using the coordinates from recently determined B-neurexin/
neuroligin 1 crystal structures confirmed that the contact area in neurexin is rigid and
invariable. Additional binding and comparative structural studies revealt that neurexin binds
to all neuroligin isoforms using the same hydrophobic contact area. In contrast, neuroligin 2
does not fit into the complex structures of the other isoforms and may have an alternate
binding area for neurexins.
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8 Anhang

Tabelle 8-1. Modellkomplexe von Neurexin und Neuroligin auf
Basis von Acetylcholinesterasestrukturen (pdb: 1fss, 1mah) und
der LNS von B-Neurexin (1cd4r). Vier Neurexin/Neuroligin Komplexe
wurden manuell erstellt und die im Text beschriebenen Mutationen
ausgewahlt (Ergebnisse, 3.2.8). Die Koordinaten der spater
kristallisierten Neurexin/Neuroligin Struktur (PDB: 3b3q) wurden in
Domanen getrennt und Uber die Docking-Verfahren 3D Garden und
ZDOCK wieder zusammengefugt (s. Methoden, 2.3.4.1). Die vier
manuellen Komplexe mit Kontakten an den Positionen 100, 271, 399
und 557 wurden von den Docking-Verfahren ebenfalls gefunden, wobei
3D Garden die besten Ergebnisse lieferte. Interessanterweise hatte ein
Komplex mit einer Interaktion von D271 (Nr. 2) an das Neurexin[]
gebundene Calcium den héchsten Rang, was diese Stelle als eine gute
Alternative zur kristallisierten Bindungsstelle (Nr. 3) klassifiziert, auch
wenn sie wie im Text beschrieben nicht genutzt wird.

Nr. Positionin Calcium- Hydrophober Rang nach Docking
Neuroligin bindung Kontakt
3D Garden ZDOCK

1 100 E99 P100 19
2 271 D271 G266, L273 3 102
3 399 E297 G396, L399 4 50
4 557 - A557, V558 161

117



Anhang

Tabelle 8-2. Kalkulierte Bindungsenergien von Wildtyp und verschiedenen Mutationen des
Neurexin/Neuroligin Komplexes. Mutationen, die zu positive Bindungsenergien (ene) fihren, haben
in Experimenten die Komplexbildung verhindert (Tabellen 3-1 und 3-2): S107R, L135R, L234S+
1236S+N238D, 1236R und N238R. Bis auf die Mutation L234S+1236S+N238D, welche
ausschliesslichdie den Energiegewinn aus hydrophoben Wechselwirkungen herabsetzt, erzeugen
diese Mutationen energetisch unglnstige Uberlappungen der van der Waals Radien (clashes). Die
Mutation G155V+T156A fuhrt zu einem van der Waals clash, was den hier gemachten experimentellen
Befunden entspricht (Abb. 3-9) ergibt aber keine positiven AG Werte (ene), was die ungleiche
Wichtung der Energieterme wiederspiegelt.

Die Daten wurden mit dem Program FoldX (http://foldx.crg.es/) unter Verwendung der Koordinaten
3b3q aus der Protein Datenbank (PDB) berechnet. Abklrzungen der Energieterme: hb =
Wasserstoffbriicken-, vw = vanderWaals-, pol = polare-, sc = Seitenketten-, mc = Hauptketten, wtbr =
Wasserbriicken-, hyd = hydrophobe-, el = elektrostatische Wechselwirkungen, vwcl = vanderWaals
Uberlappung, ene = totale freie Energie AG.

Energy terms

hb VW pol sC mc__ wtbr hyd el vwcl ene AAG
Nrxn/Nign Complex
Wild Type -10,31 -7,68 20,85 6,23 1,50 -3,89 -13,26 -0,61 0,89 -6,28
Neurexin
N103A+D104A+R105A+P106A -7,51 -7,51 19,62 465 1,55 -3,87 -13,11 -0,55 0,89 -583 045
S107A+T108A+R109A -10,31 -6,87 17,72 570 1,55 -0,50 -12,45 -0,22 0,74 -4,64 1,64
S107R -10,31 -9,54 26,04 8,16 1,40 -143 -16,19 0,06 52,06 50,25 56,53
R112E -10,31 -7,68 20,85 6,27 1,49 -393 -1325 -0,61 0,89 -6,29 -0,01
T119A+V120A+Q121A+K122A -10,31 -7,68 20,85 6,24 1,49 -3838 -13,26 -0,61 0,90 -6,28 0,00
S132A+S133A+G134A+L135A -10,31 -7,02 20,27 5,99 149 -3,87 -11,81 -0,61 0,87 -5,01 1,27
L135R -14,51 -8,19 25,00 8,04 1,49 -388 -13,55 -0,82 12,12 5,72 12,00
D137R -13,01 -7,70 21,78 6,64 1,49 -430 -1327 -1,16 0,90 -8,63 -2,35
D137S -11,71 -769 21,77 6,18 1,50 -3,86 -13,29 -0,98 0,89 -7,20 -0,92
V154A+G155A+T156A+D157A -10,31 -7,76 21,20 6,23 1,51 -3,89 -13,43 -0,67 1,32 -5,81 0,47
G155V+T156A -10,31 -7,94 21,12 6,40 1,49 -389 -13,97 -0,58 1,92 -575 0,53
1167A+I168A+N169A+D170A -10,31 -7,68 20,85 6,23 1,49 -389 -1325 -0,66 0,89 -6,32 -0,04
D190A+S191A+W192A+P193A -10,31 -7,68 20,85 6,22 1,49 -3,89 -1326 -0,67 0,89 -6,35 -0,07
R232A+Q233A+L234A+T235A -9,71 -6,81 1950 5,29 1,52 -3,80 -11,55 -0,06 0,60 -5,03 1,25
L234S+1236S+N238D -11,71 -6,35 2292 598 1,57 -123 -999 0,57 0,45 220 8,48
1236R -11,06 -864 2591 7,39 1,53 -3,85 -13,87 -1,67 29,94 2568 31,96
N238G -11,71 -7,08 20,37 6,18 1,49 -2,86 -12,37 -0,65 0,88 -576 0,52
N238R -13,41 -8,74 2534 7,69 1,49 -264 -1492 -252 2822 2049 26,77
K248A+E249A+Q250A+G251A+Q252A -10,31 -7,68 20,85 6,23 1,49 -3,88 -13,25 -0,61 0,89 -6,27 0,01
Neuroligin
P100S -8,56 -6,37 17,31 518 1,25 -323 -11,01 -0,51 0,74 -522 1,06
D271R -7,44 -576 1533 4,51 1,27 -393 -996 -0,48 0,11 -6,37 -0,09
L273E -7,44 -576 1533 4,55 1,27 -391 -9,96 -0,40 0,11 -6,22 0,06
L273G -7,44 -577 1533 454 126 -3,92 -996 -0,43 0,11 -6,29 -0,01
H294V -7,44 -568 1536 4,64 1,28 -398 -9,78 -0,48 0,11 -597 0,31
L399A+N400A+D402N -5,28 -4,88 11,01 4,18 1,33 -4,17 -843 -0,41 0,11 -6,53 -0,25
L399A+N400A+D402N+E297A+K306A -4,12 -4,51 9,63 3,55 1,34 -417 -7,78 -0,30 0,11 -6,36 -0,08
L399A+N400A+D402N+Q395A+E397A -2,33 -4,00 754 289 133 -4,18 -6,95 -0,29 0,08 -591 0,37
L399S -6,90 -5,37 14,27 424 130 -4,12 -9,00 -0,41 0,11 -589 0,39
R473C -7,44 -576 1533 4,54 1,26 -392 -996 -0,42 0,11 -6,28 0,00
R473T -7,44 -576 1533 454 126 -392 -996 -0,42 0,11 -6,28 0,00
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Tabelle 8-3. Kalkulierte Bindungsenergien von Wildtyp und Alanin-Mutationen des Neurexin/
Neuroligin Komplexes (Alanin-Scan). Diese Daten wurden erhoben, um den energetischen Einflul3
der Seitenketten an der Kontaktstelle des Komplex zu bestimmen ohne neue sterische Blockaden
einzufiihren. Reste, die AAG um mehr als 1 kcal/mol reduziert haben, wurden als hot spots deklariert
(Abb. 3-13). Die Daten wurden mit dem Program FoldX (http://foldx.crg.es/) unter Verwendung der
Koordinaten 3b3q aus der Protein Datenbank (PDB) berechnet. Abkiirzungen der Energieterme: hb =
Wasserstoffbriicken-, vw = vanderWaals-, pol = polare-, sc = Seitenketten-, mc = Hauptketten, wtbr =
Wasserbriicken-, hyd = hydrophobe-, el = elektrostatische Wechselwirkungen, vwcl = vanderWaals

Uberlappung, ene = totale freie Energie AG.

Energy terms

hb vw pol sc mc wtbr hyd el vwcl ene AAG
Nrxn/Nlgn complex
Wild Type -5,96 -6,83 13,20 5,15 1,09 -1,44 -12,18 -0,74 0,38 -7,30 0,00
Neurexin
N103A -5,96 -6,83 13,18 5,14 1,11 -1,44 -12,21 -0,74 0,38 -7,37 -0,07
D104A -5,96 -6,82 13,14 5,11 1,09 -1,43 -12,18 -0,77 0,38 -7,45 -0,15
R105A -5,96 -6,84 13,18 5,19 1,09 -1,42 -12,18 -0,76 0,38 -7,31 -0,01
P106A -5,96 -6,81 13,38 5,15 1,11 -1,43 -12,14 -0,74 0,38 -7,06 0,24
S107A -5,96 -6,66 12,48 5,14 1,12 -1,88 -12,10 -0,74 0,38 -8,20 -0,90
T108A -5,96 -6,83 13,27 5,15 1,15 -1,44 -12,18 -0,75 0,38 -7,20 0,10
R109A -5,36 -6,38 12,20 4,06 1,07 -1,45 -11,35 -0,18 0,00 -7,38 -0,08
R112A -5,96 -6,82 13,21 5,10 1,09 -1,44 -12,17 -0,64 0,38 -7,24 0,06
T119A -5,96 -6,83 13,21 5,16 1,09 -1,44 -12,18 -0,74 0,38 -7,29 0,01
V120A -5,96 -6,83 13,20 5,15 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,30 0,00
Q121A -5,96 -6,83 13,20 5,15 1,08 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,29 0,01
K122A -5,96 -6,83 13,21 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,29 0,01
S132A -5,96 -6,82 13,13 5,16 1,09 -1,43 -12,17 -0,74 0,38 -7,35 -0,05
S133A -5,96 -6,83 13,20 5,16 1,09 -1,42 -12,17 -0,74 0,38 -7,29 0,01
G134A -5,96 -6,85 13,27 5,16 1,09 -1,44 -12,20 -0,74 0,38 -7,26 0,04
L135A -5,96 -6,19 12,64 4,87 1,09 -1,43 -10,80 -0,74 0,38 -6,14 1,16
D137A -8,66 -6,82 14,54 5,66 1,09 -1,87 -12,18 -1,11 0,38 -8,97 -1,67
V154A -5,96 -6,83 13,21 5,16 1,11 -1,44 -12,17 -0,75 0,38 -7,28 0,02
G155A -5,96 -6,88 13,35 5,16 1,08 -1,44 -12,25 -0,72 0,62 -7,03 0,27
T156A -5,96 -6,82 13,20 5,16 1,09 -1,44 -12,15 -0,74 0,38 -7,26 0,04
D157A -5,96 -6,83 13,21 5,14 1,09 -1,44 -12,17 -0,81 0,38 -7,38 -0,08
D158A -5,96 -6,83 13,20 5,15 1,09 -1,44 -12,17 -0,78 0,38 -7,35 -0,05
1167A -5,96 -6,83 13,20 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,73 0,38 -7,30 0,00
1168A -5,96 -6,82 13,21 5,15 1,09 -1,43 -12,17 -0,73 0,39 -7,30 0,00
N169A -5,96 -6,83 13,21 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,30 0,00
D170A -5,96 -6,83 13,21 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,73 0,38 -7,29 0,01
T179A -5,96 -6,83 13,20 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,73 0,38 -7,28 0,02
N184A -5,96 -6,82 13,20 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,30 0,00
D190A -5,96 -6,83 13,21 5,14 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,31 -0,01
S191A -5,96 -6,83 13,20 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,29 0,01
W192A -5,96 -6,83 13,20 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,73 0,38 -7,29 0,01
P193A -5,96 -6,83 13,20 5,15 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,30 0,00
R232A -5,36 -6,68 12,61 4,70 1,09 -1,44 -11,98 -0,24 0,38 -6,91 0,39
Q233A -5,96 -6,83 13,19 5,15 1,11 -1,44 -12,18 -0,74 0,38 -7,30 0,00
L234A -5,96 -6,29 12,86 4,75 1,10 -1,44 -10,91 -0,75 0,38 -6,24 1,06
T235A -5,96 -6,69 12,78 5,07 1,12 -1,44 -12,04 -0,75 0,38 -7,51 -0,21
1236A -5,96 -5,83 12,52 4,67 1,11 -1,43 -10,01 -0,74 0,37 -5,29 2,01
N238A -7,36 -6,24 12,95 5,11 1,09 -0,38 -11,44 -0,76 0,38 -6,64 0,66
S239A -5,96 -6,76 12,88 5,04 1,08 -1,43 -12,15 -0,74 0,38 -7,66 -0,36
K248A -5,96 -6,83 13,21 5,15 1,09 -1,43 -12,17 -0,74 0,38 -7,30 0,00
E249A -5,96 -6,83 13,20 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,30 0,00
Q250A -5,96 -6,83 13,21 5,16 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,29 0,01
G251A -5,96 -6,83 13,20 5,15 1,09 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,29 0,01
Q252A -5,96 -6,83 13,20 5,16 1,09 -1,44 -12,18 -0,74 0,38 -7,30 0,00
Neuroligin
G500A -5,96 -7,08 13,43 5,21 1,09 -1,44 -12,71 -0,74 2,63 -5,55 1,75
L399A -5,96 -6,16 12,58 4,78 1,12 -1,46 -10,75 -0,64 0,35 -6,11 1,19
F499A -5,96 -6,42 12,89 4,96 1,10 -1,44 -11,24 -0,74 0,38 -6,46 0,84
N400A -3,36 -6,33 11,83 4,54 1,12 -2,38 -11,53 -0,74 0,38 -6,47 0,83
E397A -2,41 -5,87 9,15 3,85 1,07 -1,44 -10,58 -0,81 0,38 -6,65 0,65
G396A -5,96 -6,87 13,31 5,14 1,09 -1,44 -12,29 -0,73 1,07 -6,66 0,64
P502A -5,96 -6,68 13,02 5,16 1,07 -1,44 -11,88 -0,76 0,38 -7,08 0,22
F398A -5,96 -6,76 13,16 5,14 1,13 -1,48 -12,08 -0,74 0,38 -7,22 0,08
Q395A -5,96 -6,62 12,88 4,90 1,10 -1,44 -11,74 -0,73 0,38 -7,23 0,07
P192A -5,96 -6,83 13,20 5,16 1,10 -1,44 -12,18 -0,74 0,38 -7,30 0,00
G266A -5,96 -6,83 13,20 5,16 1,10 -1,44 -12,17 -0,74 0,38 -7,30 0,00
L273A -5,96 -6,83 13,20 5,15 1,09 -1,44 -12,18 -0,75 0,37 -7,30 0,00
T569A -5,96 -6,82 13,20 5,15 1,10 -1,44 -12,18 -0,74 0,38 -7,30 0,00
D387A -5,36 -6,77 12,75 4,75 1,09 -1,44 -12,13 -0,62 0,38 -7,32 -0,02
D271A -5,96 -6,83 13,21 5,16 1,10 -1,44 -12,18 -0,82 0,38 -7,37 -0,07
N498A -5,96 -6,76 13,01 5,10 1,08 -1,44 -12,07 -0,74 0,38 -7,38 -0,08
E297A -5,36 -6,58 12,29 4,18 1,10 -1,44 -11,75 -0,27 0,34 -7,46 -0,16
H294A -5,96 -6,31 12,15 4,81 1,10 -1,44 -11,28 -0,57 0,00 -7,48 -0,18
D402A -5,96 -6,78 12,85 5,14 1,09 -1,44 -12,14 -0,79 0,38 -7,65 -0,35
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Abb. 8-1. Erfolgreiche Wiederfindung der Neurexin/Neuroligin Kontaktstelle durch
Docking-Verfahren. Die Koordinaten von Neurexin und Neuroligin des hochaufgelésten
Komplex (pdb: 3b3q, Chen et al., 2008) wurden als getrennte Dateien an den 3D Garden
Server (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/3dgarden/index.cgi) gesandt und 500 Modellkomplexe
erhalten. Auf Position 3 ein Komplex gefunden, bei dem D271 von Neuroligin (griin) das an
Neurexin (blau) gebundende Calcium koordinierte (A), wahrend die kristallisierte
Kontaktstelle mit G396 im Zentrum auf Position 4 landete (B). Die korrekte Orientierung von
beiden Proteinen hatte hingegen keiner der 500 Komplexe.
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Abb. 8-2. B-Neurexin besitzt gegeniiber a-Neurexin zusatzlich 38 histidin-reiche
Reste. Diese Reste scheinen die isolierte LNS Domane zu stabilisieren, da die
Expression in COS-7 Zellen und die Ausbeute in pulldown-Experimenten bei
Verwendung von 1BLNS gegeniiber 10LNS6 deutlich gréf3er waren (Abb. 3-6 bis 3-9 und
Daten nicht gezeigt).
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Abb. 8-3. Zelloberflichenmarkierung von GFP-Neuroligin exprimierenden Zellen
mit ldslichen IgG-LNS Domanen und Oberflichensekretion von mutierten
Neurexinen. (A-D) Neuroligin-GFP transfizierte tsA201 Zellen (grin) wurden
lebend mit Nrxn-IgG Fusionsproteinen inkubiert (A) Wildtyp BLNS Domane, (B)
T235A Mutation von BLNS, (C) G155V+T156A Mutation von BLNS, und (D) IgG-
Kontrolle. Protein A-konjugiert an einen Alexa Fluorophor 546 (rot) wurde benutzt,
um die an Neuroligin gebundenen Neurexine zu detektieren (gelb bei
Uberlagerung). (E-G) Autofluoreszenz von intrazellular EGFP-konjugiertem Nrxn
18 (IENB) in tsA201 Zellen,(E) Wildtyp IENB, (F) IENB L234S+I236S+N238D
Mutation, (G) IENB N238A Mutation. Skalierung (A-D) = 20 um; (E-G) = 5 um.
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