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Abstract

The human transcription factor forkhead box protein P2 (FOXP2) plays an important role
in the development of human language and speech. A mutation (R553H) in its eponymic
forkhead domain destroys the function of the transcription factor and triggers a genetic
speech and language disorder.

As a regulatory protein, FOXP2 is part of a large network of different transcription factors
that control thousands of genes. Direct interaction with genomic DNA and interaction
with other proteins is a prerequisite for FOXP2’s correct function. These interactions are
mediated by the DNA-binding forkhead domain, the CoHs-zinc finger and the leucine
zipper. Although some information about the forkhead domain of FOXP2 is available,
little is known about the other DNA-binding elements.

The aim of this work was to investigate the motifs and domains of FOXP2 regarding
their DNA-binding ability without interfering influences of cellular binding partners. To
this end, a protocol was established that allows the generation and purification of the
transcription factor. Activity and functionality of the purified FOXP2 constructs were
then tested in EMSA experiments. In order to characterize DNA-binding in terms of the
contribution of motifs and domains, time-resolved interaction analyses were performed
using the biochip-based switchSENSE® technology.

In the DNA interaction studies association rates (kon) of 4 - 10> M~1s™1 t0 22 - 10> M~ 1s!
and dissociation rates (kog) of 5 - 1072 s7! to 144 - 1073 s~! were measured for the protein
constructs. The time-resolved experiments showed that the forkhead domain of FOXP2 is
necessary for the binding and sequence-specific recognition of DNA. If only the forkhead
domain was available for DNA-binding, a dissociation constant of 360 nM was measured.
In presence of the zinc finger the affinity to DNA was increased by one order of magnitude
(16 nM). The leucine zipper was found to be required for high-affinity DNA-binding.
For the construct that contained a leucine zipper in addition to the forkhead domain a
dissociation constant of 2 nM was measured. The additional zinc finger in turn did not
further increase the affinity towards DNA, so that the dissociation constant measured
was in the nano molar range as well (4 nM). The amino acid substitution A539P, which
prevents domain swapping in the forkhead domain, showed no effect on the DNA-binding
behavior of FOXP2 at the protein concentrations we used. Furthermore, the interaction
of FOXP2 with itself was visualized in concentration- and time-dependent DNA biochip
studies.






Zusammenfassung

Der humane Transkriptionsfaktor Forkhead Box Protein P2 (FOXP2) spielt in der Ent-
wicklung menschlicher Sprache eine bedeutende Rolle. Durch eine Mutation (R553H) in
seiner namensgebenden Forkhead-Doméne wird die Funktionsfdhigkeit des Transkripti-
onsfaktors zerstort und eine genetisch bedingte Sprach- und Sprechstérung ausgeldst.
Als regulatorisches Protein ist FOXP2 in ein grofles Netzwerk verschiedener Transkrip-
tionsfaktoren eingebunden, die tausende Gene kontrollieren. Die direkte Interaktion mit
genomischer DNA sowie die Interaktion mit anderen Proteinen ist Voraussetzung fiir die
korrekte Wirkungsweise von FOXP2. Vermittelt werden diese Interaktionen durch die
DNA-bindende Forkhead-Doméne, den CoHs-Zinkfinger und den Leucin-Zipper. Obwohl
iiber die Forkhead-Doméne von FOXP2 einiges bekannt ist, so gibt es nur wenig Informa-
tion zu den anderen DNA-bindenden Elementen.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Motive und Doménen von FOXP2 hinsicht-
lich ihrer DNA-Bindefdhigkeit ohne den stérenden Einfluss zelluldrer Bindungspartner.
Dafiir wurde ein Protokoll etabliert, das die Herstellung und Aufreingung des Transkrip-
tionsfaktors erlaubt. Aktivitdt und Funktionalitiat der aufgereinigten FOXP2-Konstrukte
wurden in EMSA-Experimenten iiberpriift. Mit Hilfe der biochipbasierten switchSENSE®-
Technologie wurden zeitaufgeloste Interaktionsanalysen durchgefithrt, um die DNA-Bin-
dung hinsichtlich der geleisteten Beitrage der Motive und Doménen zu charakterisieren.
In den DNA-Interaktionsstudien konnten fiir die Proteinkonstrukte Assoziationsraten (kop )
von 4 - 10° M~!s7! bis 22 - 10° M~!s~! und Dissoziationsraten (kog) von 5 - 1073 s71
bis 144 - 1073 s~! gemessen werden. Die zeitaufgelosten Experimente zeigten, dass die
Forkhead-Doméane von FOXP2 fiir die Bindung und sequenzspezifische Erkennung der
DNA notwendig ist. Stand FOXP2 nur die Forkhead-Doméne zur DNA-Bindung zur Ver-
fiigung, so wurde eine Dissoziationskonstante von 360 nM gemessen. Durch den Zinkfinger
konnte die Affinitdt zur DNA um eine Groflenordnung gesteigert werden (16 nM). Der
Leucin-Zipper war fir hochaffine DNA-Bindung unabdingbar. Fiir das Konstrukt, das
neben der Forkhead-Doméne noch einen Leucin-Zipper enthielt, wurde eine Dissoziations-
konstante von 2 nM gemessen. Der Zinkfinger wiederum verstérkte diese bereits hochaffine
DNA-Bindung nicht weiter, sodass ebenfalls eine Dissoziationskonstante im nanomolaren
Bereich gemessen wurde (4 nM). Die Aminosduresubstitution A539P, die Domain Swap-
ping in der Forkhead-Doméne unterbindet, zeigte bei den von uns verwendeten Proteinkon-
zentrationen keinen Effekt auf das DNA-Bindeverhalten von FOXP2. In konzentrations-
und zeitabhéngigen DNA-Biochipstudien konnte auflerdem Interaktion von FOXP2 mit
sich selbst sichtbar gemacht werden.
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Kapitel 1

Einleitung

Das menschliche Genom im Zellkern umfasst mehr als 3.2 Milliarden DNA-Basenpaare,
aufgeteilt auf 24 Chromosomen, die selbst wiederum 50 Millionen bis 260 Millionen DNA-
Basenpaare umfassen und fiir insgesamt ungeféhr 20.000 humane Proteine kodieren [1,2].
Regulatorische Proteine, auch Transkriptionsfaktoren (TFs) genannt, sind in der Lage aus
dieser grofien Vielfalt an DNA-Sequenzen ihre potenziell richtige Bindestelle auszuwéhlen
und ortsspezifisch die transkriptionelle Aktivitdt von RNA-Polymerasen zu beeinflussen
[3-6]. Das Verstandnis molekularer Mechanismen mit denen regulatorische Proteine ihre
spezifischen Bindestellen, die in genomischer DNA kodiert und auf der transkriptionelle
Regulationswege aufgebaut sind, selektiv erkennen, stellt eines der zentralen, seit langem
bestehenden Probleme der molekularen Biophysik dar [7,8].

1.1 Entdeckung des ,,Sprachgens“ FOXP2

Forkhead Box Protein P2 (FOXP2) ist einer dieser humanen Transkriptionsfaktoren.
FOXP2 ist an der Regulierung der Genexpression wichtiger entwicklungsbiologischer Pro-
zesse beteiligt ist [9-15]. Besonderes Interesse an humanem FOXP2 wurde im Jahr 1989
geweckt, als in Groflbritannien eine Familie mit genetisch bedingter Sprach- und Sprech-
storung entdeckt wurde [16,17].

Die Hélfte der 32 Familienmitglieder hatte Schwierigkeiten sich zu artikulieren und Proble-
me beim Formulieren und Verstehen von Sprache [16-21]. Betroffene Individuen (ménnlich
und weiblich) bei denen die schwere Sprach- und Sprechstoérung, genannt Verbale Entwick-
lungsdyspraxie (VED), diagnostiziert wurde, zeigten zusétzlich Symptome einer Orofas-
zialen Dyspraxie [18], mit defiziten im Sprachverstdndnis und einer Beeintriachtigung der
willkiirlichen Steuerung der Gesichtsmuskulatur, die fiir eine korrekte Artikulation uner-
lasslich ist.

In den betroffenen Individuen ist nur ein einziges Gen, das autosomal-dominant vererbt
wird, verdndert [20-22]. Dabei handelt es sich um eine Punktmutation in einer kleinen
Region des Chromosoms 7 (7q31). Das betroffene Gen wurde urspriinglich, wegen sei-
ner Beteiligung in der Entwicklung menschlicher Sprache, mit dem Kiirzel SPCH1 (von
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Speech 1) versehen [23]. Nachdem ersichtlich wurde, dass Teile der kodierenden Sequenz
starke Ahnlichkeit mit der charakteristischen DNA-bindenden Domiine der Forkhead-Box
(FOX)-Transkriptionsfaktoren aufweist [24,25], wurde das Gen geméf der fiir die schnell
wachsende Genfamilie vorgeschlagenen Standardnomenklatur in FOXP2 umbenannt [21].
Die die Sprach- und Sprechstérung auslésende Punktmutation zerstort die Funktionsfahig-
keit des humanen Transkriptionsfaktors offensichtlich dermafien, dass schwere Verdnderun-
gen in GroBhirnrinde, Thalamus und Striatum, die an der Bildung von Sprache beteiligt
sind, die Konsequenz sind [15,26-28].

1.2 Evolutionsbiologischer Hintergrund von FOXP2

Obwohl die Fahigkeit zu sprechen als ein besonderes Merkmal des modernen Menschen Ho-
mo sapiens sapiens angesehen wird, ist das FOXP2-Gen jedoch auch evolutionsbiologisch
von groBer Relevanz. Tatsichlich gehort FOXP2 zu den 5% am hochsten konservierten
Genen bei Sdugetieren, weshalb sich das menschliche FOXP2-Protein nur minimal von
denen anderer Sdugetiere unterscheidet. Die starke Konservierung und die hohe Expres-
sionsrate in einigen Regionen des fetalen Gehirns weisen auf eine wichtige Rolle in der
Entwicklung hin [9,10,21,29].

Humanes FOXP2-Protein weist im Vergleich zu FoxP2-Proteinen von Menschenaffen (Rhe-
susaffe, Schimpanse und Gorilla), die untereinander identisch sind, nur zwei Aminosiu-
resubstitutionen (T303N und N325S) auf [9,10,30]. Verdnderungen zwischen FOXP2 im
Menschen und Foxp2 in Mausen summieren sich auf gerade einmal drei Aminoséduresub-
stitutionen (D8OE, T303N, N325S)!. Ferner konnten auch in Wirbeltieren wie Reptili-
en, Fischen, Flederm&usen und Singvogeln Orthologe FoxP2-Proteine nachgewiesen wer-
den [31-33]. Das FOXP2 nicht nur im Homo sapiens sapiens in der Entwicklung neuronaler
Mechanismen erlernter Sprachkommunikation involviert ist, zeigt eine Studie an Zebra-
finken. Zebrafinken gehdren zur Gattung der Singvogel, die normalerweise das Singen von
adulten Tutorvogeln erlernen. Doch nach Knockdown des ForP2-Gens waren sie nicht
mehr in der Lage den Gesang der Erwachsenen zu imitieren bzw. korrekt wiederzuge-
ben [31,34,35].

Im Jahr 2009 erschien eine prominente Studie zu FOXP2 in der Wolfgang Enard und
seine Kollegen zeigen konnten, dass transgene Méause (Foxph“m/ hum) “die die menschliche
Kopie des FOXP2-Gens exprimierten, eine Verdnderung der Rufe im Ultraschallbereich
aufwiesen, nachdem sie aus dem elterlichen Nest entfernt wurden [15]. Interessanterweise
konnte in einer Folgestudie gezeigt werden, dass die ,humanisierten® Mé&use hinsichtlich
der prozeduralen Lernfihigkeit (umfasst Fertigkeiten, die automatisch, ohne Nachdenken
eingesetzt werden) ihren Wildtyp-Artgenossen stark tiberlegen waren [36].

Mittlerweile ist bekannt, dass der humane Transkriptionsfaktor FOXP2 jedoch nicht nur
an neuronaler Entwicklung beteiligt ist, sondern auch wihrend der Embryonalentwicklung
in definierten Regionen anderer Gewebe wie Lunge, Darm und Herz exprimiert wird [11].
FOXP2 ist dort jeweils in ein grofes Netzwerk verschiedener Transkriptionsfaktoren ein-
gebunden, die das Ablesen von Genen kontrollieren [29,37-40]. Es wird angenommen, dass

'Der Polyglutamintrakt wird hierbei nicht beriicksichtigt, da dieser in verschiedenen Spezies generell
stark variiert.
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FOXP2 so in die transkriptionelle Regulation tausender Gene direkt involviert ist [12,13].
In den meisten Féllen dient FOXP2 dabei als Repressor, aber in einigen Féllen konnte
auch gezeigt werden, dass FOXP2 die Genexpression hochreguliert [12-14,41].

Zum Interaktom von FOXP2 zdhlen unter anderem auch dessen Paraloge FOXP1 und
FOXP4, die zusammen mit FOXP3 zur Subfamilie der FOXP-Proteine gehdéren und kon-
serviert sind. FOXP1, FOXP2 und FOXP4 weisen eine Sequenzidentitidt von 55-65% auf
und kénnen sowohl Homo- als auch Heterodimere ausbilden. Riumliche und zeitliche Uber-
lappung der Expressionsmuster von FOXP-Proteinen zeugen iiberdies davon, dass sie bei
der Regulation bestimmter Gruppen von Zielgenen zusammenarbeiten konnen [39,41-44].
Strukturell divergent ist hingegen ein weiterer Vertreter der FOXP-Familie, FOXP3. Seine
Expression beschriankt sich auf regulatorische T-Lymphozyten wéhrend der Immunant-
wort [44].

1.3 Motive und Doméanen von humanem FOXP2

Das FOXP2-Gen kodiert im Menschen fiir ein 714 Aminosduren langes Protein, das neben
der Forkhead-Doméne noch mehrere anhand seiner Primarstruktur klar erkennbare Motive
und Doménen aufweist. So lassen sich eine polyglutaminreiche Region, ein CoHo-Zinkfinger
und ein Leucin-Zipper identifizieren (Abb. 1.1). Die einzelnen Motive und Doménen, die
der humane Transkriptionsfaktor FOXP2 enthélt, sollen im Folgenden hinsichtlich des
derzeitigen Forschungsstands von FOXP2 speziell betrachtet werden.

1.3.1 Polyglutaminreiche Region

Die polyglutaminreiche Region von humanem FOXP2 zieht sich von Aminoséure 53 bis 268
(Abb. 1.1a) und enthélt einen Abschnitt der 40 Glutamine aufweist, die ununterbrochen
hintereinander liegen. Das macht FOXP2 in Bezug auf die natiirlich vorkommende Lén-
ge der Polyglutaminkette zum absoluten Spitzenreiter unter den Polyglutamin (PolyQ)-
proteinen im menschlichen Proteom (vgl. Huntingtin (HTT) mit 23 natiirlich vorkommen-
den Qs) [45,46].

PolyQ-Proteine sind nach dem Stand des Wissens auf Funktionen im Zusammenhang mit
transkriptioneller Regulation und nuklearer Lokalisation ausgerichtet. Gut untersuchte
Transkriptionsfaktoren wie TBP (TATA-Box-Bindeprotein) oder CREB (cAMP Response
Element Binding Protein) gehoren zur Familie der PolyQ-Proteine, aber die wohl pro-
minentesten Vertreter sind im Menschen in die Entstehung erblicher, neurodegenerativer
Erkrankungen des Gehirns involviert und rufen in Folge dessen negative Assoziationen her-
vor [50-52]. Zu den bekanntesten Genen, welche Polyglutamin-bzw. Trinukleotid-Repeat-
Erkrankungen verantworten, zidhlen neben Huntingtin (HTT) noch verschiedene Ataxine
(ATXN1, ATXN2, ATXN3 und ATXN7). Als Ausloser der durch sie verursachten neu-
rodegenerativen Erkrankungen gilt eine unnatiirliche Verlangerung des Glutamintraktes
bis hin zu einem pathogenen Schwellenwert, der von Gen zu Gen unterschiedlich ist [45].
Zum Problem fir den Organismus werden die pathogenen Proteine, da sie falsch fal-
ten und aufgrund dessen aggregieren kénnen. Verdnderte subzelluldre Lokalisierung und
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Abbildung 1.1 — Humanes Forkhead Box Protein P2. (a) Schematische Darstellung der Primarstruktur
von humanem FOXP2. Information hinsichtlich der Proteinsequenz sind der Datenbank UniProt Knowledge-
base (http://www.uniprot.org) entnommen [Eingang O15409-1; FOXP2_HUMAN]. Erkennbar sind die poly-
glutaminreiche Region (polyQ, petrol), der CoHs-Zinkfinger (ZF, lila), der Leucin-Zipper (LZ, hellblau) sowie
die Forkhead-Doméane (FHD, nachtblau). Aminos&uresubstitutionen der humanen Abstammungslinie sind
in grau (T303N und N325S) und die mit der Verbalen Entwicklungsdyspraxie verknipften Punktmutation
(R553H) in orange angegeben. (b) Struktur eines reprasentativen CoHs-Zinkfingers (Zif268, 1a1l.pdb [47]).
(c) Struktur einer reprasentativen bZIP-Doméne (1FOS, 1fos.pdb [48]), auch Leucin-Zipper genannt. (d)
Kristallstruktur der Forkhead-Domane von FOXP2 (2a07.pdb [49]). Ubernommen und adaptiert mit Geneh-
migung von [47—49].

abnorme Interaktionen mit anderen zellularen Proteinen sind die Folge. Die Zelle versucht
die fehlerhaft gefalteten Proteine abzubauen, sobald dies nicht mehr gelingt, kommt es zu
Einschliissen der Aggregate (Inclusion Bodies) im Zytoplasma oder Zellkern [53]. Ist die
Erkrankung weiter fortgeschritten kommt es zu Ablagerungen, sogenannten Plaques, die
die Funktion des Gehirns massiv beeintrichtigen. Organismen, denen es an Abbaumecha-
nismen fiir Proteinaggregate mangelt, vertragen keine Polyglutamin-Proteine. Dies konnte
erkldaren, warum die Proteome von Bakterien und Archaea typischerweise keine Proteine
mit Polyglutamintrakt (PolyQ-Trakt) enthalten [54].

Trotz seines langen PolyQ-Trakts gibt es keine neurodegenerative Erkrankung, die mit
FOXP2 selbst in Verbindung gebracht wird. Tatséchlich weist der Polyglutaminstretch
von FOXP2 eine geringe Varianz auf, da die Wiederholung der CAG-Tripletts durch ver-
einzelte CAA-Codons unterbrochen ist [45, 54].

Obwohl FOXP2 selbst keine neurodegenerative Trinukleotid-Repeat-Erkrankung verur-
sacht, konnte gezeigt werden, dass sich in Mausen mit mutiertem Huntingtin (mHTT),
die also Chorea Huntington (Huntington’s Disease, HD) entwickeln, Foxp2 verstérkt in
unléslichen mHTT-Aggregaten ansammelt. Die Uberexpression von Foxp2 hingegen konn-
te die HD-assoziierten Verhaltensdefizite der Mause heilen, wohingegen eine Reduzierung
von Foxp2 HD-assoziierte Verhaltensphinotypen in den Mé&usen geférdert hat. Auch in
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Proben, die post-mortem aus HD-Patienten entnommen wurden, konnte ein verringertes
Level an 16slichem FOXP2 im Vergleich zu gesunden Patienten detektiert werden [55].
War man frither der Meinung, dass es sich bei Polyglutamintrakten um Regionen mit ge-
ringer Komplexitat (d.h. unstrukturierte Regionen) handelt, so ist man sich mittlerweile
sicher, dass die Polyglutaminketten vielmehr o-helikale Strukturen ausbilden. Diese kon-
nen wiederum durch die Bildung von Coiled-Coil-Doménen Protein-Protein-Interaktionen
und Multimerisierung vermitteln [54,56-58].

1.3.2 Zinkfinger

Zinkfinger sind kleine strukturelle Elemente in Proteinen, die Interaktion zwischen Pro-
teinen und DNA, RNA oder anderen Proteinen vermitteln [59-61]. Der in humanem
FOXP2 enthaltene Zinkfinger (Abb. 1.1a) gehort zur Klasse der CoHo-Zinkfinger, die auch
als ,classic zincfinger* bezeichnet werden und das héaufigste Proteinmotiv im Proteom

von Saugetieren sind [47,59,62-64]. Fast die Hélfte al-

Ho0C — L /1 c—nH, ler im menschlichen Genom vorkommenden Transkrip-
Sa v tionsfaktoren gehoren dieser Klasse an. Im Genom von
/\H = 3¢ Escherichia coli hingegen sind keine Gene enthalten,

N . K\w die fiir Zinkfingerproteine kodieren [62].
I ZnZ) I In eukaryontischen Transkriptionsfaktoren zéhlt der
N\L a P CoHs-Zinkfinger zum am héaufigsten vorkommenden
\"[' “ ¢ (l:/ DNA-Bindemotiv [63]. CyHa-Zinkfingerproteine sind
K 3 somit an einer Vielzahl biologischer Prozesse beteiligt,
ok s darunter Entwicklung, Rekombination und Chromatin-
sF |[ regulation [65]. Designte Zinkfinger haben sich aufer-
«Q ) dem als wirkungsvolle Werkzeuge zur gezielten Regu-
G Vet lation und Modifikation von Genen erwiesen, was sie
S FZ\B/ -1 interessant fiir die Entwicklung von Gentherapeutika

1

macht [61,66-73].
Abbildung 1.2 - CyHy-Zinkfinger T C,H,-Zinkfinger koordinieren je zwei Cysteine und
des humanen FOXP2-Proteins. Ami- i Histidine ein zweiwertiges Zink-Kation (Abb. 1.1b
nosauresequenz des'CgHg-erlkflngerls und Abb. 1.2). Das tetraedrisch koordinierte Zink-Ion
zur lllustration des Fingermotivs. Ami- e . . . .
noséuren, die die Erkennungshelix aus- stabilisiert dabei die ausgebildete, konservierte Terti-
bilden sind gelb gekennzeichnet. Die arstruktur aus zwei anti-parallelen {3-Faltblattern und
zur Interaktion mit den DNA-Basen einer o-Helix. Das Zink-Ion ist also fiir die Integritét der
wichtigen Aminosauren in Position -1, Raumstruktur verantwortlich und in der Regel nicht di-
3, 5.und 6 sind griin unterlegt. rekt an der Interaktion mit Bindungspartnern beteiligt.
Die a-Helix, auch Erkennungshelix genannt, vermittelt
die Bindung an DNA durch an ihrer Oberfliche befindliche Aminosduren. Die a-Helix legt
sich so in die grofie Furche der DNA, dass ihre Aminoséuren, die in vier Schliisselpositionen
(-1, 3, 5 und 6) sitzen, mit den dort verfigbaren Nukleobasen interagieren (Abb. 1.2). Kon-
takte werden vorwiegend durch Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Kréfte
ermdglicht. Die DNA-Bindung von Zinkfingern ist laut Literatur generell nur sehr schwach,
dafiir aber sequenzspezifisch [59, 62, 65, 74-76]. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass die
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Dissoziationskonstante eines einzelnen Zinkfingers bei spezifischer Interaktion im Bereich
von 1076 M liegt [76]. Typischerweise enthalten Proteine deshalb mehrere Zinkfinger, die
linear miteinander verkniipft sind [59,62,65,74,75]. FOXP2 hingegen weist nur einen Zink-
finger auf.

Interessanterweise enthalten Zinkfinger nur eine sehr kleine Anzahl an voll konservier-
ten Aminosduren, zu denen die koordinierenden Reste Cystein und Histidin zédhlen. Die
iibrigen Positionen in der Konsensussequenz CXs_gCX1o0HX5_gH koénnen durch jegliche
Aminosaure besetzt werden (dargestellt durch X). Durch die groe Freiheit und Variabili-
tét dieser Aminosduren kann eine vielfdltige Reihe an DNA-Sequenzen abgedeckt werden,
die durch Zinkfinger erkannt und gebunden werden koénnen. Obwohl es mit Hilfe von
Online-Tools méglich ist anhand bekannter DNA-Sequenzen spezifisch-bindende Zinkfin-
ger rational zu designen, so ist die umgekehrte Vorhersage der zu bindenden DNA-Sequenz
beruhend auf der Aminoséuresequenz bisher nicht méglich [72,77-79]. Uber den Zinkfinger
in humanem FOXP2 ist bis auf seine Aminosiduresequenz bisher nur sehr wenig bekannt
(Abb. 1.2). Weder gibt es Informationen tiber die DNA-Sequenz, die er bindet, noch ob
er Protein-Protein-Interaktionen vermittelt [60]. Einzig wurde in einem in vivo Hefe-Zwei-
Hybrid-System gezeigt, dass die Entfernung des konservierten Zinkfingermotivs in Foxp2
keine nennenswerte Auswirkung auf die transkriptionelle Repression hatte und deshalb
nicht zwingend erforderlich war [41].

1.3.3 Leucin-Zipper

Leucin-Zipper sind Proteindoménen, die ein Dimerisierungsmotiv (Zipper-Region) und ei-
ne stark geladene, basische DNA-Erkennungsstelle besitzen (Abb. 1.1¢). Die Zipper-Region
besteht aus jeweils zwei o-Helices, die an jeder vierten und siebten Position (Heptad Re-
peat) eine hydrophobe Aminosdure besetzen. In den meisten Féllen bilden Leucine somit
hydrophobe Bereiche aus, die dazu fiihren, dass sich die o-Helices umeinander winden und
Coiled-Coild-Strukturen ausbilden in denen die hydrophoben Interfaces im Inneren begra-
ben werden [56,80-82]. Leucin-Zipper sind folglich in der Lage durch Coiled-Coil-Motive
homo- und heterotypische Protein-Protein-Interaktionen zu vermitteln.

Die Literatur zeigt indes fiir verschiedene Leucin-Zipper, dass die stark geladene basische
Region hauptséichlich ungeordnet vorliegt und erst durch Kontakte mit der DNA eine
o-Helix ausgebildet wird [83-90]. Typischerweise binden so Homodimere eine aneinander-
grenzende palindromische DNA-Sequenz, Heterodimere hingegen kénnen jegliche Kombi-
nation von DNA-Sequenzen binden [48,82,88,91-95].

Inzwischen gibt es auch Hinweise darauf, dass die Assoziation von Leucin-Zippern an
DNA nicht nur als Dimer sondern auch als Monomer méglich ist. Welcher Pfad der DNA-
Anbindung eingeschlagen wird, héngt wie immer von den Konzentrationen der Bindungs-
partner ab. Ist die Dissoziationskonstante der Zipper-Dimerisierung eher hoch, so erkennen
Zipper-Monomere die zu bindende DNA-Sequenz sequentiell, wobei die Dimerisierung an-
schlieffend an der DNA stattfindet. Leucin-Zipper kénnen aber auch zuerst in Losung
dimerisieren und danach an DNA assoziieren [96,97]. Fiir die Homo- und Heterodime-
risierung verschiedener natirlicher Zipper-Motive in Abwesenheit von DNA liegen die
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Dissoziationskonstanten bei ungefihr 10~% M [88,90,98,99).

Uber die genaue Funktion des Leucin-Zippers in humanem FOXP2 ist nicht viel be-
kannt. Trotzdem wird ihm eine bedeutende Rolle in der transkriptionellen Regulierung
von Zielgenen zugeschrieben. Shanru Li und Kollegen konnten in der zuvor schon genann-
ten in vivo-Studie im Hefe-Zwei-Hybrid-System nachweisen, dass der Leucin-Zipper von
FOXP2 unentbehrlich fiir die Aktivitat des Transkriptionsfaktors ist. Sie vermuteten au-
Berdem, dass FOXP2 zur erfolgreichen DNA-Bindung dimerisieren muss [41]. Die FOXP-
Proteine sind konserviert und so konnte in zellulirer Umgebung gezeigt werden, dass die
co-expremierten Paraloge FOXP1, FOXP2 und FOXP4 sowohl mit sich selbst als auch un-
tereinander interagieren konnen [39-41,58,100,101]. Tatséchlich wurden diese homo- und
heterotypischen Interaktionen zerstort, sobald die konservierten Glutaminsduren AE388,
AE399 und AE367 in den Zipper-Regionen von FOXP1, FOXP2 bzw. FOXP4 eliminiert
wurden [41]. Erst kiirzlich wurde sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen, dass die
FoxP-Paraloge von Zebrafinken nicht nur Heterodimere, sondern auch Hetero-Oligomere
ausbilden konnen [58]. Ferner konnte fiir aufgereinigtes FOXP3 gezeigt werden, dass es sich
durch Zinkfinger und Leucin-Zipper unter anderem auch zu Homotetrameren zusammen-
lagern kann. Die Deletion der konservierten Glutaminsdure AE251 in der Zipper-Region
wiederum zerstorte dessen Fahigkeit zur Protein-Protein-Interaktion. FOXP3 lag nach
Eliminierung der Aminoséure ausschliefilich in monomerischer Form vor [102,103].

1.3.4 Forkhead-Domane

Das am Besten untersuchte Segment von humanen FOXP2 und den FOXP-Paralogen
ist ihre namensgebende Forkhead-Doméne [104]. Forkhead-Doménen sind Proteindomé-
nen, deren Aufgabe die Vermittlung von DNA-Erkennung und Assoziation ist, weshalb
sie haufig in Transkriptionsfaktoren existieren. Die Familie der Forkhead-Box (FOX)-
Transkriptionsfaktoren reicht iiber ein breites Spektrum von Spezies (u. a. S. cerevisiae,
C. elegans, D. melanogaster etc.) bis hin zum Homo sapiens sapiens [105]. Dabei eint sie
alle die hochkonservierte DNA-Bindedoméne, die ungefdhr 90 Aminosduren umfasst und
in ein Helix-Turn-Helix-Motiv faltet [49]. Die meisten Forkhead-Transkriptionsfaktoren
sind im Menschen zu finden (FOXA bis FOXR), wo sie an Prozessen wie Entwicklung,
Stoffwechsel, Immunantwort, Krebs und Zellzykluskontrolle beteiligt sind [24, 25].

Im Jahr 2006 publizierten James Stroud und seine Kollegen eine Kristallstruktur, die die
Forkhead-Doméne (FHD) von FOXP2 an DNA gebunden zeigt [49]. In der asymmetri-
schen Einheitszelle des Kristallgitters zeigten sich je zwei Kopien von identischen DNA-
Segmenten und sechs FOXP2-FHDs. Zwei der FOXP2-Proteine lagen als Monomer vor
und assoziierten jeweils fest an die doppelstrangige DNA, wohingegen vier weitere FHD-
Monomere jeweils doménengetauschte Dimere (Swapping Dimer) ausbildeten (Abb. 1.3a).
Obwohl Doméanenumlagerung oftmals Artefakte in Proteinkristallen darstellen, scheint es
sich im Falle von FOXP2 dennoch um ein adaptives Strukturmerkmal zu handeln. In-
diz dafiir ist, dass auch die FOXP2-Paraloge FOXP1, FOXP3 und FOXP4 zum Domain
Swapping in der Forkhead-Doméne befihigt sind [49,106,107]. Die Fahigkeit der Forkhead-
Doméne zu dimerisieren wird deshalb heute als charakteristische Besonderheit des FOXP-
Zweigs anerkannt und grenzt diese von den iibrigen FOX-Proteinen ab [49,108,109].
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Abbildung 1.3 — Struktur der Forkhead-Doméne von FOXP2. 3D-Modelle basierend auf der Kristallstruk-
tur (FOXP2, 2A07.pdb [49]). Molekiile sind in der Bénderdarstellung gezeigt. (@) Asymmetrische Einheits-
zelle mit sechs Kopien der FOXP2-FHD und zwei identischen Kopien der DNA-Segmente (grau). FHD-
Monomere (dunkelblau) und doménengetauschte Dimere (grin und hellblau). (b) Doméanenaustausch von
FOXP2-Monomeren wird durch Aminosaure Alanin in Position 539 (A539, pink) ermdglicht. Einzelne FHD-
Monomere (oben) sind so positioniert, dass die erforderlichen Umlagerungen in den getauschten Dimeren
(unten) der FHD illustriert werden konnten. (¢) Das FHD-Monomer bindet via o-Helix (hellblau) in die gro3e
Furche der DNA (grau, Oberflachendarstellung). Die in Patienten mit Sprech- und Sprachstérung mutierte
Aminosaure Arginin in Position 553 (R553H), ist gelb angefarbt. Ubernommen und adaptiert mit Genehmi-
gung von [49].

Basierend auf Erkenntnissen aus der Kristallstruktur wurde auflerdem vorgeschlagen, dass
es humanem FOXP2 durch Domain Swapping in zellularer Umgebung erlaubt sein kénn-
te zwei entfernte Segmente auf einem DNA-Strang durch Schleifenbildung (DNA Loo-
ping) zusammen zu bringen [110]. Denkbar wire aber auch die Verkniipfung von zwei
DNA-Stréangen, um interchromosomale Interaktionen oder sogar héhergeordnete Assemb-
lierungen zu vermitteln [49]. Hinsichtlich dieses Aspekts wurde erst kiirzlich eine Studie
verdffentlicht, in der gezeigt wurde, dass die konservierten Homologe der Béckerhefe S.
cerevisiae Forkhead 1 (Fkhl) und Forkhead 2 (Fkh2) durch Domain Swapping in ihrer
Forkhead-Doméne dimerisieren kénnen und somit den Zeitpunkt der DNA-Replikation
bzw. die rdumliche Organisation der Chromosomen steuern [111].

Erméglicht wird Domain Swapping in der Forkhead-Doméne durch eine Substitution von
Prolin (in den tibrigen FOX-Proteinen) zu Alanin. Proline werden auch als ,,Helixbrecher*
bezeichnet, da sie sich hiufig am Ubergang einer a-Helix zu einer anderen Sekundir-
struktur befinden [112]. Die FOXP2-Monomere verzahnen sich also, indem Helix H2 zum
jeweiligen Gegeniiber verldngert wird (Abb. 1.3b) [49]. Die A539P-Mutante der FOXP2-
FHD liegt ausschlieflich als Monomer vor, wohingegen die Forkhead-Doméne von Wildtyp-
FOXP2 in einem Monomer-Dimer-Gleichgewicht vorliegt, das sich nach Auftrennung mit-
tels SEC (Size Exclusion Chromatography) erneut einstellt. Die Gleichgewichtseinstellung
dauert dabei 24 Stunden bei Raumtemperatur und ungefihr 10 Stunden bei 37°C [49].
Indes wurde fiir die Forkhead-Doméne von FOXP1 gezeigt, dass die Dimerisierung nur bei
mikromolaren Proteinkonzentrationen auftritt [108].
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Abbildung 1.4 — DNA-Erkennung von FOXP2. Detaillierte Darstellung der Interaktionen der Forkhead-
Doméne von humanem FOXP2 (dunkelblau) mit der Consensus-Sequenz der DNA (grau). Wichtige Amino-
sauren und DNA sind im Stédbchen-Modell mit eingeférbten Heteroatomen dargestellt. Die Erkennungshelix
(H3) ist gelb eingefarbt. Die fiir die DNA-Assoziation hoch konservierte Aminosaure Arginin (R553) bildet ei-
ne durch ein Wassermolekil (rote Kugel) vermittelte Wasserstoffbriickenbindung zur Base Thymin 11’ aus.
Ubernommen und adaptiert mit Genehmigung von [49].

Die Entdeckung von humanem FOXP2 beruht auf seiner essentiellen Rolle in der Entwick-
lung menschlicher Sprache und lésst sich auf eine Missense-Mutation zuriickfithren, die im
FOXP2-Protein eine Substitution von Arginin zu Histidin (R553H) verursacht [20,21,113].
Die Kristallstruktur zeigt, dass die betroffene Stelle in der Erkennungshelix der DNA-
Bindedomaéne liegt. Diese bindet in die grofie Furche der DNA (Abb. 1.3c). Die DNA-
Erkennung und Bindung der FOXP2-FHD wird hauptséchlich durch schwache van-der-
Waals-Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen vermittelt (Abb. 1.4). Durch
die R553H-Mutation wird die elektrostatische Ladungsverteilung auf der vorwiegend
positiv-geladenen Oberfliche der DN A-bindenden Helix derart verdndert, dass die Funk-
tionsfdahigkeit der Forkhead-Doméne zerstort ist [49,113,114].

Die relativ schwachen Wechselwirkungen, die die Forkhead-Doméne zur DNA-Bindung
ausbildet, ermdoglichen es FOXP2 eine Vielzahl unterschiedlicher DNA-Sequenzen spe-
zifisch zu erkennen. FOXP2 besitzt somit kein einzelnes idealisiertes DNA-Bindemotiv
(Consensus-Sequenz), sondern erkennt ein degeneriertes Muster von 7-mer Nukleotidmo-
tiven [13,49,113,115, 116]. Christopher Nelson und Kollegen konnten basierend auf Da-
ten von MITOMI (Mechanically-Induced Trapping of Molecular Interactions)-Mikrofluid-
experimenten dieses degenerierte Bindungsmuster in Form eines Affinitdtslogos sichtbar
machen [113,117,118]. Fiir die Experimente generierten sie in einem in vitro-Translationskit
FOXP2-Proteine, die neben der Forkhead-Doméne sowohl Zinkfinger als auch
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Mensch Schimpanse

TTLAC
Mg CCM 2 écgéTA

i 2 3 4 5 6 7 ~ 4 5 6 7
Position [bp] Position [bp]

AAG/RT
- O = N W

Abbildung 1.5 — Affinitatslogos fiir DNA-Motive fiir FOXP2 von Mensch und Schimpanse. Basierend
auf Daten von MITOMI-Interaktionsanalysen erstelltes MatrixREDUCE 7-mer Affinitatslogo flr (a) Mensch
und (b) Schimpanse [113,117,118]. Im Affinitatslogo stehen die an der jeweiligen Stelle im Motiv hinzuge-
figten Nukleotidbasen den gemessenen energetischen Kosten bzw. Nutzen gegenliber. Die Héhe jeder der
vier Nukleotidbasen stellt die Energie in Bezug auf eine Startsequenz dar. Die Mittellinie zeigt an, dass keine
energetische Veranderung vorliegt. Ubernommen und adaptiert von [113]; Creative Commons Attribution-
NonCommercial 3.0 Lizenz (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/).

Leucin-Zipper umfassten, und anschliefend unaufgereinigt gegen eine Bibliothek von 740
Oligonukleotiden auf DNA-Bindung getestet wurden. Auf diese Weise konnten sie fest-
stellen, dass die Aminosduren in FOXP2, die sich in Mensch und Schimpanse unter-
scheiden, keinen Einfluss auf die Erkennung der Consensus-Sequenz haben. Die DNA-
Bindungsprofile und die sich daraus ergebenden Affinitétslogos sind nahezu identisch (Abb.
1.5) [113).

1.4 Motivation und Zielsetzung

Forkhead Box Protein P2 wird in der Entwicklung menschlicher Sprache eine bedeutende
Rolle zugeschrieben, dies macht den humanen Transkriptionsfaktor zu einem interessanten
Forschungsobjekt. Obwohl bisher einiges {iber das Wirken von humanem FOXP2 in vivo
bzw. in zellulirer Umgebung herausgefunden wurde, so zeigt die Literaturrecherche al-
lerdings auch, dass der molekularen Funktionsweise des regulatorischen Proteins bis dato
nur wenig Aufmerksamkeit gewidmet wurde. Dass der Einfluss der Motive und Doménen,
die FOXP2 zur DNA-Bindung zur Verfligung stehen, bisher nicht untersucht wurde, kann
sicherlich zum Teil der anspruchsvollen Herstellung des humanen Transkriptionsfaktors zu-
geschrieben werden. Tatséchlich spielen aber auch technische Herausforderungen, die die
Erforschung derartiger molekularer Interaktionen mit sich bringen, eine wesentliche Rolle.
Neuartige experimentelle Methoden, wie die biochipbasierte switchSENSE®-Technologie,
erlauben es Interaktionen von Protein und DNA mit hoher Sensitivitdt direkt zu beob-
achten und bieten somit die Moglichkeit bisher nicht beantwortbare Fragestellungen zu
addressieren.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb mit Hilfe der elektrisch schaltbaren DNA-Biochips
die DNA-bindenden Motive und Doménen von FOXP2 hinsichtlich ihrer molekularen
Wechselwirkungen mit DNA zeitaufgelost zu untersuchen (Kapitel 3). Anhand verschiede-
ner FOXP2-Konstrukte sollte herausgefunden werden, welchen Beitrag Zinkfinger,
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Leucin-Zipper und Forkhead-Doméne zur DNA-Bindung leisten. Eventuelle kooperative
Effekte sollten auBerdem studiert werden. Die Charakterisierung der Kinetik der Protein-
DNA-Interaktion sollte ohne den stérenden Einfluss zelluldrer Bindungspartner von FOXP2
vorgenommen werden, weshalb zunéchst ein Protokoll etabliert werden musste, dass die

Generierung, Extraktion und Anreicherung des humanen Transkriptionsfaktors erméglicht
(Kapitel 2).






Kapitel 2

Herstellung, Aufreinigung und
Funktionsanalyse von humanem FOXP2

Zu Beginn dieser Arbeit stand eine Reihe von Veroffentlichungen, die sich mit huma-
nem Forkhead Box Protein P2 befassen, zur Verfigung [13,15,41,49,115]. Obwohl auch
einige Studien mit aufgereinigtem Protein durchgefiihrt wurden, liefen sich dennoch kei-
nerlei detaillierte Angaben zur Expression und Aufreinigung des kompletten humanen
Transkriptionsfaktors finden. In diesem Kapitel soll deshalb auf die Herausforderungen
bei der Generierung von humanem FOXP2 eingegangen werden. Die hier beschriebenen
Experimente von Expression und Aufreinigung wurden initial mit rekombinanten Fusions-
proteinen mit C-terminalem GFP (Griin fluoreszierendes Protein) durchgefiihrt. EMSA-
Experimente zeigten jedoch, dass die GFP-Fusionsproteine eine verminderte Bindungs-
fahigkeit an DNA gegeniiber den Varianten ohne GFP aufweisen. Somit wurde auf den
C-terminalen Anhang verzichtet. Das endgiiltig erarbeitete Protokoll (siehe Anhang A.1)
zur Herstellung von FOXP2 wurde dann hauptséchlich anhand des Kurzkonstruktes K271
(sieche Abb. 2.9a) optimiert.

2.1 Expression von humanem FOXP2 in einem bakteriellen System

Bei menschlichen Genen ist auf den Codon-Gebrauch zu Achten

Mehrere Moglichkeiten humanes Protein zu erzeugen stehen zur Verfiigung: (1) humane
Zellen, (2) humane In-vitro-Translationskits oder (3) bakterielle Expressionssysteme. Die
Kultivierung und Erhaltung humaner Zelllinien ist aufwendig und kostspielig, der Ertrag
ist eher gering, weshalb die Herstellung von FOXP2 in humanen In-vitro-Translationskits
getestet wurde. Doch war es mit dieser Methode nicht moglich ausreichende Mengen an
Protein fiir DNA-Bindestudien zu generieren. Aus diesem Grund wurde ein bakterielles
Expressionssystem verwendet.

FOXP2 als menschliches Gen unterliegt einer anderen Codonnutzung als bakterielle Gene.
Der sogenannte Codon Bias sagt aus, dass Codons des universellen genetischen Codes von

13
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verschiedenen Spezies in unterschiedlichem Mafle genutzt werden. Das bedeutet, dass nicht
fir jedes Codon im humanen Gen eine entsprechende Transfer-RNA (tRNA) im Bakteri-
um vorhanden ist. Aufgrund dieser Unterreprisentation an tRNAs kann es durch fehlende
Aminosiduren in der naszierenden Peptidkette zu vorzeitigen Translationsabbriichen kom-
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Abbildung 2.1 — Analyse der Codon-Nutzung von humanen versus bakteriellen Genen mit dem
Online-Tool Graphical Codon Usage Analyzer (www.gcua.de). (a) Direkte Gegenlberstellung benétig-
ter Codons fir das humane FOXP2-Gen (schwarze Balken) und den vorhandenen Codons des E.coli-
Sicherheitsstammes K-12 (graue Balken). Angegeben sind die Werte der relativen Anpassungsféhigkeit
pro Codon. Die im humanen FOXP2-Gen als selten gegebenen Codons sind mit einem roten Kasten ge-
kennzeichnet. (b) Aminoséduresequenz von humanem FOXP2 (Isoform 1) enthommen von UniProt Know-
ledgebase (http://www.uniprot.org) [Eingang O15409-1; FOXP2_HUMAN]. Farblich hervorgehoben sind die
Aminosauren Arginin (blau), Isoleucin (griin), Leucin (rot) und Prolin (orange), die zu Teilen durch selte-
ne Codons verschlisselt werden. (¢) Vergleich des erweiterten tRNA-Repertoirs der E.coli-Stamme BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL (Agilent) und Rosetta™ 2(DE3) von Novagen.

Im Falle von humanem FOXP2 spiegelt sich der Codon Bias speziell im Fehlen von Codons
fiir die Aminosduren Arginin, Isoleucin, Leucin und Prolin wider (Abb. 2.1). Analysiert
man den Codon-Gebrauch des humanen FOXP2-Gens im Vergleich zu den genutzten
Codons des E.coli-Sicherheitsstammes K-12 mit Hilfe des Online-Tools Graphical Codon
Usage Analyzer (http://gcua.schoedl.de), so erhdlt man ein Diagramm, das die relative
Anpassungsfihigkeit jedes Codons im F.coli dem im humanen Gen enthaltenen Codon
gegenuiberstellt. Die Analyse des FOXP2-Gens ergibt im Mittel eine Diskrepanz von 34%
fir den unterschiedlichen Codon-Gebrauch von Mensch und Bakterium (Abb. 2.1a).

Das Einfiarben der Aminosduren Arginin (R), Isoleucin (I), Leucin (L) und Prolin (P)
in der kanonischen Aminosduresequenz von humanem FOXP2 (Isoform 1) verdeutlicht,
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warum dieser Codon Bias sich drastisch auf die Expression von humanen Genen in bakte-
riellen Systemen auswirken und die Ausbeute merklich verringern kann (Abb. 2.1b). Die
vier Aminosduren verteilen sich {iber die gesamte Lange des Zielproteins und auch wenn
nicht jedes ihrer Codons unterrepréisentiert ist, so kann es doch hin und wieder zu einem
vorzeitigen Translationsabbruch kommen. Eine geringe Proteinausbeute wére die Folge.
Um das Problem der zu geringen Ausbeute zu umgehen, wurde auf gentechnisch verén-
derte F.coli-Stamme zuriickgegriffen. Diese, vom FE.coli K-12 abgeleiteten Derivatstamme,
sind mit einem erweiterten Satz an tRNA-Genen versehen, die fiir seltene Codons (Rare
Codons) kodieren und somit den Codon Bias ausgleichen. Getestet wurden unter ande-
rem die Stimme BL21-CodonPlus(DE3)-RIL und Rosetta™2(DE3) (Abb. 2.1c). Obwohl
in ersten Expressionstests im direkten Vergleich kein merklicher Unterschied in den Ex-
pressionsleveln von FOXP2 in BL21-CodonPlus(DE3)-RIL- und Rosetta™2(DE3)-Zellen
ausgemacht werden konnte, wurden fiir weitere Expressionsversuche Rosetta-Zellen ver-
wendet. Neben den Extra-Codons fiir Arginin, Isoleucin und Leucin sind im Rosetta-
Stamm noch zusétzliche tRNA-Gene fiir die Kodierung von Glycin und Prolin enthalten.
Diese sollten gewahrleisten, dass weniger Translationsabbriiche erfolgen und der Anteil an
verkiirzten Produkten moglichst klein gehalten wird.

Sanfte Expressionsbedingungen und Additive steigern die Ausbeute

Schon aufgrund des sehr langen Polyglutamintrakts kann humanes FOXP2 im Vergleich zu
anderen Proteinen als anspruchsvoll in der Herstellung bezeichnet werden. Polyglutamin-
trakte sind im bakteriellen Genom nicht kodiert, sie sind vorwiegend in eukaryotischen
Regulationsproteinen, insbesondere Transkriptionsfaktoren, zu finden [46]. Aus diesem
Grund war klar, dass mit standardisierten Expressionsprotokollen keine zufriedenstellen-
de Ausbeute in FE.coli-Zellen erzielt werden kann. Da der Polyglutamintrakt in Verdacht
steht Aggregation zu begiinstigen, sollte ein Verpacken in Einschlusskérperchen vermie-
den werden [119]. Die darauf folgende Extraktion des Proteins aus der Zelle und anschlie-
Bende Aufreinigung ist nur unter denaturierenden Bedingungen moglich (siehe Abschnitt
2.3). Aus diesem Grund wurden zuallererst Expressionen bei verschiedenen Temperaturen
(16°C, 25°C, 30°C und 37°C) mit angepassten Zeiten getestet. Unter Standardbedin-
gungen bei 37 °C fiir vier Stunden konnte keinerlei Uberexpression im SDS-Gel detektiert
werden. Bessere Ergebnisse hingegen wurden bei tieferen Temperaturen beobachtet. Die
grofite Ausbeute wurde fiir die sehr sanfte Methode der Expression iiber Nacht fiir 16
Stunden bei 16 °C erzielt. Als vorteilhaft fir die Expression hat sich unter anderem auch
herausgestellt, dass vor den regulidren offenen Leserahmen von FOXP2 ein N-terminaler
Hisg-tag mit Thrombin-Schnittstelle kloniert wurde (vgl. FOXP2-GFP in Abb. 2.2a mit
2.2b). Vermutlich kann durch die einfache Nukleotidsequenz zu Beginn des Transkripts die
Translationsmaschinerie stabilisiert und der im Anschluss befindliche lange Polyglutamin-
trakt besser translatiert werden [120].

In den néchsten Expressionstests wurde untersucht, ob die Zugabe von Ethanol zum Ex-
pressionsansatz die Ausbeute von korrekt gefaltetem Protein erhéht. Gibt man Ethanol
in geringen Mengen zum Néhrmedium, wird in den FE.coli-Zellen eine Hitzeschockantwort
aufgrund von induziertem Stress ausgelost. Als Ergebnis dieser Hitzeschockantwort werden
die zelluldren Hitzeschockproteine (HSP) oberhalb ihres basalen Levels synthetisiert, um
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dem Stress entgegenzuwirken und zelluldre Proteine vor Denaturierung zu schiitzen. Ein
positiver Nebeneffekt ist hierbei, dass durch die Produktion der zusétzlichen Chaperone
die Faltung mancher rekombinanter Proteine verbessert werden kann [121]. Im Fall der
Expression von humanem Volllinge-FOXP2 konnte durch die Zugabe von 4% FEthanol
(v/v) ein erhohtes Expressionslevel erzielt werden (Abb. 2.2b). Eine Einschéitzung be-
zuglich der Loslichkeit und verminderter Aggregation, die zu Einschlusskorperchen fiihrt,
kann frithestens bei der Extraktion festgestellt werden.
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Abbildung 2.2 — Expression des rekombinanten Fusionsproteins Vollldnge-FOXP2-GFP und des-
sen N-terminal gekiirzte Konstrukte. (a) Schematische Darstellung der GFP-Fusionsproteine mit Poly-
glutamintrakt (Poly-Q), Zinkfinger (ZF), Leucin-Zipper (LZ) und Forkhead-Doméane (FHD). Die Bindestelle
des FOXP2-spezifischen Antikdrpers am C-Terminus ist in rot eingezeichnet. (b), (c) und (d) Laserscans
von SDS-PAGE-Gelen und Westernblotanalysen. [PI] vor Induktion mit IPTG, [E] nach der Expression, [E*]
nach der Expression mit Zugabe von Ethanol und [E**] nach der Expression mit Zugabe von Ethanol und
ZnS0O,4. SDS-Gele wurden mit Roti®-Blue quick Lésung angefarbt und der Westernblot wurde mit CF633-
martkiertem Sekundarantikdrper detektiert. Beides wurde im Cy5-Kanal des Typhoon™-Scanners ausge-
lesen und digitalisiert. (b) Effekt von final 4% Ethanol im Nahrmedium auf die Proteinausbeute. Analyse in
12%iger SDS-PAGE. (c) SDS-PAGE (4-20%iges Gradientengel) und (d) Westernblotanalyse der Expression
von Volllange-FOXP2-GFP und den Kurzkonstrukten K271-GFP, L367-GFP und V503-GFP. Die Expressi-
onsbanden der Hauptprodukte sind im Westernblot mit einem Askterisk gekennzeichnet. FOXP2-Varianten
wurde mit einem a-Human FOXP2 Antikérper, der gegen den C-Terminus gerichtet ist, detektiert.

Da der Transkriptionsfaktor FOXP2 ein CoHs-Zinkfingermotiv enthélt, wird er der Grup-
pe der Zinkfinger-Proteine zugeordnet. Fur die korrekte Ausbildung eines Zinkfingermo-
tivs miissen schon wihrend der Expression Zink-Ionen zur Koordination (siche Abschnitt
1.3.2) zur Verfiigung stehen. Neben der Zugabe von 4% Ethanol wurde aus diesem Grund
das Nahrmedium kurz vor Induktion mit einer finalen Konzentration von 100 uM ZnSOy4
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angereichert. Durch die Zugabe von Zn?*-Ionen konnte eine weitere Steigerung der Expres-
sionslevel von Volllinge-FOXP2-GFP erzielt werden (vgl. Spur 3 in Abb. 2.2b mit Spur 2
in Abb. 2.2¢). Bei den Konstrukten L367-GFP und V503-GFP wurde auf die Zugabe von
7ZmnSOy verzichtet, da diese N-terminal gekiirzt wurden und somit kein Zinkfingermotiv
enthalten.

Abbauprodukte entstehen schon wahrend der Expression

Der Nachweis, dass es sich bei den iiberexprimierten Proteinen um Konstrukte von hu-
manem FOXP2 handelt, wurde mittels Westernblot-Analyse erbracht (Abb. 2.2d). Der
fiir die Detektion gewahlte, polyklonale Antikorper ist gegen eine am C-Terminus von
humanem FOXP2 gelegene Peptidsequenz gerichtet und kann somit auch zur Detekti-
on der N-terminalen Kurzkonstrukte verwendet werden (Abb. 2.2a). Gut detektierbar
sind die {iberexprimierten Proteinkonstrukte, wobei auch in den jeweiligen Spuren vor
IPTG-Induktion (PI) ein schwaches Antikérpersignal zu erkennen ist. Dies spricht fiir ein
nicht ganz dichtes (leaky) Expressionssystem, das aber im Fall von FOXP2 keine Pro-
bleme aufgrund von Toxizitdt zu bereiten scheint. Das stirkste Signal geben jeweils die
Hauptexpressionsbanden der rekombinanten Proteinkonstrukte (Volllainge-FOXP2-GFP,
K271-GFP, L367-GFP und V503-GFP), die im erwarteten Molekulargewichtsbereich lie-
gen. Begleitet werden sie von weniger starken Banden mit geringerem Molekulargewicht,
die durch Expressionsabbruch, interne Translationsinitiation oder Degradation entstan-
den sein kénnen. Untersucht man die Stabilitdt des menschlichen FOXP2-Proteins an-
hand seiner Aminosduresequenz in Hinsicht auf eine Herstellung in F.coil-Bakterien in
silico (http://web.expasy.org/protparam), so erhilt man eine geschétzte Halbwertszeit
von unter zehn Stunden. Wahrend der 16-stiindigen Expression kann also signifikante
Degradation stattfinden.

2.2 Aufreinigung von FOXP2 unter nativen Bedingungen

Nach erfolgreicher Expression muss das Zielprotein aus der Zelle extrahiert werden. Fiir
den Aufschluss und die Aufreinigung unter nativen Bedingungen wurden hier beschriebene
Protokolle zum Teil auf Grundlage von Protokollen aus "The QIAexpressionist™" [122],
der die Grundziige von Zellaufschluss und Proteinaufreinigung via Polyhistidin-tag behan-
delt, weiterentwickelt und fiir FOXP2 optimiert.

Im Folgenden soll erst die Aufreinigungsstrategie erlautert, der Fokus auf die gewéhlten
Pufferbedingungen und den Zellaufschluss gerichtet werden und dann auf die einzelnen
Aufreinigungsschritte eingegangen werden.

2.2.1 Duale Affinitatschromatographie als Strategie zur Aufreinigung unter nativen
Bedingungen

Die Westernblotanalyse hat gezeigt, dass bei der Expression nicht nur intaktes Zielpro-
tein, sondern auch dessen Bruchstiicke entstehen (Abb. 2.2d). Der fiir die Expression
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vorteilhafte N-terminale Polyhistidin-tag reicht somit nicht aus, um das Protein in ge-
wiinschtem Mafle in einem Schritt aufzureinigen. Auflerdem gibt es endogene F.coli-
Proteine, die aufgrund (1) ihrer nativen Metallbindefunktion oder (2) von Histidinclustern
auf ihrer Oberfliche (z.B. ArnA (Y{bG) oder GlmS), an die Ni-NTA-Matrix binden und
mit aufgereinigt werden kénnen [123]. Um diese Verunreinigungen zu beseitigen, wurde
zusdtzlich zur Ni-NTA-Aufreinigung ein weiterer Affinitdtsaufreinigungsschritt mittels C-
terminal angebrachtem Strep-tag® 1T [124,125] durchgefiihrt.

Der Strep-tag® bietet sich aus verschiedenen Griinden an. Erstens ist er sehr leicht an-
zubringen, da man aufgrund seiner aus nur acht Aminosduren bestehenden Sequenz we-
der ein zusétzliches Plasmid erwerben muss, noch zusétzliche Gensynthese benotigt. Hier
wurde ein neutraler SerAla-Linker genutzt, um die Flexibilitdt und Zugénglichkeit des
Strep-tags® zu gewéhrleisten. Zweitens ist der Strep-tag® IT mit nur 1.1 kDa ein sehr klei-
ner Protein-tag, der einen neutralen isoelektrischen Punkt besitzt und nicht proteolytisch
entfernt werden muss. Durch seine geringe Grofle ist er anderen Protein-tags, wie zum Bei-
spiel Glutathion-S-Transferase (GST, 23 kDa) oder Maltose-Bindeprotein (MBP, 43 kDa),
die verhédltnisméaBig grof sind, iiberlegen [126]. Ein weiterer Vorteil ist, dass es mit Strep-
Tactin®-Sepharose vorgepackte kleine Sdulchen (FlieB- oder Zentrifugensdulchen) gibt, die
die Aufreinigung im kleinen Mafistab vereinfachen. Das Sdulenmaterial kann regeneriert
und mehrfach wiederverwendet werden [125].

Optimierung der Pufferbedingungen

Ein besonders wichtiger Teilaspekt der Proteinaufreinigung unter nativen Bedingungen ist
neben der gewahlten Methodik auch die Zusammensetzung des Puffersystems. Die enthal-
tenen Komponenten und Agenzien sollten nicht nur auf die Eigenschaften des Zielproteins
abgestimmt sein, sondern Nebeneffekte wie die Wechselwirkung mit anderen Komponen-
ten oder die Vereinbarkeit mit Folgeexperimenten sollten bedacht werden. Ob die volle
Funktionalitdt des aufgereinigten Proteins gewéhrleistet ist, ldsst sich erst im Anschluss
anhand von DNA-Bindestudien tiberpriifen (Abschnitt 2.2.2).

Im Folgenden soll die Zusammensetzung eines Grundpuffers erldutert werden, der sich
sowohl durch Literaturrecherche als auch basierend auf eigenen Erfahrungen aus Expe-
rimenten ergeben hat. Hinsichtlich der verschiedenen Aufreinigungsschritte kann dieser
Basispuffer angepasst bzw. um notwendige Agenzien erweitert werden. Er beinhaltet fol-
gende Komponenten:

HEPES Die Puffersubstanz 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure, die
der Gruppe der Good-Puffer zugehorig ist, weist mit einem pKs von 7.55 (bei 20°C)
eine gute Pufferkapazitit im neutralen Bereich (pH 6.8 bis 8.2) auf und ist somit optimal
fir humanes FOXP2, das einen isoelektrischen Punkt von 6.1 hat (https://web.expasy.
org/compute_pi/). Im Gegensatz zu Tris-HCI, das bei unterschiedlichen Temperaturen
starke Schwankungen des pH-Wertes zeigt, weist HEPES keine sonderlich starke Tempe-
raturabhéngigkeit auf [127]. Des Weiteren wird HEPES, im Gegensatz zum Phosphatpuf-
fer, keine komplexierende Wirkung von zweiwertigen Magnesiumionen zugeschrieben. Dies
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ist insbesondere in Hinsicht auf den Zellaufschluss von Vorteil, denn die hier verwendete
Benzonase® Endonuklease benotigt eben diese fiir ihre Aktivitét.

Glycerol Mit bis zu 40 Glutaminen in einer Reihe ist der Polyglutamintrakt von FOXP2
einer der langsten im humanen Genom [45]. Das bedeutet, dass die Pufferbedingungen auf
diese Besonderheit angepasst werden miissen. Im Jahr 2006 veroffentlichten Michelle Chow
und Kollegen einen Methodik-Artikel, der sich mit der Aufreinigung von Polyglutaminpro-
teinen beschéftigt. Anhand von Ataxin-3-Varianten wird eine Aufreinigung von Proteinen,
die zur Aggregation neigen, erldutert [128]. Hieraus wurde die Empfehlung entnommen,
dass jeder Schritt der Aufreinigung Glycerol beinhalten sollte. Die Erh6hung der Viskosi-
tat durch chemische Agenzien wie Glycerol soll Aggregation verhindern, welche eines der
Hauptprobleme von Polyglutaminen darstellt.

Zinksulfat Zinkfingerproteine wie FOXP2 benétigen Zink-lTonen fiir ihre Funktionalitét.
Ein Uberschuss an freien Zink-Ionen kann aber zu irreversiblen Effekten wie z.B. Ag-
gregation fithren. Die Folge ist eine Funktionsstérung der Proteine [129]. Der zeitweisen
Erhéhung der Zinkkonzentration (von 100 uM auf 150 uM) in den Aufreinigungspuffern
folgte eine verminderte Funktionalitdt von FOXP2, was sich durch schlechte bis gar keine
Bindungsfihigkeit in EMSA-Experimenten ausgezeichnet hat. Obwohl die finalen Zinkkon-
zentrationen im Bindungsexperiment fiir beide Praparationen vergleichbar sind, scheint
die Funktionalitdt von Préparation 2 durch die hohere Zinkkonzentration wéihrend der
Aufreinigung irreversibel geschédigt (Abb. 2.3). Aus diesem Grund wurde ZnSOy nicht je-
dem Reinigungsschritt beigefiigt, wobei Konzentrationen im niedrigen mikromolekularen
Bereich ausreichend sind.

Praparation 1 aufgereinigt bei 100pM ZnSO4 Praparation 2 aufgereinigt bei 150uM ZnSO4
ZnSO4final[uM] 20* 40* 60* 80* 100* 120* 150* 200* 250* 250 O 20* 40* 60* 80* 100* 120* 150* 200* 250*

DNA-Protein I
Komplex . . -

oo ona | r—————— P ———

[Cy5- Kanal]
*Protein: K271 konstant bei 1uM DNA: N70 konstant bei 1uM

Abbildung 2.3 — Einfluss der Zinkkonzentration auf die DNA-Bindungsféahigkeit von FOXP2. Laserscan
eines 5%igen Agarosegels, in dem Gemische von Protein K271 und Substrat-DNA N70 aufgetrennt wurden.
Das Gel wurde im Typhoon™-Scanner im Cy5-Kanal ausgelesen und digitalisiert. In Préparation 1 ist der
Zinkgehalt an die niedrigste mégliche Konzentration (20 uM) von Préparation 2 angeglichen. Anschlie3end
wurde die Zinkkonzentration titriert (40 uM-250 uM).

TCEP Ein guter Puffer sollte zusétzlich Reduktionsmittel beinhalten, damit sich keine
Disulfidbriicken ausbilden konnen. Problematisch sind hierbei Standardreduktionsmittel
wie Dithiothreitol (DTT) oder 2-Mercaptoethanol (3-ME), die zur Gruppe der Thiole
gehoren. Fiir die Anwendung in Kombination mit Nickel- oder Zink-Tonen sind sie nicht
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geeignet, da sie chelatierend wirken bzw. Zink-bindende Agenzien sind [130,131]. Als Er-
satz bietet sich das milde Reduktionsmittel Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) an, das
zur Gruppe der Phosphine gehort und ein niedriges Zinkbindungsvermogen besitzt [132].
Wiéhrend der Findung der passenden Pufferbedingungen fiir FOXP2 wurde zwischenzeit-
lich ein Wechsel des Reduktionsmittels von 3-ME zu TCEP vorgenommen. Folglich wurde
durch den Verlust der chelatierenden Wirkung von B-ME die effektive Zinkkonzentration
erhoht, was wiederum zu einer verminderten Bindungsfiahigkeit bzw. gestorten Funktio-
nalitdt des Proteins gefiihrt hat (Abb. 2.3). TCEP weist beim Losen in Wasser einen
sehr sauren pH-Wert von 2.5 (bei 500 mM Konzentration) auf, weshalb wir auf TCEP
zuriickgegriffen haben, das bereits gelost und auf einen neutralen pH-Wert eingestellt ist.

Herstellen des klaren bakteriellen Lysats

Die Entwicklung eines Protokolls bedingt Experimente im kleinen Mafistab, weshalb der
Zellaufschluss mit Pellets von 50 ml Expressionsansatz getestet wurde. Neben dem enzy-
matischen Aufschluss mit Lysozym und BugBuster®-Reagenz wurde auch die Methode der
Behandlung mit Ultraschall getestet. Im Zuge der Experimente wurde festgestellt, dass fri-
sche Zellen, d.h. direkt nach der Expression, nur schlecht aufgeschlossen werden konnten.
Dies hatte zur Folge, dass grole Mengen des exprimierten Proteins mit dem Zelldebris ab-
zentrifugiert wurden. Dabei war es egal mit welcher Aufschlussmethode die frischen Zellen
behandelt wurden. Aus diesem Grund wurden die Zellpellets, auch wenn die Aufreinigung
am selben Tag geplant war, in fliisssigem Stickstoff schockgefroren. Bewahrt hat sich nach
dem Schockfrosten noch die kurzzeitige Lagerung (mind. ein Tag) bei -80°C. Durch das
drastische Kiihlen wird die Zellstruktur spréde und briichig, was eine Destabilisierung der
Zellwand bewirkt [133]. Dies ist fiir jeglichen Aufschluss, mechanisch oder enzymatisch,
von Vorteil.

Zellaufschluss mit BugBuster®

Fiir den Aufschluss wurden die Pellets in BugBuster®-Mastermix resuspendiert und zur
Lyse inkubiert. Die Zellmembran und Zelltrimmer wurden durch BugBuster® komplett
verdaut, sodass fast kein Zellpellet iibrig blieb. Das Zielprotein war vollstédndig in der
loslichen Phase zu finden. Obwohl das Reagenz laut Hersteller Novagen® kompatibel mit
der anschlieBenden Ni-NTA-Aufreiningung sein soll, konnten grofie Teile des His-getaggten
Proteins nicht oder nur sehr schlecht an die Ni-NTA-Matrix binden und waren somit verlo-
ren. Der BugBuster®-Mastermix konnte deshalb trotz der sehr effektiven Lyse nicht tiber-
zeugen. Im Nachhinein l4sst sich feststellen, dass das Protein wahrscheinlich an die Matrix
gebunden héatte, wenn die bindungsmindernden Ingredienzien in der lysierten BugBuster®-
Protein-Suspension durch Puffer verdiinnt worden wéren.
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Loslichkeit des Proteins bestimmt das Probenvolumen

Fiir die weiteren Zellaufschlussexperimente wurden die Zellpellets in Lysepuffer resuspen-
diert, zu dem neben den oben genannten Ingredienzen noch Proteaseinhibitor und Natri-
umchlorid hinzugefiigt wurde (siehe Anhang B.1). Wichtig zu erwéhnen ist hierbei, dass
die Konzentration von Natriumchlorid nicht 100 mM iibersteigen sollte, damit die spéater
hinzugefiigte Benzonase® Endonuklease nicht inaktiviert wird. Generell war hierbei darauf
zu achten, dass das Zellpellet entsprechend seiner Masse in ausreichend Lysepuffer resus-
pendiert wurde. Vermutlich iibersteigt bei zu geringem Probenvolumen die Konzentration
des freigesetzten iiberexprimierten Proteins dessen Loslichkeitsgrenze, was direkt nach er-
folgtem Zellaufschluss Aggregation auslost. Die aggregierten Proteinklumpen wiirden dann
mitsamt der unldslichen Phase ausfallen und abzentrifugiert. Dieses Verhalten wurde vor-
wiegend beim Vollldingekonstrukt von FOXP2 beobachtet, welches den Polyglutamintrakt
besitzt. Die kiirzeren Proteinkonstrukte machten dahingehend weniger Probleme. Durch
Zugabe des Detergens Octoxinol-9, besser bekannt unter seinem Markennamen Triton
X-100, im Lysepuffer, konnte zusétzlich eine bessere Proteinausbeute erzielt werden.

Kombination aus Ultraschall und enzymatischer Lyse bringt das gewiinschte Ergebnis

Fiir den traditionellen enzymatischen Aufschluss mit Hilfe von Lysozym konnte kein zufrie-
denstellendes Ergebnis beobachtet werden. Grofle Teile des Zielproteins wurden mitsamt
der Zelltrimmer abzentrifugiert; eine komplette Lyse konnte trotz sehr langer Inkubation
bei Raumtemperatur nicht bewerkstelligt werden.

Aus diesem Grund wurde auch noch die Methode der Behandlung mit Ultraschallhomo-
genisator getestet. Das im Labor verwendete Protokoll! ist fiir kleinere Volumina (bis 10
ml) Zellsuspension recht gut geeignet. Sobald die Volumina zu gro wurden, schien der
Aufschluss nicht ausreichend gut zu funktionieren. Grund hierfiir konnte sein, dass die
Ultraschallintensitit nicht ausreichend war, um die einzelnen Zellen in der dichten Sus-
pension zu zerstoren. Fiir die Ultrabeschallung wurde also die Zellsuspension immer auf
mehrere Zellkulturrohrchen verteilt, um zu grofie Volumina zu vermeiden.

Abschlielend ist zu sagen, dass sich der enzymatische Verdau mittels Lysozym in Kombi-
nation mit nachfolgender mechanischer Lyse durch Ultraschall als beste Option erwiesen
hat (siehe Kapitel A.1). Die Ultraschallmethode hat iiberdies den Vorteil, dass nicht nur
die F.coli-Zellwand, sondern auch die chromosomale DNA durch die Behandlung zerstort
wird [134]. Dies ist insbesondere bei DNA-bindenden Proteinen wie FOXP2 notwendig.

Benzonase Endonuklease unterstiitzt den Abbau der genomischen DNA

Da die Suspension trotz Ultraschallbehandlung nach der Zelllyse durch die freigesetzte ge-
nomische DNA viskos wird, empfiehlt es sich Benzonase® hinzuzufiigen. Die Endonuklease
degradiert alle Formen von zelluldren Nukleinsduren. Problematisch ist nur ihre Abhéngig-
keit von der Natriumchloridkonzentration, wobei sich diese Eigenschaft auch zum Vorteil

!Entwickelt wurde das Protokoll zum Zellaufschluss mittels Ultraschall von Dr. Britta Coordes - Post-
doktorandin in der AG Dietz im Jahr 2012.
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nutzen lasst. Nach erfolgter DNA-Zersetzung (gut erkennbar an der abnehmenden Viskosi-
tat bzw. daran, dass die Suspension keine Fiden zieht) erhoht man die Salzkonzentration
im Lysepuffer einfach, um die Benzonase zu inaktivieren. Dies ist in Bezug auf spéte-
re DNA-Bindestudien (siehe Abschnitt 2.2.2) notwendig. Denn auch die darin genutzte
Substrat-DNA konnte durch mégliche Benzonaseverunreingungen attackiert werden.
Nach erfolgreicher Zersetzung der genomischen DNA sollte die Salzkonzentration erhoht
werden, da die Natriumchloridkonzentration eine entscheidende Rolle fiir die anschlielende
Affinitdtschromatographie spielt. Ein erhohter Salzgehalt kann die Wechselwirkung zwi-
schen His-getaggtem Protein und Ni-NTA-Granulat positiv beeinflussen und unspezifische
Anbindung reduzieren.

Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC) via Ni-NTA

Der erste Reinigungsschritt ist die immobilisierte Metallchelat- Affinitdtschromatographie
(IMAC). Dabei koordiniert das Zielprotein iiber den N-terminalen Hexahistidin-tag an
zweiwertige Tonen (etc. Ni?t, Cu?t, Zn?*+ oder Co?*), die wiederum einen Komplex mit
Nitrilotriessigsdure (NTA) bilden. Es gibt Untersuchungen die besagen, dass man bei Pro-
teinen mit Zinkfingerdoméne auf eine Ni-NTA-Aufreinigung verzichten sollte, da die im
Zinkfinger koordinierten Zink-Ionen durch Nickel-Tonen ausgetauscht werden kénnen [135].
Um diesen Austausch der Ionen zu vermeiden, wurde getestet, ob sich das His-getaggte
Protein an Zn-NTA-Granulat binden ldsst. Die Aufreinigung iiber Zn-NTA hat sich aber
nicht bewahrt, da nur wenig Protein an die Matrix assoziiert hat. Griinde hierfiir kdnnten
gewesen sein, dass Zink-Ionen im Vergleich zu Nickel-Ionen ein vermindertes Affinitéts-
vermogen gegeniiber dem Polyhistidin-tag aufweisen, oder aber das Misslingen hédngt mit
dem zu dieser Zeit verwendeten BugBuster®-Reagenz zusammen.

Aufgrund der Tatsache, dass mit der Strep-Tactin®-Aufreinigung eine weitere Affinitats-
reinigung angeschlossen wird, bei dem der Austausch der Ionen Zn?t zu Ni*t wieder
riickgiingig gemacht werden kann, wurde trotzdem mit Ni-NTA-Granulat gearbeitet.

GroBe Waschvolumina und angepasste Pufferbedingungen

Nach Bindung des getaggten Proteins an die Ni-NTA-Agarosekiigelchen durch Inkubation
auf dem Rotationsrad bei Raumtemperatur, wurde die Mixtur in leere FlieB3sdulchen iiber-
fiihrt. Um wéhrend der Waschschritte moglichst viel ungewollte Proteinverunreinigungen
loszuwerden, hat sich ein grofies Waschvolumen als notwendig gezeigt. Waschvolumina
vom acht-bis zehnfachen des Sdulenmaterialvolumens wurden mindestens gebraucht.

Wichtig bei der Aufreinigung von Proteinen ist die Zusammensetzung der Waschpuffer.
In unserem Fall hat sich bestéatigt, dass verschiedene Komponenten gebraucht werden, um
endogene F.coli-Proteine loszuwerden. Getestet wurden neben erhéhten Konzentrationen
von Glycerol, das die hydrophobischen Wechselwirkungen reduzieren soll, auch Erhéhung
der Salzkonzentration, sowie die Zugabe von Harnstoff. Das gegen unspezifische Wech-
selwirkungen mit der Ni-NTA-Matrix hinzugefiigte Imidazol wird in den Waschpuffern
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graduell in seiner Konzentration erhéht. Daraus hat sich nachstehende Abfolge der Puffer
ergeben, die in ihrer kompletten Zusammensetzung in Anhang B.1 aufgelistet sind:

Bindepuffer Der Bindepuffer ist von seiner Komposition dem Lysepuffer sehr dhnlich.
Verzichtet wird hierbei nur auf das Detergens Triton® X-100, da dieses nicht mit nachfol-
genden Experimenten bzw. der Photospektroskopischen Bestimmung der Proteinkonzen-
tration kompatibel ist. Zusétzlich wird dem Puffer Imidazol in niedriger Konzentration
hinzugefiigt und die Natriumkonzentration erhéht, um unspezifischen Wechselwirkungen
von Proteinen mit der Ni-NTA-Matrix vorzubeugen.

Hochsalzpuffer Im Hochsalzpuffer wird die Natriumchloridkonzentration auf 1 M erhoht.
Durch die Erhchung sollen ionische Interaktionen zwischen dem Zielprotein und zellularen
E.coli-Proteinen unterbunden werden. Ein solcher Waschschritt ist méglich, da FOXP2
die hohen Salzkonzentrationen zu vertragen und nicht zu aggregieren scheint.

Harnstoffpuffer Urea, dass typischerweise in hohen Konzentrationen als Denaturierungs-
mittel verwendet wird, kann in niedrigeren Konzentrationen (bis 500 mM) den hydro-
phoben Effekt verstidrken. Endogene Bakterienproteine, die an das His-getaggte Protein
assoziieren, konnen somit zu Teilen entfernt werden. Positiver Nebeneffekt von Urea in
niedrigen Konzentrationen ist, dass es sich stabilisierend auf die Proteinstruktur auswir-
ken kann [136].

Niedrigsalzpuffer Im Niedrigsalzpuffer wird auf Zusétze wie Urea verzichtet. Der Puffer
dient einzig dem Zweck die zuvor erhchten Ingredenzien Natriumchlorid und Urea wieder
auf ein normales Niveau zu bringen. Unter Umsténden kénnen aber auch noch Reste von
gebundener genomische DNA vom Zielprotein freigesetzt werden.

Magnesium-ATP Eine MALDI (Matrix—Assistierte Laser—Desorption—Ionisierung)- Ana-
lyse von aufgereinigtem FOXP2 hat ergeben, dass neben His-getaggten Abbruchstiicken
auch Chaperone wie DnaK (auch Hsp70 genannt) als Kontaminanten mit aufgereinigt
werden. Aus diesem Grund fiigt man dem Niedrigsalzpuffer ATP hinzu, um unerwiinschte
Verunreinigungen durch molekulare Chaperone loszuwerden. Chaperone wurden wahrend
der Expression gezielt hochgeregelt, um die Faltung des Zielproteins zu unterstiitzen (siehe
Abschnitt 2.1). Durch das ATP im Puffer wird die Freisetzung des Proteinsubstrates aus
den molekularen Chaperonen stimuliert [137].

Analyse der Proteinaufreinigung mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese

Zur Analyse einer Proteinaufreinigung eignet sich eine denaturierende SDS-Gelelektropho-
rese, bei der Proteine anhand ihrer Molekiilmasse im elektrischen Feld aufgetrennt wer-
den. Ein représentatives Beispiel einer Ni-NTA-Aufreinigung von Volllinge-FOXP2-GFP
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Abbildung 2.4 — Zweistufige Aufreinigung von Volllinge-FOXP2 und K271 via Ni-NTA-und Strep-
Tactin® unter nativen Bedingungen. Laserscans von 4-20%igen Gradientengelen. SDS-PAGE-Gele wur-
den mit Roti®-Blue quick Lésung gefarbt und im Cy5-Kanal des Typhoon™-Scanners ausgelesen und di-
gitalisiert. [Lys] Lysat, [SN] Uberstand, [NN] gepoolte Ni-NTA-Elutionsfraktionen, [FT] Durchfluss, [W1-W5]
Waschschritte, [E1-E4] Elutionsschritte. Zielproteine sind mit rotem Asterisk (*) markiert. SDS-PAGE-Gele
der (a) Ni-NTA-Aufreinigung bzw. (b) Strep-Tactin®-Aufreinigung des rekombinanten Vollldnge-FOXP2-GFP-
Konstruktes (110 kDa) und der (c) Ni-NTA-Aufreinigung bzw. (d) Strep-Tactin®-Aufreinigung der gekiirzten
K271-Variante ohne GFP (53 kDa).

ist in Abbildung 2.4a gezeigt. Die Proteinbande des Zielproteins, die in der ersten Spur
(Lys) noch sehr prominent ist, verliert in der zweiten Spur (SN) stark an Intensitdt. Dies
war zu erwarten, da das Volllangen-FOXP2-Proteinkonstrukt aufgrund seines langen Po-
lyglutaminstretches zusammen mit anderen unldslichen Zellbestandteilen abzentrifugiert
wurde. Der grofite Anteil des exprimierten Zielproteins ging somit schon vor der Auf-
reinigung verloren. Im darauffolgenden Durchfluss-Schritt (FT), der die Anbindung von
FOXP2-GFP an das Ni-NTA Granulat widerspiegelt, sicht man hingegen, dass fast kei-
ne Proteinbande auf Hohe des Zielproteins detektiert werden kann. Die Anbindung des
Hexahistidin-getaggten Proteins schien somit sehr gut funktioniert zu haben und das Séu-
lenmaterial wurde nicht iiberladen.

Im ersten Waschschritt (W1) sieht man, dass sehr viele Bakterienproteine und das fiir
die Lyse zugegebene Lysozym von der Sdule gewaschen werden. In den néchsten Spuren,
die die Waschschritte W2 bis W5 beinhalten, ldsst sich aufgrund der starken Verdiin-
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nung durch sehr grofle Waschvolumina kaum mehr Protein detektieren. Ob auch in diesen
Waschschritten zusétzliche Verunreinigungen abgel6st wurden, lasst sich also nicht aussa-
gen. In der letzten Spur der SDS-PAGE, auf der die Elutionsfraktion E1 aufgetragen ist,
ist die Bande des rekombinanten Fusionsproteins FOXP2-GFP mit Abstand die stirkste
Bande. Vergleicht man die Proteinbande in der Spur des Uberstandes (SN) mit der Spur
der Elution (E1), so kann eine gute Anreicherung des Zielproteins erkannt werden. Es sind
noch einige zuséatzliche Proteinbanden zu erkennen, diese gehdren entweder zu Proteinen,
die aufgrund ihrer Metallbindefdhigkeit an die Nickel-Ionen der NTA-Matrix koordinieren,
oder direkt mit dem Zielprotein verbunden sind. Aufgrund des denaturierenden Charak-
ters der SDS-PAGE werden im nativen Zustand bestehende Bindungen aufgebrochen und
assoziierte Proteine kommen zum Vorschein. Und wie zuvor in der Westernblotanaly-
se in Abbildung 2.2c detektiert, kann es sich ausserdem auch um Degradationsprodukte
von FOXP2 handeln, die wahrend der Expression entstanden sind. Falls sie noch einen
Polyhistidin-tag besitzen, kénnen diese an die Matrix binden.

Abbildung 2.4c zeigt das Ergebnis der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie des gekiirz-
ten FOXP2-Konstruktes K271. Im Vergleich zur Aufreinigung des Volllangekonstruktes
(Abb. 2.4b) ist eine sehr gute Steigerung der Ausbeute zu erkennen. Dies ist schon allein
der Tatsache geschuldet, dass die Expression des kiirzeren Konstruktes besser funktioniert
hat. Sehr gut zu erkennen ist die starke Uberexpressionsbande in der ersten Spur, auf dem
das Lysat (Lys) aufgetragen wurde. Im Verlgeich zum Lysat zeigt die Hauptexpressions-
bande im Uberstand (SN) keinen merklichen Verlust an Zielprotein durch Zentrifugation.
Der Grofiteil an Zielprotein K271 bleibt erhalten. Die Ursache hierfiir ist, dass dem Kurz-
konstrukt K271 der lange Polyglutamintrakt fehlt, es somit im Vergleich zur Volllange-
version nicht aggregiert bzw. nicht mit dem restlichen Zelldebris abzentrifugiert wird. Das
Konstrukt ist gut 16slich, Einschlusskérperchen haben sich wéhrend der Expression nicht
gebildet.

In den Waschschritten W1 bis W3 (Proben von W4 und W5 wurden diesmal nicht mit
aufgetragen) ist, verursacht durch grofie Waschvolumina, fast kein Protein zu sehen. Durch
anpassen des Elutionvolumens konnte errreicht werden, dass fast das gesamte aufgereinigte
Protein ausschliefflich in einer Elutionsfraktion (E1) zu finden ist. Uniibersehbar ist, dass
zusétzliche Proteine bzw. Bruchstiicke des Zielproteins mit aufgereinigt wurden, was einen
weiteren Aufreinigungsschritt notwendig macht.

Affinitatschromatographie via Strep-Tactin®

Mit nur einer Affinitdtchromatographie alleine erhilt man nur ungeniigend aufgereinigtes
Protein. Eine MALDI-Analyse von niedermolekularen Proteinbanden nach der Ni-NTA-
Aufreinigung hat unter anderem gezeigt, dass neben Chaperonen wie DnaK auch andere
endogene F.coli-Proteine und FOXP2-Abbruchstiicke in der Préaparation enthalten sind.
Um also die Reinheit des Zielproteins zu erhéhen, wird der Ni-NTA-Aufreinigung eine
Strep-Tactin®-Aflinitatschromatographie angehangt. Neben den zuvor aufgezihlten Vor-
ziigen (siehe Abschnitt 2.2), hat der Strep-tag auch noch weitere Vorteile. Die Aufrei-
nigung via Strep-tag® II findet komplett unter physiologischen Pufferbedingungen statt.
Im Vergleich zur Ni-NTA-Aufreinigung muss nicht mit erhéhten Salzbedingungen oder
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verdndertem pH-Wert gearbeitet werden. Die Konstitution des Strep-tag I1/ Strep-Tactin®-
Systems ermoglicht das Arbeiten in einem Bereich zwischen pH 7 und pH 8, was fiir FOXP2
mit einem isoelektrischen Punkt von ungefihr 6.1 ideal ist. Die Pufferbedingungen kénnen
also auf die Anforderungen des Zielproteins angepasst werden, eine Umpufferung nach der
Elution wird somit tiberfliissig. Durch die Biindelung des getaggten Proteins in der immo-
bilisierten Phase in Kombination mit einem geringen Elutionsvolumen kann das Protein
weiter aufkonzentriert werden. Die Strep-Tactin®-Affinitatschromatographie gewéhrleis-
tet somit nicht nur Aufreinigung, sondern auch Pufferaustausch und Aufkonzentration
zugleich.

Die Elution vom Strep-Tactin®-Saulenmaterial folgt, genau wie bei Ni-NTA, einer kom-
petitiven Verdrangung des getaggten Proteins durch ein bestimmtes Agens. Verwendet
wird hierfiir D-Desthiobiotin, welches anstelle des Strep-tag® II in der Biotinbindeta-
sche des Strep-Tactins® anbindet. Im Gegensatz zu Imidazol zeigt das Verdrangungsagens
D-Desthiobiotin keine Absorption bei 280 nm und behindert somit nicht die spektro-
photometrische Konzentrationbestimmung. Dies hat den Vorteil, dass das aufgereinigte
Protein direkt einsatzbereit ist und nicht noch umgepuffert werden muss. In der Regel
wird zur Entfernung von unerwiinschten Pufferkomponenten Dialyse als Methode erster
Wahl verwendet. FOXP2 hat in durchgefiihrten Dialyseexperimenten ein gesteigertes Ag-
gregationsverhalten im Dialyseschlauch gezeigt, weshalb auf den Dialyseschritt verzichtet
werden sollte.

Fir die Aufreinigung mittels Strep-Tactin® werden die Elutionen aus der Ni-NTA-Aufreini-
gung vereinigt und auf die mit Strep-Tactin®-Material gefiillten FlieBsidulchen gegeben und
der Durchfluss aufgefangen. Vom Hersteller IBA GmbH werden anschlielend fiinf Wasch-
schritte empfohlen. Fiir die Elutionsschritte ist es empfehlenswert die Puffermenge dem
Bettvolumen des Sdulenmaterials anzupassen.

Analyse der Strep-Tactin®-Aufreinigung mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese

Wie schon bei der Metallchelat- Affinitdtschromatographie soll auch hier je ein Beispiel
einer SDS-PAGE-Analyse fiir das Volllinge-FOXP2-GFP und die Kurzversion K271 oh-
ne GFP gezeigt werden. In Abbildung 2.4b sieht man die SDS-PAGE einer durchge-
fithrten Strep-Tactin®-Aufreinigung anhand von FOXP2-GFP. Im Vergleich zur Ni-NTA-
Elutionsfraktion lésst sich ein Aufreinigungseffekt gut erkennen. Vergleicht man die Probe
E1 vor der Strep®-tag II-Aufreinigung (Abb. 2.4a) mit den Elutionen nachher (E3 und E4),
so sieht man, dass zuséatzliche Proteinbanden im niedermolekularen Bereich entfernt wer-
den konnten. Besonders in den Spuren des Durchflusses (FT) und des ersten Waschschrittes
(W1) sind Proteinbanden mit Molekulargewicht zwischen 10 kDa und 80 kDa zu sehen.
Diese waren zuvor in der Elutionsfraktion der Metallchelat- Affinitdtschromatographie ent-
halten.

Die Proteinbanden der SDS-Analyse sind insgesamt sehr schwach, die Ausbeute der ge-
samten Aufreinigung sehr gering. Dies hdngt vor allem damit zusammen, dass die einge-
setzte Menge an Protein aus der Ni-NTA-Aufreinigung sehr gering und die Strep-Tactin®-
Aufreinigung an diesem Punkt noch nicht optimiert war.

Nach Optimierung, das heiflt durch Anpassen der Wasch-und Elutionsvolumina, hat die
Affinitatsaufreinigung mittels Strep®-tag II besser funktioniert, zu sehen anhand des
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gekiirzten Konstruktes K271 (Abb. 2.4d). Die aus der Ni-NTA-Aufreinigung erhaltenen
Elutionen des Zielproteins wurden vereinigt und eine Probe davon fiir die SDS-PAGE-
Analyse aufbewahrt (NN). Man kann klar erkennen, dass das Strep-Tactin®-Saulchen
iiberladen war, was sich im Verlust von Zielprotein schon direkt wiahrend des Beladens
(FT) und auch im ersten Waschschritt (W1) zeigt. In den zwei letzten Waschschritten
(W4 und W5) sieht man, dass etwas Zielprotein vom Séulchen gespiilt wird. Die Elutions-
fraktionen wurden von fiinf auf drei dezimiert und das Sdulenvolumen so angepasst, dass
moglichst viel des gewiinschten Proteins mit der zweiten Elution (E2) herausgespiilt wird.
Vergleicht man nun die Probe vor der Aufreinigung (NN) mit der Hauptelution (E2), so ist
eine Verminderung der Proteinverunreinigungen zweifellos erkennbar. Analysiert man die
Banden mit Hilfe von ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html), erhalt man, trotz
des Verlustes durch Uberladung der Siule, eine Konzentrationssteigerung von 30% bei
einer Verminderung der Verunreinigung von 43%.

2.2.2 Spezifitat und Selektivitat der DNA-Bindung

Um die Qualitdt des hergestellten Proteins zu verifizieren, wurden sowohl Aktivitat als
auch Spezifitdt mittels Elektrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) mit verschiedenen
DNA-Sequenzen untersucht (Abb. 2.5). Der traditionelle EMSA ist einfach, schnell und
effektiv, um Interaktion von Protein und DNA zu visualisieren [138,139]. Fiir die Binde-
studien haben wir Sequenzen sowohl aus der Literatur als auch der DNA-Datenbank des
Labors verwendet. Das in der Publikation von Nelson et al., 2013 als #175 angegebene
Oligo gab die meisten Bindungsevents im MITOMI-Experiment und war somit ein guter
Kandidat fiir die Bindungsstudien [113]. Es enthélt als Consensus-Sequenz das 7-mer Bin-
demotiv mit der Basenabfolge TGTTTAC (N70 und gekiirzte Version N32). Desweiteren
wurde eine DNA-Sequenz gewéhlt, die von Zhou und Kollegen fiir Affinitétselektrophorese
verwendet wurde und die Consensus-Sequenz TATTTGC (Z29) aufweist [115]. Um noch
eine zusétzliche Sequenz auf Bindung zu untersuchen, wurde die DNA-Datenbank des La-
bors durchsucht. Das Oligonukleotid L32 weist mit TCTTGAC eine dhnliche Consensus-
Sequenz auf. Die Bindemotive der DNA-Spezies (vollsténdige Sequenzen siehe Tabelle C.4
in Anhang C.1) sind in Abbildung 2.5b der Einfachheit halber in einer Tabelle angegeben,
die auch beschreibt, welche Proben in den jeweiligen Gelspuren aufgetragen wurden.

Um die Laufweitenverschiebung (Band Shift) zwischen freier DNA und DNA-Protein-
komplex deutlich zu machen, wurde als Negativkontrolle jede der Oligonukleotidproben je-
weils ohne Protein aufgetragen. Wie zu erwarten war, zeigen die freien DNA-Doppelstrange
aufgrund ihrer unterschiedlichen Lénge und dementsprechend negativer Ladung unter-
schiedliche Migrationsdistanzen. In der Gelmatrix wandern die kiirzeren DNA-Doppel-
strange 132, N32 und Z29 (Spur 1, 7 und 9) im elektrischen Feld weiter als die langere
Substrat-DNA N70 (Spur 3). Durch die Interaktion mit Protein wird das proportionale
Verhéltnis von Molekulargewicht der Nukleinsdure zu negativer Ladung beeinflusst. Dies
fithrt zu einer Verlangsamung ihrer Mobilitdt in der Gelmatrix. Folglich migrieren die
sichtbar gemachten DNA-Doppelstringe im Komplex mit Protein im Gel weniger weit
als ihr blankes Pendant [140-142]. Uberdies kehrt sich fiir Protein-DNA-Komplexe das
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Spur Motiv Lange Name Information

1 TCTTGAC 32bp L32 Labordatenbank
2* | TCTTGAC | 32bp | L32 |

3 TGTTTAC | 70bp i N70 |Nelson etal., 2013
4 | TGTTTAC | 70bp | N70 |

DNA-Protein
Komplex

5 | TGTTTAC | 70bp | N70 |
TCTTGAC | 32bp : L32 !
6* | TGTTTAC | 70bp i N70 !
TGTTTAC | 32bp | N32 |

freie DNA 7 TGTTTAC | 32bp i N32 |Nelson etal., 2013

8 | TGTTTAC | 32bp | N32 |
9 | TATTTGC | 29bp | Zz29 | Zhouetal., 2008
10* | TATTTGC | 29bp | Z29

* Protein

11* | TGTTTAC | 320p | N32 |
TATTTGC | 20bp | Zz29 |

Abbildung 2.5 — Uberpriifung der Spezifitat der DNA-Bindung von humanem FOXP2. Laserscan eines
5%igen Agarosegels in dem Gemische von Proteinkonstrukt K271 (finale Konzentration 4 M) mit verschie-
denen DNA-Spezies (finale Konzentration 1 uM) aufgetrennt wurden. Das Gel wurde im Typhoon™-Scanner
ausgelesen und digitalisiert. (a) Bild zeigt die Uberlagerung der gescannten Kanale Cy5 (rot) und Cy3 (blau).
Gelspuren, die im Vergleich zum orginalen Scan nicht dargestellt sind, werden durch gebrochene weif3e Li-
nien markiert. DNA-Spezies weisen unterschiedliche 7-mer Consensus-Bindemotive auf. Spuren, die DNA
und Protein enthalten, sind mit Asterisk (*) markiert. Informationen zur Beladung des Gels sind in Tabelle in
(b) angegeben. (b) Tabelle gibt die 7-mer Bindemotive (Motiv), die Gesamtlange (Lange), die zugewiese-
ne Bezeichnung (Name) und die Herkuft bzw. zugehdrige Literaturangabe (Information) der DNA-Spezies
an. Die DNA-Spezies wurden entsprechend ihrer Fluoreszenzmarkierung in blau (Cy3-modifiziert) bzw. rot
(Cy5-modifiziert) eingeférbt. Die vollstindigen DNA-Sequenzen sind in Anhang C.1 in Tabelle C.4 angege-
ben

Migrationsverhalten im Gel um (Spur 2, 4, 8 und 10). Die kiirzeren DNA-Doppelstrénge
im Komplex mit Protein wandern weniger weit als das lingere Substrat N70. Grofle und
Ladung des Proteins haben einen stdrkeren Einfluss auf kiirzere DNA-Konstrukte, wes-
halb diese eine langsamere Mobilitat aufweisen. Da in diesem Fall dasselbe Protein zur
Verfligung steht, sollte die charakteristische Laufweitenverschiebung {iberwiegend durch
die Gréfle und negative Ladung der DNA-Doppelstringe und weniger durch Anderung
ihrer Konformation bestimmt sein.

Aussagen beziiglich der Spezifitdt und Selektivitédt lassen sich treffen, sobald dem Prote-
in mehr als ein Bindungspartner zur Verfiigung steht. Aus diesem Grund wurden DNA-
Spezies mit verschiedenen Bindemotiven gemischt und anschlieffend mit Protein inkubiert.
Kombiniert man L32 mit N70, so lasst sich erkennen, dass N70 mit der Consensus-Sequenz
TGTTTAC vom Protein klar bevorzugt gebunden wird (Spur 5). Gleichermaflen verhalt
es sich bei der kiirzeren Version der Substrat-DNA N32, die bevorzugt gebunden wird,
wenn sie mit Z29 (rote Bande, Spur 11) konkurriert. Stellt man dem Protein DN A-Spezies
mit identischem 7-mer Bindemotiv zur Verfiigung, so werden diese gleichermaflen abge-
bunden, gut erkennbar anhand der unterschiedlichen Laufweitenverschiebung von Oligo
N70 und N32 (Spur 6). Da von jedem dieser zwei DNA-Spezies nur die Hélfte vom Protein
abgebunden wurde, bleibt die restliche DNA jeweiles als ungebundene, freie DNA zuriick.
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2.2.3 Verminderte DNA-Bindungsfahigkeit durch C-terminal angehangtes GFP?

Griin fluoreszierendes Protein (GFP), das die Loslichkeit des Proteins augenscheinlich
verbessert, wurde hauptséichlich angehdngt, um in spateren fluoreszenzbasierten Experi-
menten, wie z.B. TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)-Mikroskopie, eine Detek-
tion des Proteins zu ermdglichen. Auch wenn der grofle Anhang fiir die Herstellung von
FOXP2 in voller Liange von Vorteil ist, so kann GFP jedoch in Bezug auf spdtere DNA-
Bindeversuche zum Nachteil werden. Die Lage am C-Terminus und der damit verbunde-
nen groflen Nahe zur DNA-bindenden Forkhead-Doméne legt eine sterische Hinderung bei
der Interaktion mit DNA nahe. Aus diesem Grund wurde die DNA-Bindefdhigkeit des
Proteinkonstruktes K271 mit C-terminalem GFP-Protein im Vergleich zu Protein ohne
GFP-Anhéngsel mittels EMSA untersucht (Abb. 2.6).

Anhand des GFP-Tags lasst sich die Laufweite des Proteins selbst im Gel detektieren
(Abb. 2.6a, oben). Sobald DNA zum Protein gegeben wird, wird dieses durch Bildung ei-
nes Komplexes weiter ins Gel gezogen. Der Farbverlauf von griin iiber gelb, orange nach rot
zeigt auf, wie sich durch Steigerung der DNA-Konzentration das Verhéltnis von Protein zu
DNA verédndert. Weniger weit migrierende Protein-DNA-Komplexe enthalten iiberwiegend
K271-GFP. Komplexe, die immer mehr DNA-Doppelstréange enthalten, werden durch die
zusétzliche negative Ladung weiter in die Gelmatrix gezogen. Es entsteht ein Bild von meh-
reren semi-distinkten Banden, die sich aufgrund dhnlichem Verhéltnis von Protein zu DNA
abgrenzen. Jedoch wird die Protein-DNA-Bindung vermehrt durch Schmier dominiert, der
einen flieBenden Ubergang zwischen den Protein-DNA-Komplexen vermuten lisst. Es ent-
steht der Eindruck, dass die Interaktion von Protein mit den DNA-Doppelstriangen wenig
robust ist und stabile Komplexe deshalb nicht ausgebildet werden.

Vergleicht man die DNA-Bindung von K271-GFP mit K271 anhand der DNA-Mobilitét,
so kann man einen klaren Unterschied erkennen (Abb. 2.6a, mitte bzw. unten). Das
Konstrukt ohne GFP bindet stirker an die DNA-Doppelstriange, was sich durch weniger
Schmier und distinktere Banden darstellt. Schon niedrigere DNA-Konzentrationen verur-
sachen klarere Banden von Protein-DNA-Komplexen. Bei einem Protein-DNA-Verhéltnis
von ungefdhr 8:1 formieren sich bereits zwei schwache distinkte Banden, die mit steigen-
der DNA-Konzentration konkreter werden. Ab einem Verhéltnis von 4:1 von Protein zu
DNA verstéarkt sich die Bande mit der gréfleren relativen Mobilitdt weiter, wohingegen die
langsamere Bande nach und nach an Intensitét verliert. Nachdem die langsamere Bande
verschwunden ist, manifestiert sich eine weitere Erhéhung der DNA-Konzentration nicht
mehr merklich in einer Intensitdtserh6hung der schnelleren Bande. Insgesamt lésst sich
fiir die DNA-Bindung von K271 weniger Schmier detektieren, was fiir einen stabileren
Protein-DNA-Komplex spricht. Besser zu erkennen ist dieser Effekt in der Darstellung der
Bandenprofile als Wasserfall-Diagramm (Abb. 2.6b).

Das EMSA-Experiment zeigt sowohl fiir FOXP2-GFP als auch fiir FOXP2, dass es sich
bei der DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors um keine einfache bimolekulare Reaktion
handelt. Es konnen jeweils mehrere Banden mit unterschiedlichem Verhéltnis von Prote-
in zu DNA detektiert werden. Auflerdem hat, wie bereits vermutet, das C-terminale GFP
einen Einfluss auf die Ausbildung stabiler DN A-Protein-Komplexe. Das 27 kDa grofie GFP
behindert sehr wahrscheinlich die Assoziation von FOXP2 an DNA. Die Ergebnisse legen
nahe, dass fiir weitere DNA-Bindestudien auf das Anhéngsel verzichtet werden sollte.
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Abbildung 2.6 — DNA-Bindefahigkeit von K271 mit bzw. ohne C-terminal angehéngtes GFP. Laserscan
eines 5%igen Agarosegels in dem Gemische von Substrat-DNA (N70) und Protein (K271-GFP bzw. K271)
aufgetrennt wurden. Proteinkonstrukte wurden via Ni-NTA aufgereinigt, ihre Konzentration mittels SDS-PAGE
und BSA-Standardkurve ermittelt. Die Gele wurden im Laserscanner Typhoon™ ausgelesen und digitalisiert.
Box: Kontrast selektiv angepasst (a) Oben: Bild zeigt die Uberlagerung der gescannten Kanéle Cy5 (rot) und
Cy2 (griin), die N70 bzw. K271-GFP detektieren. Mitte: Scan zeigt den Cy5-Kanal alleine in schwarz-weif3.
Unten: Scan des Cy5-Kanals zeigt Auftrennung von K271-N70-Gemischen. (b) Wasserfall-Darstellung der
Bandenprofile einzelner Gelspuren. Dargestellte Bereiche sind in den Scans durch pinke Késten markiert.
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2.3 Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen

Die Aufreinigung von Proteinen ist ein essentieller erster Schritt auf dem Weg ihre Funktion
zu verstehen. Doch nicht alle Proteine lassen sich auf natiirlichem Wege, also nativ, aufrei-
nigen. Die Zielsetzung FOXP2 in voller Lange aufzureinigen hat als GFP-Fusionsprotein
funktioniert. Die Ausbeute ist zwar gering, aber durch Hochskalieren sollte es moglich sein
mehr Produkt zu erzielen. Die Volllangeversion von FOXP2 ohne C-terminales GFP lief3
sich jedoch nicht erfolgreich herstellen. Ein Problem war unter anderem die misslungene
Extraktion aus der Zelle. FOXP2 ist aufgrund seines langen Polyglutamintraktes schon
wiahrend der Expression in FE.coli anfillig fiir Aggregation. Die Folge: Die Bakterienzellen
verpacken Protein, dass in groflen Mengen synthetisiert wird, fehlgefaltet ist oder zur Ag-
gregation neigt in Granuala, sogenannte Einschlusskorperchen (Inclusion Bodies), um den
eigenen Organismus zu schiitzen [119,143]. Rekombinante Fusionsproteine, die groere An-
hiangsel wie GST, MBP, SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) oder auch GFP enthalten,
scheinen davor geschiitzt zu sein, da sie eine hohere Loslichkeit aufweisen [128,144,145].

Kann FOXP2 erfolgreich riickgefaltet werden?

Als Méglichkeit FOXP2 in voller Lange herzustellen, sollte die Extraktion unter dena-
turierenden Bedingungen getestet werden. Das denaturierte Protein verliert dabei seine
native Faltung und somit auch seine Funktionsfihigkeit. Nach der Aufreinigung muss
es also wieder durch Riickfaltung in seine native, aktive Form gebracht werden. Diese
Riickfaltung, auch Renaturierung genannt, funktioniert nicht mit allen Proteinen gleicher-
maflen gut. Der genaue Mechanismus ist nicht bekannt, es wird aber vermutet, dass bei
der Entfaltung durch die Wechselwirkungen mit dem Denaturierungsmittel eine neue, of-
fenere Konformation stabilisiert wird. Nach Entfernung des Denaturierungsmittels wird
diese offene Konformation wieder reversibel aufgelost. Ob es moglich ist, FOXP2 nach
der Denaturierung wieder in seine native Konformation zu bringen, sollte durch spezi-
fische DNA-Bindung sichtbar gemacht werden konnen. Die denaturierende Aufreinigung
und anschliefende Renaturierung wurde anhand des K271-Kurzkonstruktes etabliert und
dann am Volllaingekonstrukt getestet.

Unter denaturierenden Bedingungen féllt der Lyseschritt weg

Da bei der Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen die Zellpellets nach der Ernte
mit hohen Konzentrationen denaturierender Agenzien, wie Harnstoff (8 M) oder Guani-
diniumchlorid (6 M), behandelt werden, miissen die Zellen nicht mehr mechanisch oder
enzymatisch aufgeschlossen werden. Auch der Einsatz von Proteaseinhibitoren oder Benzo-
nase ist iiberfliissig, da Proteasen zerstort werden und die Bindung von Proteinen an DNA
unterbunden wird. Starke Denaturierungsmittel 16sen Wasserstoffbriickenbindungen, hy-
drophobe Wechselwirkungen und bei Zugabe von Reduktionmittel auch Disulfid-Briicken,
andere kovalente Bindungen werden nicht aufgebrochen. Dies geschieht nicht nur bei dem
aufzureinigenden Zielprotein, sondern auch bei allen anderen Zellbestandteilen, was die
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Bakterienzelle schlussendlich kollabieren lasst. Nach ausreichender Inkubation bei Raum-
temperatur oder sogar héheren Temperaturen von 30 °C bzw. 37 °C erhélt man eine klare
Suspension. Diese wird nach einem Zentrifugationsschritt mit Ni-NTA-Granulat inkubiert.
Umsténdliche Kiihlung oder das Arbeiten auf Eis sind nicht notwendig.

SDS-PAGE Analyse der denaturierenden im Vergleich zur nativen Aufreinigung

In diesem Abschnitt soll nun auf die Ergebnisse der Ni-NTA-Aufreinigungen unter nati-
ven Bedingungen im Vergleich zu denaturierenden Bedingungen eingegangen werden. Dies
geschieht anhand von SDS-PAGE-Analysen von Aufreinigungen des Konstruktes K271
(Abb. 2.7a und 2.7b) und des Vollldngekonstruktes FOXP2 (Abb. 2.7c und 2.7d).

Fiir die Aufreinigung von K271 wurde der selbe Expressionsansatz in gleich grofie Portio-
nen aufgeteilt und die native bzw. denaturierende Reinigung wurden am selben Tag paral-
lel durchgefiihrt. Wéahrend der Zellaufschluss unter nativen Bedingungen enzymatisch und
mechanisch durchgefiihrt wurde (Kapitel 2.2.1), wurden die Zellen unter denaturierenden
Bedingungen durch Inkubation in 8 M Urea aufgeschlossen.

Die einzelnen Aufreinigungsschritte in den Abbildungen 2.7a und 2.7b sollen direkt vergli-
chen werden. In den Spuren, in denen Lysat (Lys) aufgetragen wurde, ist die Bande des
Zielproteins vergleichbar stark. Doch schon in den beiden Spuren, die den Uberstand (SN)
enthalten, dndert sich dies. Die extrahierte Menge an Zielprotein K271 nach dem Auf-
schluss unter denaturierenden Bedingungen ist deutlich gréfler als die freigesetzte Menge
unter nativen Bedingungen. Vergleicht man Lysat und Uberstand des Aufschlusses un-
ter denaturierenden Bedingungen direkt miteinander, so ldsst sich vermuten, dass das
gesamte exprimierte Protein auch extrahiert werden konnte (Abb. 2.7b). Unter nativen
Bedingungen konnte nur ungefihr die Hélfte des Zielproteins aus den Zellen extrahiert
werden (Abb. 2.7a). Dieser Sachverhalt schldgt sich natiirlich auch auf die finale Ausbeute
nieder. Da im selben Volumen eluiert wurde, lésst sich sehr gut erkennen, dass unter dena-
turierenden Bedingungen deutlich mehr Zielprotein von der Matrix gelost werden konnte
(E1 bis E4, Abb. 2.7a und b).

Die Reinheit der Elutionsproben ist auf den ersten Blick vergleichbar. Wird in beiden
Scans aber der Kontrast gleichermafien erhoht, so lasst sich eine verhaltnisméaflig stirkere
Verunreingung der Elutionsfraktionen der nativen Aufreiniung erkennen. Die klar erkenn-
baren héhermolekularen Banden gehoren wahrscheinlich zu co-aufgereinigten Chaperonen.
Bei der Vollldngeversion von FOXP2 zeigt sich eine dhnliche Tendenz. Die native und de-
naturierende Aufreinigung wurden hier nicht wie im Fall von K271 synchronisiert, sondern
sind aus unterschiedlichen Expressionsansétzen und an unterschiedlichen Tagen durchge-
fithrt. Trotz der nicht direkten Vergleichbarkeit, lassen sich Unterschiede in der Aufrei-
nigungsqualitit erkennen. Unter nativen Bedingungen geht schon wahrend des Zellauf-
schlusses ein Grofiteil des Zielproteins verloren (Abb. 2.7¢). Obwohl im Lysat (Lys), das
16sliche als auch unlosliche Bestandteile enthélt, noch deutlich eine Uberexpressionsbande
zu sehen ist, erkennt man in der Spur, die die 16slichen Zellbestandteile (SN) enthélt, auf
der erwarteten Hohe des Zielproteins (83 kDa) keine Bande. In den Elutionen lésst sich
eine leichte Bande des Zielproteins detektieren, sie fillt aber im Vergleich zu anderen Pro-
teinbanden in der Probe deutlich schwécher aus. Diese Aufreinigung hat nicht funktioniert.
Unter denaturierenden Bedingungen ist in der Spur des Uberstandes (SN) eine sehr
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Abbildung 2.7 — Ni-NTA-Aufreinigung von K271 und Volllange-FOXP2 unter nativen und denaturieren-
den Bedingungen. Laserscans von 4-20%igen Gradientengelen. SDS-PAGE-Gele wurden mit Roti®-Blue
quick Lésung gefarbt und im Cy5-Kanal des Typhoon™-Scanners ausgelesen und digitalisiert. [Lys] Ly-
sat, [SN] Uberstand, [FT] Durchfluss, [W1-W4] Waschschritte, [E1-E5] Elutionsschritte. SDS-PAGE-Analyse
der Aufreinigungen von K271 unter (a) nativen und unter (b) denaturierenden Bedingungen. Grauwerte der
Scans fir (a) und (b) sind vergleichbar, da die Aufreinigungen parallel durchgefiihrt und von den Proben
jeweils das selbe Volumen aufgetragen wurden. Gelelektrophoresen wurden synchron in der selben Gel-
apparatur durchgefiihrt, Farbezeit war identisch und Gele wurden in einem Scan digitalisiert. Box: Kontrast
selektiv angepasst. (c) SDS-PAGE-Analyse der Aufreinigung von Vollldange-FOXP2 ohne GFP unter nativen
und (d) denaturierenden Bedingungen.

schwache Bande des Zielproteins zu erkennen, die in der Spur des Durchflusses nicht mehr
sichtbar ist. Das Protein hat vollstdndig an die NI-NTA-Kiigelchen gebunden. Im Ver-
gleich zu der Menge im Uberstand kann FOXP2 in der Elution (E2) etwas angereichert
werden. (Abb. 2.7d). Die Aufreinigung lésst sich durch Hochskalieren und Anpassen der
Elutionsvolumina noch weiter optimieren. Die Reinheit kann durch einen weiteren Aufrei-
nigungsschritt (siehe Kapitel 2.2.1) verbessert werden.
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Aggregation bei der Riickfaltung soll vermieden werden

Die grole Herausforderung bei der Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen ist
die Riickfaltung des Zielproteins in seine native Konformation. Normalerweise wird diese
Riickfaltung im Anschluss an die Aufreinigung durchgefiihrt und bedeutet im eigentlichen
Sinne das Entfernen des Denaturierungsmittels. Dazu wird die Proteinlésung entweder
gegen einen Riickfaltungspuffer dialysiert, oder das denaturierte Protein wird schlagartig
um das 15-bis 60-fache seines Volumens verdiinnt (Flash Dilution) [146,147]. Bei beiden
Methoden wird das Protein stark verdiinnt, und muss anschliefend aufkonzentriert wer-
den.

Bei denaturierten Proteinen liegen hydrophobe Abschnitte, die in nativer Konformation
im Innern verborgen sind, frei und kénnen mit Proteinen in unmittelbarer Néhe, die auch
hydrophobe Regionen freigelegt haben, wechselwirken. Die denaturierten Proteine sollen
deshalb riickgefaltet werden, solange sie an der Ni-NTA-Matrix immobilisiert sind. Die
Strategie, Proteine auf diese Weise zuriickzufalten, zielt darauf ab Proteinaggregation und
Verdiinnung wahrend des Renaturierungsprozesses zu vermeiden und somit eine groéflere
Ausbeute an aktivem Protein zu erzeugen [148-152]. Durch Fixierung an den Ni-NTA-
Kiigelchen ist der Abstand zwischen zwei Proteinen so grof}, dass hydrophobe Abschnitte
nicht mehr miteinander wechselwirken kénnen. Ohne Stérung durch benachbarte Prote-
ine kann das Zielprotein in seinen nativen Ausgangszustand zuriickgefaltet werden. Ein
weiterer Vorteil der Immobilisierung auf den Agarose-Kiigelchen ist, dass der Riickfal-
tungsprozess zeitlich variiert werden kann. Die Riickfaltung sollte durch Waschschritte
mit nativem Puffer initiiert werden, indem Urea entfernt wird. Es wurden zwei verschie-
dene Herangehensweisen getestet.

Graduelle oder direkte Entfernung von Urea?

Fir die Zerstorung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen sind denaturierende
Agenzien in sehr hohen Konzentrationen notwendig. Die Denaturierung mittels Harnstoff
verlangt eine Konzentration von 8 M. Diese und auch niedrigere Konzentrationen von Urea
storen wiederum bei der Riickfaltung und miissen fiir die Stabilisierung der nativen Kon-
formation fast vollstdndig entfernt werden. Es gibt zwei Moglichkeiten den Harnstoffanteil
loszuwerden. Einerseits kann die Ureakonzentration durch eine schrittweise Reduzierung
langsam runterverdiinnt werden. Fiir diese graduelle Entfernung von Urea wurden mehrere
Waschschritte mit geringeren Konzentrationen (6 M, 4 M und 2 M) bis hin zu Puffer ganz
ohne Urea durchgefiihrt. Andererseits wird der Harnstoff direkt in allen Waschschritten
weggelassen, was eine schlagartige Verdiinnung entsprechend der Flash Dilution darstellt.
Beide Methoden wurden getestet, fiir eine besserer Vergleichbarkeit wurden die Aufreini-
gungen parallel durchgefihrt.

2.3.1 DNA-Bindung gibt Auskunft tiber die Renaturierungsqualitat

Die Riickfaltungsqualitéit des aufgereinigten Proteins wurde in DNA-Bindungsexperimen-
ten getestet (Abb. 2.8). Bindet das aufgereinigte Protein an die Substrat-DNA, so bedeutet
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 Spur Motiv Lange Name Protein Bedingung Waschschritt

1 TGTTTAC : 70bp : N70 : K271 :denaturierend: graduell
2 | TGTTTAC | 32bp | N32 | K271 | denaturierend |  graduell
3 | TCTTGAC | 320p | 182 | K271 |denaturierend | graduell
4 | TGTTTAC | 70bp | N70 i K271 | denaturierend|  direkt
5 | TGTTTAC | 32bp | N32 | K271 |denaturierend | direkt
[Cys] . 6 |TCTTGAC | 32bp | L32 i K271 |denaturierend | direkt
1'% - 7 | TGTTTAC | 70bp | N7O | K271 | natv | -
8 | TGTTTAC | 82bp | N32 | K71 |  nativ | -
- . 9 | TCTTGAC | 32bp | L32 | K271 |  nativ | -
[Cy3]
| ——
- — —
b
1 2 83 4 5 6 7 8 9 Spur  Motiv Lange Name Protein Bedingung Waschschritt Reifung
1 TGTTTAC : 70bp : N70 : K271 :denaturierend: graduell : 48h
2 | TGTTTAC | 32bp i N32 | K271 |denaturierend | graduell | 48h
3 | TCTTGAC | 320p | 132 | K271 idenaturierend: graduell | 48h
4 | TGTTTAC | 70bp | N70 | K271 idenaturierend |  direkt |
5 | TGTTTAC | 320p | N32 | K271 |denaturierend |  direkt
[Cy5l] 6 | TCTTGAC | ' ’ ! denaturierend | direkt
_= e — 7 | TGTTTAC | Udenaturierend | direkt
8 TGTTTAC Edenaturierendi direkt
an an P 9 | TcTTGAC | | denaturierend | direkt
- — -
bt [Cy3] c
1 2 Spur  Motiv Lange Name Protein Bedingung
E 1 | TGTTTAC | 700p | N7O } - -
2 TGTTTAC | 70bp i N70 :FOXP2 : denaturierend
- - -

- &
Abbildung 2.8 — Uberpriifung der DNA-Bindefahigkeit von FOXP2-Konstrukten, die unter denaturie-
renden Bedingungen aufgereinigt wurden. Laserscans von 5%igen Agarosegelen in denen Gemische
von Protein und DNA aufgetrennt wurden. Gele wurden in Typhoon™-Scanner ausgelesen und digitalisiert.
Gezeigt sind jeweils die Uberlagerung der Kanale Cy5 (rot) und Cy3 (blau) sowie die Einzelscans. Bela-
dungsschemata und Informationen bezlglich DNA-Spezies und Proteinherstellung sind in den Tabellen an-
gegeben. (a) Qualitatskontrolle des unter denaturierenden und nativen Bedingungen aufgereinigten Proteins
K271. Ruckfaltungsqualitat bei gradueller im Vergleich zu direkter Entfernung von Urea. (b) Qualitatskontrol-

le von renaturiertem K271 nach zweitégiger Lagerung im Kihlschrank im Vergleich zu frisch aufgereinigtem
Protein. (c) Cy5-Scan zeigt die DNA-Bindefahigkeit von renaturiertem Volllange-FOXP2.

dies im Umkehrschluss, dass das Protein erfolgreich in seine native Ausgangskonformation
iiberfithrt und seine Funktionsfahigkeit wieder hergestellt werden konnte. Genau wie bei
der nativen Aufreinigung (Abschnitt 2.2.2, Abb. 2.5) wurde die Proteinqualitdt anhand
von Bindung verschiedener DNA-Spezies (N70, N32 und L32) in EMSA-Gelen untersucht.
Die DNA-Bindung von denaturierend aufgereinigtem K271 im Vergleich zu nativ her-
gestelltem K271 wurde getestet (2.8a). In den Spuren 7 bis 9 lasst sich gut erkennen,
dass das nativ aufgereinigte Protein die beiden Hauptsubstrate N70 und N32 bindet. Im
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Vergleich dazu zeigt das denaturierend aufgereinigte Protein nur zu Teilen Aktivitdt (Spu-
ren 1 bis 6). Hierbei muss allerdings zwischen den zwei Riickfaltungsmethoden unterschie-
den werden. Die Riickfaltung des Proteins durch direkte Entfernung von Urea funktioniert
auf den ersten Blick besser als die graduelle Verdiinnung. Dies wird im direkten Vergleich
im Laserscan des Cy5-Kanals klar erkennbar (Abb. 2.8a). In den Spuren 4 und 5 ist In-
teraktion von Protein mit DNA detektierbar, in den Spuren 1 und 2 lésst sich fast keine
DNA-Bindung erkennen. Das nativ aufgereinigte Protein hingegen bindet fast vollstandig
die zur Verfiigung stehenden DNA-Doppelstrange (Spur 7 und 8).

Spezifische Interaktion mit L32 lasst sich im Cy3-Kanal nur fiir das nativ aufgereinigte
Protein detektieren (Spur 9). Protein, das unter denaturierenden Bedingungen aufgerei-
nigt wurde (Spur 3 und 6), zeigt keine DNA-Bindung (Abb. 2.8a).

Gibt man dem Protein nach der Elution jedoch etwas Zeit, so maturiert es und erlangt sei-
ne Aktivitdt langsam wieder zuriick. Protein, das nach der Aufreinigung fir ungefahr zwei
Tage auf Eis im Kiihlschrank gelagert wurde, zeigte eine bessere DNA-Bindeféhigkeit als
Protein, das direkt nach der Aufreinigung fiir Bindeversuche genutzt wurde (Abb. 2.8b).
Die Ergebnisse der EMSA-Experimente lassen vermuten, dass die Renaturierung des Pro-
teins direkt nach der Elution noch nicht vollstandig abgeschlossen war. Dabei macht es
offensichtlich keinen grofien Unterschied, ob Urea wahrend der Aufreinigung graduell oder
direkt entfernt wurde (Spuren 1 und 2 bzw. 4 und 5).

Betrachtet man die Spezifitidt der DNA-Bindung, so zeigt sich, dass die native Konforma-
tion von K271 auch nach langerer Maturierungszeit nicht vollstdndig wieder hergestellt
werden konnte. Das renaturierte Protein bildet keine Komplexe mit der weniger affinen
DNA-Sequenz 132 aus. Offensichtlich ist spezifische Interaktion des Proteins mit DNA
nicht moglich. Fiir die Proben, die 48 Stunden maturierten, ldsst sich im Gegensatz zu
den frischen Proben ein Schmier detektieren (Spur 3, 6 und 9), der ein Hinweis darauf sein
konnte, dass die Spezifitdt der DNA-Bindung durch vollstindige Renaturierung wieder
erreicht werden kann (Abb. 2.8b).

Die Ergebnisse der Bindestudien bestétigen, dass die Riickfaltung des Proteinkonstruktes
in seine native Konformation noch nicht vollstdndig war. Die Vermutung liegt nahe, dass
FOXP2 eine semi-aktive Zwischenkonformation eingenommen hat, die zwar das Haupt-
substrat spezifisch bindet, Sequenzen die von dessen Bindemotiv abweichen aber nicht
erkennt. Eine mogliche Erklarung hierfiir kénnte sein, dass die Inkubation in Riickfal-
tungspuffer zu kurz war. Durch léngere Einwirkzeit liefle sich die native Konformation
wahrscheinlich wieder herstellen.

Die durch die Aufreinigungsexperimente von K271 erlangten Erkenntnisse konnten nun fiir
die Reinigung von Volllinge-FOXP2 angewendet werden. Die Entfernung von Urea wurde
nicht schrittweise sondern direkt durchgefiihrt und dem Protein wurde wesentlich langer
Zeit fiir die Riickfaltung gegeben. FOXP2 wurde diesmal iiber Nacht bei Raumtempera-
tur auf dem Rotationsrad inkubiert. Die Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen
und die Riickfaltung in eine aktive Form hat auch fiir das komplette FOXP2-Konstrukt
funktioniert; es ist klar Interaktion mit dem Hauptsubstrat N70 detektierbar (Abb. 2.8c).
Ob auch spezifische DNA-Bindung an andere Sequenzen moglich ist, wurde nicht getestet.
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2.4 Proteinkurzkonstrukte von humanem FOXP2

Um die Motive und Doménen von FOXP2 und deren Einfluss auf die DNA-Bindung ge-
nauer zu charakterisieren, wurden Kurzkonstrukte mit der nativen Aufreinigungsmethode
aus Kapitel 2.2 hergestellt. Hier soll nun zuerst auf die Proteinkonstrukte eingegangen
werden und anschliefend wird anhand von drei dieser Konstrukte (K271, L367 und V503)
die DNA-Bindung in EMSA-Gelen gezeigt.

a
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Abbildung 2.9 — Proteinkonstrukte des Transkriptionsfaktors humanes FOXP2. Schematische Darstel-
lung der Primérstruktur der in dieser Arbeit verwendeten Kurzkonstrukte (a) des FOXP2-Wildtyps und (b) mit
Alanin-Prolin-Substitution in Position 539 (A539P, pink), die im Verdacht steht Domanenaustausch zu un-
terbinden. (c) Kontrollkonstrukte von FOXP2 ohne DNA-Bindedoméne (noFHD) und des K271-Konstruktes
mit der R553H-Substitution (orange), die fiir die Sprech-und Sprachkrankheit verantwortlich ist (R553H). In
Indizes ist der Umfang des jeweiligen Konstruktes angegeben in Bezug auf die volle Lange des humanen
FOXP2 Transkriptionsfaktors (Isoform 1). Informationen hinsichtlich der Proteinsequenz wurden der Daten-
bank UniProt Knowledgebase (http://www.uniprot.org) entnommen [Eintrag O15409-1; FOXP2_HUMAN].
Die den Konstrukten zugewiesenen Namen sind auf der rechten Seite in blau angegeben. Sie setzen sich
zusammen aus der jeweils ersten Aminosaure (Einbuchstabencode) und deren Position im Protein. Einzig
die Konstrukte mit Leucin-Zipper-Knockout (LZK), ohne Forkhead-Domane (noFHD) und mit Sprachmutati-
on (R553H) entgehen dieser Notation. Dargestellt sind der CoHs-Zinkfinger (ZF, lila), der Leucin-Zipper (LZ,
hellblau) und die Forkhead-Doméne (FHD, dunkelblau).

Verschiedene N-terminal gekiirzte Proteinkonstrukte von humanem FOXP2 wurden ge-
neriert (Abb. 2.9). Um den Beitrag der verschiedenen Motive und Doménen auf die
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DNA-Bindefdhigkeit zu untersuchen, wurde Konstrukt K271 hergestellt, das alle offen-
sichtlichen DNA-bindungsfihigen Bestandteile Zinkfinger (ZF), Leucin-Zipper (LZ) und
Forkhead-Doméne (FHD) enthélt (Abb. 2.9a). Ausgehend von diesem Konstrukt wurden
weitere Kurzkonstrukte mit ausgeknocktem Leucin-Zipper (LZK) bzw. entferntem Zink-
finger (L367) designt. Fiir den Leucin-Zipper-Knockout wurden die fiir die Dimerisierung
verantwortlichen drei Leucine in heptatischer Position zu Alaninen mutiert. Die basische
Region des Leucin-Zippers, die fiir die eigentliche DNA-Bindung zustédndig ist, wurde
nicht verdndert. Desweiteren wurde ein Proteinkonstrukt generiert, welches nur noch die
Forkhead-Doméne enthalt (V503).

Von allen beschriebenen Konstrukten wurden auflerdem Varianten mit der Aminoséure-
substitution Alanin zu Prolin (A539P) hergestellt (Abb. 2.9b), um den etwaigen Einfluss
von Doménenaustausch in der Forkhead-Doméne auf die DNA-Bindung zu untersuchen.
Fiir Kontrollexperimente wurden zwei weitere Proteinkonstrukte entworfen (Abb. 2.9¢).
Das Konstrukt mit dem Namen ,,noFHD* enthélt zwar sowohl Zinkfinger als auch Leucin-
Zipper, dafiir wurde es C-terminal gekiirzt, um die Forkhead-Doméne zu entfernen. Des
Weiteren wurde in das K271-Konstrukt die Sprech-und Sprachkrankheit verursachende
Mutation R553H eingebracht [16, 21].

2.4.1 Interaktionsanalyse mittels EMSA

Im Zuge dieser Arbeit wurden viele EMSA-Gele durchgefiihrt, die verschiedene Frage-
stellungen adressieren sollten. Hier sollen dennoch nur drei repriasentative DNA-Bindegele
fir die Proteinkonstrukte K271 (ZF-LZ-FHD), L367 (LZ-FHD) und V503 (FHD) gezeigt
werden (Abb. 2.10).

Wie auch schon bei dem zuvor gezeigten EMSA (Abb. 2.6) zu sehen ist, kann die DNA-
Bindung von FOXP2 nicht durch eine einfache bimolekulare Reaktion beschrieben werden.
Bei steigender DN A-Konzentration bilden sich sowohl fiir das K271-Konstrukt als auch fiir
das L367-Konstrukt mehrere prominente Banden und Schmier aus. In beiden Féllen binden
Protein und DNA in einem ungefdhren Verhéltnis von 4:1, sodass keine freie DNA mehr
zu sehen ist. Nach weiterer Erhohung der DNA-Konzentration lasst sich hingegen wieder
freie DNA detektieren. Bei den dominierenden Banden handelt es sich um angereicherte
Komplexe in der Gelmatrix mit gleichem oder &hnlichem Protein-DNA-Verhéltnis [153].
Der Schmier hingegen spricht fiir Dissoziation der Komplexe und zeigt die Instabilitéit der
Protein-DNA-Bindung im EMSA auf. Dies kann dadurch erkldrt werden, dass die Bin-
dungsreaktion wiahrend der Gelelektrophorese nicht im Gleichgewicht vorliegt [141]. Eine
Quantifizierung der DNA-Bindung von FOXP2 anhand von Affinitdtsgelelektrophorese ist
aufgrund dieser Tatsache nicht méglich.

Die beiden ldngeren Proteinkonstrukte K271 und L367 weisen auf den ersten Blick eine
ahnliche DNA-Bindungsaffinitdt auf (Abb. 2.10a und 2.10b). Bei genauerem Hinsehen aber
erkennt man, dass das L367-Konstrukt stabilere Komplexe mit der DNA bildet. Die héhere
Stabilitat zeigt sich durch distinktere Banden, die weniger verschmieren und somit weni-
ger dissoziierte Komplexe enthalten. Die Protein-DNA-Komplexe des L367-Konstruktes
reichern sich je nach DNA-Konzentration in zwei klaren Banden an. Im Fall von K271
hingegen bilden sich mehr als zwei Banden aus, die dafiir aber geringere Intensitdten
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Abbildung 2.10 — DNA-Interaktionsstudien von Kurzkonstrukten von humanem FOXP2. Laserscans
von 5%igen Agarosegelen in denen Gemische von Proteinkonstrukten (a) K271 (ZF-LZ-FHD), (b) L367
(LZ-FHD) und (c) V503 (FHD) und Cy5-modifizierter, doppelstrangiger DNA (N70) aufgetrennt wurden. DNA-
Konzentration ist (ber den Spuren angegeben. Spuren, die DNA und Protein enthalten, sind mit einem
Asterisk (*) markiert. Gele wurden im Cy5-Kanal des Typhoon™-Scanners ausgelesen und digitalisiert.
Box: Kontrast selektiv angepasst.



40 Kapitel 2. Herstellung, Aufreinigung und Funktionsanalyse von humanem FOXP2

aufweisen. Hinzu kommt, dass sich sich mehr Verschmierungen detektieren lassen, was
auf dissoziierende Komplexe hinweist. Die zusétzlichen Banden migrieren langsamer und
enthalten vermutlich mehr Protein. Eine moégliche Erklarung dafir konnte sein, dass K271
zusitzlich zum Leucin-Zipper noch einen Zinkfinger enthélt. Beide Proteinmotive kénnen
Protein-Protein-Interaktion vermitteln und das K271-Konstrukt wére somit in der Lage
hohergeordnete Komplexe als 1367 ausbilden.

Fir die Interaktion von V503 und N70 lassen sich keine konkreten Banden in der Aga-
rosematrix detektieren. Dies spricht dafiir, dass sich keine stabilen Komplex ausgebildet
haben (Abb. 2.10c). Durch selektive Kontrasterh6hung im oberen Bereich des Gels lésst
sich dennoch Protein-DNA-Bindung visualisieren. Trotz der schwachen Interaktion werden
Proteine von der DNA in die Gelmatrix gezogen, bevor sie von ihr dissoziieren. Ab einem
ungefahren Verhéltnis 2:1 von Protein zu DNA bildet sich ein Protein-DNA-Komplex aus,
der bei weiterer Erhohung der DNA-Konzentration verstarkt wird. Die Assoziation von
V503 an die DNA ist dennoch zu schwach, um bereits in Losung ausgebildete Komplexe
in der Gelelektrophorese aufrechtzuerhalten. Im Vergleich zu den Konstrukten K271 und
LL367 werden deshalb hohere Konzentrationen von Protein und DNA benétigt.

Die ersten Erkenntnisse aus den DNA-Bindestudien legen nahe, dass der Leucin-Zipper
zur hochaffinen DNA-Bindung von FOXP2 beitriagt. Das Konstrukt, das zusétzlich den
Zinkfinger enthilt, bildet hohergeordnete Komplexe aus, die einem Verhéltnis von 4:1 von
Protein zu DNA folgen.

2.5 Zusammenfassung Kapitel 2

Ein Protokoll, das die Generierung in FE.coli, Extraktion, Aufreiniung und Anreicherung
des humanen Transkriptionsfaktors Forkhead Box Protein P2 (FOXP2) ermdglicht, wur-
de etabliert. Die Volllingeversion von humanem FOXP2 konnte generiert, unter dena-
turierenden Bedingungen aufgereinigt und riickgefaltet werden. In konventioneller Affini-
tatsgelelektrophorese wurde auflerdem die Aktivitdt und Spezifitdt der nativ und dena-
turierend aufgereinigten Proteinkonstrukte getestet und erste Erkenntnisse zum Beitrag
der DNA-bindenden Motiven und Doménen konnten mittels EMSA anhand verschiedener
N-terminal gekiirzter FOXP2-Varianten erhalten werden.



Kapitel 3

DNA-biochipbasierte
Interaktionsstudien

Die konventionelle EMSA-Methode gibt eine erste Vorstellung davon, welche Beitrige die
Motive und Doménen von FOXP2 fiir die DNA-Bindung leisten. Um die DNA-Bindung
genauer zu quantifizieren, sollte eine moderne biochipbasierte Technologie zur Charak-
terisierung von FOXP2 genutzt werden. In diesem Kapitel werden die Ergebnisse die-
ser DNA-biochipbasierten Interaktionsstudien vorgestellt. Da es sich bei der von der
Dynamic Biosensors GmbH entwickelten switchSENSE®-Technologie um eine neuartige
Methode handelt, soll zuerst auf die fiir den Leser relevanten Hintergrundinformationen
eingegangen werden. Die Messdaten und Interpretationen sollten fiir den Leser besser ver-
standlich werden, wenn die physikalischen Zusammenhénge der verschiedenen Messmodi
(Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2), die Bindungstheorie von Analyten an oberflichengebundenen
Liganden (Abschnitt 3.1.3) und nicht zuletzt der Ablauf (Abschnitt 3.1.4) einer solchen
Messung schon vorher bekannt sind. Der Ubersichtlichkeit halber werden deshalb sowohl
theoretische Informationen, als auch Messdaten und deren Interpretation in einem durch-
laufenden Kapitel zusammengefasst.

3.1 Das switchSENSE®-Prinzip

Das Unternehmen Dynamic Biosensors GmbH mit Sitz in Martinsried bietet eine Techno-
logie an mit der molekulare Wechselwirkungen analysiert werden kénnen. Das chipbasierte
Biosensor-System switchSENSE® erlaubt es, die Bindungsraten der Assoziation ko, und
Dissoziation kqg direkt zu beobachten. Mit Hilfe dieser Assoziations- und Dissoziations-
kurven lasst sich die Bindungskonstante Kp bestimmen, mit der sich eine Aussage iiber die
Bindungsaffinitat zwischen Proteinen oder Protein und DNA treffen ldsst. Die Assoziation
und Dissoziation kann direkt und mit hoher Sensitivitiat verfolgt werden und bietet damit
Potential fiir die Interaktionsstudien von FOXP2 und DNA.

Die Dynamic Biosensors GmbH hat einen Chip entwickelt, der 24 Gold-Mikroelektroden
besitzt und an deren Oberflache einzelstrangige DNA-Molekiile gebunden sind (Abb. 3.1a).
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Abbildung 3.1 — Zeitaufgel6ste DNA-Schaltmessung. (a) Der Biochip verfiigt iber 24 Mikroelektroden
aus Gold (= 120 um), die in Reihen von jeweils sechs Mikroelekiroden arrangiert sind [154]. Diese wie-
derum sind zusammen mit einer Gegenelektrode aus Platin in vier DurchfluBkanélen angeordnet, die lber
acht Lécher im Glastrager verbunden sind. (b) Zur optischen Detektion der DNA-Orientierung in Echtzeit
dient ein Epifluoreszenz-Aufbau. Ein Frequenzgenerator versorgt die Elektroden mit Wechselspannungen.
Dadurch werden die DNA-Hebel betatigt und gleichzeitig ein Event-Timer ausgeldst, der einzelne Photonen
der fluoreszenzmarkierten DNA aufzeichnet. (¢) Schematische Darstellung der elektrisch induzierten DNA-
Umschaltung. Die Fluorophor-Emission (als Stern dargestellt) wird in unmittelbarer Nahe der Oberflache
ausgeldscht. (d) Rechteckspannung, die an die Goldelektroden angelegt wird, im Vergleich zu Pt (10 kHz).
(e) Die zeitaufgel6ste Antwort der 48 bp fluoreszenzmarkierten DNA-Schicht wird in einem Fluoreszenzhi-
stogram dargestellt. Ubernommen und adaptiert mit Genehmigung von [155]; (©)(2013) Springer Nature.

Die DNA-Schichten werden mit niedriger Dichte préapariert, sodass sich die einzelnen Mo-
lekiile nicht durch sterische Wechselwirkungen behindern [156,157]. Im Mittel befinden
sich auf einer Elektrode 106 DNA-Molekiile, die eine Lénge von 20 bis 100 Basen auf-
weisen konnen. Diese DNA-Molekiile, die im Folgenden als DNA-Hebel oder Anker be-
zeichnet werden, sind iiber ihr 5’-Ende kovalent an der Goldoberfldche befestigt und tra-
gen am 3’-Ende ein Fluorophor!, dessen Lumineszenz als Signal ausgelesen wird. Fiir die
Verwendung der Hebel als aktiver Oberflichensensor werden die Oligonukleotide doppel-
strangig gemacht. Die switchSENSE®-Technologie nutzt alternierende Elektrodenpoten-
tiale, um die DNA-Molekiile auf der Oberfliche aktiv zu bewegen [156, 158-160]. Durch

das Anlegen von negativer bzw. positiver Spannung werden die stark negativ geladenen

Der als Yellow 1 (Y1) bezeichnete Fluoreszenzfarbstoff ist ein Derivat von Rhodamin B und Rho-
damin 6G. In optischbasierten Biosensoren spielen die Eigenschaften der verwendeten Fluorophore eine
signifikante Rolle, weswegen die genaue Molekiilstruktur aufgrund von Geheimhaltung nicht 6ffentlich
bekannt ist.
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DNA-Hebel von der Goldoberfliche abgestofien und aufgerichtet bzw. angezogen und hin-
gelegt (Abb. 3.1c und Abb. 3.1d). Bei einer Frequenz von 10 kHz wird sichergestellt, dass
die DNA geniigend Zeit hat sich aufzurichten bzw. vollstdndig hinzulegen, bevor die Span-
nung wieder umgekehrt wird. Die Fluoreszenz der Farbstoffe, die an den oberen Enden
der DNA angebracht sind, wird sukzessive ausgeloscht, sobald die Nanohebel in Richtung
Goldoberflache kippen [160]. Die daraus resultierende Fluoreszenzantwort veréndert sich
zeitaufgelost je nach Ausrichtung der doppelstrangigen DNA-Molekiile (Abb. 3.1e). Mit
Hilfe eines Epifluoreszenzaufbaus wird die Orientierung der DNA-Hebel zur Oberfliche
bzw. deren Bewegung in Echtzeit durch zeitaufgeloste Einzelphotonenzdhlung detektiert
(Abb. 3.1b) [155].

3.1.1 Dynamischer Schaltmodus (Switching)

Das Prinzip der switchSENSE®-Technologie DNA-Hebel hochfrequent auf und ab zu be-
wegen und diese Bewegung in Echtzeit durch eine Fluoreszenzantwort zu detektieren, kann
nun genutzt werden, um Wechselwirkungen zwischen Bindungspartnern zu untersuchen.
Profitiert wird dabei von der Verdnderung des hydrodynamischen Reibungswiderstandes
der DNA-Hebel nach Bindung eines Analyten. Im Vergleich zu ihrem blanken Pendant be-
wegen sich analytgebundene Nanohebel langsamer (Abb. 3.2). Dabei gilt die Regel, dass
grofle Analyte die Bewegung wesentlich stérker verzogern als kleine Molekiile, stark gela-
dene Analyte stérker als elektrisch neutrale [161].

Die verlangsamte Dynamik der DNA-Hebel spiegelt sich anschliefend in einer Verédnderung
des Fluoreszenzhistogramms wider. Die Fluoreszenzkurve der analytgebundenen DNA
sieht im Vergleich zur Fluoreszenzkurve der nackten DNA ver-
schieden aus (Abb. 3.2b). Diese Verdnderung ist charakteristisch
je nach Analyse der Interaktion. Niitzliche Grolen, um die Dy-
namik der Hebel und deren Verdnderung zu beschreiben, sind
dabei die Parameter Dynamic Response (DR) und die Maxi-
malgeschwindigkeit vpax (Abb. 3.2c). Die Dynamic Response
entspricht dem Bereich unter der Fluoreszenzkurve beim Auf-
wartsschalten bzw. dem Bereich tiber der Kurve beim Abwérts-
schalten (Abb. 3.2b). Mit dieser Definition entspricht DR der
Hoéhenénderung (in Fluoreszenzeinheiten), die vom oberen Ende
des DNA-Hebels innerhalb eines bestimmten Zeitraums abgedeckt wird. Hohe DR-Werte
deuten auf schnelles Schalten hin, niedrige spiegeln langsamere Dynamik der Hebel wider.
Erwartungsgeméafl hingt die Schaltdynamik auch mit der Linge der DNA-Hebel zusam-
men, die DR nimmt mit zunehmender DNA-Lénge ab [155,162].

Die Detektion der Proteinanbindung in Echtzeit erlaubt es mit Hilfe der switchAnalysis-
Software kinetische Ratenkonstanten (ko, und kog) zu ermitteln und daraus die Dissozia-
tionskonstante Kp zu berechnen. Anhand der charakteristischen Anderung der Dynamik
lassen sich aber neben der Kinetik beispielsweise auch die Groéfie von Molekiilen aufde-
cken [155].

Im Fall von DNA- bzw. RNA-bindenden Proteinen kénnen die DNA-Hebel bzw. deren
Verlingerung mit DNA oder RNA direkt zur Interaktionsanalyse verwendet werden

2

SWITCHING
DYNAMICS
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[154,163-166]. Soll hingegen die Wechselwirkung zwischen Molekiilen untersucht werden,
die keine DNA-Binder sind, so lasst sich die zum Anker komplementére Sequenz mit einer
reaktiven Gruppe modifizieren, um am oberen Ende ein Féngermolekiil zu konjugieren.
Typische Modifikationen fiir kovalente Bindungen sind hierbei Maleimide und NHS-Ester,
die Thiol- bzw. Amin-Gruppen von Proteinen attackieren, aber auch His-getaggte und
Strep-getaggte Proteine lassen sich durch das passende Pendant (NTA3 bzw. Streptavidin)
an der modifizierten DNA befestigen [155,167-169]. Auf diese Weise lassen sich Protein-
Protein-Interaktionen wie z.B. Bindungsaffinitdten von Antikérpern mit Antigenen oder
auch kleinen Molekiilen (wie z.B. medizinischen Wirkstoffen) an deren makromolekulare
Bindungspartner detektieren.
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Abbildung 3.2 — Verdanderung der Dynamischen Antwort der DNA-Hebel im Switching-Modus nach
Bindung von Protein. (a) Schematische Darstellung des DNA-Hebels ohne Protein (schwarz), Gberlagert
mit DNA-Hebel mit Protein (griin), der bei positiven Potentialen auf der Oberflache liegt. Nach dem Um-
schalten auf negatives Potential wird der DNA-Hebel abgesto3en. Ist am DNA-Hebel Uber einen Liganden
am oberen Ende ein Protein befestigt, so wird die Aufwartsbewegung verlangsamt und verzdgert sich im
Vergleich zum blanken Hebel. Der schattierte gelbe Kreis symbolisiert den Fluorophor, dessen Emission
oberflachennah ausgeléscht wird. (b) Zeitaufgeléste normierte Fluoreszenzantwort einer 48-bp fluoreszenz-
markierten DNA vor (schwarz) und nach (griin) dem Binden von Protein A (39 kDa). Der graue Bereich unter
den Kurven bezeichnet die Dynamische Antwort (Dynamic Response, DR) zwischen 0 und 3 ps. Die DR
ist ein Parameter, der die Geschwindigkeit der Bewegung misst. (¢) Zeitableitung v¢ = dF/dt der normierten
Fluoreszenz. Ubernommen und adaptiert mit Genehmigung von [168]; (©)(2012) American Chemical Society.
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GroBenbestimmung von Proteinen (Sizing)

In einer im Jahr 2013 publizierten Studie wird gezeigt, dass sich mit Hilfe der aktiven
Oberflachensensoren die Gréflen von Proteinen bestimmen lassen. Zu Nutze wird sich
hierbei die Beobachtung gemacht, dass sich die Schaltdynamik der DN A-Proteinkomplexe
mit zunehmender Proteingréfie verlangsamt (Abb. 3.3). In der Studie werden elf Proteine
mit Molekulargewicht von 8 bis 50 kDa im Switching-Modus untersucht und anschliefend
mit Daten aus DLS-Experimenten und Réntgenstrukturanalyse verglichen [155].
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Abbildung 3.3 — Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers von Proteinen mit der
SwitchSENSE®-Methode. Der hydrodynamische Durchmesser von Proteinen lasst sich durch Befestigung
am oberen Ende der doppelstrdngigen DNA-Hebel ermitteln. (a) Schematische Darstelllung eines DNA-
Hebels mit einem Protein (effektiver Proteindurchmesser Dy), das Uber ein Fangermolekdl (violett) gebun-
den ist. Das Fangermolekdl ist kovalent an einen Einzelstrang gebunden. Die gestrichelten Linien zeigen die
Silhouette des Lollipop-Modells, die fiir die Berechnung verwendet wurde. (b) Fluoreszenzantwort der Auf-
wartsschaltung fir blanke DNA im Vergleich zu drei Protein-DNA-Komplexen. Die Hisg-markierten Proteine
Ubiquitin (Ub, 8,5 kDa), Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT, 29 kDa) und Protein L (43 kDa) wurden
mittels NTAz-markierter DNA untersucht. Gestrichelte Linien stellen die Fluoreszenzantwort dar, die mit dem
theoretischen Lollipop-Modell berechnet wurde. (¢) Vergleich mittels dynamischer Schaltexperimente ermit-
telter hydrodynamischer Durchmesser verschiedener Proteine mit Ergebnissen aus DLS -Messungen (Krei-
se) oder Literaturwerten aus Rontgenstrukturanalysen (Quadrate). Cytochrom-C (Cyt-C, 12 kDa), Interferon-
a (IFNa, 18 kDa), Carbonanhydrase (CA, 29 kDa), IgG-bindende rekombinante Proteine A (42 kDa) und G
(26 kDa), Proteinkinase ERK2 (42 kDa) und Fab-Fragment (50 kDa). Reprasentative Strukturen von vier
Proteinen mit Dy =~ 2-6 nm sind rechts skaliert dargestellt. Schwarzer Skalenbalken, 2 nm. Ubernommen
und adaptiert mit Genehmigung von [155]; (©)(2013) Springer Nature.

Fir die GroBenbestimmung eines Proteins wird dieses am oberen Ende der doppelstréin-
gigen DNA-Anker befestigt und die verdnderte Dynamik der DNA-Hebel in Loésung in
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Umschaltexperimenten gemessen. Fiir die anschlieende Auswertung wird das Protein,
vereinfacht globulér, als harte (potentiell geladene) Kugel und die doppelstriangige DNA
als negativ geladener Stab betrachtet (Abb. 3.3a). Die imaginédre Kugel, die hierbei einen
hydrodynamischen Radius Ry, auch Stokes Radius genannt, aufweist, wird vom Stab durch
die Flussigkeit bewegt. Makromolekular gesehen, verhélt sich die Fliissigkeit, durch die die
Kugel gezogen wird, wie Honig. Durch die Kugel am oberen Ende des Stabes verdndert
sich dessen Diffusionskoeffizient und folglich auch dessen Dynamik.

Langer und seine Kollegen haben basierend auf diesen Annahmen ein Modell entwickelt,
das den plastischen Namen ,,Lollipop“-Modell triagt. Mit Hilfe dieses theoretischen Modells
lasst sich anhand experimenteller Daten die dynamische Bewegung der DNA-Hebel zuriick
verfolgen (Abb. 3.3). Nimmt man nun an, dass Kugel und Protein den selben Diffusions-
koeffizienten besitzen, ldsst sich iiber die Wahrscheinlichkeit der gemittelten Winkel der
DNA-Hebel und die detektierte Fluoreszenz auf den hydrodynamischen Durchmesser Dy
des Proteins riickschlieen. Die Genauigkeit mit der der hydrodynamische Durchmesser
von Proteinen hierbei bestimmt werden kann, liegt im Angstrombereich. Auf diese Weise
lassen sich neben Konformationsdnderungen sogar posttranslationale Modifikationen eines
Proteins detektieren [155,170].

In der switchANALYSIS-Software ist eine Bibliothek bereits geléster hydrodynamischer
Durchmesser von Proteinen als Referenz hinterlegt, mit der experimentelle Daten neu zu
bestimmender Proteine verglichen werden. Die Referenzproteine wurden dabei an einem
48 Basen langen DN A-Doppelstrang unter salzarmen Bedingungen vermessen. Abweichun-
gen von diesen Experimentbedingungen durch z.B. langere DNA-Hebel oder verdnderte
Puffer-und Salzbedingungen haben zur Folge, dass sich der hydrodynamische Durchmesser
nicht durch direkten Vergleich mit der Referenz ermitteln lasst.

3.1.2 Fluoreszenz-Naherungsabtastmodus (Fluorescence Proximity Sensing)

Die switchSENSE®-Technologie bietet nicht nur die Moglichkeit Kinetiken tiber den Um-
schaltmodus zu bestimmen, sondern hat auch noch einen zweiten
Messmodus, den Fluoreszenz-Naherungsabtastmodus, genannt
Fluorescence Proximity Sensing (FPS), integriert. Bei diesem
Messmodus wird, im Gegensatz zum Switching-Modus, Gleich-
spannung angelegt. Durch die negativ geladene Elektrodenober-
fliche werden die ebenfalls negativ geladenen DNA-Hebel ab-
gestolen und aufgestellt. Sie verharren in einem festen Winkel
von ungefihr 60 °2. Sobald Protein an die DNA-Hebel assoziiert,
dandert sich deren Masse und Gesamtladung. Dies hat zur Fol-
ge, dass sich die DNA-Hebel entsprechend dieser Anderungen
neu ausrichten und die Assoziation des Proteins sich direkt durch eine Signaldnderung im
Fluoreszenzhistogramm verfolgen lésst.

Nicht nur die Ausrichtung der DNA-Hebel hat einen Einfluss auf die Fluoreszenzinten-
sitdt des Farbstoffes, sondern vielmehr wird die Verdnderung in dessen direkter ndheren
Umgebung im FPS-Modus detektiert. Es gibt keine einfache bzw. eindeutige Erkldrung,

FLUORESCENCE
PROXIMITY

2Personliche Kommunikation mit Dr. Wolfgang Kaiser, Dynamic Biosensors GmbH.
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welche Faktoren ausschlaggebend fiir die Intensitét des Fluoreszenfarbstoffes sind, vielmehr
handelt es sich um ein Zusammenspiel aus mehreren Faktoren, das die physikalischen Ei-
genschaften des Fluoreszenzfarbstoffes beeinflussen kann.

Verschiedene Umgebungsfaktoren wie z.B. der pH-Wert einer Losung oder deren Tem-
peratur beeinflussen unter anderem den Fluoreszenzfarbstoff und wirken sich auf dessen
Emission aus. Aber auch ein verdnderter Brechungsindex, verursacht durch die Analyt-
l6sung, in der Néahe des Fluoreszenzfarbstoffes kann einen Effekt auf dessen Fluoreszenz
haben. Ferner spielt die direkte Interaktion des Farbstoffmolekiils mit Komponenten in
Losung oder dem Analyten (Protein) selbst auch eine entscheidende Rolle. Teile des ge-
bundenen Proteins ,klopfen“ den Farbstoff ab und verursachen dadurch Erhéhung (Anti-
quenching) oder Loschung (Quenching) der Fluoreszenzintensitat. Mogliche Interaktions-
mechanismen sind hierbei dynamische Fluoreszenzloschung (Collisional Quenching) und
statische Fluoreszenzloschung (Static Quenching). Beim Collisional Quenching wird die
Energie des angeregten Fluorophors durch den Zusammenstofl mit einem Quenchermole-
kiil auf eben dieses iibertragen, beim Static Quenching hingegen bilden Fluorophor und
Quencher einen Komplex, dessen Fluoreszenz vermindert oder ganz ausgeloscht ist [171].
Komplexbildung kann durch die Aufeinanderstaplung (Stacking) von aromatischen Ringen
des Fluoreszenzfarbstoffes mit den aromatischen Ringen von hydrophoben Aminosduren
(e.g. Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin) des Proteins verursacht werden [171-174].
Feste Regeln, mit denen sich die Anderung der Farbstoffintensitit erkliren bzw. bestim-
men lassen, gibt es aufgrund der vielen Interaktionsmechanismen nicht. Jedes Protein
verhédlt sich und beeinflusst den Fluoreszenzfarbstoff anders. Manche Proteine erhéhen
die Intensitéit, manche verringern sie und sehr wenige haben nahezu keinen Einfluss®. Die
Unberechenbarkeit wird durch chemisch heterogene Proteinoberflichen verursacht, die un-
terschiedliche Neigungen zur Bildung hydrophober und ladungsiibertragender Komplexe
aufweisen, was zu einem einzigartigen Quenchprofil fiihrt.

3.1.3 Theorie der Bindung von geldsten Analyten an oberflachengebundene Ligan-
den

Die nachfolgenden Gleichungen und Herleitungen, die der Theorie der Bindung von ge-
losten Analyten an oberflichengebundenen Liganden zugrunde liegen, wurden aus [175]
entnommen.

Betrachtet man A und B als zwei Spezies in Losung, die miteinander interagieren und das
Produkt AB bilden kénnen, so ergibt sich als Reaktionsgleichung

A+B=AB (3.1)

Die Reaktanten und das Produkt weisen die Konzentrationen ca, cg und cap in
mol - liter! = M auf.
Die zeitabhéngigenRatengleichung fiir die Bildung und den Zerfall des Produkts cap sind

dcap
dt

:k‘on-CA'CB—koff'CAB (3.2)

3Personliche Kommunikation mit Dr. Wolfgang Kaiser, Dynamic Biosensors GmbH.
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mit den Raten k., und kg flir die Hin- bzw. Riickreaktion. Die Raten werden auch
als Assoziations- oder On-Raten ([ kon] = Ms!) bzw. Dissoziations- oder Off-Raten
([kogr] = s™') bezeichnet.

Gleichgewicht

Im Gleichgewicht wird Ableitung nach der Zeit gleich Null gesetzt

deap
dt

=0= koncacp = koffCAB

wodurch sich die fundamentale chemische Gleichung, das Massenwirkungsgesetz in Losun-
gen ergibt*:

1 kon CAB
Kypy=—= = oder cap=Ka-cq-cp 3.3
Kp  kory ca-cm (3:3)

Die Affinitdatskonstante K, verbindet hier die Konzentration der gebundenen Molekii-
le (cap) mit der Konzentration der freien Reaktanten (ca und cg) und misst somit die
Stirke der Wechselwirkung. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist es sinnvoll, die Disso-
ziationskonstante Kp zu nutzen, da sie die Einheit der Konzentration besitzt und somit
besser mit den Konzentrationen der Reaktanten verglichen werden kann.

[Ka] =M [Kp] =M

Bei Interaktionsstudien héngt cap von den Konzentrationen beider Reaktanten cy und cg
ab. Fiir Oberflaichenbiosensoren vereinfacht sich das Massenwirkungsgesetz jedoch, da die
Gesamtzahl (Oberflichendichte) an Féngermolekiilen (ng ), die auf der Biosensoroberfla-
che immobilisiert sind, konstant ist.

nB,o = nB + nap = konstant ng ~ cp NAB ~ CAB (3.4)

In Gleichung 3.4 bezeichnet ng die Anzahl der freien Bindestellen auf der Oberfléche und
nap die Anzahl der Bindungsstellen, die mit dem Analyten A besetzt sind. Wahrend in
der Losung ng und nap den Konzentrationen cg und cap entsprechen, werden fiir Ober-
flichensensoren andere Notationen genutzt, um die unterschiedliche Natur von gelGsten
Reaktanten (c) und oberflichengebundenen Reaktanten (n) hervorzuheben.

In einem idealen Biosensorik-Experiment sollte die Anzahl der gelésten Reaktanten in
groBem Uberschuss zu der Anzahl der Bindungsstellen auf der Oberfliche sein, so dass sich
c effektiv nicht verédndert, wenn Molekiile aus der Losung auf der Oberfliche adsorbieren.
Dies vereinfacht die Sache erheblich und wird im Experiment durch einen konstanten Fluss
frischer Analytlésung erreicht.

4Anrnerkung: Entsprechend der Massenerhaltung gilt cf&’t:cAJrcAB bzw. cté’t:cB+cA3; aus Grinden
der Einfachheit werden hier nur c4 bzw. cg angegeben.
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Durchflusskanal
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Abbildung 3.4 — Dynamisches Gleichgewicht auf einem switchSENSE®-Biosensor. Das Beispiel zeigt
einen gebundenen Anteil ,fraction bound” an Protein (FOXP2, 2a07.pdb [49]) von 25%.

Eine wesentliche Grofie in einem Biosensorik-Experiment ist der Anteil gebundener Ana-
lyte ,,fraction bound* (foq), da er proportional zum Signal des Biosensors ist.

fraction bound = MAB Signal (3.5)
npo

Der gebundene Anteil ist definiert als die Anzahl der belegten Bindungsstellen am De-
tektionspunkt dividiert durch die Gesamtzahl der Bindungsstellen. Der gebundene Anteil
betragt 0% fiir einen reinen Sensor und erreicht 100%, wenn die Sensoroberflache vollstén-
dig mit Analytmolekiilen gesittigt ist.
Setzt man nun Gleichung 3.4 in Gleichung 3.3 ein und stellt entsprechend Gleichung 3.5
um, so erhilt man das Aquivalent zum Massenwirkungsgesetz fiir Oberflichenbiosensoren.

feq(c) =

&
c+ Kp

(3.6)

Gleichung 3.6 bezieht sich auf den Gleichgewichtszustand (t — oc). Sie entspricht der
Langmuir-Isotherme, die fiir die Adsorption von Gasmolekiilen an Oberflichen abgeleitet
wurde [176]. Die Gleichung ist einfacher als das Gesetz der Massenwirkung in der Losung;
sie hdngt nur von der Analytenkonzentration ¢ und der Dissoziationskonstante im Gleich-
gewicht Kp ab. (Anmerkung: Im Folgenden wird der Einfachheit wegen auf den Index A
verzichtet, es gilt weiterhin ¢ = cp.)

Bindungskinetik

Andert sich die Konzentration der Analytmolekiile iiber dem Sensor, so stellt sich an der
Oberfliche ein neues Gleichgewicht zwischen gebundenen und ungebundenen Liganden
ein. Die Bindungskinetik kann dann aus den Echtzeitdaten analysiert werden, indem die
Ratengleichungen 3.2 integriert werden.

Fir die Assoziationsphase bei einer gegebenen Analytkonzentration c ist die Losung
von 3.2

ft,¢) = feqle) - [1 — exp{—kS® - t}] (3.7)
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on

mit der apparenten On-Rate k' .

kgzs =c- kon + koff (38)

Das Signal néhert sich exponentiell seinem Endwert foq mit der charakteristischen Zeit-
konstante t2%%. k% und 1% stehen in folgendem Verhéltnis:

7_obs _ 1
on b
kew

(3.9)

Da der gebundene Anteil fo; von der Analytkonzentration abhéngig ist, 4ndert sich auch
das beobachtete Signal dementsprechend. Dies erschwert Messungen bei niedrigen Kon-
zentrationen (¢ < Kp), da die Assoziationskinetik langsam und die erreichbare Signaldn-
derung gering ist.

Hier ist zu bemerken, dass die beobachtbare Ratenkonstante k% nicht nur von ¢ und der
intrinsischen Assoziationsrate Koy, sondern auch von der Off-Rate kg abhéngt. Dies hat die
(etwas kontraintuitive) Konsequenz, dass die Kinetik wéhrend der Assoziationsphase durch
die Dissoziationsrate beeinflusst wird, insbesondere wenn die Dissoziationsrate sehr hoch
ist. Bei niedrigen Dissoziationsraten oder hohen Analytkonzentrationen (c-kon > kofy)
kann die Dissoziationsrate jedoch wéahrend der Assoziationsphase vernachlissigt werden
und k% = ¢ kop,.

Die Dissoziationsphase wird gemessen, indem die Analytlésung iiber dem Sensor ent-
fernt wird und gegen reinen Laufpuffer (c=0) ausgetauscht wird.

f(t) =a-exp{—Fkosy -t} (3.10)
Sie wird ausschlielich durch die Dissoziationskonstante kog bzw. die Dissoziationszeitkon-

stante 7,g beeinflusst.

1
of f

Toff = 7 (3.11)

Die beobachtbare Zeitkonstante der Dissoziation 7,g ist unabhéngig von den Bedingungen
wahrend der Assoziationsphase. Ungeachtet der verwendeten Analytkonzentration und
der Dauer der Assoziationsphase (dem tatséchlichen Séttigungszustand des Sensors) weist
die Dissoziationsphase immer den gleichen k,g-Wert auf. Der Vorfaktor a (Amplitude)
enspricht dem Anteil, der unmittelbar bevor die Analytlosung durch den reinen Laufpuffer
ausgetauscht wird, gebunden ist.

Die switchANALYSIS-Software

Fir die Auswertung fittet die switchANALYSIS-Software zunéchst eine exponentiell ab-
klingende Phase in die experimentelle Dissoziationskurve. Uber den erhaltenen k.g-Wert
lasst sich im néchsten Schritt die Assoziationsrate ko, anhand der experimentellen Asso-
ziationskurve ermitteln. Fiir die Fits wird das 1:1 Langmuir-Bindungsmodell verwendet.
In dem sehr einfachen Modell wird angenommen, dass die Kinetik des sich formenden
Komplexes (aus Analyt und Sensormolekiil) einer Reaktion pseudo-erster Ordnung folgt.
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Desweiteren wird angenommen, dass die Bindung fiir alle Bindungsstellen gleichwertig
bzw. unabhéngig ist, also keine Kooperativitdt moglich ist. Assoziations-und Dissoziati-
onsraten konnen dann zur Berechnung der Dissoziationskonstante Kp verwendet werden.
Je nach Experimentaufbau ldsst sich in der Software einstellen, ob die Daten global oder
individuell gefittet werden sollen.
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3.1.4 \Versuchsablauf einer switchSENSE®-Messung

Autosampler

e d

Hybridisierung )
dsDNA % Protein
cNL-B48 %L %
ZieI-Dljﬁ%L \
Assoziation
Protein

Autosampler

L

Immobilisierte
ssDNA

@ NL-B48
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Regenerierung Protein

Puffer pH>10 @ / %7 ?‘g

Abbildung 3.5 — Schematische Darstellung des Versuchablaufs auf einer Messelekirode des
switchSENSE® Biochips. Die mit Fluoreszenzfarbstoff modifizierte, einzelstrangige Ankersequenz (NL-
B48) ist auf dem Biochip [177] immobilisiert (1). Der funktionalisierte Chip wird mit einem Gemisch aus kom-
plementarer ssDNA (cNL-B48) und zu verlangernder dsDNA (Ziel-DNA) Uberspllt und hybridisiert (2) Nach
vollstédndiger Hybridisierung wird tberschissige freie DNA mit Puffer abgewaschen und die Assoziation des
Proteins (FOXP2, 2a07.pdb [49]) kann durchgefihrt werden (3). Durch Einspulen von Laufpuffer in die Chip-
kammer wird die Messung der Dissoziation initiiert (4). Sind die Assoziations-und Dissoziationsmessungen
beendet, wird der Chip mit basischem Puffer (pH>10) regeneriert. Regenerierte Biochips sind weiterhin mit
einzelstrangiger Ankersequenz (NL-B48) funktionalisiert und wiederverwendbar. Die selbe Elektrode kann
somit erneut fir Messungen genutzt werden.

Der Zyklus eines typischen switchSENSE®-Experiments ist in Abbildung 3.5 dargestellt.
Die via Thiolchemie kovalent auf der Goldoberfliche immobilisierte 48 Basen lange



3.1. Das switchSENSE®-Prinzip 53

DNA-Sequenz NL-B48 triagt einen Fluoreszenzfarbstoff und dient als Anker fiir etwai-
ge Modifikationen. Vor dem eigentlichen Bindungsexperiment steht die Funktionalisierung
der Chipoberfliache. Hierfiir wird der Chip mit einzelstrangiger cNL-B48 DNA, die komple-
mentér zur Ankersequenz ist und eine Erweiterung mit Ziel- bzw. Kontroll-DNA-Sequenz
tragt, iiberspiilt. Die Hybridisierungsreaktion an die DNA-Hebel kann durch einen starken
Anstieg der Fluoreszenz verfolgt werden (Abb. 3.6).

Die einzelstrangige Ankersequenz, die den Fluoreszenzfarbstoff triagt, verhélt sich wie eine
wurmartige Kette, durch die sich der Farbstoff sehr nah an der Chipoberfliche befindet.
Die Néhe des Fluoreszenzfarbstoffes zur Chipoberflache verringert dessen Intensitét durch
Quenching. Durch die Hybridsierung mit komplementéarer DNA-Sequenz cNL-B48 werden
die DNA-Hebel doppelstrangig und richten sich infolgedessen auf. Die doppelstrangigen
DNA-Hebel verhalten sich nun nicht mehr wie eine wurmartige Kette, sondern wie ein stei-
fer Zylinder. Dieses Aufstellen hat zur Folge, dass der Fluoreszenzfarbstoff weiter von der
Chipoberfliche entfernt ist und nicht mehr gequencht wird. Das Fluoreszenzsignal steigt
also nach Injektion von cNL-B48 stark an. Die Hybridisierung ist abgeschlossen, sobald
alle einzelstrangigen Ankersequenzen abgeséittigt sind und sich das Fluoreszenzsignal nicht
mehr weiter &ndert (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6 — Fluoreszenzsignal der Hybridisierungs- und Regenerierungszyklen auf einer Chi-
poberflache. Rohdaten der Hybridisierungskurven von vierzehn Regenerierungen der funktionalisierten
Chipoberflache. Fluoreszenzanstieg wahrend der Hybridisierung ist in kilo counts per second (kcps) an-
gegeben. Fir die Funktionalisierung wird die Ankersequenz NL-B48 mit komplementadrem Oligonukleotid
cNL-B48 doppelstrangig gemacht und mit Kontroll- bzw. Ziel-DNA verlangert (blaue bzw. pinke Kurven). (1)
Niedriges Fluoreszenzsignal der einzelstrdngigen Ankersequenz NL-A48. (2) Fluoreszenzanstieg wahrend
der Hybridisierung. (3) Nach Absattigung der Anker wird ein festes Fluoreszenzendlevel erreicht.

Sobald der Hybridisierungsschritt abgeschlossen ist, wird tiberschiissige DNA vom Chip
gewaschen und die Assoziation der Interaktionsanalyse kann beginnen. Dafiir wird {iber
den Autosampler in den Durchflusskanal Proteinlésung injiziert, die die Elektrode in kon-
stantem Fluss mit Protein versorgt. Die Assoziation der Proteine an die DNA-Hebel wird
durch eine Signaldnderung in Echtzeit detektiert. Nachdem die Assoziationsreaktion abge-
schlossen ist, wird die Dissoziation durch Einspritzen von reinem Probenpuffer eingeleitet.
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Durch die Verminderung der Proteinkonzentration wird die Bindung aus Losung reduziert,
sodass nur noch Abbindungsvorginge stattfinden und das Fluoreszenzsignal dndert sich
dementsprechend.

Der Biochip kann mehrfach regeneriert und somit wieder verwendet werden (Abb. 3.6).
Bei der Regenerierung wird die Chipoberfliche mit einem stark alkalischen Puffer iiber-
spiilt, sodass die doppelstriangige DNA aufgetrennt und Proteinreste vom Chip gewaschen
werden. Durch die Regenerierung kann es zum Verlust von Anker-DNA kommen, was ei-
ne verringerte Fluoreszenz nach sich zieht. Desweiteren kénnen Fluoreszenzfarbstoffe bei
jeder Messung und Regenerierung bleichen (Photobleaching). Eine Faustregel besagt, dass
sich mit jeder Messung bei 25°C und anschlieBender Regenerierung die Intensitdt des
urspriinglichen Fluoreszenzsignals im Durchschnitt um etwa 1% verringert. Je nach Ver-
suchsanordnung kann ein Experiment auf einer Elektrode somit bis zu 40 Mal wiederholt
werden [178]. Die durch die Signalverminderung unterschiedlichen Endniveaus haben kei-
nen Einfluss auf die anschliefende Interaktionsanalyse. Kinetikmessungen sind von der
Abnahme der absoluten Fluoreszenz nicht beeinflusst, da vor jeder Messung die absolute
Fluoreszenzintensitat iiber die Autoregulierungsfunktion (Auto FEzcitation Power) ange-
passt und auf den selben Ausgangswert gebracht wird.

3.2 Initiale Messungen auf dem switchSENSE® Biochip

Hinsichtlich der geplanten Interaktionsstudien musste zuerst herausgefunden werden, ob
sich die switchSENSE®-Methode eignet, um Wechselwirkung zwischen FOXP2 und DNA
zu detektieren. Die beschriebenen Versuche in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.2 dieses Ka-
pitels wurden im dynamischen Schaltmodus (Abschnitt 3.1.1) durchgefiihrt. Nachfolgende
Interaktionsanalysen hingegen wurden im Fluoreszenz-Ndherungsabtastmodus (Abschnitt
3.1.2) durchgefiihrt und sind somit nicht direkt mit den dynamischen Schaltmessungen
vergleichbar.

3.2.1 Optimierung der Experimentbedingungen

Die ersten Experimente im dynamischen Schaltmodus sollten Hinweise darauf geben,
wie sich FOXP2 auf dem Biochip verhélt. Zunéchst sollte herausgefunden werden, ob
iiberhaupt Bindung detektiert werden kann und welche Pufferbedingungen bzw. Pro-
teinkonzentrationen notwendig sind. Fiir die Optimierung der Experimentbedingungen
wurde die Ankersequenz NL-B48 um die Sequenz N32 verlingert (siehe Tabelle C.5 in
Anhang C.1). Die doppelstrangige DNA konnte schon in der konventionellen Affinitéts-
gelelektrophorese als Substrat fir FOXP2-Bindung bestétigt werden (siehe Abb. 2.5 in
Abschnitt 2.2.2). Als Kontrolle diente die immobilisierte Ankersequenz NL-B48, die fiir
diesen Zweck doppelstringig gemacht wurde. Fiir die Versuche wurde sich auf die Kon-
strukte K271 (ZF-LZ-FHD) und L367 (LZ-FHD) (siche Kapitel 2 Abb. 2.9a) beschrénkt
und diese bei den Proteinkonzentrationen 16 nM, 50 nM und 150 nM getestet.
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Physiologische Salzbedingungen verhindern unspezifische Interaktion

Zuerst sollte die Assoziation und Dissoziation von FOXP2 in Minimalpuffer unter physio-
logischen und niedrigen Salzkonzentrationen untersucht werden. Ein Puffer mit 140 mM
Natriumchlorid (H140), der das natiirliche Millieu im Zellkern nachahmen soll, und ein
Puffer mit verringerter Salzkonzentration (40 mM Natriumchlorid) wurden getestet.

Fiir beide Proteinkonstrukte K271 (ZF-LZ-FHD) und L367 (LZ-FHD) konnte spezifische
Interaktion mit der Ziel-DNA N32 sowohl im physiologischen als auch im salzarmen Millieu
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte bei niedrigen Proteinkonzentrationen von
16 nM und 50 nM keine Interaktion der Proteine mit der doppelstridngigen Ankersequenz
NL-B48 detektiert werden. Die Dynamik der DNA-Hebel blieb unverindert beim Uberspii-
len mit Protein. Fiir die Messungen mit erhéhter Proteinkonzentration (150 nM) unter salz-
armen Bedingungen hingegen konnte sowohl fiir K271 als auch fiir L367 eine Interaktion
mit der Anker-DNA (NL-B48) beobachtet werden. Diese nicht-spezifische Bindung wieder-
um lief} sich aber nur im salzarmen Milieu beobachten, unter physiologischen Pufferbedin-
gungen wurde die Bindung an die Ankersequenz unterdriickt. Generell hat der Unterschied
im Natriumgehalt einen gréfleren Einfluss auf das L367-Proteinkonstrukt. Unter salzarmen
Bedingungen erhoht sich die Dissoziationsrate von L367 (H140: 8.7 - 10~% s~! und H40:
1.6 - 1073 s71). Im Vergleich dazu ist die Dissoziationsrate des K271-Konstrukts bei den
verschiedenen Salzkonzentrationen &hnlich (H140: 3.0 - 1073 s~! und H40: 1.4 - 1073 s71).
Betrachtet man die Messungen unter physiologischen Bedingungen genauer, lasst sich ein
Trend erkennen. Das L367-Konstrukt zeigt eine vermeintlich hohere Stabilitdt der Bindung
an DNA als das lingere K271-Konstrukt. Dies wird durch eine um eine GréBenordnung
langsamere Dissoziationsrate von L367 verursacht (8.7 - 1074 s7! vs. 3.0 - 1073 s71). Die
Tatsache, dass die Bindung des L367-Konstruktes, das im Vergleich zum K271-Konstrukt
um ein Zinkfinger-Bindemotiv kiirzer ist, stabiler sein soll, erscheint erst einmal nicht in-
tuitiv. Eine mogliche Erklarung wére, dass der Zinkfinger des K271-Konstrukts nicht zum
Einsatz kommt. Dafiir kénnte es zwei denkbare Ursachen geben.

Erstens wurden die initialen Messungen in einem minimalen Puffer durchgefiihrt, der
nur die Grundanforderungen an das System stellt. Das bedeutet, dass auf Zusitze wie
zum Beispiel Zink-Ionen verzichtet wurde. Diese werden vom Zinkfingermotiv zur Aus-
bildung seiner charakteristischen Form und somit Aktivitdt in Bezug auf DNA-Bindung
benotigt. Desweiteren konnte eine Rolle spielen, dass durch das Kiirzen der Sequenz im
Vergleich zur vollen N70-Sequenz, die ortsspezifische DNA-Bindestelle des Zinkfingers un-
wissentlich abgeschnitten wurde. Da in der Literatur bis dato keine Informationen zur
DNA-Bindesequenz des Zinkfingers von humanem FOXP2 zu finden sind, l4sst sich diese
Tatsache nicht ausschlielen.
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Zink-lonen kénnen Bindefahigkeit erhéhen

Im néchsten Schritt sollte der Einfluss von Zink-Ionen auf die DNA-Bindung des Zinkfin-
gerkonstruktes K271 (ZF-LZ-FHD) untersucht werden. Hierfiir wurde dem physiologischen
Puffer H140 verschiedene Konzentrationen an Zinksulfat beigefiigt. Getestet wurden un-
ter anderem Puffer mit einem Zinkgehalt von 1 yM, 2.5 uM, 5 yM, 7.5 uM und 10 uM
im Vergleich zu einem Puffer, der kein Zink enthélt. Wieder diente die doppelstrangige
Ankersequenz NL-B48 mit der N32-Verlangerung als Ziel-Substrat. Gemessen wurde im
Umschaltmodus bei einer Proteinkonzentration von 50 nM.
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Abbildung 3.7 — Abhéngigkeit der DNA-Bindefahigkeit des Zinkfingerkonstrukts K271 von der im
Puffer enthaltenen Zinkkonzentration. Messkurven der Assoziation von K271 an die Ziel-DNA (NL-B48
mit N32-Verlangerung) bei verschiedenen Zinkkonzentrationen im Vergleich zur Kontrolle ohne Zink. Mes-
sungen wurden im dynamischen Schaltmodus (Frequenz 10 kHz) durchgefiihrt. Die normierte Dynami-
sche Antwort der Aufwértsbewegung der DNA-Hebel ist gegen die Zeit aufgetragen. Daten wurden mit der
switchANALYSIS-Software ausgewertet. Daten sind als Punkte, individuelle Fits als durchgehende Linien
dargestellt.

Fir die verschiedenen Zinkkonzentrationen ist ein klarer Trend erkennbar (Abb. 3.7).
Die Bindungseffizienz des K271-Konstruktes wird gesteigert, sobald Zink-Ionen fir die
Bindung zur Verfiigung stehen. Genauer gesagt stellt sich ein positiver Effekt fiir die
Bindungsfihigkeit im Vergleich zur Messung ohne Zink-Ionen ein, sobald Zinksulfat mit
einer Konzentration von 1 yM zugegeben wurde. Die Zink-Ionen liegen hier in einem
20-fachen Uberschuss im Verhiltnis zur Proteinkonzentration vor. Erhéht man nun den
Zinkgehalt auf einen 50-fachen Uberschuss (2.5 uM), nimmt die Bindeféhigkeit von FOXP2
langsam ab und fallt unter die Bindungseffizienz von Anbindungen ohne zusétzliches Zink.
Bei weiterer Erhohung des Zinkgehaltes auf einen 100-fachen Uberschuss (5 uM) lisst die
Bindungsfihigkeit immer weiter nach, bis schlielich keine Bindung mehr detektiert werden
kann. Bei Zinkkonzentrationen, die {iber dem Hundertfachen der Proteinkonzentration
liegen (> 5 uM), ist die DNA-Bindung von FOXP2 komplett inhibiert.

Nachfolgende Messungen wurden bei einer Zinkkonzentration von 500 nM durchgefiihrt.
Dies erlaubt es iiber einen weiten Bereich von Proteinkonzentrationen (5 nM bis 200 nM)
einerseits einen ausreichenden Zinkgehalt im Puffer zu garantieren und andererseits keine
durch zu hohe Zinkkonzentrationen induzierte Inhibierung der DNA-Bindung zu riskieren.
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3.2.2 Zweifarbmessungen zeigen Sensitivitat auf

Das DRX? erlaubt es die Assoziation von Protein simultan an zwei verschiedene DNA-
Konstrukte in zwei Fluoreszenzkanélen zur selben Zeit zu detektieren. Speziell dafiir an-
gefertigte Biochips mit Same Spot Control ermoglichen es, die durch Regenerierung und
Re-Hybridisierung induzierten Fehler zu minimieren. Same Spot Control bedeutet hier-
bei, dass auf ein und derselben Elektrode des Biochips sowohl Kontroll-DNA als auch
Ziel-DNA in einer zufilligen Verteilung vorliegen. Es werden also zwei verschiedene, zu-
einander orthologe Ankersequenzen benétigt. Die zu immobilisierenden, einzelstrangigen
DNAs miissen derart konzipiert sein, dass sie nicht schon in Loésung aneinander binden
oder Sekundarstrukturen ausbilden.
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Abbildung 3.8 — Zweifarbmessungen auf einer Elektrode des DualColor-Biochips. Assoziation von
verschiedenen Konzentrationen K271 an die doppelstrangigen Ankersequenzen NL-A48, NL-B48 und das
Ziel-Konstrukt (NL-B48 mit N32-Verlangerung) wurden im dynamischen Schaltmodus (Frequenz 10 kHz)
gemessen. Anbindung von Protein (FOXP2, 2a07.pdb [49]) an NL-A48 wurde im grinen Kanal, an NL-
B48 und Ziel-DNA im roten Kanal detektiert. Die normierte Dynamische Antwort der Aufwartsbewegung der
DNA-Hebel ist gegen die Zeit aufgetragen. Daten wurden mit Hilfe der switchANALYSIS-Software gefittet.

Die von der Dynamic Biosensors GmbH fiir diesen Zweck designten, je 48 Basen umfas-
senden Sequenzen (NL-A48 und NL-B48), sind wiederum mit zwei verschiedenen Fluores-
zenzfarbstoffen modifiziert, um im spéteren Experiment die Dynamik der verschiedenen
doppelstrangigen DNAs getrennt von einander zu beobachten. Da Kontrolle und Messung
auf ein und der selben Elektrode synchron ablaufen, konnen Unterschiede in den Biochips
(e.g. DNA-Dichte), der Proteinpréparation, Konzentration, Salzbedingungen im Puffer,
sowie jegliche andere Abweichungen in den Messungen ausgeschlossen werden.

Die 48 Basen langen Ankersequenzen NL-A48 und NL-B48 sind jeweils mit einem griinen
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bzw. roten Fluoreszenzfarbstoff modifiziert. Die stark affine Zielsequenz N32 ist an den
Anker NL-B48 hybridisiert und wird im roten Kanal detektiert. Zusétzlich wurde noch die
Anbindung von K271 (ZF-LZ-FHD) an die Ankersequenzen NL-B48 und NL-A48 ohne
verldngerte Ziel-DNA im roten Kanal bzw. im griinen Kanal untersucht (Abb. 3.8).

Fir alle drei DNA-Konstrukte kann Proteinassoziation beobachtet werden. Anhand der
Assoziationskurven ldsst sich erkennen, dass die Bindung unterschiedlich stark ist. Die Af-
finitdtsunterschiede lassen sich anhand der DNA-Sequenzen erkldren. Beide Ankerstrén-
ge beinhalten 7-mer Bindemotive fir die Forkhead-Doméne von FOXP2 (Abb. 3.9). Die
unterschiedlichen Geschwindigkeiten und Stérken der Assoziation spiegeln &hnliche Ten-
denzen zu den anhand des Affinitdtslogos berechneten Energien fiir die sequenzspezifische
DNA-Bindung von FOXP2 wider. Erstellt man eine Reihenfolge der Affinitdten der DNA-
Konstrukte in Bezug auf die experimentellen Daten auf, so zeigt sich eine Ubereinstimmung
zu den anhand des Affinitédtslogos ermittelten Energien (N32 > NL-A48 > NL-B48).

DNA | 7mer-Motiv | AAG/RT | AE [kcal/mol] | Experiment |  Beschreibung
N70 | TGTTTAC | 0 . i ! Nelson et al. 2013

_ N52 | TGTTTAC . . i Nelson et al. 2013 T T
..N82 | TGTTTAC . -

7

NLB | TGCTTCC |

2 3 4 5 6
Position [bp]

Abbildung 3.9 — DNA-Konstrukte, die 7-mer Motive zur Bindung der Forkhead-Domé&ne von FOXP2
enthalten. In der Tabelle sind die in EMSA-und Biochipexperimenten verwendeten DNA-Konstrukte auf-
gelistet. Die in ihnen enthaltenen 7-mer-Nukleotidmotive zur Bindung der Forkhead-Domé&ne von FOXP2
wurden anhand des rechts stehenden Affinitatslogos eingefarbt und die entsprechenden Affinitdten bzw.
Energien ermittelt. Die vollstdndigen DNA-Sequenzen der Konstrukte sind in Anhang C.1 angegeben. Affi-
nitétslogo tbernommen und adaptiert von [113]; Creative Commons Attribution-NonCommercial 3.0 Lizenz
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/).

Nur ein Nukleotid in der 7-mer Bindesequenz unterscheidet NL-A48 von N32, was die
hohe Sensitivitiat der switchSENSE®-Methode widerspiegelt. Die Tatsache, dass sich auf
beiden von Dynamic Biosensors designten Ankersequenzen Bindungsmotive fiir FOXP2
befinden, ist fiir die Charakterisierung der DNA-Bindung natiirlich von Nachteil. Aus
diesem Grund wurden die nachfolgenden Experimente zur Charakterisierung der FOXP2-
DNA-Bindung im Einfarbmodus durchgefiihrt, da die Dateninterpretation der Messungen
auf dem DualColor-Chip durch zwei mogliche Bindungspartner erschwert wére.


http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/
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3.2.3 Sperzifitat der DNA-Bindung im FPS-Modus

Bevor die Experimente zur Charakterisierung von FOXP2 geplant wurden, sollte zunéchst
geklart werden, wie sich die Anbindung von FOXP2 im FPS-Modus (siehe Abschnitt 3.1.2)
verhélt. Da bei FOXP2 im dynamischen Umschaltmodus Bindung an beide Ankersequen-
zen (NL-A48 und NL-B48) detektiert wurde, musste in einem néchsten Experiment ge-
testet werden, ob auch im FPS-Modus Anbindung an den geringer affinen Anker NL-B48
detektiert wird. Die Assoziation des Proteinkonstrukts K271 (ZF-LZ-FHD) sowohl an den
blanken NL-B48-Anker als auch an den Anker mit Zielsequenz N52 und an die Kontroll-
sequenz NB52 wurde untersucht. Die Sequenz NB52 wurde aus [113] entnommen und
entspricht dort Sequenz Seq_ 53, fiir die keine Anbindung von FOXP2 detektiert werden
konnte.
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Abbildung 3.10 — Sequenzspezifische DNA-Bindung von FOXP2 im FPS-Modus. Die Assoziation und
Dissoziation von K271 an doppelstrangige Ankersequenz (NL-B48) alleine und jeweils mit Verlangerung der
Zielsequenz (N52) bzw. Kontrollsequenz (NB52) wurde im FPS-Modus gemessen. Das normierte Fluores-
zenzsignal ist gegen die Zeit aufgetragen. Daten wurden mit Hilfe der switchANALYSIS-Software ausgewer-
tet.

o
©
:

Im FPS-Modus ldsst sich keinerlei Bindung des Proteins an die Ankersequenz NL-B48
beobachten. Das Fluoreszenzsignal bleibt unverdndert, die Ankersequenz ist demnach
,blind“. Wird der Chip zusétzlich zur Ankersequenz mit doppelstriangiger Kontrollsequenz
funktionalisiert, kann weiterhin keine Bindung von FOXP2 detektiert werden. Die Protein-
DNA-Wechselwirkung an NL-B48 mit verldngerter N52-Zielsequenz hingegen ist durch ei-
ne Erhohung der absoluten Fluoreszenzintensitit eindeutig nachweisbar (Abb. 3.10). Der
Fluoreszenzfarbstoff, am oberen Ende des oberflichengebundenen DNA-Nanohebels, rea-
giert empfindlich auf Verdnderungen in der lokalen Umgebung. Es ist ein offensichtlicher
Vorteil, dass die Ankersequenz unsichtbar ist, aber die Zielsequenz trotzdem mit hoher
Spezifitdt gebunden wird. Aus diesem Grund wurden die nachfolgenden Experimente zur
Charakterisierung von FOXP2 im FPS-Modus durchgefiihrt.
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3.2.4 Reproduzierbarkeit von Messungen verschiedener Proteinpraparationen

Da der Reinigungsgrad verschiedener Proteinpréparationen variieren kann, sollte zunachst
die Reproduzierbarkeit von Messergebnissen des gleichen Konstrukts untersucht werden.
Anhand des N-terminal gekiirzten Konstruktes L367 (LZ-FHD) wurden drei Proteinher-
stellungen, Préparationen 1 bis 3 (Juli 2016, November 2016 und Januar 2017), auf einer
Elektrode nacheinander im FPS-Modus vermessen. Als Substrat wurde wieder die Ziel-
DNA (NL-B48 mit N52-Verldangerung) verwendet, die Proteinkonzentration lag jeweils bei
50 nM.

a
1 Assoziation 11 Dissoziation
—_ ’ Prap 1 - 50 nM
5 Lo8 108 Prép 2 - 50 nM
E‘ 106 106 Préap 3 - 50 nM
()
g 1.04 1.04
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3
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E 008 0.98
[*]
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b
L367 Ton [S] i Kon [M"S"] P Toff [S] i Kot [5'1] : Kb [M]
Praparation1 | 51 | 38x105 | 15x102 | 6.6x10% i 1.7x10°

i 1.7x102 | 59x10% 7x10°9

Praparation3 | 163 | 11x105 | 20x102 | 50x10% | 45x10°

Abbildung 3.11 — Vergleichbarkeit verschiedener Proteinpraparationen des L367-Konstrukts. Ver-
schiedene Proteinaufreinigungen (Juli 2016, November 2016 und Januar 2017) wurden nacheinander auf
einer Elektrode im FPS-Modus gemessen. (a) Assoziations-und Dissoziationskurven der Messungen. Nor-
mierter Fluoreszenzsanstieg ist gegen die Zeit aufgetragen. Daten wurden mit Hilfe der switchANALYSIS-
Software ausgewertet. (b) Tabelle gibt die fiir die verschiedenen Proteinaufreinigungen gemessenen Werte
an.

Anhand der Assoziationskurven erkennt man eine verlangsamte Anbindung des Proteins
aus Préparation 3 im Vergleich zu den beiden anderen Praparationen. In der Dissoziati-
onsphase hingegen verhalten sich alle drei Proteinpraparationen gleich. Schon wéhrend der
spektrophotometrischen Konzentrationsbestimmung im NanoDrop™ hat Proteinpripara-
tion 3 erkennbare DNA-Verunreinigungen gezeigt. In den Ergebnissen der Chip-Messungen
spiegelt sich dies wider (Abb. 3.11). Durch die DNA-Verunreinigung sind die Bindestel-
len in den Proteinen bereits besetzt, sodass die DNA-Hebel um die Anbindung mit der
bereits gebundenen zelluldren DNA konkurrieren. Prasentieren die DNA-Hebel ein Binde-
motiv fir FOXP2, das eine hohere Affinitat als die zellulire DNA aufweist, so wird diese
verdrangt. Daraus ergibt sich eine Verzogerung, die in einem langsameren kq,-Wert resul-
tiert. Im Vergleich dazu sind die Assoziationsraten der Prédparationen 1 und 2 schneller.
Diese beiden Préaparationen sind untereinander vergleichbar und zeigen einen sehr dhnli-
chen Messkurvenverlauf. Fir die Dissoziation und die daraus erhaltenen Off-Raten zeigt
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sich bei allen drei Priparationen ein sehr dhnliches Verhalten (5.0 - 1073, 5.9 - 1073 bzw.
6.6 - 1073 s~!). Wihrend der Dissoziation sollte die Verunreinigung durch zellulire DNA
keine Rolle mehr spielen, da nur die Anderung der DNA-Hebel nach Abbinden des Proteins
beobachtet wird. Durch die langsamere Assoziationsrate von Praparation 3 im Vergleich
zu den beiden anderen Priaparationen ergibt sich somit ein hoherer Kp von 4.5 nM.

3.2.5 Sind die Messungen durch Massentransport limitiert?

Der Massentransfer iiber reaktive Oberflichen in mikrofluidischen Geréaten ist von zen-
traler Bedeutung fiir die Quantifizierung biochemischer Reaktionen wie der Interaktion
zwischen Protein und DNA [179]. Die geringen Ausmafle der Durchflusskanéle und das
damit verbundene Verhéltnis von Oberfliche zu Volumen lassen laminare Strémungen
in der Analytlosung entstehen [180, 181]. Bei schnellen Bindungsreaktionen, bei denen
oberflichennahe Analyte schneller adsorbieren als sie durch den Massenfluss wieder zuge-
fiihrt werden, kann es aufgrund dessen zu Depletionszonen an der Oberflache des Sensors
kommen [179,182,183]. Massentransportlimitierte Reaktionen téduschen folglich niedrigere
kinetische Raten vor als tatséchlich vorliegen.

Um Limitierung durch Massentransport auszuschlieen, wurden die Biochips mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an Ziel-DNA funktionalisiert. Die Oberflichendichte an Ziel-
DNA wird verringert, indem bei einem Teil der gekoppelten Anker (NL-B48) der Fluo-
reszenzfarbstoff ,ausgeschaltet wird. Dies geschieht wihrend der Hybridisierung durch
komplementére Sequenzen (cNL-B48), die mit einem Quenchermolekiil (Black Hole Quen-
cher, BHQ) modifiziert sind. Das Mischungsverhéltnis von ¢NL-B48-BHQ und cNL-B48
mit N52-Verldngerung gibt letztendlich die Oberflichendichte an Ziel-DNA (0%, 3%, 5%,
10% und 100%) vor.

Im FPS-Modus wurde die Assoziation des Konstrukts K271 (ZF-LZ-FHD) bei 100 nM
Konzentration an verschiedene Dichten an Ziel-DNA auf der Oberfliche gemessen. Im
Fall von begrenztem Massentransport sollte eine Verringerung an Oberflichenliganden
verdnderte On-Raten zur Folge haben. Fiir die verschiedenen DNA-Dichten konnten kei-
ne veranderten Assoziationsraten fiir FOXP2 beobachtet und Massentransport kann somit
ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt). Fiir alle weiteren FOXP2-Interaktionsstudien
wurden deshalb Biochips mit standardisierten DNA-Dichten (10¢ DNA-Molekiile pro Elek-
trode) verwendet.
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3.3 Beitrag von Motiven und Doméanen von FOXP2 zur DNA-Bindung

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass mit der switchSENSE®-Methode
die Interaktion von FOXP2 mit DNA mit hoher Sensitivitdt direkt beobachtet werden
kann. Nachdem die Puffer-und Versuchsbedingungen optimiert wurden, sollten also nun die
verschiedenen Proteinkonstrukte (siche Kapitel 2 Abb. 2.9) auf Unterschiede in Bezug auf
ihre DN A-Bindungsfidhigkeit untersucht werden. Die Interaktionsanalyse wurde wieder mit
den DNA-Konstrukten N52-Sequenz an Anker NL-B48 (Ziel) und NB52-Sequenz an Anker
NL-B48 (Kontrolle) unter physiologischen Bedingungen im FPS-Modus durchgefiihrt.

3.3.1 Charakterisierung der FOXP2-DNA Interaktion

Wildtyp Zuerst sollten die Konstrukte des FOXP2-Wildtyps (sieche Abb. 2.9a) auf ih-
re Bindungsfihigkeit untersucht werden. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbil-
dung 3.12 dargestellt. Initial wurde mit einer Proteinkonzentration von 150 nM gemessen.
Fiir die Proteinkonstrukte K271 (ZF-LZ-FHD), L367 (LZ-FHD) und LZK (ZF-X-FHD)
kann eindeutig Bindung an die Ziel-DNA detektiert werden. Die Proteinbindung wird
in Echtzeit durch eine Erhohung der Fluoreszenzintensitiat beobachtet. Bei der Kontroll-
DNA hingegen bleibt dieser Fluoreszenzanstieg wie erwartet aus. Die gemessenen Am-
plituden fir die Assoziation an Ziel-DNA liegen fir das K271-Konstrukt bei iiber 10%,
die Fluoreszenzianderung bei L367 und LZK liegt immernoch bei 7% bzw. 4%. Fiir das
Konstrukt V503 (FHD), das nur die Forkhead-Doméne zur DNA-Bindung besitzt, ldsst
sich bei 150 nM keine Interaktion mit der Ziel-DNA beobachten. Dies dndert sich aber,
nachdem die Konzentration auf 900 nM erhéht wurde. Wie auch bei den anderen Kon-
strukten zuvor, ldsst sich nun eine eindeutige Fluoreszenzerhhung detektieren. Wieder
ist die DNA-Bindung sequenzspezifisch, denn fiir die Kontroll-DNA lisst sich auch bei
900 nM keine Signalanderung detektieren. Durch die sehr hohe Proteinkonzentration von
900 nM beim V503-Konstrukt stellt sich sofort eine Sattigung ein, die Amplitude steigt
auf ungefihr 6% an.

Erwartungsgemé&f lassen sich fiir die verschiedenen Proteinvarianten Unterschiede in der
Geschwindigkeit der Assoziation beobachten. Die Konstrukte K271 und L367 zeigen dhn-
liche Assoziationsraten, wohingegen das LZK-Konstrukt, bei dem der Leucin-Zipper aus-
geknockt wurde, langsamer an die Ziel-DNA anbindet. Fiir die Konstrukte K271 und L367
erhilt man Assoziationsraten ko, von 2 - 106 M~1s™! bzw. 4 - 106 M—1s~!. Bei LZK hin-
gegen verlduft die Assoziationskurve flacher und es ergibt sich eine Assoziationsrate von
5 - 10> M~!s~!. Nach weniger als 10 Sekunden stellt sich fiir die Konstrukte K271 und
L367 das Endlevel des Fluoreszenzsignals ein, bei LZK hingegen stellt sich dies erst nach
ungefahr 30 Sekunden ein.

Betrachtet man die Dissoziationskurven der verschiedenen Messungen, so ldsst sich fest-
stellen, dass die Bindung des K271-Konstruktes an DNA am stabilsten ist. Diese Stabilitét
wird durch sehr langsamen Off-Raten verursacht. Nach 10 Minuten beobachteter Dissozia-
tion ist immer noch ein Restsignal detektierbar. Das Protein ist nicht vollstindig von der
DNA abgelost, es ergibt sich somit eine Dissoziationskonstante kog von 3.9 - 1072 s~1. Fiir
das Konstrukt L.367 ist nach knapp vier Minuten keine Fluoreszenz mehr zu erkennen ist
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(5.8 - 1073 s71). Auch das LZK-Konstrukt zeigt in der Dissoziation eine dhnliche Tendenz
wie L367, nach knapp vier Minuten ist keine Bindung mehr zu detektieren (8.7 - 1073 s71).
Anders verhélt es sich mit dem Konstrukt V503, weniger als eine Minute nach Initation
der Dissoziation durch Einspiilen des reinen Puffers ldsst sich kein Fluoreszenzsignal mehr
erkennen (5.5 - 1072 s71).

A539P-Substitution Um zu untersuchen, wie sich die Aminoséduresubstitution von Alanin
zu Prolin auf die Kinetik der DNA-Bindung von FOXP2 auswirkt, sollten die gleichen
Proteinkonstrukte, diesmal versehen mit A539P-Mutation, in gleicher Weise untersucht
werden (sieche Abb. 2.9b). Die in der Forkhead-Doméne von FOXP2 an Position 539 be-
findliche Aminosdure Alanin steht im Verdacht Doménenaustausch zu erméglichen [49].
Die Ergebnisse der Interaktionsanalysen sind in Abbildung 3.13 gezeigt. Wie schon auch
bei den Wildtyp-Konstrukten zuvor lasst sich fiir alle Konstrukte Anbindung an die Ziel-
DNA aber nicht an die Kontroll-DNA beobachten. Allerdings lasst sich fiir das Konstrukt
V503(A539P), das nur die Forkhead-Doméne besitzt, bei 150 nM Konzentration ein leich-
ter Fluoreszenzanstieg (1% Amplitude) fiir die Assoziation an Ziel-DNA detektieren. Der
Anstieg der Fluoreszenz ist fiir das K271(A539P)-Konstrukt nicht so stark wie der sei-
nes Pendants ohne Aminosauresubstitution (8% bzw. 12%), wobei sich fiir die Konstrukte
L367(A539P) und LZK(A539P) vergleichbare Amplituden ergeben (7% bzw. 4%). Auch
das V503(A539P)-Konstrukt scheint sich bei 900 nM in Bezug auf eine Amplitudenénde-
rung von 6% ahnlich zum Wildtyp-Konstrukt zu verhalten.

Betrachtet man die Kinetiken der A539P-Substitutionskonstrukte, so ldsst sich beobach-
ten, dass diese sehr vergleichbar mit denen der Wildtyp-Konstrukte erscheinen. Einzig im
direkten Vergleich der Dissoziationen von K271 und K271(A539P) lassen sich Unterschiede
ausmachen. Das K271(A539P)-Konstrukt scheint weniger lang an der DNA zu verweilen,
was sich durch vollstindiges Ablésen nach knapp 7 Minuten zeigt (5.9 - 1073 s71). Das
K271-Konstrukt hingegen zeigt nach mehr als 10 Minuten noch Signal, was fiir eine sta-
bilere DNA-Bindung spricht.

Kontrollkonstrukte Anhand von Kontrollkonstrukten sollte tiberpriift werden, ob DNA-
Bindung auch ohne Forkhead-Doméne nur durch die Bindemotive Zinkfinger und Leucin-
Zipper vermittelt werden kann. Auflerdem wurde noch ein Konstrukt, dessen Mutation
R553H in der Forkhead-Doméne die Sprech- und Sprachkrankheit (VED) auslost, auf
DNA-Bindungsfiahigkeit untersucht (siehe Abb. 2.9¢c).

Beide Konstrukte, noFHD und R553H, zeigen sowohl bei 150 nM als auch 900 nM Pro-
teinkonzentration keinerlei Interaktion mit den DNA-Hebeln. Die Fluoreszenzintensitét
der Ziel-DNA bleibt genauso wie die der Kontroll-DNA unverindert (Abb. 3.14). Fiir das
R553H-Mutationskonstrukt wurde unter anderem noch mit Konzentrationen bis 1200 nM
gemessen, aber auch bei diesen sehr hohen Konzentrationen konnte keine Anbindung an
die Ziel-DNA detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine sequenzspezifische Bindung an die Ziel-
DNA fiir alle FOXP2-Konstrukte, die die DNA-Bindungsdoméne FHD enthalten, nach-
gewiesen werden konnte. In Bezug auf die Affinitéit der Konstrukte l4sst sich eine erste Ten-
denz erkennen. Der Einfluss des Zinkfingers auf die Bindungsaffinitdt scheint
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vernachldssigbar gering zu sein, sobald der Leucin-Zipper vorhanden ist (dhnliche Affi-
nitdt von K271 und L367). Eine Knockout-Mutation des Leucin-Zippers reduziert hinge-
gen die Bindungsaffinitit signifikant (geringere Affinitdt von LZK im Vergleich zu K271).
Fiir das V503-Konstrukt, das neben der Forkhead-Doméne keine weiteren Bindedoma-
nen besitzt, lasst sich bei 150 nM Konzentration keine Bindung an die Zielsequenz beob-
achten. Ohne Leucin-Zipper reduziert das Fehlen eines Zinkfingers die Affinitdtsbindung
weiter (geringere Affinitdt von V503 im Vergleich zu LZK). Die Konstrukte mit A539P-
Substitution zeigen dhnliches DNA-Bindeverhalten wie die Wildtyp-Konstrukte. Jedoch
ist die Forkhead-Doméne notwendig, damit eine Bindung von FOXP2 an DNA i{iberhaupt
erst zustande kommen kann.
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Abbildung 3.12 — Assoziations- und Dissoziationsmessungen verschiedener Wildtyp-FOXP2-
Konstrukte. Im FPS-Modus wurden Assoziation und Dissoziation der Proteinkonstrukte K271, L367, LZK
und V503 an Kontroll-DNA (graue Datenpunkte) und Ziel-DNA (griine Datenpunkte) gemessen. Normierte
Fluoreszenz ist gegen Zeit aufgetragen. Proteinkonzentrationen 150 nM (blau) und 900 nM (rot) sind ge-
kennzeichnet. Daten wurden mit Hilfe der switchANALYSIS-Software ausgewertet.
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Abbildung 3.13 — Assoziations- und Dissoziationsmessungen verschiedener FOXP2-Konstrukte mit
A539P-Substitution. Im FPS-Modus wurden Assoziation und Dissoziation der Proteinkonstrukte K271
(A539P), L367 (A539P), LZK (A539P) und V503 (A539P) an Kontroll-DNA (graue Datenpunkte) und Ziel-
DNA (griine Datenpunkte) gemessen. Normierte Fluoreszenz ist gegen Zeit aufgetragen. Proteinkonzentra-
tionen 150 nM (blau) und 900 nM (rot) sind gekennzeichnet. Daten wurden mit Hilfe der switchANALYSIS-
Software ausgewertet.
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Abbildung 3.14 — Assoziations- und Dissoziationsmessungen der FOXP2-Kontrollkonstrukte. Im FPS-
Modus wurden Assoziation und Dissoziation der Proteinkonstrukte noFHD (K271, das C-terminal gekdirzt
wurde, sodass es keine Forkhead-Domane besitzt) und R553H (K271, das in der Forkhead-Doméne eine
Aminosauresubstitution, die die Sprech-und Sprachkrankheit verantwortet, aufweist) an Kontroll-DNA (graue
Datenpunkte) und Ziel-DNA (griine Datenpunkte) gemessen. Normierte Fluoreszenz ist gegen Zeit aufge-
tragen. Proteinkonzentrationen 150 nM (blau) und 900 nM (rot) sind gekennzeichnet. Daten wurden mit Hilfe
der switchANALYSIS-Software ausgewertet.
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3.3.2 Konzentrationsabhéngige Bindung und Analyse der Bindungsaffinitat

Um die bisher gesehenen Tendenzen durch Kp -Werte zu beschreiben, wurden konzen-
trationsabhingige Interaktionsanalysen der Wildtyp-FOXP2-Konstrukte K271 (ZF-LZ-
FHD), LZK (ZF-X-FHD), L367 (LZ-FHD) und V503 (FHD) im FPS-Modus durchgefiihrt
(Abb. 3.15). Die Assoziation und Dissoziation von K271, L367 und LZK an Ziel-DNA
(NL-B48 mit N52-Verldngerung) wurde bei Konzentrationen 16 nM, 50 nM und 150 nM,
V503 wurde bei Konzentrationen 150 nM, 450 nM und 900 nM untersucht.

Fir alle FOXP2-Konstrukte ldsst sich eine konzentrationsabhéngige DNA-Bindung erken-
nen, diese ist durch eine Erhohung der absoluten Fluoreszenzintensitat eindeutig nach-
weisbar. Die hochaffinen Konstrukte K271 und L367 zeigen hierbei iiber alle gemessenen
Konzentrationen Assoziation an die Ziel-DNA, wohingegen eindeutige Anbindung fir das
LZK-Konstrukt nur bei der héchsten Konzentration von 150 nM detektierbar ist.

Mit Hilfe der switchANALYSIS-Software wurden die Daten eines Konstruktes sowohl glo-
bal als auch individuell gefittet. In Abbildung 3.15 sind die Datenkurven der Wildtyp-
Messung und ihre globalen Fits gezeigt. Die durch die individuellen Fits erhaltenen Raten
und Kp-Werte sind vergleichbar zu den aus globalen Fits erhaltenen Raten und Kp-
Werten. So erhalten wir zum Beispiel fiir das K271-Konstrukt einen Kp von 3.54 nM
fiir den globalen Fit und 3.97 nM fiir individuell gefittete Kurven. Einzig fiir das V503-
Konstrukt ergibt sich eine Diskrepanz zwischen global und individuell gefitteten Daten
(355 nM bzw. 150 nM). Da die Interaktionsanalyse von V503 aber bei sehr hohen Pro-
teinkonzentrationen durchgefithrt wurde, erscheint der durch den globalen Fit erhaltene
Kp-Wert glaubwiirdiger. Die fiir die verschiedenen Konstrukte des FOXP2-Wildtyps be-
stimmten globalen Werte fiir ko, kog und Kp sind in Tabelle 3.1a aufgelistet.

In gleicher Art und Weise wurden die FOXP2-Konstrukte mit A539P-Substitution unter-
sucht. Auf die Darstellung der Datenkurven wurde aufgrund der grofen Ahnlichkeit zu
den Wildtyp-Daten verzichtet. Die globalen Raten und Dissoziationskonstanten hingegen
sind in Tabelle 3.1b denen des Wildtyps gegeniibergestellt.

Diskrepanz zwischen experimentell und theoretisch ermittelten Verlaufskurven

Die der Kinetikanalyse der switchANALYSIS-Software zugrundeliegende Theorie zur Bin-
dung von geltsten Analyten zu oberflichengebundenen Liganden basiert vereinfacht auf
der Langmuir-Isotherme und sieht somit eine 1:1-Interaktion von Protein zu DNA vor
(fiir Bindungstheorie sieche Abschnitt 3.1.3). Aus der Literatur ist bekannt, dass FOXP2
in Losung nicht nur als Monomer, sondern auch als Dimer vorliegt [49,109, 184]. Es wird
sogar vermutet, dass FOXP2 nur als Dimer zur DNA-Bindung befihigt ist [41]. Das mo-
nophasische Assoziationsverhalten in den Biochipmessungen kénnte immerhin ein Hinweis
darauf sein, dass DNA-gebundene Proteine nicht mit Proteinen in Losung interagieren
(keine "Dimerisierung auf der Oberfliche").

Um zu untersuchen, wie eine Interaktion im Verhéaltnis 1:1 auszusehen hétte, wurden
mit Hilfe der switchBUILD-Software theoretische Verlaufskurven basierend auf den ex-
perimentell ermittelten Assoziations-und Dissoziationsraten berechnet (Abb. 3.16). Man
erhélt Graphen in denen die Anteile an gebundenem Protein gegen die Zeit aufgetragen
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Abbildung 3.15 — Konzentrationsabhéngige Interaktionsstudie von Wildtyp-FOXP2-Konstrukten. Im
FPS-Modus wurde die konzentrationsabhangige Assoziation und Dissoziation der Konstrukte K271, L367,
LZK und V503 untersucht. Normierte Fluoreszenz ist gegen Zeit aufgetragen. Datenkurven wurden mit Hilfe
der switchANALYSIS-Software ausgewertet. Durchgehende Linien stellen globale Fits dar, erhaltene Raten

und Dissoziationskonstanten sind in Tabelle 3.1 angegeben.
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Tabelle 3.1 — Vergleich der aus den konzentrationsabhangigen Interaktionsanalysen erhaltenen
Assoziations-und Dissoziationsraten sowie Dissoziationskonstanten fiir die verschiedenen FOXP2-
Konstrukte. Werte wurden aus globalen Fits erhalten. (a) Kurzkonstrukte von Wildtyp-FOXP2. (b) Konstruk-
te mit A539P-Substitution in der Forkhead-Domane.

a
Konstrukt Kon [x105 M-1s-1] Kott [x10-3 s1] Kb [x10° M]
K271 12£02 | 5+002 | 4005
"""""" lse7 | 22:08 | 51005 | 2:008
"""""" lzk | 5:08 | 8000 | 16%08
U wees | 4203 | 144270 | 36028
b
Konstrukt Kon [x105 M-1s-1] Kotf [x10-3 s-1] Kb [x10° M]
K271 (A539P) 9+02 6+0.03 i 7+02
""" Lse7 (As3eP) | 17206 | 52004 | 801
Lzkassop) | 5:02 | 10£01 |  20:08
""" Vs03 (AS39P) | 3202 |  78+30 |  260=18

sind. Die Software nimmt fiir die Berechnung der theoretischen Verlaufskurven das glei-
che 1:1-Interaktionsmodell an, das auch der switchANALYSIS-Software zur Analyse der
Protein-DNA-Bindung hinterlegt ist. Ergo sollte sich im direkten Vergleich zu den ex-
perimentellen Messkurven anhand von Ubereinstimmungen oder Diskrepanzen erkennen
lassen, ob es sich bei der realen Interaktion um ein 1:1-Verhéltnis handelt.

Die Analyse zeigt eine deutliche Diskrepanz zwischen den experimentellen und theoreti-
schen Verlaufskurven (Abb. 3.16). Die Absténde zwischen den absoluten Fluoreszenzend-
niveaus der einzelnen Konzentrationen innerhalb eines Konstruktes sind in den experi-
mentellen Verlaufskurven im Vergleich zu den berechneten theoretischen Verlaufskurven
unterschiedlich weit auseinander. Fiir K271 (ZF-LZ-FHD) werden die Abstéande der Fluo-
reszenzendlevel mit steigender Konzentration im Experiment gréfler, wohingegen sie in
den theoretischen Verlaufskurven eher kleiner werden. Vergleichbar sieht es im Fall von
L367 aus, auch hier sind Diskrepanzen zwischen Experiment und Voraussage zu erkennen.
Besonders aufféllig sind die Unterschiede jedoch fiir das LZK (ZF-X-FHD)-Konstrukt. Die
theoretischen Kurven prognostizieren, dass bei allen drei Konzentrationen DNA-Bindung
stattfinden sollte. In den experimentellen Daten ist aber nur fiir die hochste Konzentrati-
on von 150 nM DNA-Bindung detektierbar. Die Bindung von FOXP2 an DNA auf dem
Biochip folgt wie erwartet keinem einfachen 1:1-Verhéltnis. Kooperativitat oder Oligome-
risierung konnen nicht ausgeschlossen werden, die ermittelten Kp-Werte stellen dement-
sprechend nur eine ungefihre Abschitzung dar.

Obwohl die DNA-Bindung von FOXP2 keinem einfachen 1:1 Modell folgt, kénnen wir
dennoch anhand der Biochipmessungen eine Einschitzung der Beitragsleistung der Moti-
ve und Doménen angeben und deren Bindungsaffinitdten durch Kp-Werte untermauern
(Tabelle 3.1a). Sowohl in EMSA als auch in Biochipmessungen zeigen die Proteinkonstruk-
te K271 und 1367 &hnliches Bindeverhalten und weisen die groite Affinitdt zur DNA auf.
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Abbildung 3.16 — Vergleich der experimentellen und theoretischen Verlaufskurven. Gezeigt sind die
experimentellen Assoziations-und Dissoziationskurven (links) der Wildtyp-FOXP2-Konstrukte K271, L367
und LZK und die theoretischen Verlaufskurven (rechts). Datenkurven zeigen die normierte Fluoreszenz ge-
gen Zeit aufgetragen. Die theoretischen Verlaufskurven wurden mit der switchBUILD-Software anhand der
zuvor experimentell ermittelten Raten kg, und ke erstellt und zeigen den Anteil des gebundenen Proteins in
Prozent Uber die Zeit. Ein 1:1-Verhaltnis wird fir die Berechnung angenommen.

Der Leucin-Zipper ist fiir hochaffines Anbinden notwendig, ein Knockout dessen Dimeri-
sierungsinterfaces im LZK-Konstrukt setzt die Affinitdt und somit den Kp um etwa eine
Zehnerpotenz herab. Der Zinkfinger verstirkt, im Vergleich zur Forkhead-Doméne allei-
ne, wiederum die Bindungsaffinitdt. Dessen Dissoziationskonstante zeigt, dass das LZK-
Konstrukt eine deutlich hohere Affinitéit besitzt als das V503-Konstrukt.

Die Substitution von Alanin zu Prolin in Position 539 in der Forkhead-Doméne zeigt
hingegen keinen Einfluss auf das DNA-Bindungsverhalten und die Bindungsaffinitét. Bei
den gemessenen Affinitdtswerten lassen sich dementsprechend nur geringfiigige bzw. ver-
nachléssigbare Unterschiede ausmachen (Tabelle 3.1b). Zusétzlich bestétigt wird dieser
Eindruck in einem Experiment, bei dem die Konstrukte K271 und K271(A539P) bzw.
V503 und V503 (A539P) alternierend auf einer Elektrode, d.h. bei vergleichbaren Bedin-
gungen, untersucht wurden. Sowohl bei den Assoziationsraten, als auch den gemessenen
Signalamplituden lassen sich, zumindest bei unseren Proteinkonzentrationen, keine Un-
terschiede zwischen Wildtyp und A539P-Substitution erkennen (Daten nicht gezeigt). Die
nachfolgenden Experimente wurden aus diesem Grund nur noch mit Konstrukten des
FOXP2-Wildtyps durchgefiihrt.
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3.4 Serielle Konzentrationsmessung von K271

In Anbetracht der Tatsache, dass die FOXP2-DNA-Interaktion keinem einfachen 1:1 Ver-
héltnis folgt, sollte als néchstes eine konzentrationsabhingige Messung des Proteinkon-
strukts K271 (ZF-LZ-FHD) durchgefithrt werden. Hier zeigt die switchSENSE®-Methode
den Vorteil, dass sich die Chips regenerieren lassen und somit die Moglichkeit besteht die
Kinetik von 20 verschiedenen Konzentrationen direkt hintereinander auf der selben Elek-
trode zu messen. Die bisherigen Messungen der einzelnen Konstrukte wurden nicht immer
konsekutiv auf einem Chip bzw. einer Elektrode gemessen. Die Proteine konnten somit ver-
schiedene Inkubationszeiten aufweisen und je nach Chip, Versuchstag bzw. Versuchsablauf
konnten Diskrepanzen in Raten und absoluten Fluoreszenzintensititen beobachtet werden.
Aus diesem Grund wurde nun eine kontinuierliche, serielle Messung des K271-Konstrukts
bei aufsteigender Konzentration auf einer Elektrode durchgefithrt (Abb. 3.17a).
Gemessen wurde wie zuvor die Anbindung an die Ziel- DNA (NL-B48 mit N52-Uberhang)
im FPS-Modus mit aufsteigenden Proteinkonzentrationen. In einem Zeitraum von un-
gefahr neun Stunden wurde, angefangen mit einer Konzentration von 5 nM, ab 10 nM
jeweils in Schritten von 10 nM bis zur héchsten Konzentration von 200 nM gemessen. Zwi-
schen jeder Konzentrationsmessung wurde ein Regenerierungs-und Hybridisierungsschritt
durchgefithrt, weshalb zwischen den einzelnen Messungen jeweils 26 Minuten lagen. Die
Messkurven wurden individuell gefittet, um konzentrationsabhéngige Unterschiede in den
Raten von Assoziation und Dissoziation zu sehen.

Anhand der Datenkurven ldsst sich eine konzentrationsabhingige DNA-Bindung von
FOXP2 erkennen. Die Konzentrationsabhéngigkeit spiegelt sich sowohl in den apparen-
ten Assoziationsraten k9>, die mit steigender Konzentration schneller werden, als auch
in dem kontinuierlichen Anstieg der absoluten Fluoreszenzintensitit, wider. Der schon in
den Verlaufskurven der Messung ersichtliche Trend wird durch die Balkendiagramme noch
einmal verdeutlicht. Die Dissoziation hingegen zeigt erwartungsgeméf keine Konzentrati-
onsabhéangigkeit.

Inverse Messanordnung offenbart Zeitabhéngigkeit

Die seriellen Konzentrationsmessungen von K271 (ZF-LZ-FHD) zeigen, dass sowohl die As-
soziationsraten als auch die Fluoreszenzintensitat mit steigender Konzentration kontinuier-
lich ansteigen. Ein Unterschied in der Proteinkonzentration von 40 nM zieht einen Anstieg
der Fluoreszenzintensitiat von 2% nach sich. Dieser Anstieg impliziert nicht nur Konzentra-
tionsabhéngigkeit, sondern ldsst auch eine zeitabhéngige Komponente der FOXP2-DNA-
Bindung vermuten. Um zu untersuchen, ob sich bei unseren Messungen eine Zeitabhén-
gigkeit der DNA-Assoziation beobachten ldsst, wurde die serielle Konzentrationsmessung
in inverser Reihenfolge wiederholt.

Angefangen mit der hdchsten Proteinkonzentration von 200 nM wurde absteigend bis
5 nM die Assoziation an Ziel-DNA im FPS-Modus gemessen. Die kompletten Verlaufskur-
ven der kontinuierlichen Messungen in aufsteigender und absteigender Reihenfolge sind in
Anhang A vergleichend gegeniiber gestellt (siehe Abb. A.1). Zur besseren Ubersicht sind
hier nur ausgediinnte Darstellungen mit vier Konzentrationen gezeigt (Abb. 3.17b und c).
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Abbildung 3.17 — In Serie gemessene konzentrationsabhéngige Interaktionsanalyse von K271. Im
FPS-Modus wurde die konzentrationsabhangige Assoziation und Dissoziation von K271 an Ziel-DNA (NL-
B48 mit N52) untersucht. Normierte Fluoreszenz ist gegen die Zeit aufgetragen. Datenkurven wurden mit der
switchANALYSIS-Software individuell gefittet. (a) Kontinuierliche Messung mit aufsteigender Konzentration.
Graue Datenreihe zeigt die Messung von 200 nM K271 an Kontroll-DNA (NL-B48 mit NB52). Balkendiagram-
me zeigen Ko, Kot Und Signalamplitude Uber gemessene Konzentration. (b) Ausgediinnte Darstellung mit
vier Konzentrationen. (¢) Ausgediinnte Darstellung der inversen Messreihe mit absteigender Konzentration.
(d) Messzeiten der aufsteigenden (b) und absteigenden (c) Messreihenfolge. Zeitdifferenz At bezieht sich
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im Autosampler).
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Vergleicht man die beiden Messreihen miteinander, so lassen sich Gemeinsamkeiten und
Abweichungen erkennen. Fiir beide Messrichtungen nehmen die Signalamplituden mit zu-
nehmender Proteinkonzentration zu. Generell liegen die Signalamplituden der inversen
Messungen niedriger, was nicht unbedingt nur auf die Messanordnung, sondern auch auf
die Nutzung von verschiedenen Chips zuriickzufiihren sein kann. Ein Hinweis auf zeitab-
héngige Effekte hingegen kénnten die relativen Abstdnde zwischen den Signalamplituden
innerhalb einer Messung sein. Die Abstinde zwischen den Fluoreszenzendniveaus werden
in beiden Féllen, aufsteigender genau wie bei absteigender Messreihenfolge, immer grofier.
Je nach Messabfolge inkubieren Proteinlésungen mit vergleichbarer Konzentration unter-
schiedlich lange im Autosampler bevor die eigentliche DNA-Interaktionsanalyse durchge-
fithrt wird (Abb. 3.17d). Die Umkehr der Messreihenfolge fiir 160 nM Proteinlgsung zum
Beispiel hat eine Differenz der Inkubationszeit von fiinfeinhalb Stunden zur Folge. Die
unterschiedlichen absoluten Fluoreszenzintensititen kénnten durch diese Zeitdifferenzen
verursacht sein.

Die Unterschiede im Anstieg der Fluoreszenzintensitit konnten zwei unterschiedliche Ur-
sachen haben. Einerseits besteht die Moglichkeit, dass Losungseffekte auftreten bei denen
mit der Zeit Proteinaggregate zerfallen und eine Erhohung der effektiven Konzentrati-
on zur Folge haben und andererseits kann es zu Protein-Protein-Interaktion in Losung
kommen. Groéflere Proteinkomplexe kénnten eine verdnderte Auswirkung auf die Fluores-
zenzfarbstoffe haben und somit eine Fluoreszenzsteigerung nach sich ziehen.

Die Datenreihen der inversen Messreihenfolge legen nahe, dass es sich zumindest in der
ersten Zeit der Messung um Aggregatauflosung bzw. Equilibration handeln kénnte (siehe
Abb. A.1 in Anhang A). Dies wiirde erkliren, warum zeitlich zuerst gemessene Konzen-
trationen (200 nM bis 160 nM) steigende Signalamplituden bei abfallender Konzentration
aufweisen. Die Anstiege der Fluoreszenzintensitéit liegen dabei unterhalb des absoluten
Fluoreszenzlevels der 140 nM-Proteinlésung, die zum Zeitpunkt ihrer Messung schon drei
Stunden im Autosampler inkubiert hat. Nach diesem Zeitpunkt liegen die Signalamplitu-
den wieder fiir niedrigere Konzentrationen erwartungsgeméf niedriger.

3.5 Konzentrations- und zeitabhangige Messreihen

Um zeitabhéingige Verdanderungen in der Proteinldsung zu untersuchen, wurden als néchs-
tes fortlaufende Interaktionsmessungen auf einem Detektionspunkt durchgefiihrt. Da sich
zeit-und konzentrationsabhéngige Effekte nur schwer bis gar nicht voneinander trennen
lassen, wurde jeweils bei drei verschiedenen Konzentrationen alternierend zeitabhingig
gemessen. Gestartet wurde immer mit der niedrigsten Konzentration, anschlieflend wur-
den die ndchsthoheren Konzentrationen vermessen. Wie auch schon zuvor wurde der Bio-
chip zwischen den einzelnen Messungen regeneriert und neu hybridisiert. Jeder Messzyklus
dauerte somit zwanzig Minuten, wobei zwischen den Messungen der selben Konzentration
jeweils eine Stunde lag. Im FPS-Modus wurden in dieser Weise die drei Proteinkonstrukte
K271, LZK und V503 untersucht.
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Abbildung 3.18 — In Serie gemessene konzentrations- und zeitabhéngige Interaktionsanalyse von
K271. Im FPS-Modus wurde die konzentrations- und zeitabhangige Assoziation und Dissoziation von K271
an Ziel-DNA (NL-B48 mit N52) in acht Iterationen untersucht. Normierte Fluoreszenz ist gegen die Zeit
aufgetragen. Datenkurven wurden mit der switchANALYSIS-Software individuell gefittet. (a) Komplette Mes-
sung von Assoziation und Dissoziation in einem Graph. (b) Assoziations- und Dissoziationsmessungen nach
Konzentrationen getrennt. (¢) Balkendiagramme zeigen Assoziationsraten kg, der einzelnen Interaktionsana-
lysen. Fehlerbalken reprasentieren Fitfehler der switchANALYSIS-Software.
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3.5.1 K271-Konstrukt

Um die zeitabhéngigen Effekte des K271 (ZF-LZ-FHD)-Konstrukts genauer zu untersu-
chen, wurden die Konzentrationen 50 nM, 100 nM und 200 nM alternierend auf einem
Detektionspunkt gemessen. Insgesamt wurden acht Iterationen durchgefiithrt (Abb. 3.18).
Im Graphen der die komplette Messreihe zeigt, fallt auf den ersten Blick auf, dass die
Signalamplituden erwartungsgeméfl abhingig von der jeweils gemessenen Konzentration
sind (Abb. 3.18a). Die niedrigsten Anstiege der Fluoreszenzintensitét werden bei der nied-
rigsten Konzentration beobachtet, die hochste Konzentration hat demensprechend auch die
héheren Signalamplituden. Erstaunlicherweise lassen sich fiir alle Proteinkonzentrationen
iiber die Zeit Erhohungen der Fluoreszenzendlevel beobachten. Dies hingegen geschieht in
unterschiedlichem Mafe fiir die unterschiedlichen Konzentrationen. Besser erkennbar wird
dies, wenn man die Konzentrationen getrennt voneinander darstellt (Abb. 3.18b).
Betrachtet man die Einzelgraphen, so hat es im Fall der 50 nM-Konzentration den An-
schein, dass ab einem gewissen Zeitpunkt die Fluoreszenzintensititen nicht weiter steigen.
Sie néhern sich nach ungefahr der dritten bzw. vierten Iteration einer Obergrenze von 4%
an. Wahrscheinlich hat die Proteinlésung zu diesem Zeitpunkt eine Art Gleichgewichtszu-
stand erreicht. Auch fiir die hoheren Konzentrationen werden die Abstande zwischen den
Signalamplituden mit zunehmender Zeit geringer, wenn auch der Effekt nicht so auffillig
ist wie bei der niedrigsten Konzentration von 50 nM.

Neben der Amplitudenerhéhung fallt desweiteren auf, dass die Assoziationskurven inner-
halb einer Konzentrationsmessung mit der Zeit einen flacheren Verlauf haben, folglich die
Assoziationsraten kg, langsamer werden. Stellt man die Assoziationsraten der einzelnen
Interaktionsanalysen als Balkendiagramm tiber die jeweilige Iteration dar, wird der Trend
noch offensichtlicher (Abb. 3.18c).

Ist die Erh6hung der Signalamplitude ein Messartefakt?

Die auffillige Erhohung der Signalamplitude iiber die Zeit kénnte wertvolle Informationen
iiber das Bindeverhalten von FOXP2 bzw. Effekte in der Proteinlésung enthalten. Eine
derartige Amplitudenerhohung konnte bis dato von der Dynamic Biosensors GmbH bei
der Messung anderer DNA-bindenden Proteine nicht beobachtet werden®. Bei der Stei-
gerung der Fluoreszenzintensitiat konnte es sich also auch um ein Messartefakt handeln.
Zum Beispiel kénnten Proteinreste auf der Chipoberflache dafiir verantwortlich sein, wenn
diese bei der Regenerierung nicht vollkommen entfernt wurden.

Um diesen Fall auszuschlieflen, wurde eine konzentrations- und zeitabhéngige Messung mit
K271 durchgefiihrt, bei der direkt im Anschluss am néchsten Morgen eine frische Prote-
inprobe aufgetaut, verdiinnt und auf dem selben Detektionspunkt gemessen wurde. Sollte
die Erhohung der Signalamplitude durch Proteinriickstdnde auf dem Chip verursacht wor-
den sein, so wiirde man auch bei der frischen Probe eine héhere Signalamplitude erwarten.

SPersonliche Kommunikation mit Dr. Wolfgang Kaiser, Dynamic Biosensors GmbH.
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Abbildung 3.19 — Vergleichbarkeit der Assoziationsraten verschiedener Proben. Im FPS-Modus wur-
de die konzentrations- und zeitabhangige Assoziation und Dissoziation von K271 an Ziel-DNA (NL-B48
mit N52) untersucht. Normierte Fluoreszenz ist gegen die Zeit aufgetragen. Datenkurven wurden mit der
switchANALYSIS-Software individuell gefittet. Drei Ilterationen der Messung (graue Datenreihen), bei denen
der Abstand zwischen Messung 1 und 2 eine Stunde und zwischen Messung 2 und 3 finf Stunden betragt.
Messung der frischen Proben auf dem selben Chip am nachsten Morgen (farbige Kurven).

Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass sich im Vergleich zu den jeweils letzten Messungen
keine Regelméfigkeiten fiir die absoluten Signalamplituden der frischen Proben erkennen
lassen. So liegen die Amplituden der frischen Proben bei der 50 nM Messung hoher, bei der
100 nM Konzentration wird ein vergleichbarer Anstieg der Fluoreszenzintensitit detektiert
und im Fall der 200 nM Messung wird fiir die frische Probe eine niedrigere Signalampli-
tude im Vergleich zur letzten Messung beobachtet (Abb. 3.19). Dieses Ergebnis gibt einen
Hinweis darauf, dass die gemessenen Erhéhungen der Fluoreszenzintensitét nicht durch
Proteinriicksténde auf der Chipoberfliche verursacht worden sind. Abweichende Signal-
amplituden bei den frischen Proben verursacht durch Verdiinnungsfehler, sollten dennoch
nicht ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz zu den Signalamplituden lassen sich bei den Assoziationsraten k., Uber-
einstimmungen fiir die frischen Proben und die jeweils ersten Messungen entdecken. Diese
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gleichen sich mehr als die Assoziationsrate der letzten Messung. Die Beobachtung der
vorherigen Messreihe (Abb. 3.18), dass die Assoziationsraten mit lingerer Inkubationszeit
langsamer werden, wird hier also zuséatzlich bestétigt.

Ob auch bei anderen DNA-Konstrukten steigende Fluoreszenzintensitdten und langsamer
werdende Assoziationsraten iiber die Zeit zu beobachten sind, sollte anhand des Ankers
NL-A48 getestet werden. Dafiir wurde die NL-A48-Sequenz doppelstriangig gemacht und
eine zeitabhingige Interaktionsanalyse von K271 (ZF-LZ-FHD) mit fiinf Iterationen durch-
gefiihrt. Die Proteinkonzentration lag bei konstant 200 nM (Abb. 3.20a).
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Abbildung 3.20 — In Serie gemessene zeitabhangige Interaktionsanalyse von K271 an NL-A48. (a) Im
FPS-Modus wurde die zeitabhangige Assoziation und Dissoziation von K271 an die doppelstrangige An-
kersequenz NL-A48 untersucht. Normierte Fluoreszenz ist gegen die Zeit aufgetragen. Biphasische Daten-
kurven wurden mit der switchANALYSIS-Software individuell gefittet. Kontrollmessung ohne Protein (graue
Datenreihe). Die doppelstrangigen DNA-Konstrukte (b) NL-A48 mit Verknipfung an die Goldoberflache (AU)
und (c) N52 (Zielsequenz) mit Verknipfung an NL-B48-Anker (NLB) und Fluoreszenzfarbstoff (gelbe Kugel)
sind gezeigt. Consensus-Sequenzen sind anhand des Affinitatslogos (siehe Abb. 3.9) eingefarbt, zusétzliche
7-mer Bindemotive fiir die FHD von FOXP2 wurden ermittelt und ihre Bindungsenergien in nebenstehenden
Tabellen angegeben.

Tatséchlich zeigt auch diese Messung iiber die eher kurze Messzeit von eineinhalb Stun-
den sowohl einen Anstieg der Fluoreszenzintensitit als auch bei genauerer Betrachtung
eine Verlangsamung der Assoziationsraten. Auflerdem kann ein biphasischer Kurvenver-
lauf bei Assoziation und Dissoziation detektiert werden. Neben der Hauptbindestelle fiir
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die Forkhead-Doméne, TGTTGAC, besitzt die NL-A48-Sequenz noch zusétzliche 7-mer
Motive, die dem Affinitdtslogo entsprechend einen niedrigeren Energiegewinn bewirken
(Abb. 3.20b). Es liegt also die Vermutung nahe, dass der biphasische Kurvenverlauf durch
die Bindemotive, die verschiedene Affinitdten zur Forkhead-Doméne aufweisen, zustande
kommt. Die zuerst steil ansteigende Kurve bei der Assoziation spiegelt schnelle Anbindung
des Proteins an die Hauptbindestelle wider, der flachere Teil der Kurve hingegen langsa-
mere Assoziation an die restlichen Bindestellen mit geringerer Affinitéat.

Das in der NL-A48-Ankersequenz enthaltene 7-mer Motiv zur Bindung der Forkhead-
Doméne unterscheidet sich entsprechend des Affinitdtslogos nur in einer Position zum et-
was hoher affinen 7-mer Motiv der DNA-Sequenz des N52-Konstrukts. Zusétzlich besitzt
auch N52 weitere DNA-Bindestellen, die in Anzahl und Bindungsenergie vergleichbar zu
Bindemotiven in der Sequenz von NL-A48 sind (Abb. 3.20b und ¢). In den vorherigen Inter-
aktionsanalysen konnte dennoch keine derartige biphasische Assoziation und Dissoziation
erkannt werden. Mogliche Erklarungen kénnten sein, dass die Anbindung des Proteins im
Fall von NL-A48 besser zeitlich aufgelost wird, da der Anker nur 48 bp lang ist. Auflerdem
erfolgt die Anbindung unterhalb des Fluoreszenzfarbstoffes was eine hohere Sensitivitit
zur Folge haben kénnte. Hingegen umfasst das DNA-Konstrukt aus NL-B48 mit Verldnge-
rung durch N52-Sequenz 100 bp, wobei sich die Zielsequenz mit Hauptbindestelle oberhalb
des Fluoreszenzfarbstoffes befindet. Zuséatzlich liegt an der Stelle des Fluoreszenzfarbstof-
fes ein Bruch im DNA-Riickgrat vor, der bei der Ausrichtung des DNA-Konstrukts nach
Anbinden des Proteins ein Abknicken und folglich eine Verzégerung im Fluoreszenzsignal
hervorrufen kénnte. Die unterschiedlichen Anbindungsgeschwindigkeiten lieffen sich somit
nicht zeitlich auflésen bzw. detektieren.

Triplikatmessungen

Die Experimente mit der im Anschluss gemessenen frischen Probe und der Bindung an
eine andere DNA-Sequenz manifestieren, dass die Erhéhung der Signalamplituden und
einhergehende Verlangsamung der Assoziationsraten keine Messartefakte sind. Die Repro-
duzierbarkeit der konzentrations- und zeitabhéngigen Effekte in der Interaktionsanalyse
von K271 (ZF-LZ-FHD) mit Ziel-DNA (NL-B48 mit N52) sollte dennoch in Triplikatmes-
sungen gezeigt werden (Abb. 3.21).

Bei allen drei Messungen lassen sich mit zunehmender Inkubationszeit abnehmende As-
soziationsraten ko, und stetig ansteigende Amplituden beobachten. Dies gilt wie zuvor
schon gesehen fiir alle Konzentrationen gleichermafien. Die Triplikatmessungen zeigen,
dass Messartefakte definitiv ausgeschlossen und durch die zunehmende Fluoreszenzinten-
sitdt Effekte in der Proteinlosung detektiert werden kénnen.

Die gemessenen Assoziationsraten ko, der jeweils ersten Messung (0 Stunden Inkubati-
on) sind denen nach sechs Stunden Inkubation vergleichend in einer Tabelle gegeniiber
gestellt (Abb. 3.21a). Der direkte Vergleich zeigt die Abhéngigkeit der Assoziationsraten
von der Inkubationszeit der Proteinlosung sehr deutlich. Schon anhand der Messkurven
sieht man, dass die Duplikatmessreihe der ersten Messreihe stark dhnelt. Dies schlagt sich
auch in den gemessenen Assoziationsraten nieder. Das Triplikat hingegen zeigt schon zu
Beginn schnellere Raten. Diese werden aber in gleichem Mafle um das zwei- bis dreifache
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Abbildung 3.21 — Drei in Serie gemessene konzentrations- und zeitabhangige Interaktionsanalysen
von K271. Im FPS-Modus wurde die konzentrations- und zeitabhéngige Assoziation und Dissoziation von
K271 an Ziel-DNA (NL-B48 mit N52) untersucht. Normierte Fluoreszenz ist gegen die Zeit aufgetragen.
Datenkurven wurden mit der switchANALYSIS-Software individuell gefittet. (a) Nach Konzentrationen aufge-
trennte Triplikatmessungen. Tabelle gibt die Assoziationsraten k,, zu Beginn der Messung (0h Inkubation)
und nach 6h Inkubation an. Triplikatmessungen wurden gemittelt und (b) Assoziationsraten ko, (€) Disso-
ziationsraten ko bzw. (d) absoluten Fluoreszenzendlevel wurden gegen die Inkubationszeit aufgetragen.
Linien sind ein Leitfaden fiir das Auge. Fehlerbalken geben die Standardabweichung der drei unabhéngigen
Messungen an.
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verlangsamt wie bei den beiden anderen Messungen und liegen somit im Bereich der Ab-
weichungen, die man fiir Sensormessungen erwarten wiirde.

Die Assoziations- und Dissoziationsraten ko, und k.g sowie die Fluoreszenzendlevel der
einzelnen Konzentrationen der Triplikatmessungen wurden gemittelt und gegen die Inku-
bationszeit aufgetragen (Abb. 3.21b-d). Man sieht, dass sich die fiir die Konzentrationen
zuerst unterschiedlichen k,,-Werte iiber die Zeit angleichen. Nach ungefdhr sechs Stunden
pendeln sich die Assoziationsraten bei einem mittleren Wert von 1 - 105 M~'s™! ein. Die
Dissoziationsraten werden minimal schneller, wobei dies im Rahmen der Messungenauig-
keit vernachlissigt werden kann. Die Signalamplituden, deren Anstieg der Fluoreszenzin-
tensitét fiir die drei Konzentrationen zu Beginn in einem dhnlichen Bereich von 2% und 3%
(50 nM bzw. 100 nM und 200 nM) liegen, entwickeln sich mit der Zeit auseinander. Gegen
Ende der Messreihe steigt die gemittelte Signalamplitude fir die 200 nM-Proteinlésung
auf fast 8% an, wohingegen die Amplitude der 50 nM-Losung sich bei 4% einem Plateau
anndhert. Somit ergeben sich ungefihre Saturierungszeiten hinsichtlich der Signalampli-
tude von drei Stunden fiir die 50 nM-Proteinlésung, fiinf Stunden fiir Protein bei 100 nM
und fiir die héchste Konzentration von 200 nM sieht es so aus als ob innerhalb der Messzeit
keine Saturierung erreicht werden konnte.

Welche Information enthalt die Erhohung der Signalamplituden?

Die Informationen, die in der Signalamplitude und ihrer zeitlichen Erhohung stecken, set-
zen sich vermutlich aus verschiedenen Beitrédgen zusammen. Einerseits folgt die Interakti-
on von FOXP2 mit DNA wie zuvor gezeigt keinem einfachen 1:1-Verhéltnis, andererseits
miissen die switchSENSE®-Experimente als Ensemblemessungen betrachtet werden, da
mehr als eine Million DNA-Molekiile an einem Detektionspunkt verfolgt werden. Wie zu-
vor erldutert, beeinflussen verschiedene Effekte die Intensitéit der Fluoreszenzfarbstoffe bei
Messungen im FPS-Modus (Abschnitt 3.1.2). Nicht nur die Ausrichtung der DNA-Hebel
nach Anbinden von Protein kann die Fluoreszenzintensitit des Farbstoffes beeinflussen,
auch direkte Interaktion des Proteins mit dem Farbstoffmolekiil kann Effekte auf dessen
Fluoreszenzeigenschaften haben. Wie in den bisherigen Experimenten gesehen, verursacht
die Assoziation von FOXP2 an die DNA-Hebel eine Fluoreszenzerhhung, die sowohl durch
die Anderung der effektiven Konzentration (siehe Abb. 3.17) als auch durch zeitabhiingige
Effekte (siehe Abb. 3.18) beeinflusst wird. Zwei mogliche Hypothesen zur Erklarung dieser
zeitabhingigen Effekte sind einerseits die Auflosung von Aggregaten und andererseits die
Bildung von Dimeren.

Hypothese 1: Auflosung von Aggregaten Beim Einfrieren der Proteinproben kénnten Ag-
gregate entstanden sein, die sich nach dem Auftauen mit der Zeit langsam auflésen. Durch
den Zerfall der Aggregate wiirde sich die effektive Konzentration an bindungsfihigem
Protein erhohen und folglich wiirde eine Erhéhung der Signalamplitude iiber die Zeit be-
obachtet werden.

Die Hypothese, dass sich Proteinaggregaten mit der Zeit 16sen, sollte mit Dynamic Light
Scattering (DLS) untersucht werden. Mit der DLS-Methode lasst sich durch dynami-
sche Lichtstreuung die Verteilung der Partikelgrofie in Losung iiber die Zeit verfolgen.
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Um eine ungefahre Vergleichbarkeit zu den switchSENSE®-Messungen zu gewéhrleisten,
wurden die DLS-Messungen bei 20°C durchgefiihrt, auf die auch der Autosampler des
DRX-Messgerites eingestellt war. Eine Proteinprobe von K271 wurde aufgetaut, kurz
durchgemischt und in eine Messkuvette iiberfithrt. Zuvor wurde die Hintergrundbasisli-
nie der Pufferlésung ohne Protein bestimmt. Es konnten nur unverdiinnte Proteinlésung
(Konzentration 20 uM) untersucht werden, da das Signal der Streuung im Vergleich zu
Puffer ohne Protein nur sehr schwach war. Die Proteinkonzentration lag also bei den
DLS-Messungen hundertfach hoher als bei den switchSENSE®-Studien. Dies macht ei-
ne direkte Vergleichbarkeit etwas schwierig, da Effekte wie Losung von Aggregaten oder
Protein-Protein-Interaktion konzentrationsabhéngig sind. Trotzdem implizieren die Er-
gebnisse der DLS-Messungen (siehe Abb. A.2 in Anhang A.2), dass Losungseffekte in der
Proteinsuspension zumindest zu Beginn der DNA-Interaktionsstudien eine Rolle spielen
koénnten.

Ein Versuch, die zeitabhidngigen Effekte mit Hilfe von Negativkontrast-Transmissions-
elektronenmikroskopie (Negative Staining TEM) sichtbar zu machen, blieb erfolglos. Das
Experiment, in dem TEM-Grids mit verschiedenen Konzentrationen (100 nM, 250 nM und
500 nM) Protein, zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (direkt, eine Stunde oder zwei
Stunden nach dem Auftauen) prapariert wurden, lieferte keine klaren Resultate. Generell
zeigte die Negativkontrast-Transmissionselektronenmikroskopie sehr heterogene Ergebnis-
se. Die sehr schlechte Qualitdt der Grids zeichnete sich nicht nur durch positives Einfarben
und gebrochene Kohlenstoffoberflichen aus, sondern insbesondere durch eine grofie Hete-
rogenitat des Proteins. Oftmals korrelierte die Proteinmenge auf der Oberfliche nicht mit
der eingesetzten Konzentration (dichter Proteinrasen bzw. kein Potein detektierbar), eine
homogene Proteinverteilung war nicht moglich. Beobachtet wurden vermeintlich einzelne
Proteine, aber auch kleinere Aggregate bis hin zu grofien Proteinnetzwerken. Diese Beob-
achtungen standen jedoch in keiner direkten Korrelation mit den Inkubationszeiten (Daten
nicht gezeigt). Die Resultate der TEM-Experimente konnten somit nicht zur Klarung der
in den switchSENSE®-Messungen beobachteten Effekte beitragen.

Eine weitere Moglichkeit die Hypothese der Aggregatauflosung zu untersuchen, ist ein Mo-
dell zu erstellen und dieses an die experimentellen Daten anzufitten. Anhand der bisherigen
Beobachtungen wurden Annahmen getroffen und in Zusammenarbeit mit Christian Wach-
aufS herausgearbeitet. Die diskutierten Aspekte wurden anschliefend von ihm in einem
Modell umgesetzt (siche Abb. A.3 in Anhang A). Folgende Annahmen wurden fiir das sehr
einfache Modell der Aggregatauflosung (graphische Darstellung in Abb. 3.22a) getroffen:

(i) Bestehende Aggregate losen sich mit der Zeit auf.

(ii) Der Zerfall der Aggregate ist eine Reaktion erster Ordnung.
(iii) Die Konzentration an freien Monomeren steigt deshalb mit der Zeit an.
(iv) Nur Monomere sind beféhigt die DNA-Hebel zu binden.

(v) Die Assoziation eines Monomers erhoht die relative Fluoreszenzintensitét.

6Seit 2011 Doktorand in der AG Dietz.
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Abbildung 3.22 — Modelle zur Erklarung der im Experiment beobachteten Amplitudenerh6hung. Mo-
delle der Hypothesen (a) Aufldsung von Proteinagggregaten und (b) Dimerisierung von Proteinen sind ver-
gleichend dargestellt. Monomere (blau) bzw. Dimere (griin) von FOXP2 (2a07.pdb [49]) binden an die DNA-
Hebel. Hohere Fluoreszenzintensitat durch Bindung eines Dimers in Modellannahme (b) ist durch steiler
gestellte DNA-Hebel dargestellt. (¢) Modell aus (a) an vier Datenkurven (100 nM) des Experiments aus
Abb. 3.18a angefittet. (d) Modell aus (b) an vier Datenkurven (50 nM, 100 nM und 200 nM) des Experiments
aus Abb. 3.18a angefittet. Experimentdaten sind als Punkte, Fits als durchgehende Linien dargestellt.

Hypothese 2: Dimerisierung liber Zeit In der Literatur wird gezeigt, dass FOXP2 mit sich
selbst interagieren kann [41,49,58,184,184,185]. Die Vermutung, dass durch die steigenden
Signalamplituden Interaktion von Protein mit Protein in Losung sichtbar gemacht werden
koénnte, liegt also nahe. Um diese Hypothese zu testen, sollte die, sich mit der Zeit &ndern-
de durchschnittliche Gréle der Proteinkomplexe z.B. durch Dimerisierung oder Oligome-
risierung, mit Hilfe des switchSENSE® Sizing-Modus (siehe Abschnitt 3.1.1) untersucht
werden. Die DNA-Anker (NL-B48) wurden also mit NTA3z-modifizierten komplementéren
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Oligonukleotiden doppelstringig gemacht und mit Hisg-getaggtem K271 abgeséttigt. Durch
die Anbindung des Proteins an die oberen Enden der DNA-Hebel konnte eine Verlangsa-
mung in deren Aufwéirtsbewegung beobachtet werden. Fiir die Groflenbestimmung wur-
den dann stiindlich iiber acht Stunden hinweg die DNA-Hebel in stehender Proteinlésung
(100 nM) auf- und abwérts bewegt. Es wurden zwei verschiedene Arten der Durchfiih-
rung zur Inkubation der Proteinlosung getestet. Einerseits wurde die Proteinlosung direkt
im Durchflusskanal und andererseits im Autosampler inkubiert. Das eigentliche Sizing-
Experiment wurde unter physiologischen Salzbedingungen durchgefiihrt. Ein Grund dafiir
war, wie auch schon zuvor (siehe Abschnitt 3.2.1) beobachtet, dass unter salzarmen Bedin-
gungen unspezifische Interaktion zwischen FOXP2 und den DNA-Hebeln stattfindet. Der
hydrodynamische Durchmesser Dy konnte somit nicht ermittelt werden (sieche Abb. 3.3).
Sowohl fiir die zeitabhingige DNA-Aufwartsbewegung als auch die Fluoreszenzintensitét
konnten nur vernachlissigbare Anderungen detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Eine
klare Aussage beziiglich der Anderung der ProteingréSen war hinsichtlich der Resultate
nicht moglich. Obwohl die Ergebnisse unsere Hypothese nicht unterstiitzen, so widerlegen
sie sie auch nicht. Sterische Effekte kénnten zum Beispiel eine Zusammenlagerung der
Zinkfinger und Leucin-Zipper zweier Proteine verhindern, da sich diese in néchster Nahe
zur NTA3-Modifikation der DNA und dem Hisg-Tag befinden. Dies wére nur eine mogliche
Erklarung, weshalb die Grolenbestimmung nicht funktioniert hat.

Aus diesem Grund wurden wieder in Zusammenarbeit mit Christian Wachauf® maogliche
Aspekte der DNA-Bindung herausgearbeitet, die er anschliefend in einem Modell umge-
setzt hat (siche Abb. A.4 in Anhang A). Folgende Annahmen wurden fiir das Modell der
Dimerisierung (graphische Darstellung in Abb. 3.22b) getroffenen:

(i) Monomere werden iiber die Zeit zu Dimeren (langsamer Prozess).
(i) Monomere und Dimere sind befahigt die DNA-Hebel zu binden.

(iii) Dimere assoziieren nur mit einer von zwei moglichen Monomerseiten, weshalb sich
die effektive Konzentration nicht &ndert.

(iv) Biphasische Dissoziation wird nicht beobachtet, die Dissoziationsraten werden des-
halb konstant gehalten.

(v) Assoziation eines Dimers hat eine hohere relative Fluoreszenzintensitéit zur Folge als
die eines Monomers.

Ubereinstimmung der Modelle mit den Experimentdaten

Wie gut sich die beiden Modelle an die experimentellen Daten anfitten lassen, soll durch
die Uberlagerung der gemessenen und gefitteten Kurven untersucht werden (Abb. 3.22¢
und Abb. 3.22d).

Fiir Hypothese 1 (Auflésung von Aggregaten) ldsst sich sehr gut erkennen, dass sowohl
der Verlauf der Fits als auch deren Anstieg die experimentellen Datenkurven nicht gut
beschreibt. Durch den Zerfall der Aggregate steigt die effektive Konzentration an bin-
dungsfihigen Monomeren derart schnell an, dass die Assoziationsraten schneller werden
und die Amplituden stark ansteigen. Jedoch ndhern sich sowohl Assoziationsraten als auch
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Signalamplituden im Modell recht schnell einem Maximum. Bei den experimentellen Da-
tenkurven bleiben die Assoziationsraten fast konstant, die Amplituden hingegen steigen
mit der Zeit stark an. Im Experiment ndhern sich die Signalamplituden einem Maximal-
wert an, dennoch liegen sie hoher als die Amplituden der Fits (Abb. 3.22c).

Anders sieht es im Fall des Modells fiir Hypothese 2 (Dimerisierung) aus. Auch hier be-
schreiben die Fits die experimentelle Datenkurven nicht perfekt. Jedoch erscheint das
zweite Modell wesentlich passender als Modell 1. Durch die Annahme, dass die relati-
ve Fluoreszenzintensitdt abhingig von der Assoziation eines Monomers bzw. Dimers ist,
steigen die Signalamplituden stédrker an und die Assoziationsraten bleiben relativ stabil.
Die Assoziationsraten werden nicht stark beeinflusst, da sich die effektive Konzentration
in unserem Modell nicht &ndert. Dies geschieht infolge der Annahme, dass Dimere nur
iiber eines ihrer Monomere an die DNA binden und somit zwei Bindungsmodi aufwei-
sen. Assoziationsraten und Signalamplituden werden also von Modell 2 gleichermafien gut
beschrieben, wobei es bei den verschiedenen Konzentrationen Unterschiede in der Pass-
genauigkeit gibt. Die Fits der 50 nM Konzentration sagen schnellere Assoziationsraten
als die Experimentdaten voraus. Fiir die Konzentrationen 100 nM und 200 nM werden
zumindest die spateren Messungen durch das Modell sehr gut beschrieben (Abb. 3.22d).

Schlussfolgerung Modell 1 zeigt sowohl in den Assoziationsraten als auch den Signal-
amplituden starke Abweichungen zu den gemessenen Daten. Modell 2 hingegen beschreibt
die Assoziationsraten und Signalamplituden der Messungen mit grofer Ubereinstimmung,
wobei bei den zeitlich ersten Messungen noch grofiere Abweichungen zu sehen sind als
bei spateren Messzyklen. Es konnte also sein, dass beide Effekte in unseren Experimenten
beobachtet werden. Zu Beginn der Messungen kommt es zu Losungseffekten in der Pro-
teinlosung, weshalb die ersten gemessenen Assoziationsraten oftmals noch Ausreifler sind.
Bei weiterem Fortschreiten der Messungen kann es zu Protein-Protein-Interaktion kom-
men, die sich folglich auf die Ausrichtung der DNA-Hebel und die Fluoreszenzintensitét
der Farbstoffe auswirkt.

3.5.2 LZK-Konstrukt

Da Protein-Protein-Interaktion in Losung als Ursache fiir den Anstieg der Signalamplitude
vermutet wird, sollte nun das Proteinkonstrukt LZK (ZF-X-FHD) in konzentrations- und
zeitabhéngigen Interaktionsanalysen an Ziel-DNA (N52-Sequenz an NIL-B48 Anker) un-
tersucht werden. Zuerst wurde die Messung bei Konzentrationen von 50 nM, 100 nM und
200 nM im FPS-Modus durchgefiihrt. Fiir die niedrigste Konzentration konnte keine Asso-
ziation an die DNA-Hebel detektiert werden, die ndchst hoheren Konzentrationen zeigten
Interaktion mit der DNA. Bei beiden Konzentrationen (100 nM und 200 nM) fielen die
Signalamplituden jedoch im Verlauf der Messung ab (Daten nicht gezeigt). Da zunéchst
ein Fehler im Experiment vermutet wurde, wurde die Messung noch einmal mit héheren
Konzentrationen (100 nM, 200 nM und 400 nM) iiber einen Zeitraum von fiinf Stunden
wiederholt (Abb. 3.23a).

Bei der Wiederholungsmessung lief3 sich jedoch wieder beobachten, dass die Signalamplitu-
den bei Konzentrationen von 100 nM bzw. 200 nM iber die Zeit abfallen. Die
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Assoziationsraten allerdings sind konstant, wohingegen die Dissoziationsraten mit der Zeit
schneller werden (Abb. 3.23b). Auffillig ist, dass sich das Assoziationsverhalten bei der
hochsten Konzentration von 400 nM verdndert. Die Signalamplituden steigen mit der Zeit
leicht an, bevor sie sich einem Maximum néhern. Dieser Kurvenverlauf dhnelt dem von
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Abbildung 3.23 — In Serie gemessene konzentrations- und zeitabhéngige Interaktionsanalyse von
LZK. Im FPS-Modus wurde die konzentrations- und zeitabhangige Assoziation und Dissoziation von LZK an
Ziel-DNA (NL-B48 mit N52) in fUnf Ilterationen untersucht. Normierte Fluoreszenz ist gegen die Zeit aufge-
tragen. Datenkurven wurden mit der switchANALYSIS-Software individuell gefittet. (a) Komplette Messung
von Assoziation und Dissoziation in einem Graphen. (b) Assoziations- und Dissoziationsmessungen nach
Konzentrationen getrennt.
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K271, wobei die Amplitudenerh6hung LZK bei Weitem nicht so drastisch ausfillt (vgl.
400 nM in Abb. 3.23b mit 200 nM in Abb. 3.18b).

Dass die Amplituden im Fall von LZK bei den Konzentrationen 100 nM und 200 nM iiber
die Zeit abfallen, die Dissoziationsraten jedoch schneller werden, kénnte ein Hinweis auf
fortschreitende Proteinaggregation sein. Durch die Bildung von Aggregaten steht weniger
bindungsfidhiges Protein zur Verfiigung und die relative Fluoreszenzénderung fallt kleiner
aus. Warum aber bei der 400 nM-Messung eine solide Assoziation detektiert werden kann,
konnte zwei verschiedene Griinde haben. Einerseits wére es moglich, dass durch die sehr
hohe Konzentration trotz Aggregation noch genug Protein zur DNA-Bindung zur Verfii-
gung steht. Andererseits wére es auch moglich, dass wir uns mit der Konzentration schon
in einem Bereich befinden, der fiir eine zinkfingervermittelte Dimerisierung ausreicht.

3.5.3 V503-Konstrukt

Als letztes wurden noch konzentrations-und zeitabhéngige Interaktionanalysen von V503
(FHD) mit Ziel-DNA (N52-Sequenz an NL-B48 Anker) durchgefiihrt. Zuvor wurde gezeigt,
dass die Dissoziationskonstante von V503 mit ungefdhr 360 nM recht hoch liegt, weshalb
bei Konzentrationen von 300 nM, 600 nM und 1200 nM gemessen wurde (Abb. 3.24).
Wieder lésst sich gut erkennen, dass die Signalamplitude konzentrationsabhéngig ist. Die
hochste Konzentration zeigt somit auch die hochste relative Fluoreszenz. Obwohl die Mes-
sung ein sehr schlechtes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis aufweist, 1dsst sich jedoch keine Er-
hoéhung der Signalamplituden mit der Zeit beobachten. Das schlechte Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis wird wahrscheinlich durch die sehr hohe Proteinkonzentration verursacht. In
der dichten Proteinlésung kénnte es zur Interaktion von Proteinen mit den Fluoreszenz-
farbstoffen kommen, die dann auch ohne Assoziation an die DNA-Hebel deren Fluores-
zenzintensitit beeinflussen.
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Abbildung 3.24 — In Serie gemessene konzentrations- und zeitabhéngige Interaktionsanalyse von
V503. Im FPS-Modus wurde die konzentrations- und zeitabhéngige Assoziation und Dissoziation von V503
an Ziel-DNA (NL-B48 mit N52) in finf lterationen untersucht. Normierte Fluoreszenz ist gegen die Zeit auf-
getragen. Datenkurven wurden mit der switchANALY SIS-Software individuell gefittet.
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3.6 Zusammenfassung Kapitel 3

Die DNA-Interaktion des humanen Transkriptionsfaktors FOXP2 wurde mit Hilfe der
switchSENSE®-Technologie untersucht. Fiir das Datenverstédndnis wurden zuerst wichtige
Hintergrundinformationen, wie z.B. das Prinzip der Technologie, die verschiedenen Mess-
modi und der Versuchsablauf der biochipbasierten Methode, erldutert.

Die fir die Protein-DNA-Interaktion wesentlichen Bedingungen wéhrend der Messungen
wurden optimiert und die Spezifitdt der DNA-Bindung wurde untersucht. Nach Optimie-
rung der Versuchsbedingungen wurden die verschiedenen Motive und Doménen, die zur
DNA-Bindung von FOXP2 beitragen, anhand verschiedener Proteinkurzkonstrukte cha-
rakterisiert. Fiir die Konstrukte wurden Assoziationsraten (kop) von 4 - 10> M~!s~! bis
22 - 10° M~ !s~! und Dissoziationsraten (kog) von 5 - 1073 s~! bis 144 - 1073 s~! gemessen.
Die Forkhead-Doméne von FOXP2 ist sowohl fiir die Assoziation als auch fiir sequenzspe-
zifische Erkennung der DNA notwendig. Mit einer Dissoziationskonstante von 360 nM ist
die DNA-Bindung jedoch eher schwach. Steht FOXP2 zusétzlich zur Forkhead-Doméne
der Zinkfinger zur Verfiigung, so wird eine Dissoziationskonstante von 16 nM erhalten.
Der Leucin-Zipper von FOXP2 ist fiir hochaffine Bindung an DNA undabdingbar, durch
ihn ergibt sich eine Dissoziationskonstante von 2 nM. Ist der Zinkfinger zusétzlich zum
Leucin-Zipper anwesend, bringt dies keine weitere Steigerung der Affinitét, die Dissozia-
tionskonstante ist mit 4 nM ebenfalls im einstelligen nanomolaren Bereich. Die Dissozia-
tionskonstanten der Wildtyp-Konstrukte, bei denen Domain Swapping in der Forkhead-
Doméne moglich ist, und Konstrukte mit A539P-Substitution zeigen keine Unterschiede.
Das DNA-Bindeverhalten ist zumindest bei den verwendeten Konzentrationen {iberein-
stimmend.

Von einigen Proteinkonstrukten wurden auflerdem konzentrations- und zeitabhéngige In-
teraktionsstudien durchgefiihrt. Fiir die Erkldrung beobachteter Effekte, wie der Erhéhung
der Signalamplituden tber die Zeit, wurden zwei Hypothesen (Aggregatauflosung bzw.
Protein-Protein-Interaktion in Losung) aufgestellt, die mit Hilfe von Modellen iiberpriift
wurden.



Kapitel 4

Diskussion und Ausblick

Der humane Transkriptionsfaktor FOXP2, der in der Entwicklung menschlicher Sprache
eine bedeutende Rolle spielt, ist seit seiner Entdeckung vor fast 20 Jahren ein gefragtes
Forschungsobjekt [12,15,16,20,21,27,32,49,58,185-187]. Obwohl einige Informationen zu
FOXP2 im zelluldren Kontext bekannt sind, z.B. mogliche Promotersequenzen [13,113],
nachgeschaltete Zielgene [12], Protein-Interaktionspartner [40,41], oder der direkte Ein-
fluss von Knockouts bzw. Verinderungen des FOXP2-Gens in lebenden Tiermodellen wie
Méusen und Singvogeln [15,32,188], so blieben molekulare Grundlagen der biologischen
Aktivitdt von humanem FOXP2 bisher weitestgehend im Verborgenen. Groflie Aufmerk-
samkeit auf molekularer Ebene wurde bisher hauptsachlich der DNA-bindenden Forkhead-
Doméne (FHD) von FOXP2 (und der FOXP-Familie) gewidmet, die im Verdacht steht
durch internen Doménentausch Dimere auszubilden [49,106,107]. Andere Motive und Do-
ménen, wie der Zinkfinger (ZF) und Leucin-Zipper (LZ), die humanem FOXP2 zum Binden
von DNA und zur Protein-Protein-Interaktion zur Verfiigung stehen, wurden bisher eher
vernachléssigt. Dies kann zu Teilen auch der herausfordernden Herstellung des Proteins
zugeschrieben werden.

Der Fokus dieser Arbeit lag also auf der Generierung des humanen Transkriptionsfaktors
FOXP2 (Kapitel 2) und der biophysikalischen Charakterisierung seiner DNA-bindenden
Motive und Doménen (Kapitel 3.3). Mit Hilfe der Biosensor-Technik switchSENSE® ist es
uns auflerdem gelungen Protein-Protein-Interaktion von humanem FOXP2 mit sich selbst
sichtbar zu machen (Kapitel 3.5).

In Ubereinstimmung mit [41,113] konnte gezeigt werden, dass die Forkhead-Doméne von
FOXP2 fiir die DNA-Assoziation unentbehrlich ist. Es wurde beobachtet, dass es hierbei
keinen Unterschied macht, ob die FHD komplett entfernt oder nur die Aminoséduresubsti-
tution R553H, die die Sprachkrankheit Verbale Entwicklungsdyspraxie (VED) verursacht,
eingebracht wurde. Die Funktionsfihigkeit von FOXP2 wurde durch die Punktmutation
nicht nur beeintrichtigt oder abgeschwacht, sondern komplett zerstort. Selbst bei sehr
hohen Konzentrationen von bis zu 1.2 uM Protein konnte keine Interaktion mit DNA de-
tektiert werden.

Obwohl die Forkhead-Doméne fiir die Aktivitdt von FOXP2 unabdinglich ist, geht sie
selbst nur sehr schwache Interaktionen mit der DNA ein. Die von FOXP2 erkannte

89
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Consensus-Sequenz ist degeneriert und wird mit unterschiedlicher Affinitdt von diesem
gebunden [49,113,115,116]. Christopher Nelson und seine Kollegen konnten dies in einem
Affinitatslogo zusammenfassen [113]. Uns war es moglich die Bindung von aufgereinig-
tem FOXP2 an drei dieser Consensus-Sequenzen simultan auf einem Chip zu messen und
Unterschiede in den Assoziationsgeschwindigkeiten bzw. Affinitdten zu detektieren (siehe
Kapitel 3.2.2). Fiir die drei DNA-Sequenzen wurde eine Reihenfolge fir die Assoziation
erhalten, die dem Affinitétslogo und den bisherigen Erkenntnissen entspricht [113]. Fiir die
Consensus-Sequenz TGTTTAC, die die héchste Affinitdt zur Forkhead-Doméne aufweist,
wurde eine Dissoziationskonstante im mittleren dreistelligen Nanomolarbereich erhalten.
Der gemessene Wert liegt im Bereich der in der Literatur angegebenen Werte (Tabelle 4.1).
In unseren Assoziations- und Dissoziationsmessungen konnte in Ubereinstimmung mit der
Literatur beobachtet werden, dass die Kinetik der Wildtyp-FOXP2 Forkhead-Doméne im
Vergleich zur FHD mit A539P-Substitution keine Unterschiede zeigt, obwohl die Wildtyp-
FHD dimerisieren kann [49,109]. Griinde, warum keine FHD-Dimerbildung detektiert wer-
den konnte, kénnten zu geringe Proteinkonzentrationen (mikromolarer Konzentrationsbe-
reich notwendig), zu kurze Inkubation der Proben oder zu niedrige Inkubationstemperatu-
ren (10 Stunden bei 37°C bzw. 24 Stunden bei Raumtemperatur) sein [108]. Laut [49] liegt
die FHD von FOXP2 in einem Gleichgewicht aus Monomeren und Dimeren vor, welches
sich nach SEC (Size Ezclusion Chromatography)-Auftrennung der selbigen erneut einstellt,
wobei keine Angaben zur Proteinkonzentration angegeben wurden. Die Kristallstruktur je-
doch deutet darauf hin, dass die FHD trotz Dimerbildung nur iiber eine Monomerseite an
die DNA assoziiert [49]. Es besteht somit auch die Moglichkeit, dass bei der Kinetik der
FHD nicht zwischen Monomeren und Dimeren differenziert werden konnte (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1 — Vergleich der ermittelten Dissoziationskonstanten mit in der Literatur angegebenen
Werten. Die fiir die Forkhead-Doméane von FOXP2 mit der switchSENSE-Methode ermittelten Kp-Werte flir
die Bindung an DNA im Vergleich zu in der Literatur angegebenen Kp-Werten. Die Kp-Werte, die durch ver-
schiedene Methoden ermittelt wurden, sind alle anhand von Bindung an DNA mit der Consensus-Sequenz
TGTTTAC aus [113] entstanden.

Forkhead Doméne Dissoziationskonstante Methode Literatur

FOXP2 360 + 28 nM switchSENSE Kap. 3.3.2
B g2s500M Fluoreszenzanisotropie  Morris etal, 2016
B e 67:4340M  Isotherme Titrationskalorimetrie  Morris etal, 2016
7 FoxP2 1628x62nM  lsotherme Titrationskalorimetrie  Blane etal, 2017

FOXP2 (A539P) 260 + 18 nM switchSENSE Kap. 3.3.2
"""" FOXP2(AS39F)  878:662nM  Fluoreszenzanisotropie  Morris etal, 2016
"""" FOXP2(AS39F)  102324.97nM  Isotherme Titrationskalorimetrie  Morris etal, 2016

Sowohl mittels Affinitdtsgelelektrophorese als auch in unseren biochipbasierten Binde-
studien wurde beobachtet, dass der Leucin-Zipper mafigeblich die Affinitdt von FOXP2
zur DNA beeinflusst. Starke DNA-Bindung kann nur in Konstrukten mit dem Leucin-
Zipper erreicht werden (Abb. 4.1). Dies ist in Ubereinstimmung zu Beobachtungen, die
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a b
Domanen Kb [x10° M]
FHD
FHD 360 + 28 5
ZF- X -FHD 1609 ZF - X -FHD =}
.................................... =
LZ-FHD 2+0.08 -+

............................ LZ - FHD & ZF - LZ - FHD
ZF-LZ-FHD 4+0.05 \ 4

Abbildung 4.1 — Beitrag der DNA-bindenden Motive und Doménen (a) Tabelle gibt die erhaltenen Werte
fir die mit der switchSENSE®-Methode gemessenen Dissoziationskonstanten Kp wieder. (b) Reihenfolge
der Affinitaten, der an der DNA-Bindung von FOXP2 beteiligten Motive und Doménen.

Shanru Li und Kollegen in einem in vivo Hefe-Zwei-Hybrid-System machen; auch da ist
der Leucin-Zipper fiir die transkriptionelle Aktivitat von FOXP2 notwendig [41]. Wird der
Leucin-Zipper deaktiviert, verstirkt der zusétzliche CoHo-Zinkfinger die DNA-Bindung der
Forkhead-Doméne von FOXP2 in unseren Messungen um eine Gréenordnung (Abb. 4.1).
Zinkfinger vermitteln laut Literatur generell nur sehr schwache, dafiir aber sequenzspezi-
fische DNA-Bindung [59,62,65,74-76]. Die Dissoziationskonstante eines einzelnen Zinkfin-
gers bei spezifischer Interaktion liegt im Bereich von 107% M [76]. Kooperative Effekte soll-
ten also beriicksichtigt werden, da die Forkhead-Doméne in erster Linie die DNA-Bindung
vermittelt und in Folge dessen die lokale Konzentration des Zinkfingers an der DNA stark
erhoht. Ob die Affinitdtssteigerung nach Deaktivierung des Leucin-Zippers dennoch allein
dem Zinkfinger zugeschrieben werden kann, lésst sich anhand unserer Ergebnisse nicht mit
absoluter Sicherheit sagen.

Leucin-Zipper sind Proteindoménen, die neben einer basischen DNA-Erkennungsstelle
auch ein Dimerisierungsmotiv besitzen (siehe Abb. 1.1c). In unserem Konstrukt bedeutet
die Deaktivierung des Leucin-Zippers, dass die heptatischen Leucine im Dimerisierungsin-
terface durch Alanine ausgetauscht wurden. Die basische DNA-Erkennungsstelle ist also
weiterhin intakt und koénnte fiir DNA-Kontakte verfiighbar sein. Die Literatur zeigt indes
auch, dass die stark geladene basische Region verschiedener Leucin-Zipper ungeordnet
vorliegt und erst durch die Anwesenheit von DNA veranlasst wird eine a-Helix auszubil-
den [83-90]. Wie sich der Leucin-Zipper im Fall von FOXP2 verhélt, ist nicht bekannt.
Ob also die DNA-Erkennungsstelle des Leucin-Zippers zusétzlich zum Zinkfinger einen
Beitrag zur DNA-Bindung leistet, lasst sich weder bestatigen noch ausschlieen. Es ware
notwendig ein weiteres Proteinkonstrukt, bei dem der Leucin-Zipper komplett entfernt ist,
auf DNA-Bindung zu untersuchen.

In unseren zeit- und konzentrationsabhéngigen Experimenten wird dariiber hinaus of-
fensichtlich, dass die Verdnderung des Zipper-Interfaces sinkende Assoziationsraten und
Signalamplituden zur Folge hat (siehe Kapitel 3.5.2). Vermutlich wird die gerichtete Inter-
aktion der Helices, die die Dimerisierung vermittelt, zerstort und Aggregation durch die
Coiled-Coil-Region begtinstigt [189].

Im Fall des FOXP2-Konstrukts, dass sowohl Zinkfinger als auch Leucin-Zipper umfasst,
wird allerdings inverses Verhalten detektiert. Im Gegensatz zum Konstrukt ohne ZF und
LZ, werden {iber die Zeit steigende Signalamplituden, die konzentrationsabhéngig sind, be-
obachtet. Es wird vermutet, dass die Amplitudenerhéhung durch Interaktion von FOXP2
mit sich selbst in Lésung verursacht und anschliefend durch die Anbindung an die
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DNA-Hebel sichtbar wird. Dies wiirde auch die leichte Verlangsamung der Assoziationsra-
ten erkldren. Die Zeitspanne, in der der Fluoreszenzanstieg detektiert wird, ist &hnlich zu
der, die auch in [108] fiir die Dimerbildung der Forkhead-Doméne von FOXP1 angegeben
wurde. Jedoch erscheint der Anstieg der Fluoreszenzintensitédt iiber die gemessene Zeit
zu drastisch, um eine einfache Zunahme der Dimerkonzentration widerzuspiegeln. CoHs-
Zinkfinger und Leucin-Zipper von FOXP2 sind vermutlich in der Lage Homo-Assoziationen
zu vermitteln [49,58]. Die Bildung von Homo- und Hetero-Oligomeren wurde bereits fiir
Mitglieder der FOXP-Unterfamilie demonstriert [41,58,60,91,102,190]. Fiir aufgereinigtes
FOXP3 konnte auflerdem gezeigt werden, dass es sich durch ZF und LZ zu Tetrameren
zusammenlagern kann [102]. CoHa-Zinkfinger und Leucin-Zipper der FOXP-Proteine sind
genau wie die FHD hoch konserviert [41,102] und die Vermutung, dass FOXP2 in der Lage
ist zu Proteinkomplexen hoherer Ordnung zu assemblieren, liegt somit nahe [49].

Die Dissoziationskonstanten fiir Homo- und Heterodimerisierung verschiedener Zipper-
Motive in Abwesenheit von DNA liegen bei ungefihr 108 M [88, 90, 98, 99]. Wihrend
unserer Interaktionsstudien lag FOXP2 sogar in einem héheren Konzentrationsbereich vor
und durch kooperative Aktivitat der zusitzlichen Doménen (ZF und FHD) erscheint die
Hypothese der Protein-Protein-Interaktion in Losung potentiell vorstellbar.

N-Terminus

NL-B48 > < N52
AU-..TTAGTCGGAAGCATCGAACGCTGAT ACAATTGGTAAACAAGCAGCCCGCCCAAACCAAAGCCCTGATGCCGTAACAG
YYLOVYOIILLODLYDILLODDVDOLY LOLLYYIDVLLLOLLIODLIDDDIDIDLLLODLLLODDDVYDLYIODDIVLLOLD
7 bp > 1
2.38 nm

Abbildung 4.2 — Mogliche Orientierung der Forkhead-Doméne von FOXP2 gebunden an DNA. Basie-
rend auf der Kristallstruktur, die ein FOXP2-FHD-Monomer (pink, 2a07.pdb [49]) an DNA gebunden zeigt,
soll auf die Orientierung des Proteins auf der Ziel-DNA (N52-Verlangerung von NL-B48 befestigt an Gold-
oberflache (AU)) und die mdgliche Interaktion mit dem Fluoreszenzfarbstoff Yellow1 (Y1, gelb) geschlossen
werden. Der N-Terminus des Proteins ist in blau hervorgehoben. Pfeile geben die Orientierung des Mono-
mers nach Binden der 7-mer Consensus-Sequenz in Bezug auf Y1 an.

Doch warum steigt die Fluoreszenzintensitit mit der Zeit so drastisch an?
Erkldren konnte das die relative Nahe der Consensus-Sequenz und die damit verbundene
Orientierung der Forkhead-Doméne auf der Ziel-DNA in Bezug auf den Fluoreszenzfarb-
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stoff (Abb. 4.2). Die Forkhead-Doméne in der Kristallstruktur umfasst 80 Aminosiu-
ren [49], unser Konstrukt mit Zinkfinger und Leucin-Zipper enthélt mehr als fiinfmal so
viele Aminosauren und hat dementsprechend eine groiere Reichweite. Wenn auch iiber die
dreidimensionale Struktur dieser Motive und Doménen bzw. deren DNA-Bindesequenzen
keine Informationen in der Literatur zu finden sind, so erscheint es dennoch denkbar,
dass unser Protein durch direkte Interaktion mit dem Farbstoffmolekiil dessen Fluores-
zenzintensitat beeinflusst. Groflere Proteinassemblierungen wiederum reichen noch néher
an das Farbstoffmolekiil heran und kénnten in Folge dessen zum Beispiel eine Anderung
des Brechungsindex in dessen Umgebung bewirken, sodass die Fluoreszenzintensitat weiter
beeinflusst und noch mehr verstirkt wird (Theorie FPS-Modus, siehe Kapitel 3.1.2).
Dies konnte auch erklidren, warum im Fall unseres kiirzesten Konstrukts, das nur die FHD
enthilt, keine Fluoreszenzerh6hung detektiert werden konnte, selbst wenn dieses iiber die
Zeit dimerisieren wiirde. In Ubereinstimmung mit der von [49] aufgestellten Hypothese,
dass die doménengetauschten FHD-Dimere eine grofie Rigiditdt aufweisen und eher inter-
chromosomale Assoziationen vermitteln [111], wére es vorstellbar, dass selbst das Dimer-
Protein nach DNA-Assoziation nicht nah genug an den Farbstoff heranreicht, um diesen
im Vergleich zum Monomer fiir uns sichtbar zu beeinflussen.

Klarheit, welche Information letztlich in der Erh6hung der Signalamplitude steckt, konnten
weitere konzentrations-und zeitabhingige switchSENSE®-Experimente bringen. So wére
es z.B. interessant zu sehen, ob immer noch DNA-Bindung und eine Erhohung der Fluo-
reszenzniveaus detektiert werden konnte, sobald die Glutaminsidure E399 entfernt wére,
die fiir die Funktionsfahigkeit des Leucin-Zippers zur Protein-Protein-Interaktion essen-
tiell ist [41]. Aufschlussreich konnte unter anderem auch sein, wie sich die Konstrukte
K271 (ZF-LZ-FHD) und L367 (LZ-FHD) im direkten Vergleich verhalten. Kénnte auch
fiir L367 eine vergleichbare Erhohung der Signalamplitude beobachtet werden? Die anhand
unserer Beobachtungen aufgestellte Hypothese der zeitabhéngigen Zusammenlagerung von
FOXP2-Proteinen in Losung kénnte auflerdem mit Hilfe zusétzlicher Methoden wie z.B.
SAXS (Small Angle X-ray Scattering) oder des kiirzlich verdffentlichten iISCAMS (Inter-
ferometric Scattering Mass Spectrometry) weiter untersucht werden [191-194].

Die Erforschung des hoch konservierten Transkriptionsfaktors FOXP2 bietet weiterhin vie-
le Fragestellungen, die addressiert werden kénnten. So postulierten James Stroud und seine
Kollegen, dass die Bildung der doméanengetauschten Dimere und die dadurch entstehende
Rigiditdt der DNA-Bindungsdoméne den Transkriptionsfaktor FOXP2 dazu befdhigt ent-
fernte Regionen auf einem DNA-Strang durch Schleifenbildung (DNA Looping) zusammen
zu bringen [49,110]. Die Theorie der FOXP2-vermittelten Schleifenbildung kénnte in einem
Experiment, basierend auf dem Konzept von [106], auf dem switchSENSE®-Biochip getes-
tet werden. Die DNA-Anker wiirden diesbeziiglich mit einem Oligonukleotid verldngert,
das zwei FOXP2-Bindestellen in ausreichendem Abstand beinhaltet. Diese Bindestellen
wéaren doppelstriangig, wohingegen die restliche DNA einzelstrangig, flexibel und somit
ungeordnet wire. Am oberen Ende des Oligonukleotids wére ein Black Hole Quencher
(BHQ) befestigt. Durch die Assoziation von FOXP2-Dimeren an die doppelstriangigen
Consensus-Sequenzen sollten sich DNA-Schleifen ausbilden, die das Konstrukt stabilisie-
ren und dadurch den BHQ ndher an den Fluoreszenzfarbstoff des Ankers bringen. Die
Intensitédt des Fluoreszenzfarbstoffs sollte in Folge dessen verringert oder komplett ausge-
l6scht werden.
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Weitere Fragestellungen wiirden auf die Unterschiede und Gemeinsamkeiten von FOXP2-
Orthologen verschiedener Spezies abzielen. Wie verhalten sich die orthologen Proteine z.B.
beziiglich der DNA-Bindung bzw. Protein-Protein-Interaktion? Die menschliche Abstam-
mungslinie unterscheidet sich von FOXP2-Orthologen in Menschenaffen nur in zwei Ami-
noséuresubstitutionen (T303N und N325S) [9] und anhand von MITOMI-Experimenten
konnte bereits gezeigt werden, dass FOXP2 von Mensch und Schimpanse dhnliche Consen-
sus-DNA-Motive bindet [113]. Kénnten diese Ergebnisse mit Hilfe der switchSENSE®-
Technologie reproduziert oder vielleicht sogar Unterschiede aufgezeigt werden?

Die Aminoséuresubstitutionen T303N und N325S liegen N-terminal zum Zinkfinger und
somit auBerhalb offensichtlicher DNA-Bindedoménen (siehe Abb. 1.1a). Die Vermutung,
dass sie weniger an der DNA-Bindung als vielmehr an der Interaktion mit anderen Prote-
inpartnern beteiligt sind, liegt also nahe. Einige Interaktionspartner von humanem FOXP2
sind seit ldngerem bekannt (z.B. CtBP1 und TBR1) [41,195,196] und erst kiirzlich wurden
weitere Transkriptionsfaktoren entdeckt, mit denen FOXP2 interagiert [40]. Anhand dieser
Interaktionspartner konnte mit Hilfe der switchSENSE®-Technologie untersucht werden,
ob sich die Interaktome von Mensch und Affe durch die Aminosiuresubstitutionen unter-
scheiden. Im Gegensatz zum in vivo Hefe-Zwei-Hybrid-System sollte es moglich sein im
Switching-Modus nicht nur die Interaktion zu detektieren, sondern kleinste Diskrepanzen
in den molekularen Wechselwirkungen bzw. Affinitdten zu ermitteln.



Anhang A

Erganzende Daten

A1

Protocol for expression, purification and enrichment of human
FOXP2 under native and denaturing conditions

I. Expression

10.

© P N ot W

. Prepare overnight culture either from single colony of freshly transformed bacteria

or from glycerol stock stored in the -80°C freezer

inoculate LB medium (10 g/1 tryptone, 5 g/l yeast extract, 10 g/1 NaCl, supplemen-
ted with appropriate antibiotics) 1:250 with overnight culture

shake incubate culture at 37 °C with 250 rpm and let grow till OD 0.4
let grow till OD ~ 0.4

when at OD 0.4, relocate the culture to a shaker set to 16 °C

let the culture gently adjust to the temperature

alternatively cool down the culture by incubation on ice

let culture grow till OD 0.7

when at OD 0.7, add ZnSOy4 to a final of 100 uM

also add Ethanol (p.a. grade) to a final of 4%

Take 1 ml sample of the pre-induced E.coli suspension culture for SDS PAGE analysis
(PI). Determine the OD and pellet the cells down. Freeze the cell pellet until cells are
needed for SDS PAGE analysis.

11.

12.

induce protein expression with 1 mM isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)

let expression run for approximately 16 hours

95
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When expression is finished take 1 ml sample of the E.coli suspension culture for SDS
PAGE analysis (E). Determine the OD and prepare for SDS PAGE analysis.

13. harvest the cells by centrifugation at 4000 rcf and 4 °C for 20 minutes
14. decant the clear LB medium
15. snap freeze the cell pellets in liquid nitrogen (store them at -80 °C)

After harvesting the cells it is possible to either extract and purify protein under native
conditions (continuous steps) or denaturing conditions (see below).

Extraction and Ni-NTA purification under native conditions
Il. Cell lysis

16. thaw pellet on ice for 30 minutes

17. add native lysis buffer (supplemented with protease inhibitor (1:100) and 5 mM
TCEP)
= 10 ml for 100 ml cell pellet

18. add lysozyme to 1 mg/ml final
19. incubate on ice for 30-60 minutes

20. transfer sample to fresh 15 ml cell culture tube in order to perform sonication
= max. volume 10 ml

Important: Sonication steps always have to be performed on ice !!!

21. sonication using a Bandelin Sonoplus equipped with an MS 2.5 microtip operated
at 3 W

22. burst 6 x for 10 seconds (between sonication steps cool culture and tip for 20 sec)
Take 10 ul of lysate for SDS PAGE analysis (Lys)

23. add benzonase (3 units/ml of original cell culture) and incubate on ice (or at RT)
until suspension is less viscous
= check for viscosity from time to time

24. centrifugation for 60 minutes at 16.000 rcf at 4°C
Meanwhile prepare Ni-NTA beads by washing 8 x with ddHs O
25. transfer supernatant to fresh falcon tube
Take 10 ul sample of supernatant for SDS PAGE analysis (SN)

26. add 400 mM NaCl to a final concentration of 500 mM after centrifugation, but before
applying protein solution to the Ni-NTA beads
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lll. Binding target protein to Ni-NTA beads

27. add supernatant to washed Ni-NTA beads
28. incubate on rotation wheel for 1 hour at room temperature
29. transfer bead-protein-mixture to gravity flow column
30. collect flow-through
Take 10 ul sample of flow-through for SDS PAGE analysis (FT)

IV. Washing steps (native conditions)

Washing steps should be performed with large volumes of buffer in order to remove most
of impurities.

Take 10 ul sample of each washing step for SDS PAGE analysis (W1-W5)
31. wash with of binding buffer (W1)
32. wash with high salt buffer (W2)
33. wash with urea buffer (W3)
34. wash with low salt buffer supplemented with 5 mM Mg-ATP (W4)
35. wash with low salt buffer (without Mg-ATP) (W5)

V. Elution

Volume for elution of protein is adjusted so that most of it elutres in elution step 2.
36. elute with 0.8 BV of elution buffer (E1)
37. add 1.6 BV of elution buffer (E2)
38. add 1 BV of elution buffer (E3)
39. add 0.8 BV of elution buffer (E4)
Analyze the Ni-NTA purification by SDS-PAGE.

Extraction and Ni-NTA purification under denaturing conditions

Il. Cell lysis

16. thaw pellets on ice

17. resuspend pellets in denaturing lysis buffer (supplemented with 5 mM TCEP)
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18. incubate on rotation wheel until suspension gets clear for (approx. 30 minutes)

lll. Binding target protein to Ni-NTA beads

19. add supernatant to washed Ni-NTA beads
20. incubate on rotation wheel for 1 hour at room temperature
21. transfer bead-protein-mixture to gravity flow column
22. collect flow-through
Take 10 ul sample of flow-through for SDS PAGE analysis (FT)

IV. Washing steps (denaturing conditions)

Washing steps should be performed with large volumnes of buffer in order to remove most
of impurities.
Take 10 ul sample of each washing step for SDS PAGE analysis (W1-W4)

20. wash with 6 M urea buffer (W1)

21. wash with renaturing buffer supplemented with 0.5 mM TCEP (W2)
22. wash with renaturing buffer supplemented with 0.5 mM TCEP (W3)
23. wash with renaturing buffer supplemented with 0.5 mM TCEP (W4)

24. incubate protein bound to Ni-NTA beads in renaturing buffer overnight at room
temperature on rotation wheel

V. Elution

Volume for elution of protein is adjusted so that most of it elutres in elution step 2.
25. elute with 0.8 BV of elution buffer (E1)
26. add 1.6 BV of elution buffer (E2)
27. add 1 BV of elution buffer (E3)
28. add 0.8 BV of elution buffer (E4)
Analyze the Ni-NTA purification by SDS-PAGE.
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Strep-Tactin® purification

Pool the elution fractions from the Ni-NTA purification that contain the desired protein.
Take 10ul sample of the pooled fraction for SDS-PAGE analysis (NN)

VI. Strep-tag purification
Take 10ul sample of flow-through (FT) and washing steps (W1-W5) for SDS PAGE ana-
lysis
1. apply pooled Ni-NTA fractions to the Strep-Tactin column
wash five times with 1 BV of Strep-tag washing buffer
elute with 0.7 BV of Strep-tag elution buffer (E1)
add 1.6 BV of Strep-tag elution buffer (E2)
add 0.7 BV of Strep-tag elution buffer (E3)

AT

Analyze the Strep-Tactin® purification by SDS-PAGE.
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A.2 DNA-biochipbasierte Interaktionsstudien
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Abbildung A.1 — Serielle Konzentrationsmessungen mit reguléarer und inverser Messreihenfolge. Die
Experimente wurden im FPS-Modus durchgefihrt. Die Assoziations-und Dissoziationskurven sind graphisch
dargestellt. Die Daten wurden mit der SwitchANALYSIS Software ausgewertet und die Graphen erstellt. (a)
Das Protein K271 wurde mit aufsteigenden Konzentrationen von 5 nM, ab 10 nM in 10 nM-Schritten bis
200 nM vermessen, graue Datenreihe 200 nM K271 und Kontroll-DNA. Zwischen den Messungen wurde
der Chip regeneriert und neu funktionalisiert. (b) Messung wurde in inverser Reihenfolge (200 nM nach
5 nM) wiederholt.
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Abbildung A.2 — Ergebnisse des Lichtstreuungsexperiments (DLS) des K271-Konstruktes Graphische
Darstellung der (a) Verteilung der gemittelten Partikelgré3e tiber die gemessene Zeit und (b) die Verteilung
der Anteile an PartikelgréBe wahrend der drei Messzeitrdume. Die Messungen sind in einem Gesamtzeit-
raum von Uber acht Stunden aufgenommen worden. Messung 1 (blaue Kurve) direkt nach Start fir ungefahr
vier Minuten, Messung 2 (rote Kurve) fiir 280 min (4.45 h) und Messung 3 (griine Kurve) fiir 220 min (3.6 h).
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Modell: Aggregatauflésung

Monomer A

g O m ok @ 4
K0 S

1. Monomerkonzentration als Funktion der Zeit:

Alt)= (AT - A,)1-exp(=kt)]+ A,

2. Modellierung des switchSENSE-Experiments:

. ti = Zeit seit Beginn des Experiments bis zur i-ten Messung
kon(ti) = kon : A(t|)

Annahme: A(t) ist wahrend des Bindungsexperiments konstant

Differentialgleichungen fiir gebundenen (A) und ungebundenen (U) Zustand

dp, ' dp, '
d_tA = konpu - kcﬁpA und d_tu = _konpU + koﬁpA

Zeitabhangige Besetzungswahrscheinlichkeiten in diesem System ergeben sich zu:

* k n ' *
P, (1) = ” :k' |:1—exp(—(kon +k ot )] t* = Zeit wahrend der Messung

off on

p,(t)=1-p,(t" ra = relativer Intensitatsfaktor fir Monomere

In diesem Modell ergibt sich die Intensitat durch:
I(t) =1-p, () +P, (1),

Abbildung A.3 — Aggregatauflésung. Modellierung der Intensitat im switchSENSE-Experiment unter der
Annahme, dass sich die Proteine anfénglich in Aggregaten befinden, welche sich mit langsamer Kinetik Gber
die Zeit auflésen. Die Zunahme in der Signalamplitude ist durch den Anstieg der Monomerkonzentration
bedingt. Das Modell wurde von Christian Wachauf aufgestellt.
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Modell: Dimerisierung

Monomer A Dimer B
'Kl

1. Monomer-und Dimerkonzentration als Funktion der Zeit:

K+a)exp(-2k_ . at)z+o—-K
A(t) = ( )XP(2K g A1) und B(t)=
2-2exp(-2k_ . ot)z

on,dim

AT-A()
2

Die Dimerisierung eines Proteins kann beschrieben werden mit:

dA——2k A’+2k . B und d—B—k 2

dt - on,dim off,dim dt ~ “ondim _koff.dim

Setzt man Z—? gleich 0, ergibt sich:

k. k. .
A2 — _ offdim (A —A ) mit K= off dim
eq 2kon,dim ! * 2k

ondim

;
% lasst sich umschreiben zu: dA_ ok A?i2k A -A

dt - on,dim off.dim 2

2A +K-a
mit o=v4K-AT+K? und z=—L——

2A, +K+a
lassen sich die zeitabh&ngigen Konzentrationen fir A und B berechnen.

FORTSETZUNG NACHSTE SEITE!
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2. Modellierung des switchSENSE-Experiments:

B

;:{,g’%/ N , 'ﬁ Annahme: B> fa
P’
A

Differentialgleichungen fur Monomer-gebundenen (A), Dimer-gebundenen (B) und ungebundenen (U) Zustand

dp, K

dp, '
dt on,ApU - . = k

dp
off pA dt on,B pU - .

oft8PB ? = kofpr + kofpr - (kon,A + kon,B )pu

k

k

Jeder DNA-Strang muss in einem dieser Zustande sein: p, +p,+pg =1

Kona = KonaAt) und ko =k B(t) ti = Zeit seit Beginn des Experiments bis zur i-ten Messung

Zeitabhangige Entwicklung der Besetzungswahrscheinlichkeiten

X
% __ _OnA _ _ *
PA(t)= K, [1 exp(-kt )] p;j = Wahrscheinlichkeit, dass ein Anker ein Monomer (j=A),

. Dimer (j=B) oder kein Protein (j=U) gebunden hat

* kon,B * [ '
Py (t) =22 1-exp(-k 1] mit k, =k, , +k, ., +K

t LA onB off

k k, —k
p,(t)= k—”+—t ” of exp(—k,t*)

t t

In diesem Modell ergibt sich die Intensitéat durch:

I(t) =1-p, (1) +p,(t) 1, +pg(t) 1y ri = relativer Intensitatsfaktor fir gebundene Monomere (j=A)
und Dimere (j=B)

Abbildung A.4 — Dimerisierung. Modellierung der Intensitat im switchSENSE-Experiment unter der An-
nahme, dass die Proteine dimerisieren. Die Zunahme in der Signalamplitude kann innerhalb dieses Modells
durch den Anstieg der Dimerkonzentration, bei gleichzeitig héherem relativen Intensitétsfaktor (rg>ra) fiir
gebundene Dimere erkléart werden. Das Modell wurde von Christian Wachauf aufgestellt.






Anhang B

Material und Methoden

B.1 Puffer und Stocklésungen

Fiir das in Anhang A.1 aufgefiihrte Protokoll zur Expression, Extraktion und Aufreinigung
von FOXP2-Proteinkonstrukten unter nativen bzw. denaturierenden Bedingungen sind
die verwendeten Puffer und Losungen in Tabellen zusammengefasst. Chemikalien und
Reagenzien wurden von AppliChem, Carl Roth, Merck Millipore, Sigma-Aldrich und VWR

bezogen.

Proteaseinhibitor
Fiir eine 100-fache Stocklosung wurden folgende Substanzen in 50 ml 100%igem Ethanol
gelOst:

e Pepstatin A (6.85 mg)

e Leupeptin (1.42 mg)

e PMSF (0.85 mg)

e Benzamidin HCI (1.65 g)
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Puffer fur Herstellung der FOXP2-Proteinkonstrukte

Tabelle B.1 — Puffer zur Proteinherstellung unter nativen Bedingungen

Name

Beschreibung

Lysepuffer (Ni-NTA)

Bindepuffer (Ni-NTA)

Ureapuffer (Ni-NTA)

Niedrigsalzpuffer (Ni-NTA)

Elutionspuffer (Ni-NTA)

25 mM HEPES pH 8.0 (angepasst mit KOH)
100 mM NaCl

10% Glycerol

0.1% Triton X-100

1 mM MgCl,

20 uM ZnSO4

10 mM Imidazol

5 mM TCEP (frisch zugegeben)

25 mM HEPES pH 8.0 (eingestellt mit KOH)
500 mM NaCl

10% Glycerol

1 mM MgCl,

20 uM ZnSO4

10 mM Imidazol

0.5 mM TCEP (frisch zugegeben)

25 mM HEPES pH 8.0 (eingestellt mit KOH)
1 M NaCl

10% Glycerol

0.5 mM TCEP (frisch zugegeben)

25 mM HEPES pH 8.0 (eingestellt mit KOH)
100 mM NaCl

500 mM Urea

10% Glycerol

20 mM Imidazol

0.5 mM TCEP (frisch zugegeben)

25 mM HEPES pH 8.0 (eingestellt mit KOH)
100 mM NaCl

10% Glycerol

30 mM Imidazol

0.5 mM TCEP (frisch zugegeben)

25 mM HEPES pH 8.0 (eingestellt mit KOH)
300 mM NaCl

1 mM MgCl,

10% Glycerol

500 mM Imidazol

0.5 mM TCEP (frisch zugegeben)

Waschpuffer (Strep-tag)

Elutionspuffer (Strep-tag) und

Aufbewahrungspuffer

25 mM HEPES pH 7.6 (eingestellt mit KOH)
150 mM NaCl

1 mM MgCl,

10% Glycerol

0.5 mM TCEP (frisch zugegeben)

25 mM HEPES pH 7.6 (eingestellt mit KOH)
150 mM NaCl

1 mM MgCl,

10% Glycerol

10 mM d-Desthiobiotin

0.5 mM TCEP (frisch zugegeben)
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Tabelle B.2 — Puffer fiir denaturierende Ni-NTA-Aufreinigung

Name Beschreibung
Lysepuffer (Ni-NTA) 25 mM HEPES pH 8.0 (angepasst mit KOH)
denaturierend

8 M Urea

150 mM NaCl

10 mM Imidazol

5 mM TCEP (frisch zugegeben)

Bindepuffer (Ni-NTA)
denaturierend

25 mM HEPES pH 8.0 (angepasst mit KOH)
8 M Urea

500 mM NaCl

10 mM Imidazol

5 mM TCEP (frisch zugegeben)

Renaturierungspuffer (Ni-NTA)
- GRADIENT

25 mM HEPES pH 8.0 (eingestellt mit KOH)
6 M -2M Urea

150 mM NaCl

100 mM KCl

1 mM MgCl»

20 uM ZnSO4

20 mM Imidazol

10% Glycerol

0.5 mM TCEP (frisch zugegeben)

Renaturierungspuffer (Ni-NTA)
- DIREKT

25 mM HEPES pH 8.0 (eingestellt mit KOH)
150 mM NaCl

100 mM KCl

1 mM MgCl,

20 uM ZnSOq4

20 mM Imidazol

10% Glycerol

0.5 mM TCERP (frisch zugegeben)

Elutionspuffer (Ni-NTA)

25 mM HEPES pH 8.0 (eingestellt mit KOH)
150 mM NaCl

100 mM KCl

1 mM MgCl,

500 mM Imidazol

10% Glycerol

0.5 mM TCEP (frisch zugegeben)
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Tabelle B.3 — Puffer fiir Westernblot-Analyse

Name Beschreibung

Transferpuffer 24 mM Tris
192 mM Glycin
0.02% SDS
20% Methanol

1x TBS 20 mM Tris pH 7.4 (angepasst mit 10 N HCI)
150 mM NaCl

1x TBS-T 20 mM Tris pH 7.4 (angepasst mit 10 N HCI)
150 mM NaCl
0.05% Tween-20

Puffer fir Interaktionsstudien von Protein mit DNA

Tabelle B.4 — Puffer fiir Affinitdtsgelelektrophorese (EMSA)

Name Beschreibung

1x TA 40 mM Tris pH 8.0

(Elektrophoresepuffer) 20 mM Eisessig

1x TN50 5 mM Tris pH 8.0

(Probenpuffer) 50 mM NaCl

6x Gelprobenpuffer 5 mM Tris-HCI pH 8.5
15% Ficoll® 400

0.15% Bromphenolblau
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Tabelle B.5 — Puffer fiir switchSENSE ®-Interaktionsanalyse

Name Beschreibung

H140 (minimal) 10 mM HEPES pH 7.4
140 mM NaCl
1 mM MgCl,
10% Glycerol

0.05% Tween-20
0.5 mM TCERP (frisch zugegeben)

H40 (minimal) 10 mM HEPES pH 7 4
140 mM NaCl
1 mM MgCl,
10% Glycerol
0.05% Tween-20
0.5 mM TCERP (frisch zugegeben)

FOXP2-Puffer 10 mM HEPES pH 7.4
140 mM NaCl
1 mM MgCl,
0.5 uM ZnSOq4
10% Glycerol
0.05% Tween-20
0.5 mM TCERP (frisch zugegeben)

B.2 Methoden

Klonierung

Die kodierenden Nukleotidsequenzen von FOXP2 (siehe Abb. C.1) und GFP (siehe Abb.
C.1) wurden, getrennt durch einen flexiblen Linker, von Eurofins (Ebersberg,
Deutschland) als gesamtes Gen (KH GO0001) synthetisiert und anschliefend vom Syn-
thesevektor pBS II SK(+) in den pET28b-Vektor (Novagen) subklontiert. Plasmide fiir
die Proteinexpression wurde mit Hilfe der Klonierungsmethode Circular Polymerase Ezx-
tension Cloning (CPEC) hergestellt [197]. Die verwendeten Primer sind in Tabelle C.1
angegeben. Polymerase Chain Reaction (PCR) wurde mit Phusion® High-Fidelity DNA-
Polymerase (NEB) entsprechend der Anleitung durchgefiihrt.

Im ersten Schritt der CPEC-Klonierung wurde der pET28b-Vektor linearisiert und die
kodierende FOXP2-Sequenz mit Uberhingen, die fiir den Strep-tag® II kodieren und
komplementédr zum linearisierten pET28b-Zielvektor sind, versehen. Linearisierte PCR-
Produkte wurden anschlieflend in einem praprartiven Agarosegel aufgereinigt (QIAquick
Gel Extraction Kits, QTAGEN). Im zweiten Schritt der CPEC-Klonierung wurden linea-
risierter pET28b-Vektor und Insert-DNA in einem molekularen Verhéltnis von 1:1 mittels
Fusions-PCR, zusammengefiigt.

Ortsspezifische Mutationen wurden mit Hilfe des QuikChange Lightning Site-Directed
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Mutagenesis Kits (Agilent) eingefiigt. Informationen zu Primern fiir Mutagenese sind in
Tabelle C.3 angegeben.

Proteinherstellung und Aufreinigung

Die Generierung und Aufreinigung der FOXP2-Konstrukte ist ausfiihrlich in Kapitel 2
beschrieben. Das etablierte Protokoll in englischer Sprache und Pufferrezepte sind in An-
hang A (Ergénzende Daten) Abschnitt A.1 bzw. in Abschnitt B.1 zu finden.

SDS-PAGE

Die SDS-PAGE-Analysen der Expression und Proteinaufreinigungen wurden mit vorge-
fertigten 12% bzw. 4 - 20% Polyacrylamidgelen (Mini-PROTEAN TGX, Bio-Rad) durch-
gefiihrt. Die Proben wurden 1:1 mit 2x Laemmli-Puffer (Sigma-Aldrich) gemischt und
vor dem Beladen 6 Minuten lang auf 95°C erhitzt. Die Gele wurden im 1x SDS-Puffer
(verdiinnt von 10x SDS-Puffer Rotiphorese, Carl Roth, Deutschland) bei 300 V fiir 18 bis
22 Minuten betrieben. SDS-PAGE-Gele wurden mit Roti®-Blue quick Losung eingefarbt.
SDS-Gele wurden anschlieBend mit Hilfe eines Laserscanners (Typhoon™ FLA 9500, GE
Healthcare) bei einer Auflésung von 25 ym oder 50 um im Cy5-Kanal gescannt.

Westernblot

Das SDS-PAGE-Gel wurde fiir 10 bis 15 Minuten in Transferpuffer eingeweicht (siche Ta-
belle B.3). Die PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran (Immobilone-FL Transfer Mem-
bran, Merck Millipore) wurde zuerst fiir 15 Sekunden in 100%igem Methanol und danach
fiir 5 Minuten in Transferpuffer eingeweicht. Absorptionsfilterpapier (Extra Thick Blot
Filter Paper, Bio-Rad) wurde kurz in Transferpuffer eingeweicht. Anschlieend wurden
fiir den Transfer alle Komponenten im Elektroblotter (PerfectBlue™ ’Semi-Dry’-Blotter,
Sedec™ von Peqlab) zusammenfiigt (von unten nach oben: Filter, PVDF-Membran, SDS-
PAGE, Filter). Die Apparatur wurde fiir ein Bio-Rad Minigel bei 50 mA fiir 60 Minuten
bei Raumtemperatur betrieben.

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran kurz mit ddHO gespiilt um Gelreste zu
entfernen. Anschlielend wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C unter sanftem Schiit-
teln in Blockierlgsung (5% BSA in 1x TBS-T) inkubiert. Am néchsten Morgen wurde
die Membran dreimal fiir 10 Minuten mit 1x TBS-T gewaschen (siehe Tabelle B.3). In-
kubation mit Priméarantikorper o-Human FOXP2 erfolgte entweder fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Entfernung unspezifisch gebun-
dener Priméarantikérper wurde die Membran dreimal fiir 10 Minuten in 1x TBS-T gewa-
schen. Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Sekundéirantikérper erfolgte fiir 60 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln. Hersteller sowie Verdiinnungen der Antikérper kénnen
Tabelle B.6 entnommen werden. Danach wurde die Membran zweimal fiir je 10 Minuten
mit 1x TBS-T und einmal fiir 10 Minuten mit TBS gewaschen (siehe Tabelle B.3). Der
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Westernblot wurde mittels Laserscanner (Typhoon™ FLA 9500, GE Healthcare) bei einer
Auflésung von 10 pm im Cyb-Kanal gescannt.

Tabelle B.6 — Antikorper zur Detektion von FOXP2-Konstrukten

Antikorper Verdiinnung Anmerkung Hersteller
a-Human FOXP2 1:1000 AHP20202 hergestellt in Ziege Bio-Rad AbD Serotec®
a-Goat IgG (H+L) 1:10000 Fluoreszenzlabel CF™ 633, hergestellt in Kaninchen Sigma-Aldrich

(Sekundarantikérper)

Elektrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Fir die Interaktionsanalyse mittels EMSA wurden die Reaktionen jeweils in einem fina-
len Probenvolumen von 10 ul vorbereitet. Dafiir wurden je 2 yl DNA mit der fiinffachen
Konzentration hinsichtlich der finalen Konzentration und entsprechende Volumina der Pro-
teinlosung (je nach Konzentration der Stocklosung) auf 10 pl aufgefiillt. Differenzen zum
finalen Probenvolumen wurden mit 1x TN50-Probenpuffer angepasst. Die Proben wurden
anschlieBend bei Raumtemperatur 30-60 Minuten inkubiert und kurz vor Beladung des
Gels mit 2 pl sechsfachem Gelprobenpuffer gemischt (siehe Tabelle B.4).

Die Analyse der DNA-Bindung von FOXP2-Konstrukten erfolgte in 5% (w/v)-igen Aga-
rosegelen (UltraPure-Agarose, Invitrogen), die mit 1x TA-Elektrophoresepuffer hergestellt
wurden (siehe Tabelle B.4). Das Agarosegel wurde ohne Proben fiir 30 Minuten bei 100V
in der eiswassergekiihlten Gelkammer, die mit Elektrophoresepuffer gefiillt war, vorequi-
libriert. Danach wurden die Proben fir 45 Minuten bei 150 V in der Gelkammer, die mit
frischem Eis gekiihlt wurde, aufgetrennt. Alle Gele wurden direkt im Anschlufl mit ei-
nem Laserscanner (Typhoon™ FLA 9500, GE Healthcare) bei einer Auflésung von 25 um
oder 50 pm im Cy3- bzw. Cy5-Kanal gescannt. Uberlagerung von Gelbildern, die in zwei
verschiedenen Kanélen gescannt wurden, wurde mit Hilfe von ImageJ vorgenommen. Aus-
wertung der Bandenprofile fiir die Wasserfall-Diagramme wurde mit IGOR Pro (Version
6.37, WaveMetrics, Oregon, USA) durchgefiihrt.

switchSENSE®-Interaktionsanalyse

Die DNA-biochipbasierten Interaktionsanalysen von FOXP2 wurden von Hanna Miiller-
Landau von der Dynamic Biosensors GmbH (Martinsried, Deutschland) durchgefiihrt.

Die Interaktionsanalysen wurden hauptsichlich am switchSENSE®-Instrument DRX auf
einem Multifunktions-Biochip (Multi- Purpose-Biochip, MPC) MPC-48-1-Y1 durchgefiihrt.
Interaktionsstudien, bei denen mehrere DNA-Sequenzen synchron auf dem DualColor-
Chip (MPC-48-2-G1/R1) gemessen wurden, wurden mit Hilfe des switchSENSE®-Instru-
ments DRX? detektiert. In allen Féllen handelte es sich um Standard-Biochips mit einer
Dichte von 105 DNA-Molekiile pro Elektrode. Wihrend der Experimente wurden der Au-
tosampler auf 20°C und der Biochip auf 25°C temperiert. Proteinkonzentrationen wurden
spektrophotometrisch bestimmt und Proteinlésungen wurden anschlieffend in den Auto-
sampler geladen. Bei allen Interaktionsanalysen wurde die jeweilige Proteinlosung fiir die
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Assoziationsreaktion mit einer Flussrate von 50 pl/min durch den Durchflusskanal ge-
pumpt. Die Flussrate des Probenpuffers fiir die Dissoziationsreaktionen betrug 200 ul/min.
Initiale Experimente, in denen die DNA-Bindung von FOXP2 hinsichtlich der Salzkonzen-
tration getestet wurde, wurden im Switching-Modus mit minimalen Puffern H40 bzw.
H140 durchgefiihrt (siche Tabelle B.5). Dabei wurden die DNA-Hebel mit einer Frequenz
von 10 kHz auf der Goldoberflache auf- und abbewegt. Die weiteren Experimente wurden
dann in spezifischem FOXP2-Puffer im FPS-Modus durchgefiihrt (siehe Tabelle B.5).
Vor der ersten Verwendung und nach jeder Assoziations- und Dissoziationsreaktion wur-
de der Biochip mit einer 100 mM NaOH-Losung (pH 13) von DNA und Proteinresten
befreit. Nach jedem Regenerierungsprozess wurde komplementire Anker-DNA (cNL-A48
bzw. ¢cNL-B48) mit funktionaler Verlangerung (Ziel- bzw. Kontroll-DNA) hybridisiert (Se-
quenzen siehe Tabelle C.5).

Konzentrationsabhéangige Interaktionsanalyse Fiir die in Serie gemessene konzentrations-
abhingige Interaktionsanalyse wurde ein Aliquot der Proteinstocklosung aufgetaut und
auf 1 uM verdiinnt. Nach spektrophotometrischer Konzentrationsbestimmung wurde eine
Verdiinnungsreihe (5 nM bis 200 nM) hergestellt und die Proben wurden in den Auto-
sampler geladen. Nach Messung jeder Assoziations- und Dissoziationsreaktion wurde ein
Regenerierungs- und Hybridisierungsschritt durchgefiihrt, sodass zwischen den einzelnen
Interaktionsanalysen 26 Minuten lagen und die Messreihe fast neun Stunden dauerte. Die
inverse Messreihe wurde in gleicher Weise an einem anderen Tag durchgefiihrt.

Konzentrations- und zeitabhéngige Interaktionsanalyse Fiir die in Serie gemessene Inter-
aktionsanalyse wurde wie schon zuvor beschrieben, die Proteinstocklosung auf 50 nM,
100 nM und 200 nM verdiinnt und in den Autosampler geladen. Die Menge der Prote-
inlésungen musste ausreichend fiir die Anzahl der Iterationen sein. Die Konzentrationen
wurden alternierend gemessen, wobei mit der niedrigsten Konzentration begonnen wurde.
Zwischen den Assoziations- und Dissoziationsreaktionen wurde ein Regenerierungs- und
Hybridisierungsschritt durchgefiihrt, sodass zwischen den einzelnen Interaktionsanalysen
20 Minuten lagen und zwischen zwei Interaktionsanalysen einer Konzentration 60 Minu-
ten. Fiir die Triplikatmessung wurde das Experiment in gleicher Weise an anderen Tagen
wiederholt.

Daten wurden mit Hilfe des von der Dynamic Biosensors GmbH bereitgestellten Software-
Pakets switch ANALYSIS (https://www.dynamic-biosensors.com/software/) ausgewertet.


https://www.dynamic-biosensors.com/software/
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Anhang C

Sequenzen

C.1 DNA-Sequenzen

Gensequenzen

>ENA|AF337817|AF337817.1 Homo sapiens putative forkhead/
winged-helix transcription factor (FOXP2) mRNA, complete cds.
AGTGAGCTAGCTTCTGAGTTTTCCCTTCTTTTTATACTGTTTTCTGTGCTGGCTTTTTTG
AATCTTCCTAATTTTTCATCTCTTTAACAAACTCCTATGAAGTTGAAACCGGGAAGTTTG
CTCTAACATTTCCAGAGAAGGTATTAAGTCATGATGCAGGAATCTGCGACAGAGACAATA
AGCAACAGTTCAATGAATCAAAATGGAATGAGCACTCTAAGCAGCCAATTAGATGCTGGC
AGCAGAGATGGAAGATCAAGTGGTGACACCAGCTCTGAAGTAAGCACAGTAGAACTGCTG
CATCTGCAACAACAGCAGGCTCTCCAGGCAGCAAGACAACTTCTTTTACAGCAGCAAACA
AGTGGATTGAAATCTCCTAAGAGCAGTGATAAACAGAGACCACTGCAGGTGCCTGTGTCA
GTGGCCATGATGACTCCCCAGGTGATCACCCCTCAGCAAATGCAGCAGATCCTTCAGCAA
CAAGTCCTGTCTCCTCAGCAGCTACAAGCCCTTCTCCAACAACAGCAGGCTGTCATGCTG
CAGCAGCAACAACTACAAGAGTTTTACAAGAAACAGCAAGAGCAGTTACATCTTCAGCTT
TTGCAGCAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAACAACAGCAGCAACAACAGCAGCAGCAA
CAACAACAACAACAGCAGCAACAACAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCAA
CAGCATCCTGGAAAGCAAGCGAAAGAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCAATTG
GCAGCCCAGCAGCTTGTCTTCCAGCAGCAGCTTCTCCAGATGCAACAACTCCAGCAGCAG
CAGCATCTGCTCAGCCTTCAGCGTCAGGGACTCATCTCCATTCCACCTGGCCAGGCAGCA
CTTCCTGTCCAATCGCTGCCTCAAGCTGGCTTAAGTCCTGCTGAGATTCAGCAGTTATGG
AAAGAAGTGACTGGAGTTCACAGTATGGAAGACAATGGCATTAAACATGGAGGGCTAGAC
CTCACTACTAACAATTCCTCCTCGACTACCTCCTCCAACACTTCCAAAGCATCACCACCA
ATAACTCATCATTCCATAGTGAATGGACAGTCTTCAGTTCTAAGTGCAAGACGAGACAGC
TCGTCACATGAGGAGACTGGGGCCTCTCACACTCTCTATGGCCATGGAGTTTGCAAATGG
CCAGGCTGTGAAAGCATTTGTGAAGATTTTGGACAGTTTTTAAAGCACCTTAACAATGAA
CACGCATTGGATGACCGAAGCACTGCTCAGTGTCGAGTGCAAATGCAGGTGGTGCAACAG
TTAGAAATACAGCTTTCTAAAGAACGCGAACGTCTTCAAGCAATGATGACCCACTTGCAC
ATGCGACCCTCAGAGCCCAAACCATCTCCCAAACCTCTAAATCTGGTGTCTAGTGTCACC
ATGTCGAAGAATATGTTGGAGACATCCCCACAGAGCTTACCTCAAACCCCTACCACACCA
ACGGCCCCAGTCACCCCGATTACCCAGGGACCCTCAGTAATCACCCCAGCCAGTGTGCCC
AATGTGGGAGCCATACGAAGGCGACATTCAGACAAATACAACATTCCCATGTCATCAGAA
ATTGCCCCAAACTATGAATTTTATAAAAATGCAGATGTCAGACCTCCATTTACTTATGCA
ACTCTCATAAGGCAGGCTATCATGGAGTCATCTGACAGGCAGTTAACACTTAATGAAATT
TACAGCTGGTTTACACGGACATTTGCTTACTTCAGGCGTAATGCAGCAACTTGGAAGAAT
GCAGTACGTCATAATCTTAGCCTGCACAAGTGTTTTGTTCGAGTAGAAAATGTTAAAGGA
GCAGTATGGACTGTGGATGAAGTAGAATACCAGAAGCGAAGGTCACAAAAGATAACAGGA
AGTCCAACCTTAGTAAAAAATATACCTACCAGTTTAGGCTATGGAGCAGCTCTTAATGCC
AGTTTGCAGGCTGCCTTGGCAGAGAGCAGTTTACCTTTGCTAAGTAATCCTGGACTGATA
AATAATGCATCCAGTGGCCTACTGCAGGCCGTCCACGAAGACCTCAATGGTTCTCTGGAT
CACATTGACAGCAATGGAAACAGTAGTCCGGGCTGCTCACCTCAGCCGCACATACATTCA
ATCCACGTCAAGGAAGAGCCAGTGATTGCAGAGGATGAAGACTGCCCAATGTCCTTAGTG
ACAACAGCTAATCACAGTCCAGAATTAGAAGACGACAGAGAGATTGAAGAAGAGCCTTTA
TCTGAAGATCTGGAATGAGAACTGACTTGTGAAACCTCAGCGTGAAGGGACATATCACTG
ACCTTCATAACCACTCCACAACCATGAATATTTGACAAATTTTTACTGTGACTATTTATT
AAGCATGGATAAAGGAGACAGCCCTAAAGGAACTTACTAAGCCAGCCCTTTGGGATTCAG
TACCAACAGGCA

Abbildung C.1 — Kodierende DNA-Sequenz von humanem FOXP2. Informationen zur Gensequenz des
humanen Transkriptionsfaktors FOXP2 (Isoform 1) wurden dem European Nucleotide Archive, kurz ENA,
entnommen (http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/AF337817).


http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/AF337817
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> green fluorescent protein (GFP)/cycle-3 mutant
ATGGGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGT
GATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGA
AAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCGTGGCCAACACTT
GTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGG
CATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTC
AAAGATGACGGGAACTACAAGACGCGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTT
AATCGTATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAA
CTCGAGTACAACTATAACTCACACAATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGA
ATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGCCACAACATTGAAGATGGATCCGTTCAACTAGCAGAC
CATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTAC
CTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAATGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTT
CTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAGGGT

Abbildung C.2 — Kodierende DNA-Sequenz von Cycle 3 GFP. Nukleotidsequenz der GFP-Mutante (Cycle
3) fur verbesserte Faltung in Zellen [198,199].

Oligonukleotide zur Klonierung, Mutagenese und Sequenzierung

Tabelle C.1 — Primer zur Klonierung der FOXP2-Konstrukte. Kleinbuchstaben geben Sequenzen kom-
plementar zum pET28b-Vektor (Novagen) an. Sequenzen die flr Inserts kodieren sind in GroBbuchstaben
angeben.

Name Sequenz Beschreibung

1210_KH [tgagatccggctgctaac Vorwarts-Primer, Linearisierung pET28b

1211_KH |catatggctgccgeg Ruckwarts-Primer, Linearisierung pET28b

1338_KH | cgcggcagccatatgCAGGAATCTGCGACAGAG Vorwérts-Primer Volllange-FOXP2

1212_KH | cgcggcagccatatgAAAGAAGTGACTGGAGTTCACAG Vorwarts-Primer K271

1214_KH |cgcggcagccatatgCTTAACAATGAACACGCATTG Vorwérts-Primer L367

1215_KH |cgcggcagccatatgCTTAACAATGAACACGCATTG Vorwarts-Primer V503

1217_KH |gttagcagccggatctcattaACCCTTGTATAGTTCATCCATGC Ruickwarts-Primer C-terminaler GFP-Tag

1469_KH |gttagcagccggatctcaTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAG  Rickwiérts-Primer C-terminaler GFP-Tag + Strep-Tag®
CGCTACCCTTGTATAGTTCATCCATGC

1470_KH | gttagcagccggatctcaTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAG  Riickwarts-Primer FOXP2-Konstrukte + Strep-Tag®
CGCTTTCCAGATCTTCAGATAAAGGC

4600_KH | gttagcagccggatctcaTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAG  Riickwarts-Primer noFHD-Konstrukt + Strep-Tag®
CGCTATTTTTATAAAATTCATAGTTTGGGG
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Tabelle C.2 — Primer zur Mutagenese der FOXP2-Konstrukte. Sequenzen flr die Mutation der FOXP2-
Konstrukte wurden mit Hilfe des Online-Tools QuikChange Primer Design (https://www.genomics.agilent.
com/primerDesignProgram.jsp) entworfen.

Name Sequenz Beschreibung

4348 _KH |GTGCAACAGTTAGAAATACAGGCTTCTAAAGAACGCGAACGTCT Vorwérts-Primer (L413A)
4349_KH | AGACGTTCGCGTTCTTTAGAAGCCTGTATTTCTAACTGTTGCAC Ruckwarts-Primer L413A
4350_KH |CTTTCTAAAGAACGCGAACGTGCTCAAGCAATGATGACCCA Vorwarts-Primer L420A
4351_KH | TGGGTCATCATTGCTTGAGCACGTTCGCGTTCTTTAGAAAG Ruckwarts-Primer L420A
4352_KH [AAGCAATGATGACCCACGCGCACATGCGACCCTCAG Vorwérts-Primer L427A
4353 _KH | CTGAGGGTCGCATGTGCGCGTGGGTCATCATTGCTT Ruckwarts-Primer L427A
1816_KH | CAGCTGGTTTACACGGACATTTCCTTACTTCAGGCG Vorwarts-Primer A539P
1817_KH | CGCCTGAAGTAAGGAAATGTCCGTGTAAACCAGCTG Ruckwarts-Primer A539P
4598 KH | ACTTGGAAGAATGCAGTACATCATAATCTTAGCCTGCAC Vorwarts-Primer R553H
4599 KH |GTGCAGGCTAAGATTATGATGTACTGCATTCTTCCAAGT Ruckwarts-Primer R553H

Tabelle C.3 — Primer zur Uberpriifung der klonierten Sequenzen. Primer 1096 und 1234 binden auf dem
pET28b-Ruckgrat 144 Nukleotide vor dem Promotor bzw. innerhalb des Terminators fir die T7-Polymerase.
Sie wurden sowohl zum Screenen von Bakterienkolonien als auch zur Sequenzierung genutzt. Sequenzier-
primer 001, 002 und 003 decken zusammen mit 1096 und 1234 den gesamten Leserahmen von FOXP2-GFP

ab.

Name Sequenz Beschreibung

1096_KH | caccatacccacgccgaaacaa Vorwarts-Primer, Sequenzierung und Colony-PCR-Screen

1234_KH | gccccaaggggttatgetag Ruckwarts-Primer, Sequenzierung und Colony-PCR-Screen
001_KH | TGGAAAGCAAGCGAAAGAGCA Vorwarts-Primer, bindet innerhalb des FOXP2-Gens
002_KH Vorwérts-Primer, bindet innerhalb des FOXP2-Gens

003_KH

| TGCCCAATGTGGGAGCCATA
| TTAATGGGCACAAATTTTCTGTCA

Vorwarts-Primer, bindet innerhalb des GFP-Gens


https://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp
https://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp
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Tabelle C.4 — In EMSA-Experimenten genutzte DNA-Sequenzen. Sequenzen sind von 5 nach 3’ ange-
geben. 7-mer Bindestellen mit jeweils héchster Affinitat fir die Forkhead-Bindedomaéne sind fettgedruckt.

Name Sequenz Beschreibung
N70 | CGCCTGTTACGGCATCAGGGCTTTGGTTTGGGCGGGCTGCTTGTTTACCAATTGTCTCCGGCGGTAT Seq_175 aus Nelson et al., 2013
cN70 [ATACCGCCGGAGACAATTGGTAAACAAGCAGCCCGCCCAAACCAAAGCCCTGATGCCGTAACAGGCG komplementar zu N70
N32 | GGCGGGCTGCTTGTTTACCAATTGTCTCCGGC gekiirzte N70-Sequenz
cN32 [GCCGGAGACAATTGGTAAACAAGCAGCCCGCC komplementar zu N32
L32 AGTCTCGTGAACCGACAACTCTTGACTCACTG Labordatenbank
clL32 CAGTGAGTCAAGAGTTGTCGGTTCACGAGACT komplementér zu L32
Z29 | TTGCCCCCTTAAATATTTGCCTAAGCCTC Zhou et al., 2008
cZ29 GAGGCTTAGGCAAATATTTAAGGGGGCAA komplementar zu Z29

Tabelle C.5 — DNA-Sequenzen, die in switchSENSE®-Experimenten genutzt wurden. Sequenzen sind
von 5’ nach 3 angegeben. Ankersequenzen NL-A48 und NL-B48 sind am 5-Ende an die Goldoberflache
gekoppelt und tragen gelben [Y1], grinen [G1] bzw. roten [R1] Fluoreszenzfarbstoff. Sequenzen aus Anker
und Verlangerung sind aus zwei einzelne Strangen, die durch den Farbstoff getrennt werden. Komplemen-
tarstrange hingegen sind durchgangig. 7-mer Bindestellen mit jeweils héchster Affinitat fir die Forkhead-
Bindedomé&ne sind fettgedruckt.

Name Sequenz Beschreibung

NL-A48 | TAGTGCTGTAGGAGAATATACGGGCTGCTCGTGTTGACAAGTACTGAT[V1/G1] Chip-Anker/ DualColor (G1)
cNL-A48 | ATCAGTACTTGTCAACACGAGCAGCCCGTATATTCTCCTACAGCACTA komplementér zu NL-A48

NL-B48 | TAGTCGTAAGCTGATATGGCTGATTAGTCGGAAGCATCGAACGCTGAT[ V1 /R1] Chip-Anker/ DualColor (R1)
cNL-B48 | ATCAGCGTTCGATGCTTCCGACTAATCAGCCATATCAGCTTACGACTA komplementar zu NL-B48

N32 GGCGGGCTGCTTGTTTACCAATTGTCTCCGGC gekurzte N52-Sequenz
cN32 GCCGGAGACAATTGGTAAACAAGCAGCCCGCC komplementar zu N32

N52 CTGTTACGGCATCAGGGCTTTGGTTTGGGCGGGCTGCTTGTTTACCAATTGT Seq_175, Nelson et al., 2013
cN52 ACAATTGGTAAACAAGCAGCCCGCCCAAACCAAAGCCCTGATGCCGTAACAG komplementar zu N52

NB52 ATCCGTGGAGCCGCCTTAAGGCCTTAGCGACTTCATCCGACTAGAGAAACAA Seq_53, Nelson et al., 2013
cNB52 TTGTTTCTCTAGTCGGATGAAGTCGCTAAGGCCTTAAGGCGGCTCCACGGAT komplementar zu NB52
NL-B48 TAGTCGTAAGCTGATATGGCTGATTAGTCGGAAGCATCGAACGCTGAT GCCGGAGACAATTGG Anker, verlangert mit cN32
+ cN32 TAAACAAGCAGCCCGCC (Kapitel 3.2.1 & 3.2.2)
cNL-B48 | GGCGGGCTGCTTGTTTACCAATTGTCTCCGGCATCAGCGTTCGATGCTTCCGACTAATCAGCCATAT Chip/ Ziel-DNA
+ N32 CAGCTTACGACTA (Kapitel 3.2.1 & 3.2.2)
NL-B48 TAGTCGTAAGCTGATATGGCTGATTAGTCGGAAGCATCGAACGCTGAT ACAATTGGTAAACAA Anker, verlangert mit cN52
+ cN52 GCAGCCCGCCCAAACCAAAGCCCTGATGCCGTAACAG (Kapitel 3.2.3 bis Kapitel 3.5)
cNL-B48 | CTGTTACGGCATCAGGGCTTTGGTTTGGGCGGGCTGCTTGTTTACCAATTGTATCAGCGTTCGATGC Chip/ Ziel-DNA
+ N52 TTCCGACTAATCAGCCATATCAGCTTACGACTA (Kapitel 3.2.3 bis Kapitel 3.5)
NL-B48 | TAGTCGTAAGCTGATATGGCTGATTAGTCGGAAGCATCGAACGCTGAT TTGTTTCTCTAGTCG Anker, verlangert mit cNB52
+cNB52 | GATGAAGTCGCTAAGGCCTTAAGGCGGCTCCACGGAT (Kapitel 3.2.3 bis Kapitel 3.5)
cNL-B48 | ATCCGTGGAGCCGCCTTAAGGCCTTAGCGACTTCATCCGACTAGAGAAACAAATCAGCGTTCGATGC Chip/ Kontroll-DNA
+ NB52 TTCCGACTAATCAGCCATATCAGCTTACGACTA (Kapitel 3.2.3 bis Kapitel 3.5)
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C.2 Protein-Sequenzen

>sp|015409 | FOXP2_HUMAN Forkhead box protein

MMQESATETI
HLOQQOALOA
POQOMOOILOQO
LO00000000
000000000L
LPVQSLPQAG
SSNTSKASPP
PGCESICEDF
RLOAMMTHLH
TAPVTPITQG
—
ADVRPPFTYA
AVRHNLSLHK
SLGYGAALNA
HIDSNGNSSP
DDREIEEEPL

SNSSMNQNGM
ARQLLLQQQT
QVLSPQOLOA
0000000000
ARQOLVFQQ0
LSPAEIQQLW
ITHHSIVNGQ
—
GQFLKHLNNE
MRPSEPKPSP
PSVITPASVP
TLIRQAIMES
CFVRVENVKG
SLOAALAESS
GCSPQPHIHS
SEDLE*

STLSSQLDAG
SGLKSPKSSD
LLOQQQOAVML
0000000000
LLOMQOLOOO
»

KEVTGVHSME
SSVLSARRDS
HALDDRSTAQ
KPLNLVSSVT
NVGAIRRRHS
SDROLTLNEI
AVWTVDEVEY
LPLLSNPGLI
IHVKEEPVIA

SRDGRSSGDT
KQRPLQVPVS
Q000LOEFYK
0000000000
QHLLSLQORQG
DNGIKHGGLD
SSHEETGASH
CRVQMQVVQQ
MSKNMLETSP
DKYNIPMSSE
YSWFTRTFAY
OKRRSQKITG
NNASSGLLQA
EDEDCPMSLV

P2 (isoform I)

SSEVSTVELL
VAMMTPQVIT
KQQEQLHLOL
QHPGKQAKEQ
LISIPPGQAA
LTTNNSSSTT
TLYGHGVCKW
LEIQLSKERE
QSLPQTPTTP
IAPNYEFYKN
FRRNAATWKN
SPTLVKNIPT
VHEDLNGSLD
TTANHSPELE

>ACP30366.1 soluble-modified green fluorescent protein

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700

MSKGEELFTG VVPILVELDG DVNGHKFSVS GEGEGDATYG KLTLKFICTT 50
GKLPVPWPTL VTTFSYGVQC FSRYPDHMKR HDFFKSAMPE GYVQERTISF 100
KDDGNYKTRA EVKFEGDTLV NRIELKGIDF KEDGNILGHK LEYNYNSHNV 150
YITADKQKNG IKANFKIRHN IEDGSVQLAD HYQQONTPIGD GPVLLPDNHY 200
LSTQSALSKD PNEKRDHMVL LEFVTAAGIT HGMDELYKG*

Abbildung C.3 — Aminoséauresequenz von humanem FOXP2 und GFP. (a) Informationen hinsichtlich
der Proteinsequenz wurden der Datenbank UniProt Knowledgebase (http://www.uniprot.org) entnommen
[Eintrag O15409-1; FOXP2_HUMAN]. Polyglutamintrakt (petrol), Zinkfinger (lila), Leucin-Zipper (hellblau),
Forkhead-Domane (dunkelblau), Aminosauresubstitution A539P (pink) und flr Sprachentwicklung essen-
tielle Aminosaure R553 (orange) sind entsprechend Abb. 1.1a eingefarbt. Jeweils erste Aminosaure der
Kurzkonstrukte K271, L367 und V503 ist durch einen Pfeil markiert. (b) Aminosauresequenz des Grin fluo-
reszierenden Proteins (GFP) fir rekombinante FOXP2-Fusionsproteine.
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