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1 Einleitung

1.1 Posttranslationale Modi�kation durch Phospho-

rylierung und Dephosphorylierung

Posttranslationale Modi�kation führt zu einer Vervielfältigung der Diversität von

Genprodukten auf Proteinebene (Walsh et al., 2005). Die häu�gste posttranslatio-

nale Modi�kationen ist die Phosphorylierung (Khoury et al., 2011). Durch Kinasen

wird das Übertragen einer γ-Phosphat-Gruppe von Adenosintriphosphat (ATP) auf

eine Hydroxylgruppe und die Bildung eines Phosphorsäureesters katalysiert (Fabbro

et al., 2015). Die entgegengesetzte Reaktion, die Hydrolyse der Phosporylgruppe,

wird durch Phosphatasen vermittelt (Hunter, 1995). Zahlreiche zelluläre Prozesse

und Funktionen werden durch reversible Phosphorylierung reguliert (Cohen, 2001).

Das Einbringen oder Entfernen einer negativ geladenen Phosphat-Gruppe steuert

Prozesse wie die Transkription, das Zellwachstum und die Zellteilung. Es kann zu

Veränderungen in der Interaktionen mit anderen Molekülen, der Enzymaktivität, der

intrazellulären Lokalisation sowie weiterer wichtiger Funktionen kommen (Needham

et al., 2019).

Während die über 500 Kinasen eine der gröÿten Proteinfamilien bilden, enthält

das menschliche Proteom nur etwa 200 Phosphatasen (M. J. Chen et al., 2017), was

lange zu der Annahme führte, dass diese weniger spezi�sch seien. Durch Assoziation

der Phosphatasen mit regulatorischen Untereinheiten existiert jedoch eine ähnlich

groÿe Zahl an humanen Phosphatasen, die zu der erforderlichen Spezi�tät, Selekti-

vität, Lokalisation und Regulation führen (Ubersax und Ferrell, 2007, und Virshup

und Shenolikar, 2009). Es ist allerdings noch vieles über die Substrate, Funktionen

und Regulierungen dieser beiden relevanten Enzymfamilien unbekannt: zum Beispiel

vermitteln 80% der beschriebenen Kinasen die Phosphorylierung von nur 20% der

bekannten Substrate (Needham et al., 2019) und für circa ein Viertel der bekannten

Phosphatasen ist bislang kein Substrat beschrieben (M. J. Chen et al., 2017).
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Die Dysregulation von Kinasen und Phosphatasen ist mit dem Auftreten vieler

Krankheiten assoziiert, beispielsweise metabolischen Störungen wie Adipositas und

Diabetes mellitus Typ 2 (Bae et al., 2012), neurodegenerativen Erkrankungen wie

Alzheimer-Demenz (Gong et al., 2006) und verschiedenen malignen Tumorerkran-

kungen (Singh et al., 2017). Kinasen stehen deswegen schon lange - insbesondere in

der Krebstherapie - als therapeutisches Ziel im Fokus der Forschung und gehören zu

den häu�gsten Zielstrukturen von Medikamenten (Bhullar et al., 2018). Während

Phosphatasen lange als �undruggable� galten, haben neuere Ansätze zur erfolgrei-

chen Entwicklung von Medikamenten geführt, die gegen Phosphatasen gerichtet sind

(Köhn, 2020).

1.2 HAD-Phosphatasen

Phosphatasen werden anhand ihrer Phosphatasen-Domäne in sechs Superfamilien

eingeteilt (Liberti et al., 2013). Neuere Studien klassi�zieren die bekannten Pro-

teine mit einer Phosphatasen-Domäne nach ihrer Faltung in zehn unterschiedliche

Gruppen, welche weiter in verschiedene Familien und Subfamilien unterteilt werden

(M. J. Chen et al., 2017). Diese Arbeit beschäftigt sich mit Phosphatasen vom Ha-

loazid Dehalogenase (HAD)-Typ, die zur ubiquitär vorkommenden Superfamilie der

HAD-Hydrolasen gehören und mit etwa 79% den gröÿten Anteil in dieser Familie

bilden (Allen und Dunaway-Mariano, 2009).

Obwohl die Aminosäurensequenz-Identität zwischen allen HAD-Phosphatasen ins-

gesamt eher gering ist (<15%), lassen sich die Mitglieder anhand von vier cha-

rakteristischen Motiven im aktiven Zentrum identi�zieren, welche in einer modi�-

zierten Rossmann-Faltung angeordnet sind, einem speziellen Aufbau aus α-Helix-

und β-Faltblatt-Strukturen. Abbildung 1.1 verdeutlicht diesen Aufbau schema-

tisch, wobei auf die C2-Cap-Domäne erst weiter unten eingegangen wird. Motiv I

hat folgende konservierte Sequenz hhhDXDX(T/V)(L/V)h (h=hydrophober Rest,

D=Aspartat, X=beliebige Aminosäure, T=Threonin, V=Valin). Durch das erste

Aspartat (Asp) kommt es zu einem nukleophilen Angri� auf die Phosphoryl-Gruppe

des Substrates und zur Bildung eines Phosphoaspartly-Enzym-Intermediats sowie

dem Lösen der Substrat-Abgangsgruppe (siehe Abb. 1.2). Im zweiten Schritt wird

mittels nukleophilen Angri� durch ein Wassermolekül das Phosphat abgespalten und

das Aspartat dadurch wieder regeneriert. Das zweite benachbarte Aspartat (Asp+2)

protoniert im ersten Schritt die Substrat-Abgangsgruppe und deprotoniert im zwei-

ten Schritt das Wassermolekül. Beide koordinieren auÿerdem den obligaten Cofaktor

2



Einleitung

Mg2+, welcher durch elektrostatische Stabilisierung die Annäherung des Nukleophils

und Substrats ermöglicht und für die korrekte Positionierung des Nukleophils und

der Phosphorylgruppe des Substrats notwendig ist. Motiv II, III und IV helfen bei

der Substratorientierung, Stabilisierung des Intermediats und Koordination des Co-

faktors (Allen und Dunaway-Mariano, 2009, und Seifried et al., 2013).

IV III

III

β5
β4 β1

β2
β3

Flap

Cap

Squiggle

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der Rossmann-Faltung bei HAD-
Phosphatasen mit C2-Cap-Domäne
Die Abbildung zeigt die Anordnung der rossmannoide Faltung aus α-Helix- (in blau) und
β-Faltblatt-Strukturen (in gelb), die die Kerndomäne der HAD-Phosphatasen bilden. Die
Position der charakteristischen Motive I-IV (in dunkelrot) ist gekennzeichnet, genauso wie
die des Flaps (in hellblau) und des Squiggles (in magenta). Die C2-Cap-Domäne ist ver-
einfacht als grüne Linie dargestellt.
Die Abbildung ist angelehnt an die Darstellung von Allen und Dunaway-Mariano, 2009.

Für die beschriebene Katalyse sind zwei gegensätzliche Bedingungen erforderlich: Im

ersten Schritt der Reaktion ist zunächst ein Wasserausschluss notwendig, um den

nukleophilen Angri� auf das Substrat zu unterstützen. Anschlieÿend wird im zwei-

ten Schritt die Anwesenheit von Wasser für die Hydrolyse benötigt (vgl. Abb. 1.2).

Der Wechsel zwischen einem o�enen und einem geschlossenen Zustand des akti-

ven Zentrums durch Konformationsänderungen führt zum Lösungsmittelausschluss

bzw. zur Verfügbarkeit des Lösungsmittels. Zwei konservierte strukturelle Motive

im aktiven Zentrum sind für die Beweglichkeit mitverantwortlich: Die Veränderung

der Konformation des �Squiggles� (engl. für Schnörkel), einer einzelnen helikalen

Drehung, zwischen enger und lockerer Wicklung führt zur Positionsänderung des

�Flaps�, (engl. für Klappe), einer β-Haarnadelschleife, die das katalytische Zentrum

teilweise bedeckt und so gegenüber der Umgebung abschirmen kann (Burroughs et

al., 2006, und Seifried et al., 2013). Die Position dieser beiden Strukturelemente in

der Core Domain ist in Abbildung 1.1 gezeigt.
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Abbildung 1.2 Reaktionsmechanismus der HAD-Phosphatasen
Die Dephosphorylierung des Substrats erfolgt über die Bildung eines Phosphoaspartyl-
Enzym-Intermediats. Weitere Details zum katalytischen Mechanismus der HAD-
Phosphatasen sind im Text beschrieben.
Die Abbildung ist angelehnt an die Darstellung von Seifried et al., 2013.

Neben diesen hoch konservierten Strukturen sind die sog. Cap-Domänen (engl. für

Deckel) ein stark diversi�ziertes Element der Enzymfamilie, welche zu groÿ�ächi-

gerer Abschirmung des aktiven Zentrums im Vergleich zur Flap-Struktur führen.

Sie tragen zur Substratselektivität bei und können an der Bildung von Oligomeren

beteiligt sein. Die Cap-Domänen werden nach ihrer Gröÿe, Struktur und Position

in drei Gruppen eingeteilt: C0, C1 und C2. Abbildung 1.3 zeigt zur Veranschau-

lichung jeweils einen Vertreter dieser drei Gruppen. C0-Cap-Domänen sind deutlich

kleiner als die anderen Cap-Domänen und haben eine einfache Struktur. Das ak-

tive Zentrum ist dadurch für makromolekulare Substrate leicht zugänglich, welche

hauptsächlich durch Phosphatasen mit C0-Cap-Domäne dephosphoryliert werden.

Durch das Substrat selbst wird das aktive Zentrum gegenüber der Umgebung ab-

geschirmt (Seifried et al., 2013). Eine andere Möglichkeit der Abschirmung ist das

�Pseudocapping� durch die Bildung von Oligomeren (Lu et al., 2009). C1- und C2-

Cap-Domänen schränken aufgrund ihrer Gröÿe den Zugang zum aktiven Zentrum

ein, sodass Phosphatasen mit diesen Domänen vor allem kleinere Substrate dephos-

phorylieren. C1-Cap-Domänen bestehen aus unterschiedlich groÿen α-Helices. C2-

Cap-Domänen, welche wiederum in C2a- und C2b-Cap-Domänen unterteilt werden,

enthalten eine Kombination aus α-Helices und β-Faltblattstrukturen (Allen und

Dunaway-Mariano, 2009, und Seifried et al., 2013).
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Polynukleotid 5´-kinase 3´-phosphatase 
(PDB: 3ZVL)

C0:

Phosphoserinphosphatase
(PDB: 1L8L)

C1:

Phosphomannomutase 1
(PDB: 2FUE)

C2:

Abbildung 1.3 Diversität der Cap-Domänen von HAD-Phosphatasen
Exemplarische Darstellung von drei HAD-Phosphatasen mit den verschiedenen Cap-
Domänen C0, C1 und C2. Die Cap-Domänen sind jeweils in orange eingefärbt. Details
sind im Text beschrieben.
Die Abbildung ist ursprünglich im FEBS Journal verö�entlicht worden (Seifried et al.,
2013).

1.3 Struktur der Phosphoglykolatphosphatase

Die Phosphogylkolatphosphatase (PGP) gehört zu den HAD-Phosphatasen mit C2a-

Cap-Domäne. Seifried und Kollegen haben mittels Datenbankrecherche das Gen,

welches für die PGP kodiert, als Paralog der Pyridoxalphosphat-Phosphatase (PDXP,

auch bekannt als Chronophin) identi�ziert: 45% der murinen und 47% der huma-

nen Aminosäuresequenz sind identisch (Seifried et al., 2014). Aufgrund der initialen

biochemischen Charakterisierung wurde die PGP AUM (Aspartat-basierte, ubiqui-

täre, Mg2+-abhängige Phosphatase) genannt (Seifried et al., 2014). Western Blot-

Analysen zeigten das Vorkommen der Phosphatase in allen untersuchten Maus- bzw.

Rattengeweben mit der höchsten Expression im Hoden (Seifried et al., 2014, bzw.

Mugabo et al., 2016).

Bislang ist es nicht gelungen, die murine oder humane PGP in voller Länge zu

kristallisieren. Die erfolgreiche Kristallisation des sog. CAC-Hybrids, bei dem die

PGP Cap-Domäne in das aktive Zentrum von PDXP eingefügt wurde, konnte erste

Erkenntnisse über die Struktur der Cap-Domäne der PGP liefern. Es zeigte sich eine

groÿe Übereinstimmung der strukturellen Elemente und der Faltung der PGP Cap-

Domäne im Vergleich zur PDXP Cap-Domäne (Seifried et al., 2014). Der Austausch
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der Cap-Domänen resultierte in einer Veränderung der Substratspezi�tät (sowohl

beim CAC-, als auch beim ACA-Hybrid, bei dem die PDXP Cap-Domäne in das

aktive Zentrum von PGP eingefügt wurde). Dies verdeutlicht die Bedeutung der

Cap-Domänen für die Substratspezi�tät (Seifried et al., 2014).

1.4 Substrate der PGP

Die Phosphatase-Aktivität von gereinigter muriner PGP lieÿ sich zunächst gegen-

über der organischen Verbindung para-Nitrophenylphosphat (pNPP) nachweisen

(Seifried et al., 2014). Für die PGP sind mittlerweile folgende Substrate beschrie-

ben: Phosphoglykolat, 2-Phospho-L-Laktat, 4-Phospho-D-Erythronat und Glycerol-

3-Phosphat (Seifried et al., 2016, Mugabo et al., 2016 und Collard et al., 2016).

Zudem ist die Dephosphorylierung von Tyrosin-phosphorylierten Peptiden und Pro-

teinen durch die PGP beschrieben (Seifried et al., 2014). Abbildung 1.4 gibt einen

Überblick über die Herkunft der Substrate und deren Rolle in dem jeweiligen Sto�-

wechselweg. Tabelle 1.1 zeigt die enzymkinetischen Konstanten der verschiedenen

Substrate. Diese helfen beim Verständnis der Enzymfunktion und ermöglichen den

Vergleich der verschiedenen Substrate eines Enzyms.

Die Michaelis-Menten-Konstante (KM) entspricht der Substratkonzentration, bei

der die Hälfte der maximalen Geschwindigkeit erreicht ist bzw. bei der die Hälf-

te aller Enzyme in einem Enzym-Substrat-(ES-)Komplex gebunden ist. Sie ist ein

Maÿ für die A�nität des Enzyms zum Substrat sowie für die Stabilität des ES-

Komplexes (je kleiner die KM , desto höher die A�nität und Stabilität). Die KM ist

unabhängig von der Enzym- und Substratkonzentration. Die Maximalgeschwindig-

keit (Vmax) der Reaktion wird erreicht, wenn alle katalytischen Zentren des Enzyms

mit Substrat besetzt sind. Bei vollständiger Sättigung wird die Wechselzahl oder ka-

talytische Konstante (kkat) bestimmt. Diese beschreibt, wie viele Substratmoleküle

pro Zeiteinheit durch ein Enzym in das Produkt umgewandelt werden können.

Die Enzymaktivität wird in der Regel unter Sättigungsbedingungen gemessen. Un-

ter physiologischen Bedingungen ist die Substratkonzentration allerdings meistens

deutlich geringer (meist kleiner als die KM). Es wird also deutlich weniger Substrat

umgesetzt als kkat beschreibt. Um dies zu berücksichtigen, wird die sog. katalytische

E�zienz, der Quotient kkat
KM

, zur Charakterisierung der Enzymaktivität verwendet

(Berg et al., 2018).
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Abbildung 1.4 Überblick über die Substrate der PGP und deren Herkunft
1,3-BPGA=1,3-Bispohoglycerat, 2PL=2-Phospho-L-Laktat, 2-/3-PGA=2-/3-
Phosphoglycerat, 4PE=4-Phospho-D-Erythronat, 6PGDH=6-Phospho-Gluconat-
Dehydrogenase, BP=Bisphosphat, DHAP=Dihydroxyacetonphosphat, FA-
CoA=aktivierten Fettsäuren, G3P=Glycerol-3-Phosphat, GAP=Glycerinaldehyd-
3-Phosphat, GPD1=Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase, GK=Glycerolkinase,
GL/FS-Zyklus=Glycerolipid/Fettsäuren-Zyklus, P=Phospho/Phosphat,
PEP=Phosphoenolpyruvat, PEPCK=Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase,
PFK1/2=Phosphofructokinase 1/2, PG=Phosphoglykolat, PGAM=Phospho-
glyceratmutase, PGP=Phosphoglykolatphosphatase, PPW=Pentose-Phosphat-Weg,
SDH=Succinat-Dehydrogenase, TAG=Triacyglyceride, TPI=Triosephosphatisomerase.
Enzyme sind fett gedruckt, die PGP und ihre Substrate sind unterstrichen. Schwarze
Pfeile stellen katalytische Reaktionen dar, gepunktete Pfeile stehen für einen oder mehrere
Zwischenschritte und blaue Pfeile weisen auf eine Nebenreaktionen hin. Rote Linien
markieren die Inhibition des jeweiligen Enzyms durch den Metaboliten, grüne Linien
stellen die Aktivierung dar. Details sind im Text beschrieben.
Die Abbildung ist mit Modi�kationen angelehnt an die Darstellungen von Collard et al.,
2016, und Possik et al., 2017.
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Tabelle 1.1 Michaelis-Menten-Konstante (Km), Wechselzahl (kkat) und katalyti-
sche E�zienz (kkat/Km) verschiedener Substrate der murinen PGP
2PL=2-Phospho-L-Laktat, 4PE=4-Phospho-D-Erythronat, G3P=Glycerol-3-Phosphat
und PG=Phosphoglykolat.

Substrat KM [µM] kkat [s−1] kkat/KM [M−1s−1]

G3P 1290 ± 420 0.10 ± 0.01 78 Mugabo et al., 2016

PG 300 ± 50 2.13 ± 0.10 7100 Seifried et al., 2016

PG 766 ± 68 6.56 ± 0.44 8564

4PE 247 ± 25 3.23 ± 0.18 13078 Collard et al., 2016

2PL 174 ± 55 1.82 ± 0.34 10460

1.4.1 Tyrosin-phosphorylierte Peptide und Proteine

Seifried und Kollegen konnten in einem Assay mit verschiedenen Phosphopepti-

den eine Dephosphorylierung von Tyrosin-phosphorylierten Peptiden durch die PGP

nachweisen und in einem Phosphatase Overlay-Assay zeigte die PGP eine Phospha-

tase-Aktivität gegenüber Tyrosin-phosphorylierten Proteinen aus epithelialen Zervix-

karzinom-Zellen (HeLa-Zellen) (Seifried et al., 2014). In der murinen spermatogonia-

len Zellline GC1-spg (von hier an GC1-Zellen genannt) konnte beobachtet werden,

dass Zellen mit durch RNA-Interferenz herabregulierter PGP-Aktivität nach Stimu-

lation durch den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF, welcher die Phosphorylierung

von Tyrosin-Resten an Proteinen induziert) mehr hyperphosphorylierte Banden auf-

weisen als die Kontroll-Zellen (Seifried et al., 2014). Es sind jedoch bislang keine di-

rekten PGP-Proteinsubstrate gefunden worden. Segerer und Kollegen konnten einen

indirekten Zusammenhang zwischen der Menge an Tyrosin-phosphorylierten Prote-

inen und der PGP-Aktivität herstellen (siehe 1.5.2; Segerer et al., 2018).

1.4.2 2-Phosphoglykolat

In P�anzen spielt die Umwandlung von Phosphoglykolat (PG) zu Glykolat durch

die PGP eine wichtige Rolle, die gut verstanden und beschrieben ist (Bauwe et al.,

2010). Für Säugetiere sind dagegen nach wie vor viele Aspekte der Entstehung und

physiologischen Rolle von PG weitgehend unbekannt, denn PG ist nicht Bestandteil

eines bekannten Sto�wechselweges (Gerin et al., 2019) und die PG-Konzentration ist
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aufgrund der oft sehr niedrigen Konzentration in Zellen mit vielen Methoden nicht

zuverlässig messbar (Gohla, 2019).

Erstmals wurde das Vorhandensein einer humanen Phosphatase mit spezi�scher PG-

Aktivität in Erythozyten beschrieben (Badwey, 1977) und Seifried und Kollegen

konnten zeigen, dass PG durch gereinigte murine PGP in vitro e�zient dephospho-

ryliert werden kann (vgl. Tab. 1.1; Seifried et al., 2016). In humanen kolorektalen

Zellen (HCT116-Zellen) mit PGP-Knockout mittels CRISPR/Cas9 konnten aller-

dings keine erhöhten PG-Konzentrationen im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen mit

GC/MS-Analysen (Kopplung von Gaschromatographie- und Massenspektrometrie-

Analyse) gemessen werden (Collard et al., 2016). Nach Behandlung dieser Zellen mit

5mM Glykolat, einem Vorläufermolekül von PG, lieÿen sich wiederum statistisch si-

gni�kant höhere PG-Konzentrationen in den Knockout-Zellen im Vergleich zu den

Wildtyp-Zellen nachweisen (Gerin et al., 2019).

Der Entstehungsort von PG in Säugetieren ist unklar (Gohla, 2019). Für Muskel-

zellen von Kaninchen, humane Erythrozyten sowie humane HTC116-Zellen ist eine

Glykolatkinase-Aktivität der Pyruvatkinase, die aus Glykolat PG bildet, beschrieben

(Kayne, 1974, Fujii und Beutler, 1985, und Gerin et al., 2019). Allerdings scheint die-

se Aktivität in Erythrozyten aufgrund der berechneten enzymkinetischen Parameter

nicht für die beschriebene Menge an PG verantwortlich zu sein (Fujii und Beutler,

1985). Neuere Versuche in HTC116-Zellen lieÿen dagegen darauf schlieÿen, dass der

Groÿteil des gebildeten PGs durch die Nebenaktivität der Pyruvatkinase entsteht,

wenn die Zellen mit 5mM Glykolat behandelt werden. Ein kleiner Teil des PGs soll

zudem durch die Glykolatkinase-Aktivität der Glyceratkinase gebildet werden (Ge-

rin et al., 2019). PG entsteht darüber hinaus möglicherweise während der Reparatur

von DNA-Schäden. Oxidative DNA-Schäden durch endogene Faktoren und exogene

Reize führen zu Einzel- und Doppelstrangbrüchen unter anderem mit 3´-Phosphat-

(3´-P) sowie 3´-Phosphoglykolat-Enden (3´-PG). Diese Enden verhindern die DNA-

Reparatur und müssen daher enzymatisch zu den benötigten 3´-Hydroxygruppen

(3´-OH) verarbeitet werden (Povirk, 2012, und Iyama und Wilson, 2013). Die Apu-

rinic/Apyrimidinic Endonuklease 1 und 2 (APE1 und APE2) spalten PG vor allem

von Einzelstrangbrüchen mit 3´-PG-Enden ab (Suh et al., 1997, Wilson, 2003, T.

Zhou et al., 2009, und Povirk, 2012). Des Weiteren ist die Aktivität gegenüber 3´-

PG-Enden für Aprataxin beschrieben (Takahashi et al., 2007). Es ist unklar, wie

relevant der Anteil des gebildeten PGs im Rahmen der DNA-Reparatur ist. Gerin

und Kollegen konnten beispielsweise keine Erhöhung der PG-Konzentration nach

Behandlung mit Bleomycin oder ionisierender Strahlung in HCT116-Zellen sowie
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in humanen epithelialen Osteosarkomzellen (U2OS) mit PGP-Knockout nachweisen

(Gerin et al., 2019).

Neben dem Entstehungsort ist auch die Funktion von PG im Sto�wechsel nicht aus-

reichend geklärt. Es ist eine Hemmung verschiedener Enzyme, die vor allem im Koh-

lenhydratsto�wechsel beteiligt sind, durch PG beschrieben. Wolfenden, 1969, konnte

zeigen, dass PG den Übergangszustand der Triosephosphatisomerase (TPI) bindet

und die TPI-Aktivität dadurch vermindert. Passend dazu konnte eine Reduktion der

TPI-Aktivität um 34% in Lysaten von Mäuse-Embryonen mit PGP-Inaktivierung

gemessen werden. Die PG-Konzentration der Lysate lieÿ sich jedoch nicht bestim-

men (Segerer et al., 2016). Die TPI ist für die reversible Umwandlung von Dihydro-

xyacetonphosphat (DHAP) zu Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) in der Glykolyse

verantwortlich. Während GAP durch die GAP-Dehydrogenase (GAPDH) im Rah-

men der Glykolyse weiter versto�wechselt wird, kann DHAP durch die Glycerol-3-

Phosphat-Dehydrogenase (GPD1) zu Glycerol-3-Phosphat (G3P) umgewandelt wer-

den. G3P bildet das Kohlenhydratgerüst für Triglyceride (TAGs), die durch Veres-

terung von G3P und aktivierten Fettsäuren (FA-CoA) entstehen, sodass die TPI an

der Schnittstelle zwischen dem Kohlenhydrat- und dem Lipidsto�wechsel liegt. Dar-

über hinaus ist eine in vitro Hemmung durch PG für die Pyruvatkinase (Dougherty

und Cleland, 1985), die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) (Sti�n et al.,

2008), die Enolase sowie für die Succinat-Dehydrogenase beschrieben (Gerin et al.,

2019) (siehe auch Abb. 1.4). Des Weiteren sind verschiedene E�ekte von PG auf

die Aktivität der Phosphoglyceratmutase (PGAM) beobachtet worden (Rose und

Liebowitz, 1970, Somoza und Beutler, 1983, und Gerin et al., 2019).

1.4.3 4-Phospho-D-Erythronat und 2-Phospho-L-Laktat

Die meisten Enzyme katalysieren zusätzlich zu ihrer Hauptfunktion mit einer deut-

lich geringeren katalytischen E�zienz sog. Nebenreaktionen mit Substraten, die den

physiologischen Substraten strukturell ähneln. Die dabei entstehenden Produkte

können durch Akkumulation andere Reaktionen beein�ussen und Probleme verursa-

chen. Es sind viele Enzyme entdeckt worden, die diesen potentiellen Problemen ent-

gegenwirken, indem sie die Nebenprodukte beseitigen (Bommer et al., 2020). Collard

und Kollegen konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass die PGP 4-Phospho-D-Erythronat

(4PE) und 2-Phospho-L-Laktat (2PL) dephosphorylieren kann, zwei potentiell toxi-

sche Metabolite, die in Nebenreaktionen von an der Glykolyse beteiligten Enzymen

gebildet werden und nicht Teil eines bekannten Sto�wechselwegs sind. Sie bezeich-

nen die PGP daher auch als metabolisches Reparaturenzym (Collard et al., 2016).

10



Einleitung

Durch die Nebenaktivität der GAPDH, die im Rahmen der Glykolyse GAP zu 1,3-

Bisphosphoglycerat (1,3-BPGA) umwandelt, entsteht 4PE aus Erythrose-4-Phos-

phat. Erhöhte 4PE-Konzentrationen in PGP-Knockout-Zellen waren assoziiert mit

einer Akkumulation von 6-Phospho-Glukonat, vereinbar mit der Inhibition der 6-

Phosphoglukonat-Dehydrogenase (6PGDH), welche im Pentose-Phosphat-Weg

(PPW) 6-Phospho-Glukonat zu Ribulose-5-Phosphat umwandelt. Collard und Kol-

legen schlieÿen daher, dass die Dephosphorylierung von 4PE zu Erythronat durch

die PGP die Coexistenz von Glykolyse und PPW sicherstellt (Collard et al., 2016).

Daneben konnten erhöhte 2PL-Konzentrationen in PGP-Knockout-Zellen gemessen

werden und es zeigte sich, dass die PGP 2PL dephosphorylieren kann. 2PL entsteht

vermutlich durch die Nebenaktivität der Pyruvatkinase, die zusätzlich zu Phosphoe-

nolpyruvat (PEP) L-Laktat zu 2PL versto�wechseln kann (Ash et al., 1984). Es

lieÿ sich eine Hemmung bestimmter Isoenzyme der Phosphofructokinase-2 (PFK-2)

durch Akkumulation von 2PL nachweisen. Die PFK-2 synthetisiert Fructose-2,6-

Bisphosphat (Fructose-2,6-BP), was die PFK-1, das Schlüsselenzym der Glykolyse,

aktiviert. Aufgrund des beobachteten verminderten glykolytischen Flusses in Zellen

mit PGP-Inaktivierung sehen die Autoren die PGP durch den Abbau von 2PL als

relevantes Enzym in der Aufrechterhaltung der Glykolyse an (Collard et al., 2016).

1.4.4 Glycerol-3-Phosphat

Mugabo und Kollegen konnten zeigen, dass die murine PGP eine Glycerol-3-Phosphat-

Phosphatase-(G3PP-)Aktivität besitzt, die für die Bildung von Glycerol mitverant-

wortlich ist (Mugabo et al., 2016). Glycerol entsteht hauptsächlich während der

Lipolyse. G3P wird, wie in 1.4.2 beschrieben, in der Glykolyse durch die Aktivität

der GPD1, die DHAP zu G3P umwandelt, gebildet und stellt das Kohlenhydrat-

gerüst der TAGs dar. Des Weiteren kann die Glycerolkinase, die vor allem in der

Leber und den Nieren vorhanden ist, aus Glycerol G3P herstellen und im Rahmen

der Glyceroneogenese kann G3P aus Pyruvat und Aminosäuren synthetisiert werden

(Prentki und Madiraju, 2008).

In Hepatozyten der Ratte sowie GC1-Zellen mit durch RNA-Interferenz herabre-

gulierter PGP-Aktivität wurden nach Inkubation mit 25mM Glucose, was metabo-

lische Über�ussbedingungen mit hohem glykolytischen Fluss imitieren soll, erhöhte

G3P-Spiegel gemessen (Mugabo et al., 2016, und Segerer et al., 2018). In Maus-

Embryonen mit PGP-Inaktivierung durch Ganzkörper-Knockin der Phosphatase-

inaktiven PGP-D34N-Variante lieÿen sich erhöhte G3P-Level messen; vereinbar mit
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der Hemmung der TPI durch PG und damit einhergehenden erhöhten DHAP-

Konzentrationen und/oder mit einer verminderten G3PP-Aktivität (Segerer et al.,

2016). Im Gegensatz dazu lieÿen sich keine erhöhten G3P-Konzentrationen in

HTC116-Zellen mit PGP-Knockout messen (Gerin et al., 2019). Die katalytische

E�zienz der PGP gegenüber G3P ist im Vergleich zu PG, 4PE und 2PL deutlich

geringer (vgl. Tab. 1.1), jedoch sind die G3P-Konzentrationen in Hepatozyten ca.

250-fach höher als die PG-Konzentrationen (Mugabo et al., 2016).

1.5 Physiologische Funktionen und pathophysiolo-

gische Bedeutungen der PGP

Wie bereits in 1.4 beschrieben, hat die PGP eine wichtige Rolle in der Entgiftung

von potentiell schädlichen Nebenprodukten, die in der Glykolyse und möglicherweise

auch während der Reparatur von oxidativen DNA-Schäden entstehen. Zudem hat

die PGP Ein�uss auf die Proliferation, den Kohlenhydrat- sowie Fettsto�wechsel

und spielt eine wichtige Rolle in der Übertragung von EGF-induzierten Signalen.

1.5.1 Ein�uss auf die Proliferation und Aufteilung von Gly-

cerolipiden

Erste Hinweise auf die physiologische Rolle der PGP ergaben sich durch die globa-

le Inaktivierung der PGP in Mäusen (Gohla, 2019). Die PGP-Inaktivierung durch

Ganzkörper-Knockin der Phosphatase-inaktiven PGP-D34N-Variante führten zu in-

trauterinem Wachstumsstopp sowie zur Entwicklungsverzögerung ab dem Embryo-

naltag 8.5 und zum embryonalen Tod (Segerer et al., 2016). Die nähere Untersuchung

von murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) mit PGP-Inaktivierung zeigte, dass

die Proliferation der Zellen durch Vorhandensein von normoxische Bedingungen in

der Zellkultur (ca. 20% O2) gehemmt wurde. Unter hypoxischen Zellkulturbedin-

gungen (ca. 1% O2) zeigten die Zellen dagegen ein normales Proliferationsverhalten,

sodass geschlussfolgert wurde, dass die Anwesenheit von Sauersto� durch vermehr-

ten oxidativen Stress in embryonalen Zellen mit PGP-Inaktivierung zu einer ver-

minderten Proliferation führt (Segerer et al., 2016).

Des Weiteren zeigte sich eine gestörte Aufteilung der Glycerolipide in Embryonen

und MEFs mit PGP-Inaktivierung im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Es

waren erhöhte TAG- und verminderte Phosphatidylcholin-Level (ein wichtiges Phos-

pholipid in Zellmembranen) nachweisbar, welche sich unter hypoxischen Bedingun-
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gen normalisierten (Segerer et al., 2016).

1.5.2 E�ekte auf den EGF-induzierten Zytoskelettumbau

Aufgrund der beobachteten erhöhten phosphorylierten Tyrosin-Reste in EGF-stimu-

lierten Zellen, deren PGP-Aktivität mittels RNA-Interferenz herabreguliert wurde,

wurde der PGP initial eine Beteiligung an der EGF-Rezeptor-(EGFR-)vermittelten

Signalkaskade zugeschrieben (Seifried et al., 2014). Segerer und Kollegen konn-

ten zeigen, dass die PGP indirekt Ein�uss auf Tyrosin-phosphorylierte Proteine

hat. GC1-Zellen mit durch RNA-Interferenz herabregulierter PGP-Aktivität wiesen

neben erhöhten G3P-Konzentrationen (siehe 1.4) einen gesteigerten TAG-Umsatz

mit Erhöhung der TAG-Konzentration sowie eine Lipolyse-abhängige Akkumulati-

on von Phosphatidlyinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) auf (Segerer et al., 2018). Es

wurde eine aktivierende Hyperphosphorylierung an Tyrosin-Resten des EGFR so-

wie der PLCγ1 nach Stimulation mit EGF beobachtet. Diese könnte durch Bildung

von PIP2/EGFR-Nanoclustern entstehen, die zu Liganden-induzierter Phosphory-

lierung von EGFR führen (vgl. Y. Wang et al., 2014). Es lieÿ sich weder eine in

vitro Phosphatase-Aktivität der PGP gegenüber Phosphoinositolen noch eine di-

rekte Dephosphorylierung von EGFR und PLCγ1 nachweisen, sodass ein indirekter

PGP-Ein�uss wahrscheinlich ist (Segerer et al., 2018).

Die anschlieÿende Untersuchung des EGF-induzierten Zytoskelettumbaus zeigte in

den GC1-Zellen mit PGP-Inaktivierung im Vergleich zu den Kontroll-Zellen eine

vermehrte Anzahl an Zellen mit Circular Dorsal Ru�es (CDRs, engl. für zirkuläre

dorsale Kräuselung) sowie eine vermehrte Anzahl an CDRs pro Zelle nach EGF-

Stimulation (Segerer et al., 2018). CDRs sind wachstumsfaktor-induzierte, F-Aktin-

reiche, transiente, ringförmige Membranausstülpungen, die einerseits der Internali-

sierung von Substraten, Rezeptoren sowie Membranen und andererseits der Zellbe-

weglichkeit dienen (Hoon et al., 2012). Die PGP-Inaktivierung könnte durch den ge-

steigerten TAG-Umsatz, den damit einhergehenden erhöhten PIP2-Kozentrationen,

welche zur Hyperphosphorylierug und damit zur Aktivierung des EGFR-Signalweges

führen, zur vermehrten CDR-Bildung beitragen (Segerer et al., 2018).

1.5.3 Bedeutung für den Glucose- und Fettsto�wechsel

Mugabo und Kollegen konnten unter metabolischen Über�ussbedingungen erhöhte

G3P-Konzentrationen, die den TAG-Umsatz und dadurch auch die Produktion von

Lipidsignalen steigern, mit einer gesteigerten glucosestimulierten Insulinsekretion in
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der Zelllinie INS832/12 β-Zellen und in isolierten Inselzellen aus Ratten mit durch

RNA-Interferenz herabregulierter PGP-Aktivität in Zusammenhang bringen (Mu-

gabo et al., 2016). Auÿerdem wurden Hinweise gefunden, dass die vermehrte Bildung

von Lipiden zu einer erhöhten Glucolipotoxizität führt. Es zeigte sich weiterhin ein

gesteigerter O2 -Verbrauch und eine gesteigerte ATP-Produktion in PGP-inaktiven

Zellen. Die Überexpression der PGP zeigte jeweils umgekehrte E�ekte (Mugabo et

al., 2016).

In Hepatozyten mit durch RNA-Interferenz herabregulierter PGP-Aktivität konnte

unter metabolischen Über�ussbedingungen ein vermehrter Laktatgehalt sowie eine

gesteigerte Laktatfreisetzung gemessen werden, ein Indikator für eine gesteigerte

Glykolyse (Mugabo et al., 2016). Unter Bereitstellung von Glycerol bzw. Pyru-

vat und Laktat wurde auÿerdem eine erhöhte Gluconeogenese beobachtet. Die β-

Oxidation zeigte sich dagegen reduziert. Die Auswirkungen traten in Hepatozyten

mit überexprimierter PGP jeweils entgegengesetzt auf. Die Autoren beschreiben dar-

über hinaus, dass die PGP Ein�uss auf den Redox-Zustand der Zellen hat (Mugabo

et al., 2016). Die Veränderung der PGP-Expression hat dementsprechend entschei-

dende Konsequenzen für den Kohlenhydrat- und Fettsto�wechsel. Die von Mugabo

und Kollegen beobachtete gesteigerte Glykolyse (Mugabo et al., 2016) steht im Kon-

trast zu der von Collard und Kollegen beschriebenen Hemmung der Glykolyse durch

Akkumulation von 2PL in PGP-inaktiven Zellen (vgl. 1.4.3; Collard et al., 2016).

Des Weiteren konnten Mugabo und Kollegen folgende Ein�üsse durch eine in vi-

vo Überexpression der PGP in Hepatozyten von Ratten (durch Einbringen eines

adenoviralen Vektors, codierend für die humane PGP) beobachten: Es kam nach

einem Tag zu einer 10%-igen Gewichtsreduktion, einer reduzierten Nahrungsauf-

nahme und es wurde eine verminderte Glucoseproduktion aus Glycerol im Vergleich

zu den Tieren mit Kontroll-Vektor gemessen (Mugabo et al., 2016). Es lieÿen sich

nach einer Woche erhöhte Glycerol-Konzentrationen, verminderte TAG- sowie er-

höhte HDL- und nicht signi�kant verminderte LDL-Level im Plasma der Ratten

mit überexprimierter PGP im Vergleich zur Kontrollgruppe bestimmen (Mugabo

et al., 2016). Des Weiteren konnte eine Veränderung der PGP-Expression in weiÿen

und braunen Fettgewebe von Mäusen abhängig vom Ernährungszustand beobachtet

werden (Mugabo et al., 2016).
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1.6 Möglichkeiten der experimentellen Enzymregu-

lation

Durch die experimentelle Regulation der Enzymaktivität lassen sich Erkenntnisse

über die Rolle von Enzymen im zellulären Sto�wechsel generieren. Hierfür stehen -

neben der Veränderung der Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH-Wert, Redox-

Status) - verschiedene genetische und pharmakologische Methoden zur Verfügung,

die zum Beispiel durch Veränderung der Enzymkonformation oder -expression zu

einer reversiblen oder irreversiblen Veränderung der Aktivität führen. Bei der An-

wendung müssen jeweils verschiedene Vor- und Nachteile bedacht werden, auf die

im Folgenden näher eingegangen wird. Die Charakterisierung sowie Verwendung

von Phosphatase-Inhibitoren und die bereits untersuchten experimentellen PGP-

Regulierungen werden anschlieÿend thematisiert.

1.6.1 Vor- und Nachteile genetischer und pharmakologischer

Methoden

Die Enzymregulation mittels verschiedener genetischer und pharmakologischer An-

sätze muss nicht zwangsläu�g zu übereinstimmenden Beobachtungen führen, da es

häu�g zu Kompensationsmechanismen und O�-Target-E�ekten kommt. In Studi-

en konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Knockout und Knockdown desselben

Gens zu unterschiedlichen Phänotypen führt. Die zugrundeliegenden Mechanismen

sind bislang unzureichend verstanden. Häu�g scheinen Knockout-Phänotypen im

Gegensatz zu Knockdown-Phänotypen aufgrund kompensatorischer E�ekte normal

(El-Brolosy und Stainier, 2017). Knockdown-Phänotypen können jedoch nicht nur

als Ergebnis der Herabregulation der Enzymaktivität entstehen, sondern auch durch

unspezi�sche, teilweise toxische O�-Target-E�ekte zum Beispiel durch Bindung wei-

terer Sequenzen neben der Zielstruktur, Aktivierung einer Immunantwort oder durch

Beein�ussung des endogenen micro-RNA-Sto�wechsels (Jackson und Linsley, 2010,

Seok et al., 2018, und Zimmer et al., 2019). Des Weiteren muss bedacht werden, dass

es durch Knockdown häu�g nicht zu einem kompletten Funktionsverlust kommt und

dadurch physiologischen Aufgaben erhalten bleiben können (Zimmer et al., 2019).

Auch die Regulierung der Enzymaktivität durch inhibitorische Moleküle muss - im

Vergleich zum Knockdown (Weiss et al., 2007) und Knockout (Knight und Shokat,

2007) - nicht den gleichen Phänotyp aufweisen. Der Protein-Protein-Interaktion wird

hierbei eine wichtige Rolle zugeschrieben, denn ein Enzym, welches durch einen Inhi-
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bitor gehemmt wird, kann nach wie vor als Gerüst dienen, was wichtig für biologische

Funktionen sein kann (Weiss et al., 2007). Die Möglichkeit mittels inhibitorischer

Moleküle die Wirkdauer mit einem schnellen Beginn und schnellen Ende der Wir-

kung nach Zugabe bzw. Entfernen des Inhibitors zu regulieren und somit das Enzym

reversibel zu hemmen, hat im Gegensatz zu der Regulation durch Knockout und

Knockdown einige Vorteile - vor allem in der Analyse akuter E�ekte (Cohen, 2009).

Auÿerdem können Zellen untersucht werden, die sich nicht für genetische Manipula-

tionen eignen. Für die erfolgreiche Anwendung von Inhibitoren zur Erforschung von

zellulären Prozessen ist eine selektive Hemmung der Zielstruktur essentiell. Auch

wenn O�-Target-E�ekte in der klinischen Anwendung von Medikamenten teilweise

aufgrund der erweiterten Anwendungsmöglichkeiten vorteilhaft sind, können sie in

der Forschung zu einer Fehlinterpretation von Daten führen (Miyazawa, 2011). Die

oft fehlende Selektivität der Moleküle wird als groÿe Limitation des pharmakologi-

schen Ansatzes gesehen (Cohen, 2009, und He et al., 2013). Für die beobachteten

Inhibitore�ekte sollten daher die Kausalitäten bestätigt bzw. O�-Target-E�ekte auf-

gedeckt werden (Weiss et al., 2007). Auf die Kriterien zur Analyse von O�-Target-

E�ekten wird in 4.1.4 näher eingegangen.

Genetische und pharmakologische Ansätze müssen demzufolge als sich ergänzen-

de Methoden verstanden werden, die biologische Systeme in unterschiedlicher Weise

verändern und nur gemeinsam umfassende Informationen über die Zielstruktur lie-

fern können.

1.6.2 Charakterisierung von reversiblen Enzyminhibitoren

Reversible Inhibitoren können, wie im Folgenden erläutert, die Enzym-Substrat-

Interaktion kompetitiv, unkompetitiv und nicht-kompetitiv hemmen. Zudem gibt

es Inhibitoren, die ein gemischtes Inhibitionsverhalten aufweisen (Berg et al., 2018).

Die unterschiedlichen Mechanismen zeigen charakteristische Veränderungen von KM

und Vmax mit steigender Inhibitorkonzentration, sodass durch Analyse dieser die Art

der Hemmung durch einen Inhibitor beschrieben werden kann.Abbildung 1.5 B-D

verdeutlicht den Mechanismus der Hemmung und die Auswirkungen auf die kineti-

schen Konstanten im Vergleich zur ungehemmten Enzymaktivität (Abb. 1.5 A).

Kompetitive Inhibitoren ähneln strukturell dem Substrat und konkurrieren daher

um die Bindung im aktiven Zentrum des Enzyms. Die Wirkung eines kompetiti-

ven Inhibitors kann aufgehoben werden, indem die Substratkonzentration gesteigert

wird. Die KM erhöht sich deswegen mit steigender Inhibitorkonzentration, wogegen
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die Vmax des Enzyms unverändert bleibt (siehe Abb. 1.5 B). Ein unkompetitiver

Inhibitor kann nur an den ES-Komplex binden, sodass weniger ES-Komplexe, die

das Substrat umwandeln können, zur Verfügung stehen (siehe Abb. 1.5 C). Die

Vmax wird dadurch reduziert. Da weniger Substrat für die verringerte Menge an

freien ES-Komplexe benötigt wird, sinkt die KM mit steigender Inhibitorkonzen-

tration (Berg et al., 2018). Die dritte Möglichkeit der reversiblen Enzymhemmung

ist die nicht-kompetitive Hemmung (siehe Abb. 1.5 D). Diese Inhibitoren können

sowohl an das freie Enzym als auch an den ES-Komplex binden. Durch die Bindung

kommt es zu einer Konformationsänderung des Enzyms, was zur Inaktivierung des

Enzyms führt. Es stehen daher weniger funktionsfähige Enzyme zur Verfügung, die

Vmax nimmt mit steigender Inhibitorkonzentration ab. Da die Substratbindung nicht

eingeschränkt ist, bleibt die KM gleich. Die Wirkung eines unkompetitiven und eines

nicht-kompetitiven Inhibitors kann nicht durch Steigerung der Substratkonzentrati-

on aufgehoben werden (Berg et al., 2018). Charakteristisch für gemischte Inhibitoren

ist eine verringerte Vmax und steigende KM mit steigender Inhibitorkonzentration.

Der Inhibitor bindet ähnlich wie ein nicht-kompetitiver Inhibitor an das Enzym, der

ESI-Komplex hat aber im Gegensatz zur Hemmung durch einen nicht-kompetitiven

Inhibitor eine enzymatische Restaktivität (Berg et al., 2018).

Ein wichtiger Wert zur Beschreibung der Enzymhemmung durch ein Molekül ist

die mittlere inhibiorische Konzentration (IC50). Diese gibt die Inhibitorkonzentrati-

on an, bei der die Enzymaktivität auf die Hälfte reduziert ist (Berg et al., 2018).

1.6.3 Phosphatase-Inhibitoren

Der initiale Fokus in der Erforschung von Phosphatase-Inhibitoren lag in der Ent-

wicklung von kompetitiven Inhibitoren. Dies führte einerseits zu nicht-selektiven

Inhibitoren aufgrund der konservierten aktiven Zentren und andererseits zur schlech-

ten Bioverfügbarkeit dieser Moleküle, da zur festen Bindung an das aktive Zentrum

meist negativ geladene Verbindungen notwendig sind (Fahs et al., 2016, und Köhn,

2020). Seit Mitte der 2010er Jahre führte der Ansatz der allosterischen Hemmung zur

Entwicklung spezi�sch wirkender Phosphatase-Inhibitoren (Köhn, 2020). Im Mittel-

punkt der Suche nach Phosphatase-Inhibitoren standen vor allem Protein-Tyrosin-

und Phosphoprotein-Phosphatasen. Inhibitoren, die Phosphatasen anderer Superfa-

milien hemmen, sind kaum vorhanden (Fahs et al., 2016).
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Abbildung 1.5 Arten der reversiblen Enzymhemmung
Schematische Darstellung der Enzyminhibition und deren Ein�uss auf die enzymkineti-
schen Parameter KM (Michaelis-Menten-Konstante) und Vmax (Maximalgeschwindigkeit):
Enzym (E) in blau, Inhibitoren (I): kompetitiver Inhibitor in orange, unkompetitiver In-
hibitor in lila und nicht-kompetitiver Inhibitor in grau, Substrat (S) in grün. Produkt
(P). Details sind im Text beschrieben. Die Gra�k ist mit Modi�kationen angelehnt an die
Darstellung von Berg et al., 2018.

1.6.4 Regulation der PGP-Aktivität

Bei der in vitro Charakterisierung HAD-typischer Eigenschaften der PGP lieÿ sich

die Phosphatase-Aktivität der PGP durch BeF3
−, mit dem strukturell das Phospho-

aspartat-Intermediat imitiert wird, komplett blockieren sowie konzentrationsabhän-

gig durch Orthovanadat hemmen, welches aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit

mit Phosphat die Aktivität kompetitiv beein�usst (Yan et al., 1999, Cho et al., 2001,

und Seifried et al., 2014). Es lieÿ sich keine Hemmung durch Okadainsäure und Caly-

culin A, zwei Typ 1 und 2A Serin/Threonin-Proteinphosphatase-Inhibitoren, beob-

achten (Seifried et al., 2014). Die Hemmung der PGP-Aktivität durch die Inkubation

mit dem Mg2+-Chelator EDTA (5mM) sowie durch Ca2+ (IC50 = 0,5mM), was zur

Verdrängung des Mg2+ im aktiven Zentrum führt, bestätigen zudem die Notwendig-

keit des Co-Faktors (Seifried et al., 2014).

Die PGP-Aktivität lässt sich auch durch reversible Oxidation verändern (Seifried et

al., 2016). Die Regulation der Enzymaktivität durch Veränderung des Redox-Status

ist ein wichtiger Regulationsmechanismus, der für Protein-Tyrosin-Phosphatasen

ausführlich untersucht und beschrieben ist. Diese enthalten einen konservierten
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Cystein-Rest im aktiven Zentrum, der den nukleophilen Angri� auf das Substrat aus-

übt. Durch reaktive Sauersto�spezies wie H2O2 kann es zur Oxidation dieses Cystein-

Rests kommen, was zur Aufhebung der Phosphatase-Aktivität führt (Rhee et al.,

2000, und Tonks, 2006). Obwohl die Katalyse der HAD-Phosphatasen Aspartat-

abhängig ist, lieÿ sich unter oxidativen Bedingungen eine Hemmung der PGP-

Aktivität nachweisen sowie anschlieÿend eine entgegengesetzte Aktivitätssteigerung

in Anwesenheit von Reduktionsmitteln. Es wurden drei Cystein-Reste identi�ziert,

die für die beobachtete Redox-Abhängigkeit verantwortlich sind. Auÿerdem wurde

ein weiterer Cystein-Rest gefunden, der für die redox-abhängige PGP-Oligomerization

bedeutend ist (Seifried et al., 2016). Es ist jedoch herausfordernd, mit diesem regu-

latorischen Ansatz konsekutive zelluläre E�ekte zu untersuchen, unter anderem weil

es schwierig ist den Redox-Status aller Moleküle zu einem Zeitpunkt festzuhalten

und die Veränderungen zu analysieren (Klomsiri et al., 2011).

1.7 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit ist Teil eines Projektes, welches sich mit der gezielten pharmakolo-

gischen Inhibition der PGP beschäftigt, um ein umfassenderes Verständnis über

die Stellung der PGP im physiologischen und pathophysiologischen Sto�wechsel zu

erhalten, denn die Beobachtung der PGP-Funktionen erfolgte bislang nur mit Hil-

fe genetischer Methoden (Gen-Knockout, Knockin einer inaktiven Mutante sowie

Knockdown), die, wie in 1.6.1 beschrieben, Vor- und Nachteile mit sich bringen.

Tabelle 6.1 im Anhang zeigt die in der Literatur beschriebenen genetischen PGP-

Modi�kationen.

Neben der erleichterten Durchführung von funktionellen Analysen, vor allem von

akuten E�ekten der Inhibition (vgl. auch 1.6.1), könnte ein selektiver PGP-Inhibitor

möglicherweise auch in der therapeutischen Anwendung von Tumorerkrankungen

Verwendung �nden. Der �Warburg-E�ekt� beschreibt die für Tumorzellen charakte-

ristische Veränderung des Glucose-Sto�wechsels, die einerseits mit einer vermehrten

Glucose-Aufnahme und andererseits mit der sog. aeroben Glykolyse (d. h. bevorzugte

Energiegewinnung durch den Abbau von Glucose zu Laktat in Anwesenheit von Sau-

ersto�) einhergeht (Warburg, 1956a, Warburg, 1956b, und Ganapathy-Kanniappan

und Geschwind, 2013). Die Nutzung der im Gegensatz zur oxidative Phosphorylie-

rung energetisch weniger e�zienten aeroben Glykolyse hat für die Tumorzellen neben

der schnellen Energiebereitstellung den Vorteil, dass die entstehenden Zwischenpro-

dukte den PPW fördern und damit die Bereitstellung von NADPH, welches für die
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Regeneration des Antioxidans Glutathion benötigt wird, sowie von essentiellen Sub-

straten für die Synthese von Lipiden und Nukleinsäuren (Ganapathy-Kanniappan

und Geschwind, 2013). Die von Collard und Kollegen beschriebene Hemmung der

Glykolyse und des PPWs durch Akkumulation von 4PE und 2PL in PGP-inaktiven

Zellen (vgl. 1.4.3) lässt daher eine therapeutische Hemmung der PGP interessant

erscheinen (Collard et al., 2016).

1.7.1 Biochemische Charakterisierung möglicher PGP-Inhi-

bitoren

Folgende Vorarbeiten sind im Rahmen des Projektes durch die eigene Arbeitsgruppe

gemacht worden: In Kooperation mit dem Leibniz Institut für Molekulare Pharma-

kologie wurden 41.000 Verbindungen auf eine mögliche Hemmung der Phosphatase-

Aktivität der murinen PGP gegenüber 6,8-Di�uoro-4-Methylumbelliferylphosphat

(DiFMUP) gescreent. DiFMUP ist ein arti�zielles Substrat, welches, nachdem es

dephosphoryliert wurde, sein Fluoreszenzverhalten verändert (Gee et al., 1999).

Es konnten 37 Verbindungen identi�ziert werden, deren IC50 zur Hemmung der

PGP-vermittelten Dephosphorylierung von DiFMUP unter 50µM lag und die die

PDXP-Aktivität gegenüber DiFMUP nicht veränderten. Diese Moleküle wurden von

Dr. Elisabeth Jeanclos mittels Malachit Grün Assays auf ihre Wirksamkeit gegen-

über der murinen PGP-vermittelten Dephosphorylierung des physiologischen Sub-

strats PG sowie der PDXP-vermittelten Dephosphorylierung von Pyridoxalphosphat

(PLP) getestet. Malachit Grün ist ein Reagenz, welches zum Stoppen der Reakti-

on hinzugegeben wird und mit welchem durch Komplexbildung und konsekutiver

Farbentwicklung das freigewordene anorganische Phosphat kolorimetrisch gemessen

werden kann (siehe auch 2.2.1). Die Testung des PGP-Paralogs PDXP erfolgte, um

eine Inhibitorwirkung auszuschlieÿen und dadurch erste Hinweise auf die Selektivi-

tät der Inhibitoren zu erhalten.

Fünf vielversprechende Verbindungen wurden identi�ziert, die die PGP-Aktivität

ummindestens 50% inhibierten und keinen relevanten E�ekt auf die PDXP-Aktivität

zeigten. Diese Inhibitoren, fortfolgend Inhibitor #1, #2, #9 und #48 genannt (sie-

he Abb. 1.6), wurden im Rahmen des Projektes näher untersucht. Das fünfte Mole-

kül, Inhibitor #51, wurde aufgrund der beobachteten Lichtemp�ndlichkeit frühzei-

tig ausgeschlossen (Engelmann, 2019). Für die Quanti�zierung der PGP-Inhibition

wurde von Engelmann, 2019, und Frankenbach, 2017, die IC50 mit muriner PGP

und 200µM PG bestimmt (siehe Tab. 1.2). Anschlieÿend wurde die Inhibitionsart

charakterisiert (vgl. 1.6.2). Die Ergebnisse von Engelmann, 2019, lieÿen für Inhi-
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2-[(4-(4-[(2-carboxyanilino)carbonyl]phenoxy)
benzoyl)amino]benzoic acid
Molekulare Masse: 496.48 g/mol

5-[3-carboxy-4-[(3,4-dimethoxybenzoyl)amino]phenyl]
methyl]-2-[(3,4-dimethoxy-benzoyl)amino]benzoic acid
Molekulare Masse: 614.61 g/mol

# 1 # 2

2,6-bis(2-carboxyanilino)pyrimidine-4-
carboxylic acid
Molekulare Masse: 394.35 g/mol

# 9 N-[(2-amino-5-phenyl-3-thienyl)carbonyl]glycine
Molekulare Masse: 276.31 g/mol

# 48

Abbildung 1.6 Strukturformeln der Inhibitoren #1, #2, #9 und #48.

bitor #1 auf eine Kombination aus nicht-kompetitiver und kompetitiver Inhibiti-

on schlieÿen. Die Veränderungen von KM und Vmax durch steigende Inhibitor #2

und #9-Konzentrationen waren vereinbar mit einer kompetitiven Inhibition (En-

gelmann, 2019). Um die Selektivität der Inhibitoren genauer zu untersuchen, wurde

die Wirkung der Inhibitoren #1, #2 und #9 auf verschiedenen HAD-Phosphatasen

von Frankenbach, 2017, und Yesilyurt, 2017, getestet.

Tabelle 1.2 Mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) der Inhibitoren #1,
#2, #9, #48 und #51
Bestimmung der IC50 der Inhibitoren #1, #2, #9 und #51 (Engelmann, 2019) sowie #48
(Frankenbach, 2017) mit muriner PGP und PG. Dargestellt ist der Mittelwert ± S.E.M.
aus n=3 (für #1, #48 und #51) bzw. n=4 (für #2 und #9) unabhängigen Versuchen.

Inhibitor #1 #2 #9 #48 #51

IC50 (in µM) 0.37± 0.03 1.49± 0.17 0.86± 0.07 1.29± 1.44 2.04± 0.67
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1.7.2 Ziel der Arbeit

In den letzten zehn Jahren konnten wichtige Erkenntnisse über die zellulären und

physiologischen Funktionen der HAD-Phosphatase PGP gewonnen werden. Die Be-

schreibung der Phosphatase-Aktivität gegenüber der potentiell toxischen Metaboli-

ten PG, 2PL und 4PE führte zu der Bezeichnung �metabolite repair enzyme� was

bedeutet, dass die PGP essentiell für den Zellerhalt ist - konkret für die Aufrecht-

erhaltung der Glykolyse und des PPWs. Die Charakterisierung als G3PP legt eine

Wirkung an der Schnittstelle zwischen Kohlenhydrat- und Fettsto�wechsel nahe.

Zelluläre Studien konnten Hinweise auf die Regulierung des EGF-induzierten Zy-

toskelettumbaus durch die PGP liefern und durch die Untersuchung von Mäusen

mit PGP-Inaktivierung zeigte sich ein entscheidender Ein�uss der PGP auf die Zell-

proliferation und embryonale Entwicklung.

Die Untersuchung der PGP-Funktionen erfolgte bislang nur mit Hilfe genetischer

Methoden. Um ein umfassenderes Verständnis über die Zusammenhänge der phy-

siologischen und pathophysiologischen Bedeutungen der PGP zu erhalten, ist diese

Arbeit Teil eines Projektes, welches sich mit der gezielten pharmakologischen In-

hibition der PGP beschäftigt, denn genetische und pharmakologische Ansätze der

Enzymregulation können, aber müssen nicht zu gleichen E�ekten führen. Die An-

sätze sollten daher als sich ergänzende Methoden verstanden werden. Durch die

Identi�zierung eines selektiven PGP-Inhibitors könnten vor allem akute E�ekte der

PGP-Inhibition analysiert und die Hemmung in Zellen, die sich nicht für geneti-

sche Modi�kationen eignen, untersucht werden. Darüber hinaus ist eine selektive

PGP-Inhibition möglicherweise in der Therapie von Tumorerkrankungen aufgrund

der �metabolite repair�-Funktion interessant.

Ziel dieser Arbeit ist

1. Die Implementierung der Inhibitor #1 -Behandlung in der Zellkultur und die

Bestimmung erster zellbiologischer E�ekte dieser Behandlung.

2. Die Charakterisierung der PGP-Hemmung durch Inhibitor #48.

3. Die Testung der Selektivität von Inhibitor #48 und ein Vergleich der Ergeb-

nisse mit den bereits erfolgten Selektivitätstestungen mit den Inhibitoren #1,

#2 und #9.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikörper

Anti-PGP, polyklonale Antikörper aus Kaninchen Charles River

gegen rekombinante, gereinigte murine PGP siehe Seifried et al., 2014

Anti-Tubulin, monoklonale Antikörper aus Mäusen (DM1A) Sigma-Aldrich

Anti-Kaninchen, Anti-Maus, polyklonale, sekundäre Antikörper,

Horseradish Peroxidase-(HRP-)konjugiert aus Ziegen Thermo Scienti�c

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid/Bisacrylamid (30%/ 0.8%) Roth

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich

Aprotinin Sigma-Aldrich

Biomol Green Enzo Life Science

Bovine Serum Albumin (BSA) Fraktion V Thermo Scienti�c

Bromphenolblau Merck

Calciumchlorid (CaCl2) Merck

CAPS [3-(Cyclohexylamino)-1-propanesulfonic acid] Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich

D-Ribose-5-Phosphat Sigma-Aldrich

Dulbecco's Modi�ed Eagle's Medium (DMEM) PAN Biotech GmbH

Dulbecco's Modi�ed Eagle's Medium (DMEM) Invitrogen

Dulbecco's Phosphat bu�ered saline (PBS), ohne MgCl2/CaCl2 PAN Biotech GmbH

Essigsäure Roth

Ethanol Roth

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck
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Fetales Kälberserum (FCS) PAN Biotech GmbH

Glucose Merck

Glycerol AppliChem

Glycin Roth

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) Gibco

HEPES [2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure] AppliChem

Imidazol Fluka

Inhibitor #1 ChemDiv

Inhibitor #48 ChemDiv

Leupeptin Sigma-Aldrich

L-Glutamin PAN Biotech GmbH

Magnesiumchlorid (MgCl2) AppliChem

MES [2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure] Sigma-Aldrich

Methanol Roth

Milchpulver Roth

MOPS [3-(N-morpholino)propanesulfonic acid] Sigma-Aldrich

N, N, N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth

Natriumazid (NaN3) Merck

Natriumchlorid (NaCl) Roth

Natriumdesoxycholat Sigma-Aldrich

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth

Natriumhydroxid (NaOH) Roth

Nonyl Phenoxypolyethoxylethanol (NP-40) Fluka

para-Nitrophenol (pNP) Merck

Pefabloc SC-Protease Inhibitor

[4-(2-Aminoethyl)-benzylsulfonyl�uorid-Hydrochlorid] Roth

Penicillin/Streptomycin Gibco

Pepstatin A AppliChem

Phosphoglykolat (PG) Sigma-Aldrich

PIPES [Piperazin-1,4-bis-(2-ethansulfonsäure)] AppliChem

PnkP 20-mer, Sequenz:

5' -ATT ACG AAT GCC CAC ACC GC- 3'-Phosphat Euro�ns genomics

Ponceau S Sigma-Aldrich

Precision Plus Protein Standards Dual Color Bio-Rad

Propidiumiodid (PI) Sigma-Aldrich

Puromycin Calbiochem

Pyridoxal-5´-Phosphat (PLP) Sigma-Aldrich
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Pyrophosphat (PPi) Sigma-Aldrich

Salzsäure (HCl) Roth

Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (STI) Sigma-Aldrich

Triethanolamin (TEA) AppliChem

Tris-(hydoxymethyl-)aminomethanhydrochlorid (Tris-HCl) Roth

Triton X-100 Merck

Trypsin-EDTA Gibco

Tween-20 AppliChem

Zitronensäure Roth

beta-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich

2.1.3 Enzyme

Magnesium-abhängige Phosphatase 1 (MDP1) AG Gohla

Phospho 2 Origene

Phosphoglykolatphosphatase (PGP) AG Gohla

Polynukleotidase 5'-Kinase/3'-Phosphatase (PnkP) Origene

Lysin-Histidin-Pyrophosphat-Phosphatase (LHPP) AG Gohla

2.1.4 Kits

Adipogenesis Assay Kit (MAK040) Sigma-Aldrich

Micro BCA Protein Assay Kit Thermo Scienti�c

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scienti�c

Super Signal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate Thermo Scienti�c

2.1.5 Lösungen und Pu�er

SDS-PAGE

Laufpu�er: 25mM Tris

200mM Glycine

1% (w/v) SDS

pH 8.7

Lämmli-Pu�er, 4 x: 62.5mM Tris-HCl

10% (v/v) Glycerol

5% (v/v) β-Mercaptoethanol

2% (w/v) SDS
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0.02% (w/v) Bromophenol Blau

pH 6.8

Sammelgel: 4% (w/v) Acrylamid

0.02% (v/v) APS

0.002% (v/v) TEMED

0.1% (w/v) SDS

125mM Tris-HCl

pH 6.8

Trenngel: 12% (w/v) Acrylamid

0.05% (v/v) APS

0.003% (v/v) TEMED

0.1% (w/v) SDS

375mM Tris-HCl

pH 8.8

Immunoblot

Anodenpu�er I: 0.3M Tris

40% (v/v) Methanol

Anodenpu�er II: 25mM Tris

40% (v/v) Methanol

Antikörperverdünnungslösung: 10mM HEPES

0.5M NaCl

1% (w/v) BSA

0.2% (w/v) Tween-20

0.02% (w/v) NaN3

pH 7.4

Blotto Pu�er: 50mM Tris-HCl

2mM CaCl2
80mM NaCl

5% (w/v) Milchpulver

0.2% NP-40

pH 8.0
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Kathodenpu�er: 25mM Tris

40mM Glycine

10% (v/v) Methanol

Färbelösung

Ponceau S Lösung: 0.1% (w/v) Ponceau S

5% (v/v) Essigsäure

Lyse- und Reaktionspu�er

Acetat-Pu�er: 50mM Essigsäure

5mM MgCl2
5mM DTT

pH 5.2

CAPS-Pu�er: 50mM CAPS

5mM MgCl2
5mM DTT

pH 10.2; 10.7; 11

Citrat-Pu�er: 50mM Zitronensäure

5mM MgCl2
5mM DTT

pH 4.3; 4.7; 6.4

HEPES-Pu�er: 50mM HEPES

5mM MgCl2
5mM DTT

pH 7.7; 8.4

Immidazol-Pu�er: 50mM Immidazol

5mM MgCl2
5mM DTT

pH 7.3

MES-Pu�er: 50mM MES

5mM MgCl2
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5mM DTT

pH 6.6

MOPS-Pu�er: 50mM MOPS

5mM MgCl2
5mM DTT

pH 6.8

Phospho2-Reaktionspu�er: 50mM Imidazol

5mM MgCl2
0.01% (v/v) Triton X-100

5% (v/v) Glycerol

PIPES-Pu�er: 50mM PIPES

5mM MgCl2
5mM DTT

pH 6.8

RIPA-Lyse-Pu�er: 50mM Tris

150mM NaCl

1% (v/v) Triton X-100

0.1% (w/v) SDS

0.5% (w/v) Natriumdesoxycholat

TMN-Reaktionspu�er: 30mM TEA

5mM MgCl2
30mM NaCl

0.01% (v/v) Triton X-100

5mM DTT

pH 7.5

TMN-Reaktionspu�er ohne DTT: 30mM TEA

5mM MgCl2
30mM NaCl

0.01% (v/v) Triton X-100

pH 7.5
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TMN-Lysepu�er: 30mM TEA

5mM MgCl2
30mM NaCl

0.2% (v/v) Triton X-100

5 ng/ml Aprotinin

5 ng/ml Leupeptin

1mM Pefabloc

1 ng/ml Pepstatin

pH 7.5

Tris-HCl-Pu�er: 50mM Tris-HCl

5mM MgCl2
5mM DTT

pH 8.4; 8.8

2.1.6 Software

FlowJo v10 Becton Dickinson (BD) Bioscience

GraphPadPrism version 8.4.3 GraphPad software

ImageJ version 1.53e NIH

2.1.7 Technische Geräte

Analysenwaage ABS-N/ABJ-NM Kern

BDK laminar�ow Thermo Scienti�c

Centrifuge 5424 Eppendorf

Centrifuge 5424 R Eppendorf

Centrifuge 5804 Eppendorf

CLARIOstar BMG Labtech

FACS Calibur �ow cytometer BD Biosciences

Hera cell 240 Heraeus

ImageQuant LAS 4010 Digital Imaging System GE Healthcarre

Lab 850 pH meter Schott Instruments

Labovert type 090-122.012 Leitz

Mini-PROTEAN Tetra Cell electrophoresis system Bio-Rad

Mixing Block MB-102 BIOER

MR Hei-Standard magnetic stirrer Heideloph

Neubauer counting chamber Marienfeld
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Rotilabo-mini-centrifuge Roth

SpectraMax Plus 384 Molecular Devices

Synergy Neo2 BioTek

Thermo-Mixer compact Eppendorf

Trans-Blot SD semi-dry transfer cell Bio-Rad

Unimax 1010 Heidolph

VORTEX-GENIE 2 vortex mixer Scienti�c Industries

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Falcon Conical Tube (15 und 50ml) Corning

Falcon Round-Bottom Polystyrene Tubes 5ml Corning

Pipettenspitzen SurPhob

Reaktionsgefäÿe (0.5, 1.5 und 2.0ml) Eppendorf

Roti-Nylon plus Roth

Spritze und Nadel: Omni�x-F 1ml (25 G x 5/8 Zoll) Braun

TC-Platte 96 Well, Standard, F Sarstedt

TC-Schale, Standard (35 und 100mm) Sarstedt

Whatman Papier A. Hartenstein

Zellkultschalen Nunclon Delta (35 und 100mm) Nunc

Zellschaber Biologix

2.1.9 Zellkulturmedien

Vollmedium: DMEM mit 4.5 g/l Glucose

10% (v/v) FCS

2mM L-Glutamin

100U/mL Penicillin

100µg/mL Streptomycin

1µg/mL Puromycin

Hungermedium: DMEM mit 4.5 g/l Glucose

2mM L-Glutamin

100U/mL Penicillin

100µg/mL Streptomycin

Medium ohne Glucose: DMEM mit 2mM L-Glutamin

10% (v/v) FCS

30



Material und Methoden

100U/mL Penicillin

100µg/mL Streptomycin

2.1.10 Zelllinie

GC1 spg ATCC
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2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung der Phosphatase-Aktivität

Für die in vitro Bestimmung der Phosphatase-Aktivität wurde BIOMOL Green zur

Detektion des freigewordenen anorganischen Phosphats verwendet. BIOMOL Green

ist eine Abwandlung des klassischen Malachit Grün-Reagenz, bei dem im Gegen-

satz zu anderen Malachit Grün-basierten Assays vor der Verwendung eine Mischung

von verschiedenen Lösungen nicht notwendig ist. Malachit Grün, eine Molybdat-

Verbindung, bildet in Anwesenheit von freiem Phosphat einen Phosphomolybdat-

Komplex. Es kommt zu einer Farbentwicklung von gelb nach grün, welche kolorime-

trisch detektiert werden kann (Itaya und Ui, 1966, und Baykov et al., 1988).

Alle Malachit Grün-Experimente wurden in einer 96-Well Platte mit einem Reakti-

onsvolumen von 50µl bei Raumtemperatur durchgeführt. Zunächst ist die Enzym-

aktivität im zeitlichen Verlauf gemessen worden, um lineare Bedingungen der Sub-

stratumwandlung zu bestimmen (entspricht dem Beginn einer Reaktion, wenn haupt-

sächlich die Hinreaktion statt�ndet und die Rückreaktion vernachlässigbar ist, siehe

Berg et al., 2018). Hierfür wurde das Enzym in die einzelnen Wells verteilt und zum

Starten der Reaktion das Substrat zu unterschiedlichen Zeitpunkten hinzugegeben.

Die verwendete Enzym- sowie Substrat-Konzentration ist in 2.2.2, 2.2.9 und 2.2.10

angegeben. Anschlieÿend wurden die Reaktionen zeitgleich mit einer Mehrkanalpi-

pette mit 100µl BIOMOL Green gestoppt und die Bildung des Phosphomolybdat-

Komplex im CLARIOstar über einen Zeitraum von 20 Minuten (1Messung pro

Minute) bei einer Wellenlänge von 620 nm gemessen. Für die Bestimmung des Hin-

tergrundes wurde auf den Enzym-Pu�er-Mix zunächst BIOMOL Green und im

Anschluss das Substrat hinzugegeben. Aufbauend auf den Ergebnissen der Zeitrei-

hen wurde eine Inkubationszeit festgelegt, die innerhalb des linearen Bereiches der

Zeitreihe lag und für weitere Experimente verwendet wurde.

Es wurde eine Standardkurve mit einer vom Hersteller zur Verfügung gestellten

Phosphatlösung nach dem Protokoll von BIOMOL Green erstellt, mit welcher die

gemessene optische Dichte (OD) in die entsprechend freigesetzte Phosphatkonzen-

tration umgerechnet werden konnten (siehe Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1 Phosphat-Standardgerade mit BIOMOL Green
Die Standardkurve dient der Umwandlung der gemessenen Optischen Dichte (OD) einer
Phosphatase-Aktivitätsmessung mit BIOMOL Green in die entsprechend freigesetzte Phos-
phatkonzentration. Es wurde eine serielle Verdünnungsreihe in Duplikaten mit dem Phos-
phatstandard verdünnt in TMN-Pu�er erstellt (50µl pro Well): von 2 nmol (=̂ 40µM)
bis 0.063 nmol (=̂ 1.25µM) anorganisches Phosphat (Pi). Die Absorptionswerte wurden
bei einer Wellenlänge von 620 nm im Mikrotiterplattenmessgerät CLARIOstar gemessen.
Gezeigt sind die Ergebnisse von zwei unabhängigen, in Duplikaten durchgeführten Mes-
sungen, welche jeweils als Punkte dargestellt sind. Mittels linearer Einfachregression wurde
eine Regressionsgerade erstellt (y=0.1404x + 0.001746; R2=0.9916).

2.2.2 Pu�erabhängige PGP-Aktivität

Im Rahmen dieser Arbeit wurden optimale Pu�erbedingungen für die PGP-abhängi-

ge PG-Dephosphorylierung gesucht. Hierfür wurde die Enzymaktivität des gereinig-

ten Proteins mittels Zeitreihe im TMN-Pu�er getestet und eine Inkubationszeit

für die Testung der Enzymaktivität mit verschiedenen Pu�ern festgelegt: Pro Well

wurden 10 ng PGP verwendet und mit 200µM PG für drei Minuten inkubiert. En-

zym und Substrat wurden in Acetat-, CAPS-, Citrat-, HEPES-, Immidazol-, MES-,

MOPS-, PIPES-, Tris-HCl-Pu�er sowie zum Vergleich in TMN-Reaktionspu�er ver-

dünnt. Die Zusammensetzung der Pu�er ist in 2.1.5 beschrieben. Die einzelnen Be-

dingungen wurden jeweils in technischen Duplikat untersucht (Anzahl der Versuche

n=2). Aufgrund der im Vergleich zu vorherigen Experimenten relativ niedrigen Ab-

sorptionswerten im TMN-Pu�er wurde die Aktivität erneut mit derselben Substrat-

Konzentration und der doppelten PGP-Menge (20 ng pro Well) getestet (n=2), um

auszuschlieÿen, dass die in den getesteten Pu�ern gemessenen niedrigen OD-Werte

durch die geringe PGP-Aktivität erklärt werden können. Hierfür wurde die PGP

in Acetat-, HEPES-, MES-, MOPS-, PIPES-, TNM- und Tris-HCl-Pu�er verdünnt.

Auf die Erstellung von Phosphat-Standardkurven für die jeweiligen Pu�er zur Um-

wandlung der gemessenen OD in die entsprechende Phosphatkonzentration wurde

in diesem Experiment auf Grund der geringen Enzymaktivität verzichtet.
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2.2.3 Zelllinie

Für diese Arbeit wurden Versuche mit der murinen spermatogonialen Zellline GC1-

spg (GC1-Zellen) durchgeführt. Mittels RNA-Interferenz wurde die Untersuchung

von Zellen mit normaler und herabgesetzter PGP-Expression ermöglicht. Wie be-

reits in vorherigen Arbeiten beschrieben (Seifried et al., 2014, und Segerer et al.,

2018), wurden Zellen verwendet, die mit lentiviralen Partikeln in�ziert wurden und

dadurch sogenannte short hairpin RNA (shRNA) enthalten. Eine dieser shRNAs

ist gegen PGP gerichtet (MISSION shRNA Program SHCLND-NM_025954). Als

Kontrolle wurde eine shRNA verwendet (MISSION non-targeting shRNA control

SHC002), deren Sequenz zu keiner bekannten humanen oder murinen Gensequenz

passt, da die Sequenz eine mindestens vier Basenpaare lange Fehlpaarung zu je-

der bekannten humanen oder murinen Gensequenz enthält (Seifried et al., 2014).

Als Wachstumsmedium wurde Dulbeccos Modi�ed Eagles Medium (DMEM) ver-

wendet, zu dem 10% FCS, 2mM L-Glutamin sowie Penicillin, Streptomycin und

Puromycin hinzugefügt wurden (von hier an DMEM-Vollmedium genannt, siehe

auch 2.1.9). Die Zellen wurden bei 37 ◦C, einer CO2 Konzentration von 7% und

einer Luftfeuchtigkeit von 95% im Inkubator in Zellkulturschalen kultiviert.

2.2.4 Endogene PGP-Aktivität in GC1-Zelllysaten

Herstellung der Lysate: Die GC1-Zellen wurden auf eine 3 cm Zellkulturschale

ausgesät (ca. 320.000 Zellen pro Schale mit PGP-shRNA und ca. 300.000 Zellen pro

Schale mit Kontroll-shRNA), sodass sie am folgenden Tag kon�uent waren. Die Zel-

len wurden zwei Mal mit 1ml 0.9%-iger NaCl-Lösung gewaschen, anschlieÿend mit

200µl eiskaltem TMN-Lysepu�er benetzt und mit einem Zellschaber von der Scha-

le abgekratzt. Die Suspension wurde in ein Reaktionsgefäÿ überführt und, um das

Zelllysat weiter aufzuschlieÿen, wurden sie 15-mal durch eine 1ml Einmalspritze (25

G x 5/8 Zoll) gezogen. Nachdem das Lysat für 15 Minuten mit 15.000 rpm bei 4 ◦C

zentrifugiert wurde, ist der Überstand in ein neues Reaktionsgefäÿ überführt worden.

Messung der PGP-Aktivität: Die Bestimmung der Phosphatfreisetzung im zeit-

lichen Verlauf erfolgte mittels BIOMOL Green Lösung analog zu den Versuchen mit

gereinigtem Protein (siehe 2.2.1). Pro Well wurden 2.5µl Lysat in 22.5µl TMN-

Reaktionspu�er verdünnt. Zum Starten der Reaktion wurden 25µl PG in TMN-

Reaktionspu�er (�nale PG-Konzentration in 50µl: 200µM) hinzugefügt und die

Reaktion jeweils nach 2.5, 5, 10, 15 und 20 Minuten mit 100µl BIOMOL Green

gestoppt. Für die Bestimmung des Hintergrundes wurde das Substrat nach Zugabe
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von BIOMOL Green hinzugegeben. Die Messungen erfolgten in Duplikaten. Das Ex-

periment ist in Abbildung 2.2 A schematisch dargestellt. Pro Experiment wurde

die Aktivitätsmessung beim ersten Mal zweimal mit je 2.5µl des Lysats und beim

zweiten und dritten Mal dreimal durchgeführt. Anschlieÿend wurde der Mittelwert

aus diesen zwei bzw. drei Messungen für das jeweilige Experiment bestimmt (Anzahl

der unabhängig voneinander durchgeführten Experimente n=3). Um die Aktivität

pro µg Gesamtproteinmenge zu berechnen, wurde die Proteinkonzentration im Ly-

sat unter Verwendung des Pierce BCA Protein Assay Kits bestimmt (siehe 2.2.11).

15 min Inkubation:
2.5 µl Lysat mit 
40 µM Inhibitor # 1/# 48

Zugabe von PG (200 µM pro Well)

Aktivitätsmessung 
mit BIOMOL Green

überführter 
Überstand der
lysierte Zellen

H
Messung in Duplikaten

5 102.5 15 20 min
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Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der Versuche zur Messung und Hem-
mung der endogenen PGP-Aktivität mit BIOMOL Green
A: Messung der endogenen PGP-Aktivität in GC1-Zelllysaten B: Wirkung der Inhibi-
toren #1 und #48 im Zelllysat C: Wirkung des Inhibitors #1 auf GC1-Zellen. A-C:
H=Hintergrundmessung. Die ausführliche Beschreibung der Versuche be�ndet sich in 2.2.4
bzw. 2.2.5.

.

2.2.5 Hemmung der endogenen PGP-Aktivität

Wirkung der Inhibitoren #1 und #48 im Zelllysat: Um zu untersuchen, ob

durch die Inhibitoren #1 und #48 die endogene PGP-Aktivität im hergestellten

GC1-Zelllysat gehemmt werden kann, wurden die Zelllysate zunächst mit den Inhi-

bitoren inkubiert und anschlieÿend das Substrat PG hinzugefügt. Als erstes wurden

5µl einer 400µM Inhibitorlösung (#1 und #48, Stammkonzentration 10mM ver-

dünnt in TMN-Reaktionspu�er, Endkonzentration: 40µM) und als Kontrolle DM-

SO, das Lösungsmittel der Inhibitoren, in der gleichen Verdünnung (=̂ 10% DMSO)
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in die 96-Well Platte verteilt. Anschlieÿend wurden 2.5µl Lysat mit 37.5µl TMN-

Reaktionpu�er verdünnt, zum vorgelegten Inhibitor hinzugefügt und für 15 Minuten

mit diesem inkubiert. Zum Starten der Reaktion wurden mit einer Multikanalpipet-

te 5µl einer 2mM PG-Lösung (PG-Konzentration im Reaktionsvolumen: 200µM)

verteilt und die Reaktion nach 10 bzw. 15 Minuten mit 100µl BIOMOL Green been-

det. Die gebildete Phosphatkonzentration wurde bestimmt (siehe 2.2.1) und pro µg

Gesamtproteinmenge der Lysate berechnet. Die Gesamtproteinmenge wurde mittels

Pierce BCA Protein Assay Kit ermittelt (siehe 2.2.11). Jede Bedingung wurde in

Duplikaten mit Inhibitor #1 in n=3 bzw. mit Inhibitor #48 in n=2 unabhängigen

Versuchen getestet. Pro Experiment wurde die Inkubation mit den Inhibitoren und

die anschlieÿende Aktivitätsmessung beim ersten Mal zweimal mit je 2,5µl des Ly-

sats und beim zweiten und dritten Mal dreimal durchgeführt. Anschlieÿend wurde

der Mittelwert aus diesen zwei bzw. drei Messungen für das jeweilige Experiment

bestimmt. Das Experiment ist in Abbildung 2.2 B schematisch gezeigt.

Wirkung des Inhibitors #1 auf GC1-Zellen: Es wurden verschiedene Experi-

mente durchgeführt, die den Ein�uss einer Behandlung der GC1-Zellen mit Inhibi-

tor #1 auf die PGP-Aktivität näher untersuchten. Getestet wurden unterschiedliche

Zellkulturmedien, Inhibitorkonzentrationen und Inkubationszeiten. Die verschiede-

nen Behandlungen der Zellen sind in Tabelle 2.1 angegeben. Die Zusammensetzung

der Medien ist in 2.1.9 beschrieben. Auÿerdem wurden erste Versuche zur Reversi-

bilitätstestung gemacht.

Tabelle 2.1 Wirkung des Inhibitors #1 auf GC1-Zellen: Übersicht über die
getesteten Bedingungen

Medium
Inhibitorkonzen-
tration in µM

DMSO-Kontrolle
in %

Inkubationszeit
in Minuten

DMEM-Vollmedium
100 0.1 60DMEM-Hungermedium

HBSS mit 1% BSA

HBSS
50 0.05

60100 0.1
200 0.2

HBSS 200 0.2
15
30
45
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Die GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA wurden auf 3 cm Zellkulturschalen ausgesät,

sodass sie am nächsten Tag kon�uent waren (ca. 300.000 Zellen pro Schale). Das

DMEM-Vollmedium wurde abgesaugt, der kon�uente Zellrasen mit 1ml PBS gewa-

schen und 1ml frisches Medium, versetzt mit Inhibitor #1 bzw. DMSO als Solvens-

kontrolle, auf die Zellen gegeben. Anschlieÿend wurden die Zellen lysiert (siehe 2.2.4)

und die PGP-Aktivität in 2.5µl Lysat gegenüber 200µM PG untersucht. Analog zu

den vorangegangen Versuchen wurde mittels BIOMOL Green die Menge des freige-

setzten Phosphats bestimmt (siehe auchAbb. 2.2 C). Unter Verwendung des Pierce

BCA Protein Assay Kits wurde die Proteinkonzentration der Lysate und damit die

gebildete Phosphatmenge pro µg Gesamtproteinmenge berechnet (siehe 2.2.11). Die

PGP-Aktivitätsmessung der GC1-Zellen, die mit Inhibitor #1 bzw. DMSO, gelöst

in DMEM-Vollmedium, DMEM-Hungermedium (enthält DMEM-Medium mit 4.5 g

Glucose pro Liter, zu dem kein FCS hinzugefügt wird) und HBSS (Hanks' Balan-

ced Salt Solution) mit 1% BSA, behandelt wurden, wurde zweimal mit demselben

Zelllysat in Duplikaten durchgeführt (n=1). Die Inhibitorbehandlung zur Testung

verschiedener Inhibitorkonzentrationen in HBSS wurde mit n=3 unabhängigen Ex-

perimenten durchgeführt. Zur Testung verschiedener Inkubationszeiten mit Inhibi-

tor #1 in HBSS wurde die Inhibitorbehandlung mit n=5 unabhängig voneinander

durchgeführten Experimenten wiederholt. Die Aktivitätsmessung wurde pro Lysat

dreimal in Duplikaten wiederholt und der Mittelwert aus diesen drei Messungen für

das Experiment bestimmt.

Um zu untersuchen, inwiefern sich die Hemmung der PGP-Aktivität verändert, wenn

die Zellen nach der Inhibitorbehandlung mit PBS gewaschen und in HBSS ohne In-

hibitor inkubiert werden, wurde das folgende Experiment gemacht. Es wurden drei

Bedingungen verglichen: eine 30-minütige Behandlung mit Inhibitor #1 (200µM in

HBSS), die gleiche Behandlung mit anschlieÿendem Waschen und 10 bzw. 30 Minu-

ten Inkubation in HBSS ohne Inhibitor. Als Kontrolle wurden die Zellen mit 0.2%

DMSO behandelt (zur Verdeutlichung der Behandlung dient Abb. 2.3). Die jewei-

lige Bedingung wurde im Duplikat in n=3 unabhängigen Experimenten getestet.

Pro Lysat wurde die Aktivitätsmessung dreimal in Duplikaten mit demselben Lysat

durchgeführt und der Mittelwert aus diesen drei Messungen bestimmt.
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Abbildung 2.3 Testung der Reversibilität
Es sind die verschiedenen Behandlungsschritte der GC1-Zellen dargestellt, welche gemacht
wurden, um die Reversibilität der Hemmung durch Inhibitor #1 zu untersuchen.

2.2.6 TAG-Bestimmung

Für die Bestimmung der TAG-Konzentration in GC1-Zellen nach Behandlung der

Zellen mit Inhibitor #1 bzw. DMSO wurde das Adipogenesis Assay Kit verwendet.

Die Zellen wurden auf 3 cm Zellkulturschalen ausgesät, sodass sie nach zwei Tagen

kon�uent waren (ca. 170.000 Zellen pro Schale mit PGP-shRNA und ca. 160.000

Zellen pro Schale mit Kontroll-shRNA). Nach dem Waschen mit 1ml PBS wurden

die Zellen mit 50µM und 200µM Inhibitor #1 bzw. 0.1% DMSO in HBSS für 60

Minuten behandelt. Im Anschluss an die Behandlung wurden die Zellen mit 1ml

PBS gewaschen. Die Proben wurden nach Empfehlungen des Herstellers verarbei-

tet: Um die Lipide zu lösen wurden 150µl Lipidextraktionspu�er auf die Zellen

gegeben. Die Zellen wurden von der Zellkulturschale abgekratzt, in ein Reaktions-

gefäÿ überführt und für 30 Minuten bei 90-100 ◦C inkubiert. Für die Hydrolyse der

TAG in Glycerol und freie Fettsäuren wurden die homogenisierten Proben mit 2µl

Lipaselösung gemischt. Nach 10 Minuten wurde der Masterreaktionsmix, bestehend

aus Enzym-Mix, Pu�er und Indikator, hinzugefügt und für 30 Minuten bei Raum-

temperatur im Dunkeln inkubiert. Dadurch oxidiert das entstandene Glycerol und

es kommt zu einem Farbumschlag des Indikators, welcher proportional zur gebilde-

ten TAG-Menge ist und kolorimetrisch bei A570 im SpectraMax, einem Mikroplat-

tenlesegerät, gemessen wurde. Mit dem im Assay Kit enthaltenen TAG-Standard
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wurde eine Standardgerade erstellt. Anhand dieser wurden die Absorptionswerte

der gemessenen Proben in die entsprechende Menge TAG umgerechnet. Die Proben

wurden im Duplikat gemessen. Das Experiment wurde mit n=4 unabhängig von-

einander behandelten Zellpräparationen wiederholt. Die Gesamtproteinmenge der

Proben wurde unter Verwendung des Pierce BCA Protein Assay Kits bestimmt, um

die TAG-Menge pro µg Gesamtproteinmenge zu ermitteln (siehe 2.2.11).

2.2.7 Lebend-/Tod-Diskriminierung mittels Durch�usszyto-

metrie

Die Durch�usszytometrie kann verwendet werden, um die Viabilität von Zellen zu

untersuchen. Die behandelten Zellen wurden nach der Behandlung in Suspension

gebracht und mit Propidium Iodid (PI) inkubiert. PI kann die permeable Zellmem-

bran von toten Zellen überwinden und als Nukleinsäureinterkalator die geschädigten

Zellen färben. Das FACS Calibur �ow cytometer wurde für die Analyse der Zel-

len verwendet und die Daten wurden mittels FlowJo ausgewertet. Abbildung 2.4

verdeutlicht beispielhaft die Auswertung. Durch das sogenannte Gating wird ent-

schieden, welche Zellen analysiert werden (schwarze Umrandung in Abb. 2.4 A).

Mittels verschiedener Detektoren wird die Intensität der Fluoreszenz gemessen. Ab-

bildung 2.4 B zeigt einen Dot-Plot, bei dem die gemessene Fluoreszenz von zwei

verschiedenen Detektoren aufgetragen ist (FL1 misst den maximal erreichten grü-

nen Fluoreszenzwert einer Zelle, FL2 den maximal erreichten roten Fluoreszenzwert

einer Zelle). Es lassen sich zwei Populationen unterscheiden: eine, die nicht rot �uo-

resziert (entspricht den lebendigen Zellen), und eine, die ein intensives rotes Fluores-

zenzmuster zeigt (entspricht den toten Zellen, die mit PI angefärbt wurden). Beide

Populationen zeigen keine grüne Fluoreszenz. In Abbildung 2.4 C ist für die er-

reichten roten Fluoreszenzwerte die jeweils gemessene Anzahl an Zellen aufgetragen.

Es lassen sich wieder die beiden Populationen abgrenzen, deren prozentualer Anteil

mit Hilfe dieser Histogramme bestimmt wurde.

Zunächst wurde untersucht, welchen Ein�uss die in der Arbeitsgruppe verwende-

ten Zellkulturmedien (DMEM-Vollmedium, DMEM-Hungermedium und DMEM-

Medium ohne Glucose, für die genaue Zusammensetzung der Medien siehe 2.1.9)

auf die Integrität der Zellen haben und ob es einen Unterschied zwischen GC1-

Zellen mit Kontroll-shRNA und PGP-shRNA gibt. Anschlieÿend wurde der Ein�uss

des Inhibitors #1 gelöst in HBSS auf die Überlebensrate der Zellen analysiert.

39



Material und Methoden

0 400 800

FSC-H

0

200

400

600

800

1,0K
SS

C
-H

13,1
86,7

100 101 102 103 104

FL2-H

0

50

100

150

C
ou
nt

100 101 102 103 104

FL2-H

100

101

102

103

104

FL
1-
H

A B C

Abbildung 2.4 Beispielhafte Darstellung der durch�usszytometrischen Analysen
A: Beispiel-Dot-Plot einer Probe mit GC1-Zellen. Jeder Punkt entspricht einer Zelle.
FSC=Forward Scatter (engl. für Vorwärtsstreulicht, Maÿ für die Zellgröÿe), SSC=Side
Scatter (engl. für Seitwärtsstreulicht, Maÿ für die Granularität der Zellen).B: Dot-Plot, der
die Intensität der Fluoreszenz (FL) der analysierten Zellen zeigt. Umrandung der Zellen,
die in C dargestellt sind. C: Die erstellten Histogramme wurden zur Analyse der Viabili-
tät der Zellen verwendet: Aufgetragen ist die jeweilige Anzahl an Zellen, die den gleichen
roten Fluoreszenzwert zeigen. Es lassen sich zwei Populationen abgrenzen, deren prozen-
tualer Anteil in der Abbildung angegeben ist. A, B und C: Erstellung der Abbildung
mittels FlowJo. Weitere Details sind im Text beschrieben.

Ein�uss verschiedener Zellkulturmedien: Die GC1-Zellen wurden in einer 96-

Well Platte (ca. 8.000 Zellen pro Well mit Kontroll-shRNA, ca. 9.600 Zellen pro

Well mit PGP-shRNA) ausgesät. Am nächsten Tag wurde das Medium abgesaugt,

die Zellen mit 150µl PBS gewaschen und jeweils 100µl Medium auf die Zellen ge-

geben. Jede Bedingung wurde im Duplikat untersucht. Am darau�olgenden Tag

wurde das Medium eines Wells jeweils in ein FACS-Falcon überführt, um keine

abgelösten Zellen zu verlieren. Die Zellen wurden mit 100µl warmen PBS gewa-

schen. Die Wasch�üssigkeit wurde gesammelt. Auf die Zellen wurde anschlieÿend

für 10 Minuten warmes Trypsin gegeben, um die Zellen von der Platte zu lösen.

Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor wurde im Verhältnis 1:10 mit warmem PBS gemischt

und von dieser Mischung wurden 250µl ins Well gegeben. Die Zellen wurden durch

Auf- und Abpipettieren in Suspension gebracht und anschlieÿend in das zugehörige

FACS-Falcon überführt. Vor der jeweiligen Messung wurden 5µl PI (Endkonzentra-

tion: 1µg/µl) hinzugegeben und pro Bedingung ca. 5.000 Zellen gezählt (Anzahl der

unabhängig voneinander durchgeführten Versuche n=3).

Ein�uss der Behandlung mit Inhibtor #1: Analog zur Untersuchung der

verschiedenen Zellkulturmedien, wurden für die Testung des Inhibitorein�usses die

Zellen mit Kontroll- und PGP-shRNA in einer 96-Well Platte ausgesät. Nach zwei

Tagen wurden die kon�uenten Zellen mit 150µl PBS gewaschen und im Duplikat für
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60 Minuten mit 100 sowie 200µM Inhibitor #1 bzw. der entsprechenden Konzentra-

tion der Solvenskontrolle DMSO (0.1 sowie 0.2%) gelöst in 100µl HBSS behandelt.

Das Überführen ins Falcon, Färben sowie Messen der Zellen erfolgte ebenfalls analog

zu dem Experiment, welches den Ein�uss der Zellkulturmedien auf die Zellviabilität

untersuchte. Die Anzahl der unabhängig durchgeführten Experimente beträgt n=3

für GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA und n=2 für GC1-Zellen mit PGP-shRNA.

2.2.8 Bestimmung der Inhibitorkonzentration in GC1-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels Absorptionsmessungen versucht, die Kon-

zentration des Inhibitors in den Zellen zu berechnen, um zu bestimmen, wie viel

von dem im Medium verdünnten Inhibitor #1 sich nach der Inkubationszeit in den

behandelten Zellen be�ndet. Zunächst wurden die Absorptionseigenschaften des In-

hibitors untersucht. Anschlieÿend wurde eine Standardgerade berechnet, welche für

die Umrechnung der Absorptionswerte der behandelten Zelllysate in µg Inhibitor

#1 diente.

Bestimmung des Absorptionsmaximums und Erstellung einer Standard-

geraden: Der Inhibitor #1 (Stammkonzentration: 10mM) wurde in 100µl Zelllysat

(Herstellung des Zelllysats s. u.) auf eine Konzentration von 200µM verdünnt. Im

Duplikat wurde im Synergy Neo2, einem Mikrotiterplattenlesegerät, die Absorpti-

on in 1 nm-Schritten in einem Wellenlängenbereich von 280-350 nm gemessen und

ein Absorptionsspektrum erstellt. Um den unspezi�schen Absorptionshintergrund

zu berücksichtigen, wurden zwei Wells mit Zelllysat ohne Inhibitor gemessen und

vom Signal mit Inhibitor subtrahiert. Das dort bestimmte absolute Absorptionsma-

ximum bei 290 nm sowie das lokale Maximum von 310 nm wurden verwendet, um

jeweils eine Standardgerade des im Zelllysat verdünnten Inhibitors #1 zu berech-

nen. Mittels serieller 1:2-Verdünnung wurden Konzentrationen von 12.5 bis 200µM

hergestellt und je 100µl pro Well im Duplikat gemessen. Auch hier erfolgte, wie oben

beschrieben, eine Hintergrundbestimmung, die in den Berechnungen berücksichtigt

wurde. Die Verdünnungsreihe wurde sowohl im Mikrotiterplattenlesegerät CLARIO-

star als auch im Synergy Neo2 gemessen, um mögliche Unterschiede zwischen den

Geräten zu erfassen. Aufgrund der geringfügig höheren OD bei 290 nm und den

geringen Unterschieden im Synergy Neo2 und CLARIOstar, wurden alle weiteren

Messungen bei dieser Wellenlänge im CLARIOstar durchgeführt. Auÿerdem wurde,

um eine mögliche Beein�ussung der Absorption durch das Lösungsmittel DMSO zu

testen, analog zu der Erstellung der Standardgeraden, eine Verdünnungsreihe nur

mit DMSO erstellt und das Signal bei 290 nm gemessen. Für jede Messung wurde
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der Inhibitor in 70µl Zelllysat verdünnt und die OD der Standardgeraden bestimmt.

Mittels linearer Einfachregression wurde aus insgesamt zwölf verschiedenen Messun-

gen eine Standardgerade erstellt und für die Umrechnung verwendet (s. u.).

Herstellung des Zelllysats für die Bestimmung der Standardgerade: Die

auf einer 10 cm Zellkulturschale kon�uent gewachsenen GC1-Zellen mit Kontroll-

shRNA wurden, nachdem das Medium abgesaugt wurde, mit 5ml PBS gewaschen.

Anschlieÿend wurden sie mit 1ml Trypsin-EDTA für fünf Minuten im Inkubator in-

kubiert, um die Zellen von der Zellkulturschale zu lösen. Das Trypsin-EDTA wurde

vorsichtig abgesaugt und die Zellen wurden in 5ml DMEM-Medium resuspendiert.

Mittels Neubauer Zählkammer wurden die Zellen gezählt und eine bestimmte An-

zahl in ein neues Falcon überführt. Die Zellen wurden bei 1050 rpm für fünf Minuten

zentrifugiert, das Medium wurde abgesaugt und das Zellpellet wurde mit 3ml PBS

gewaschen. Anschlieÿend wurden die Zellen erneut für fünf Minuten bei 1050 rpm

zentrifugiert. Nachdem das PBS abgesaugt wurde, wurde das Zellpellet in eiskaltem

RIPA-Lyse-Pu�er resuspendiert (500µl Pu�er pro 1Millionen Zellen). Das Lysat

wurde bei 4 ◦C mit 15.000 rpm für zehn Minuten zentrifugiert, der Überstand in ein

neues Reaktionsgefäÿ überführt und dieser zum Verdünnen des Inhibitors verwendet.

Bestimmung der Inhibitorkonzentration in behandelten GC1-Zellen: Die

GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA wurden für die Versuche auf eine 3 cm Zellkultur-

schale ausgesät, sodass sie zwei Tage später kon�uent waren (ca. 160.000 Zellen pro

Schale). Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen wurden vor der Behandlung

mit 1ml PBS gewaschen. Anschlieÿend wurde 1ml Medium mit Inhibitor #1, bzw.

DMSO als Kontrolle, auf die Zellen gegeben. Die unterschiedlichen Bedingungen der

Behandlung sind in Tabelle 2.2 angegeben. Nach der Behandlung wurden die Zel-

len erneut mit 1ml PBS gewaschen und 200µl eiskalter RIPA-Lyse-Pu�er auf die

Zellen gegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale

gelöst, die Suspension wurde mit einem Vortexer geschüttelt und anschlieÿend bei

4 ◦C mit 15.000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues

Reaktionsgefäÿ überführt. Von jeder Probe wurden 70µl pro Well im Duplikat in

eine 96-Well-Platte gegeben, die Standardgerade erstellt (s. o.) und die Absorption

bei 290 nm gemessen. Mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit wurde die Gesamt-

proteinmenge der Proben bestimmt (siehe 2.2.11). Für die mit Inhibitor #1 gelöst

in DMEM-Vollmedium und HBSS behandelten Zellen wurde die gemessene OD mit

der Standardgeraden in µg Inhibitor #1 pro µg Gesamtproteinmenge umgerechnet.

Vor der Umrechnung wurde die OD der DMSO-Kontrolle abgezogen.
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Tabelle 2.2 Messung der Inhibitor #1-Konzentration in GC1-Zellen: Übersicht
über die getesteten Bedingungen
Hungerm.=Hungermedium, Vollm.=Vollmedium, für die Zusammensetzung der Medien
siehe 2.1.9.

Medium
Inkubations-
zeit in Std.

Inhibitorkonzen-
tration in µM

DMSO-Kon-
trolle in %

Anzahl der
Versuche

DMEM-Vollm. 2 100 0.1 6
DMEM-Vollm. 3 100 0.1 8
DMEM-Hungerm. 3 100 0.1 2
HBSS 1 100 0.1 3
HBSS 1 200 0.2 3

2.2.9 Inhibitionskinetik von Inhibitor #48

Um Hinweise auf die Art der PGP-Hemmung durch Inhibitor #48 zu bekom-

men, wurde die Umsatzgeschwindigkeit bei verschiedenen Substratkonzentrationen

für verschiedene Inhibitorkonzentrationen untersucht. Es wurde zunächst mittels

Zeitreihe eine passende Enzymkonzentration sowie eine geeignete Inkubationzeit

bestimmt (vgl. 2.2.1). Für die Testung wurde eine Reaktionszeit von drei Minu-

ten festgelegt. Pro Well wurden 30 ng murine PGP (=̂ 13.78 nM) in 35µl TMN-

Reaktionspu�er zunächst für 15 Minuten mit 5µl Inhibitor inkubiert. Für die Be-

stimmung des Hintergrundes wurden 35µl TMN-Reaktionpu�er ohne Enzym auf

den Inhibitor gegeben. Es wurden jeweils 16 Wells mit derselben Inhibitorkonzen-

tration gefüllt. Anschlieÿend wurden in jeweils zwei Wells pro Inhibitorkonzentration

10µl von einer der acht PG-Konzentration gegeben, um die Reaktion zu starten.Ab-

bildung 2.5 zeigt das Pipettierschema. Die Reaktion wurde nach der festgelegten

Reaktionszeit (drei Minuten) mit BIOMOL Green gestoppt. Der Versuch wurde drei-

mal wiederholt. Durch eine nicht-lineare Regression nach Michaelis-Menten wurden

die KM sowie die Vmax für die jeweilige Inhibitorkonzentration bestimmt. Auÿerdem

wurde mit Vmax und der molaren Masse der murinen PGP von 43.541 kDa die kkat
berechnet, um so die katalytische E�zienz (kkat/KM) angeben zu können.
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Abbildung 2.5 Pipettierschema zur Bestimmung der Inhibitionskinetik von In-
hibitor #48
96-Well Platte mit Veränderung der Substrat- und Inhibitorkonzentrationen in vertika-
ler bzw. horizontaler Richtung. Schwarz umkreiste Wells enthielten Inhibitor, Enzym und
Substrat. Grau umkreiste Wells enthielten für die Hintergrundbestimmung Inhibitor und
Substrat, jedoch kein Enzym.

2.2.10 Selektivitätsuntersuchungen

Um die Selektivität der biochemisch charakterisierten PGP-Inhibitoren zu untersu-

chen (vgl. Engelmann, 2019, und Frankenbach, 2017), beschäftigt sich ein Teil dieser

Arbeit mit der Bestimmung der Inhibitorenwirkung auf andere HAD-Phosphatasen.

Es wurde die Wirkung des Inhibitors #48 auf die HAD-Phosphatasen Magnesium-

abhängige Phosphatase 1 (MDP1), Phospho 2, Polynukleotidase 5'-Kinase/3'-Phos-

phatase (PnkP) und Lysin-Histidin-Pyrophosphat-Phosphatase (LHPP) untersucht.

Zum Vergleich wurde die Wirkung der Inhibitoren #1, #2 und #9 erneut getestet,

welche bereits in vorhergehenden Arbeiten untersucht wurden (siehe Frankenbach,

2017, und Yesilyurt, 2017).

Für die Experimente wurde zunächst die Enzymaktivität im zeitlichen Verlauf als

Unikat bestimmt, um dann eine Inkubationszeit, welche im linearen Bereich der

Zeitreihe lag, auszuwählen (vgl. 2.2.1). Diese wurde für die Testung der Inhibitoren-

wirkung auf das jeweilige Enzym genutzt. Für die Charakterisierung der Wirkung

wurden die Inhibitoren, sowie DMSO als Solvenskontrolle, in die 96-Well Platte ver-

teilt (wie bei 2.2.5). Das Enzym wurde im Reaktionspu�er verdünnt, zum vorgeleg-
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ten Inhibitor hinzugefügt und für 15 Minuten mit diesem inkubiert. Zum Starten der

Reaktion wurde das Substrat mit der Multikanalpipette verteilt und die Reaktion

nach der ermittelten Inkubationszeit mit BIOMOL Green gestoppt. Alle Inhibito-

ren wurden bei einer Endkonzentration von 40µM getestet. Für die Bestimmung

des Hintergrundes wurde auch hier das Substrat nach Zugabe von BIOMOL Green

hinzugegeben. Die gemessene OD wurde mittels Standardgerade in nmol Phosphat

umgerechnet und ist pro mg Protein angegeben. Jede Bedingung wurde im Duplikat

in n=3 unabhängigen Experimenten untersucht.

MDP1: Für die Bestimmung der Inhibitorenwirkung auf die MDP1 wurde für die

Zeitreihe 0.1µg Enzym (=̂ 0.11µM) mit 4mM D-Ribose-5-Phosphat pro Well für

0 (zur Hintergrundbestimmung), 3, 5 und 8 Minuten inkubiert. Anschlieÿend wur-

de die gleiche Menge Enzym mit den Inhibitoren #1 und #48 behandelt und für

vier Minuten mit 4mM D-Ribose-5-Phosphat in Duplikaten inkubiert. Die Versuche

wurden in TMN-Reaktionspu�er durchgeführt.

Phospho 2: Mit 1µg Phospho 2 (=̂ 0.72µM) und 0.5mM Pyridoxalphosphat

(PLP) pro Well wurde die Enzymaktivität im zeitlichen Verlauf in Phospho 2-

Reaktionspu�er untersucht und dafür die Reaktion nach 0 (zur Hintergrundbestim-

mung), 1, 2, 3, 4 und 5 Minuten gestoppt. Für die Bestimmung der Inhibitorwirkun-

gen der Inhibitoren #1, #9 und #48 wurden zu der jeweiligen Enzym-Inhibitor-

Mischung nach 15-minütiger Inkubation 5µl PLP (Endkonzentration: 0.5 mM) hin-

zugegeben und nach der ermittelten Reaktionsdauer von zwei Minuten die Reaktion

mit BIOMOL Green beendet.

PnkP: Es wurden für die Testung der PnkP 0.01µg Enzym (=̂ 3.5 nM) mit 10µM

20mer für 0 (zur Hintergrundbestimmung), 5, 10 und 20 Minuten inkubiert. Das

verwendete Substrat 20mer ist ein arti�zielles Substrat, ein Oligonukleotid, welches

ähnlich einem DNA-Fragment am 3'-Ende phosphoryliert ist (Sequenz von 20-mer:

5' -ATT ACG AAT GCC CAC ACC GC- 3'-Phosphat). Für die Untersuchung der

Inhibitorenwirkung von Inhibitor #1 und #48 wurde eine Reaktionszeit von vier

Minuten verwendet. Die Reaktionen fanden in TMN-Reaktionspu�er ohne DTT

statt.

LHPP: Die Testung der LHPP erfolgte mit zwei verschiedenen Substraten: Imidodi-

phosphat (PNP) und anorganischem Pyrophosphat (PPi). Für die Zeitreihe wurden

0.25µg Enzym (=̂ 0.17µM) pro Well mit entweder 2mM PPi oder 0.125mM PNP
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für 0 (zur Hintergrundbestimmung), 5, 10, 20 und 30 Minuten inkubiert. Die Wir-

kung der Inhibitoren #1, #2, #9 und #48 auf die Phosphatase wurde in den

oben genannten Konzentrationen untersucht und die Reaktionen nach 20 Minuten

beendet. Enzym und Substrat wurden in TMN-Reaktionspu�er verdünnt.

2.2.11 Proteinanalytik

Bestimmung der Gesamtproteinmenge von Lysaten mittels BCA-Assay

Die Gesamtproteinmenge der hergestellten Zelllysate wurde mittels Micro BCA

Protein Assay Kits bestimmt. Zweiwertige Kupferionen werden unter alkalischen

Bedingungen proportional zu der vorhandenen Proteinkonzentration zu einwertigen

Kupferionen reduziert (Biuret Reaktion). Zwei Bicinchoninsäuremoleküle bilden mit

diesen einwertigen Kupferionen einen violetten Farbsto�komplex, welcher kolorime-

trisch bei einer Wellenlänge von 562 nm gemessen werden kann.

Das zu bestimmende Lysat (wenn nicht anders angegeben, in Duplikaten bestimmt),

sowie der vom Hersteller zur Verfügung gestellte BSA-Standard, wurden in PBS

verdünnt und in die 96-Well-Platte verteilt (Gesamtvolumen 150µl). Lösung A, B

und C des BCA-Assay-Kits wurden im Verhältnis 25:24:1 gemischt und pro Well

wurden 150µl auf das vorgelegte Lysat sowie den BSA-Standard verteilt. Nach 30

Minuten Inkubation bei 37 ◦C wurde die Absorption im Mikrotiterplattenlesegerät

CLARIOstar bei 562 nm gemessen. Der BSA-Standard diente zur Erstellung einer

Standardgeraden (0-10µg/µl), mit welcher die Absorptionswerte der Lysate in die

entsprechende Proteinkonzentration umgerechnet wurden.

Sulfododecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Sulfododecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wird verwen-

det, um Proteine nach ihrer molekularen Masse aufzutrennen (Laemmli, 1970). Die

Zelllysate wurden mit Laemmli-Pu�er gemischt und für drei Minuten auf 95 ◦C er-

hitzt. Die Proteine werden durch die Hitze und die Wirkung des im Probenpu�er

enthaltenen SDS und β-Mercaptoethanol denaturiert. Die Proben wurden im Sam-

melgel zunächst bei konstanter elektrischer Spannung von 75V konzentriert. An-

schlieÿend erfolgte die Separierung im Trenngel bei konstanten 150V. Durch das

Maskieren der Eigenladung durch Anlagerung des stark negativ geladenen Deter-

gens SDS wandern die Proteine abhängig von ihrer Gröÿe unterschiedlich schnell

durch das verwendete 12%-ige Polyacrylamidgel in Richtung Anode. Um anschlie-

ÿend die Gröÿe der Proteine zu ermitteln, wurde zusätzlich der Marker Precision

46



Material und Methoden

Plus Protein Dual Color Standards aufgetragen, welcher rekombinant hergestellte

Proteine bekannter Molekülmasse enthält.

Western-Blot und Immundetektion

Die mit der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit einem Semi-Dry-Blot

von dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Dafür wurden Whatman-

Filterpapiere, die Membran und das Gel in verschiedenen Pu�ern getränkt und ge-

stapelt. Den Boden bilden zwei Whatman-Filterpapiere, welche im Anodenpu�er I

inkubiert wurden, darauf folgte ein Filterpapier, inkubiert im Anodenpu�er II. Die

Nitrozellulosemembran, welche auf diese drei Filterpapiere gelegt wurde, wurde erst

in destilliertem Wasser (dH2O) eingeweicht und dann mit Anodenpu�er II benetzt.

Darauf wurden das Gel und drei Whatman-Filterpapiere gelegt, welche vorher im

Kathodenpu�er getränkt wurden. Die elektrophoretische Übertragung erfolgte bei

einer konstanten Stromstärke von 70mA und einer Spannung von maximal 25V für

60 Minuten. Die Nitrozellulosemembran wurde mit Ponceau S gefärbt, um den Er-

folg der Proteinübertragung zu überprüfen, und diese zur Dokumentation gescannt.

Um eine unspezi�sche Antikörperbindung zu verhindern, wurde die Membran für

15 Minuten unter konstanter Bewegung in Blotto Pu�er inkubiert. Anschlieÿend

wurde sie mit dH2O gewaschen und über Nacht unter konstanter Rotation bei 4 ◦C

mit dem gegen PGP gerichteten primären Antikörper (1:1.000 verdünnt in Antikör-

perverdünnungslösung) inkubiert. Die Membran wurde am nächsten Tag gründlich

mit dH2O gewaschen und für 60 Minuten bei Raumtemperatur unter konstanter

Bewegung mit dem sekundären Antikörper (1:10.000 verdünnt in Blotto Pu�er,

anti-Kaninchen) inkubiert. Anschlieÿend wurde die Membran für drei Minuten mit

einer 1:1-Mischung aus der SuperSignal West Pico Stable Peroxide Lösung und der

Luminol/Enhancer Lösung benetzt. Die an den sekundären Antikörper gekoppel-

te Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) katalysiert die Reduktion

des enthaltenen Peroxids und die freiwerdenden Protonen oxidieren das Chromo-

gen Luminol. Das Chemilumineszenzsignal wurde mit ImageQuant LAS 4010 Di-

gital Imaging System detektiert und mit Image J densitometrisch analysiert. Für

die Bestimmung der Tubulin-Expression wurde die Membran für 60 Minuten bei

Raumtemperatur unter konstanter Bewegung in einem primären Antikörper gegen

Tubulin (1:10.000 verdünnt in Antikörperverdünnungslösung) inkubiert, gewaschen

und mit dem sekundären Antikörper (anti-Maus) für 60 Minuten inkubiert.
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2.2.12 Statistische Analysen

Die Anzahl der unabhängig voneinander durchgeführten Experimente ist jeweils

im Methodenteil sowie in der Abbildungslegende angegeben. Die Ergebnisse zei-

gen den Mittelwert ± Standardfehler (S.E.M.). Die Auswertung, um die Unter-

schiede zwischen zwei Gruppen zu analysieren, erfolgte mittels ungepaartem t-Test.

Die Auswertung der Ergebnisse zur Untersuchung verschiedener Inkubationszeiten

von Inhibitor #1 und der Reversibilitätstestung der Inhibitorbehandlung wurde

mittels Einstichproben-t-Test mit einem theoretischen Mittelwert von 1 berechnet

(vgl. 3.1.2). Die Phosphat-Standardgerade (vgl. 2.1), die Inhibitorstandardgerade

(vgl. 2.2.8 und 3.6) sowie die BSA-Standardgerade (vgl. 2.2.11) wurde mittels li-

nearer Einfachregression erstellt. Die Werte der Messungen der Inhibitionskinetik

von Inhibitor #48 wurden mittels nicht-linearer Regression nach Michaelis-Menten

aufgetragen (siehe 2.2.9 und 3.7). Die statistische Signi�kanz wird folgendermaÿen

angegeben: * für p<0.05, ** für p<0.01, *** für p<0.001, **** für p<0.0001 bzw.

�ns� (nicht signi�kant) für p>0,05. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit

Microsoft Excel und Graphpad Prism 8. Die Regressionsanalysen wurden mit Gra-

phpad Prism 8 durchgeführt.
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3 Ergebnisse

3.1 Endogene PGP-Aktivität in GC1-Zellen und de-

ren Hemmung

3.1.1 Hemmung der endogenen PGP-Aktivität in GC1-Zell-

lysaten durch Inhibitor #1 und #48

Zunächst stellte sich die Frage, ob die Inhibitoren #1 und #48, deren hemmen-

des Potential auf gereinigte murine PGP von Engelmann, 2019, und Frankenbach,

2017, charakterisiert wurde, Ein�uss auf die endogene PGP-Aktivität in GC1-Zellen

hat. GC1-Zellen sind eine etablierte Zelllinie zur Untersuchung von PGP-Funktionen

(siehe auch Seifried et al., 2013, und Segerer et al., 2018). Aus den kultivierten GC1-

Zellen mit PGP- und Kontroll-shRNA wurden zunächst Zelllysate hergestellt und

deren Phosphatase-Aktivität gegen PG mit BIOMOL Green gemessen (siehe 2.2.1

und 2.2.4). Abbildung 3.1 A zeigt eine annähernd lineare Freisetzung von anor-

ganischem Phosphat pro µg Gesamtproteinmenge im zeitlichen Verlauf durch die

endogene PGP in GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA. Im direkten Vergleich ist die

Herabregulation der Aktivität in den Zellen mit PGP-shRNA dargestellt. Anschlie-

ÿend wurden dieselben GC1-Zelllysate mit Kontroll-shRNA mit Inhibitor #1 und

#48 sowie mit DMSO, dem Lösungsmittel der Inhibitoren, als Kontrolle behandelt

und die endogene PGP-Aktivität gemessen (siehe 2.2.5). Es lieÿ sich eine Aktivitäts-

minderung um 79.7% im Vergleich zur DMSO-Kontrolle durch Inhibitor #1 nach

10 Minuten nachweisen (***p=0.0004) sowie eine vollständige Hemmung durch In-

hibitor #48 (****p<0.0001). Nach 15-minütiger Reaktionszeit mit PG zeigte sich

durch beide Inhibitoren eine vollständige Hemmung (siehe Abb. 3.1 B).
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Abbildung 3.1 Endogene PGP-Aktivität in GC1-Zelllysaten und in vitro-
Aktivitätshemmung durch die Inhibitoren #1 und #48
A: Bestimmung der endogenen PGP-Aktivität in GC1-Zelllysaten mit PGP- und Kontroll-
shRNA mittels BIOMOL Green. Darstellung der gebildeten Phosphatkonzentration aus
200µM PG pro µg Gesamtproteinmenge im zeitlichen Verlauf. Die Ergebnisse stammen
aus drei unabhängigen Experimenten. Pro Experiment wurde das hergestellte Lysat ge-
nutzt, um beim ersten Mal zweimal in Duplikaten mit je 2,5µl Lysat und beim zweiten
und dritten Mal dreimal die Zeitreihe durchzuführen und zu messen. Aus diesen Versuchen
wurde pro Experiment der Mittelwert berechnet. Aufgrund der deutlich herabgesetzten
Aktivität der GC1-Zellen mit PGP-shRNA wurden bei 30 von 56 Messungen durch den
Abzug der Hintergrundbestimmung negative Werte berechnet. B: Inkubation des GC1-
Zelllysats mit Kontroll-shRNA mit 40µM Inhibitor #1 und #48 bzw. 10% DMSO für
15 Minuten. Anschlieÿend Starten der Reaktion mit Zugabe von PG, Beendigung der Re-
aktion nach 10 bzw. 15 Minuten und Bestimmung der gebildeten Phosphatmenge mittels
BIOMOL Green. Die Daten stammen aus drei bzw. für Inhibitor #48 aus zwei unabhän-
gigen Lysat-Experimenten. Die Durchführung der einzelnen Experimente erfolgte wie in A
beschrieben. Auch hier wurden negative Werte (13 von 44) berechnet. A und B: Darge-
stellt ist der berechnete Mittelwert ± S.E.M. ***p<0.001, ****p<0.0001.

3.1.2 Hemmung der endogenen PGP-Aktivität in GC1-Zellen

durch Inhibitor #1-Behandlung

Nach der erfolgreichen Hemmung der PGP-Aktivität in den Zelllysaten wurde die

Behandlung der GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA mit Inhibitor #1 untersucht (siehe

2.2.5). Die 60-minütige Behandlung der GC1-Zellen mit 100µM Inhibitor #1 wurde

in verschiedenen Zellkulturmedien durchgeführt. Die Zusammensetzung der Medien

ist in 2.1.9 beschrieben. Es zeigte sich im Vergleich zur DMSO-Kontrolle keine sta-

tistisch signi�kante Hemmung der PGP-Aktivität gegenüber PG durch Inkubation

der Zellen mit Inhibitor #1 in DMEM-Vollmedium, DMEM-Hungermedium und

HBSS mit 1%BSA (siehe Abb. 3.2 A-C).
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Abbildung 3.2 Ein�uss verschiedener Zellkulturmedien und Inhibitorkonzentra-
tionen auf die Hemmung der endogenen PGP-Aktivität von GC1-Zellen
A-D: 60-minütige Behandlung der GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA mit 100µM Inhibitor
#1 bzw. 0.1% DMSO als Kontrolle gelöst in DMEM-Vollmedium (A), welches 4.5 g/l Glu-
cose und 10% FCS enthält, serumfreies DMEM-Hungermedium mit 4.5 g/l Glucose (B),
HBSS mit 1%BSA (C) sowie HBSS ohne BSA (D), jeweils mit 1 g/l Glucose. Anschlieÿen-
de Lyse der Zellen und Messung der Phosphatase-Aktivität gegenüber 200µM PG mittels
BIOMOL Green. D: Zusätzlich Untersuchung des E�ekts einer 60-minütigen Behandlung
mit 50 und 200µM Inhibitor #1 in HBSS ohne BSA. Unterschiedliche Konzentrationen
des Lösungsmittels DMSO (verdünnt analog zu 50, 100 und 200µM Inhibitor #1) zeigten
keinen Ein�uss auf die PGP-Aktivität (nicht dargestellt), sodass die Verdünnung analog
zu 200µM Inhibitor #1 (=̂ 0.2% DMSO) als Referenz dargestellt ist.
A-D: Dargestellt ist die Freisetzung von anorganischem Phosphat aus PG pro µg Gesamt-
proteinmenge im zeitlichen Verlauf. Die Ergebnisse stammen aus einem (für A, B und C)
bzw. drei (für D) unabhängigen Versuchen. Aus den hergestellten Lysaten wurde jeweils
zweimal (für A, B und C) bzw. dreimal (für D) in Duplikaten der E�ekt der Inhibitorbe-
handlung gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert ± S.E.M. Nicht sichtbare Fehlerbalken
werden durch die Symbole verdeckt.
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InAbbildung 3.2 D ist der E�ekt auf die Phosphatase-Aktivität des in HBSS ohne

BSA gelösten Inhibitors dargestellt. Es zeigt sich tendenziell eine konzentrationsab-

hängige Verminderung der Aktivität, wobei nur die Hemmung mit 200µM Inhibitor

#1 statistisch signi�kant ist. Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle lieÿ sich nach 20

Minuten Reaktionszeit der behandelten Zelllysate mit PG eine durchschnittliche

Reduktion um 17.7% mit 50µM Inhibitor #1 (p=0.3175), um 41.4% mit 100µM

Inhibitor #1 (p=0.0879) und um 81.6% mit 200µM Inhibitor #1 (**p=0.0064)

bestimmen.

Um den Ein�uss unterschiedlicher Inkubationszeiten zu untersuchen, wurden die

Zellen für 15, 30, 45 und 60 Minuten mit 200µM Inhibitor #1 behandelt. Es ist die

Aktivität gegenüber PG in % im Vergleich zu der Aktivität nach einer 30-minütigen

Behandlung mit DMSO dargestellt. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass eine län-

gere Inkubationszeit zu einer stärkeren Hemmung der PGP-Aktivität führt (sie-

he Abb. 3.3 A). Es zeigte sich eine statistisch signi�kante Hemmung der PGP-

Aktivität um durchschnittlich 49.9% nach 15 Minuten (***p<0.0005, berechnet

mittels Einstichproben-t-Test). Verglichen zu der 15-minütigen Behandlung zeigt die

gemessene Hemmung um 68.1% nach 60 Minuten Inkubation einen statistisch signi-

�kanten Unterschied (*p=0.0183, berechnet mittels ungepaartem t-Test). Der Un-

terschied nach 15 und 30 Minuten sowie nach 15 und 45 Minuten ist statistisch nicht

signi�kant (p=0.3421 sowie p=0.0542). Jedoch fällt auf, dass die PGP-Aktivität in

diesem Experiment durch eine 60-minütige Inkubation mit 200µM Inhibitor #1 im

Vergleich zu dem vorherigen Experiment durchschnittlich um 13% weniger stark

gehemmt wurde (68.1% gegenüber 81.6%).

In einem weiteren Versuch wurden die Zellen im Anschluss an eine halbstündige

Inhibitorbehandlung gewaschen und weitere 10 bzw. 30 Minuten in HBSS ohne In-

hibitor inkubiert, um zu testen, ob die beobachtete PGP-Hemmung reversibel ist

(vgl. Abb. 2.3). Die Messungen lassen auf eine reversible Hemmung durch Inhi-

bitor #1 schlieÿen. Es zeigte sich nach 30 Minuten Inkubation mit Inhibitor #1

eine um 81.2% reduzierte Aktivität im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (**p=0.0028,

berechnet mittels Einstichproben-t-Test). Nach 10 Minuten Inkubation ohne Inhi-

bitor war die Aktivität um 55.8% und nach 30 Minuten um 9.8% reduziert (siehe

Abb. 3.3 B). Beide Werte unterscheiden sich statistisch signi�kant von der gemes-

senen Hemmung nach 30 Minuten Inkubation mit Inhibior #1 (*p=0.0331 bzw.

***p=0.0001, berechnet mittels ungepaartem t-Test).
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Abbildung 3.3 Ein�uss verschiedener Inkubationszeiten auf die endogene PGP-
Aktivität von GC1-Zellen und Darstellung der Reversibilität der Inhibitorwir-
kung
A: Behandlung der GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA mit Inhibitor #1 in HBSS ohne BSA
für 15, 30, 45 und 60 Minuten. Als Kontrolle wurden die Zellen 30 Minuten mit 0.2%
DMSO behandelt. B: Inkubation der GC1-Zellen für 30 Minuten mit 200µM Inhibitor
#1 und als Kontrolle mit 0.2% DMSO in HBSS ohne BSA. Anschlieÿend für einen Teil
der Zellen: Entfernung des Mediums mit Inhibitor und Behandlung der Zellen für 10 bzw.
30 Minuten mit HBSS-Medium ohne Inhibitor. A und B: Anschlieÿend Lyse der be-
handelten Zellen und Phosphatase-Aktivitätsmessung mittels BIOMOL Green nach einer
15-minütigen Reaktionszeit mit 200µM PG. Abgebildet ist die gemessene Aktivität der
mit Inhibitor behandelten Zellen (Phosphatfreisetzung pro µg Gesamtproteinmenge) im
Verhältnis zur jeweils mit DMSO behandelten Kontrolle. Die Ergebnisse stammen aus
fünf (für A) bzw. drei (für B) unabhängigen Experimenten. Pro Lysat wurde dreimal in
Duplikaten der E�ekt gemessenen und der Mittelwert bestimmt. Dargestellt ist der Mit-
telwert ± S.E.M. ns=nicht signi�kant, *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. C:
Western Blot-Analyse der lysierten und mit 200µM Inhibitor #1 bzw. 0.2% DMSO in
HBSS ohne BSA für 60 Minuten behandelten Zellen. Aufgetragen sind drei Paare aus un-
abhängig voneinander durchgeführten Experimenten. Verwendet wurden ein gegen PGP
und als Ladekontrolle gegen Tubulin gerichteter primärer Antikörper. kDa=Kilodalton.
Densidometrische Analyse mittels ImageJ. D: Ponceau-S-Färbung der in C abgebildeten
Nitrozellulosemembran.
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Die durchgeführte Western-Blot-Analyse der behandelten Lysate zeigt in der densi-

dometrischen Auswertung eine leichte, nicht signi�kante Erhöhung der PGP-Expres-

sion von 12% in den mit Inhibitor behandelten Zellen im Vergleich zu den mit DMSO

behandelten Zellen (p=0.5895, siehe Abb. 3.3 C).

3.2 Bestimmung der Viabilität von GC1-Zellen mit-

tels durch�usszytometrischer Analysen

Abbildung 3.4 A zeigt die Ergebnisse der durch�usszytometrischen Analysen der

GC1-Zellen, welche zur Beurteilung der Viabilität mit PI-Färbung gefärbt wur-

den (siehe 2.2.7). Die Zellen wurden über Nacht in den Zellkulturmedien DMEM-

Vollmedium, welches 4.5 g/l Glucose und 10% FCS enthält, DMEM-Hungermedium,

welches 4.5 g/l Glucose und kein FCS enthält, sowie DMEM-Medium ohne Gluco-

se mit 10% FCS inkubiert. Diese Medien werden in der Arbeitsgruppe standard-

mäÿig für die Zellkultur bzw. für die Durchführung von Experimenten verwendet

(vgl. Seifried et al., 2014, und Segerer et al., 2018). Um einen möglichen Ein�uss

der verschiedenen Medien auf die Viabilität der Zellen festzustellen, wurden diese

zunächst untersucht. Es zeigt sich ein statistisch signi�kanter Unterschied zwischen

dem Anteil der toten GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA in DMEM-Vollmedium und

DMEM-Hungermedium (*p=0.012). Der Ein�uss von DMEM-Medium ohne Gluco-

se auf die GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA ist im Vergleich zu DMEM-Vollmedium

statistisch nicht signi�kant (p=0.5423). Der Anteil der toten Zellen in GC1-Zellen

mit PGP-shRNA im Vergleich zu GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA unterscheidet

sich in den getesteten Medien statistisch nicht signi�kant (p=0.4451 für DMEM-

Vollmedium, p=0.0782 für DMEM-Hungermedium, p=0.3461 für DMEM-Medium

ohne Glucose).

Die 60-minütige Inhibitorbehandlung mit 100 bzw. 200µM Inhibitor #1 gelöst

in HBSS ohne BSA zeigte im Vergleich zu der Kontroll-Behandlung mit 0.1 bzw.

0.2% DMSO keinen Ein�uss auf die Viabilität der GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA

(p=0.6628 für 100µM Inhibitor #1 und p=0.9065 für 200µM Inhibitor #1). Auch

ist kein statistisch signi�kanter Unterschied zwischen dem Anteil der toten GC1-

Zellen mit PGP-shRNA und mit Kontroll-shRNA nachweisbar (p=0.9033 in HBSS

mit 0.1% DMSO, p=0.4663 in HBSS mit 100µM Inhibitor #1, p=0.8826 in HBSS

mit 0.2% DMSO und p=0.3917 mit 200µM Inhibitor #1, siehe Abb. 3.4 B).
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Abbildung 3.4 Ein�uss verschiedener Zellkulturmedien und der Inhibitor #1-
Behandlung auf die Viabilität von GC1-Zellen
A: Anteil der lebenden und toten GC1-Zellen mit PGP- und Kontroll-shRNA nach Inkuba-
tion in DMEM-Vollmedium, DMEM-Hungermedium und DMEM-Medium ohne Glucose
über Nacht. Für die Zusammensetzung der Medien siehe auch 2.1.9. B: Ergebnisse der
durch�usszytometrischen Analyse der behandelten GC1-Zellen mit 100 und 200µM Inhi-
bitor #1 und vergleichend mit 0.1 und 0.2% DMSO für 60 Minuten in HBSS ohne BSA. A
und B: Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die Zellen vorsichtig von der Zellkul-
turplatte gelöst und mittels Propidium Iodid (PI) gefärbt, welches als Nukleinsäureinterka-
lator die toten Zellen markiert, da es die geschädigte und dadurch permeable Zellmembran
überwinden kann. Die Werte stammen jeweils aus drei bzw. für die in HBSS behandelten
GC1-Zellen mit PGP-shRNA aus zwei unabhängigen Experimenten. Pro Experiment wur-
den jeweils zwei Wells gleich behandelt und der Mittelwert berechnet. Dargestellt ist der
Mittelwert aus den drei Experimenten ± S.E.M., ns=nicht signi�kant, *p<0.05.
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Aufgrund der unterschiedlich langen Inkubationszeiten (über Nacht im Vergleich

zu 60 Minuten) lässt sich der Ein�uss der HBSS-Behandlung auf die Zellen nur

beschränkt mit dem E�ekt der getesteten Zellkulturmedien vergleichen.

3.3 Veränderung der TAG-Konzentrationen in GC1-

Zellen durch Inhibitor #1-Behandlung

Die PGP ist als G3PP an der Schnittstelle zwischen Glucose- und Lipidsto�wechsels

beteiligt (Mugabo et al., 2016). Mugabo und Kollegen beschreiben in ihrer Arbeit

unter metabolischen Über�ussbedingungen sowohl in β-Zellen des Pankreas als auch

in Hepatozyten, in denen mittels RNA-Interferenz die PGP-Aktivität herabreguliert

wurde, erhöhte TAG im Vergleich zu den Kontroll-Zellen (Mugabo et al., 2016).

Dieses Ergebnis lieÿ sich in GC1-Zellen mit PGP-shRNA reproduzieren (Segerer

et al., 2018). Es stellte sich die Frage, ob die TAG-Level in GC1-Zellen durch eine

Behandlung mit Inhibitor #1 beein�ussbar sind. Die GC1-Zellen mit PGP- und

Kontroll-shRNA wurden für 60 Minuten mit 50 bzw. 200µM Inhibitor #1 in HBSS

ohne BSA und als Kontrolle mit 0.1% DMSO behandelt. Zur Bestimmung der TAG

wurde das Adipogenesis Assay Kit verwendet (vgl. auch 2.2.6).

InAbbildung 3.5 sind die Ergebnisse gezeigt. In den mit DMSO-behandelten GC1-

Zellen mit PGP-shRNA lässt sich die 1.88-fache TAG-Menge im Vergleich zu den

GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA messen (*p=0.0218). Dieser Unterschied ist bei den

mit Inhibitor behandelten Zellen nicht mehr nachweisbar (p=0.8345 für 50µM Inhi-

bitor #1 und p=0.8929 für 200µM Inhibitor #1). Beim Vergleich der gemessenen

TAG-Konzentrationen in den unterschiedlich behandelten GC1-Zellen mit Kontroll-

shRNA lässt sich nach 60-minütiger Inkubation mit 50µM Inhibitor #1 eine nicht

statistisch signi�kante 1.99-fache Erhöhung der TAG-Level im Vergleich zur DMSO-

Kontrolle berechnen (p=0.0969). Mit 200µM Inhibitor #1 zeigt sich eine statistisch

signi�kante Erhöhung um das 2.69-fache (*p=0.0169). Für die GC1-Zellen mit PGP-

shRNA lässt sich durch die Inhibitor-Behandlung kein statistisch signi�kanter E�ekt

messen (1.06-fache Menge im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, p=0.9575 für 50µM

bzw. 1.41-fache Menge, p=0.1438 200µM Inhibitor #1).
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Abbildung 3.5 Ein�uss der Inhibitor #1-Behandlung auf die TAG-
Konzentration in GC1-Zellen
A: 60-minütige Behandlung der GC1-Zellen (PGP- und Kontroll-shRNA) mit 50µM und
200µM #1 bzw. 0.1% DMSO in HBSS ohne BSA. Verarbeitung der Proben und Bestim-
mung der TAG-Konzentration mittels Adipogenesis Assay Kit (vgl. 2.2.6). Berechnung
des TAG-Gehaltes pro Gesamtproteinmenge. Die Werte stammen aus vier unabhängigen
Experimenten mit in Duplikaten erhobenen Messungen. Dargestellt ist der Mittelwert ±
S.E.M. ns=nicht signi�kant, *p<0.1.

3.4 Messung der Inhibitorkonzentration pro Zelle

Die beschriebenen Experimente lassen vermuten, dass sich die endogene PGP-Aktivi-

tät gegenüber PG in GC1-Zellen e�ektiv mit Inhibitor #1 hemmen lässt und mög-

licherweise die TAG-Konzentrationen beein�usst. Es stellte sich die Frage, ob be-

stimmbar ist, wie viel von dem im Medium verdünnten Inhibitor in die Zellen ge-

langt.

Zunächst wurden hierfür die Absorptionseigenschaften des in Zelllysat verdünnten

Inhibitors #1 im Mikrotiterplattenlesegerät Synergy Neo2 analysiert (siehe auch

2.2.8). Abbildung 3.6 A zeigt das gemessene Absorptionsspektrum mit einem Ab-

sorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 290 nm sowie einem lokalen Maximum

bei 310 nm. Eine Verdünnungsreihe des Inhibitors #1 in Zelllysat wurde mittels se-

rieller 1:2-Verdünnung hergestellt und in die einzelnen Wells verteilt (von 200µM bis

12.5µM =̂ 6.95µg bis 0.43µg in 70µl Lysat). Die OD wurde bei den beiden Wel-

lenlängen in zwei Mikrotiterplattenlesegeräten (CLARIOstar und Synergy Neo2)

gemessen und jeweils eine Standardgerade berechnet. Aufgrund der leicht erhöhten
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OD-Werte bei 290 nm und der geringfügigen Unterschiede zwischen den Plattenle-

segeräten (nicht gezeigt), wurden alle weiteren Lysate bei 290 nm im CLARIOstar

gemessen. Abbildung 3.6 B zeigt die Standardgerade, welche mittels linearer Ein-

fachregression aus zwölf unabhängigen Messungen berechnet wurde. Eine serielle

Verdünnung mit DMSO, dem Lösungsmittel der Inhibitoren, zeigte in äquivalenten

Konzentrationen vernachlässigbar niedrige Absorptionswerte ohne konzentrations-

abhängigen E�ekt (nicht dargestellt).

Die GC1-Zellen wurden mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen und in verschie-

denen Kulturmedien unterschiedlich lange behandelt (siehe Tab. 2.2) und die OD

der Lysate wurde anschlieÿend gemessen. In Abbildung 3.6 C ist die gemessene

OD pro Gesamtproteinmenge in µg der mit DMSO und Inhibitor #1 behandel-

ten Zelllysate gezeigt. Passend zu der unveränderten Phosphataseaktivität der PGP

mit Inhibitor #1 in DMEM-Vollmedium, DMEM-Hungermedium und DMEM oh-

ne Glucose (vgl. Abb. 3.2 A-C), konnte kein signi�kanter Unterschied zwischen

den mit Inhibitor #1 und den mit DMSO behandelten GC1-Zellen gemessen wer-

den (p=0.7800 für DMEM-Vollmedium 2h, p=0.8552 für DMEM-Vollmedium 3h,

p=0.4151 für DMEM-Hungermedium 3h, p=0.5514 für DMEM ohne Glucose 3 h).

Die GC1-Zellen, die eine Stunde lang mit 200µM Inhibitor #1 in HBSS behan-

delt wurden, zeigten in der Konzentrationsbestimmung des Inhibitors im Vergleich

zur DMSO-Kontrolle einen signi�kanten Unterschied (*p=0.0465). Im Gegensatz

dazu zeigte die einstündige Behandlung mit 100µM Inhibitor #1 in HBSS keinen

signi�kanten Unterschied (p=0.1235), passend zu den Ergebnissen, die in Abbil-

dung 3.2 D gezeigt sind.

Die OD-Werte der in DMEM-Vollmedium und HBSS behandelten Zellen wurden

mit Hilfe der Standardgeraden in µg Inhibitor #1 pro µg Gesamtproteinmenge

umgerechnet. Vor der Umrechnung wurden die OD-Werte der jeweiligen DMSO-

Kontrolle abgezogen. Es zeigte sich ein signi�kanter Unterschied zwischen den Zel-

len, die 60Minuten mit 200µM Inhibitor #1 in HBSS behandelt wurden, und den

Zellen, die zwei bzw. drei Stunden mit 100µM Inhibitor #1 in DMEM-Vollmedium

behandelt wurden (*p=0.0196 bzw. **p=0.0077). Der Unterschied zwischen den Zel-

len, die in HBSS mit 100 bzw. 200µM Inhibitor #1 behandelt wurden, ist statistisch

nicht signi�kant (p=0.0549, siehe Abb. 3.6 D). Da bei drei von vier Lysaten der

mit DMSO behandelten Zellen in DMEM-Hungermedium und DMEM ohne Glucose

negative Werte nach Abzug des Hintergrundes berechnet wurden (vgl.Abb. 3.6 C),

wurden sie nicht in µg Inhibitor #1 umgerechnet.
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Abbildung 3.6 Bestimmung der Inhibitorkonzentration in GC1-Zellen mittels
Absorptionsmessungen
A: Absorptionsspektrum von 200µM Inhibitor #1 verdünnt in GC1-Zelllysat. Die OD
wurde zwischen 280 und 350 nm in 1 nm Schritten im Mikrotiterplattenlesegerät Synergy
Neo2 gemessen. B: Standardgerade des in Zelllysat verdünnten Inhibitors #1, welche bei
290 nm im CLARIOstar gemessen und mittels linearer Einfachregression aus insgesamt
zwölf Messungen erstellt wurde (y=0.1474x - 0.01993; R2=0.8408). C: Behandlung der
GC1-Zellen mit 100 bzw. 200µM und als Kontrolle mit 0.1 bzw. 0.2% DMSO für die in
der Abbildung angegebene Zeit (1-3 Stunden) in verschiedenen Zellkulturmedien (für die
Zusammensetzung der Medien siehe 2.1.9). Anschlieÿend Lyse der Zellen und Messung der
Absorption bei 290 nm. Berechnung der OD pro µg Gesamtproteinmenge, welche mittels
BCA-Assay bestimmt wurde. Anzahl der durchgeführten Experimente: n=6 für DMEM
2h, n=8 für DMEM 3h, n=2 für DMEM-Hungermedium 3h, n=3 für DMEM ohne
Glucose 3 h, n=3 für HBSS 1 h mit 100 sowie 200µM Inhibitor #1. D: Umrechnung der
gemessenen OD in µg Inhibitor #1 pro µg Gesamtproteinmenge mit der Standardgeraden
für die mit DMEM und HBSS behandelten Zellen. Vor der Umrechnung wurde die OD
der DMSO-Kontrolle abgezogen und 2 von 6 bzw. 3 von 8 gemessene Werte der Zellen, die
zwei bzw. drei Stunden mit Inhibitor #1 in DMEM behandelt wurden, wurden aufgrund
negativer Werte vor der Umrechnung ausgeschlossen. B-D: Darstellung des Mittelwerts
± S.E.M. aus in Duplikaten gemessenen Versuchen. Nicht sichtbare Fehlerbalken werden
durch die Symbole verdeckt. C und D: ns=nicht signi�kant, *p<0.05, **p<0.01.
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3.5 Charakterisierung der PGP-Hemmung durch In-

hibitor #48

Die Berechnung der enzymkinetischen Parameter KM , Vmax, kkat und der kataly-

tischen E�zienz dient zur Charakterisierung der Enzymfunktion und die Verän-

derung der Parameter mit steigender Inhibitorkonzentration lässt auf die Art der

Enzymhemmung schlieÿen (siehe 1.4 und 1.6.2). Als Ergänzung zu den Arbeiten von

Engelmann, 2019, und Frankenbach, 2017, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Ef-

fekt von steigenden Inhibitor #48-Konzentrationen auf die murine PGP-Aktivität

untersucht (siehe auch 2.2.9). Abbildung 3.7 zeigt die Kurvenverläufe der mit

unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen gehemmten PGP-Aktivität. Die für jede

Inhibitorkonzentration berechnete KM und Vmax sowie die daraus berechnete kkat
und katalytische E�zenz sind in Tabelle 3.1 angegeben. Während die Maximalge-

schwindigkeit mit steigender Inhibitorkonzentration abnimmt, verringert sich auch

die Michaelis-Menten-Konstante mit steigender Inhibitorkonzentration. Die Ergeb-

nisse sind vereinbar mit einer unkompetitiven Hemmung der PGP durch Inhibitor

#48 (vgl. Abb. 1.5).
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Abbildung 3.7 Inhibitionskinetik von Inhibitor #48
A: Bestimmung der Umsatzgeschwindigkeit mit verschiedenen Substratkonzentrationen
für verschiedene Inhibitorkonzentrationen (Pipettierschema siehe Abb. 2.5). Inkubation
von muriner PGP mit Inhibitor #48 für 15 Minuten, Zugabe von PG und Stoppen der
Reaktion nach drei Minuten sowie Bestimmung des gebildeten Phosphates mit BIOMOL
Green. Als Hintergrund wurde für jede Inhibitorkonzentration die Absorption des TNM-
Pu�ers mit Inhibitor ohne Enzym bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± S.E.M. von
n=3 unabhängigen Experimenten gemessen in Duplikaten. Nicht sichtbare Fehlerbalken
sind durch die Symbole verdeckt.

60



Ergebnisse

T
a
b
e
ll
e
3
.1
E
n
zy
m
k
in
et
is
ch
e
P
ar
am

et
er

d
er

P
G
-D
ep
h
os
p
h
or
y
li
er
u
n
g
d
u
rc
h
d
ie
P
G
P
in

A
n
w
es
en
h
ei
t
d
es

In
h
ib
it
or
s
#
48

D
ur
ch

ni
ch
t-
lin
ea
re

R
eg
re
ss
io
n
w
ur
de

di
e
M
ic
ha
el
is
-M

en
te
n-
K
on
st
an
te

(K
M
)
so
w
ie

di
e
m
ax
im
al
e
U
m
sa
tz
ge
sc
hw

in
di
gk
ei
t
(V

m
a
x
)
fü
r
di
e
je
-

w
ei
lig
e
In
hi
bi
to
rk
on
ze
nt
ra
ti
on

b
er
ec
hn
et
.
A
ng
eg
eb
en

is
t
de
r
b
er
ec
hn
et
e
W
er
t
m
it
St
an
da
rd
fe
hl
er

un
d
95
%
-K
on
�d
en
zi
nt
er
va
ll
(9
5%

-K
I)
.
D
ie

W
ec
hs
el
za
hl

(k
k
a
t)
w
ur
de

m
it
V

m
a
x
un
d
de
r
M
ol
ek
ul
ar
e
M
as
se

vo
n
43
.5
41

kD
a
fü
r
di
e
m
ur
in
e
P
G
P
b
er
ec
hn
et
.
k k

a
t/
K

M
b
es
ch
re
ib
t
di
e
ka
ta
-

ly
ti
sc
he

E
�
zi
en
z
de
s
E
nz
ym

s.

In
hi
bi
to
r
#
48

[µ
M
]

0
0.
12
5

0.
25

0.
5

1
2

K
M
[µ
M
]

36
3.
1
±
93
.1
1

22
2.
4
±
26
.3
3

24
7.
7
±
42
.2
4

24
0.
1
±
30
.9
7

24
3.
2
±
36
.0
8

19
8.
5
±
50
.0
6

95
%
-K
I

17
0
-
55
6.
2

16
7.
8
-
27
7

16
0.
1
-
33
5.
3

17
5.
9
-
30
4.
3

16
8.
3
-
31
8

94
.6
7
-
30
2.
3

V
m
a
x
[n
m
ol
/m

in
/m

g]
21

40
5
±
2
43
1

18
94
7
±
82
7

17
85
8
±
1
16
8

13
27
9
±
65
0

9
35
6
±
52
9

5
96
9
±
53
3

95
%
-K
I

16
36
4
-
26

44
7

17
23
1
-
20

66
3

15
43
6
-
20

28
0

11
93
2
-
14

62
6

8
25
9
-
10

45
2

4
86
2
-
7
07
5

k k
a
t
[s
−
1
]

12
.3

±
1.
3

10
.9

±
0.
5

10
.3

±
0.
7

7.
6
±
0.
4

5.
4
±
0.
3

3.
4
±
0.
3

k k
a
t/
K

M
[s
−
1
M

−
1
]

3.
39

x
10

4
4.
90

x
10

4
4.
15

x
10

4
3.
18

x
10

4
2.
21

x
10

4
1.
73

x
10

4

61



Ergebnisse

Vor der Durchführung dieses Versuches wurde zudem die pu�erabhängige PG-De-

phosphorylierung durch die PGP untersucht, um sicher zu gehen, dass im TMN-

Pu�er die höchste PGP-Aktivität gemessen wird (siehe 2.2.2). Im Vergleich zeigte

sich die Aktivität in allen getesteten Pu�ern deutlich vermindert, sodass der TMN-

Reaktionspu�er für die Charakterisierung der Inhibitorwirkung von Inhibitor #48

sowie weitere in vitro PGP-Analysen verwendet wurde. Die Ergebnisse sind im An-

hang 6.3 dargestellt.

3.6 Selektivitätsuntersuchungen

Um die Selektivität der Inhibitoren genauer zu untersuchen, wurde die Wirkung

der Inhibitoren #1, #2, #9 und #48 auf andere HAD-Phosphatasen getestet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ergänzungsversuche zu den Selektivitätsuntersu-

chungen von Frankenbach, 2017, und Yesilyurt, 2017, mit MDP1, LHPP, Phospho

2 und PnkP durchgeführt, um einerseits den E�ekt von Inhibitor #48 zu testen

und um andererseits durch erneute Testung der Inhibitoren #1, #2 und #9 die

Zuverlässigkeit der Methode einschätzen zu können.

3.6.1 Lysin-Histidin-Pyrophosphat-Phosphatase (LHPP)

Der Ein�uss der Inhibitoren auf die Phospatase-Aktivität von LHPP wurde mit

den zwei Substraten PNP und PPi in TMN-Reaktionspu�er getestet. In Abbil-

dung 3.8 A ist die Zeitreihe der Reaktion von 0.17µM LHPP und 0.125µM PNP

bzw. 2µM PPi abgebildet. Für die Testung der Inhibitoren wurde jeweils eine In-

kubationszeit von 20 Minuten festgelegt. Abbildung 3.8 B zeigt den gemessenen,

nicht signi�kanten Ein�uss der Inhibitoren auf die LHPP-Aktivität gegenüber PPi

im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Es lieÿ sich eine leichte Inhibition der Aktivi-

tät durch Inhibitor #1 (-8%, p=0.0513) und #48 (-7%, p=0.2665), eine leichte

Aktivitätssteigerung durch Inhibitor #2 (+19%, p=0.2127) und keine Verände-

rung der Aktivität durch Inhibitor #9 (±0%, p=0.9665) bestimmen. In Abbil-

dung 3.8 C ist der E�ekt der Inhibitoren auf die LHPP-Aktivität gegenüber PNP

dargestellt. Für die Inhibitoren #1, #9 und #48 war keine statistisch signi�kante

Änderung der Aktivität messbar: -4% im Vergleich zur DMSO-Kontrolle mit Inhi-

bitor #1 (p=0.7067), -2% mit Inhibitor #9 (p=0.5826) sowie +5% mit Inhibitor

#48 (p=0.1601). Durch Inhibitor #2 lieÿ sich eine statistisch signi�kante Aktivi-

tätssteigerung bestimmen (+13%, p=0.0193 für Inhibitor #2).
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Abbildung 3.8 Wirkung der Inhibitoren #1, #2, #9 und #48 auf die Lysin-
Histidin-Pyrophosphat-Phosphatase (LHPP)
A: In vitro-Aktivitätsmessung von 0.25µg LHPP (=̂ 0.17µM) gegenüber 0.125µM PNP
sowie 2µM PPi im zeitlichen Verlauf in TMN-Reaktionspu�er. Die Messpunkte stammen
aus einem Experiment. B und C: Bestimmung des E�ekts von Inhibitor #1, #2, #9 und
#48 und als Kontrolle 10% DMSO auf die Phosphatase-Aktivität von LHPP gegenüber
PPi (B) und PNP (C). Zugabe des jeweiligen Substrates nach 15-minütiger Inkubation mit
den Inhibitoren. Stoppen der Reaktion nach 20 Minuten und Bestimmung der gebildeten
Phosphatmenge mit BIOMOL Green. Dargestellt ist die gemessene Phosphatkonzentration
pro Minute und µg Protein. Die Daten stammen aus n=3 unabhängigen Experimenten
mit in Duplikaten erhobenen Messungen, abgebildet ist der Mittelwert ± S.E.M., ns =
nicht signi�kant, *p<0.05.

3.6.2 Phospho 2

Die Zeitreihe der Reaktion von 0.72µM Phospho 2 und 0.5mM PLP in Phospho2-

Reaktionspu�er ist in Abbildung 3.9 A zu sehen. Es wurde eine Inkubationszeit

von zwei Minuten ausgewählt. Die Inhibitoren #1 und #9 hatten keinen statis-

tisch signi�kanten E�ekt auf die Phospho 2-Aktivität: jeweils +9% im Vergleich zur

DMSO-Kontrolle mit Inhibitor #1 (p=0.4572) und mit Inhibitor #9 (p=0.3129).

Durch Inhibitor #48 lieÿ sich eine statistisch signi�kante Aktivitätssteigerung mes-

sen (+133%, ***p<0.0001). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.9 B dargestellt.
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Abbildung 3.9 Wirkung der Inhibitoren #1, #9 und #48 auf Phospho 2
A: Bestimmung der Phosphatase-Aktivität von 1µg Phospho 2 (=̂ 0.72µM) gegenüber
0.5 mM PLP im zeitlichen Verlauf in Phospho2-Reaktionspu�er. Die dargestellten Wer-
te stammen aus einem Experiment. B: Wirkung der Inhibitoren #1, #9 und #48 auf
die Phosphatase-Aktivität von Phospho 2. Inkubation von Phospho 2 mit dem Inhibito-
ren und als Kontrolle mit 10% DMSO für 15 Minuten, anschlieÿende Reaktionsdauer von
zwei Minuten mit PLP. Verwendung von BIOMOL Green zum Stoppen der Reaktion und
zur Bestimmung der gebildeten Phosphatmenge. Abgebildet ist die gemessene Phosphat-
konzentration pro Minute und µg Protein. Die Daten stammen aus drei unabhängigen
Experimenten mit in Duplikaten erhobenen Messungen. Dargestellt ist der Mittelwert ±
S.E.M., ns = nicht signi�kant, ***p<0.001.

3.6.3 Polynukleotid Kinase Phosphatase (PnkP)

Die Aktivität von 3.5 nM PnkP und 10µM 20mer in TMN-Reaktionspu�er ohne

DTT im zeitlichen Verlauf ist in Abbildung 3.10 A dargestellt. Als Inkubations-

zeit wurden 20 Minuten festgesetzt. Die Ergebnisse der Testung (sieheAbb. 3.10 B)

ergaben eine leichte Aktivitätssteigerung (+8%) mit Inhibitor #1 und eine Aktivi-

tätsminderung (-19%) mit Inhibitor #48. Der gemessene E�ekt ist statistisch nicht

signi�kant (p=0.6221 für Inhibitor #1, p=0.0763 für Inhibitor #48).

3.6.4 Magnesium-abhängige Phosphatase 1 (MDP1)

Abbildung 3.11 A zeigt die Zeitreihe der Reaktion von 0.11µM MDP1 und 4mM

D-Ribose-5-Phosphat pro Well in TMN-Reaktionspu�er. Es wurde eine Inkubations-

zeit von vier Minuten festgelegt. Abbildung 3.11 B zeigt die tendenzielle Vermin-

derung der MDP1-Aktivität durch die beiden Inhibitoren im Vergleich zur DMSO-

Kontrolle, die jedoch statistisch nicht signi�kant ist (-16%, p=0.2545 für Inhibitor

#1 und -19%, p=0.0986 für Inhibitor #48).
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Abbildung 3.10 Wirkung der Inhibitoren #1 und #48 auf die Polynukleotid
Kinase Phosphatase (PnkP)
A: Aktivitätsbestimmung der PnkP (0.01µg pro Well =̂ 3.5 nM) gegenüber dem Oligonu-
kleotid 20mer (10µM pro Well) im zeitlichen Verlauf. Die Ergebnisse stammen aus einem
Experiment. B: Messung des E�ekts von Inhibitor #1 bzw. #48 und als Kontrolle 10%
DMSO auf die PnkP-Aktivität gegenüber 20mer in TMN-Reaktionspu�er ohne DTT. Inku-
bation der Phosphatase mit dem Inhibitor für 15 Minuten, anschlieÿende Reaktionsdauer
mit dem Substart 20mer von 20 Minuten. Stoppen der Reaktion und Bestimmung der
gebildeten Phosphatkonzentration mit BIOMOL Green. Gezeigt ist die gemessene Phos-
phatkonzentration pro Minute und µg Protein. Die Daten stammen aus drei unabhängigen
Experimenten mit in Duplikaten erhobenen Messungen. Dargestellt ist der Mittelwert ±
S.E.M., ns = nicht signi�kant.
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Abbildung 3.11 Wirkung der Inhibitoren #1 und #48 auf die Magnesium-
abhängige Phosphatase 1 (MDP1)
A: In vitro-Messung der MDP1-Aktivität (0.1 µg =̂ 0.11µM pro Well) gegenüber 4 mM D-
Ribose-5-Phosphat im zeitlichen Verlauf in TMN-Reaktionspu�er. Die Daten stammen aus
einem Experiment. B: Inkubation von MDP1 mit Inhibitor #1 und #48 und als Kontrolle
mit 10% DMSO für 15 Minuten, anschlieÿend Zugabe von D-Ribose-5-Phosphat und Stop-
pen der Reaktion nach vier Minuten. Bestimmung der gebildeten Phosphatmenge mittels
BIOMOL Green und Darstellung der gebildeten Phosphatkonzentration pro Minute und
µg Protein. Die Daten stammen aus drei unabhängigen Experimenten mit in Duplikaten
erhobenen Messungen. Dargestellt ist der Mittelwert ± S.E.M., ns=nicht signi�kant.
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3.6.5 Zusammenfassung und Vergleich der Selektivitätsun-

tersuchungen

Tabelle 3.2 fasst die Reaktionsbedingungen der durchgeführten Experimente sowie

die Ergebnisse der Phosphataseaktivitätsänderungen durch die Inhibitoren zusam-

men. Durch Inhibitor #48 konnte kein signi�kanter E�ekt auf die Aktivität der

HAD-Phosphatasen MDP1, LHPP und PnkP beobachtet werden. Dagegen zeigte

sich eine signi�kante Aktivitätssteigerung von Phospho 2 durch die Inhibitorbe-

handlung. In Tabelle 3.3 sind die Ergebnisse der Inhibitorwirkung von #1, #2

und #9 auf die Aktivität der HAD-Phosphatasen MDP1, LHPP, Phospho 2 und

PnkP zusammengefasst, die von Frankenbach, 2017, und Yesilyurt, 2017, durch-

geführt wurden. Damit sie mit den gemessenen E�ekten dieser Arbeit verglichen

werden können, sind diese in der Tabelle zusätzlich aufgeführt. Mögliche Ursachen

für die gemessenen Unterschiede werden in 4.2.2 diskutiert.
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Tabelle 3.2 Wirkung der Inhibitoren auf die HAD-Phosphatasen MDP1, LHPP,
Phospho 2 und PnkP
Die Tabelle zeigt alle getesteten Bedingungen, die einzeln in den Abbildungen 3.8, 3.9,
3.10 und 3.11 dargestellt sind, sowie den E�ekt der Inhibitorbehandlung auf die Phos-
phatasenaktivität im Vergleich zur DMSO-Kontrolle angegeben als Prozentsatz. Alle Inhi-
bitoren wurden mit 40µM getestet.
E-Konz. = Enzymkonzentration, LHPP = Lysin-Histidin-Pyrophosphat-Phosphatase,
MDP1 = Magnesium-abhängige Phosphatase 1, PLP = Pyridoxal 5`Phosphat, PnkP = Po-
lynukleotidase 5'-Kinase/3'-Phosphatase, PNP = Imidodiphosphat, PPi = anorganisches
Pyrophosphat, R-5-P = D-Ribose-5-Phosphat, RZ = Reaktionszeit, S-Konz. = Substrat-
konzentration; ns = nicht signi�kant, *p<0.05, ***p<0.001.

Enzym
E-Konz.
(µM)

Substrat
S-Konz.
(mM)

Inhibitor
RZ
(min)

E�ekt

MDP1 0.11 R-5-P 4 #1 4 -16% (ns)
MDP1 0.11 R-5-P 4 #48 4 -19% (ns)

LHPP 0.17 PNP 0.125 #1 20 -4% (ns)
LHPP 0.17 PNP 0.125 #2 20 +13% (*)
LHPP 0.17 PNP 0.125 #9 20 -2% (ns)
LHPP 0.17 PNP 0.125 #48 20 +5% (ns)

LHPP 0.17 PPi 2 #1 20 -8% (ns)
LHPP 0.17 PPi 2 #2 20 +19% (ns)
LHPP 0.17 PPi 2 #9 20 ±0% (ns)
LHPP 0.17 PPi 2 #48 20 -7% (ns)

Phospho 2 0.72 PLP 0.5 #1 2 +9% (ns)
Phospho 2 0.72 PLP 0.5 #9 2 +9% (ns)
Phospho 2 0.72 PLP 0.5 #48 2 +133% (***)

PnkP 0.0035 20mer 0.01 #1 20 +8% (ns)
PnkP 0.0035 20mer 0.01 #48 20 -19% (ns)
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Tabelle 3.3 Übersicht der gemessenen Inhibitore�ekte von Frankenbach, 2017,
und Yesilyurt, 2017, sowie Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit
Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der gemessenen Inhibitore�ekte von Frankenbach, 2017,
auf die HAD-Phosphatasen MDP1 und LHPP und von Yesilyurt, 2017, auf Phospho 2 und
PnkP (E�ekt [TF/ DY]). Damit die beschriebenen Werte mit den Ergebnisse dieser Ar-
beit verglichen werden können, sind die Ergebnisse in der letzten Spalte aufgeführt (E�ekt
[AK]). Die Reaktionszeit sowie Enzym-, Substrat- und Inhibitorkonzentration unterschei-
den sich für MDP1 und Phospho 2 nicht von den in Tabelle 3.2 angegebenen Werten.
Für die Testung der Inhibitore�ekte auf die LHPP wurde die Reaktion mit PNP nach 30
Minuten und mit PPi nach 15 Minuten gestoppt (statt wie in dieser Arbeit jeweils nach
20 Minuten). Die Testung der E�ekte auf die PnkP-Aktivität wurde mit 0.05mM 20mer
durchgeführt und die Reaktion wurde nach vier Minuten gestoppt (statt wie in dieser Ar-
beit mit 0.01mM 20mer und einer Reaktionszeit von 20 Minuten).
LHPP = Lysin-Histidin-Pyrophosphat-Phosphatase, MDP1 = Magnesium-abhängige
Phosphatase 1, PLP = Pyridoxal 5`Phosphat, PnkP = Polynukleotidase 5'-Kinase/3'-
Phosphatase, PNP = Imidodiphosphat, PPi = anorganisches Pyrophosphat, R-5-P = D-
Ribose-5-Phosphat; ns = nicht signi�kant, *p<0.05, **p<0.01.

HAD-Phosphatase Substrat Inhibitor E�ekt [TF/ DY] E�ekt [AK]

MDP1 R-5-P #1 +15% (*) -16% (ns)
MDP1 R-5-P #2 ns
MDP1 R-5-P #9 ns

LHPP PNP #1 +16% (*) -4% (ns)
LHPP PNP #2 +18% (**) +13% (*)
LHPP PNP #9 +7% (*) -2% (ns)

LHPP PPi #1 +30%(*) -8% (ns)
LHPP PPi #2 +25% (*) +19% (ns)
LHPP PPi #9 ns ±0% (ns)

Phospho 2 PLP #1 erhöht (*) +9% (ns)
Phospho 2 PLP #2 ns +9% (ns)
Phospho 2 PLP #9 ns

PnkP 20mer #1 erhöht (**) +8% (ns)
PnkP 20mer #2 ns
PnkP 20mer #9 erhöht (**)
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4 Diskussion

Das derzeitige Wissen über die physiologischen Funktionen der PGP stammt aus-

schlieÿlich aus genetischen Studien. Genetische Ansätze der Enzymregulation gehen

häu�g mit Kompensationsmechanismen (v.a. bei Gen-Knockout) und O�-Target-

E�ekten (v.a. bei Gen-Knockdown) einher (vgl. 1.6.1). Zellulär wirksame HAD-

Phosphatase-Inhibitoren fehlen bislang weitestgehend. Diese sind aber notwendig,

um akute E�ekte der Enzymhemmung zu untersuchen und dadurch neue Erkennt-

nisse über die Enzymfunktion zu gewinnen. Diese Arbeit beschäftigt sich daher -

als Teil eines Projektes - mit der pharmakologischen Inhibition der PGP und liefert

erste Erkenntnisse über die Anwendung des PGP-Inhibitors #1 in der Zellkultur.

Darüber hinaus wurde die Art der PGP-Hemmung durch Inhibitor #48 analysiert

und es wurden erste Selektivitätstestungen mit Inhibitor #48 durchgeführt. Viele

weitere Experimente zur Charakterisierung der PGP-Inhibitoren und zur Untersu-

chung und Bestätigung von Inhibitore�ekten sind nötig, um mittels pharmakologi-

scher Hemmung ein umfassenderes Verständnis über die Rolle der PGP im zellulären

Sto�wechsel zu erhalten.

4.1 Implementierung der Inhibitor #1-Behandlung

in der Zellkultur

Inhibitor #1 stellte aufgrund der biochemischen Charakterisierung den potentesten

und damit vielversprechendsten Inhibitor der getesteten Moleküle dar (Engelmann,

2019). Erste Selektivitätstestungen zeigten keine vergleichbare Hemmung anderer

HAD-Phosphatasen durch Inhibitor #1 (Frankenbach, 2017, und Yesilyurt, 2017),

sodass sich die Frage stellte, ob Inhibitor #1 für die Hemmung der PGP in euka-

ryotischen Zellen geeignet ist.

In dieser Arbeit konnte zunächst gezeigt werden, dass Inhibitor #1 in der Lage

ist, die endogene PGP in GC1-Zelllysaten zu hemmen (siehe Abb. 3.1). Bei der
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Inhibitor-Behandlung der GC1-Zellen mit anschlieÿender Quanti�zierung der PGP-

Hemmung traten folgende Au�älligkeiten auf: Es lieÿ sich keine Hemmung der PGP

durch Inhibitor #1, gelöst in den Zellkulturmedien DMEM-Vollmedium, DMEM-

Hungermedium sowie HBSS mit 1% BSA, nach 60 Minuten Inkubation beobachten.

Die Inkubation der GC1-Zellen mit in HBSS ohne BSA gelöstem Inhibitor #1 führte

zur bestimmbaren Inhibition der PGP-Aktivität (vgl. Abb. 3.2). Die bestimmbare

PGP-Hemmung verstärkte sich tendenziell mit Erhöhung der Inhibitorkonzentration

sowie Verlängerung der Inkubationszeit (siehe Abb. 3.2 D und 3.3 A). Des Weite-

ren konnte eine Reversibilität der Inhibition beobachtet werden (siehe Abb. 3.3 B).

Eine Western Blot-Analyse von mit Inhibitor #1 behandelten Zellen konnte keine

signi�kante Veränderung der PGP-Expression im Vergleich zur DMSO-Behandlung

nachweisen (vgl. Abb. 3.3 C).

4.1.1 Ein�uss von Zellkulturmedien auf die Wirksamkeit der

Inhibitorbehandlung

Ein Grund für die unterschiedliche Wirksamkeit der Inhibitorbehandlung in den

verschiedenen Zellukulturmedien könnte die Bindung des Inhibitors an Bestandteile

des Mediums sein.

DMEM (Dulbeccos Modi�ed Eagles Medium) mit 4.5 g Glucose pro Liter, ein viel

verwendetes Zellkulturmedium, ist eine Weiterentwicklung des BMEs (basal medi-

um Eagle) und enthält neben verschiedenen anorganischen Salzen im Vergleich zu

BME die vierfache Konzentration an Vitaminen und Aminosäuren (Eagle, 1955, und

Dulbecco und Freeman, 1959). Durch Zusatz von Penicillin und Streptomycin soll

die Kontamination verhindert werden und L-Glutamin wird als wichtige Sticksto�-

Quelle für wachsende, sich teilende Zellen zum Medium hinzugegeben (Schmitz,

2011). Der Unterschied zwischen DMEM-Vollmedium und DMEM-Hungermedium

besteht in der Ergänzung von 10% FCS zum Vollmedium, das vom Hersteller emp-

fohlene und in der Arbeitsgruppe verwendete Wachstumsmedium für GC1-Zellen

(vgl. 2.1.9 und 2.2.3). FCS ist eine wichtige Nahrungsquelle für Zellen und enthält

eine Mischung aus wachstumsfördernden Bestandteilen: Hormone, Adhäsionsmole-

küle, Zytokine, Wachstumsfaktoren sowie Aminosäuren, Peptide, Proteine und an

Proteine gebundene Lipide (Schmitz, 2011).

HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) ist eine Salzlösung mit 1 g Glucose pro Liter,

die in der Regel als Pu�er-System für die Aufrechterhaltung eines konstanten pH-

Wertes in Zellkulturmedien verwendet wird (Hanks, 1975) sowie für das Waschen
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und Transportieren von Zellen. Darüber hinaus wird HBSS dazu genutzt, durch das

Nachahmen von Hungerbedingungen autophagische Prozesse in Zellen zu induzieren

und diese Prozesse zu untersuchen (siehe beispielsweise Hu et al., 2018). Ohne den

Zusatz von Nährsto�en eignet sich HBSS daher nicht zur längerfristigen Kultivie-

rung von Zellen: Eine 16-stündige Aufbewahrung von mesenchymalen Stammzellen

aus murinem Fettgewebe in HBSS zeigte zum Beispiel bereits eine verminderte Zell-

viabilität und geringere Proliferationsrate im Vergleich zur Kontroll-Aufbewahrung

in DMEM mit 10% FCS (Nahar et al., 2018). Ähnliche E�ekte von HBSS auf GC1-

Zellen konnten in Vorversuchen für die in dieser Arbeit präsentierten Experimente

beobachtet werden. Für die Inkubationszeit des Inhibitors gelöst in HBSS wurde mit

maximal 60 Minuten eine deutlich kürzere Behandlungszeit gewählt. Die Ergebnisse

der durch�usszytometrischen Analysen ergaben, dass dies keinen Ein�uss auf die

Zellviablität hat - sowohl im Vergleich zur DMSO-Behandlung (siehe Abb. 3.4)

als auch im Vergleich zu einer dreistündigen Inkubation der GC1-Zellen mit 0.1%

DMSO verdünnt in DMEM-Vollmedium. Die Ergebnisse der dreistündigen Inkuba-

tion stammen aus eigenhändig durchgeführten Vorversuchen, deren Ergebnisse nicht

detailliert in diese Arbeit aufgenommen wurden.

Die Untersuchung der Bindung von Substanzen an Plasmaproteine stellt einen wich-

tigen Aspekt in der Medikamentenentwicklung dar, da dies entscheidenden Ein�uss

auf die Pharmakokinetik und -dynamik hat (Vuignier et al., 2010, Howard et al.,

2010, und Wanat et al., 2018). Ein Fokus liegt auf der Analyse der Bindung mit hu-

manem Serumalbumin, welches mit bis zu 60% das häu�gste im Blut vorkommende

Protein ist (Dargó et al., 2020). Es gibt verschiedene Methoden, die dieses Phäno-

men untersuchen und mit denen die Bindung zwischen Medikamenten und Proteinen

abgeschätzt werden kann. Diese können in separierende, physikalische, chromatogra-

�sche sowie elektrophoretische Methoden unterteilt werden. In den letzten Jahren

sind zudem computergestützte Verfahren entwickelt worden (Wanat et al., 2018).

Aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung von DMEM und HBSS sowie der

nicht vorhandenen Hemmung der PGP in HBSS mit 1% BSA im Vergleich zu HBSS

ohne BSA ist eine Proteinbindung von Inhibitor #1 und damit die Verhinderung

der Wirkung zu erwarten. Dieser Aspekt sollte in der weiteren Charakterisierung

von Inhibitor #1 bedacht und untersucht werden.
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4.1.2 Ein�uss von Moleküleigenschaften des Inhibitors auf

die Zellpermeabilität

Da die Zellen nach der Inhibitorbehandlung in serumfreiem DMEM-Hungermedium

jedoch auch keine Hemmung der PGP-Aktivität zeigten, sind weitere Aspekte zu

berücksichtigen. Insbesondere die chemischen Eigenschaften des Inhibitors können

die Wirksamkeit beein�ussen. Diese haben entscheidenden Ein�uss auf die Art und

Weise wie Moleküle die Plasmamembran überwinden, um an ihre intrazellulären

Zielstrukturen zu gelangen. Mit Hilfe der Lipinski-Regeln können Vorhersagen über

die Absorption und Permeabilität von Molekülen getro�en werden (Lipinski et al.,

1997). Eine molekulare Masse unter 500 kDa, weniger als 5 Wassersto�brückendo-

natoren (die Anzahl lässt sich mit Hilfe der Summe aus -OH und -NH-Bindungen

abschätzen), weniger als 10 Wassersto�brückenakzeptoren (die Anzahl lässt sich mit

Hilfe der Summe aus -Ns und -Os abschätzen) sowie ein Octanol-Wasser-Verteilungs-

koe�zient (gemessen als log(P)) kleiner als 5 erhöhen die Wahrscheinlichkeit, dass

ein Molekül mittels passiver Di�usion die Lipiddoppelschicht überwindet (Lipinski

et al., 1997, und Berg et al., 2018). Für viele Moleküle lässt sich anhand dieser

Richtlinien eine erfolgreiche Prognose stellen. Es gibt jedoch auch Moleküle, deren

Eigenschaften von den Kriterien abweichen und die trotzdem eine gute Permeabilität

und Bioverfügbarkeit haben. Inhibitor #1 ist ein Benzoesäurederivat, dessen Gröÿe

(496.48 kDa) und Polarität (4 Wassersto�brückendonatoren und 9 -akzeptoren) sich

im oberen Bereich der de�nierten Grenzen be�ndet (vgl. Abb. 1.6). Der Ionisie-

rungsgrad der einzelnen funktionellen Gruppe ist pH-abhängig (Berg et al., 2018).

Daher hat sowohl der intra- als auch der extrazelluläre pH-Wert entscheidenden Ein-

�uss auf die Ladung des Inhibitors #1 und damit auf dessen pharmakokinetische

Eigenschaften (Manallack et al., 2013) und sollte deswegen Berücksichtigung �nden.

Um die Zellpermeabilität von Molekülen näher zu untersuchen, gibt es Lipiddoppel-

schicht-Modelle, mit welchen eine passive Di�usion quanti�ziert werden kann (engl.

parallel arti�cial membrane permeation assay (PAMPA)). Mit Zellmonolayer bei-

spielsweise aus colorektalen Caco-2- oder renalen MDCK-Zelllinien kann auÿerdem

der passive und aktive Transport durch Kanäle und Transporter analysiert werden

(Kansy et al., 1998, Sugano et al., 2010, und Yang und Hinner, 2015).

4.1.3 Untersuchung von bekannten zellbiologischen E�ekten

Die beschriebenen Ergebnisse der Inhibitorbehandlung (Abb. 3.2 und Abb. 3.3)

lassen nicht sicher schlussfolgern, dass der Inhibitor die Zellmembran der GC1-Zellen
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überwunden hat, da die Zellen nach der Inkubation mit Inhibitor #1 lysiert und erst

anschlieÿend die PGP-Aktivität gegenüber PG gemessen wurde (vgl. 2.2.5). Daher

wurden im Rahmen dieser Arbeit erste zelluläre E�ekte der PGP-Inhibition durch

Inhibitor #1 untersucht. Wie in 1.5.1 und 1.5.3 beschrieben, ist eine verminderte

PGP-Aktivität durch genetische Modi�kation mit einem erhöhten TAG-Umsatz so-

wie TAG-Gehalt assoziiert. Die 60-minütige Behandlung mit 200µM Inhibitor #1

führte zur Steigerung der TAG-Konzentration in GC1-Zellen mit Kontroll-shRNA

um das 2.69-fache. Im Gegensatz dazu wurde in GC1-Zellen mit PGP-shRNA eine

geringe, nicht signi�kante Erhöhung der TAG-Konzentration um das 1.41-fache ge-

messen (siehe Abb. 3.5).

Vergleicht man die in dieser Arbeit gemessenen TAG-Konzentrationen der mit DM-

SO behandelten GC1-Zellen mit den von Segerer und Kollegen publizierten Ergeb-

nissen der unbehandelten GC1-Zellen (Segerer et al., 2018) fällt auf, dass das Ver-

hältnis der TAG-Level in den GC1-Zellen mit PGP-shRNA im Vergleich zu denen

mit Kontroll-shRNA ähnlich ist (siehe Abb. 4.1 A). Abbildung 4.1 B zeigt den

pro µg Protein gemessenen TAG-Gehalt in GC1-Zellen mit PGP-shRNA und mit

Kontroll-shRNA. Die gemessenen Werte sind in dieser Arbeit deutlich geringer als

bei Segerer und Kollegen (Segerer et al., 2018).
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Abbildung 4.1 Vergleich der TAG-Konzentrationen in GC1-Zellen mit PGP- und
Kontroll-shRNA
A: Verhältnis der TAG-Konzentrationen in GC1-Zellen mit PGP- und Kontroll-shRNA.
B: TAG-Konzentration in GC1-Zellen mit PGP- und Kontroll-shRNA.

In beiden Experimenten wurde das Adipogenesis Assay Kit zur Messung der TAG

verwendet. Eine mögliche Ursache für die unterschiedlich hohen TAG-Konzentratio-

nen, die in Abbildung 4.1 B dargestellt sind, könnten die unterschiedlichen Zell-

kulturmedien sein, in denen die Zellen vor der Probenaufbereitung inkubiert wur-
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den. Von Segerer und Kollegen wurde DMEM-Vollmedium verwendet und in dieser

Arbeit HBSS ohne BSA (Segerer et al., 2018). Durch das im DMEM-Vollmedium

enthaltene FCS stehen den Zellen Lipide zur Verfügung, welche sie aufnehmen und

versto�wechseln können.

Interessant wäre es in weiteren Experimenten zu testen, wie sich die TAG-Konzentra-

tion durch eine Inhibitorbehandlung unter metabolischen Über�ussbedingungen ver-

ändert und welche E�ekte die Inhibitorbehandlung in GC1-Zellen mit überexpri-

mierter PGP erzielt (vgl. Mugabo et al., 2016). Darüber hinaus wäre es wichtig in

weiteren Versuchen zu testen, ob sich die Auswirkungen auch in anderen Zelllinien

beobachten lassen, da Inhibitorwirkungen auch von zellulären Kontexten abhängig

sein können (vgl. Miyazawa, 2011).

4.1.4 Analyse von O�-Target-E�ekten

Wie bereits in 1.6.1 erwähnt, ist für die erfolgreiche Anwendung von Inhibitoren zur

Erforschung zellulärer Prozesse eine selektive Hemmung der Zielstruktur essentiell,

denn die Beobachtung von O�-Target-E�ekten kann zu Fehlinterpretationen führen

(Miyazawa, 2011). Zur Bestätigung von Inhibitore�ekten beziehungsweise zur Aufde-

ckung von O�-Target-E�ekten hat Cohen sechs essentielle Kriterien vorgeschlagen,

die im Folgenden aufgeführt werden (Cohen, 2009). Er bezieht sich in seiner Ar-

beit auf die Untersuchung von Proteinkinaseinhibitoren. Die Kriterien können aber

verallgemeinert werden und sind dann auch auf andere Enzymklassen anwendbar

(Cohen, 2009).

� Die Selektivität des Inhibitors sollte gegen andere Kinasen (möglichst ≥ 100)

getestet worden sein.

� Die E�ekte sollten für mindestens zwei strukturell unverwandte Inhibitoren

beobachtet worden sein.

� Die zellulären Wirkungen des Inhibitors sollten bei einer Konzentration be-

obachtet werden, die ähnlich der Konzentration ist, die die Phosphorylierung

eines etablierten physiologischen Substrats der Proteinkinase verhindert.

� Wenn Analoga verfügbar sind, sollte die Rangfolge ihrer Potenz bei der Ver-

mittlung des zellulären E�ekts der Rangfolge ihrer Potenz bei der Hemmung

der Phosphorylierung eines physiologischen Ziels der Proteinkinase entspre-

chen.
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� Auÿerdem sollten Analoga, die die in vitro Phosphorylierung nicht hemmen,

keine zellulären E�ekte zeigen.

� Die chemische Struktur des Inhibitors sollte bekannt sein, damit die Versuche

von anderen Arbeitsgruppen reproduziert werden können.

Darüber hinaus wurden zwei weitere wünschenswerte Kriterien von Cohen formuliert

(Cohen, 2009):

� Die beobachteten E�ekte sollten nicht in Zellen, die eine resistente Mutante

exprimieren, durch eine Inhibitorbehandlung hervorgerufen werden.

� Die beobachteten E�ekte sollten nicht in Zellen, in denen die Zielstruktur nicht

vorhanden ist, durch eine Inhibitorbehandlung hervorgerufen werden.

Für die in dieser Arbeit vorgestellten Versuche wurden verhältnismäÿig hohe Inhi-

bitorkonzentrationen verwendet. Hohe Inhibitorkonzentrationen erhöhen jedoch die

Wahrscheinlichkeit, dass neben dem Ziel-Protein andere Proteine gehemmt werden

und O�-Target-E�ekte auftreten (vgl. Weiss et al., 2007). Dies sollte bei der Interpre-

tation der TAG-Konzentrationsmessungen berücksichtigt werden. Die Bedingungen

für nachfolgende Experimente sollten so angepasst werden, dass geringere Inhibi-

torkonzentrationen für das Erzielen von zellulären E�ekten ausreichend sind. Wenn

durch die RNA-Interferenz die PGP in den GC1-Zellen vollständig herabreguliert

ist (vgl. 1.6.1), könnte durch die Untersuchung der Inhibitore�ekte auf die TAG-

Konzentration in GC1-Zellen mit PGP-shRNA bereits eines der wünschenswerten

Kriterien erfüllt sein. Neben der Testung der Inhibitore�ekte auf andere Zellen (vgl.

4.1.3), sollte auch für die anderen Inhibitoren eine Inhibitorbehandlung in der Zell-

kultur implementiert werden, sodass im Idealfall durch die Analyse der Behandlung

mit verschiedenen Inhibitoren O�-Target-E�ekte aufgedeckt beziehungsweise Inhibi-

tore�ekte bestätigt werden können. Darüber hinaus sind die Selektivitätstestungen,

die im Vorfeld zu dieser Arbeit mit Inhibitor #1 von Frankenbach, 2017, und Ye-

silyurt, 2017, durchgeführt wurden, noch nicht ausreichend, um eine verlässliche

Aussage über die Selektivität von Inhibitor #1 tre�en zu können. Sie sollten daher

durch weitere Experimente ergänzt werden (siehe auch 4.2.2).

4.1.5 Messung der Inhibitor #1-Konzentration in GC1-Zellen

Es sind häu�g signi�kante Unterschiede zwischen der biochemischen und der zellu-

lären Wirkung von Substanzen beobachtbar, sodass es oft nicht möglich ist anhand

von biochemischen Ergebnissen zelluläre E�ekte vorherzusagen (Hann und Simpson,
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2014). Das Messen der intrazellulären Substanzkonzentration soll daher zur besseren

Vorhersagbarkeit und zum Verständnis der zellulären Wirksamkeit beitragen (Chu

et al., 2013).

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe von spektroskopischen Analysen untersucht, wie

viel von dem im Medium gelösten Inhibitor in die behandelten Zellen gelangt. Die

UV-Spektroskopie �ndet als ein einfaches, schnelles und kostengünstiges Verfah-

ren in der pharmazeutisch-chemischen Analyse von Verbindungen Verwendung. Die

Grundlage zur quantitativen Bestimmung bildet das Lambert-Beer Gesetz, welches

besagt, dass die Menge des absorbierten Lichtes proportional zur Konzentration der

absorbierenden Substanz ist (Müllertz et al., 2016). Es wurden zunächst die Ab-

sorptionseigenschaften des Inhibitors #1 analysiert und anschlieÿend die OD der

mit Inhibitor #1 bzw. DMSO behandelten GC1-Zellen bei dem bestimmten Ab-

sorptionsmaximum gemessen. Mittels erstellter Standardgerade wurde die OD in

µg Inhibitor pro µg Gesamtproteinmenge umgerechnet (siehe auch 2.2.8 und 3.4).

Nach einstündiger Behandlung der GC1-Zellen mit 200µM Inhibitor #1 in HBSS

konnten im Vergleich zur DMSO-Kontrolle signi�kant höhere OD-Werte gemessen

werden (siehe Abb. 3.6 C-D). Passend zu den Aktivitätsmessungen zeigte sich kein

signi�kanter Unterschied zwischen den mit Inhibitor #1 und den mit DMSO behan-

delten Zellen in DMEM-Vollmedium, DMEM-Hungermedium und DMEM-Medium

ohne Glucose. Auch die Messung nach der einstündige Behandlung mit 100µM In-

hibitor #1 in HBSS ergab keinen signi�kanten Unterschied zur DMSO-Kontrolle

(vgl. Abb. 3.2 und Abb. 3.6 C).

Instrumentelle Faktoren, beispielsweise Streulicht, und chemische Aspekte, zum Bei-

spiel hohe Substanzkonzentrationen, können Abweichungen vom Lambert-Beer Ge-

setz bedingen (Müllertz et al., 2016). Berechnet man anhand der bestimmten Inhibi-

tormenge pro Gesamtproteinmenge die Inhibitorkonzentration pro Zelle, liegt diese

bei 18.5mmol. Für die Berechnung wurden Angabe zu einem durchschnittlichen Vo-

lumen und Proteingehalt von HeLa-Zellen verwendet (2,6 pl und 150 pg; Volpe und

Eremenko-Volpe, 1970, Luciani et al., 2001, und Finka und Goloubino�, 2013). Es ist

unklar, inwiefern dieser Wert mit der tatsächlichen Konzentration übereinstimmt.

Einerseits kann die Messung durch nicht-spezi�sche Bindung des Inhibitors #1 an

das Zelläuÿere sowie das Plastik der 96-well Platte verfälscht werden, andererseits

könnten Metabolite, welche durch eine nicht-selektive Wirkung des Inhibitors #1

gebildet werden, die Absorptionsmessung stören. Um dies genauer zu untersuchen,

gibt es aufwändigere und genauere Verfahren zur Bestimmung der intrazellulären,
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nicht-gebundenen Substanzkonzentration zum Beispiel mittels Flüssigkeitschroma-

tographie mit Tandem-Massenspektrometrie (Colletti et al., 2008, Mateus et al.,

2013, und Mateus et al., 2017). Die Lokalisation bzw. Verteilung der Substanz in

der Zelle, die entscheidenden Ein�uss auf die Interaktion mit der Zielstruktur hat,

lässt sich mit diesen Verfahren jedoch nicht bestimmen und bedarf weiterer Unter-

suchungen (Hann und Simpson, 2014).

4.2 Inhibitor #48 - ein vielversprechender PGP-

Inhibitor?

Inhibitor #48 zeigte in der Testung mit gereinigter muriner PGP ein unkompe-

titives Hemmverhalten. Sowohl die Vmax als auch die KM nahmen mit steigender

Inhibitorkonzentration ab (siehe Tab. 3.1 und Abb. 3.7). In den anschlieÿenden

Selektivitätstestungen mit den HAD-Phosphatasen MDP1, LHPP und PnkP konnte

keine signi�kante Veränderung der Aktivität durch die getesteten Inhibitoren nach-

gewiesen werden (vgl. Abb. 3.11, 3.8 und 3.10). Die Versuche mit Phospho 2

zeigten dagegen eine signi�kante Aktivitätssteigerung (um den Faktor 2.3) durch

die Behandlung mit Inhibitor #48 (siehe Abb. 3.9).

4.2.1 Unkompetitive PGP-Hemmung durch Inhibitor #48

Die Charakterisierung von Inhibitor #48 als unkompetitiver PGP-Inhibitor lässt

vermuten, dass Inhibitor #48 an einer anderen Stelle der PGP bindet als Inhibitor

#1, der als gemischter Inhibitor (kompetitiv und nicht-kompetitiv) charakterisiert

wurde, und als die Inhibitoren #2 und #9, die ein kompetitives Hemmverhalten

zeigten (Engelmann, 2019). Zwischenzeitlich von der Arbeitsgruppe durchgeführte

strukturelle Studien (Co-Kristallisation der PGP mit Inhibitor #1 bzw. Inhibitor

#48) konnten die Bindungsstelle und den wahrscheinlichen Wirkmechanismus von

Inhibitor #1 und #48 aufdecken. Diese Ergebnisse passen zu den biochemisch cha-

rakterisierten Inhibitionsarten der Inhibitoren. Die erfolgreiche Co-Kristallisation

ermöglichte zudem die Analyse der Proteinstruktur der PGP (Ergebnisse bislang

unverö�entlicht).

4.2.2 Erste Selektivitätstestungen

Die Resultate der Selektivitätstestungen mit Inhibitor #48 stellen erste wichtige

Erkenntnisse dar. Durch die exemplarische Testung von HAD-Phosphatasen mit ver-

schiedenen Cap-Domänen (MDP1 und PnkP besitzen eine C0-Cap-Domäne, Phos-
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pho 2 eine C1-Cap-Domäne und LHPP eine C2a-Cap-Domäne, für weitere Informa-

tionen zu den getesteten Phosphatasen siehe Anhang 6.2) konnte initial ein breites

Spektrum an potentiellen Inhibitortargets untersucht werden. Beim Vergleich der In-

hibitore�ekte von #1, #2 und #9 auf die HAD-Phosphatasen MDP1, LHPP, PnkP

und Phospho 2, die initial von Frankenbach, 2017, und Yesilyurt, 2017, getestet wur-

den und im Rahmen dieser Arbeit neben der erstmaligen Testung von Inhibitor #48

erneut getestet wurden, fällt auf, dass die initial beschriebenen E�ekte nicht alle re-

produziert werden konnten (siehe Tab. 3.3). Ursächlich dafür könnten, neben den

teilweise unterschiedlichen Reaktionsbedingungen, eine veränderte Enzymaktivität

sowie Mess- und Pipettierfehler sein. Es lässt sich aber festhalten, dass die Akti-

vität der getestete Enzyme nicht in vergleichbarer Weise wie die PGP-Aktivität

durch die Inhibitoren gehemmt wird. Für die Selektivitätstestung wurde eine relativ

hohe Inhibitorkonzentration von 40µM verwendet. Die bestimmte IC50 der Inhibi-

toren mit muriner PGP liegt zwischen 0.37µM und 2.04µM und ist damit deutlich

niedriger als die verwendeten 40µM (für die bestimmten IC50 vgl. Tab. 1.2). Für

die getesteten Phosphatasen ist daher keine weitere Charakterisierung der Aktivi-

tätsänderung durch die Inhibitoren notwendig. Die gemessene Aktivitätssteigerung

von Phospho 2 durch Inhibitor #48 ist aufgrund des katalytischen Mechanismus

der HAD-Phosphatasen eher ungewöhnlich (siehe auch 4.3.2). Eine weitere Cha-

rakterisierung der Inhibitorwirkung auf Phospho 2 könnte helfen, zwischen einem

methodischen Fehler und einer tatsächlichen Aktivierung zu unterscheiden.

Um die Selektivität von Inhibitor #48 weiter zu charakterisieren, sollten die In-

hibitore�ekte auf weitere HAD-Phosphatasen sowie Phosphatasen anderer Superfa-

milien und im nächsten Schritt anderer Enzymklassen analysiert werden (siehe auch

4.1.4 bzw. Cohen, 2009). Die Untersuchung weiterer HAD-Phosphatasen bringt da-

bei die Schwierigkeit mit sich, dass viele der bekannten HAD-Phosphatasen nicht

kommerziell verfügbar sind. Um die Wirkung auf möglichst viele Enzyme zu un-

tersuchen, sollte das Screening von Enzymbibliotheken als Option erwogen werden

(siehe beispielsweise Miduturu et al., 2011).

4.2.3 Denkbare weiterführende Untersuchungen

Neben ergänzenden Selektivitätstestungen sind weitere Experimente notwendig, um

O�-Target-E�ekte auszuschlieÿen bzw. zu charakterisieren. Darüber hinaus ist die

Inhibitor #48-Behandlung in der Zellkultur zu implementieren (siehe auch 4.1). Es

konnte im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass eine Hemmung der en-

dogenen PGP in GC1-Zelllysaten durch Inhibitor #48 möglich ist (sieheAbb. 3.1).

78



Diskussion

Auÿerdem wurden die Inhibitoren bislang nur auf die Hemmung der PG-Dephos-

phorylierung untersucht. Eine weitere interessante und wichtige Frage ist, ob und in-

wiefern die charakterisierten Inhibitoren auch die Dephosphorylierung der beschrie-

benen PGP-Substrate G3P, 2PL und 4PE beein�ussen (Collard et al., 2016, und

Mugabo et al., 2016).

4.3 Mögliche Anwendung der PGP-Inhibitoren

Die beschriebenen Auswirkungen durch Veränderung der PGP-Aktivität lassen auf

eine potentielle Rolle in der Entstehung von Krankheiten wie Diabetes Mellitus

Typ 2, Adipositas und Tumorerkrankungen schlieÿen (Possik et al., 2017, und Gohla,

2019). Ein selektiver PGP-Inhibitor ist nicht nur ein erfolgversprechendes Tool, um

mehr über die Funktionen der PGP im physiologischen und pathophysiologischen

Sto�wechsel zu erfahren, sondern könnte möglicherweise auch als Therapeutikum

verwendet werden.

4.3.1 Tumortherapie

Eine Hemmung der PGP durch einen selektiven Inhibitor könnte möglicherweise das

Tumorzellwachstum verlangsamen. Dies würde zu Untersuchungen passen, die zeig-

ten, dass die PGP-Aktivität für die Zellproliferation von embryonalen Zellen essen-

tiell zu sein scheint (siehe 1.5.1; Seifried et al., 2016). Die PGP dephosphoryliert als

�metabolite repair enzyme� die in der Glykolyse entstehenden Nebenprodukte 2PL

und 4PE. Dies verhindert die Akkumulation dieser beiden Produkte und gewähr-

leistet die Aufrechterhaltung des PPWs und der Glykolyse, die durch Akkumulation

von 2PL und 4PE gehemmt werden (siehe 1.4.3). Besonders für das Wachstum von

Tumorzellen ist es wichtig, dass genügend Energie sowie Substrate für erforderliche

Zellbestandteile zur Verfügung gestellt werden. Tumorzellen zeigen deswegen, wie in

1.7 beschrieben, charakteristische Veränderungen des Glucose-Sto�wechsels, unter

anderem eine gesteigerte aerobe Glykolyse. Zudem gibt es Hinweise, dass diese ge-

steigerte Glykolyse mit einer verminderten Sensitivität gegenüber einer Radio- sowie

Chemotherapie assoziiert ist (Pitroda et al., 2009, und Y. Zhou et al., 2012), sodass

eine PGP-Inhibition die Tumortherapie zusätzlich positiv beein�ussen könnte.

Insbesondere Tumore, in denen die PGP überexprimiert ist, stellen ein potenti-

ell interessantes Ziel dar, da die Überexpression Ausdruck eines gesteigerten Be-

darfs an der Beseitigung der entstehenden Nebenprodukte sein könnte. Präliminäre

Analysen zeigen eine Ampli�kation der PGP in einem Teil der untersuchten Tu-
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morgewebe von Pankreas-, Prostata-, Mamma-, Gebärmutter- und Nebennierenrin-

denkarzinomen sowie von Melanomen (siehe Abb. 4.2). Abbildung 4.2 wurde mit

Hilfe der Plattform cBioPortal for Cancer Genomics erstellt (http://cbioportal.org,

Cerami et al., 2012, und Gao et al., 2013). Diese Plattform bietet die Möglichkeit,

groÿe Datensätze von verschiedenen Tumor-Genomstudien zu visualisieren und zu

analysieren. Bei der Erstellung der Abbildung wurden insgesamt 181 Studien mit

47 571 Proben von 45 142 Patientinnen und Patienten berücksichtigt. Gezeigt sind

nur die Studien, in denen die PGP in mindesten 3% der Proben verändert ist und

in denen mindestens 50 Fälle untersucht wurden. Auch wenn die Ampli�kation der

PGP in diesen Tumoren zum aktuellen Zeitpunkt von unbekannter Bedeutung ist,

stellt die Analyse der Tumor-Genom-Daten einen ersten Anhaltspunkt für weitere

Arbeiten dar. Sie verscha�t einen Überblick über Tumorentitäten bei denen eine

genetisch de�nierte Subgruppe möglicherweise von einem PGP-Inhibitor pro�tie-

ren könnten. Weiterführende Analysen müssen folgen, um die Relevanz der PGP-

Ampli�kation für die Tumorentstehung und für das Tumorwachstum einschätzen

und verstehen zu können.

Eine erste weiterführende Analyse wurde von Lounis und Kollegen durchgeführt

(Lounis et al., 2021). Um die Bedeutung der PGP-Expression in Tumorzellen besser

zu verstehen, wurden Proben von Prostatakarzinomen aus Biodatenbanken immun-

histochemisch untersucht und mit klinischen Endpunkten der Patientendaten ver-

glichen. Die retrospektive Analyse konnte zeigen, dass eine hohe epitheliale PGP-

Expression in Prostatakarzinomen mit einem erhöhten Risiko für ein biochemisches

Rezidiv (Prostataspezi�sches Antigen (PSA) > 0.2 ng/ml) und dem Auftreten von

Knochenmetastasen sowie mit einer höheren tumorspezi�schen Mortalität assoziiert

ist (Lounis et al., 2021).
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Abbildung 4.2 Änderungshäu�gkeit einer veränderten PGP-Expression in Tu-
moren
Die Abbildung wurde mit Hilfe der Plattform cBioPortal for Cancer Genomics erstellt und
anschlieÿend ins Deutsche übersetzt. Teilweise wurden Informationen ergänzt, z.B. Fallzah-
len. CNA-Daten= copy number alterations, engl. für Änderung der Kopienanzahl. Weitere
Details sind im Text beschrieben.

4.3.2 Kohlenhydrat- und Fettsto�wechsel

Die PGP ist über die oben genannten Bereiche hinaus ein potentiell interessan-

tes Ziel für die Therapie von metabolischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus

Typ 2 und Adipositas (Mugabo et al., 2016, und Possik et al., 2017). Der Über-

�uss an Nährsto�en erhöht den Umsatz im GL/FS-Zyklus. Dadurch werden unter

anderem mehr Lipidsignale produziert, die beispielsweise zu einer erhöhten glucose-

stimulierten Insulinsekretion führen. Die PGP hat eine entscheidende Rolle an der

Schnittstelle zwischen Kohlenhydrat- und Fettsto�wechsel (vgl. 1.4.4). Durch die

G3PP-Aktivität kann die Verfügbarkeit von G3P reguliert werden und damit der

Umsatz im GL/FS-Zyklus (Mugabo et al., 2016).

Mugabo und Kollegen konnten in β-Zellen und Hepatozyten mit PGP-Überexpression

eine verminderte Glucotoxizität und eine verminderte glucosestimulierte Insulinse-
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kretion sowie eine vermehrte Freisetzung von sowohl Glycerol als auch freien Fett-

säuren nachweisen (siehe auch 1.5.3; Mugabo et al., 2016). In Hepatozyten wurde

zudem eine verminderte Gluconeogenese beobachtet (Mugabo et al., 2016). Erste

Experimente an Ratten mit in vivo PGP-Überexpression in der Leber durch Ein-

bringen eines adenoviralen Vektors zeigten unter anderem eine Gewichtsreduktion

der Tiere, erhöhte Glycerol- und verminderte TAG-Plasma-Level (siehe auch 1.5.3,

Mugabo et al., 2016). Die Herabregulation der PGP zeigte jeweils entgegengesetzte

E�ekte.

Ein PGP-Aktivator erscheint aufgrund der beschriebenen Ergebnisse potentiell in-

teressant für die Therapie von metabolischen Erkrankungen. Jedoch sollte bedacht

werden, dass eine Enzymüberexpression zu einer Veränderung des Substratspek-

trums führen kann und nicht immer mit einer Aktivierung gleichzusetzen ist (Gohla,

2019). Auÿerdem sollte für das Finden eines Aktivators der exakte Enzymmecha-

nismus bekannt sein, vor allem hinsichtlich der physiologischen Enzymregulation.

Zum Beispiel wäre es hilfreich Informationen über möglicherweise existierende Fak-

toren zu haben, die zu einem schnelleren Ö�nen und Schlieÿen des aktiven Zen-

trums führen, oder über die Interaktion mit potentiell vorhandenen inhibitorischen

Regulator-Proteinen, die verhindert werden könnte (Fahs et al., 2016).
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit geht es um die Phosphoglykolatphosphatase (PGP), die als Phos-

phatase vom Haloazid Dehalogenase-Typ (HAD-Phosphatase) zu der ubiquitär vor-

kommenden Superfamilie der HAD-Hydrolasen gehört. In der Literatur ist eine

in vitro Phosphatase-Aktivität gegenüber 2-Phospho-L-Laktat (2PL), 4-Phospho-

D-Erythronat (4PE), Phosphoglykolat (PG) und Glycerol-3-Phosphat (G3P) be-

schrieben. 2PL und 4PE entstehen in Nebenreaktionen während der Glykolyse und

hemmen bei Akkumulation die Glykolyse bzw. den Pentosephosphatweg. PG kann

auch in einer Nebenreaktion während der Glykolyse oder im Rahmen der Repa-

ratur von oxidativen DNA-Schäden entstehen. G3P entsteht aus Dihydroxyaceton-

phosphat und bildet das Kohlenhydratgerüst der Triacylglyceride (TAG). Zelluläre

Studien konnten Hinweise auf die Regulierung des epidermalen wachstumsfaktor-

(EGF-)induzierten Zytoskelettumbaus durch die PGP liefern und die Untersuchung

von Mäusen mit PGP-Inaktivierung zeigte einen Ein�uss auf die Zellproliferation

und embryonale Entwicklung. Die Regulation der PGP-Expression führte zu Verän-

derungen im Kohlenhydrat- und Fettsto�wechsel.

Die Untersuchung der PGP-Funktionen erfolgte bislang ausschlieÿlich mit gene-

tischen Ansätzen. Aufgrund von möglichen Kompensationsmechanismen und O�-

Target-E�ekten müssen genetische und pharmakologische Methoden als sich ergän-

zende Ansätze verstanden werden. Um die Funktionen der PGP besser zu verste-

hen, fokussiert sich die vorliegende Arbeit auf die gezielte pharmakologische PGP-

Inhibition. In Vorarbeiten wurden 41.000 Moleküle gescreent und fünf potentielle

Inhibitoren identi�ziert. Ziele dieser Arbeit waren zum einen die Implementierung

der Inhibitor #1-Behandlung in der Zellkultur, zum anderen die Charakterisierung

der PGP-Hemmung durch Inhibitor #48 und die Durchführung erster Selektivitäts-

testungen mit Inhibitor #48.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Inhibitor #1 in der Lage ist,

die endogene PGP in Zelllysaten der murinen spermatogonialen Zelllinie (GC1)

83



Zusammenfassung

zu hemmen. Unter bestimmten Bedingungen führte die Inhibitor #1-Behandlung

der GC1-Zellen zur Hemmung der PGP. Erste Analysen zellulärer Inhibitore�ekte

konnten eine Steigerung der TAG-Konzentration in behandelten GC1-Zellen nach-

weisen. Die PGP-Hemmung durch Inhibitor #48 wurde als unkompetitive Inhi-

bition charakterisiert und es zeigten sich keine relevanten Inhibitore�ekte auf die

HAD-Phosphatasen Magnesium-abhängige Phosphatase 1 (MDP1), Lysin-Histidin-

Pyrophosphat-Phosphatase (LHPP) und Polynukleotidase 5'-Kinase/3'-Phosphatase

(PnkP). Dagegen konnte eine Aktivitätssteigerung von Phospho 2 beobachtet wer-

den. Die vorliegende Arbeit liefert somit erste Erkenntnisse über die Anwendung

des PGP-Inhibitors #1 in der Zellkultur und scha�t die Grundlage für nachfolgen-

de Untersuchungen mit Inhibitor #48. Weitere Experimente sind notwendig, die die

Inhibitorbehandlung in der Zellkultur optimieren und die Selektivität weiter charak-

terisieren, um mithilfe der Inhibitoren neue Erkenntnisse über die physiologische und

pathophysiologische Rolle der PGP gewinnen zu können.
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6 Anhang

6.1 Genetische PGP-Modi�kationen

Tabelle 6.1 Genetische PGP-Modi�kationen
Die Tabelle zeigt die in der Literatur beschriebenen Methoden der genetischen PGP-
Regulation.

Methode Zelllinie/Organismus Literatur

Knockout

CRISPR/Cas9 HCT116 Collard et al., 2016

Gerin et al., 2019

CRISPR/Cas9 U2OS Gerin et al., 2019

Knockin

Cre/loxP Mäuse Segerer et al., 2016

Knockdown

shRNA GC1-spg Seifried et al., 2014

Inselzellen des murinen Pankreas Mugabo et al., 2016
und murine Hepatozyten

GC1-spg Segerer et al., 2018

siRNA INS832/13 Mugabo et al., 2016

Überexpression

pCMV-basierte Plasmide INS832/13 Mugabo et al., 2016

Adenovirale Infektion Inselzellen des murinen Pankreas, Mugabo et al., 2016
murine Hepatozyten und Ratten
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6.2 Getestete HAD-Phosphatasen

Im folgenden Abschnitt sind die beschriebenen Substrate, die derzeit bekannten

physiologischen Bedeutungen sowie Krankheitsassoziationen der getesteten HAD-

Phosphatasen MDP1, LHPP, Phospho 2 und PnkP zusammengefasst.

MDP1: Die HAD-Phosphatase MDP1 gehört zur der Untergruppe mit C0-Cap-

Domäne (Selengut und Levine, 2000, Selengut, 2001, und Peisach et al., 2004).

Das physiologisches Substrat der MDP1 ist bislang unbekannt. Initial konnte eine

in vitro Aktivität der MDP1 gegenüber Arabinose-5-Phosphat, Ribose-5-Phosphat,

Fructose-6-Phosphat und 2-Desoxyribose-5-Phosphat gezeigt werden. Fortpied und

Kollegen identi�zierten Protein-gebundenes Fructosamin-6-Phosphat (FN6P), das

durch spontane Glykosylierung von Aminen mit Glucose-6-Phosphat entsteht, als

Substrat der MDP1. Durch die Dephosphorylierung von FN6P entstehen Fructosa-

mine, deren Entfernung anschlieÿend durch die Fructosamin-3-Kinase durchgeführt

wird (Fortpied et al., 2006). Dieser Mechanismus spielt möglicherweise eine wichtige

Rolle in der Reparatur von Proteinen (Selengut und Levine, 2000, Selengut, 2001,

und Fortpied et al., 2006).

In einer retrospektiven Studie mit immunohistochemischer Analyse von Magenkar-

zinomen korrelierte eine verminderte MDP1-Expression mit geringer di�erenzierten

Tumoren, höherem Tumorstadium sowie vermindertem krankheitsfreien Überleben

und vermindertem Gesamtüberleben (Y. Chen et al., 2017). Zudem gibt es Hinwei-

se, dass eine verminderte MDP1-Expression mit einer höheren Magenkarzinomen-

Rezidivrate zusammenhängen könnte (Zhu et al., 2019).

PnkP: Die PnkP gehört zu den HAD-Phosphatasen mit C0-Cap-Domäne und ist ein

Multidomänen-Enzym mit einer C-terminalen Kinase- und Phosphatase-Aktivität,

wobei die Phosphatase-Aktivität höher ist als die der Kinase (Dobson und Allin-

son, 2006). Die N-terminale Forkhead-box-assoziierte Domäne dient der Interaktion

mit anderen Proteinen (Weinfeld et al., 2011, und Seifried et al., 2013). Wie bereits

in 1.4.2 beschrieben, müssen manche DNA-Schäden zunächst verarbeitet werden,

damit fehlende Basen ersetzt und die DNA-Stränge wieder ligiert werden können.

Die PnkP wandelt 3´-P- und 5´-OH-Enden an Einzel- und Doppelstrangbrüchen zu

3´-OH und 5´-P-Enden um (Weinfeld et al., 2011).

In Neuronen ist die Stabilität des Genoms von besonderer Bedeutung, sodass Muta-

86



Anhang

tionen der PnkP, die die DNA-Reparatur stören, zu unterschiedlichen neurologischen

Syndromen führen, die entweder die Entwicklung des Nervensystems betre�en oder

mit einer abnormen Neurodegeneration einhergehen (Shen et al., 2010, Poulton et

al., 2013, Bras et al., 2015, Pedroso et al., 2015, und Dumitrache und McKinnon,

2017). In Tumorzellen führte die in vitro Herabregulation der PnkP mittels RNA-

Interferenz bzw. einem identi�zierten Inhibitor zu einer verstärkter Wirkung von

ionisierenden Strahlen und Chemotherapeutika wie Topoisomerase-Inhibitoren, was

klinische Vorteile in der Behandlung von Tumoren bringen könnte (Bernstein et al.,

2008, und Freschauf et al., 2009).

Phospho 2: Es stehen wenige Informationen über Phospho 2, eine HAD-Phospha-

tase mit C1-Cap-Domäne (Seifried et al., 2013), zur Verfügung. Roberts und Kolle-

gen beschreiben eine Phosphatase-Aktivität gegenüber PLP (Roberts et al., 2005).

In einer Studie, die sich mit Fusionsgenen in Magenkarzinom-Zellen beschäftigt, kor-

reliert die Expression des Fusionsgens aus PHOSPHO2-KLHL23 (Kelch-Like Family

Member 23) mit der Lauren-Klassi�kation und perineuraler Invasion, sodass dieses

Fusionsgen in Zusammenhang mit der Entwicklung von Tumoren stehen könnte

(Choi et al., 2016).

LHPP: Die LHPP gehört, wie die PGP, zu den HAD-Phosphatasen mit C2a-Cap-

Domäne (Seifried et al., 2013). Die LHPP kann sowohl Sauersto�-Phosphat- als auch

Sticksto�-Phosphat-Bindungen spalten. Es ist eine in vitro Phosphatase-Aktivität

gegenüber PPi, PNP, 3-Phosphohistidine und 6-Phospholysin beschrieben (Hiraishi

et al., 1998). Es ist jedoch bislang kein in vivo-Substrat bekannt.

In genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) wurden Einzelnukleotid-Polymorphis-

men der LHPP als Risikofaktor für eine Major Depression gefunden (Ne� et al., 2009,

Knowles et al., 2016, und Consortium, 2015). Weitere GWAS stellen einen Zusam-

menhang anderer LHPP-Varianten mit riskantem Sexualverhalten und Alkoholab-

hängigkeit (Polimanti et al., 2017), einem erhöhten Krebsrisiko für Mundboden- und

Rachenkarzinom (Lesseur et al., 2016), für Hodentumore (Z. Wang et al., 2017) so-

wie für B-Zell-Vorläufer-ALL (Vijayakrishnan et al., 2017) her. Des Weiteren konnte

gezeigt werden, dass die LHPP ein Tumorsuppressor ist (Hindupur et al., 2018). In

darau�olgenden Untersuchungen von Zervix- (Zheng et al., 2018), Blasen- (Li et

al., 2019), kolorektalen (Hou et al., 2020), Pankreas- (Wu et al., 2020) und pa-

pillären Schilddrüsen-Karzinomen (Sun et al., 2020) konnten herabgesetzte LHPP-

Expressionslevel in den jeweiligen Tumoren nachgewiesen werden. Eine Überexpres-
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sion von LHPP in den erwähnten Studien war mit einem reduzierten Zellwachstum

und einer verminderter Proliferation assoziiert.

6.3 Abhängigkeit der PGP-Aktivität von verschie-

denen Pu�ern

Die murine PGP-Aktivität wurde gegenüber PG in verschiedenen Pu�ern gemessen

(vgl. 2.2.2). Als Referenz wurde der in der Arbeitsgruppe standardmäÿig eingesetzte

TMN-Pu�er verwendet, welcher aus Triethanolamin (TEA), MgCl2, NaCl, Triton

X-100 und Dithiolthreitol (DTT) besteht (siehe 2.1.5). Zu den getesteten Pu�ern

wurde jeweils, aufgrund der Magnesiumabhägigkeit der HAD-Phosphatasen, MgCl2
hinzugegeben sowie das Reduktionsmittels DTT, da gezeigt werde konnte, dass DTT

die Reaktionsbedingungen der PGP-abhängigen PG-Dephosphorylierung verbessert

(Engelmann, 2019). Im Vergleich zur Aktivität in TNM-Reaktionspu�er ist die PG-

Dephosphorylierung jedoch in allen getesteten Pu�ern deutlich vermindert (siehe

Abb. 6.1 A). Da die gemessene PGP-Aktivität der ersten Messreihe in TMN-

Pu�er im Vergleich zu anderen Messungen deutlich verringert war, wurde das gleiche

Experiment mit der doppelten Menge PGP (20 statt 10 ng) in ausgewählten Pu�ern

wiederholt (siehe Abb. 6.1 B). Trotz kleinerer Unterschiede zwischen den beiden

Messungen zeigte sich die PGP-Aktivität in allen getesteten Pu�ern im Vergleich

zur Aktivität in TNM-Pu�er um ≥ 78% reduziert. Aufgrund der geringen Aktivität

wurde auf die Erstellung von Standardgeraden für die jeweiligen Pu�er verzichtet,

sodass die gemessene OD pro ng PGP dargestellt ist.
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Abbildung 6.1 Testung der PGP-Aktivität in verschiedenen Pu�ern
A: Testung der Phosphataseaktivität mit 10 ng muriner PGP pro Well mit 200µM PG
in verschiedenen Pu�ern in Duplikaten. Beendigung der Reaktion nach 3 Minuten und
Messung des gebildeten Phosphates mit BIOMOL Green. B: Erneute Testung mit der
doppelten PGP-Menge (20 ng pro Well) in Duplikaten für eine kleinere Auswahl an Puf-
fern. A und B: Darstellung des Mittelwertes ± S.E.M der optischen Dichte (OD) pro
ng PGP aus 2 unabhängigen Experimenten. Aufgrund der deutlich herabgesetzten Akti-
vität in einigen Pu�ern wurden bei 14 von 52 gemessenen Werten durch den Abzug der
Hintergrundbestimmung negative Werte berechnet.
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Abkürzungsverzeichnis

#1 Inhibitor #1

#2 Inhibitor #2

#9 Inhibitor #9

#48 Inhibitor #48

#51 Inhibitor #51

2PL 2-Phospho-L-Laktat

4PE 4-Phospho-D-Erythronat

6PGDH 6-Phosphoglykonat-Dehydrogenase
◦C Grad Celsius

µg Mikrogramm

µl Mikroliter

µM Mikromolar

ALL Akute Lymphatische Leukämie

APE Apurinic/Apyrimidinic Endonuklease

ATP Adenosintriphosphat

AUM Aspartat-basierte, ubiquitäre, Mg2+-abhängige Phosphatase

BP Bisphosphat

BPGA Bisphosphoglycerat

BSA Bovines Serumalbumin

CDR Circular Dorsal Ru�es, engl. für zirkuläre dorsale Kräuselung

Cys Cystein

D Aspartat

DAG Diacylglycerol

dH2O destilliertes Wasser

DHAP Dihydroxyacetonphosphat

DiFMUP 6,8-Di�uoro-4-Methylumbelliferylphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

DTT Dithiolthreitol



Abkürzungsverzeichnis

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor

ES-Komplex Enzym-Substrat-Komplex

ESI-Komplex Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplex

FA Fettsäure

FCS Fetales Kälberserum

FN6P Fructosamin-6-Phosphat

G3P Glycerol-3-Phosphat

G3PP Glycerol-3-Phosphat-Phosphatase, siehe PGP

GAP Glycerinaldehyd-3-Phosphat

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

GC1 murine spermatogoniale Zelllinie

GC/MS Gaschromatographie/Massenspektrometrie

GK Glycerolkinase

GL/FS-Zyklus Glycerolipid/Fettsäure-Zyklus

GPD1 Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

g/mol Molare Masse

h hydrophober Rest

H2 O2 Wassersto�peroxid

HAD Haloazid Dehalogenase

HCC Hepatozelluläres Karzinom

HDL High Density Lipoprotein

HeLa-Zellen epitheliale Zervixkarzinom-Zellen

His Histidin

HRP Horseradish Peroxidase, engl. für Meerrettich Peroxidase

HTC116 Humane kolorektale Karzinomzellen

IC50 mittlere inhibitorische Konzentration

IP3 Inositoltrisphosphat

kkat Wechselzahl, katalytische Konstante

kDa Kilodalton

KI Kon�denzintervall

KM Michaelis-Menten-Konstante

LDL Low Density Lipoprotein

Leu Leucin

LHPP Lysin-Histidin-Pyrophosphat-Phosphatase
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LP Lipid-Phosphatase

MDP1 Magnesium-abhängige Phosphatase 1

MEFs murinen embryonalen Fibroblasten

mg Milligramm

ml Milliliter

mM Millimolar

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NUDT Nukleosid-Diphosphat-X-gekoppelte Transferasen

ng Nanogramm

nm Nanometer

nmol Nanomol

ns nicht signi�kant

O2 Sauersto�

OD Optische Dichte

OH Hydroxy

P Phospho/Phosphat

PDXP Pyridoxalphosphatphosphatase

PEP Phosphoenolpyruvat

PEPCK Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase

PFK Phosphpfructokinase

pNPP para-Nitrophenylphosphat

PGA Phosphoglycerat

PGAM Phosphoglyceratmutase

PG Phosphoglykolat

PGP Phosphoglykolatphosphatase

Pi anorganisches Phosphat

PI Propidium Iodid

PIP2 Phosphatidlyinositol-4,5-bisphosphat

PKC Proteinkinase C

PLCγ Phospholipase Cγ

PLP Pyridoxalphosphat

PnkP Polynukleotidase 5'-Kinase/3'-Phosphatase

PNP Imidodiphosphat

PPi anorganisches Pyrophosphat

PPM Metall-abhängige Protein-Phosphatase

PPP Phosphoprotein-Phosphatase

PPW Pentosephosphatweg



Abkürzungsverzeichnis

PTP Protein-Tyrosin-Phosphatase

RNA Ribonukleinsäure

rpm rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)

SDH Succinat-Dehydrogenase

S.E.M. standard error of the mean

shRNA small hairpin RNA

siRNA small interfering RNA

T Threonin

TAG Triacylglyceride

Tdp1 tyrosyl-DNA Phosphodiesterase

TEA Triethanolamin

TPI Triosephosphatisomerase

U2OS humane epitheliale Osteosarkomzellen

V Valin

Vmax maximale Umsatzgeschwindigkeit

X beliebige Aminosäure
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