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1. EINLEITUNG

1.1 Organisation der Phosphatasen

Die Entdeckung, dass ,reversible Proteinphosphorylierung als biologischer
Regulationsmechanismus® (1) dient, brachte Edmond H. Fischer und Edwin G.
Krebs im Jahr 1992 den Nobelpreis in Physiologie oder Medizin fur ihre Arbeit
Uber die Aktivierung des Enzyms Phosphorylase b durch die Ubertragung eines
anorganischen Phosphatrestes ein (2-4). Diese reversible Phosphorylierung
bildet die Grundlage vieler biologischer Signalwege und kommt oft einem
molekularen An-Aus-Schalter gleich. Wahrend das Anheften eines
Phosphatrestes durch Proteinkinasen katalysiert wird, sorgen Phosphatasen fur

die Ruckreaktion, also die Abspaltung des Phosphatrestes.

Schatzungen gehen davon aus, dass bei etwa einem Drittel der intrazellular

vorkommenden Proteine reversible Phosphorylierung auftritt (5, 6).

Phosphatasen Ubernehmen dadurch vielfaltige Funktionen wie beispielsweise in
der Signaltransduktion (7, 8), Zytoskelettregulation (9), als Transkriptions-
faktoren (10), im Metabolismus (11) und in der Regulation des Immunsystems
(12).

Phosphatasen kénnen danach klassifiziert werden, an welche Aminosaure der
Phosphatrest am Substrat gebunden ist, der durch die Phosphatasen
abgespalten wird. Analysen der Phosphorylierungsstellen an humanen
Proteinen zeigen, dass davon etwa 86 % Phosphoserine, 12 %
Phosphothreonine und 2 % Phosphotyrosine ausmachen (13). So lassen sich
Phoshatasen in Phospho-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) und Serin/Threonin-

Phosphatasen unterscheiden.

Die Gruppe der Serin/Threonin-Phospatasen wiederum kann in Phospho-
Protein-Phosphatasen (PPP), Metall-abhangige Protein-Phosphatasen (PPM)
und Aspartat-abhangige-Phosphatasen unterschieden werden (14). Die
Aspartat-abhangigen Phosphatasen kénnen noch weiter in FCP/SCP [TFIIE
(transcription initiation factor IIF)-associating component of CTD (C-terminal



domain) phosphatase/small CTD phosphatase]- und HAD-Phosphatasen
unterteilt werden, die beide zur HAD-Superfamilie gehéren (15, 16).

1.2 HAD-Phosphatasen

Die Superfamilie der HAD-Phosphatasen ist nach dem erstmals in
Pseudomonas- (17, 18) und Xanthobacter-Spezies (19) nachgewiesenen
Enzym Haloacid Dehalogenase (HAD) benannt. Vertreter dieser grofden und
weitverbreiteten Proteinfamilie finden sich jedoch nicht nur in Bakterien,
sondern genauso in Eukaryoten und Archaeen (20) und somit in allen drei
Domanen des Lebens (21). Von den derzeit uber 19000 bekannten DNA-
Sequenzen, die fur Enzyme der HAD-Superfamilie kodieren, finden sich zum
Beispiel 28 in Escherichia coli und 183 beim Menschen (22). Die Ubertragung
von Phosphatgruppen macht einen Grol3teil, jedoch nicht die Gesamtheit der
Funktionen von Enzymen der HAD-Familie aus (23). So besteht diese zu etwa
20% aus ATPasen, also Enzymen, die die Spaltung des energiereichen
Adenosintriphosphat (ATP) katalysieren und zu etwa 79% aus Phosphatasen
(Phosphatmonoesterhydrolasen) (22). Beim Menschen sind mehr als 40 Gene
identifiziert, die theoretisch mehr als 160 HAD-Phosphatasen kodieren kdnnten
(24).

1.2.1 Struktureller Aufbau der Kern-Doméane von HAD-Phosphatasen

HAD-Phosphatasen lassen sich der HAD-Superfamilie sowohl Uber
Gemeinsamkeiten in der Aminosauresequenz, als auch strukturelle
Ubereinstimmungen zuordnen. Wahrend sich die Ubereinstimmungen in der
Aminosauresequenz  bei HAD-Phosphatasen auf bestimmte, kurze
Aminosaureabfolgen in bestimmten Mustern, sogenannten Motiven (siehe
1.2.2), beschranken, stimmen HAD-Phosphatasen in ihrem strukturellen

Grundaufbau sehr stark Uberein (25).

So besteht die sogenannte Kern-Domane von HAD-Phosphatasen aus einer
charakteristischen Anordnung von a-Helices und B-Faltblattstrukturen. Sie bildet
das strukturelle GerlUst fur das aktive Zentrum, dessen grundsatzliche

strukturelle Anordnung allen HAD-Phosphatasen gemeinsam ist (siehe



Abbildung 1). Sich abwechselnd wiederholende B-Faltblattstrukturen und a-
Helices formen ahnlich der sogenannten Rossmann-Faltung (26) eine
dreilagige Schichtung (23). Wahrend in dieser rossmannoiden Faltung die o-
Helices vornehmlich die aulieren Regionen und somit die Boden- und
Deckstruktur der Kern-Domane bilden, liegen die B-Faltblattstrukturen
annahernd in einer Ebene in der Mitte und somit im Zentrum der Kern-Doméane
(siehe Abbildung 1). Werden diesen mindestens funf B-Faltblattstrangen gemaf
ihrer Position in der Aminosaurekette aufeinanderfolgende Zahlen zugewiesen,
so sind sie bei HAD-Phosphatasen in der Reihenfolge 54123 angeordnet (23).
HAD-Phosphatasen  besitzen  zusatzlich noch  weitere  strukturelle
Schlusselmotive. Eine einzelne a-helicale Windung, der ,squiggle® (engl.
squiggle: Kringel), folgt auf das erste (-Faltblatt, verbindet es mit einer (-
Haarnadelschleife, dem sogenannten ,flap“ (engl. flap: Klappe) und stellt
zusammen mit dem ,flap“ einen einfachen Mechanismus dar, das aktive
Zentrum teilweise abzuschirmen (23), was fur den katalytischen Prozess wichtig
ist. Diese Funktion Ubernehmen bei HAD-Phosphatasen allerdings in noch
héherem Male die sogenannten Cap-Domanen (engl. cap: Kappe). Diese
Strukturelemente sind an charakteristischen Lokalisationen in die Kerndomane
eingefugt und stellen anders als die konservierte Kerndomane aufgrund ihrer
Varianten ein strukturelles Unterscheidungsmerkmal der HAD-Phosphatasen
dar (Details siehe 1.2.4).

1.2.2 Sequenzmotive des aktiven Zentrums bei HAD-Phosphatasen

Im Bereich des oben erwahnten ,squiggle” ist das erste von insgesamt vier
sogenannten Motiven lokalisiert. Diese Motive sind fur alle HAD-Phosphatasen
charakteristische Aminosaureabfolgen, die an vier Schleifen positioniert das
aktive Zentrum bilden und anhand derer die Zuordnung zur Familie der HAD-
Phosphatasen erfolgen kann (24). Ihre evolutionare Konservierung spricht fur

ihre Unabdingbarkeit im katalytischen Prozess.
Insgesamt sind vier Motive identifiziert (siehe Abbildung 1):

Motiv | ist im ,squiggle“ am Ende des ersten B-Faltblatts lokalisiert und ist fir die

eigentliche katalytische Dephosphorylierung des Substrates essentiell. Es



besitzt die charakteristische Konsensus-Aminosauresequenz
hhhDXDX(T/V)(L/V)h (h steht hier fir hydrophobe, X fur beliebige Aminosauren)
(23, 24, 27). Das erste Aspartat (im Einbuchstabencode mit D bezeichnet) ist
fur den nukleophilen Angriff und somit den ersten katalytischen Schritt der
Phosphatasereaktion (detaillierter Reaktionsmechanismus siehe Abbildung 2)
verantwortlich. Es Ubernimmt die Phosphatgruppe des Substrats und ist somit
fur die katalytische Funktion unabdingbar (28). Das zweite Aspartat verhalt sich
als allgemeine Saure/Base (29). Einerseits ermoglicht dieser Aspartat-Rest die
Protonierung der Abgangsgruppe, andererseits wird ein Wassermolekil
deprotoniert, welches dann im Zuge eines nukleophilen Angriffs die Hydrolyse
einleitet. Daruber hinaus sorgt die Carboxylgruppe des ersten Aspartats
zusammen mit der Carbonylgruppe aus der Peptidbindung des zweiten
Aspartats mit fiir die Koordinierung des essentiellen Kofaktors Mg®* (fiir Details
siehe 1.2.4.1).

Motiv Il besteht aus einem konservierten Serin oder Threonin, das auf sechs
hydrophobe Aminosauren folgt, und befindet sich am Ende des zweiten -
Faltblatts (24). Es sorgt fur die korrekte Positionierung des Substrats, indem die
Hydroxylgruppe des Serins oder Threonins als Wasserstoffdonor mit einem
Sauerstoffatom der Phosphorylgruppe des Substrats eine Wasserstoff-
brickenbindung eingeht und dieses fur die Katalyse positioniert sowie den

Ubergangszustand stabilisiert.

Motiv Il ist durch ein Lysin gekennzeichnet, welches in der Schleife N-terminal
vor der a-Helix, auf die das vierte p-Faltblatt folgt, bei einigen wenigen HAD-
Vertretern auch in der a-Helix selbst liegt (23). Es ist zusammen mit dem
Serin/Threonin aus Motiv Il (24) wichtig fur die Stabilisierung der bei der
enzymatischen Phosphatgruppenubertragung entstehenden, negativ geladenen
Zwischenprodukte (27).

Motiv IV besteht aus einer Sequenz mit der Abfolge (G/S)(D/S)Xs.4(DE)hhhh
und kommt auch variiert als direkte Abfolge DD ohne die dazwischenliegenden
Aminosauren (Xs4) vor (24, 30, 31). Die Glutamat- oder Aspartatreste fungieren
in beiden Fallen zusammen mit den Aspartatresten aus Motiv | als

Koordinationspartner fir den Kofaktor Magnesium (siehe 1.2.4.1).



Abbildung 1: Exemplarische Schemazeichnung der rossmannoiden Faltung bei

HAD-Phosphatasen vom Cap-Typ 2.
HAD-Phosphatasen besitzen eine rossmannoide Faltung aus a-Helices und B-Faltblattern. Im

oberen Bildabschnitt ist eine schematische Darstellung des Grundaufbaus in
Schleifendarstellung (B-Faltblatter in Griin, a-Helices in Rot) in Aufsicht gezeigt. Die HAD-
Motive I-IV sind gelb hervorgehoben und ihre vereinfachte Aminosauresequenz im
Einbuchstabencode gekennzeichnet (X als Platzhalter fiir eine beliebige Aminosaure). Die
Strukturelemente ,squiggle” (orange) und ,flap® (magenta) sind farbig hervorgehoben. Die Cap-
Domaéane vom Typ 2 (blau) ist zur Vereinfachung als einfache Linie dargestellt. Im unteren
Bildabschnitt ist die Frontalansicht der oberen Schemazeichnung mit Blickrichtung in die Ebene,
in der die [B-Faltblatter liegen, gezeigt. Hierdurch wird der dreischichtige ,sandwich®-artige
Aufbau deutlich, da die a-Helices die B-Faltblatter auf beiden Seiten flankieren. Abbildung in
Anlehnung an (22).



1.2.3 Reaktionsmechanismus der HAD-Phosphatasen

Bei der Dephosphorylierung durch HAD-Phosphatasen stellt der nukleophile
Angriff des ersten Aspartats aus Motiv | mit der Konsensussequenz
hhhDXDX(T/V)(L/V)h auf das Phosphoratom den ersten Reaktionsschritt dar
(siehe Abbildung 2). Hierdurch entsteht Uber einen trigonal-bipyramidalen
Ubergangszustand (32) unter Abspaltung der Abgangsgruppe ein
Saureanhydrid, ein Aspartylphosphat (28, 33). Wahrend dem einen Aspartat so
die Rolle des Nukleophils zukommt, verhalt sich das zweite Aspartat aus Motiv |
(Asp+2) in diesem Reaktionsschritt als Saure, indem es die Abgangsgruppe
protoniert, wahrend es im darauffolgenden Schritt, der Hydrolyse des
Aspartylphosphates, als Base fungiert, indem es das Wassermolekul fur die
Hydrolyse deprotoniert (29, 34, 35). Durch die Freisetzung von anorganischem
Phosphat ist nun der Ausgangszustand wiederhergestellt und der
Reaktionszyklus kann erneut mit dem nukleophilen Angriff auf die
Phosphorsaureesterbindung eines neuen Substrates beginnen.
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Abbildung 2: Reaktionsmechanismus von HAD-Phosphatasen.

Das Aspartat, welches den nukleophilen Angriff ausfihrt, ist in Rot gekennzeichnet, der
phosphattragende Rest in Blau. Die Dephosphorylierung erfolgt tber die Ausbildung eines
Aspartylphosphat-Ubergangszustandes. Details siehe Abschnitt 1.2.3. Abbildung in Anlehnung
an (24).



1.2.4 Aufbau und Funktion der Cap-Domanen bei HAD-Phosphatasen

Um den oben beschriebenen katalytischen Mechanismus zu erflillen, missen
nacheinander zwei gegensatzliche Bedingungen herrschen. Einerseits muss
zunachst fur eine effektive Katalyse Wasserausschluss gegeben sein,
anderseits erfordert die darauffolgende Hydrolyse des Aspartylphosphates die
Anwesenheit von Wasser (35). Um diese zwei unterschiedlichen Erfordernisse
erflllen zu kdnnen, wird postuliert, dass bei Phosphatasen, die eine Cap-
Domane besitzen (HAD-Phosphatasen vom Cap-Typ 1 oder 2), diese durch
ihre Konformationsanderung zwischen einem offenen und geschlossenen
Zustand den Wechsel zwischen L&sungsmittelausschluss und Offnung des
aktiven Zentrums fur den Kontakt zum Ldsungsmittel vermittelt (36-39). Bei
HAD-Phosphatasen ohne Cap-Doméane vom sogenannten Cap-Typ 0 wird
vermutet, dass das Substrat den Lésungsmittelausschluss tUbernimmt (30, 40)
oder durch die Oligomerisierung die Untereinheiten diese Rolle wechselseitig
ubernehmen (41). Neben der Kontrolle der LOsungsmittelzuganglichkeit des
aktiven Zentrums sorgen grof3ere Cap-Domanen bei HAD-Phosphatasen auch
fur Substratspezifitat, indem in der Cap-Domane befindliche Reste mit der
Abgangsgruppe des Substrats interagieren und somit fir die Positionierung des
Substrats entscheidend sind (38, 42-44).

Cap-Domanen werden nach GroRe der Doméane und Position in der
charakteristischen HAD-Grundstruktur (siehe Abbildung 1) in CO, C1 und C2-
Cap-Domanen unterschieden (siehe Abbildung 3, fur Vertreter der einzelnen

Klassen siehe auch Anhang, Tabelle 8).
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Magnesium dependent Phosphoglycolat p-Nitrophenyl
phospatase-1 Phosphatase Phosphatase
(PDB:1U7P) (PDB: 2HDO) (PDB: 3QGM)

Abbildung 3: Exemplarische Vertreter der verschiedenen Cap-Domanen bei HAD-
Phosphatasen.
Die bei HAD-Phosphatasen vorkommenden Cap-Domanen unterscheiden sich strukturell. In

der Abbildung sind die Schleifendiagramme dreier exemplarischer Vertreter der Cap-Typen CO
(Magnesium dependent phosphatase-1, Mus musculus), C1 (Phosphoglycolat Phosphatase,
Lactobacillus plantarum) und C2 (p-Nitrophenyl Phosphatase, Archaeoglobus fulgidus)
dargestellt. Die jeweilige Cap-Domane ist farbig (CO blau, C1 griin, C2 rot) gegeniiber der Kern-
Domane (grau) hervorgehoben.

CO0-Cap-Doméanen bestehen lediglich aus einfachen Schleifen oder [-
Faltblattern zwischen den beiden (-Faltblattern des ,flap®“. C1-Cap-Domanen
sind groRer als CO-Cap-Domanen, ebenfalls direkt in das ,flap“-Motiv nach dem
ersten B-Faltblatt (siehe Abbildung 1) eingefigt und weisen einen a-helikalen
Aufbau auf. C2-Cap-Domanen sind an der Position zwischen dem dritten und
vierten B-Faltblatt der rossmannoiden Faltung (siehe Abbildung 1) zu finden und
bilden eine a-Helix/B-Faltblatt-Sandwich-Struktur (23). Sie werden nach ihrer
Topologie noch weiter in C2a- und C2b-Cap-Domanen unterschieden (22, 23).
Neben den Vertretern, die eindeutig einer Klasse zuzuordnen sind (Abbildung
3), gibt es auch HAD-Phosphatasen, die wie zum Beispiel die Phosphorylcholin
Phosphatase aus Pseudomonas aeruginosa (45) neben einer C1- nach dem
ersten B-Faltblatt auch eine C2-Cap-Domane zwischen dem dritten und vierten

B-Faltblatt besitzen (sogenannte C1+C2-Cap-Domane).

Wahrend die Phosphatasen mit CO-Cap-Doméane das aktive Zentrum aufgrund
ihrer sehr kleinen oder nicht vorhandenen Cap-Domane nicht ausreichend
gegenuber dem Lésungsmittel abschirmen kénnen, um den nukleophilen Angriff
zu ermoglichen, sind C1- und C2-Typ- Phosphatasen hierzu aufgrund der

GrolRe ihrer Cap-Domane in der Lage. Bei CO-Typ-Phosphatasen wie der



Polynukleotid-Kinase/Phosphatase PNKP und den RNA-Polymerase Il C-
terminalen Phosphatasen wird diese Eigenschaft der Cap-Domanen durch die
vornehmlich makromolekularen Substrate Ubernommen (24). Eine alternative
Strategie weist die KDN-9-P Phosphatase, ebenfalls eine HAD-Phosphatase
vom CO-Typ, auf, die Uber eine kleine Schleife an der CO-Cap-Position zu
Tetrameren oligomerisiert und dadurch die Abschirmung des aktiven Zentrums
durch die jeweils gegenuberliegende Untereinheit erreicht (41). C1- und C2-
Typ-Phosphatasen hingegen katalysieren meist Reaktionen niedermolekularer
Substrate, wobei die Cap-Domane die Abschirmung des aktiven Zentrums
ubernimmt. Ausnahmen dieser Relation stellen die HAD-Phosphatasen Eyes
absent (EYA) und Chronophin dar, die trotz einer Cap-Domane Makromolekule
wie Histon H2A.X im Fall von EYA (46-48) und Phosphocofilin im Fall von
Chronophin (9, 49, 50) dephosphorylieren.



1.24.1 Kofaktor Magnesium

Allen HAD-Phosphatasen ist gemeinsam, dass sie ein Magnesium-lon im
aktiven Zentrum gebunden haben (24). So hangt auch die enzymatische
Funktionalitat der HAD-Phosphatase Chronophin von Magnesium ab (51), das
im aktiven Zentrum gebunden ist (50, 52). Einerseits kompensiert bei HAD-
Phosphatasen die zweifach positive Ladung des Magnesiums (Mg®") die
negativen Ladungen der Phosphorylgruppe (53, 54), die sonst einen Angriff des
ebenfalls negativ geladenen Nukleophils, des Aspartats, auf das Phosphoratom
verhindern wurden, andererseits kann sie die Sauerstoff-Phosphor-Bindung
polarisieren und so uber eine Verstarkung des Dipolcharakters den

nukleophilen Angriff erleichtern (55).

Wie am Beispiel von murinem Chronophin gezeigt, das im Folgenden noch
genauer charakterisiert wird, sorgt das Mg®*-lon durch Interaktion mit
ebendiesen negativen Ladungen auch fur eine korrekte Positionierung des
Phosphats und somit des gesamten Substrats flir den darauffolgenden

nukleophilen Angriff durch das Aspartat aus Motiv | (29).

Aus dieser Bedeutung ergibt sich, dass auch das Magnesium-lon selbst im
aktiven Zentrum mittels koordinativer Bindung genau positioniert sein muss,
was wiederum von den umgebenden Aminosaureresten abhangt (54). Bei der
Koordination von Magnesium-lonen in Proteinen stammen die freien
Elektronenpaare fur die koordinative Bindung allerdings haufig nicht nur von
Atomen aus dem Aminosaureverband selbst, sondern auch von Atomen aus
Wassermolekiilen oder Phosphatresten (56). So interagieren am Beispiel von
murinem Chronophin freie Elektronenpaare des Sauerstoffs aus den

234
)

Carboxylgruppen des ersten Aspartats aus Motiv IV (Asp ebenso wie beide

Aspartate aus Motiv | (Asp?® und Asp?’) direkt mit dem Magnesium-lon (siehe

Abbildung 4). Das zweite Aspartat aus Motiv IV (Asp®*®

) hingegen positioniert
ein Wassermolekul. Zusammen mit dem freien Elektronenpaar des Sauerstoffs
eines weiteren Wassermolekils sowie einem Sauerstoff der Phosphorylgruppe
des Substrats sind so insgesamt sechs Liganden in einem Oktaeder mit dem

Magnesium-lon im Zentrum angeordnet und an dessen Koordination beteiligt.

10



ngag (V)

PLP

D24 (IV)

D7 (|)

Abbildung 4: Koordinierung des essentiellen Kofaktors Magnesium.

Die Abbildung zeigt die Koordinierung des Magnesiums (orange Kugel) am Beispiel von
murinem Chronophin (mCIN,PDB: 4BX3,(57)). Sauerstoffatome sind in dem Stabchenmodell
rot, Stickstoffatome blau und Wassermolekiile als blaue Kugeln dargestellt. Das Substrat
Pyridoxalphosphat (PLP), das bei mCIN nicht kokristallisiert wurde, ist zur Veranschaulichung
aus humanem Chronophin (PDB: 2P69, (50)) eingefligt. Die sechs Koordinationspartner des
Magnesiums, die Sauerstoffatome aus den Carboxygruppen von D® und D®*, aus der
Peptidbindung von D%, der Phosporylgruppe des PLP und von zwei Wassermolekiilen, sind
oktaedrisch um das Magnesiumatom angeordnet. Die Position des Phosphatrestes des PLP ist
so fur den nukleophilen Angriff des D*° sehr giinstig.

1.2.5 Chronophin als Vertreter der HAD-Phosphatasen

Chronophin ist eine zytosolisch vorkommende, homodimere Serin/Threonin-
Phosphatase der HAD-Familie mit einer C2a-Typ-Cap-Doméane, einer Lange
von 296 Aminosauren beim Menschen (292 Aminosauren beim murinen
Ortholog) und einer molekularen Masse von 31,7 kDa (murines Chronophin
31,5 kDa) (50, 58, 59). Murines Chronophin weist mit humanem Chronophin auf
Proteinebene eine Sequenzidentitat von 91% auf (60). Die raumliche Struktur
von Chronophin ist seit 2007 bekannt (50, 52) und kann mit dem in Abbildung 1
gezeigtem Schema flir HAD-Phosphatasen beschrieben werden. Chronophin
liegt als Homodimer vor und dimerisiert Uber eine Interaktion der Cap-Domanen
der beiden identischen Untereinheiten, der Protomere (siehe Abbildung 5). Die
Cap-Domane von Chronophin ist wie fir den C2a-Cap-Typ typisch zwischen
dem dritten und vierten B-Faltblatt der Kerndomane eingefligt (siehe auch

Abbildung 1) und aus funf parallel angeordneten B-Faltblattern im Zentrum
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aufgebaut, die durch a-Helices miteinander verbunden sind. Chronophin
(Genname: Pyridoxalphosphat Phosphatase, PDXP) wurde bereits 1992 aus
menschlichen Erythrozyten aufgereinigt und als Pyridoxal-5-Phosphat (Vitamin
B6) Phosphatase charakterisiert (58). Spater wurde dann seine Cofilin-
aktivierende Funktion sowie die Dephosphorylierung von SRC-3 (steroid
receptor coactivator) beschrieben (9, 61). Chronophin wird beim Menschen
ubiquitar exprimiert und zeigt die hochste Expression im Gehirn, gefolgt von
Herz, Leber und Skelettmuskel (9).

Abbildung 5: Darstellung der Homodimerisierung von murinem Chronophin.
Die Abbildung zeigt links murines Chronophin (mCIN, PDB: 4BX3) als Bandermodell in

Uberlagerung mit einer Oberflachendarstellung. Die Kern-Domanen beider Protomere sind grau
gefarbt, die Cap-Doméane von Protomer A in blassem Rot, die Cap-Doméane von Protomer B in
blassem Gelb. Die Dimergrenzflachen sind intensiver gefarbt hervorgehoben. Im rechten Teil
der Abbildung sind Protomer A und Protomer B in einer Explosionsdarstellung kinstlich
voneinander separiert dargestellt, um die Berilihrungspunkte der beiden Protomere
ausschlieRlich Gber die Cap-Domanen zu verdeutlichen.

Im Folgenden soll naher auf die Funktion von Chronophin anhand seiner

Substrate und deren biologischer Relevanz eingegangen werden.
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1.3 Substrate von Chronophin

1.3.1 Pyridoxalphosphat

Chronophin dephosphoryliert Pyridoxalphosphat, die biologisch aktive Form von
Vitamin B6. Der Begriff Vitamin B6 umfasst die unter dem Begriff Vitamere
zusammengefassten, chemisch sehr ahnlichen Strukturen Pyridoxin (PN),
Pyridoxal (PL) und Pyridoxamin (PM) sowie deren phosphorylierte Formen
Pyridoxin-, Pyridoxal- und Pyridoxaminphosphat (PNP,PLP,PMP). Diese
Vitamere konnen ineinander Uberfuhrt und schliellich zu Pyridoxal-5‘-Phosphat
(PLP) phosphoryliert werden, der aktiven Form von Vitamin B6 (siehe
Abbildung 6). PLP ist im menschlichen Korper als essentieller Kofaktor an Gber
140 enzymatischen Reaktionen wie Transaminierungen, Decarboxylierungen
und Racemisierung von Aminosauren beteiligt (62). PLP wird so unter anderem
fur den Glykogenabbau (63), die Hambiosynthese (64), die Synthese von
biogenen Aminen, wie zum Beispiel Dopamin (65), das als Neurotransmitter
und Vorstufe fur die Katecholaminsynthese dient, sowie fur den Metabolismus
der Mehrzahl an Aminosauren oder fur die Synthese von Sphingolipiden (66),
speziellen Membranlipiden, bendtigt. Erniedrigte Pyridoxalphosphatspiegel im
menschlichen Blut wurden mit zahlreichen Erkrankungen in Zusammenhang
gebracht. Gut etabliert ist der Zusammenhang zwischen PLP-Mangel und dem
Auftreten seltener Formen von Epilepsie bei Neugeborenen (67). Weiterhin
scheinen niedrige PLP-Spiegel das Atherosklerose-Risiko zu erhdhen (68, 69),
und ferner an der Pathogenese des kolorektalen Karzinoms (70, 71), sowie am
Auftreten von Depressionen (72, 73) beteiligt zu sein. Der Spiegel von
Pyridoxalphosphat muss beim Menschen wie auch bei den meisten Tieren
durch externe Zufuhr von Vitamin B6 gedeckt werden (74). Wo die
Umwandlung der enteral resorbierten Vorstufen von Vitamin B6 in die aktive

Form von Vitamin B6, PLP, letztlich stattfindet, ist bisher nicht eindeutig geklart.
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Abbildung 6: Strukturformeln der Vitamin B6 Vitamere und ihre Umwandlung.
Gezeigt sind die Strukturformeln der Vitamin B6-Vitamere Pyridoxin (PN), Pyridoxal (PL),

Pyridoxamin (PM). Durch Phosphorylierung durch die Pyridoxinkinase (PDXK) werden zu
Pyridoxin- (PNP), Pyridoxal- (PLP) und Pyridoxaminphosphat (PMP) umgewandelt. Die
Pyridox(am)inoxidase (PNPO) katalysiert die Umwandlung von PNP und PMP zu PLP. PLP
schlieRlich kann zu Pyridoxinsdure (PA), dem letztlich ausgeschiedenen Abbauprodukt
metabolisiert werden oder wieder durch die Pyridoxalphosphatphosphatase (PDXP) oder
andere Phosphatasen zu PL dephosphoryliert werden.

Wie man sich die Aufnahme und Verteilung von Vitamin B6 im menschlichen
Korper vorstellt, zeigt Abbildung 7. Die Leber besitzt grundsatzlich die nétige
Enzymausstattung fur die Konversionen der Vitamere (75), doch auch das
Dunndarmepithel selbst scheint eine Rolle bei der Umwandlung von Pyridoxin

und Pyridoxamin zu PLP zu spielen (76).
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Abbildung 7: Méglicher Metabolismus von Vitamin B6 beim Menschen.

Im Dunndarmepithel werden die aus dem Darmlumen resorbierten Vitamin B6-Vorstufen
Pyridoxal (PL), Pyridoxamin (PM) und Pyridoxin (PN) nach Dephosphorylierung ihrer
phosphorylierten Vorstufen durch die Alkalische Phosphatase durch das Enzym Pyridoxal-
Kinase (PDXK) wieder phosphoryliert. Pyridoxaminphosphat (PMP) und Pyridoxinphosphat
(PNP) werden dann durch die Pyridox(am)inphosphat-Oxidase (PNPO) zu Pyridoxalphosphat
(PLP) oxidiert. Die Pyridoxalphosphatphosphatase (PDXP) dephosphoryliert PLP zu PL, das ins
Plasma abgegeben, dort in Erythrozyten aufgenommen wird und durch die PDXK erneut zu
PLP phosphoryliert wird. Eine erneute Dephosphorylierung ermdglicht die Abgabe von PL ins
Plasma. Auch in der Leber wird PLP durch die PDXK aus dem resorbierten PL synthetisiert und
entweder erneut in den Blutstrom abgegeben, um die Zielgewebe zu erreichen oder schliellich
zu 4-Pyridoxinsaure (4-PA) abgebaut, um Uber den Urin ausgeschieden zu werden. Bei hohen
intrazellularen Konzentrationen von PM oder PN in den Enterozyten geht vermutlich ein Teil des
PN oder PM auch direkt ins Plasma Uber und kann so tber einen alternativen Weg die Leber
erreichen ((76), nicht dargestellt). Abbildung modifiziert nach (76).

15



Im Blut kommt Vitamin B6 hauptsachlich als an Albumin gebundenes Pyridoxal
(77, 78), intrazellular in Erythrozyten als Pyridoxalphosphat oder an Hamoglobin
gebunden vor (79-81) und erreicht so seine Zielgewebe wie beispielsweise den
Skelettmuskel. Im Skelettmuskel liegt Pyridoxalphosphat zum Grofdteil an die
Glycogenphosphorylase (82) sowie in der Leber an die dort zahlreichen PLP-

abhangigen Enzyme gebunden vor (83).

Die Regulation der PLP-Konzentration im menschlichen Korper ist noch nicht
vollstandig verstanden. So wurde beispielhaft in Hepatozyten von Ratten
gezeigt, dass neben der Produkthemmung der PNPO die Dephosphorylierung
von PLP durch Phosphatasen und die Bindung von PLP an Proteine den
intrazellularen Spiegel von PLP malgeblich reguliert (83). Eine verminderte
Aktivitat der fir PLP unspezifischen Alkalischen Phosphatase beispielsweise
wie bei dem Krankheitsbild der Hypophosphatasie geht mit einem erhdhten

PLP-Plasmaspiegel einher (84).

Neben der Alkalischen Phosphatase, die PLP unspezifisch dephosphoryliert
(85) und mit der extrazellularen Dephosphorylierung von PLP zu PL (86) die
Voraussetzung fur Aufnahme von PLP nach intrazellular schafft (78), existieren
in Saugetieren weitere Phosphatasen beispielsweise in der Leber und Niere,
die neben anderen Phospho-Substraten auch PLP dephosphorylieren (87, 88).
Sie sind in ihrer Rolle fir den PLP-Metabolismus noch nicht naher

charakterisiert.

Wahrend die zuvor erwadhnten Phosphatasen PLP  unspezifisch
dephosphorylieren, existiert mit der Pyridoxalphosphatphosphatase PDXP auch
eine fuar Vitamin B6 spezifische intrazellulare Phosphatase. Die
Dephosphorylierung von Pyridoxalphosphat in Erythrozyten, die Pyridoxal ins
Plasma frei werden lasst, konnte in vitro gezeigt werden (79) und schlielich die
Pyridoxalphosphatphosphatase = PDXP als intrazellulare = Phosphatase
identifiziert werden (58, 59). PDXP ist mit Chronophin identisch (9).

Vorlaufige Ergebnisse aus Versuchen mit von wunserer Arbeitsgruppe
generierten Chronophin-Knockout-Mausen zeigen stark erhéhte PLP-Spiegel in

Gehirn, Skelettmuskel und Erythrozyten (89) und sprechen fur die oben
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postulierte Rolle von Chronophin als physiologische, intrazellulare PLP-

Phosphatase.

1.3.2 Phospho-Cofilin

Ein weiteres Substrat von Chronophin ist Phospho-Cofilin, ein an der

Regulation des Aktin-Zytoskeletts beteiligtes Protein.

Eukaryotische Zellen sind in ihrer Motilitat und Fahigkeit zu Zellteilungen auf die
Mdglichkeit angewiesen, einerseits ihre Form flexibel zu verandern, auf der
anderen Seite aber auch eben diese Form zu bewahren und gegen
Einwirkungen von auflen aufrecht zu erhalten. Strukturelles Korrelat dieser
Eigenschaften ist das Zytoskelett, ein Endoskelett, das durch standigen Auf-
und Abbau eine grolde Flexibilitat bietet. Seine Bestandteile lassen sich in drei

Hauptgruppen unterteilen:

Das Mikrotubulisystem, das unter anderem ein Leitsystem flr gerichteten
Transport von Proteinen in der Zelle darstellt, die Intermediarfilamente, die
sowohl in der Verankerung von Zell-Zell-Kontakten eine Rolle spielen als auch
fur viele Gewebstypen ein passives Stlutzgerust bilden, und Aktinfilamente,
deren dynamischer Auf- und Abbau an den randstandigen Zellbereichen die
Motilitdt einer Zelle ermdglicht. Aktinfilamente, sogenanntes F-Aktin, sind
Polymere und bestehen aus globularen Aktinuntereinheiten, sogenanntem G-
Aktin.

Das Wachstum von F-Aktin geschieht durch die Anlagerung von G-Aktin am
sogenannten Plus-Ende, wahrend am Minus-Ende G-Aktin abgespalten wird.
Es entsteht so ein ,Tretmuhlenmechanismus® (90, 91), der der Zelle eine
schnelle Anderung ihrer Form erlaubt. Diese Prozesse sind fiir gerichtete
Zellmotilitat beispielsweise bei embryonaler Zellmigration oder Chemotaxis
adulter Zellen aber auch fiur die Teilung proliferierender Zellen essentiell und
spielen somit auch bei der Entstehung und Ausbreitung von Tumorzellen eine
wichtige Rolle (92-97).

In der Regulation des Aktinzytoskeletts spielen die Proteine der actin-
depolymerizing factor (ADF)/Cofilin-Familie (Cofilin-1, Cofilin-2 und ADF) eine
grundlegende Rolle. Unter ihnen ist Cofilin-1 (im Folgenden mit ,Cofilin
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bezeichnet) die in den Nicht-Muskel-Geweben von Saugetieren vorherrschende
Isoform. Cofilin bewirkt bei niedrigen Konzentrationen die Spaltung von F-Aktin.
Einerseits stehen hierdurch neue Plus-Enden zur Verfugung, andererseits
werden durch Depolymerisierungsvorgangen an den ebenfalls neu
entstandenen Minus-Enden neue G-Aktin-Untereinheiten frei, die fur eine
erneute Polymerisierung zu F-Aktin und Verzweigung des Aktinskeletts zur
Verfugung stehen (49, 95, 98-102). Mittlere Cofilin-Konzentrationen scheinen
Aktinflamente zu stabilisieren (103), wahrend bei hohen Cofilin-
Konzentrationen wiederum Cofilin fur die Nukleation und Polymerisierung von
G-Aktin-Untereinheiten sorgt (104). Durch die geschilderten Prozesse wird die
Anpassungsfahigkeit und Fahigkeit zur Neuorganisation des Aktinzytoskeletts
sichergestellt und gleichzeitig die Komplexitdt der Regulation des
Aktinzytoskeletts deutlich. Weitere noch nicht vollstandig verstandene
Funktionen von Cofilin sind seine Funktion als Chaperon fiir den Transport von
Aktin in den Zellkern, wo es vermutlich Einfluss auf Gentranskription nimmt
(105-107), und die Rolle von Cofilin in Apoptoseprozessen durch die
Freisetzung von Cytochrom c (108, 109)

Die Aktivitat von Cofilin hangt neben lokalen pH-Wert-Anderungen (110, 111)
und der Interaktion mit Phosphatidylinositolbisphosphat (112, 113), einem fur
die Signaltransduktion wichtigen Phospholipid, auch von der Phosphorylierung
eines Serins an Position 3 der Aminosauresequenz ab (94, 114). Die
Phosphorylierung durch Kinasen wie die LIM-Kinasen oder die sogenannten
testikularen Protein Kinasen verhindert, dass Cofilin an Aktin bindet (114, 115),
und sorgt so fir eine Deaktivierung von Cofilin (116-118), wahrend die
Dephosphorylierung durch die Phosphatasen Slingshot (119), PP1 und PP2A
(120) sowie Chronophin (9, 49, 121-124) die Funktion von Cofilin

wiederherstellt.

Die Dephosphorylierung von Ser®-Phospho-Cofilin-1 durch Chronophin stellt
eine Besonderheit dar. Wahrend sich die Aktivitat von HAD-Phosphatasen mit
C2-Cap-Doméanen wie oben erlautert vornehmlich auf niedermolekulare
Substrate beschrankt, da die grolRen Cap-Doméanen das aktive Zentrum

abschirmen, stellt das Makromolekul Phosphocofilin mit etwa 19 kDa eine
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Ausnahme dieser Beobachtung dar (24). Eine mogliche Erklarung fur die
Dephosphorylierung von Phospho-Cofilin trotz der Grolke der Cap-Doméane
kénnte die endsténdige, N-terminale Phosphorylierung von Cofilin am Serin®
sein. Wie in (125) gezeigt ist der N-Terminus einschlieRlich der Position des
Serins von Cofilin unstrukturiert, moglicherweise flexibel und ist so vermutlich
aufgrund seiner exponierten Lage fir das katalytische Zentrum von Chronophin

trotz der GroRe des Cofilinmolekuls zuganglich.

Chronophin kommt so durch die Aktivierung von Cofilin eine wichtige Rolle in
der Regulation des Aktinzytoskeletts und somit auch Zellmigration und
Zellinvasivitat zu (122, 126).

1.3.3 SRC-3

Chronophin nimmt Uber die Dephosphorylierung von SRC-3 (steroid receptor

coactivator-3) auch Einfluss auf die Kernrezeptor-vermittelte Gentranskription.

Kernrezeptoren sind intrazellulare Transkriptionsfaktoren, die durch die Bindung
von Steroidhormen, Schilddrisenhormonen oder Retinsaure die Transkription
von bestimmten Genen regulieren (127). Kernrezeptoren fur Steroide wie
Ostroge liegen als Monomere im Zytosol vor, homodimerisieren bei Bindung
eines Steroidhormons (128, 129), werden in den Zellkern transportiert und
binden dort an die DNA. Ein sogenannter steroid receptor coactivator (SRC)
interagiert mit den an die DNA gebundenen Steroidhormonrezeptoren und
rekrutiert ~ weitere, sekundare Coaktivatoren, was schliellich  zur
Gentranskription fuhrt (130, 131). SRC-3 ist ein solcher Coaktivator, der
aufgrund seiner Uberexpression in Ostrogenrezeptor-positiven Mamma-
karzinomen auch unter dem Namen Amplified in breast cancer-1 (AIB-1)
bekannt ist, daneben aber auch in Ovarialkarzinomen verstarkt exprimiert wird
(132). SRC-3 interagiert nicht nur mit Kernrezeptoren, sondern auch mit
anderen Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor kB (NF-kB), Signal
transducer and activator of transcription (STAT) und p53 (133-135). Die Aktivitat
von SRC-3 ist von posttranslationalen Modifikationen abhangig, unter anderem
auch von Phosphorylierung (136). Die Kombinationsmdglichkeiten im

Phosphorylierungsmuster an verschiedenen Aminosauren von SRC-3 scheinen
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so eine Madglichkeit darzustellen, die Spezifitat der Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren zu beeinflussen (136). Es konnte gezeigt werden, dass
Chronophin SRC-3 dephosphoryliert und somit dessen transkriptionsinitiierende

Wirkung in  Verbindung mit dem Ostrogenrezeptor inhibiert (61).
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1.4 Fragestellung

Chronophin ist eine Phosphatase, die eine wichtige Rolle in der Regulation des

Aktin-Zytoskeletts sowie im Vitamin B6-Metabolismus spielt.

Chronophin oligomerisiert ebenso wie weitere, funktionell sehr unterschiedliche
Vertreter der derzeit strukturell charakterisierten humanen HAD-Phosphatasen

Uber eine Interaktion spezieller Strukturelemente, der Cap-Domanen.

Die Konservierung der Cap-Domanen als gemeinsames Strukturelement und

deren Interaktion wirft die Frage nach deren Bedeutung auf.

Wahrend bei manchen oligomeren Vertretern der HAD-Phosphatasen die
aktiven Zentren erst durch die Assoziation der Untereinheiten gebildet werden,
zeigen die Strukturdaten von humanem Chronophin, dass jede Untereinheit ein
eigenes aktives Zentrum besitzt, also grundsatzlich das Dimer aus zwei
theoretisch auch eigenstandig funktionellen Untereinheiten besteht. Andere
Vertreter der HAD-Hydrolasen, bei denen ebenfalls jede Untereinheit ein
eigenes  aktives Zentrum  Dbesitzt, zeigen, dass unterschiedliche
Oligomerisierungszustande grof3e Auswirkungen auf die enzymatische Aktivitat
haben konnen. Im Fall von Chronophin ist die Rolle der Homodimerisierung
bisher ungeklart. Ziel dieser Arbeit war deshalb, diese Rolle der
Homodimerisierung von Chronophin und ihre Auswirkung auf die enzymatische
Aktivitat zu analysieren. Es sollte mittels gezielt eingefligter Veranderungen der

Aminosauresequenz die Dimer-Grenzflache gestért werden.

AnschlieBend sollten die Folgen einer gestorten Dimerisierung auf die
katalytische Aktivitat naher untersucht werden und der Versuch unternommen
werden, mittels Proteinkristallisation Informationen Uber die rdumliche Struktur
der Chronophin-Mutante zu erhalten und so den Zusammenhang zwischen
Struktur und Funktion des Enzyms besser zu verstehen. Die Erkenntnisse
hieriber kdnnten schliel3lich helfen, durch die Rolle von Chronophin in der
Zytoskelettregulation oder dem Vitamin B6-Metabolismus neue oder
verbesserte Therapieansatze beispielsweise im Hinblick auf Zellteilung und -
ausbreitung von Tumorzellen oder Ansprechen auf Chemotherapeutika zu

entwickeln.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Anti- Hase IgG, Ziege, Thermo Fisher Scientific,
HRP-konjugiert polyklonal Rockford, IL, USA

Anti- Chronophin/ Hase, Cell Signaling Technologies,
PDXP (C85E3) monoklonal Danvers, CO, USA

2.1.2 Bakterienstamme und Zellstamme

E. coli DH5a

E. coli BL21 (DE3)

HEK AD-293

2.1.3 Chemikalien
Acrylamid/ Bisacrylamid
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin Natriumsalz
Aprotinin

BIOMOL GREEN™

Bromphenolblau

Chloramphenicol
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Invitrogen, Life
Technologies,
Carlsbad, CA, USA
Stratagene, La Jolla,
CA, USA
Stratagene, La Jolla,
CA, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,
Minchen

Enzo Life Sciences,
Farmingdale, NY, USA
Sigma-Aldrich,
Minchen

AppliChem, Darmstadt



cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Tabletten
Coomassie® Brilliant Blue R 250

Desoxyribonukleosidtriphosphate
D-Glucose

Essigsaure 100 %

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl-)ethansulfonsaure
(HEPES)

Imidazol

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kalziumchlorid

Kanamycinsulfat
LB-Medium-Pulver (Luria/Miller)
Leupeptin

Magnesiumchlorid

Methanol
2-N-Morpholinoethansulfonsaure (MES)
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Roche, Mannheim
Serva Electrophoresis,
Heidelberg

NEB, Ipswich, MA, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,
Munchen
Sigma-Aldrich,
Minchen

AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Fluka Chemica, Neu-
Ulm

Roth, Karlsruhe

Fluka Chemica, Neu-
Ulm

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich,
Minchen

AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,
Minchen

AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,

Miinchen



Natriumazid (NaNs3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)

Nonyl-phenolethoxylate (NP-40)

Orange G

Polyethylenglycol (PEG) 550 Monomethylether (MME)

Pefabloc®
Pepstatin A
Pepton

Ponceau S

Pyridoxal-5’-phosphat Hydrat

Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
SuperSignal® West Pico Luminol/Enhancer Solution

SuperSignal® West Pico Stable Peroxide Solution

SYPRO® Orange

Tetracyclin-Hydrochlorid
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Triethanolamine (TEA)

Tris HCI

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
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Sigma-Aldrich,
Munchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,
Munchen

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,
Munchen

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma, St. Louis, MO,
USA

Sigma, St. Louis, MO,
USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL,
USA

Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL,
USA

Invitrogen, Life
Technologies,
Carlsbad, CA, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe



Triton® X-100 Merck, Darmstadt

Trockenmilchpulver, fettfrei Roth, Karlsuhe

Tween 20 Sigma-Aldrich,
Minchen

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich,
Munchen

2.1.4 Kits

Gateway® LR Clonase® Il enzyme mix Invitrogen, Life

Technologies,

Carlsbad, CA, USA
QIAGEN® Plasmid Plus Midi Kit QIAGEN, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden

2.1.5 Marker und Eichlésungen

1kb DNA Leiter NEB, Ipswich, MA,
USA, USA

Precision Plus Protein™ Standards Dual Core Bio-Rad, Minchen

Gel Filtration LMW Calibration Kit GE Healthcare Life
Sciences,Uppsala, SE

Blue Dextran Sigma-Aldrich,
Munchen

2.1.6 Oligonukleotide

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Eurofins
MWG Operon, Ebersberg synthetisiert und mittels High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) gereinigt.
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Tabelle 1: Erworbene Oligonukleotide

Primer Name Basensequenz (in 5' - 3' Richtung)

(Orientierung)

CIN A194K A195K GGT ACT GGA AGC CTG GCT AAG AAG GTG

(Forward) GAG ACA GCC TCG GG

CIN A194K A195K CCC GAG GCT GTC TCC ACC TTC TTA GCC AGG

(Reverse) CTT CCAGTACC

CIN Kpnl (Forward) GGG GGT ACC ATG GCG CGC TGC GAG CGG
GGG CTC GAG TCA GTC CTC CAG CCC CTC

CIN Xhol (Reverse) CAT CAA G

2.1.7 Plasmide

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Name Lange Antibiotikaresistenz ~ Hersteller
pcDNA3 5446 Basenpaare Ampicillin Invitrogen, Life
Neomycin Technologies,
Carlsbad, CA,
USA
pDEST™27 8123 Basenpaare Ampicillin Invitrogen, Life
Chloramphenicol Technologies,
Neomycin Carlsbad, CA,
USA
pENTR™3C 3756 Basenpaare Kanamycin Invitrogen, Life
Technologies,
Carlsbad, CA,
USA
pETM-11 6029 Basenpaare Kanamycin EMBL, Heidelberg
pG-Tf2 ~8300 Basenpaare  Chloramphenicol Takara Bio Inc.,

Otsu, Shiga, JP
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Device

Baysilone-Paste

CrystalQuick™ 96 Well, Sitting Drop Plate

Deckglaser silikonisiert

Eppendorf Pipettenspitzen
Falcon™ Conical Tube 15 ml, 50ml

Falcon™ Polystyrene Round- Bottom Tube 14ml

Neoject® Einmalkanulen 0,9x40mm

Nitrocellulose Membran Hybond C

Nunclon™ Surface 6-, 96-well Zellkulturplatten
Nunclon™ Surface Zellkulturschalen

Nunclon™ A Surface 6-, 24-, 96-well Multischale
Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassette G2 10k MWCO

TBC Einmalspritzen 1ml

Whatman™ 3MM Chr Blottingpapier

Reaktionsgefalle (0,5, 1,5 und 2,0 ml)

2.1.9 Zellkultur-Medium und Reagenzien

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
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MILLIPORE,
Carrigtwohill, IRL

GE Bayer Silicones,
Erkrath

Greiner Bio-One,
Frickenhausen
Hampton Research,
Aliso Viejo, CA, USA
Eppendorf, Hamburg
Becton Dickinson,
Heidelberg

Becton Dickinson,
Heidelberg

Dispomed, Gelnhausen
GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, SE
Nunc, Roskilde, DK
Nunc, Roskilde, DK
Nunc, Roskilde, DK
Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL,
USA

Dispomed, Gelnhausen
GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, SE
Sarstedt, NUmbrecht

Pan Biotech,
Aidenbach
AppliChem, Darmstadt



Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS)

L-Glutamin

OPTI- MEM® |

Penicillin/ Streptomycin

TransIT® - LT1 Transfection Reagent

Trypsin/EDTA

Pan Biotech,
Aidenbach

Pan Biotech,
Aidenbach

Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL,
USA

Pan Biotech,
Aidenbach

Mirus Bio, Madison,
USA

Pan Biotech,
Aidenbach

2.1.10 Materalien und verwendete Software der Rasterkraftmikroskopie

Asylum Research Software

IGOR Pro Plattform

ImageSXM http://www.ImageSXM.org.uk

Mica

Origin Version 6.8
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Asylum Research,
Santa Barbara, CA,
USA

WaveMetrics, Inc.,
Lake Oswego, OR;
USA

Steve Barrett,
University of Liverpool,
UK

SPI Supplies, Structure
Probe, West Chester,
PA, USA

OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA



2.1.11 Technische Gerate

2.1.11.1
AKTApurifier(P-900, UV-900, pH/C-900, Frac-950)

ISF-1-V Schuttler

Microfluidizer Processor M-110 P

Sonopuls HD 200 Ultraschall Homogenisator

2.1.11.2 Chromatographie

Glutathione Sepharose™ 4B

HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200 pg

HisTrap™ HP 1ml Saule

Micro Bio-Spin™ Chromatographiesaulen

Poly Prep® Chromatographiesaule

Superdex™ 200 10/300 GL

TALON® Metal Affinity Resin

2.1.11.3 Messgerate

Beckman Optima XL-I Analytische Ultrazentrifuge

EnVision™ 2104 multilabel reader

Molecular Force Probe (MFP)-3D-BIO
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Proteinexpression und -aufreinigung

GE Healthcare Life
Sciences,Uppsala, SE
Adolf Kilhner AG,
Birsfelden, CH
Microfluidics, Newton,
MA, USA

Bandelin, Berlin

GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, SE
GE Healthcare Life
Sciences,Uppsala, SE
GE Healthcare Life
Sciences,Uppsala, SE
Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA
Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA
GE Healthcare Life
Sciences,Uppsala, SE
Clontech, Mountain
View, CA, USA

Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA
PerkinElmer, Waltham,
MA, USA



NanoDrop™ 2000c Spectrophotometer

pH-Elektrode BlueLine 14 pH

Rasterkraftmikroskop

2.1.11.4  Diverse

accu-jet® pro Pipettierhelfer
AxioCam MRC Mikroskopkamera
Biometra TFX 35 M UV-Schirm
C1000™ Thermalcycler

E.A.S.Y. Win32 Geldokumentationssystem

Eppendorf Research Pipetten
Heraeus BBD 6220 CO,-Inkubator

Hettich Universal 16 R Zentrifuge

HoneyBee 963 Kristallisationsroboter

ImageQuant LAS 4000

KL 2500 LCD Mikroskoplichtquelle

Mini -PROTEAN® Tetra Cell Elektrophoresesystem

PowerPac Basic, PowerPac HC Spannungsquelle

SteREO Dicovery.V12 Mikroskop

Thermomixer comfort 1,5 ml

Trans-Blot® SD Semi-Dry Elektrophoresekammer

Unimax 1010 Plattformschiittler

VM20 Vacuum Manifold
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PEQLAB
Biotechnologie,
Erlangen

Schott, Mainz
Asylum Research,
Santa Barbara, CA,
USA

Brand, Wertheim
Zeiss, Oberkochen
Biometra, Goéttingen
Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA
Herolab, Wiesloch
Eppendorf, Hamburg
Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
MA, USA

Hettich, Tuttlingen
Zinsser Analytic,
Frankfurt

GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, SE
Zeiss, Oberkochen
Bio-Rad, Munchen
Bio-Rad, Minchen
Zeiss, Oberkochen
Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Munchen
Heidolph, Schwabach
Sigma-Aldrich,

Minchen



VORTEX-GENIE® 2 Vortex Mixer

2.1.12 Puffer und Losungen

2.1.121 Immunoblot

Anodenpuffer |

Anodenpuffer Il

Aqua dest.
Tris
Methanol

Aqua dest.
Tris
Methanol

Antikorperverdinnungslésung (pH 7,4)

Blotto Puffer

Kathodenpuffer
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Aqua dest.
HEPES
NaCl

BSA
Tween-20
NaN3

Tris-HCI (pH 8.0)

NaCl

CaCly
Milchpulver
NP-40

Aqua dest.
Tris

Glycin
Methanol

Scientific Industries,
Bohemia, NY, USA

0,3 M
40 % (v/v)

25 mM
40 % (v/v)

10 mM
0,5M

1 % (w/v)
0,2 % (w/v)
0,02 % (w/v)

50 mM
80 mM
2mM
5% (w/v)
0.2%

25 mM
40 mM
10 % (VIV)



2.1.12.2

SDS-PAGE

Laemmli-Puffer 4x (pH 6,8)

Sammelgel

Trenngel

Laufpuffer (10x)
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Aqua dest.
Bromphenolblau
Glycerol

SDS
3-Mercaptoethanol
Tris-HCI

Aqua dest.
(Bis-)/Acrylamid
APS

TEMED

Tris-HCI (pH 6,4)

Aqua dest.
(Bis-)/Acrylamid
APS

TEMED

Tris-HCI (pH 8,8)

Aqua dest.
Tris

Glycin
SDS

0,1 % (w/v)
20 % (viv)
2 % (wiv)
5 % (v/v)
62,5 mM

4 % (viv)
0,05% (v/v)
0,13 %
125 mM

12 % (v/v)
0,08 % (v/v)
0,08 % (v/v)
375 mM

250 mM
2 M
10% (W/v)



2.1.12.3

2.1.12.4

Farbelbésungen
Coomassie® Farbeldsung

Aqua dest.

Coomassie® Brilliant Blue R 250

Essigsaure
Ethanol

Coomassie® Entfarbelésung
Aqua dest.
Ethanol

Essigsaure

Ponceau S Losung
Aqua dest.
Essigsaure

Ponceau S (w/v)

Proteinaufreinigung

Lyse-Puffer fur E.coli (pH 7,4)
Aqua dest.
TEA
NaCl
MgCl,
Imidazol
DNAse |

0,1 % (w/v)
10% (v/v)
40% (viv)

40% (v/v)
10% (viv)

5% (viv)
0.2% (w/v)

100 mM
500 mM
5 mM
20 mM
50ug/ml

cOmplete, EDTA-free Protease

Inhibitor Tablette

Wasch-Puffer fur E.coli (pH 7,4)
Aqua dest.
TEA
NaCl
MgCl,

Imidazol
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50 mM
500 mM
5 mM
20 mM



Elutionspuffer fur E.coli (pH 7,4)

Lyse-Puffer fir HEK AD-293

Aqua dest.
TEA

NaCl
MgCl,

Imidazol

Aqua dest.
TEA

NaCl

MgCl,
Triton X-100
Leupeptin
Pepstatin A
Aprotinin
Pefabloc®

Wasch-Puffer fir HEK AD-293

TNM (pH 7,4)
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Aqua dest.
TEA

NaCl

MgCl,

Triton X-100

Aqua dest.
TEA

NaCl
MgCl;

50 mM
250 mM
5mM
500 mM

50 mM
250 mM
5 mM
1% (v/Iv)
10 pg/ml
10 pg/ml
50 pyg/ml
1 mM

50 mM
250 mM
5mM
1% (v/v)

50 mM
250 mM
5mM



2.1.12.5

DNA-Praparation und Analyse
S1-Loésung (pH 8,0)
Aqua dest.
EDTA (pH 8,0)
RNAseA
Tris-HCI (pH 8,0)

S2-Losung
Aqua dest.
NaOH
SDS
S3-Losung (pH 5,2)
Aqua dest.

Kalium-Acetat

Essigsaure

10 mM
100ug/ mi
50 mM

200 mM
1% (v/v)

3M

(pH-Wert-Einstellung)

SOC-Medium (pH 7,0)
Aqua dest.
D-Glucose
Hefeextrakt
KCI
MgCl,
NaCl
Pepton

50x TAE-Puffer (pH 8,5)
Aqua dest.
Tris-Base
Essigsaure
EDTA
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20 mM

0,5 % (w/v)
2,5mM

10 mM

8,6 mM

2 % (w/v)

2M
950 mM
50 mM



Orange G Loading Farbstoff (5x)

2.1.12.6 Zellkulturmedien

Vollmedium fir HEK AD-293

Aqua bidest.
Glycerol

Orange G

DMEM
Penicillin
Streptomycin
Glucose
FCS

L-Glutamin

Einfriermedium fur HEK AD-293
Vollmedium fir HEK AD-293

DMSO

2.1.13 Enzyme, kommerzielle Puffer und Inhibitoren

2.1.13.1 Restriktionsenzyme
Dpn-I
Kpn-I|
Xho-I

2.1.13.2 Ligase
T4-Ligase

2.1.13.3 Polymerase
Platinum ® Pfx DNA Polymerase

2.1.13.4 Andere Enzyme
DNasel

Lysozym
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15 % (viv)
0,2 % (w/v)

100 U/ml
100 pg/ml
4,5 g/l

10 % (v/v)
1% (v/v)

10 % (v/v)

NEB, Ipswich, MA, USA
NEB, Ipswich, MA, USA
NEB, Ipswich, MA, USA

NEB, Ipswich, MA, USA

Invitrogen, Life
Technologies,
Carlsbad, CA, USA

AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe



RNAse A QIAGEN, Hilden
TEV Protease EMBL, Hamburg

2.1.135 Kommerzielle Puffer
10 x Puffer fir T4 DNA Ligase NEB, Ipswich, MA, USA
NEBuffer 1 NEB, Ipswich, MA, USA

2.1.13.6 Kristallisationsscreens

Crystal Screen 1 & 2

Index

neXtal PEG Suite
neXtal pHClear Suite
OptiMix-3

Protein Complex Suite
Wizard 1& 2

2.1.14 Software und Webseiten

CCP4
GraphPad Prism 6

Imaged 1.45s

iMosflm
Phaser crystallographic software
PHENIX
PISA, http://www.ebi.ac.uk/pdbe

PROTPARAM http://web.expasy.org/protparam

Hampton Research,
Aliso Viejo, CA, USA
Hampton Research,
Aliso Viejo, CA, USA
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
Fluidigm, San
Francisco, CA, USA
QIAGEN, Hilden
Rigaku, Bainbridge
Island, WA, USA

(137)

GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, USA
Wayne Rasband,
National Institutes of
Health, Bethesda, MD,
USA

(138)

(139)

(140)

(141)

(142)



PyMol Version 1.3 Schroédinger, LLC,
Portland, OR, USA

The Protein Data Bank, http://www.rcsb.org (143)

SCALA (144)

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturmethoden mit HEK AD-293-Zellen

2.2.1.1 Auftauen der HEK AD-293-Zellen

Um die in DMEM mit FCS 10 % (v/v), DMSO 10 % (v/v) eingefrorenen HEK AD-
293-Zellen aufzutauen, wurde die Zellsuspension zunachst in einem
Wasserbad bei 37 °C angetaut und in noch teilweise gefrorenem Zustand mit
10 ml Vollmedium (DMEM mit Glukose 4,5g/l, FCS 10 % (v/v), Penicillin
100 U/ml,  Streptomycin 100 pyg/ml, L-Glutamin 1% (v/v)) vermischt.
AnschlieBend wurde nach einer Zentrifugation fur 5 Minuten bei 500 rpm an
einer Hettich Universal 16 R Zentrifuge der Uberstand abgesaugt und die Zellen
wurden in etwa 5-6 ml frischem DMEM mit FCS 10 % (v/v), Penicillin 100 U/ml,
Streptomycin 100 pg/ml, L-Glutamin 1 % (v/v) auf einer Nunclon™ Surface
Zellkulturschale von 6 cm Durchmesser ausgesat. Bei 37 °C, 7 % CO,-
Konzentration in der Umgebungsluft und 95 % Luftfeuchtigkeit bendtigten die
Zellen in der Regel 24-48 Stunden im Inkubator, um eine vollige Konfluenz zu

erreichen.

2.2.1.2 Transfektion in HEK AD-293-Zellen

HEK AD-293-Zellen wurden bei einer Dichte von 4,5 x 10° Zellen pro Well in
einer Nunclon™ Surface 6-Well Zellkulturplatte ausgesat und 18-24 Stunden in
2ml DMEM Zellkulturmedium mit FCS 10 % (v/v), Penicillin 100 U/ml,
Streptomycin 100 pg/ml L-Glutamin 1 % (v/v) pro Well kultiviert. FUr jedes Well
wurden insgesamt 1 ug DNA mit 250 yl OPTI-MEM® | und 3 pl TransIT® - LT1
Transfection Reagent fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Mix
wurde daraufhin tropfenweise in die Wells pipettiert und die Zellkulturplatte

leicht geschwenkt, um eine gleichmalige Durchmischung zu erreichen. In der
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Folge wurden die Zellkulturplatten flr eine Zeit von 18-24 Stunden bei 37°C
inkubiert.

2.2.1.3 Zellaufschluss der HEK AD-293-Zellen

Die transfizierten HEK AD-293 Zellen wurden am darauffolgenden Tag
zunachst unter dem Mikroskop auf ihre Adhasion und somit indirekt Vitalitat
gepruft. Dann wurden die Zellen pro Well vorsichtig in 750 yl TNM-Puffer
(TEA 50 mM, NaCl 250 mM, MgCl, 5 mM) bei Raumtemperatur gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit je 250 ul Lyse-Puffer (TEA 50 mM,
NaCl 250 mM, MgCl, 5 mM, Triton X-100 1 % (v/v), Leupeptin 10 pg/ml,
Pepstatin A 10 pg/ml, Aprotinin 50 pg/ml, Pefabloc® 1 mM) Uberschichtet, kurz
auf Eis inkubiert, abgeschabt, in Lyse-Puffer aufgenommen und bei 4°C far
15 Minuten langsam in einem Uberkopfschiittler inkubiert. Um den Zelldetritus
vom Zelllysat zu trennen, wurden die Proben daraufhin 15 Minuten lang bei
15871 x g zentrifugiert. Von dem Uberstand wurden je 20 ul abgenommen, um

spater die Expression der Genprodukte tUberprufen zu kdnnen.

2.2.2 GST-Pulldown-Assay

Der GST-Pulldown ist ein Verfahren, mit dem Protein-Protein-Interaktionen in
Zelllysaten nachgewiesen werden konnen (145). Grundlage der Methode ist,
dass durch die Transfektion bestimmter DNA-Vektoren in den Zelllysaten
Fusionsproteine vorhanden sind, bei denen das zu untersuchende Protein an
eine Glutathion-S-Transferase, kurz GST, gekoppelt ist. Man spricht hierbei von
einem sogenannten GST-Tag (engl. tag: Anhanger, Etikett). Glutathion-S-
Transferasen sind Enzyme, die eine Kopplung von organischen Verbindungen
an Glutathion, ein Tripeptid aus Glutaminsaure, Cystein und Glycin
katalysieren. Die hohe Affinitat von GST zu Glutathion (GSH) erlaubt dann im
Sinne einer Affinitatschromatographie das zu untersuchende Protein Uber
sogenannte Glutathion Sepharose Beads, kleine, Glutathion tragende
Sepharose-Kiigelchen zu binden und somit anzureichern. Im Falle einer
Protein-Protein-Interaktion zwischen dem Protein mit dem GST-Tag und einem
weiteren Protein, das diesen GST-Tag nicht aufweist, kann auch letzteres

angereichert und nachgewiesen werden. Als Expressionsvektoren wurden
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pDEST™27-Vektoren fir die Expression N-terminal mit einem GST-Tag
versehener Proteine und pcDNAS3 flr die Expression ungekoppelter Proteine

verwendet.

Pro Well wurden 15 pl Glutathione Sepharose™ 4B Kigelchen in 1,5 ml
Reaktionsgefal3en vorgelegt und jeweils drei Mal mit je 1 ml Waschpuffer (TEA
50 mM, NaCl 250 mM, MgCl,; 5 mM, Triton X-100 1% (v/v)) gewaschen, indem
vorsichtig Waschpuffer auf die Beads pipettiert wurde und nach einer jeweils
2,5-minitigen Zentrifugation bei 244 x g der Uberstand abgenommen wurde. Im
Anschluss wurden die Kugelchen dann mit den Lysaten fur 1,5 Stunden in
einem Uberkopfschittler inkubiert. Um die Bindung der ungekoppelten Proteine
an die Klugelchen zu Uberprufen, wurden die Lysate fur 2,5 Minuten bei 244 x g
zentrifugiert und je 20 pl des Uberstands zur spateren Analyse abgenommen.
Daraufhin wurden die erneut resuspendierten Kugelchen auf zuvor mit 1 ml
Waschpuffer aquilibrierte Polyacrylamid Chromatographiesaulen aufgetragen
und auf einer Vakuumpumpe vier Mal mit je 1 ml Waschpuffer gewaschen. In
der Folge wurden die Saulen mit je 30 pl zweifach konzentriertem, kochendem
Laemmli-Puffer Uberschichtet und die gebundenen Proteine direkt im Anschluss
fur 1,5 Minuten bei 15871 x g in 1,5 ml Reaktionsgefal3e eluiert und jeweils
20 yl der gewonnenen Eluate mittels SDS-PAGE (siehe 2.2.3) auf 12%-
Polyacrylamidgelen analysiert, genauso wie die zuvor je 20 yl abgenommenen
Lysat- und Uberstandskontrollen. Durch Western-Blotting (siehe 2.2.4) wurden

die Banden anschlieend qualitativ und quantitativ analysiert.

2.2.3 SDS-PAGE

Mittels einer SDS-PAGE (Sulfododecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
konnen Proteine nach ihrer molekularen Masse aufgetrennt werden. Die
zugrunde liegende Idee besteht darin, dass geladene Teilchen in einem
elektrischen Feld abhangig von GroRe, Ladung und Form unterschiedlich weit
wandern. Um die Einflussfaktoren Ladung und Form vernachlassigen zu
konnen, wurde den Proteinproben zunachst Laemmli-Puffer nach (146)
zugegeben und sie wurden dann fur 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Neben der

Hitze sorgt auch der Laemmli-Puffer fur eine Denaturierung der Proteinstruktur
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und Unterbindung von Protein-Protein-Wechselwirkungen. Laemmli-Puffer
enthalt zu diesem Zweck neben SDS auch B-Mercaptoethanol, was mdgliche
Disulfidbindungen reduziert und somit zur Denaturierung der Tertiarstruktur
beitragt. SDS wiederum lagert sich als amphiphiles Detergenz in grof3er Zahl
mit seiner hydrophoben Alkylgruppe an die Proteine an und maskiert mittels
seines hydrophilen, anionischen Sulfatrestes die Eigenladung der Proteine.
Somit erhalten die Proteine ein konstantes Ladungs-Masse-Verhaltnis und
bewegen sich in einem angelegten elektrischen Feld aufgrund ihrer negativen
Ladung zur Anode. Die siebartige Struktur des quervernetzten Polyacrylamids
im Trenngel sorgt schlieBlich flr eine Auftrennung nach ihrer GrofRe, indem
kleine Proteine schneller als groRere Proteine durch die Poren des

Polyacrylamids wandern.

Um die Proben nach diesem Prinzip nach ihrer Grof’e auftrennen zu kdnnen,
wurden in den Versuchen dieser Arbeit kommerzielle Elektrophoresesysteme

mit den zugehodrigen Spannungsquellen verwendet.

Zunachst wurde eine Spannung von 70 mV angelegt, bis die Proben die
markierte Front zwischen Sammelgel und Trenngel erreichten. Entlang dieser
Strecke erfolgte die Konzentrierung durch die unterschiedlichen pH-Werte des
Sammelgels (pH=6,4) und des Trenngels (pH 8,8). Mit Erreichen des Trenngels
wurde die Spannung auf 160 mV erhoht und bis zum kompletten Durchlauf der
Bromphenolblaubande angelegt. Mittels Precision Plus Protein™ Standards
Dual Core, einem ebenfalls mitlaufenden Marker bestehend aus einer Mischung
von rekombinanten Proteinen bekannter molekularer Masse, konnte dann die
molekulare Masse aus den im anschlieRenden Western-Blot (siehe 2.2.4) oder
in der Coomassie-Farbung (siehe 2.2.7) sichtbar werdenden Banden abgeleitet

werden.

2.2.4 Western-Blot

Als Western-Blot wird die elektrophoretische Ubertragung der in der SDS-
Gelektrophorese aufgetrennten Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine
Tragermembran beispielsweise aus Nitrozellulose, bezeichnet. Die fiur diese

Arbeit angefertigten Western-Blots wurden in der Semi-Dry Technik bei einer
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angelegten Spannung von maximal 25 V und konstant gehaltenen Stromstarke
von 70 mA fur 30 Minuten nach unten stehendem Aufbau durchgefiihrt. Die
negativ geladenen Proteine treten so in die Nitrozellulosemembran Gber, wo sie

immobilisiert fur weitere Analyse zuganglich bleiben.

Kathode
Whatman-Papier in Kathodenpuffer
SDS-Gel
Nitrozellulosemembran
Whatman-Papier in Anode Puffer Il
Whatman-Papier in Anode Puffer |
Anode

Abbildung 8:Schema des Aufbaus beim Western-Blot in Seitenansicht

Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau der Filterpapiere, sowie rechts die Puffer, in
denen sie zuvor getrankt wurden. Die Nitrozellulosemembran wurde zuvor mit H,0 benetzt und
in Anodenpuffer Il inkubiert, das SDS-Gel in Kathodenpuffer.

2.2.5 Ponceau-Farbung

Ponceau S bindet reversibel an die positiv geladenen Aminogruppen der
Proteine. Um den Erfolg des Western-Blots, also die Ubertragung auf die
Membran zu evaluieren, wurde die Nitrozellulosembran nach dem Blotten flir
etwa 1 Minute in Ponceau S Ldésung gefarbt und anschliefiend in Wasser

gewaschen, mittels eines Flachbettscanners digitalisiert und archiviert.

2.2.6 Immundetektion

Zunachst wurde die Nitrozellulosemembran fir 30 min bei Raumtemperatur in
Blotto-Puffer geschwenkt, um durch die darin im Milchpulver enthaltenen
Proteine unspezifische Bindungsstellen fur die nachfolgende Antikorper-
inkubation zu blockieren. Danach wurde die Membran grindlich mit dH,O
gewaschen und fir 24 Stunden mit dem Primarantikérper Anti- Chronophin/
PDXP (C85E3) in einer Verdinnung von 1:1000 in Antikorper-
verdinnungslosung bei 4 °C unter konstanter Rotation inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Membran erneut mit dH,O gewaschen, um
unspezifisch oder nicht gebundene Antikérper zu entfernen, und fir 2-3
Stunden bei Raumtemperatur unter konstanter Rotation mit einem gegen den

Primarantikorper gerichteten anti-Hase-lgG-Sekundarantikdrper in einer
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Verdunnung von 1:10000 in Antikorperverdunnungslosung inkubiert und

anschlielend erneut mit dH,O gewaschen.

Zur Entwicklung wurden je 800 pl SuperSignal® West Pico Stable Peroxide
Solution und Luminol/Enhancer Solution miteinander vermischt und fir etwa
zweieinhalb Minuten auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Die an den
Sekundarantikdrper gekoppelte Meerrettichperoxidase katalysiert hierbei die
Chemolumineszenzreaktion von H>O» und Luminol. Das Chemolumineszenz-
signal wurde mit ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences)
registriert und mit der Software ImageJ densitometrisch ausgewertet.

2.2.7 Coomassie®-Farbung

Mittels der Coomassie-Farbung kénnen Proteinbanden in Polyacrylamidgelen
sichtbar gemacht werden (147). Hierzu wurden die Gele fiir etwa 30 Minuten in
Coomassie® Farbeldsung gelegt und kontinuierlich bewegt. AnschlieRend
erfolgte das Entfarben der Gele zur besseren Abgrenzbarkeit der
Proteinbanden gegeniber dem Hintergrund in Coomassie® Entfarbeldsung fur

etwa 18 Stunden bei kontinuierlicher Bewegung.

2.2.8 Klonierung

2.2.8.1 Ortsspezifische Mutagenese

Die Methode der ortsspezifischen Mutagenese erlaubt es, einzelne
Aminosauren eines Genprodukts gezielt zu verandern. Die Mutationen werden
mittels PCR auf DNA-Ebene eingeflgt. Hierbei tragen zwei zueinander
komplementare, zuvor synthetisierte Primer-Oligonukleotide die veranderte
Basensequenz (Mutation), die fur den Aminosaureaustausch kodiert. Die
veranderte Basensequenz wird zu beiden Seiten von etwa 20 weiteren Basen
flankiert, die komplementar zu den Basen der Zielsequenz des urspringlich zu
verandernden Gens sind. Diese Oligonukleotide, die bis auf die Mutation mit der
DNA-Matrize Ubereinstimmen, kdnnen so an die Zielsequenz der DNA-Matrize
binden. Als Matrize diente aus dem Gehirn adulter Mause gewonnene, murine,
unmutierte CIN WT-DNA, die zuvor in pETM-11 und pcDNAS3 kloniert worden

war. Im Fall der Mutagenese in pETM-11 lag das unmutierte CIN Plasmid in
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einer Konzentration von 25 ng, bei der analog durchgefihrten Mutagenese in
pcDNA3 von 50 ng je 50 pl Reaktionsvolumen vor. Fur die Mutagenese
A194K/A195K wurden die Primer A194K/A195K forward (GGT ACT GGA AGC
CTG GCT AAG AAG GTG GAG ACA GCC TCG GG) und A194K/A195K
reverse (CCC GAG GCT GTC TCC ACC TTC TTA GCC AGG CTT CCA GTA
CC) in einer Endkonzentration von je 0,5puM in 50 ul Reaktionsvolumen
verwendet. Als Polymerase diente Platinum® Pfx DNA Polymerase
(Invitrogen™) mit Pfx Buffer und Pfx Enhancer gemal den Herstellerangaben
sowie, ebenfalls von Invitrogen™, MgSQOy in einer Endkonzentration von 1 mM
und dNTPs in einer Endkonzentration von 0,3 mM. Samtliche

Polymerasekettenreaktionen wurden in einem PCR Thermocycler durchgeflhrt.

Als Voraussetzung fur eine erfolgreiche Mutagenese missen sowohl die
Primer-Oligonukleotide als auch die DNA-Vorlage als Einzelstrang-DNA
vorliegen. Dies wird durch eine Erhohung der Reaktionstemperatur auf 95 °C
erreicht. Ein darauf folgendes Absenken der Reaktionstemperatur erlaubt dann
die Bindung der Primer an die DNA-Matrize, in diesem Fall zirkulare Plasmid-
DNA. Die Lange der Primer ermdglicht daraufhin der ebenfalls in das
Reaktionsgemisch zugegebenen DNA-abhangigen-DNA-Polymerase,
ausgehend von den Primer-Oligonukleotiden einen zur DNA-Matrize
komplementaren Nukleotidstrang zu synthetisieren. Durch sogenanntes
Thermocycling, namlich das mehrfache Durchlaufen der fur die
Reaktionsschritte notwendigen Temperaturveranderungen, entstehen dann
ahnlich wie bei einer Polymerasekettenreaktion doppelstrangige Plasmide, die

die Mutation tragen.

Tabelle 3: Thermozyklus der PCR bei der ortsspezifischen Mutagenese
Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen

95 °C 3 min 1
95 °C 1 min

58 °C 1 min 20
68 °C 7,5 min

68 °C 5 min 1

Um die neu entstandenen Plasmide, die sich ja nur in wenigen Basenpaaren
von der DNA-Matrize des urspringlichen Plasmids unterscheiden,

selektionieren zu kénnen, wurden nach Ende der PCR je Reaktionsvolumen
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1 ul Dpnl zugegeben und zunachst flr 3 Stunden bei 37 °C inkubiert, darauf
nach erneuter Zugabe von 0,5 ul Dpnl fiur weitere 2 Stunden. Dpnl erkennt und
schneidet als Endonuklease die Sequenz GATC nur dann, wenn das Adenosin
methyliert ist. Wahrend das Plasmid, das als Matrize diente, in E.coli DH5a
methyliert worden ist, sind die neu in vitro synthetisierten Strange, die die
Mutation tragen, unmethyliert. Somit werden nur die Matrizen von Dpnl verdaut,

die neu synthetisierten Plasmide, die die Mutation tragen, hingegen nicht.

Die erfolgreiche ortsspezifische Mutagenese wurde nach einer DNA-
Praparation (siehe 2.2.10, 2.2.11) durch Sequenzierung nach der Cycle-

Sequenzing-Methode durch Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg validiert.

Durch die auf dem pETM-11 Vektor liegende Kodierung eines sechsfachen
Histidinrestes N-terminal des CIN WT-Gens waren sowohl CIN WT als auch
das Genprodukt der aus der Mutagenese entstandenen Mutation A194K/A195K
in pETM-11 am N-Terminus mit sechs Histidinresten, dem sogenannten

(Hexa-)His-Tag verbunden.

2.2.8.2 PCR zur Insertion neuer Restriktionsschnittstellen
Um die CIN Mutante A194K/A195K in pENTR™3C klonieren zu konnen,
mussten zunachst neue Restriktionsschnittstellen fir die Restriktions-

endonukleasen Kpnl und Xhol eingeflgt werden.

Hierzu wurde zunachst eine PCR nach Herstellerangaben der verwendeten
Enzyme in 50 pl Reaktionsvolumen durchgefihrt. Als Matrize diente pETM-11
MCIN A194K/A195K mit 50 ng in je 50 yl Reaktionsvolumen. Mittels der Primer
CIN Kpnl Forward (GGG GGT ACC ATG GCG CGC TGC GAG CGG) und CIN
Xhol Reverse (GGG CTC GAG TCA GTC CTC CAG CCC CTC CAT CAA G)
wurden so direkt vor und nach der fir Chronophin A194K/A195K kodierenden
Basenfolge Restriktionsschnittstellen fir die Enzyme Kpnl und Xhol eingeflgt.
AnschlieBend wurden die Matrizen mittels Dpnl (siehe 2.2.8.1) verdaut, die
PCR-Produkte in einer Agarose-Gelektrophorese und anschlieRenden
Gelektraktion (siehe 2.2.12) aufgereinigt und je 4 ul des Gelextraktionseluats
als Matrize in einer erneuten PCR mit den Primern CIN Kpnl Forward und CIN

Xhol Reverse amplifiziert.
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Tabelle 4: Thermozyklus der PCR zur Insertion der
Restriktionsschnittstellen in mCIN A194K/A195K

Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen

95 °C 3 min 1

95 °C 1 min

60 °C 1 min 30
68 °C 1,5 min

68 °C 5 min 1

2.2.8.3 Restriktionsverdau
Die in pETM-11 mCIN A194K/A195K inserierten (siehe 2.2.8.2) sowie in der

Multiple Cloning Site von pENTR™3C vorhandenen Restriktionsschnittstellen

'~V '
fur Xhol (Erkennungssequenz gg L%%#'%%') und Kpnl (Erkennungssequenz

g.gvggﬁg 82) ermoglichten nun einen Verdau mit ebendiesen Restriktions-

endonukleasen. Hierzu wurden 25 pyl PCR-Produkt mit 6 U Kpnl und 6 U Xhol,
5 pl NEBuffer 1 sowie 5 yl BSA (10x) in insgesamt 50 pl bei 37 °C verdaut. Im
Fall von pENTR™3C wurden bei sonst identischer Zusammensetzung des
Restriktionsverdaus 2 ug DNA in einem Gesamtreaktionsvolumen von ebenfalls
50 yl verwendet. Die Erfolgskontrolle des Verdaus von pETM-11 mCIN
A194K/A195K durch den Nachweis eines DNA-Fragments mit einer
Basenlange von 895 bp erfolgte mittels Gelektrophorese in 1%- Agarosegelen
(siehe 2.2.12). Anschlieliend wurde die DNA mit dem QIAquick Gel Extraction

Kit entsprechend den Angaben des Herstellers aufgereinigt.

2.2.8.4 Ligation

Nach dem oben beschriebenen Restriktionsverdau folgte die Ligation, das heif3t
der enzymatisch katalysierte Einbau des mCIN A194K/A195K-Inserts in den
nun an den Erkennungssequenzen fur Xhol und Kpnl geschnittenen und somit
linear vorliegenden pENTR™3C. Um ein bei der Ligation glnstiges molares
Verhaltnis von 5:1 zu erreichen, wurde die Masse des Inserts nach folgender
Formel berechnet: 5 x Masse Vektor x Lange Insert (0,895 kbp)/ Lange Vektor
(2,270 kbp). Die erfolgreiche Ligation gelang bei 25 ng pENTR™3C und folglich
49 ng Insert, 1 yl T4 DNA Ligase, 2 ul Ligationspuffer 10x sowie destilliertem
H>O in einem Reaktionsvolumen von 20 ul nach einer Inkubationszeit von

2 Stunden bei Raumtemperatur.
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2.2.85 LR-Rekombination

Der Vektor pENTR™3C erlaubt mittels LR-Rekombination im Rahmen der
GATEWAY® Technology von Invitrogen™ einen einfachen Genaustausch
zwischen einem pENTR™3C-Vektor und sogenannten pDEST ™-Vektoren. Die
Buchstaben L und R stehen hierbei fur die Rekombinationsstellen attL und attR
(Details siehe Abbildung 9). Grundlage dieser Methode ist der wechselseitige
Austausch der von Restriktionsstellen flankierten Sequenzen attL1-Gen-attL2
mit attR1- ccdB Cm" -attR2 zu attP1-ccdB Cm'-attP2 und attB1-Gen-attB2, die
auf einer ortsspezifischen Rekombination des Bakteriophagen Lambda beruht
(148).

mCIN cdB Cmr

\3"\' '3[' & (e

%

-4

+ LR Clonase Il
Kanamyo® Ampicilie’

N CCdB CI’)’)" ¢

N mCIN 9
Q,}Q&) (‘[09

Kanamya® Ampicilic'

Abbildung 9: Prinzip der LR-Rekombination zwischen pENTR™3C und einem
pDEST™27-Vektor
pENTR™3C tragt das mutierte mCIN, flankiert von den Restriktionsschnittstellen attL1 und

attL2, sowie ein Resistenzgen gegen Kanamycin (Kanamycin'). pDEST ™-Vektoren enthalten
neben einer fiir das toxische ccdB-Protein und eine Chloramphenicol-Resistenz (Cm")
kodierenden Sequenz, die von den Rekombinationssequenzen attR1 und attR2 flankiert ist, ein
Resistenzgen gegen Ampicillin (Ampicillin"). Der pDEST™27-Vektor enthalt zudem eine
Sequenz fur den Protein-Tag GST (in Magenta hervorgehoben). Die Zugabe von LR Clonase
katalysiert die Rekombination. Als Produkte erhdlt man den gewiinschten Expressionsvektor
pDEST™27 mit mCIN, flankiert von nun zu attB1 und attB2 rekombinierten DNA-Sequenzen,
der eine Resistenz gegen Ampicillin kodiert. Ebenso entsteht pENTR™3C mit flir ccdB und eine
Chloramphenicol-Resistenz kodierenden Basenfolgen, flankiert von attP1 und attP2.

Durch die Transformation der Produkte in E. coli (siehe 2.2.9) kann eine

mehrfache Selektion erfolgen. Einerseits tragen die neu enstandenen
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pDEST™-Plasmide, die das gewinschte Gen, in diesem Fall mCIN
A194K/A195K, tragen, eine Ampicillin-Resistenz, verlieren aber daflr ihre
Chloramphenicol-Resistenz.  Andererseits ermoglicht das zuvor im
unrekombinierten pDEST™-Vektor kodierte ccdB-Genprodukt eine negative
Selektion (sogenanntes ,Selbstmordgen®). Diese wird durch die Toxizitat des
ccdB-Proteins  fur E.coli erreicht, wodurch sowohl moglicherweise
unrekombinierte pDEST ™-Vektoren als auch die rekombinierten pENTR™3C-
Vektoren zu keinem Wachstum der E.coli-Bakterien fuhren. Gemald den
Herstellerangaben von Gateway® LR Clonase® Il enzyme mix wurden 150 ng
des pENTR3C mCIN A194K/A195K mit 150 ng des pDEST™27-Vektors und
6 ul Tris Puffer 10 mM vermischt. Die LR Clonase Il wurde 2 Minuten auf Eis
aufgetaut, dann zwei Mal kurz gut durchmischt und in einem Volumen von 2 ul
zum Reaktionsansatz gegeben. Nach einer Inkubation von 60 Minuten bei
25 °C wurde die Reaktion mit 1 ug Proteinase K gestoppt und nochmals fir 10
Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden 25pul des
Reaktionsgemisches in E.coli DHS5a transformiert (siehe 2.2.9) und
anschlieRend auf Ampicillin-Agarplatten ausplattiert. Darauf wachsende
Kolonien wurden zur Kontrolle auf Ampicillin-Chloramphenicol-Agarplatten
ausgestrichen. Hierauf ausbleibendes Wachstum, sowie eine
Agarosegelelektrophorese eines erneuten Verdau einer Mini-Praparation mit
Xhol und Kpnl zum Nachweis des mCIN-Inserts dienten als Bestatigung der

erfolgreichen Rekombination.

2.2.9 Transformation

Bei der Transformation, also dem Einschleusen rekombinanter DNA in
Bakterien, macht man sich die kurze Generationszeit von Bakterien zunutze.
Bei der Bakterienteilung wird auch das genetische Material der Ausgangszelle

verdoppelt und so nach einigen Zellteilungen exponentiell vermehrt.

Hierzu wurden die bei -20 °C gelagerten kompetenten E.coli DH5a oder E.coli
BL21 in einem Probenvolumen von etwa 100 ul auf Eis aufgetaut und fur 30-45
Minuten mit 100-200 ng DNA inkubiert. Im Falle einer vorangehenden Ligation

(sieche 2.2.8.4) wurden 5 pul des Ligationsansatzes zur Transformation
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verwendet. Ein sich anschlieBender Hitzeschock fir 45 Sekunden bei 42 °C
sollte die Permeabilitat der Bakterienmembran erhdhen. Um optimale
Bedingungen fur das Bakterienwachstum zu schaffen, wurde daraufhin 1 ml
SOC-Medium zugegeben und die Bakteriensuspension fur 45 Minuten bei
37 °C auf einem Thermomixer comfort (Eppendorf) bei leichtem Schitteln
inkubiert. AnschlieBend wurden die suspendierten Bakterien bei 1844 x g fur
5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand bis auf etwa 150 pL verworfen und darin
das entstandene Pellet resuspendiert. Diese Suspension wurde anschliel’end
auf Agarplatten mit den entsprechend beigesetzten Antibiotika (siehe 2.1.7)

ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Uber Nacht gewachsenen Kolonien wurden daraufhin mit autoklavierten
Pipettenspitzen gepickt und je 3 ml LB-Medium fir eine Mini-Plasmid-
Praparation (siehe 2.2.10 und 2.2.11) sowie 150 ml fur eine Midi-Plasmid-
Praparation inokuliert. Bei stetigem Schuitteln mit 180 rpm bei 37 °C auf einem
ISF-1-V Schittler (Adolf Kihner AG) wurden die Bakteriensuspensionen

anschlieRend Uber Nacht inkubiert.

2.2.10 Mini-DNA-Plasmid-Pré&paration

Je nach gewunschter DNA-Ausbeute wurde entweder eine Mini-DNA-Plasmid-
Praparation oder eine Midi-DNA-Plasmid-Praparation durchgefthrt. Eine Mini-
DNA-Plasmid-Praparation ging von einem Bakterienkulturvolumen von 3 ml aus
(Midi-DNA-Plasmid-Praparation: 150ml). Bei der Mini-Praparation wurden
davon 2 ml der Kultur fir 5 min bei 1844 x g abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 300 ul S1-Puffer resuspendiert. Der Suspension
wurde 300 yl S2-Puffer zugegeben, die Reaktionsgefalle mehrere Male
gewendet und bei Raumtemperatur 5 Minuten inkubiert. Anschliefend wurden
300 pl S3-Puffer hinzugegeben, durch mehrmaliges Invertieren gemischt und
die Proben etwa 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der anschlieBenden
Zentrifugation bei 15871 x g fiir 10 Minuten wurde der plasmidhaltige Uberstand
in ein frisches 2 ml-Reaktionsgefall uberfihrt und die DNA mit 700 pl
Isopropanol ausgeféllt. Danach folgte eine Zentrifugation bei 15871 x g und

4 °C fiir 20 min. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das DNA-reiche Pellet

49



mit 500 pl 4 °C kaltem Ethanol 70% (v/v) ohne Resuspension gewaschen und
erneut fur 10 Minuten bei 15871 x g zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde
getrocknet und in 30 pl Tris HCI Puffer (10 mM) aufgenommen. Die
Konzentrationsmessung der DNA erfolgte durch Absorptionsmessung bei
260 nm mittels NanoDrop™ 2000c Spectrophotometer. Die so erhaltenen DNA-

Lésungen wurden bei -20 °C gelagert.

2.2.11 Midi-DNA-Plasmid-Pré&paration

Die DNA-Praparation in grolerem Malstab aus einem Kulturvolumen von
150 ml erfolgte mit dem QIAGEN® Plasmid Plus Midi Kit und wurde gemaf
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die im Folgenden genannten Puffer waren Teil
des Kits. Zuerst wurden die Uber Nacht kultivierten Bakterien fir 15 min bei
6000 x g fur 15 min bei 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 4 ml
gekuhltem P1 Puffer resupendiert. Zur Zellsuspension wurden anschlielend 4
ml P2 Puffer zugegeben, durch mehrmaliges Invertieren gemischt und
5 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden 4 ml P3 Puffer
zugegeben und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Dem schloss sich eine
Zentrifugation bei 20000 x g und 4 °C an. Der Uberstand wurde daraufhin in
neue Reaktionsgefalle uberfihrt und erneut bei 20000 x g zentrifugiert. Das
Lysat wurde anschliefend auf QIAGEN®-tip 100 Saulen uberfuhrt, die zuvor mit
4 ml QBT Puffer aquilibriet worden waren. AnschlieRend wurde das
Saulenmaterial zwei Mal mit je 10 ml QC Puffer gewaschen und schlief3lich die
DNA mit 5 ml QF Puffer eluiert. Um die DNA auszufallen wurden dem Eluat
3,5 ml Isopropanol beigegeben und bei 15871 x g und 4 °C fur 30 Minuten
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet mit 2 ml
Ethanol 70% (v/v) gewaschen, erneut bei 15871 x g fur 10 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurde das Pellet 5-10 Minuten

lang luftgetrocknet und in 120 pl Tris HCI Puffer 10 mM resuspendiert.

Die Konzentrationsmessung der DNA erfolgte durch Absorptionsmessung bei
260 nm mittels NanoDrop™ 2000c Spectrophotometer. Die so erhaltenen DNA-

Ldsungen wurden bei -20 °C gelagert.
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2.2.12 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion

Die Agarosegelelektrophorese beruht auf dem Prinzip, dass unterschiedlich
groRe DNA-Strange unterschiedlich schnell aufgrund ihrer negativen
Gesamtladung in einem elektrischen Feld durch  quervernetzte
Agarosepolymere wandern. Kleinere DNA-Molekile bewegen sich schneller
durch die Poren die Gelmatrix als groRere DNA-Molekile. Bei den fir diese
Arbeit verwendeten Agarosegelen wurde Agarose 1 % (w/v) in TAE-Puffer
geldst, aufgekocht und Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von
0,08 ug/ml eingeruhrt. Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und erlaubt
durch Fluoreszenz bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht die optische
Detektion von DNA-Banden im Agarosegel, die mithilfe einer 1 kb DNA-Leiter in
Relation gebracht werden konnten. Die Auftrennung der DNA erfolgte bei einer
konstanten Spannung von 80 V. Die optische Detektion wurde mit einem
E.A.S.Y. Win32 Geldokumentationssystem durchgefihrt.

Die Gelextraktion wurde mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
durchgefuhrt. Hierzu wurde das Agarosegel kurz auf einen TFX 35 M UV-
Schirm (Biometra) gelegt, um durch die Fluoreszenz des Ethidiumbromids die
DNA-Banden eindeutig identifizieren zu konnen. AnschlieRend wurde der
Bandenbereich mit einem Skalpell ausgeschnitten, das so gewonnene Gel
gewogen und in dreifacher Menge (100 mg = 100 pl) bei 50 °C in QG Puffer
geldst. Die DNA-bindenden Saulen wurden mit der Lésung beladen und bei
15871 x g fur 1 Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Saulen erneut bei 15871 x g fur 1 Minute zentrifugiert. Anschlielend wurde die
DNA mit 30 pl Elutionspuffer bei 15871 xg fir 1 Minute in ein frisches
Reaktionsgefal® eluiert. Die Konzentrationsmessung der DNA erfolgte durch
Absorptionsmessung bei 260 nm mittels NanoDrop™ 2000c Spectro-
photometer.

2.2.13 Reinigung von PCR-Produkten

Um die bei der PCR-Reaktion enstandene DNA aufzureinigen, wurde das
QlAquick Gel Extraction Kit verwendet. Hierbei wurden je 50 pl des

Reaktionsgemisches mit 300 yl QG Puffer vermischt, auf eine Spin-Saule
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aufgetragen und fur 1 Minute bei 15871 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde
der Durchfluss verworfen und es wurden 750 pyl PE Puffer auf die Spin-Saule
pipettiert. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 15871 x g mit anschlieRendem
Verwerfen des Durchflusses wurde die DNA mit 30 pyl Elutionspuffer bei

15871 x g 1 Minute lang eluiert.

2.2.14 Proteinexpression

Fiar die Proteinexpression in E.coli wurden zunachst 25 g LB-Medium je 1|
dH,O gelést und anschlieBend  autoklaviert. Am  Vortag der
eigentlichenExpression wurden 50 ml LB Medium mit 50 pg/ml Kanamycin und
20 pg/ml Chloramphenicol mit E.coli BL21 (DE3) Kolonien inokuliert, die sowohl
ein fir mCIN WT oder mCIN A194K/A195K kodierendes Plasmid pETM-11 als
auch ein fur die Chaperone GroEs, GroEL und tf und fur die Chloramphenicol-
Resistenz kodierendes Plasmid pG-tf2 trugen (Takara Bio Inc.) (siehe 2.2.9).
Die Kolonien wurden hierzu von im Vorfeld mit transformierten E.coli beimpften
Agarplatten Ubertragen. Anschliel3end wurde die Bakteriensuspension bei 37 °C
in einem ISF-1-V Schittler (Adolf Kihner AG) etwa 16 Stunden lang inkubiert.
Mit dieser Vorkultur wurde daraufhin die eigentliche Expressionskultur
(ebenfalls mit 50 pg/ml Kanamycin und 20 ug/ml Chloramphenicol) mit einem
Volumen von 500 ml auf eine optische Dichte bei 600 nm (ODgg) von 0,1
eingestellt und mit Tetrazyklin 10 ng/ml Uber den auf pG-tf2 kodierten pzt-1
Promoter die Expression der Chaperone induziert. Daraufhin wurden die
Expressionskulturen bei 37 °C im Schuttler inkubiert, bis die ODgy 0,6-1,0
erreichte. Dann erfolgte die Induktion der Expression von Chronophin durch die
Zugabe von 1 mM IPTG und wurde bei 20 °C fur 18-20 Stunden unter stetiger
Bewegung im Schuttler fortgefuhrt. Die Induktion der Proteinexpression mittels
IPTG erfolgte im Fall von pETM-11 durch das sogenannte lac Operon. IPTG
bindet an einen an die DNA gebundenen Repressor, der selbst auf dem
Plasmid kodiert ist, und sorgt so fur die Dissoziation des Repressors vom DNA-
Strang, so dass die mRNA-Polymerase flr die Transkription an die DNA binden

kann. IPTG kann selbst nicht intrazellular abgebaut werden, bleibt so in seiner
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Konzentration konstant und ermdglicht eine gleichmaRig hohe Expression des

gewunschten Proteins.

2.2.15 Proteinaufreinigung

2.2.15.1  Zelllyse und Aufreinigung mit TALON®
Metallaffinitdtschromatographie

Nach 18-20 Stunden Expression bei 20 °C wurde die Bakteriensuspension bei
4420 x g fur 15 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Pellets
auf Eis gestellt. AnschlieRend wurden die pelletierten Bakterien in TNM Puffer
resuspendiert und erneut bei 4 °C und 8000 x g 10 Minuten lang abzentrifugiert.
Falls die Pellets nicht direkt weiterverarbeitet wurden, wurden sie bei -20 °C
eingefroren. Im anderen Fall wurde ein Zellpellet in etwa 12 ml Lyse-Puffer
resuspendiert und mit 250 ul einer zuvor in 1 ml Lyse-Puffer gelésten cOmplete,
EDTA-free Protease Inhibitor Tablette, 120 yl DNAsel (150 U/ml) und 10 mg
Lysozym vermischt. Die Zugabe von Protease-Inhibitor ist sinnvoll, um eine
Proteolyse zu verhindern, wahrend die von DNAsel die Viskositat des
Bakterienlysats vermindert und somit die technische Aufreinigung erleichtert.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension fur die enzymatische Lyse durch
Lysozym 1 Stunde lang bei Raumtemperatur rotiert und daraufhin mit einem
Sonopuls HD 200 Ultraschall Homogenisator 30 Mal bei einer Intervalllange von
1 Sekunde und einer Pulslange von 0,7 Sekunden sonifiziert, also die
Bakterienzellen zusatzlich noch mechanisch lysiert. Durch eine Zentrifugation
bei 3000 x g fur 30 Minuten bei 4 °C wurde der Zelldebris vom Uberstand
getrennt und letzterer der TALON® Affinitatschromatographie zugefuhrt.

Hierbei handelt es sich um ein Verfahren der Immobilized Metal Affinity
Chromatography (IMAC), einer Metallaffinitdtschromatographie, bei der Uber
eine Interaktion zwischen dem Poly-His-Tag von Proteinen und Kobalt (Co*")
eine Proteinbindung an Sepharoseklgelchen stattfindet, an deren Oberflache
Co?* lonen mittels Chelatkomplexbildnern immobilisiert sind. Hierzu wurde eine
Poly Prep® Chromatographiesaule drei Mal mit je 5 ml ,Wasch-Puffer fur E.coli“
aquilibriert. Daraufhin wurden etwa 0,6 ml TALON® Kugelchen je Liter

Kulturmedium im finffachen Volumen Waschpuffer auf niedrigster Stufe

53



5 Minuten lang zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen.
AnschlieBend wurden die Kigelchen auf die Poly Prep® Saulen Uberflhrt,
erneut mit dem funffachen Volumen Waschpuffer gewaschen und bei 4 °C 1
Stunde lang unter konstanter Bewegung mit dem Zelllyselberstand inkubiert.
Um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wurde das Saulenmaterial
daraufhin in mehreren Schritten mit insgesamt 12 ml Wasch-Puffer gewaschen.
Die geringe Imidazolkonzentration im Wasch-Puffer und im Lyse-Puffer
reduziert die Wahrscheinlichkeit von unspezifischer Proteinbindung an die
TALON® Kugelchen. Hingegen macht man sich bei der Elution mit je drei Mal
1 ml ,Elutionspuffer fur E.coli“ pro 1 ml TALON® Kigelchen dessen hohe
Imidazolkonzentration zunutze, um damit als kompetitivem Agens die His-Tag

tragenden Proteine zu eluieren.

2.2.15.2  Zelllyse und Aufreinigung mit AKTApurifier

In Analogie zu 2.2.15.1 wurde nach 18-20 Stunden Expression bei 20 °C die
Bakteriensuspension bei 4420 x g 15 Minuten lang zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Pellets auf Eis gestellt. Anschlieliend wurden die Pellets in
Lyse-Puffer resuspendiert und mit 1 cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor
Tablette pro 50 ml Lyse-Puffer sowie 120 yl DNAsel (150 U/ml) vermischt.
Daraufhin wurden die suspendierten Bakterien in mehreren Zyklen in einem
Microfluidizer Processor M-110 P aufgeschlossen. Um den Zelldebris zu
entfernen, wurde das Zelllysat bei 30000 x g fur 30 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand anschlieBend vorsichtig abgenommen. Die anschlieRende
Aufreinigung mit einem AKTApurifier (GE Healthcare Life Sciences) erfolgte
ahnlich zu 2.2.15.1 nach dem Prinzip der Immobilized Metal Affinity
Chromatography. Hierbei wird das Lysat und mit ihm die Poly-His-Tag
tragenden Proteine mittels eines AKTApurifier-Systems Uber eine HisTrap™ HP
1ml Saule (GE Healthcare Life Sciences) gepumpt. Dabei binden die einen
Poly-His-Tag tragenden Proteine an Nickel- (Ni**-) lonen, die selbst tber
Chelatgruppen an der Sepharose des Saulenmaterials immobilisiert sind.
Hierdurch konnen die Proteine mit Poly-His-tag aus dem Lysat selektiv entfernt
werden und in einem Elutionsschritt GUber eine kompetetive Verdrangung mit

Imidazol aus ihrer Bindung an die Ni**-lonen eluiert werden.
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Hierzu wurde zunachst die HisTrap™ HP 1ml Saule mit Wasch-Puffer (TEA
50 mM, NaCl 500 mM; MgCl, 5 mM, Imidazol 20 mM, Aqua dest., pH 7,4) bei
einer Flussrate von 1,0 ml/min Uber mehrere Saulenvolumina aquilibriert.
Anschlie®end wurde das Zelllysat mit 0,7 ml/min komplett aufgetragen und Uber
einen Verlauf von 15 Saulenvolumina und einem linear ansteigenden
Mischungsverhaltnis bis 50% Elutionspuffer (TEA 50 mM, NaCl 250 mM; MgCl,
5 mM, Imidazol 500 mM, Aqua dest., pH 7,4) zu 50% Wasch-Puffer wurden
schlieBlich bei 0,5 ml/min die gebundenen Proteine fraktioniert eluiert. Die
Fraktionen, von denen gemal} ihres Elutions- und UV-Absorptionsverhaltens
vermutet werden konnte, dass sie His-Tag tragendes mCIN enthielten, wurden
anschlieBend zusammengefuhrt und mittels SDS-Gelelektrophorese und
Western-Blotting auf das gewulnschte Protein untersucht. Anschlielend wurde
die HisTrap™ HP 1ml Saule Uber 5 Saulenvolumina bei 100% Elutionspuffer
gereinigt.

Um den nun nicht mehr bendtigten His-Tag vom aufgereinigten Protein zu
trennen, schloss sich ein Verdau mit Tobacco Etch Virus (TEV)-Protease an.
Diese ist in der Lage, die Erkennungssequenz Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly
enzymatisch an der Stelle zwischen GIn und Gly zu hydrolysieren. Hierzu wurde
dem mit einem Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Device (MILLIPORE™) auf
etwa 1 ml konzentrierten Proteineluat TEV-Protease und 500 ul NaCl 5M
zugegeben. Um gleichzeitig die hohe Imidazolkonzentration im Elutionspuffer
und Auswirkungen auf die Proteinstabilitat oder -funktionalitdt zu vermindert
wurde der TEV-Verdau uber 24 Stunden bei Raumtemperatur in einer Slide-A-
Lyzer® Dialysis Cassette G2 10k MWCO (Thermo Fisher Scientific)
durchgefuhrt und gegen TNM Puffer dialysiert.

Da die TEV Protease selbst einen Poly-His-Tag tragt, konnte diese aus dem
Proteineluat entfernt werden, indem ein weiterer Lauf Uber die HisTrap™ HP
1ml Saule nach obigem Schema angeschlossen wurde. Hierbei fand nun eine
Bindung der TEV Protease an die Saulenmatrix statt, das aufgereinigte mCIN,
nach dem TEV-Verdau nun ohne His-Tag, hingegen befand sich in den
Durchflussfraktionen und wurde fur  die sich anschlie3ende

GroRenausschlusschromatographie gesammelt.
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2.2.16 GroRBenausschlusschromatographie

Das Verfahren der Gréllenausschlusschromatographie, auch Gelpermeations-
chromatographie  genannt, ermoglicht es, Proteine nach ihrem
hydrodynamischen Volumen oder ihrer GroRe aufzutrennen. Hierzu sind diese
in der wassrigen Phase (in diesem Fall TNM Puffer aus der vorangegangenen
Dialyse wahrend des TEV Verdaus, siehe 2.2.15.2) gel6st und treten so in das
aus quervernetzter Agarose und Dextran bestehende Saulenmaterial ein.
Grole Proteine konnen nicht in die kleinporige Gelmatrix eindringen, laufen nur
im aufleren Volumen der Saule und eluieren so friher. Dieses sogenannte
Leervolumen war im Vorfeld mittels Blue Dextran (Sigma-Aldrich), einem
grofRen, inerten Molekul bestimmt worden. Kleine Proteine hingegen treten in
die Poren ein, bendtigen somit langer, um das Saulenmaterial zu durchlaufen
und eluieren spater. Durch die Eichung der Saule mit Proteinen bekannter
molekularer Masse aus einem Gel Filtration LMW Calibration Kit (GE
Healthcare) war dann eine Umrechnung des Elutionsvolumens im
Absorptionsmaximum bei 280 nm in die entsprechende molekulare Masse
mdglich. Hierbei wurde mit Elutionsvolumen eines Absorptionsmaximums der

Quotient K,y nach der Formel

K _Ve_Vo
av—Vt_V0 [1]

berechnet, wo K, fur den Verteilungskoeffizienten, V. fur das Elutionsvolumen,
V, fur das Leervolumen und V; fir das Gesamtvolumen der Saule stehen.
Nahert sich V. dem Leervolumen V, an, eluiert ein Protein in einem Bereich, der
darauf schlieen lasst, dass das Protein nicht in die Poren eingetreten ist, also
grol} ist. Tritt ein Protein aufgrund seiner geringen GroRe hingegen auch in die
Poren des Saulenmaterials ein, so nahert sich das Elutionsvolumen dem
Gesamtvolumen der Saule V; und K, nadhert sich dem Wert 1. Uber den
linearen Zusammenhang von K,, zum Logarithmus der molekularen Masse, der
durch die Eichung saulenspezifisch bekannt war, konnte dann auf die

molekulare Masse ruckgerechnet werden.

Vor jedem Chromatographielauf wurde die Saule mit 30 ml bei 25 ml

Saulenvolumen mit TNM Puffer aquilibriert. Das aufgereinigte Protein wurde
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daraufhin mit einem Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Device auf ein Volumen
<1 ml konzentriert, mittels einer TBC-Einmalspritze in den Probenstutzen des
AKTApurifier Systems injiziert, anschlieRend in TNM Puffer auf die Saule
aufgetragen und eluiert. Die Elutionsvolumina wurden fraktioniert, mittels SDS-
Gelektrophorese, Western-Blot und Immundetektion (siehe 2.2.3 bis 2.2.6) auf
die Anwesenheit von mCIN untersucht und die Fraktionen mit
pradominierendem mCIN Gehalt fur weitere Versuche zusammengefuhrt und

gegebenenfalls nochmals mit GroRenausschlusschromatographie aufgereinigt.

2.2.17 Proteinkonzentrationsmessung.

Die Konzentration des aufgereinigten Chronophins wurde tUber die Absorption
bei 280 nm mithilfe eines NanoDrop™2000c Spektrophotometers mit der

Formel

E x MW
c=" [1]
exd

mit ¢ (Konzentration des Proteins in mg/ml), E (Extinktion bei 280 nm), €
(Extinktionskoeffizient in Imol™*cm™) und d (Schichtdicke in cm) nach dem
Lambert-Beerschen-Gesetz bestimmt. Der auf dem Gehalt an aromatischen
Aminosauren beruhende Extinktionskoeffizient € wurde mit der Webseite
PROTPARAM (http://web.expasy.org/protparam/) (142) fur mCIN WT und mCIN
A194K/A195K mit 18,45 berechnet. Die molekularen Massen beliefen sich nach
dem TEV-Verdau (siehe 2.2.15) auf 31,8 kDA (mCIN WT) und 31,9 kDa (mCIN
A194K/A195K).

2.2.18 Thermofluor

Mittels der Thermofluor-Methode kénnen Rulckschlisse auf die thermische
Stabilitat eines Proteins gezogen werden und so die Zusammensetzungen der
Pufferlosung, in der das Protein aufgereinigt wird, hinsichtlich pH,
Salzkonzentration und Zusatzen optimiert werden, insbesondere wenn
Probleme mit der Ld&slichkeit auftreten oder mogliche Pufferbedingungen far
Proteinkristallisationsexperimente naher eingegrenzt werden sollen. Die
Analyse eines aufgereinigten Proteins mittels Thermofluor basiert auf dem

optischen Nachweis der Denaturierung des Proteins. Die schrittweise Erhohung
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der Reaktionstemperatur sorgt hierbei fir eine allmahliche Auffaltung des
Proteins, was einem im Reaktionsgemisch gelésten, hydrophoben Farbstoff
SYPRO® Orange (Invitrogen) ermdglicht, an die zuvor im Proteininneren
befindlichen hydrophoben Aminosauresequenzen zu binden. Bei einer
Anregung mit Licht der Wellenlange 492 nm emittiert SYPRO® Orange bei
einer Wellenlange von 610 nm. Wahrend die Fluoreszenz von SYPRO®
Orange in polarer Umgebung wie zum Beispiel wassriger LOosung gering ist,
steigt sie in unpolaren Umgebungen, wie hier in der Interaktion mit
hydrophoben Aminosauren an (149, 150). Der =zeitliche Verlauf der
kontinuierlich registrierten Fluoreszenz nimmt eine sigmoidale Form an: Einem
flachen Verlauf der Fluoreszenz bei niedrigen Temperaturen und somit
gefaltetem Protein schlief3t sich ein steiler Anstieg der Fluoreszenz im Bereich
um den Schmelzpunkt Tm an. Er markiert als Umkehrpunkt den maximalen
Anstieg der Fluoreszenz, also den Punkt, an dem die Halfte des Proteins
gefaltet, die andere aufgefaltet vorliegt. Daraufhin erreicht die Fluoreszenz eine
Sattigungsphase, bzw. sinkt durch Prazipitation des Farbstoffes sogar leicht ab
(150). In einem Reaktionsvolumen von 25 pl wurden 20ul Puffer, 2,5 pl
aufgereinigtes Protein (5 mg/ml) und 2,5 pl SYPRO® Orange (50x) miteinander
vermischt. Als Kontrollen wurden das zu untersuchende Protein mit Puffer,
SYPRO® Orange mit Puffer und ausschliel3lich Puffer verwendet. Bei keiner
der Kontrollen kam es zu einem auswertbaren Signal. Die Versuche wurden mit
einem MX3005P Real-Time PCR Thermalcylcer durchgeflhrt.

2.2.19 Rasterkraftmikroskopie

Da konventionelle optische Mikroskope physikalisch bedingt lediglich Objekte
aufldsen konnen, die grolRer als die halbe Wellenlange des verwendeten,
sichtbaren Lichts sind, ist die Anwendbarkeit auf Objekte beschrankt, die
deutlich groRRer als 200 nm sind (151). Diese Grenze wird als das sogenannte
Abbe-Limit bezeichnet, das erst durch neuere optische Fluoreszenz-
mikroskopietechniken wie STED (Stimulated Emission Depletion) (152) und
STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy) (153) unterschritten

werden konnte. Fur die Darstellung von einzelnen Proteinen, die wie
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Chronophin gemaf ihrer kristallographischen Strukturdaten GroéRenordnungen
von etwa 10 nm im Durchmesser erwarten lassen, ist die konventionelle
optische Mikroskopie demnach nicht geeignet, wahrend
Fluoreszenzmikroskopie das Vorhandensein von Fluoreszenzproteinen
erfordert.

Die Rasterkraftmikroskopie, erstmals beschrieben in (154), hingegen erlaubt
eine indirekte Oberflachenmikroskope und kann als nicht-optische
Mikroskopietechnik Objekte im Nanometerbereich auflésen. Dies wird dadurch
moglich, dass die Interaktion zwischen einer kleinen, Uber der
Probenoberflache oszillierenden Messnadel, dem Cantilever, und dem zu
untersuchenden Objekt messtechnisch erfasst und in ein
oberflachentopographisches Bild umgerechnet wird. Voraussetzung hierflr ist
die Deposition der Probe auf einer sehr glatten Oberflache. Mica, ein
Schichtsilikat, lasst sich in aulerst glatte Oberflachen spalten und ist deshalb
fur diese Anwendung sehr geeignet. Das grundsatzliche Prinzip beruht auf der
Erregung des Cantilevers nahe seiner Resonanzfrequenz und deren Anderung
durch Kréafte, die zwischen Cantilever und Probe auftreten. Hierbei spielen unter
anderem Van-der-Waals-Krafte, Kapillarkrafte und quantenmechanische
Wechselwirkungen, auf deren Details an dieser Stelle jedoch nicht naher
eingegangen werden soll, eine Rolle. Der schematische Aufbau wird in
Abbildung 10 deutlich. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit der

Software Image SXM von Steve Barrett.

Mit den gewonnenen Daten Uber die Proteinhohe, die Grundflache der Proteine

konnte das Molekulvolumen mit der Formel nach (155) berechnet werden:
V=H-b)*A [2]

mit H (durchschnittliche Proteinhdhe), b (Hohe des Hintergrunds, Hohe des

Micas), A (Grundflache der gemessenen Proteine) berechnet. Anschlieffend

konnte daraus mit der Formel

(V +5,9)
MW = —1'2 [3]

mit V (Volumen) das Molekulgewicht (MW) berechnet werden. Diese Korrelation

wurde von Dr. Ingrid Tessmer empirisch fur den Rasterkraftmikroskopieaufbau
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mit dem Modell Molecular Force Probe (MFP)-3D-BIO von Asylum Research

erstellt.

Zu diesem Zweck wurde das aufgereinigte und in AFM Depositionspuffer
(HEPES 25 mM, KCI 50 mM, MgCl, 10 mM, pH 7,5) auf 1 yM, 500 nM und
300 nM verdunnte Protein auf frisch gespaltenes Mica aufgebracht, mit
vollentsalztem Wasser Uberspult und anschlieffend vorsichtig unter einem

gasformigen Stickstoffstrahl getrocknet.

Die Aufnahmen wurden daraufhin im Oszillationsmodus eines MFP-3D-BIO
Rasterkraftmikroskop erstellt. Die Bilderfassung und -verarbeitung erfolgte mit
Asylum Research Software auf der IGOR Pro Plattform bei einer gescannten
Flache von 2 x 2 pmz, einer Scanfrequenz von 0,5 Hz und einer Auflosung von
1024 x 1024 Bildpunkten. Die Molekllvolumina wurden mit der NIH Image
Software ImageSXM gemessen und in molekulare Masse umgerechnet. Die
molekulare Masse und deren Messabweichungen wurden aus dem Maximum
und zwei Standardabweichungen von Gauf'schen Normalverteilungen mit
R2> 0,79 fir mCIN WT und R2>0,96 fir mCIN A194K/A195K mittels der
Software Origin (Origin-Lab, Version 8.6) bestimmt. Die gezeigten Daten

stammen aus dreifach durchgefiihrten Experimenten.
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Detektion/Feedback

Cantilever

Protein

Abbildung 10: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskops
(Darstellung stark vereinfacht).
Das Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskop beruht auf den Interaktionen zwischen dem

auf Mica aufgebrachtem Protein und dem sogenannten Cantilever. Hierbei auftretende
wechselwirkende Krafte verandern die Resonanzfrequenz des durch einen Piezo-Kristall in
Schwingung versetzten Cantilevers. Diese Anderung wird durch die Ablenkung eines
Laserstrahls, der auf den Riicken des Cantilevers gerichtet ist, auf einer Photodiode detektiert.
Eine Feedbackschleife sorgt fir eine konstante Oszillation des Cantilevers, der rasterartig tber
die zu untersuchende Flache bewegt wird.

2.2.20 Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation (AUC, Sedimentationslauf) ist ein Verfahren,
bei dem das Verhalten von Proteinen wahrend einer Zentrifugation
Ruckschlisse auf die molekulare Masse zulasst. Ausschlaggebend hierbei ist
die Proteingrenzfront, die sich wahrend der Zentrifugation ausbildet und die sich
entlang der wirkenden Zentrifugalkraft radial nach aulen bewegt. Die genaue
Bestimmung der Proteingrenzfront erfolgte mittels kontinuierlicher Messung der
ODgyg in Schritten von 0,003 cm ohne Mittelung. Die auf das Protein wirkenden
Krafte sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Schematisierte Darstellung eines exemplarischen Proteinmolekils
und der bei der AUC wirkenden Krafte.
Wahrend die Sedimentationskraft das Protein nach auf3en treibt, wirken ihr sowohl! die

Reibungskraft des Proteins mit dem Ldsungsmittel als auch die Auftriebskraft entgegen und
bewirken so ein Kraftegleichgewicht. Das Proteinmolekll sedimentiert so mit konstanter
Geschwindigkeit.

Wahrend der Zentrifugation bewirkt die gleichzeitig stattfindende Diffusion ein
Verstreichen und eine Verbreiterung der Proteingrenzfront. Die Bewegung der
Proteingrenzfront, also die Veranderung der Konzentration Uber die Zeit und die
radiale Position sind somit ein Zusammenspiel aus Sedimentationsfluss und
Diffusionsfluss, was in der sogenannten Lamm-Gleichung (156), einer partiellen
Differentialgleichung ausgedruckt wird. Der Sedimentationskoeffizient s als
Geschwindigkeit des Partikels pro Einheit der radialen Beschleunigung vereint
die in Abbildung 11 dargestellt wirkenden Krafte und findet Ausdruck in der
Svedberg Gleichung (157),

wobei s fur den Sedimentationskoeffizient, D fur den Diffusionskoeffizient, M fur
Molmasse, v fur ,partialspezifisches Volumen®, das in Naherung der reziproken
Dichte des Partikels entspricht, p fur die Dichte des Losungsmittels, R fur die

universelle Gaskonstante und T flr Temperatur steht.

Die Bestimmung von s und D im Rahmen der Lésung der Lamm-Gleichung
erlaubt dann im Gleichgewichtsfall der wirkenden Krafte Uber den obigen

Zusammenhang die molekulare Masse der Proteinpartikel zu bestimmen.
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Nach diesem Prinzip wurde die analytische Ultrazentrifugation mit einer
Beckman Optima XL-I Analytische Ultrazentrifuge (Beckman Coulter) in einem
An-50Ti Rotor bei 128794 x g bei 20 °C durchgefuhrt Die Proteine mCIN WT
und mCIN A194K/A195K wurden in E.coli exprimiert, mit dem AKTApurifier
aufgereinigt (siehe 2.2.14 und 2.2.15) und in TNM-Puffer auf eine ODygy von
0,5-0,8 verdinnt. Die Proteinlésungen sowie TNM-Puffer als Referenz wurden
in  Volumina von 380-400 ul in die Doppelsektor-Messzellen aus
kohleverstarktem Epon-Kunstharz pipettiert, in die zuvor Fensterglaser aus
Saphir eingesetzt wurden. Die anschlieend gemessenen Daten wurden mit der
Software SEDFIT ausgewertet, um Verteilungen far den
Sedimentationskoeffizienten c(s) als Losungen der Lamm-Gleichung zu
bestimmen. Die Verteilung des Sedimentationskoeffizienten c(s) kann dann in

eine Molekularmassenverteilung ¢(M) umgewandelt werden (158).

Die Daten wurden in drei unabhangigen Experimenten gewonnen. Die
Datenanalyse erfolgte mit Regularisierung bei einem Konfidenzintervall von
0,68 und r.m.s.d. (Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung)-Werten von
0,007 bis 0,012 fur das Reibungskoeffizientenverhaltnis f/fy, das Ruckschlisse
auf die Proteinform erlaubt, fur Zeit-unabhangiges Rauschen, die Baseline und

die Meniskusposition.

2.2.21 Aktivitdtsmessung von Chronophin

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt von Chronophin wurde die
Dephosphorylierung von Pyridoxal-5-phosphat (PLP) durch Chronophin (58)
gemessen. Hierzu wurden in einer Nunclon™ Surface 96-well Platte je Well
45 ul Chronophin auf eine Konzentration von 222 nM in TNM Puffer verdinnt
und in Triplikaten vorgelegt. Anschliellend wurde eine Verdunnungsreihe von
PLP in TNM Puffer in den Schritten 10 mM, 5 mM, 2,5 mM, 1,25 mM, 625 uM,
313 uM, 156 uyM und 78,1 uM angelegt und je 5 ul davon zu den Chronophin-
Ansatzen zugegeben. In dem Gesamtreaktionsvolumen von 50yl lag
Chronophin nun in einer Konzentration von 200 nM, PLP in Konzentrationen
von 1 mM, 500 yM, 250 uM, 125 uM, 62,5 uM, 31,3 yM, 15,6 uM und 7,81 uM

vor. Als Leerwerte dienten Triplikate mit jeweils 45 yl TNM Puffer, zu denen in
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gleicher Weise jeweils 5 ul PLP in absteigender Konzentrationsreihe ausgehend
von 10 mM zugegeben wurde. Die Reaktion wurde durch die Zugabe des PLP
gestartet. Nach 5 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pl
BIOMOL GREEN™ malachite green reagent (Enzo® Life Sciences) gestoppt.
Das darin enthaltene Molybdat reagiert mit dem durch die Dephosphorylierung
von PLP frei gewordenen Orthophosphat zu Phosphomolybdato-Komplexen
(159). Deren Absorption bei 620 nm wurde nach einer Inkubationszeit von 20
Minuten bei Raumtemperatur mit einem EnVision™ 2104 multilabel reader
(PerkinElmer) erfasst. Um die Absorptionswerte bei 620 nm in nmol Phosphat
umrechnen zu konnen, wurde durch eine Verdunnungsreihe von 1 nmol,
0,5 nmol, 250 pmol, 125 pmol, 62,5pmol, 31,25 pmol Phosphat eine
Eichgerade fur jede BIOMOL GREEN™ Reagenz erstellt. Die Auswertung der
so gewonnenen Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, Inc.). Unter Annahme einer Michaelis-Menten-Kinetik (160) wurde
hierbei mittels nicht linearer Regression die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit vmax, die Michaeliskonstante Ky, , sowie der Quotient
aus Vmax und Enzymkonzentration, kg, sowie die  sogenannte

Leistungskonstante kca/Km ermittelt.

2.2.22 Grundlagen der Proteinkristallisation

Die Grole eines Proteins, im Fall des Chronophin-Dimers von etwa 10 nm
Durchmesser, ist der Grund, weshalb optische Methoden fiur die genaue
Bestimmung der Struktur ausscheiden. Rodntgenstrahlen hingegen mit
Wellenlangen um 0,1nm bieten eine ausreichende Auflosung.
Grundvoraussetzung fur die Strukturanalyse eines Proteins ist dessen
Anordnung in einem Kristallgitter. Die kleinste Einheit dieses Kristallgitters ist
die sogenannte Elementarzelle. Durch periodische Translation der
Elementarzelle in alle drei Raumrichtungen lassen sich alle Gitterpunkte des

Kristallgitters beschreiben.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung eines Kristallgitters aus
Elementarzellen.

Dargestellt ist eine schematisches Kristallgitter aus mCIN Dimeren (PDB: 4BX3). Dieses
entsteht durch die Translation der Elementarzelle (in geschwungenen Klammern abgegrenzt) in
die Raumrichtungen x,y,z.

Durch die periodisch gleichmalige Ausrichtung des Proteinmolekuls in einer
Gitteranordnung entstehen bei der Beugung der Rontgenstrahlen
Summationseffekte. Die auftretenden Interferenzmuster kénnen detektiert
werden und lassen so Ruckschlisse auf die zugrunde liegende Elementarzelle
zu. Mittels einer mathematischen Operation, der Fourier-Synthese, kann aus
dem Interferenzmuster auf die Elektronendichte innerhalb der Elementarzelle
geschlossen werden. Wahrend durch die Detektion des Interferenzmusters
lediglich Amplituden der Rontgenstrahlung gemessen werden kdnnen, gehen
die Informationen Uber die Phase verloren. Diese Phasenverschiebung, also die
Verschiebung der Nulldurchgange der wellenformigen Rdntgenstrahlung, tritt
durch die Beugung der Rontgenstrahlung an den Elektronen auf und liefert eine
unverzichtbare Information flir die Elektronendichte innerhalb der
Elementarzelle (161). Um dieses Phasenproblem zu l6sen, wurde im Fall von
MCIN A194K/A195K auf die Methode des molekularen Ersatzes (162-164)
zuruckgegriffen, die mithilfe von Analogien bekannter Proteinstrukturen wie hier

humanem Chronophin (PDB: 20YC) die unbekannten Phasen liefern kann. Mit
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diesen Informationen kann dann die Elektronendichtekarte und schlieRlich die
raumliche Struktur des Proteins erstellt werden. Fur detaillierte Hintergrinde
bezuglich Proteinkristallisation, Datenakquisition und -auswertung und
zugrunde liegender mathematisch und physikalischer Uberlegungen sei an

dieser Stelle auf einschlagige Lehrblcher verwiesen. (165-167)

2.2.22.1 Dampfdiffusionsmethode

Zytosolische Proteine liegen grundsatzlich in wassriger Losung vor. Um sie zur
Kristallisation zu bringen, muss ein Zustand der Ubersattigung erreicht werden
(siehe Abbildung 13). Um dies =zu erreichen, bedient man sich der
Dampfdiffusion und der Zugabe von Fallmitteln. Der Dampfdiffusionsmethode
liegt zugrunde, dass zwei unterschiedlich konzentrierte Losungen, die
Proteinldsung und die Stammlésung, in einem abgeschlossenen
Reaktionsraum danach streben, den herrschenden Konzentrationsunterschied
uber Dampfdiffusion auszugleichen. Dadurch, dass die Proteinlosung eine
geringere Fallmittelkonzentration als die Stammldésung aufweist, hat die
Dampfdiffusion eine allmahliche Dehydrierung der Proteinldsung bis zur
Ubersattigung zur Folge. Gleichzeitig sorgt die Zugabe von Fallmitteln, wozu
meistens stark wasserbindende Polyethylenglykole verwendet werden, dafur,
dass weniger Wasser flur die Hydratation des Proteins zur Verfligung steht
(167). Aus dieser allmahlichen Uberséttigung entstehen dann durch weiteren
Anstieg der Proteinkonzentration Kristallisationskeime, an denen die Nukleation
stattfindet. Durch das zunehmende Kristallwachstum nimmt dann die
Proteinkonzentration in der Losung wieder ab. Kristallwachstum ist allerdings
nicht nur von der herrschenden Protein- und Fallmittelkonzentration abhangig,
sondern wird von vielen Faktoren wie Additivazugabe, Temperatur und pH-Wert

beeinflusst.
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Y

Fallmittelkonzentration

Abbildung 13: Phasendiagramm einer Proteinldsung.
Das Verhalten einer Proteinldsung ist von der Proteinkonzentration und der Konzentration des

Fallmittels abhangig. Durch das allmahliche Ansteigen beider Konzentrationen im Rahmen der
Dampfdiffusionsmethode bewegt sich die Proteinlésung im Phasendiagramm entlang der
gelben Strecke in den Bereich der Ubersattigten Losung. Durch weiteres Konzentrieren kommt
es zur Kristallnukleation, das Kristallwachstum selbst findet dann im Bereich der lbersattigten
Lésung statt. Dargestellter Kristall: mCIN A194K/A195K .

Das zu kristallisierende Protein wurde nach der Aufreinigung mit 10 kDa MWCO
Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Device (MILLIPORE™) in TNM Puffer
(50 mM TEA, 250 mM NaCl, 5 mM MgCl,) konzentriert, bis eine Konzentration

von 8-10 mg/ml erreicht war (siehe 2.2.17).

Um geeignete Kristallisationsbedingungen fur mCIN A194K/A195K zu finden,
wurden zunachst Screening-Untersuchungen in sitting-drop-Technik (siehe
Abbildung 14) durchgeflihrt, die geeignete Bedingungen hinsichtlich Fallmittel,
Additiva, Puffersubstanz sowie pH-Wert naher eingrenzen sollte. Hierzu wurden
mithilfe des Kristallisationsroboters HoneyBee 963 (Zinsser Analytic) auf
CrystalQuick™ 96 Well Sitting-Drop Platten (Greiner Bio-One) zu je 0,3 pl
vorgelegter Proteinlosung je 0,3 yl Stammldsung pipettiert und mit 40 pl

Stammldsung im Reservoir aquilibriert. Die Stammldsungen entstammten den
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kommerziell erhaltlichen Kristallisationspuffersammlungen Crystal Screen 1 & 2,
Index (Hampton Research); neXtal PEG Suite, neXtal pHClear Suite, Protein
Complex Suite (QIAGEN), OptiMix-3 (Fluidigm), Wizard 1 & 2 (Rigaku). Die
Sitting-Drop Platten wurden anschlieRend mit Folie verschlossen, bei 20 °C
gelagert und anfangs taglich, spater im Abstand von einigen Tagen mit einem
SteREO Discovery.V12 Mikroskop (Zeiss) auf Wachstum von Kristallen
Uberprift.

A B

Folie Deckglas
Protein

Abbildung 14: Sitting-drop und Hanging-drop Technik.

Bei der Sitting-drop Technik in A ruht der Proteintropfen auf einer Art Podest und steht mit der
héher konzentrierten Stammldsung iber Dampfdiffusion in Verbindung. Bei der Hanging-drop
Technik in B hangt der Proteintropfen an einem Deckglas tber der Stammlésung. Wichtig ist in
beiden Fallen der luftdichte Abschluss gegeniber der Umgebung, damit keine Verdunstung
nach auflen auftreten kann.

In den sitting-drop Screens vielversprechende Pufferbedingungen wurden in
Hanging-drop-Technik  (siehe  Abbildung 14) weiter bezuglich der
Konzentrationen von Additiva, Fallmittel, Puffer und des pH variiert, um die
Kristalle hinsichtlich ihrer Form und Grole zu optimieren. Die
Proteinkonzentration von mCIN A194K/A195K gel6st in TNM-Puffer (50 mM
TEA, NaCl 250 mM, MgCl, 5 mM) betrug 7-12 mg/ml. Pro Well wurden 1 ml
Puffer in eine Nunclon™ A Surface 24-well Multischale (Nunc) pipettiert und je
3 ul der Stammldésung mit je 3 ul der Proteinlésung auf silikonisierte Deckglaser
(Hampton Research) pipettiert. Anschlielend wurden die Wells vorsichtig mit
den Deckglasern verschlossen, so dass die Protein-Puffer-Tropfen an deren
Unterseite hingen. Um Verdunstung zu vermeiden, wurden die Rander der
Deckglaser mit Baysilone Paste (GE Bayer Silicones) verschlossen. Die
Multiwellplatten wurden anschlieRend bei 20 °C aufbewahrt und mit einem
Binokular auf Kristallwachstum Uberpruft. Unter den Kristallisationsbedingungen
MES 0,1M (pH 6,5), Polyethylenglykolmonomethylether 550 25% (w/v)
erschienen mCIN A194K/A195K-Kristalle nach 3-4 Tagen als dinne Platten.
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Entstandene Kristalle wurden mit einer Nylonschleife aufgenommen. Um
Gefrierschaden zu vermeiden wurde der Kristall in StammIésung mit 30 % (v/v)
Gycerin als Kryoprotektivum getrankt. AnschlieBend wurde der Kristall in

flussigem Stickstoff eingefroren.

2.2.22.2 Sammlung, Auswertung und Darstellung von Strukturdaten

Die Datensammlung erfolgte mittels Beamline 141, Berliner
Elektronenspeicherring-Gesellschaft flir Synchrotronstrahlung (BESSY), Berlin
bei einer Wellenlange von 0,91861 A. Samtliche kristallographischen Daten
wurden durch Gunnar Knobloch (Rudolf-Virchow-Zentrum, Wdurzburg) mit
iMosflm (138) und Scala (144) aus der CCP4 Programmsammlung (137)
ausgewertet und weiterverarbeitet. Die Struktur von mCIN A194K/A195K wurde
mittels molekularem Ersatz mit dem Programm Phaser (139) mit humaner
Pyridoxal-5'-Phosphatase (PDB: 20YC) als Suchmodell gelést und bei einer
Auflésung von 1,75 A mit dem Programm PHENIX (140) weiter verfeinert.

Die Abbildungen samtlicher dargestellter Proteinstrukturen wurden mit dem
Programm PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3
Schrédinger, LLC) erstellt.

2.2.23 Datenbanksuche und Strukturvergleich

Die initial von Gunnar Knobloch in (57) durchgefuhrte Datenbanksuche und der
anschlieBende Strukturvergleich wurde fur diese Arbeit nochmals ausgefuhrt

und um zwischenzeitlich neu publizierte Strukturdaten erganzt.

In diesem Zusammenhang wurde auf die The Protein Data Bank, www.rcsb.org
(143) zurlckgegriffen, in der Strukturdaten fur Proteine hinterlegt werden, um
strukturelle Gemeinsamkeiten von HAD-Hydrolasen naher untersuchen zu
konnen. Es wurden die unter den Pfam Eintragen PF00702, PF08282,
PF12710, PF13344, PF13242 und PF13419 dem Begriff HAD-Hydrolasen
zugeordneten Eintrage durchsucht und mit der Liste aus (25) abgeglichen.
Sequenzen mit einer mindestens 90%-igen Sequenzentsprechung wurden als
einfacher Eintrag gewertet, um so Mehrfacheintrage und mutierte Strukturen
nur einmal in die Auswertung eingehen zu lassen. Informationen Uber die

Quartarstruktur sowie Uber die Dimergrenzflache und A'G wurden gemaR den
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Angaben vom ,Protein interfaces, surfaces and assemblies” Service PISA am

Europaischen Institut fir Bioinformatik (141) bezogen.

Der Vergleich von Proteinstrukturen erfolgte mittels strukturellem Alignment der
Software PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3
Schrodinger, LLC).
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3. ERGEBNISSE

3.1 Vergleich der Sekundarstruktur von HAD-Hydrolasen

Die Suche bei The Protein Data Bank (siehe 2.2.23) nach HAD-Hydrolasen, von
denen zahlenmallig die HAD-Phosphatasen die grofdte Gruppe darstellen,
ergab insgesamt 186 Eintrage, fur die die dreidimensionale Struktur bekannt ist
(siehe Tabelle 5 und Anhang,Tabelle 8). 108 (~58%) davon sind vermutlich
Homooligomere, 77 (~41%) Monomere und ein Protein geht ein Heterodimer
ein. Wahrend bei publizierten Datensatzen von unselektierten Oligomeren mit
Vertretern aus verschiedenen Proteinfamilien mehr als 60% als Dimer vorliegen
(168), machen bei HAD-Hydrolasen Dimere 71 % (n=77) der Gesamtzahl an
Oligomeren (n=109) aus. In der Familie der HAD-Hydrolasen scheinen Dimere
somit in reprasentativer Weise vertreten zu sein. Die nahere strukturelle
Unterscheidung der HAD-Hydrolasen hinsichtlich ihrer Cap-Doméanen ergab,
dass bei HAD-Hydrolasen mit C1-Cap-Domanen annahernd die Halfte der
Vertreter (~45%, n=44) als Monomere vorliegt. Demgegenuber liegen Proteine
mit einer C2a-Cap-Domane ausschlieBlich als Oligomere vor, namlich als
Dimere (n=12) oder Tetramere (n=6).

Tabelle 5: Zuordnung von Cap-Typ und Quartarstruktur von
strukturbestimmten HAD-Hydrolasen

CO0| C1 |C1+C2|C2a|C2b | Gesamt
Monomer 11| 44 6 16 77
Dimer 3| 44 6 12 | 11 76
Heterodimer - 1 - - - 1
Trimer - 2 - - - 2
Tetramer 12| 4 - 6 1 23
Hexamer - 1 - - - 1
Oktamer 4 | 1 - - - 5
Dodekamer - 1 - - - 1
Summe 30| 98 12 18 | 28 186
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3.2 Grundlagen der Mutagenese in der Dimerisierungs-

grenzflache

Um die Dimerisierung von Chronophin naher zu untersuchen, rickten die fur die
Dimerisierung verantwortlichen Aminosauren und die Oberflache, die durch die
Dimerisierung von den beiden Untereinheiten bedeckt wird, die
Dimergrenzflache, oder auch Dimer-Interface genannt, in den Fokus. Im
Bereich des Dimer-Interfaces findet die Interaktion der beiden Untereinheiten
statt und hier sollte versucht werden, durch Punktmutationen die Dimerisierung
von Chronophin zu stéren, um eine konstitutiv monomere Chronophin-Mutante
zu erhalten. Im Fall von murinem Chronophin (PDB: 4BX3) bilden 257
Aminosauren von insgesamt 292 Aminosauren die Proteinoberflache, wahrend
die verbleibenden 35 Aminosauren nicht oberflachengebend sind. Bei einer
Gesamtproteinoberfliche eines Chronophinmolekiils von 13356 A2 nimmt das
Dimer-Interface mit 29 Aminosauren (siehe Abbildung 17) eine Flache von
992 A? ein, somit also einen Anteil von etwa 7,4% der Gesamtoberfliche. Dabei
kommt zwei Alaninen an Position 194 und 195 in der Aminosaureabfolge eine
besondere Stellung zu. Sie befinden sich in einer a-Helix, die der antiparallel
verlaufenden a-Helix der zweiten Untereinheit im Homodimer direkt gegenuber

(siehe Abbildung 16), also nahe dem Symmetriezentrum liegt.

Ein Aminosaureaustausch in diesem Bereich muss vor allem gewahrleisten,
dass die Sekundarstruktur, also in diesem Fall die a-Helix, erhalten bleibt.
Ebenso sollte die Mutation nicht andere derart grundlegende
Konformationsveranderungen der Proteinstruktur zur Folge haben, dass durch
eine Fehlfaltung des Proteins keinerlei Rulckschlisse mehr Uber die
Dimerisierung oder sonstige funktionelle Eigenschaften von Chronophin

getroffen werden kdnnen.
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Abbildung 15: Chronophinhomodimer in Oberflachendarstellung.

Fir Untereinheit A ist das Dimergrenzflache rot eingefarbt, fir Untereinheit B gelb. Diese
kolorierten Bereiche reprasentieren die Kontaktflachen, entlang derer die Protein-Protein-
Interaktion der Untereinheiten stattfinden, die schlieRlich fur die Dimerisierung verantwortlich
sind. PDB: 4BX3.

Abbildung 16: Chronophinhomodimer in Schnittbilddarstellung.
Schnittbilddarstellung von Abbildung 16 mit den alpha-Helices von '*Glycin bis **'Glycin als
Teil der jeweiligen in Gelb und Rot unterschiedenen Dimergrenzflachen. Die blauen Pfeile
reprasentieren die Orientierung der Aminosaurekette von N-terminal nach C-terminal und
verdeutlichen die antiparallele Orientierung der a-Helices. In Cyan sind die Lokalisationen von
Alanin und 'Alanin markiert, die sich genau gegeniiber liegen und somit geeignete
Aminosaurereste fur die Mutagenese darstellen. PDB: 4BX3 (modifiziert).

Die Alanine an Position 194 und 195 (siehe Abbildung 17) zu substituieren,
erschien aufgrund der in Abbildung 16 ersichtlichen antiparallelen Lage im
Bereich der Drehachse der bei Homooligomeren vorherrschenden C2-

Symmetrie (168, 169) hierfir als vielversprechendste Variante. Eine
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Substitution der Alanine durch Lysine versprach aus zwei Grunden, die
Dimerisierung an dieser Stelle zu inhibieren: Lysine sind mit einem typischen
pKs =10,8 der e-Aminogruppe (170) bei einem intrazellularen pH-Wert von
typischerweise etwa 7,2 (171) positiv geladen. Neben der dadurch
herrschenden elektrostatischen AbstoRung der sich gegenlberliegenden Lysine
konnte andererseits auch die alleinige GroRe der Lysine eine Annaherung der
Homodimeruntereinheiten erschweren. So nimmt ein Alanin ein Van-der-Waals
Volumen von 67 A3, ein Lysin hingegen von 135 A2 ein (172). Die tatsachliche
Relevanz dieser Uberlegungen zeigt sich auch in der vorherrschenden relativen
Unterreprasentation von Lysinen in Dimer-Interfaces im Vergleich zur

Gesamtheit der in Proteinen vorkommenden Aminosauren (173).

A mCINWT
1449/GYDEQFSFS RLTEACAHLR DPDCLLVATD RDPWHPLSDG SRTPGTGSLA AAVETASGR?%?

B mCIN A194K/A195K
144YGYDEQFSFS RLTEACAHLR DPDCLLVATD RDPWHPLSDG SRTPGTGSLA KKVETASGR?%?

Abbildung 17: Aminosauresequenz der Dimergrenzflache von mCIN.
(A) mCIN WT und (B) mCIN A194K/A195K. Die an der Dimerbildung beteiligten Aminosauren,

die das sogenannte Dimer-Interface bilden, sind gelb hinterlegt. In (B) sind die mutierten
Aminosauren Lysin194 und Lysin195 blau gekennzeichnet.

3.3 Untersuchungen uber die Dimerisierung der Mutante mCIN
A194K/A195K im Vergleich zu mCIN WT

3.3.1 Metallaffinitdtschromatographie

Als Expressionssystem fur das mittels ortsspezifischer Mutagenese (siehe
2.2.8.1) generierte Konstrukt pETM-11 mCIN A194K/A195K dienten
Escherichia coli BL21 pG-Tf2. Dieser speziell fur Proteinexpression geeignete
Stamm enthalt, auf dem pG-Tf2 Plasmid kodiert, zusatzlich die Chaperone
GroEL mit einer molekularen Masse von 60 kDA, GroES von 10 kDa und Tf von
56 kDa (Werte als Naherung gemal} Herstellerangaben). Wahrend GroEL und
GroES im Komplex einen Hohlraum bilden, in dem ATP-abhangig missgefaltete
Proteine in ihre native Konformation gebracht werden (174, 175), sorgt Tf durch

die kotranslationale Anlagerung an das Ribosom flur eine korrekte Faltung
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(176). Somit sollte die regelrechte Proteinfaltung und damit auch die
ausreichende Ldslichkeit der Chronophin A194K/A195K Mutante sichergestellt
werden.

Die Proteine mCIN A194K/A195K und mCIN WT wurden, wie in 2.2.14
beschrieben, exprimiert. Wie in Abbildung 18 zu sehen, gelang die Induktion der
Expression von mCIN A194K/A195K mit IPTG. Auch im Vergleich mit mCIN WT
zeigte mCIN A194K/A195K eine regelhafte Expression (siehe Abbildung 19)

nach 3 Stunden.

mCIN A194K/A195K

ty 1h 2h 3h 4h
100 kD —
75 —
- — ((:groEL
50 — R ~— Tf
37 —
o p— — — <— CN
25 —

Coomassie Farbung

Abbildung 18: SDS-Gel der Uberexpression von mCIN A194K/A195K, groEL,
groES sowie Tf in E.coli BL21 pG-Tf2.

Die Induktion der Koexpression von groEL (60 kDa), groES (10 kDa, hier aufgrund der
niedrigen molekularen Masse bereits aus dem Gel ausgetreten) und Tf (56 kDa) in E.coli BL21
pG-Tf2 erfolgte bereits mit dem Animpfen der Expressionskulturen mit Tetrazyklin (10 ng/ul).
Die Uberexpression von mCIN A194K/A195K wurde zum Zeitpunkt t, bei einer ODggo von 0,6-
1,0 durch die Zugabe von 1 mM IPTG induziert. In stlindlichem Abstand wurden Proben
entnommen, deren Volumina sich umgekehrt proportional zur ODggg verhielten (ODggo t,=0,680;
t,=0,902; t,=1,014; t3=1,096; t,=1,805; Probenvolumina t,=14,7 ul; t,=11,1 pl; ,=9,9 pl; t5=9,1 yl;
t,=5,5 ul). Die Proben wurden mit dem entsprechend doppeltem Volumen Laemmli-Puffer (2x)
komplett auf einem Polyacrylamidgel 12 % aufgetragen, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
und mit Coomassie Farbeldsung gefarbt.
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Abbildung 19:SDS-Gel der Uberexpression von mCIN A194K/A195K und mCIN
WT in E.coli BL21 pG-Tf2 im Vergleich.

Die Induktion der Expression von groES, groEL und Tf erfolgte mit 10 ng/ul Tetrazyklin bei dem
Animpfen der Kulturen. Die Expression von mCIN A194K/A195K und mCIN WT wurde zum
Zeitpunkt ty durch Zugabe von 1 mM IPTG gestartet. Zum Zeitpunkt t, und t=3h wurden jeweils
1ml der Bakteriensuspension abgenommen, abzentrifugiert und das Pellet in Laemmli-Puffer
(1x) auf eine ODgrr=10 gebracht. Es wurden davon je 10 pl auf ein SDS-Gel 12 % aufgetragen,
das anschlieRend mit Coomassie-Farbelosung gefarbt wurde. Nach einer Expressionszeit von
t=3h zeigten sowohl mCIN 194K/A195K und mCIN WT vergleichbare Expressionsstarken.

Mit der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ist eine Aussage Uber die
generelle Expression eines Proteins mdglich, da die E.coli-Zellen wahrend der

Probenvorbereitung aufgeschlossen und die Proteine denaturiert werden.

Um genauer zwischen I0slichem und unldslichem, moglicherweise
missgefaltetem Chronophin unterscheiden zu konnen, wurden die Proteine
mittels TALON® Metal Affinity Resin der Firma Clontech aufgereinigt (siehe
2.2.15). Dies ist ein Verfahren der Immobilized Metal Affinity Chromatography
(IMAC), einer Metallaffinitatschromatographie, bei der mit einem Poly-His-Tag
versehene Proteine in Losung uber ihre Interaktion mit Co?* spezifisch
aufgereinigt werden kénnen. Die Proteinbindung findet an Sepharosekigelchen
statt, an deren Oberflache Co®* lonen mittels Chelatkomplexbildnern gebunden
sind. Diese Methode eignet sich zur Aufreinigung kleiner Kulturvolumina und
lasst Uber die Konzentration der Proteine durch den Aufreinigungsprozess unter
nativen Bedingungen einen Ruckschluss auf deren Loslichkeit zu. Im Zytosol

der Zelle vorliegende Proteine kdnnen so nach Zellaufschluss tber die Bindung

76



an Sepharoseklgelchen nachgewiesen werden, wahrend unldsliche und in
Einschlusskorperchen vorkommende Proteine durch Zentrifugation entfernt
werden. Im Fall von mCIN A194K/A195K war im Western-Blot nach der
Metallaffinitatschromatographie eine im Vergleich zu mCIN WT verminderte
Signalstarke (Abbildung 20) bei vergleichbarer Expressionsstarke (siehe
Abbildung 19) auffallig, was als Hinweis darauf dienen konnte, dass die mCIN
A194K/A195K Mutante vermehrt in Einschlusskorperchen vorlag und sich so

teilweise der I6slichen Fraktion entzog.

mCIN A194K/A195K mCIN WT
#1 2 3 #1 2 3 Elutionsfraktion

100 kD —

75 —

50 —

37 — :

e P
25 —
15 —

anti- CIN Immunoblot

Abbildung 20: anti-CIN Immunoblot der Eluationsfraktionen einer Talon-
Aufreinigung von mCIN A194K/A195K und mCIN WT.
Aufgetragen sind die Elutionsfraktionen einer Talonaufreinigung aus identischen

Ausgangsvolumina mit einem gesamten Elutionsvolumen von 3 ml je Aufreinigung. Aufgrund
der abnehmenden Proteinkonzentration bei steigenden Elutionsvolumina wurden fir die
Elutionsfraktion 1 5 pl, fur die Elutionsfraktion 2 15ul und fur die Elutionsfraktion 3 20 pl
abgenommen und mit Laemmli-Puffer (4x) mittels SDS-Page und anschlieRendem Western-Blot
analysiert. Die Inkubation erfolgte mit Anti- Chronophin/ PDXP (C85E3)- Antikdrper. Die im
Vergleich gréRere Signalintensitat bei mCIN WT spricht fir eine geringere Loslichkeit von mCIN
A194K/A195K bei vergleichbarer Expression nach 3 h (siehe Abbildung 19).

3.3.2 GroRenausschlusschromatographie

Trotz der geringeren Ldslichkeit der mCIN A194K/A195K und der Tendenz des
Proteins auszufallen waren die Proteinmengen nach Zusammenfuhren der
Elutionsfraktionen aus der Metallaffinitdtschromatographie fur eine weitere
Analyse ausreichend. Um zu untersuchen, ob es sich bei der mCIN
A194K/A195K Mutante wie bei mCIN WT um ein Homodimer handelte, oder ob
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die zweifache Aminosauresubstitution ausreichend war, um die Dimerisierung
zu storen, wurden beide Proteine chromatographisch analysiert. Als Methode
der Wahl diente die Grolenausschlusschromatographie mit einer Superdex™
200 10/300 GL Saule. Der Vergleich des Elutionsverhaltens von mCIN WT und
MCIN A194K/A195K zeigte eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von
14,93 ml fir mCIN WT auf 16,10 ml fir mCIN A194K/A195K (siehe Abbildung
21). Eine Umrechnung des Elutionsvolumens in molekulare Masse ergab fur
mCIN WT 60,7 kDA (theoretischer Wert fur ein mCIN Dimer inklusive Poly-His-
Tag: 2x34,8kDa = 69,6 kDa) und fir mCIN A194K/A195K 34,7 kDA
(theoretischer Wert fur Monomer inklusive Poly-His-Tag: 34,9 kDa). Somit lag
ein erster Anhaltspunkt fur ein Vorliegen einer monomeren Chronophin-Mutante
im Fall von mCIN A194K/A195K vor.
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Abbildung 21: Vergleichende graphische Darstellung des Elutionsverhaltens von
MCIN WT und mCIN A194K/A195K.
Dargestellt ist die Absorption in Abhangigkeit vom Elutionsvolumen einer Superdex™ 200

10/300 GL Grofenausschlusschromatographiesaule fir mCIN WT und mCIN A194K/A195K.
Beide Proteine wurden in Elutionspuffer (TEA 50 mM, NaCl 250 mM, Imidazol 500 mM, MgCl,
5 mM) gelost aufgetragen und mit TNM-Puffer (TEA 50 mM, NaCl 250 mM, MgCl, 5 mM)
eluiert. Die Verschiebung des Elutionsmaximums von mCIN A194K/A195K von im Vergleich zu
mCIN WT 14,93 ml auf 16,10 ml als Ausdruck einer geringeren molekularen Masse spricht fir
das Vorliegen eines Monomers.
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3.3.3 Rasterkraftmikroskopie

Durch Zusammenarbeit mit Dr. Ingrid Tessmer am Rudolf-Virchow-Zentrum,
Waurzburg, konnten mCIN WT und mCIN A194K/A195K mithilfe der
Rasterkraftmikroskopie analysiert werden. Dieses Verfahren erlaubt eine
indirekte Betrachtung von Proteinen, indem, stark vereinfacht gesagt, eine sehr
feine, oszillierende Nadelspitze, der sogenannte Cantilever, in Schwingung
versetzt wird (siehe Schema in Abbildung 10) und an das Protein angenahert
wird. Die zwischen dem Cantilever und dem Protein wirkenden Krafte werden
registriert und ausgeglichen, so dass die Schwingung des Cantilevers konstant
bleibt. Somit kann eine Oberflachendarstellung der abgerasterten Oberflache
erstellt werden (siehe Abbildung 22). Im Fall von mCIN WT und mCIN
A194K/A195K konnte hierbei ein grof3er Unterschied bezuglich der vom Protein
eingenommenen Flache in xy-Richtung und der Hohe der Proteine in z-
Richtung gemessen werden. Das daraus resultierende weitaus geringere
Molekulvolumen von 30 nm? fur mCIN A194K/A195K im Vergleich zu 70 nm? fur
mCIN WT bestatigte erneut die Monomerisierung der mCIN A194K/A195K
Mutante. Auch umgerechnet in molekulare Masse wiesen 30 kDa fir mCIN
A194K/A195K (theoretisch zu erwartende molekulare Masse ohne Hexa-His-
Tag: 31,9 kDa) und 63 kDa fur mCIN WT (theoretisch zu erwartende molekulare
Masse ohne Hexa-His-Tag: 2 x 31,8 kDa = 63,6 kDa) den Wildtyp als Dimer

und die Mutante als Monomer aus (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 22: Flachen- und Hohenausdehnung von mCIN WT- und mCIN
A194K/A195K Molekilen in der Rasterkraftmikroskopie.

Die Abbildungen (A) fir mCIN WT und (B) fir mCIN A194K/A195K, zeigen jeweils die
dreidimensionale Darstellung eines Ausschnitts von 200 nm x 200 nm (Proteinkonzentration
500 nM). Die Peaks (A,B) sind in ihrer Hohe in z-Richtung farblich kodiert. Auf den Abbildungen
(C) und (D) sind die jeweiligen Entsprechungen in zweidimensionaler Darstellung dargestellit.
Hier werden die groReren Flachen, die die mCIN WT Molekile im Vergleich zu mCIN
A194K/A195K in der xy-Ebene der abgerasterten Oberflache einnehmen, deutlich.
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Abbildung 23: Haufigkeitsverteilung der errechneten Molekilvolumina fiir mCIN
WT und mCIN A194K/A195K.

Als Balken sind die Haufigkeiten der ermittelten Molekllvolumina (siehe 2.2.19) in einem
Bereich von 0-150 nm? dargestellt. Die angenommene Normalverteilung wird durch eine
durchgehende Linie reprasentiert. Die Daten wurden in Triplikaten einer abgetasteten Flache
von 2 ym x 2 um bei einer Proteinkonzentration von je 500 nM erhoben. Fiir mCIN WT (A) liegt
das am haufigsten gemessene Molekilvolumen bei 70 nm?, also umgerechnet 63 kDa. Es sind
auch Proteinvolumina vorhanden, die auf eine monomere Zustandsform hinweisen. Fir mCIN
A194K/A195K (B) liegt das haufigste Molekulvolumen bei 30 nm?, umgerechnet 30 kDa.

3.3.4 Analytische Ultrazentrifugation

Ebenfalls dank einer Kooperation mit Dr. Ingrid Tessmer vom Rudolf-Virchow-
Zentrum Wiurzburg konnten mCIN WT und mCIN A194K/A195K mittels der
analytischen Ultrazentrifugation (siehe 2.2.20) untersucht werden. Es wurden
von mCIN WT und von mCIN A194K/A195K Sedimentations-
geschwindigkeitslaufe durchgefuhrt, um aus den Messungen die molekulare
Masse und auch die Molekiulform ableiten zu kdnnen. Das Reibungs-
koeffizientenverhaltnis f/fy, das den Reibungskoeffizienten f mit dem eines nicht
hydratierten, spharischen Makromolekils gleicher Molekilmasse f, vergleicht,
wich im Fall von mCIN A194K/A195K mit 1,34 nur geringfugig vom Wert fur
mCIN WT mit 1,32 ab. Ein Reibungskoeffizientenverhaltnis von 1,0 steht far
eine perfekte Kugelform, mit steigendem Wert nimmt die Asymmetrie zu. Beide
Makromoleklle wiesen somit eine ahnlich globulare Form auf. Diese
Beobachtung ist auch mit den Strukturdaten des mCIN WT Homodimers (PDB:
4BX3, Strukturaufklarung von Gunnar Knobloch, (57)) konsistent. Wie in
Abbildung 24 ersichtlich, unterschieden sich die errechneten molekularen
Massen zwischen mCIN WT und mCIN A194K/A195K deutlich. Wahrend mCIN
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WT mit 56 kDa erneut im Bereich der zu erwartenden molekularen Masse fir
ein Dimer lag, entsprach die molekulare Masse von mCIN A194K/A195K mit 32

kDa abermals der zu erwartenden molekularen Masse eines Monomers.

3,5

56 kD
1 32kD
3,0
2,5
o ——mCINWT
2 20 —— mCIN A194K/A195K
1,5
1,04
0,5 /
010 T T J |L T T T T T 1
2 4 6 8 10

Sedimentationskoeffizient (S)

Abbildung 24: Verteilungen der Sedimentationskoeffizienten von mCIN WT und
MCIN A194K/A195K aus einem Sedimentationsgeschwindigkeitslauf.
Gezeigt ist die Verteilung des Sedimentationskoeffizienten c(s) als Lésungen der Lamm-

Gleichung in Abhangigkeit vom berechneten Sedimentationskoeffizienten. Die Umwandlung in
eine Massenverteilung ergab fur mCIN WT 56 kDa, fur mCIN A194K/A195K 32 kDa.
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3.3.5 GST-Pulldown-Assay

Wie in 2.2.2 beschrieben stellt der GST-Pulldown-Assay eine Moglichkeit dar,
die Dimerisierung von mCIN in Zellen zu untersuchen. Mit Glutathion-S-
Transfersase (GST) gekoppeltes mCIN wurde mit ungekoppeltem mCIN in HEK
AD-293-Zellen kotransfiziert. Abschliefend wurden die Lysate mit Glutathione
Sepharose™ 4B, also mit Glutathion kovalent verbundenen Sepharose-
kigelchen, inkubiert. Daraufhin wurden die gebundenen Proteine eluiert und
mittels SDS-Page und Immunoblot analysiert. In Einklang mit den vorherigen
Ergebnissen des aufgereinigten Proteins aus Chromatographie, Raster-
kraftmikroskopie und Analytischer Ultrazentrifugation war zu erwarten, dass die
Dimerisierung von mCIN WT zu einer Koprazipitation von ungekoppeltem mCIN
fuhren warde, die, falls mCIN A194K/A195K als Monomer vorlage, ausbliebe.
Um zu untersuchen, ob bereits die Mutation eines Bindungspartners der
Dimerisierungsdomane die Assoziation zu einem Dimer mit einer mCIN WT
Untereinheit inhibieren wurde, wurden zudem die Kombinationen GST-
gekoppeltes mCIN WT mit ungekoppeltem mCIN A194K/A195K und GST-
gekoppeltes mCIN A194K/A195K mit ungekoppeltem mCIN WT transfiziert
(siehe Abbildung 25).
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SDS-PAGE SDS-PAGE
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Abbildung 25: Schema des GST-Pulldown-Assays und Interpretation der SDS-
PAGE der in Abbildung 26 gezeigten Eluate.

Dargestellt sind die jeweiligen Expressionskombinationen aus ungekoppeltem CIN
(dunkelgrine Kugeln) und GST-gekoppeltem CIN (hellgrine Kugeln mit gelbem GST-Tag) und
die Bandenmuster in der SDS-PAGE der Eluate aus Abbildung 26 (zur Verdeutlichung
entsprechend hell- oder dunkelgriin gefarbt) (A-D) Die A194K/A195K-Mutation ist durch ein
rotes Ringsegment dargestellt (B-D). Bei einer Dimerisierung in (A) sind in einer SDS-PAGE
Banden fir GST_CIN und fir das uber die Dimerisierung koprazipitierte ungekoppelte CIN
nachzuweisen. In den ubrigen Fallen verhindert die A194K/A195K-Mutation die Dimerisierung
(B-D) und es ist in der SDS-PAGE lediglich eine Bande fir das gebundene GST_CIN
nachweisbar, da ungebundene Proteine durch Waschschritte entfernt wurden.
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Abbildung 26: Immunoblots der Eluate und Lysate des GST-Pulldown-Assays.
(A) anti-CIN Immunoblot von Eluaten (je 20 ul) des GST-Pulldowns: Lysate der Transfektions-
kombinationen GST_mCIN A194K/A195K mit mCIN A194K/A195K und GST_mCIN WT mit
mCIN WT wurden mit GSH-Sepharose Kiigelchen inkubiert und die gebundenen Proteine
anschlielend eluiert. (B) Immunoblot der entsprechenden Lysate (je 20 pl) vor Inkubation mit
GSH-Sepharose Kugelchen. (C) Versuchsaufbau wie in (A) von den Kombinationen
GST_mCIN A194K/A195K mit mCIN WT und GST_mCIN WT mit mCIN A194K/A195K. (D)
Immunoblot der entsprechenden Lysate (je 20 upl) vor Inkubation mit GSH-Sepharose
Kigelchen. Die zu erwartenden molekularen Massen im SDS-Page lagen fir mCIN und mCIN
A194K/A195K bei 32 kDa, fir GST_mCIN WT und GST_mCIN A194K/A195K bei 59 kDa. Eine
Unterscheidung von mCIN WT und mCIN A194K/A195K ist im Immunoblot nicht mdglich
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Abbildung 27: Densitometrische Auswertung der GST-Pulldown Eluate.
Dargestellt sind die relativen Signalstarken der Banden von ungekoppeltem Chronophin aus

dem Versuchsaufbau aus Abbildung 25 mit den Transfektionskombinationen GST_mCIN WT
mit mCIN WT (schwarzer Balken), GST_mCIN A194K/A195K mit mCIN A194K/A195K
(Mutation jeweils als KK abgekiirzt, roter Balken) sowie GST_mCIN WT mit mCIN KK (schwarz-
roter Balken) und GST_mCIN KK mit mCIN WT (rot-schwarzer Balken) jeweils normalisiert auf
die Intensitat der zugehdrigen GST_mCIN Banden (nicht dargestellt). Es besteht ein
signifikanter Unterschied (p=0,0077) zwischen den Transfektionskombinationen GST_mCIN
WT-WT und GST_mCIN KK-KK als Ausdruck einer geringeren Koprazipitation des freien mCIN
A194K/A195K an GST-gekoppeltem mCIN A194K/A195K und somit Hinweis auf ein Ausbleiben
einer Dimerisierung bei mCIN A194K/A195K. Ebenso zeigt sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den Kombinationen GST_mCIN WT-WT mit GST_mCIN KK-WT (p=0,0023), was
Hinweis darauf ist, dass bereits die Mutation eines Bindungspartners ausreicht, die
Dimerisierung zu stoéren. Die unerwartet unterschiedlich hohen Signalstarken fir GST_mCIN
WT-KK im Vergleich zu GST-mCIN KK-WT sind mdglicherweise durch endogen in den HEK-
Zellen exprimiertes Chronophin zu erklaren, das an das GST_mCIN WT bindet, im SDS-PAGE
nicht von mCIN A194K/A195K unterschieden werden kann und so einen Signalanstieg
verursacht. Dieser Unterschied (p=0,1798) war jedoch ebenso wie die Vergleiche der Ubrigen
Transfektionskombinationen untereinander (nicht dargestellt) nicht signifikant. Die Versuche
wurden unabhangig voneinander wiederholt (n=4 fir GST_mCIN WT-WT und GST_mCIN KK-
KK und n=5 fir GST_mCIN WT-KK und GST-mCIN KK-WT), die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweitseitigem, ungepaartem t-Test, die post-hoc Anpassung des p-Wertes
erfolgte nach Bonferroni mit einem adjustierten Signifikanzniveau von 0,0083, die Fehlerbalken
geben den Standardfehler des Mittelwertes an.

Wie in Abbildung 26A gezeigt, konnte bei der Transfektionskombination
GST_mCIN WT mit mCIN WT eine Koprazipitation von mCIN WT durch die
Dimerisierung mit GST_mCIN WT nachgewiesen werden. Hingegen konnte bei
der Kombination GST_mCIN A194K/A195K mit mCIN A194K/A195K nur eine

86



sehr geringe Signalintensitat fir ungekoppeltes mCIN detektiert werden, das
hei3t es hatte keine relevante Interaktion zwischen dem an den
Sepharosekugelchen immobilisieten GST_mCIN A194K/195K und dem
ungekoppelten mCIN A194K/A195K stattgefunden (siehe Schema in Abbildung
25B). Die zugehdrigen Lysate in Abbildung 26B zeigen die vergleichbaren
Expressionsstarken der mit den Glutathione Sepharose™ 4B inkubierten
Lysate. Die densitometrische Auswertung der Intensitaten aus mehreren
Pulldown-Experimenten in Abbildung 27 zeigt, dass ein signifikanter
Unterschied (p=0,0077) zwischen den CIN-Banden fir die Kombination
GST_mCIN WT mit mCIN WT und GST_mCIN A194K/A195K mit mCIN
A194K/A195K besteht (Abbildung 27). Er ist Ausdruck der fehlenden
Dimerisierung der mCIN A194K/A195K-Mutante.

In Abbildung 26C/D ist eine Abwandlung des Experiments zu sehen. Hier wurde
uberpruft, ob bereits die Mutation eines Bindungspartners ausreichend ist, die
Dimerisierung in Zellen zu stéren. Die signifikant niedrigeren Signalintensitaten
des ungekoppelten Chronophins bei der Kombination GST_mCIN A194K/195K
mit mCIN WT im Vergleich zu GST_mCIN WT mit mCIN WT (p=0,0023) legen
nahe, dass bereits die Mutation eines Bindungspartners eine Stérung der
Dimerisierung zur Folge hat. Die im Vergleich, wenn auch nicht signifikant,
unerwartet héheren Signalintensitaten fur die Kombination GST_mCIN WT mit
MCIN A194K/A195K im Vergleich zu GST_mCIN A194K/195K mit mCIN WT
konnen durch eine Dimerisierung von endogen in den HEK-Zellen
exprimiertem, humanem Wildtyp-Chronophin mit GST_mCIN WT erklart
werden, das im SDS-PAGE nicht von mCIN A194K/A195K unterschieden

werden kann und so moglicherweise einen Signalanstieg bewirkt.

Zusammenfassend wurden die Beobachtungen in vitro, wo die Mutation
A194K/A195K fur eine Monomerisierung von Chronophin sorgte, auch im

Zellexperiment bestatigt.
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3.4 Thermofluor zur Verbesserung der Pufferbedingungen

Die Puffer, in denen rekombinante Enzyme wie mCIN A194K/A195K und mCIN
WT aufgereinigt oder auch aufbewahrt werden, sind entscheidend fur deren
Aktivitat und Loéslichkeit. Geladene Aminosaurereste in der Sequenz sind ein
Grund fur den Zusammenhang zwischen pH-Wert und korrekter Faltung eines
Proteins. Neben dem pH-Wert kann auch die Wahl der Puffersubstanz und
mdglicher Additiva die Aktivitat und Konformation beeinflussen. Um die
Anwendbarkeit der zuvor von Gunnar Knobloch fiur mCIN WT etablierten
Aufreinigungsbedingungen auch fur mCIN A194K/A195K zu evaluieren, wurden
mittels Thermofluor-Assay (siehe 2.2.18) die Schmelzpunkte T, fur
verschiedene Pufferbedingungen verglichen. Hintergrund dieser Untersuchung
war, dass Aminosauren, die bei mCIN WT durch die Dimerisierung dem
Losungsmittel nicht zuganglich sind, im Fall einer monomeren mCIN Mutante
exponiert waren und somit moglicherweise andere Pufferbedingungen fur die
MCIN A194K/A195K Mutante gunstig waren. Wie in Abbildung 28 zu sehen,
sorgte Imidazol 4 mM pH 8,0 flr eine Auffaltung des Proteins bei bereits 39 °C
und lieR so eine destabilisierende Wirkung vermuten, wahrend Natrium/Kalium-
Phosphat 4 mM Puffer bei pH 7,5 mit einem Schmelzpunkt um 51 °C ahnlich
gunstige Bedingungen fur mCIN A194K/A195K wie der bereits fur mCIN WT
etablierte TNM-Puffer (siehe 2.1.12.4), abgewandelt nach (58), versprach.

Eine stabilisierende Wirkung von Phosphat auf mCIN A194K/A195K lasst sich
durch eine teilweise Einlagerung des Phosphats in die katalytische Tasche von
mCIN und somit einer Strukturstabilisierung erklaren, wahrend Imidazol keinen
stabilisierenden Effekt zeigte. Die Pufferbedingungen fur die Aufreinigung von
mCIN WT (TNM: 50 mM TEA, 250 mM NacCl, 5 mM MgCl,, pH 7,4) wiesen sich
auch fur die mCIN A194K/A195K Mutante bei einem Schmelzpunkt von 53 °C
als gunstige Pufferbedingungen aus. Die unterschiedliche HOhe der
Fluoreszenzplateaus lasst sich durch optische Kanteneffekte des CCD-
Detektors und durch nicht vollig gleichmalige Anregung bei 492 nm erklaren.
(150)
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Abbildung 28: Thermofluor-Assay fur mCIN A194K/A195K

Dargestellt ist die absolute SYPRO® Orange Fluoreszenz (AU) flr ausgewahlte
Pufferbedingungen in Abhangigkeit von der schrittweise erhdhten Temperatur (°C). Die
aufgefiihrten Schmelztemperaturen T, entsprechen den Maxima der ersten Ableitung der
dargestellten Kurven.

3.5 Messung der Phosphataseaktivitat

Nachdem sich mCIN A194K/A195K in Chromatographie, Raster-
kraftmikroskopie, analytischer Ultrazentrifugation und im GST-Pulldown Assay
als monomeres Protein verhalten hatte, sollte untersucht werden, inwieweit
diese Veranderung der Quartarstruktur Auswirkungen auf die Enzymfunktion
von Chronophin hat. Hierzu sollte der Erhalt der Funktionalitat der Mutante im
Vergleich zum Wildtyp evaluiert werden. Chronophin dephosphoryliert neben
Phospho-Cofilin auch Pyridoxalphosphat (58, 177). Letzteres lasst sich fir in
vitro Phosphatase-Assays nutzen, bei denen Pyridoxalphosphat durch
Chronophin dephosphoryliert wird und das frei werdende Phosphat durch eine
Farbkomplexreaktion optisch quantifiziet werden kann (siehe Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).

Nach der Proteinexpression, -aufreinigung und dem Verdau mit TEV-Protease
(siehe 2.2.14, 2.2.15) wurden mit mCIN WT und mCIN A194K/A195K wie in
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. beschrieben
Aktivitatsassays bei einer Enzymkonzentration von 200nM und einer

absteigenden Substratkonzentration (Pyridoxalphosphat) von 1 mM, 500 uM,
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250 uM, 125 uM, 62,5 puM, 31,3 uM, 15,6 yM und 7,81 yM durchgefiihrt.
Gemal der Michaelis-Menten-Therorie (160, 170) sollte Chronophin bei einer
Konzentration von 200 nM durch die hohen Substratkonzentrationen von 1 mM
in einen Sattigungszustand gebracht werden, bei dem alle katalytischen
Zentren besetzt sind und die Reaktionsgeschwindigkeit durch Steigerung des
Substratangebots nicht mehr relevant ansteigt. Mittels nicht-linearer Regression
konnten aus diesem Sattigungszustand die maximale Enzymgeschwindigkeit
Vmax Sowie die Substratkonzentration K., bei der die halbmaximale
Enzymgeschwindigkeit vorliegt, bestimmt werden und daraus die Wechselzahl

Kcat Und die katalytische Effizienz Kn,/K:q: berechnet werden.

Michaelis-Menten Enzymkinetik

- mCINWT
Viax= 466 nmol min”! mg'1
Ky=75,7 21,9 uM
Keqi=0,247 + 0,020 s~
KoK= 4,21 x 103 s M

= mCIN A194K/A195K
Vinax= 635 nmol min™ mg'1
Kn=1022 £ 517 uyM

kear=0,338 + 0,103 5™
Keat!Km= 4,65 x 10%s™" M”!

v (nmol Phosphat x min™' x mg™)

0 L] L] L] L] L]
0 500

[Pyridoxalphosphat] (uM)
n=12 jeweils in Triplikaten

Abbildung 29: Michaelis Menten Enzymkinetik fir mCIN WT und mCIN

A194K/A195K.
Enzymkinetiken wurden bei einer Enzymkonzentration von jeweils 200 nM Chronophin und

einer absteigenden Konzentrationsreihe ausgehend von 1 mM Pyridoxalphosphat durchgefiihrt.
Der Nachweis von freigesetztem Phosphat erfolgte iber photometrische Absorptionsmessung
bei 620nm der gebildeten Phospho-Molybdatokomplexe. Dargestellt ist die
Enzymgeschwindigkeit v (nmol freigesetztes Phosphat x min” x mg'1) in Abhangigkeit von der
Substratkonzentration (UM Pyridoxalphosphat) mit den jeweiligen Standardfehlern des
Mittelwertes als Balken sowie den daraus jeweils berechneten Parametern vp,, (maximale
Enzymgeschwindigkeit), K, (Michaelis-Menten-Konstante), k... (Wechselzahl) und kea/Kn
(katalytische Effizienz) mit den jeweiligen Standardabweichungen. Die Messdaten wurden in
Triplikaten aus insgesamt 12 Experimenten von drei separaten Proteinaufreinigungen erhoben.

Wie in Abbildung 29 ersichtlich wurde bei mCIN A194K/A195K bei sonst

gleichen Bedingungen im Vergleich zu mCIN WT weniger Phosphat frei, was
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somit einer geringeren Reaktionsgeschwindigkeit und einer verminderten
Enzymaktivitat entspricht. Dies kann unterschiedliche Ursachen haben. Der K-
Wert lasst naherungsweise eine Aussage uber die Affinitat des Enzyms zum
Substrat zu. Wahrend mCIN WT einen K-Wert von 75,7 £ 21,9 uM aufwies,
war der von mCIN A194K/A195K mit 1022 + 517 pM ungleich hdéher und wies in
Naherung auf eine geringere Substrataffinitat hin. Die Wechselzahl Kkcat
beschreibt, wie viele Substratmolekule pro Reaktionszentrum und Zeit
umgesetzt werden, wenn das Enzym vollstandig mit Substrat gesattigt ist. Sie
lasst sich Uber die Maximalgeschwindigkeit vmax und die Gesamtkonzentration
der aktiven Zentren (lber die molekularen Massen von 31,8:10% g/mol fur mCIN
WT und 31,9-10° g/mol fur mCIN A194K/A195K zu berechnen) bestimmen. Die
Wechselzahlen von 0,247 + 0,020 s fir mCIN WT und 0,338 + 0,103 s fir
MCIN A194K/A195K unterschieden sich nicht relevant. Sowohl vmax als auch
kcat beziehen sich auf einen vorliegenden Substratliberschuss, bei dem die
katalytischen Zentren komplett besetzt sind. Unter physiologischen
Bedingungen hingegen, bei denen die Substratkonzentration den Wert K, in
der Regel nicht um ein Vielfaches ubersteigt, kann kg nicht mit der
tatsachlichen Substratumsetzungsrate gleichgesetzt werden, da nicht alle
katalytischen Zentren besetzt sind. Um eine Vergleichbarkeit auch fur
physiologische Substratsattigungsbedingungen zu erreichen, bedient man sich
des Quotienten kca/Km, der sogenannten katalytischen Effizienz oder
Leistungskonstante (178). Fiir mCIN WT lag dieser bei 4,21 x 10> s M™" und fiir
mCIN A194K/A195K bei 4,65 x 10°s” M™'. Die hier etwa um den Faktor 10
geringere Leistungskonstante fur mCIN A194K/A195K wies wie die Ubrigen

Parameter auf eine verminderte Aktivitat der Mutante hin.

3.6 Kristallisation und Ergebnisse der Proteinstrukturanalyse

Die Ursachen fur eine verminderte Enzymaktivitat konnen vielfaltig sein.
Madgliche Ansatzpunkte kdnnen die Zuganglichkeit des aktiven Zentrums fir das
Substrat, aber auch Veranderungen der Anordnung und damit des
Zusammenspiels der katalytischen Reste selbst sein. Idealerweise kdnnen

diese Fragen geklart werden, wenn die dreidimensionale Struktur des Enzyms
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bekannt ist. Wie in 2.2.22 beschrieben, erlaubt die Rontgenstrukturanalyse,
Informationen Uber die Anordnung der Aminosauren zu erhalten, die es

ermaoglichen, raumliche Strukturmodelle von Proteinen zu erstellen.

Bei den Kiristallisationsbedingungen 2-N-Morpholinoethansulfonsaure (MES)
0,1M (pH 6,5), Polyethylenglykolmonomethylether 550 25% (w/v) kristallisierte
mCIN A194K/A195K nach 3-4 Tagen als dunne Platten, die meist in Clustern
angeordnet waren, wobei eine einzelne Platte aber ausreichende Brechungs-
eigenschaften fir die Roéntgenstrukturanalyse besal}. Die Datenauswertung
(detaillierte Wertetabelle im Anhang, Gunnar Knobloch) bestatigte die
vorangehenden Ergebnisse dahingehend, dass mCIN A194K/A195K tatsachlich
als Monomer kristallisierte (PDB: 4BX0, Gunnar Knobloch, (57)).

> Cap

> Core

oy

N-Terminus C-Terminus

Abbildung 30: Monomere Chronophinstruktur von mCIN A194K/A195K.

Murines Chronophin A194K/A195K ist in einer Kombination aus Oberflachendarstellung und
Bandermodell abgebildet. Der Aminosaurekettenverlauf ist von N-terminal (blau) bis C-terminal
(rot) gemafl obigem Farbverlauf farbkodiert. Cap- und Kern-Domane sind mit geschwungenen
Klammern abgegrenzt, die B-Haarnadelschleife (Substratspezifitdtsschleife) ist mit einem Stern
markiert. PDB: 4BXO.

Chronophin A194K/A195K kristallisierte in der Raumgruppe P2 und die Struktur
konnte bis zu einer Auflésung von 1,75 A mit einem Ryok von 19,1 % und einem
Rfree VOn 23,6 % verfeinert werden (Protein Data Bank Code 4BX0 und Tabelle
7). Die grundsatzliche Faltung eines Chronophin-Protomers wurde durch die

Mutation von A'* und A" zu K'%* und K% nicht beeinflusst, was in der r.m.s.d.
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(root mean square deviation, Wurzel aus der mittleren quadratischen Ab-
weichung) von 0,47 A fiir die Abstande der einander entsprechenden Ca-Atome
der Hauptketten zwischen mCIN A194K/A195K (PDB: 4BX0) und mCIN WT
(PDB: 4BX3) deutlich wurde.

Die nahere Betrachtung des katalytischen Zentrums zeigte, dass sich durch die
Monomerisierung von mCIN keine relevanten Veranderungen der Anordnung
der katalytischen Reste ergeben hatten (siehe Abbildung 31). Der Vergleich des
aktiven Zentrums in der Struktur von mCIN A194K/A195K erfolgte mit der von
MCIN WT und zusatzlich mit der von mCIN WT, bei der mit BeF3 ein phosphat-
imitierender Inhibitor an Asp® gebunden ist (PDB: 4BX2, Kristallisation und
Ldsung beider Strukturen durch Gunnar Knobloch). Die fehlende raumliche
Abweichung der Reste untereinander und die korrekte Koordinierung des
Kofaktors Mg?* spricht fiir die strukturelle Integritat des aktiven Zentrums der
monomeren Phosphatase mCIN A194K/A195K und lieferte somit keine

Erklarung fur die verminderte Aktivitat.

>,

BEF\JA 25 ()
"34(|V
558 ) m

K200 (1)

Abbildung 31: Uberlagerungsdarstellung der aktiven Zentren von mCIN
A194K/A195K, mCIN WT und mCIN WT mit BeFs.
Die am aktiven Zentrum beteiligten Reste sind fur mCIN A194K/A195K (PDB: 4BXO0) in Rot, fur

mCIN WT (PDB: 4BX3) in Grin und fur den Komplex aus mCIN WT mit BeF3 (PDB: 4BX2) in
Cyan dargestellt. Die Zugehdrigkeit der Aminosauren zu den HAD Motiven |-V ist in Klammern
angegeben. Die katalytischen Reste bei mCIN A194K/A195K Uberlagern sich annahernd
deckungsgleich mit denen von mCIN WT und weisen so mit der ebenfalls erhaltenen
Koordinierung des Mg”-lons auf ein strukturell unverandertes aktives Zentrum hin. Abbildung in
Anlehnung an (57).

Eine mdgliche Erklarung flr die verminderte Aktivitat ergab der
Strukturvergleich von mCIN A194K/A195K mit mCIN WT (siehe Abbildung 32)
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hinsichtlich der sogenannten Substratspezifitdtsschleife (43, 179), einer [3-
Haarnadelschleife, die wie auch bei anderen HAD-Hydrolasen bei Chronophin

fur die Substratsspezifitat wichtige Aminosauren beherbergt (44).

y=180°

mCIN WT mCIN A194K/A195K mCIN WT mCIN A194K/A195K

'77@,&
“‘J. W177 R185

T g

L \;‘? |
H178 ( _ \
ﬁ\ PLP

Abbildung 32: Strukturvergleich von mCIN WT und mCIN A194K/A195K.
A (oben): Die Strukturen von mCIN WT (PDB: 4BX3, Protomer A in Griin, Protomer B in Blau)

und mCIN A194K/A195K (PDB: 4BXO0, in Rot) sind uUberlagert abgebildet. Bei mCIN
A194K/A195K ist im Bereich des vergrofRerten Ausschnitts (gestrichelter Kasten) die Abkippung
der B-Haarnadelschleife im Vergleich zu mCIN WT im Winkel (in Magenta hervorgehoben)
zwischen den Ca-Atomen von Aspartat'® und Prolin'® von etwa 25° dargestellt. A (unten):
Separierte Detailansicht der in A (oben) Uberlagerten Strukturen. PLP wurde aus PDB: 2P69
zur Veranschaulichung eingefligt. Bei mCIN WT geht das Histidin'"® mit seinem Imidazolring ein
m-r-Stacking mit dem Pyridinring des PLP ein. Im Fall von mCIN A194K/A195K steht der
Imidazolring aufgrund der veranderten Stellung fast senkrecht auf dem Pyridinring des PLP.
B: Riickansicht der in A gezeigten Strukturen. Bei mCIN WT wird deutlich, dass die markierten
Aminosauren Arginin185 und Tryptophan177 von Protomer A mit Arginin163 von Protomer B
zueinander parallel orientiert sind und ein stabilisierendes Stacking eingehen. Die zusatzlich
stabilisierende Wasserstofforiickenbindung zwischen Glycin'® und Arginin'®® von Protomer B
ist durch eine gestrichelte Linie visualisiert. Bei mCIN A194K/A195K hingegen fehlen durch die
Monomerisierung diese stabilisierenden Interaktionen durch Protomer B. Abbildung in
Anlehnung an (57).

H178

PLP
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Sowohl im Fall von mCIN WT als auch von mCIN A194K/A195K gehen die
Reste Trp'”” und Arg'®, die in der Substratspezifititsschleife liegen, eine
sogenannte Kation-1r-Interaktion ein. Diese intraprotomere Wechselwirkung
wird bei mCIN WT um eine interprotomere Interaktion erweitert, die die
Freiheitsgrade der Substratspezifitatsschleife einschrankt: Dies geschieht durch
die stapelartige Anordnung (engl.: stacking) von Trp'”", Arg'® von Protomer A
und Arg'®® von Protomer B sowie zusatzlich durch die Ausbildung einer
Wasserstofforiickenbindung der Linge 3,2A zwischen Gly'® der
Substratspezifitatsschleife mit Arg'® von Protomer B (siehe vergroRerte
Darstellungen in Abbildung 32B). Dem His'’® der Substratspezifititsschleife
kommt eine besondere Bedeutung zu. Der Imidazolring des Histidins geht mit
dem Pyridinring des PLP ein sogenanntes 1r-11-Stacking ein. In der parallel
versetzten Anordnung der Ringsysteme interagieren dabei die delokalisierten
Elektronen ober- und unterhalb der Ringebenen miteinander und Gben auf die
Reste eine gegenseitige Anziehungskraft aus, die die Position des

Pyridoxalphosphats im aktiven Zentrum festlegt.

Beim monomeren mCIN A194K/A195K fehlt diese Stabilisierung der
Substratspezifitatsschleife durch die zweite Untereinheit, was sich im Abkippen
der Substratspezifitatsschleife im Vergleich zu mCIN WT um etwa 25° zeigt.

Damit ist auch die Position von His'"®

nicht mehr festgelegt, was sich in dessen
raumlichem Abweichen und nun fast senkrechter Orientierung in Bezug auf die
Position des Substrats Pyridoxalphosphat im aktiven Zentrum zeigt. Somit ist
der Mechanismus der Substratpositionierung durch paralleles Tr-1m-Stacking
gestort, was eine mdgliche Erklarung fir die verminderte katalytische Aktivitat

von mCIN A194K/A195K liefert.
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3.7 Strukturvergleich bekannter HAD-Hydrolasen vom C2a-Typ

Durch die Erkenntnisse Uber die Bedeutung der Dimerisierung fur die
Enzymaktivitat von mCIN A194K/A195K stellte sich die Frage, ob der im
Vergleich mit mCIN WT beobachtete Mechanismus der Koordinierung der
Substratspezifitatsschleife ein fur Chronophin einzigartiger Mechanismus ist,
oder ob sich daraus Gemeinsamkeiten fur andere oligomere Vertreter der HAD-
Hydrolasen mit C2a-Cap-Domane ableiten lassen. Durch die Ergebnisse der
Datenbanksuche aus 3.1 waren 18 Vertreter der HAD-Hydrolasen vom C2a-Typ
bekannt und konnten so hinsichtlich ihrer Dimerisierung untersucht und mit der
von mCIN WT verglichen werden. Ein Vergleich der GroRe der
Dimergrenzflachen und bei der Dimerisierung freiwerdenden Energie, also der
Triebkraft flr die Dimerisierung, ergab fur die Dimerisierungsgrenzflachen aller
C2a-Typ HAD-Hydrolasen vergleichbare Werte um 1000 A (siehe Tabelle 6).
Alle beschriebenen Proteine liegen somit sehr wahrscheinlich als Homodimere
vor, funf davon bilden daraus mutmallich Tetramere durch zusatzliche
Dimerisierung von Homodimeren. Ein Vergleich der Vertreter vom C2a-Typ mit
der Struktur von mCIN WT (PDB: 4BX3) durch strukturelles Alignment mittels
der Software PyMOL ergab eine deutliche Ubereinstimmung der rdumlichen
Struktur bei einer durchschnittlichen Wurzel der mittleren quadratischen
Abweichung (r.m.s.d.) von 2,55 A bei einer groRtmdoglichen Ubereinstimmung
einer rm.s.d. von 0,67 A (mit humanem Chronophin, PDB: 20YC) bis zur
geringsten Ubereinstimmung einer r.m.s.d. von 10,61 A (mit Protein YKRO70W,
PDB: 3RF6).
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Tabelle 6: Ubersicht der strukturell charakterisierten HAD-Hydrolasen vom
C2a-Typ.

Aufgefiihrt sind die HAD-Hydrolasen vom C2a-Typ, deren Struktur bekannt ist. Chronophin ist
durch den Vergleich mit PDB: 4BX3 doppelt vertreten (PDB: 20YC). Die r.m.s.d. bei
Strukturiiberlagerung mittels PyMOL ist in Bezug auf die Ca-Atome von PDB: 4BX3 angegeben.
Die Dimergrenzflache beschreibt die Flache, die durch die Dimerisierung von den
Untereinheiten bedeckt wird. A'G gibt den Betrag der bei der Dimerisierung freiwerdenden
Energie an. Negative Werte korrespondieren mit hydrophoben Grenzflachen oder positiver
Proteinaffinitat. Der Effekt von Wasserstoffbricken und Salzbriicken geht nicht in den Wert von
A'G ein (141). Die Werte fur Dimergrenzflache und A'G wurden mit PDBePISA berechnet. In
kursiver Schrift sind Grenzflachen und A'G- Werte fiir potentielle Tetramerbildung angegeben.
Tabelle modifiziert nach Gunnar Knobloch, (57).

PDB Code | Organismus rm.s.d | Dimer- AG
(UniProtks) grenzflache | (kcal/mol)
(A?)

(1C\)/él)l§264) Thermotoga maritima 1,91 1033 -14,7
(1(\)/\5/3\I¥)ITD6) Streptococcus mutans 1,94 52_)27 -1533
(1557224) S::Srtr?gr?i(;%us 213 | 1080 12,7
1YS9 Streptococcus pyogenes 1,67 1185 -14,1
(Q997ZW4) 868 -4,8
(181(3\3/3?607) Enterococcus faecalis 1,66 1151 -12,2
QOZ;éGZZ) Pyrococcus horikoshii 1,78 1162 -18,9
(ZPC; o 4 Escherichia coll 202 |00 :2,368
(2(|)_|3(.)U4(3R5) Mus musculus 3,08 1300 -13,6
(231)(11356) Cytophaga hutchinsonii | 2,44 ?233 :; ,32,7
(285325%[)0) Homo sapiens 0,67 1036 -16,4
(ZC))(SIEOOS) Homo sapiens 217 1307 -17.9
(358P||;044) Streptococcus. agalactiae | 1,69 1(1)22 ';289
?gé_IIORM Homo sapiens 2,47 1315 -13,9
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(3I03§)2V1V25) Bacillus subtilis 2,69 1203 -15,3
?82%':473) Archaeoglobus fulgidus 1,71 1315 -23,8
353':661 51) Saccharomyces cerevisiae | 10,61 1866 -25,7
?PB(;E)?;S?) Mus musculus - 992 14,7
?ngzwz) wharculoss. 231 | 1146 -19,3
?ggﬁ N9) ggg?;ﬁiggr?\ophilus 303 11202 -16,0

Um die statistisch festgestellte strukturelle Ubereinstimmung der C2a-Typ HAD-
Hydrolasen zu veranschaulichen, wurden die Dimergrenzflachen der
untersuchten Proteine mittels PyMOL dargestellt (siehe Abbildung 33). Hierbei
fiel auf, dass samtlichen Vertretern die Dimerisierung Uber zwei homologe a-
Helices im Bereich der Cap-Domane sowie das Strukturelement einer [3-
Haarnadelschleife ahnlich der Substratspezifitdtsschleife bei Chronophin

gemeinsam ist.
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Abbildung 33: Vergleich der Homodimerisierungsgrenzflachen bei HAD-
Hydrolasen vom C2a-Typ.

Oben im Bild ist fir mCIN WT (PDB: 4BX3) das Protomer A in Schleifendarstellung
(regenbogenfarben), Protomer B in einer Oberflachendarstellung (grau) abgebildet. Die tbrigen
Ausschnitte der Strukturen aus dem Datensatz (siehe Tabelle 6) sind entsprechend mit PDB
Codes jeweils in der rechten oberen Bildecke dargestellt. Die Dimergrenzflachen werden in
allen Fallen durch zwei homologe a-Helices gebildet und beinhalten eine B-Haarnadelschleife,
die der Substratspezifitatsschleife in Chronophin ahnelt. Bei PDB: 2C4N und 3RF6 werden die
Schleifen durch die softwarebasierte Sekundarstrukturzuweisung, obwohl Wasserstoffbriicken
vorliegen, nicht als B-Faltblatter dargestellt, da die beteiligten Reste in der Aminosauresequenz
nicht benachbart sind. Die Strukturen von humanem CIN (PDB: 20YC) und humaner HDHD2
(PDB: 3HLT) ahneln den murinen, orthologen Proteinen stark und sind deshalb nicht mit
aufgefiihrt. Abbildung erweitert und modifiziert nach Gunnar Knobloch, (57).
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4. DISKUSSION

4.1 Diskussion verwendeter Methoden

4.1.1 GroRenausschlusschromatographie

GroRRenausschlusschromatographie zur Bestimmung von Oligomerisierungs-
zustanden bei bekannter Aminosauresequenz ist eine weit angewandte und
etablierte Methode (180). Das Elutionsverhalten von mCIN A194K/A195K in der
GroRenausschlusschromatographie zeigte eine Verzogerung des Elutions-
maximums im Vergleich zu mCIN WT, die auf eine molekulare Masse von
33,7 kDa und somit das Vorliegen der Chronophinmutante als Monomer
hinwies. Die Einschrankungen der GroRenausschlusschromatographie beruhen
darauf, dass bei dieser Methode nicht die molekulare Masse selbst gemessen
wird, sondern indirekt Uber das Elutionsverhalten also das hydrodynamische
Volumen eines Molekils darauf rickgeschlossen wird. Somit kann eine
verzogerte Porenpassage aufgrund von weiteren Effekten eine kleinere
molekulare Masse suggerieren. Hierbei sind Adsorptionseffekte zwischen
Molekll und Saulenmaterial zu nennen, beispielsweise Interaktionen von
aromatischen  Aminosduren mit dem Sepharose-Saulenmaterial der
verwendeten Superdex™-Saulen (181, 182). Die Mutation A194K/195K hatte
durch starke Konformationsédnderungen in der Proteinfaltung zusatzliche
aromatische Aminosauren an der Proteinoberflache exponieren kdnnen, die bei
mCIN WT im Proteininneren verborgen sind. Eine daraus resultierende
Verzogerung des Elutionsmaximums hatte eine geringere molekulare Masse
vortauschen konnen. Durch die spater erhaltenen Strukturdaten der
Proteinkristallisation konnte allerdings die identische Faltung von mCIN
A194K/A195K im Vergleich zu mCIN WT bestatigt werden. In der Tat ist von
einer wenn auch nur in geringem MalRe vermehrten Exposition von
aromatischen Aminosauren im Fall von der monomeren Mutante mCIN
A194K/A195K auszugehen. Die in der Dimergrenzflache enthaltenen und im

Fall des monomeren mMCIN A194K/A195K exponierten, aromatischen
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Aminosauren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin (siehe Abbildung 17)
konnten tatsachlich zu einer, wenn auch vermutlich nur sehr geringen,
Elutionsverzogerung fuhren. Die Verschiebung des Elutionsmaximums bei
MCIN A194K/A195K basierte somit zum Uberwiegenden Teil auf der

Monomerisierung des Proteins und der geringeren molekularen Masse.

4.1.2 Rasterkraftmikroskopie

Rasterkraftmikroskopie stellt eine probate Methode dar, Uber die Messung von
Proteinvolumina auf deren molekulare Masse und somit auch
Oligomerisierungszustande rlckzuschlieRen (183, 184). Die Experimente der
Rasterkraftmikroskopie  erlaubten  eine indirekte  Visualisierung der
Molekulvolumina von mCIN A194K/A195K und mCIN WT. Die Umrechnung der
jeweils am haufigsten vorkommenden Molekiilvolumina von 70 nm?® fiir mCIN
WT und 30 nm? fir mCIN A194K/A195K ergaben mit 63 kDa fir mCIN WT und
30 kDa fir mCIN A194K/A195K Werte, die die Monomerisierung von
Chronophin bei mCIN A194K/A195K bestatigten. Bei mCIN WT fiel ein lokales
Maximum in der Molekulvoluminaverteilung (siehe Abbildung 23) auf, das mit
dem Auftreten von Monomeren vereinbar war. Die Ursache hierfur kénnte in der
starken Verdinnung der Proben auf Konzentrationen um 500 nM gelegen
haben. Erreicht die Konzentration eines Proteins Bereiche der
Dissoziationskonstante der Protomerdimerisierung, liegen umso mehr
Protomere als Monomere vor, je tiefer die Proteinkonzentration fallt. Die
Dissoziationskonstante der Dimerisierung von Chronophin ist aus der Literatur
nicht bekannt, kann aber aus AFM-Daten abgeschatzt werden (155). Wahrend
bei mCIN WT durch den Versuchsaufbau der Rasterkraftmikroskopie eine
Monomerisierung durch einen derartigen Verdunnungseffekt oder auch eine
Artefaktbildung zu dem beobachteten lokalen Maximum gefihrt haben kénnte,
legt bei mCIN A194K/A195K die Abwesenheit eines lokalen Maximums im
Bereich um 60 kDa nahe, dass das absolute Maximum um 30 kDa bei mCIN
A194K/A195K nicht alleine durch verdinnungsinduzierte Dissoziation zustande

gekommen ist.
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4.1.3 Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation erlaubt Proteinassoziationen Uber
unterschiedliches Sedimentationsverhalten durch ein gro3eres Volumen und
hohere molekulare Masse der assoziierten Partikel wahrend der
Zentrifugalbeschleunigung nachzuweisen (190). Mogliche Einschrankungen der
Auswertbarkeit der Daten konnten sich durch reversible Assoziations- und
Dissoziationsvorgange wahrend der Zentrifugation ergeben. Die hier erhaltenen
molekularen Massen fur mCIN A194K/A195K (32 kDa) und mCIN WT (56 kDa)
entsprechen den zu erwartenden Werten fir ein monomeres beziehungsweise

dimeres Protein ohne intermediare Zustande wahrend der Zentrifugation.

4.1.4 GST-Pulldown Assay

Die in vitro Daten, die die Monomerisierung von mCIN A194K/A195K zeigten,

konnten auch in Zelllysaten bestatigt werden.

So wurde die Dimerisierung bei der Expressionskombination GST_mCIN
A194K/A195K mit unmarkiertem mCIN A194K/A195K inhibiert, wahrend bei der
entsprechenden Versuchsanordnung der Kombination von mCIN WT eine
Koprazipitation nachgewiesen werden konnte. Bei den Kombinationen
GST_mCIN A194K/A195K mit unmarkiertem mCIN WT sowie GST_mCIN WT
mit unmarkiertem mCIN A194K/A195K war die Mutation in einem Protomer

ausreichend, um die Dimerisierung zu verhindern.

Kritik an dem angewendeten Verfahren zum Nachweis von Proteininteraktionen
basiert in der Regel auf dem madglichen falsch-positiven Nachweis von
Interaktionen durch veranderte Faltung und Exposition von hydrophoben
Resten, die eine Aggregation begunstigen (185, 186). Der Nachweis, dass
keine Interaktion stattfindet, wie im Fall von mCIN A194K/A195K, bleibt von
dieser Kritik unberuhrt.

Allerdings mussen die Ergebnisse in dem Wissen interpretiert werden, dass
GST selbst Dimere bildet und dies Auswirkungen auf die Assoziation der
gekoppelten Proteine haben kann (187, 188). Eine Dimerisierung zweier an
Glutathion Sepharose gebundener GST_CIN WT Moleklle ist durchaus

anzunehmen, aber im SDS-Page methodenbedingt nicht nachzuweisen.
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Allerdings koénnte die Dimerisierung der GST-Tags die gekoppelten CIN-
Moleklle so aneinander annahern, dass dadurch die Dimerisierung mit einem
ungekoppelten CIN-Molekul blockiert werden wurde. Der Nachweis der Bande
von ungekoppeltem mCIN WT in Kombination mit GST_mCIN WT (siehe
Abbildung 26A) widerlegt diese These einer vollstandigen Blockierung, lasst
aber Spielraum fir die Annahme einer teilweisen Behinderung der
Dimerisierung von GST_CIN mit ungekoppeltem CIN durch die Dimerisierung
der gekoppelten GST-Tags. Hierbei ist davon auszugehen, dass sie bei mCIN
A194K/A195K und mCIN WT in gleichem Male auftreten wirde und so zu

keiner Verfalschung der Daten flihren konnte.

415 Thermofluor

Die aus den Thermofluorexperimenten erhaltenen Daten ergaben keine
wesentliche Proteinstabilisierung durch Variation der Pufferbedingungen im
Vergleich zum zuvor verwendeten TNM Puffer (50 mM TEA, 250 mM NaCl,
5 mM MgCl,, pH 7,4). Die hoheren Schmelzpunkte von Chronophin WT und —
A194K/A195K Mutante im phosphathaltigen Puffer war wahrscheinlich auf die
Stabilisierung des aktiven Zentrums zurickzufihren. Die Verwendung
phosphathaltiger Puffer war allerdings fur Phosphatase-Aktivitatsmessungen
aufgrund der Produkthemmung und der Verfalschung des Nachweises von
freiem Phosphat hinfallig. Fur Kristallisationszwecke sind phosphathaltige Puffer
ferner ebenfalls ungeeignet, da das Phosphat selbst in Verbindung mit Kationen

wie Magnesium auskristallisiert (165).

4.1.6 Messung der Phosphataseaktivitat

Die Aktivitat von mCIN A194K/A195K gegenuber PLP erschien in den
Aktivitatsassays vermindert, was sich in einer stark erhéhten Michaelis-Menten-
Konstante Ky, naherungsweise als Ausdruck der geringeren Affinitat von mCIN
A194K/A195K zum Substrat PLP, in einer erniedrigten Wechselzahl k., die
den Substratumsatz pro Sekunde widerspiegelt, sowie in einer geringeren
Leistungskonstante kcq.i/Km aulierte. Die hierbei gemessenen Werte wichen von
den in der Literatur publizierten ab. So waren die Grélkenordnungen der von

Gunnar Knobloch gemessenen und in (57) veroffentlichten Werte fur Ky, far
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MCIN WT und mCIN A194K/A195K noch vergleichbar, wahrend die fir Kcy im
Fall von mCIN WT dort um den Faktor 6 hoher, bei mCIN A194K/A195K sogar
um den Faktor 10 hoher lagen als die Ergebnisse aus dieser Arbeit. Bei
ansonsten identischer Proteinaufreinigung bestand ein moglicherweise
entscheidender Unterschied in der Elution von Chronophin bei der
GroRRenausschlusschromatographie. Dem TNM Puffer fur die Elution und flr die
spatere Lagerung von Chronophin wurde in (57) 5% (v/v) Glycerol zugesetzt.
Es ist bekannt, dass Glycerol durch den amphiphilen Charakter die Aggregation
von Proteinen Uber hydrophobe Proteinoberflachen vermindert (189). Wahrend
die Bestimmung von K, unabhangig von der verwendeten Proteinkonzentration
ist, hangen Werte wie k¢ und damit auch kq./Kny, von der Proteinkonzentration
ab. Mdglicherweise ist die Ursache fur die Abweichung der gemessenen Werte
in einer Prazipitation oder Aggregation zu suchen, die nicht durch die
Absorptionsmessung bei 280 nm detektiert werden konnte, aber die

Konzentration des enzymatisch aktiven Proteins verminderte.

Aulerdem lieferten die Versuche der Rasterkraftmikroskopie Hinweise darauf,
dass bei  Verdunnungen um  500nM  bereits eine  offenbar
verdinnungsinduzierte Monomerisierung von mCIN WT stattfand, weswegen
die tatsachliche Aktivitat von mCIN WT-Dimeren moglicherweise noch hdher

liegt als die bei 200 nM gemessene.

4.1.7 Kristallisation und Proteinstrukturanalyse

Die Auswertung der kristallographischen Daten ergab insbesondere in Bezug
auf die Orientierung der Substratspezifitatsschleife und so Positionierung von
Histidin'"® Unterschiede zwischen mCIN WT und mCIN A194K/A195K.

Wahrend das Histidin'"® bei mCIN WT ein sogenanntes paralleles Tr-11-Stacking
mit dem Pyridinring des Pyridoxalphosphat eingeht und dadurch diese
Konformation stabilisiert, ist das Histidin'’® bei mCIN A194K/A195K annahernd

senkrecht zur Ebene des Pyridinrings des Pyridoxalphosphats orientiert.

Es existieren mehrere Arten des Tr-11-Stackings, eine parallel verschobene, wie

sie auch bei der Positionierung des PLP bei mCIN WT zu beobachten ist und
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auch Formen, bei denen ahnlich wie bei der Orientierung des His' ' eine
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aromatische Gruppe senkrecht auf die andere steht, die sogenannte T-Form
(191). Eine senkrechte Ausrichtung ist grundsatzlich kein Ausschlussgrund fur
eine Stabilisierung im Sinne eines Tr-11-Stacking. Die veranderte Orientierung
des His'® von mCIN A194K/A195K bei im Ubrigen starker struktureller
Ubereinstimmung mit mCIN WT lésst jedoch vermuten,dass das PLP weniger
stabil im aktiven Zentrum positioniert ist, was Grund flr die geringere
katalytischen Aktivitdt von mCIN A194K/A195K sein konnte. Ob tatsachlich im
Fall von mCIN A194K/A195K eine Ttr-Interaktion der T-Form im Sinne einer
Positionierung des Substrats stattfindet, kdnnte eine Kokristallisation von mCIN
A194K/A195K mit kirzlich publizierten PLP-ahnlichen Inhibitoren (192) klaren.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Allgemeine Bedeutung von Dimerisierung fur Struktur und

Enzymfunktion

Selbstassoziation bei Proteinen, um Dimere oder Oligomere hoherer Ordnung
zu bilden, ist eine weit verbreitete Eigenschaft und kann allgemein betrachtet
sowohl die Stabilitat (193) als auch Komplexitat erhéhen sowie Spezifitat und
Zuganglichkeit des aktiven Zentrums regulieren (194) und so Auswirkungen auf
die Enzymfunktion haben.

Man nimmt an, dass sich groRe, symmetrische Dimer-Grenzflachen
evolutionsbiologisch friher als kleine, asymmetrische Grenzflachen entwickelt
haben und stark konservierte Strukturmerkmale darstellen (168). Die Vorteile
dieser evolutiv bewahrten symmetrischen Oligomerisierung, wie sie im Beispiel
von Chronophin vorliegt, bestehen in der Moglichkeit, durch eine stabile
Protein-Protein-Interaktion das Auftreten von Interaktionen mit ungewunschten
Bindungspartnern und auch die Wahrscheinlichkeit einer Aggregation zu
minimieren (169, 195-197).

Die Symmetrie in Homodimeren hat noch einen weiteren Vorteil. Im Vergleich
zu monomeren Proteinen oder Heterodimeren hat eine einzelne Mutation bei
Homodimeren einen wesentlich grélReren Einfluss auf die Struktur und somit

auch Funktion des Proteins, da die Veranderung symmetrisch stattfindet und ihr
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so, wenn man das Homodimer als strukturelle Einheit ansieht, ein gréReres
Gewicht zukommt. Evolutionsbiologisch gesehen wird so ein moglicher Effekt

einer Mutation durch die Symmetrie des Molekuls verstarkt. (198)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch die Mutagenese von Chronophin ein
Effekt hervorgerufen, der die Untereinheiten nicht wesentlich in ihrem
strukturellen Grundaufbau storte, aber fur die Struktur des Homodimers grof3e

Auswirkungen, namlich die Trennung der Protomere, zur Folge hatte.

Die stabile Assoziation der Untereinheiten ist bei einigen oligomeren Proteinen
Grundlage ihrer Funktionalitdt, vermutlich auch bei den bisher bekannten
konstitutiv oligomeren HAD-Phosphatasen. So bildet auch die Alkalische
Phosphatase in E.coli, eine ,klassische® Phosphatase, die nicht zur HAD-
Familie gehort, obligate Homodimere und durch Storung der Dimerisierung
durch die Mutation einer Aminosdure werden sowohl die Stabilitat der
Proteinfaltung, als auch die Fahigkeit Cofaktoren zu binden und schlieRlich die
katalytische Aktivitat selbst vermindert (199). Bei anderen Enzymen, wie etwa
der homodimeren Chorismat-Mutase, wird das aktive Zentrum aus
Aminosauren von zwei Untereinheiten gebildet (200), wohingegen bei
Chronophin die dem aktiven Zentrum zugehdrigen Aminosauren von einer
einzigen Untereinheit stammen. Anders als bei der Chorismat-Mutase ist bei
Chronophin die Dimerisierung also nicht dadurch erklarbar, das dadurch das

aktive Zentrum gebildet wird.

Reversible Oligomerisierung kann auch zur dynamischen Regulation der
Enzymaktivitat genutzt werden, wie das Beispiel einiger rezeptor-ahnlicher
Protein-Tyrosin-Phosphatasen zeigt. Die Dimerisierung wird bei den
transmembran verankerten Vertretern dieser Klasse CD45 (201, 202) und
Protein-Tyrosin-Phosphatase a (203) durch Ligandenbindung oder oxidativen
Stress bei der Protein-Tyrosin-Phosphatase a (204, 205) reguliert. Hierbei wird
das Kkatalytische Zentrum bei der Dimerisierung durch die Protomere
wechselseitig verschlossen und Protein-Tyrosin-Phosphatase a und CD45
dadurch reversibel gehemmt (206, 207). Es kommen aber auch gegenteilige
Mechanismen vor, zum Beispiel bei der transmembranen Protein-Tyrosin-

Phosphatase o, die fir ihre katalytische Aktivitdt auf die Dimerisierung
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angewiesen ist um Liganden zu binden (208). Auch das Beispiel der Familie Il
Pyrophosphatase, deren Dimerisierung und Aktivitat von dem Vorhandensein
des Kofaktors Mangan abhangt (209), zeigt, auf welch vielfaltige Weise

Dimerisierung induziert und kontrolliert werden kann.

Neben der durch Ligandenbindung oder andere externe Einflusse regulierten
Oligomerisierung existieren auch Formen der reversiblen Assoziation und
Dissoziation von Untereinheiten, die von der Proteinkonzentration selbst
abhangen. Ein solcher konzentrationsabhangiger Mechanismus kann ebenfalls
die Enzymaktivitat regulieren (210, 211), beispielsweise beim Vorgang der
Zellapoptose, wo Caspase-9 durch einen Konzentrationsanstieg dimerisiert und
so aktiviert wird (194, 212).

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, lasst sich auch bei der HAD-
Phosphatase Chronophin ein Zusammenhang zwischen Oligo-
merisierungszustand und katalytischer Aktivitat beobachten. Die konstitiutiv
monomere MCIN A194K/A195K-Mutante zeigte eine deutlich niedrigere
katalytische Aktivitat im Vergleich mit dem dimeren mCIN WT. Ob eine
Anderung des Oligomerisierungszustands von Chronophin mit Folgen auf die

Enzymaktivitat auch physiologisch eine Rolle spielt, ist derzeit noch unklar.

4.2.2 Bedeutung der Cap-Domaéne fir die Substratspezifitat bei HAD-

Phosphatasen

Dadurch, dass im katalytischen Zentrum von HAD-Phosphatasen wie
Chronophin mit Ausnahme der Bindung der Abgangsgruppe durch das Asp+2
(siehe Abbildung 2) wenig spezifische Interaktion zwischen dem Substrat und
den katalytischen Resten stattfindet, Ubernehmen bei HAD-Phosphatasen
andere Reste abseits des katalytischen Zentrums die Interaktionen, die fur die
Substratspezifitat entscheidend sind. Sowohl Bewegungen der Cap-Domane,
die den Losungsmittelausschluss des aktiven Zentrums erleichtern, als auch die
Anordnung bestimmter Aminosauren in der Cap-Domane selbst sorgen so fur
Substratspezifitat. So enthalt beispielsweise die C1-Typ-Cap-Domane der [3-
Phosphoglucomutase in Lactococcus lactis Reste, die das Substrat binden und

fur die SchlieBung der Cap-Domane Uber dem aktiven Zentrum wichtig sind (36,
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42, 43). Bei der HAD-Hydrolase Phosphonatase Ubernimmt ein Lysin aus der
C1-Typ-Cap-Domane die Rolle des mit dem Substrat interagierenden Asp+2 als
allgemeine Saure/Base im katalytischen Mechanismus(34, 213). Bei einer
weiteren HAD-Phosphatase, der KdsC vom CO-Typ, die demgemal keine Cap-
Domane besitzt, kompensieren die Untereinheiten in tetramerer Anordnung die
Abwesenheit einer Cap-Domane, indem sie das aktive Zentrum einer
benachbarten Untereinheit abschirmen und Reste beitragen, die der
Substratspezifitat dienen (214). Eine ahnlicher tetramerer Aufbau findet sich
auch bei der 2-Keto-3-deoxy-D-glycero-D-galacto-9-phosphonononic acid

Phosphatase (KDN-9-P) in Bacteroides thetaiotaomicron (41).

Evolutionar betrachtet profitieren Phosphatasen der HAD-Superfamilie auch
von der konservierten strukturellen Stabilitat der Kerndoméane, die die Reste
des aktiven Zentrums beherbergt. Die Rossmann-ahnliche Faltung scheint
gegenuber Mutationen und Insertionen relativ robust zu sein und so ein stabiles

strukturelles Grundgerulst fur evolutionare Modifikationen darzustellen (25).

Die oben genannten Vertreter von HAD-Phosphatasen sind Beispiele dafr,
dass die Trennung von Resten, die fur die eigentliche chemische
Katalysereaktion verantwortlich sind, von Resten, die die Substratspezifitat
bestimmen, den Vorteil birgt, dass Mutationen die Substratspezifitat ohne
Beintrachtigung des aktiven Zentrums verandern konnen. Diese Fahigkeit stellt
einen in der Evolution von Enzymen und Veranderung der Substratspezifitat
entscheidenden Vorteil dar (215). Auch in der vorliegenden Arbeit lie® sich dies
am Beispiel des konstitutiv monomeren mCIN A194K/A195K beobachten, wo
die Anordnung der Reste des aktiven Zentrums von den Mutationen, die zur
Monomerisierung und zum Abkippen der Substratspezifitatsschleife fuhrten,

unbeeintrachtigt blieb.
4.2.3 Zusammenhang zwischen Oligomerisierung und enzymatischer
Funktion bei Vertretern der HAD-Phosphatasen

Wahrend die Rolle der Homodimerisierung in der C2a-Typ-Familie bislang nicht
naher untersucht worden ist, gibt es einige Erkenntnisse Uuber die

Oligomerisierung von HAD-Hydrolasen des C1- und CO-Typs.
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Im Fall der C1-Typ Haemophilus influenzae e (P4) Sauren Phosphatase sorgen
wechselseitige Kontakte der Untereinheiten daflr, dass die Konformation der
katalytischen Schleife IV (HAD Motiv IV) des aktiven Zentrum der einen
Untereinheit durch die jeweils andere Untereinheit stabilisiert wird. Es wird
vermutet, dass diese interprotomeren Kontakte, die bis in das aktive Zentrum

reichen, auch bei der Substraterkennung von Bedeutung sind (216).

Die zytosolische 5-Nukleotidase (cN-Il), eine in Sdugetieren vorkommende C1-
Typ-HAD-Hydrolase liegt in seiner nativen Form als Tetramer vor. Die
Beobachtung, dass eine dimere Mutante von cN-Il noch aktiv ist, eine
monomere allerdings die katalytische Aktivitat einbufdt, liefert Hinweise, dass
die Veranderung des oligomeren Zustands die enzymatische Aktivitat reguliert,

wobei der zugrundeliegende Mechanismus noch unbekannt ist (217, 218).

Bei der bifunktionalen CO-Typ T4 Polynukleotid Kinase/Phosphatase PNKP
tragt das Dimerinterface zwischen zwei gleichen Phosphatase-Untereinheiten
vermutlich auch zur korrekten Faltung oder Stabilitat des aktiven Zentrums bei,
was sich darin zeigt, dass die Phosphataseaktivitat durch Stérung der
Dimerisierung entlang der Phosphatase-Phosphatase-Grenzflache inhibiert wird
(219).

Zusammenfassend fallt auf, dass die konstitutive Dimerisierung von oligomeren

HAD-Phosphatasen eine Voraussetzung fur deren katalytische Aktivitat zu sein

scheint und mitunter auch bei der Koordinierung des Substrats eine Rolle spielt.

Die Ergebnisse am Beispiel der Typ C2a HAD-Phosphatase Chronophin, bei
der die Homodimerisierung die korrekte Positionierung der Substratspezifitats-
schleife bedingt, stehen so in Einklang mit den Ergebnissen anderer Vertreter
der HAD-Phosphatasen und dem dort beobachteten Zusammenhang zwischen
Oligomerisierungszustand und enzymatischer Funktion. Ob monomere HAD-
Phosphatasen moglicherweise auch intrazellular konzentrationsabhangig zu
Homo- oder Heterooligomeren assoziieren konnen, ist derzeit noch unklar.
Ebenso ware denkbar, dass oligomere HAD-Phosphatasen vom C2a-Typ wie
Chronophin auch durch spezielle posttranslationale Modifikationen oder in
subzellularen Kompartimenten in vivo auch in monomerer Form vorliegen. Dies

konnte bisher allerdings noch nicht gezeigt werden.
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4.2.4 Erkenntnisse Uber die Regulation von Substratspezifitat durch

Homodimerisierung anhand konstitutiv monomerem Chronophin

In dieser Arbeit konnte durch mehrere Methoden gezeigt werden, dass die
Mutation A194K/195K in Chronophin zu einer Stérung der Dimerisierung fuhrt,
die sich wiederum in einer verminderten Enzymaktivitat zeigt. Es kann hieraus
allerdings nicht abgeleitet werden, dass die Alanine’*'® fiir die Dimerisierung
entscheidend sind. Vielmehr wurde durch die Insertion von zwei Lysinen die
Integritat der gesamten Dimergrenzflache ausreichend gestort und somit eine
Dimerisierung verhindert. Theoretisch ware dies auch durch eine Mutation an
einer anderen Position der Dimergrenzflache moglich und kénnte weiteren
ortsspezifischnen Mutagenesen zur Uberpriifung der hier gezeigten
Zusammenhange zwischen Dimerisierung und Substratspezifitat als Anlass

dienen.

Der Vergleich der raumlichen Strukturen von mCIN A194K/A195K mit mCIN WT
lie® beim Wildtyp einen Mechanismus der wechselseitigen Stabilisierung der
Substratspezifitatsschleife durch die jeweils andere Untereinheit deutlich
werden. Dieser Zusammenhang, dass Homodimerisierung Uber Cap-Domanen
vom C2a-Typ die Substratspezifitat kontrolliert, wurde bislang nicht
beschrieben. Um Pyridoxalphosphat effizient zu dephosphorylieren, ist bei
Chronophin die korrekte Positionierung der Substratspezifitatsschleife notig.
Grundvoraussetzung fur diese Ausrichtung ist die Homodimerisierung von
Chronophin. Die homophile intermolekulare Interaktion der Dimerisierung
entlang der Dimergrenzflache und somit abseits des aktiven Zentrums
beinflusst also im Sinne eines allosterischen Effekts die Spezifitdt von
Chronophin. Die Positionierung der B-Haarnadelschleife, die moglicherweise
auch bei anderen HAD-Phosphatasen als Substratspezifitiagtsschleife dient,
mittels Homodimerisierung stellte sich im Vergleich mit den bekannten
Kristallstrukturen oligomerer HAD-Hydrolasen mit C2a-Typ-Cap-Domane als
evolutionar konservierte und weit verbreitete Eigenschaft in dieser
Strukturunterfamilie heraus. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse weisen auf ein allgemeines Prinzip hin, nach dem die

Dimerisierung von HAD-Hydrolasen mit C2a-Typ-Cap-Doméane die
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Substratspezifitat reguliert und koénnten auch fir viele andere HAD-
Phosphatasen neue Ansatze eroffnen, wie deren Aktivitdten gegeniber den
vielfaltigen Substraten moglicherweise auch therapeutisch beeinflusst werden

konnten.

4.2.5 Maoglicher therapeutischer Nutzen einer Hemmung der

Dimerisierung von Chronophin

Die Dephosphorylierung von Pyridoxalphosphat durch Chronophin und die
beobachtete enzymatische Aktivitatsminderung der monomeren Chronophin-
Mutante kdnnte man sich mdglicherweise therapeutisch zu Nutze machen. Die
Rolle von Pyridoxalphosphat und seiner Bedeutung fir Neoplasien ist bereits
seit den 1950er Jahren Gegenstand der Forschung. Wahrend anfangs die
Uberzeugung vorherrschte, die Einschrankung der Bioverfligbarkeit von Vitamin
B6 wirde eine antineoplastische Wirkung haben (220, 221), kamen neuere,
auch auf klinischen Daten basierende Untersuchungen zu einem gegenteiligen
Ergebnis. So korrelieren Serumspiegel von Vitamin B6 invers mit dem Risiko fur
Lungenkrebs (222). Auch stellt ein niedriges Expressionslevel der Pyridoxal
Kinase (PDXK), die fur die Umwandlung von Vitamin B6 in seine aktive Form
Pyridoxalphosphat sorgt (siehe auch 1.3.1), auf Proteinebene einen
prognostischen Marker fur ein schlechtes medizinisches Outcome beim nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) dar (223). Desweiteren konnte gezeigt
werden, dass die Hemmung der Expression von PDXK verringerte
Ansprechraten von NSCLC-Zellen auf das Chemotherapeutikum Cisplatin zur
Folge hat, die Hemmung von Chronophin oder auch die Gabe von Pyridoxin
dagegen ein verbessertes Ansprechen (223). Es wurde auch ein
Zusammenhang zwischen gesteigertem PLP-Metabolismus und erhdhtem
Risiko flr Lungenkarzinome festgestellt (224). Ergebnisse Uuber den
gegenlaufigen Zusammenhang zwischen PLP-Spiegeln im Serum und dem
Risiko, ein kolorektales Karzinom oder Brustkrebs zu entwickeln, bestatigen
ebenfalls die Vermutungen, die auf einen positiven Einfluss von PLP hindeuten
(225-227).
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Zusammenfassend wird vermutet, dass Vitamin B6 zwar fir das initiale
Wachstum eines Tumors wichtig ist, da es als Kofaktor vieler anaboler
Prozesse dient, im weiteren Verlauf allerdings niedrige Vitamin B6-Spiegel das
Tumorwachstum oder dessen Fortbestehen fordern, da sie die Immunantwort
des Korpers abschwachen und die Resistenz der Tumorzellen gegenuber
stressinduziertem Zelltod erhéhen (223, 228).

Dies wirde einen mdglichen therapeutischen Ansatz ins Blickfeld rucken, der
den PLP-Metabolismus einschrankt, somit die PLP-Spiegel in den Tumorzellen
anhebt und sie so fur ,Zellstress® wie Chemotherapie oder Bestrahlung
empfanglicher macht. Ein mogliches Ziel dieser Therapie ware Chronophin, das
als Pyridoxalphosphatase den Abbau von PLP einleitet. Wie kirzlich berichtet,
konnten auf PLP basierende Inhibitoren das aktive Zentrum von Chronophin
hemmen, so durch moglicherweise gezielte Applikation die lokalen Vitamin B6
Spiegel anheben und die Sensitivitdt von Krebszellen gegenuber zytotoxischer
Behandlung erhéhen (192).

Ein weiterer Ansatzpunkt ergibt sich aus dem in dieser Arbeit festgestellten
Zusammenhang der Homodimerisierung und katalytischen Aktivitat von
Chronophin. Eine Monomerisierung von Chronophin wirde eine funktionelle
Hemmung des Enzyms und damit auch des Vitamin B6-Metabolismus zur Folge
haben. Als Vorbilder kdnnten hierbei die HIV-1 Protease und die HIV-1 Reverse
Transkriptase dienen, deren Aktivitat ebenfalls von ihrem Homodimerisierungs-
zustand abhangt (229, 230). Es wurde beschrieben, dass Peptidsequenzen, die
der Struktur der Dimergrenzflache nachempfunden sind, die Dimerisierung
inhibieren und so auch die Aktivitat der HIV-1 Protease und der Reversen
Transkriptase mindern (231-236).

Die Erkenntnis der Pulldown-Experimente, dass bereits die A194K/A195K
Mutation in einem der beiden Protomere flr die Inhibierung der Dimerisierung
ausreichend ist (siehe 3.3.5), lasst das Prinzip eines Peptidinhibtors
vielversprechend erscheinen, da das Peptid in der Interaktion mit unmutierten
Chronophinmolekulen die Rolle des mutierten Dimerinterfaces Ubernehmen
konnte und so die Dimerisierung, ahnlich wie in den GST-Pulldown-

Experimenten gezeigt, hemmen konnte. Allerdings mussten bei einer
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potentiellen Inhibierung von Chronophin auch dessen Funktion und die
Auswirkungen einer moglichen Hemmung der Phosphatasefunktion gegenlber
Substraten wie Phospho-Cofilin berlcksichtigt werden. Neueste Ergebnisse,
dass das Wachstum Chronophin-depletierter Glioblastomzellen in vivo
gehemmt ist, aber gleichzeitig im Zellmodell die Invasivitat dieser Zellen erhoht
ist (126), zeigen, dass durch die zahlreichen Substrate von Chronophin und die
nachgeschalteten Mechanismen beispielsweise im Vitamin B6-Stoffwechsel
oder auch in der Aktin-Zytoskelettregulation die Effekte einer Chronophin-
inhibierung noch nicht vollstandig verstanden sind und deshalb weitere

Forschung auf diesem Feld erfordern.

Die Gemeinsamkeiten der Dimerisierung von Chronophin und anderen HAD-
Hydrolasen mit C2a-Cap-Doméane und die zu vermutende Analogie des
Zusammenhangs zwischen Dimerisierung und Enzymaktivitat eroffnen zudem
noch weitere Ansatze, die Ergebnisse dieser Arbeit auch im Transfer auf

andere HAD-Hydrolasen anzuwenden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Phosphatasen der HAD (haloacid dehalogenase)-Familie sind weit verbreitet in
allen Domanen des Lebens und erfullen die verschiedensten zellularen
Aufgaben, beispielsweise in Metabolismus und Zellregulation. Die HAD-
Phosphatase Chronophin zeigt Phosphataseaktivitat unter anderem gegenuber
Pyridoxal-5°-Phosphat (PLP), einem essentiellen Kofaktor vieler biochemischer
Prozesse, und Phosphocofilin, einem Regulator des Aktinzytoskeletts.
Chronophin dimerisiert Uber die Interaktion zweier identischer Untereinheiten zu
einem Homodimer. Ziel dieser Arbeit war, die Rolle dieser Dimerisierung, eines
bei HAD-Phosphatasen weit verbreiteten Oligomerisierungszustandes, naher zu

untersuchen.

Hierzu wurde die Dimerisierung erfolgreich durch den Austausch der
Aminosauren Alanin 194 und 195 zu Lysinen (Mutation A194K/A195K) gestort.
Der Nachweis einer konstitutiv. monomeren Chronophin-Mutante mittels
GrolRenausschlusschromatographie, Rasterkraftmikroskopie, analytischer Ultra-
zentrifugation und Zellexperimenten wurde schliellich Uber die Struktur-
aufldsung mittels Rdntgenstrukturanalyse bestatigt. Aktivitatsmessungen der
monomeren Mutante gegeniber dem Substrat PLP zeigten eine deutliche
Verminderung der Phosphataseaktivitat. Die Rontgenstrukturanalyse von
Chronophin A194K/A195K im Vergleich mit Wildtyp-Chronophin enthullte einen
Mechanismus, wie die sogenannte Substratspezifitatsschleife, die fur die
korrekte Positionierung des PLP sorgt, im Homodimer des Wildtyps durch
Interaktionen mit dem zweiten Protomer stabilisiert wird. Diese Stabilisierung
fehlt bei der monomeren Mutante und aufert sich in einer veranderten Stellung
der Substratspezifitatsschliefe. Der Strukturvergleich von Chronophin mit
weiteren HAD-Phosphatasen der selben strukturellen Untergruppe vom C2a-
Typ lasst eine allgemeine Giultigkeit der hier beschriebenen allosterischen
Kontrolle von Substratspezifitat Uber Homodimerisierung bei HAD-
Phosphatasen vermuten und kdonnte so neue Ansatzpunkte fur moglicherweise

auch therapeutisch nutzbare Aktivitatshemmungen liefern.
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9. ANHANG

Tabelle 7: Datensammlung und Verfeinerungsstatistik von 4BX0.

Datensammlung

Wellenlange (A) 0,91841
Raumgruppe P2
Elementarzell Parameter
a,b,c (A) 36,13;
91,82;
39,19
a,B,y (°)
Aufldsungsbereich (A)?
Reym” 0,093
(0,658)
Rpim . 0,049
(0,347)
/o1 10,2(2,3)
Vollstandigkeit (%) 99,8 (99,9)
Vielfachheit 3,5 (3,9)
Gesamtzahl der 89076
Reflexionen
Unabhangige 25494
Reflexionen (3709)
Verfeinerungsstatistik
Wilson B-Faktor (A%)
Durchschnitt B-Faktor 28,6
(A%)
Makromolekdule 28,0
Losungsmittel 34,2
Reryst 0,1913
Riree’ 0,2363
Zahl an 2496
nicht-Wasserstoff
Atomen
Makromolekulen 2247
Liganden 7
Wassermolekilen 242
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r.m.s. Abweichungen bei
Bindungslangen (A) 0,005
Bindungswinkeln (°) 1,006
Planaren Gruppen (A) 0,004

Diederwinkeln 13,14
Koordinatenfehler (A)' 0,28
Ramachandran
Statistiken®

Gunstig (%) 99,32

Erlaubt (%) 0,34

Ausreil3er (%) 0,34

MolProbity clashscore" 11,63

2 Die Werte in Klammern beziehen sich auf die Schale hochster Auflésung
°* Reym = ShaXi|li = < I > | a3 li, wobei |; die i-te Messung und < | > der
gewichtete Mittelwert aus allen Messungen von | ist

°Rpim. = Yha(1/(n - 1))1’2Zi| —<I> | >kl , wobei n die Vielfachheit des
beobachteten Reflexes ist

4 Steht fiir die durchnittliche Intensitat geteilt durch ihre Standardabweichung
(signal-to-noise ratio)

® Rayst = Y|Fo — Fc|/¥|Fo|, wobei F, und F. die beobachteten und
berechneten Strukturfaktoramplituden sind. Rfee und Rcryst wurden unter

zufalliger Auslassung von 5% der Daten von der Verfeinerung berechnet
" Geschatzter Koordinatenfehler basierend auf Ree

9 Die Ramachandran Statistiken stehen flr den Anteil an Resten in den
gunstigen, erlaubten oder nicht erlaubten Regionen des Ramachandran-Plots
von MolProbity (237)

" Anzahl ernsthafter Konflikte pro 1000 Atome (237).
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Tabelle 8: Datensatz der HAD-Hydrolasen mit bekannter Struktur

; , Protein-
PDB  Quartar- Cap Hmterlegte Spezies kennung
ID struktur Bezeichnung .
(UniProt)
Deoxy-D-mannose-
1KAE Tetramer CO octulosonate 8- !—Iaemophllus P45314
phosphate influenzae Rd
phosphatase
1U7P Monomer CO magnesium-dependent Mus musculus QOD967
phosphatase-1
1XPJ Tetramer CO hypothetical protein Vibrio cholerae = Q9KVB4
5' polynucleotide
1YJ5 Dimer CO kinase-3' phosphatase Mus musculus Q9JLV6
catalytic domain
Histidine biosynthesis
2FPR Dimer CO bifunctional protein Escherichia coli Q9S5G5
HisB
Carboxy-terminal
domain RNA
2GHT Monomer CO polymerase Il Homo sapiens QoGzU7
polypeptide A small
phosphatase 1
CTD small
2HHL Monomer CO phosphatase-like Homo sapiens 015194
protein
2IA5  Tetramer CO Polynucleotide kinase ~ Cnerobakterien- oqq0,,
phage T4
202X Monomer CO hypothetical protein :\é'ﬁsorh'mb'“m Q98156
. . : Bacteroides
20BB Dimer CO0 Hypothetical protein thetaiotaomicron Q8A9J5
Hypothetical protein . .
2P9J Oktamer CO AQ2171 Aquifex aeolicus 067920
Haloacid Corynebacterium
2PR7 Monomer CO dehalogenase/epoxide ryne Q6M720
. glutamicum
hydrolase family
Carboxy-terminal
domain RNA
2Q5E Monomer CO polymerase Il Homo sapiens 014595
polypeptide A small
phosphatase 2
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
3-deoxy-D-manno-
OR8E Oktamer co Octulosonate 8- Escherichia coli  P67653
phosphate
phosphatase KdsC
MAGNESIUM-
2WM8 Monomer CO DEPENDENT Homo sapiens Q86V88
PHOSPHATASE 1
2-keto-3-deoxy-D-
glycero-D- Bacteroides
3E8M Tetramer CO galactonononate-9- ; . Q8A712
thetaiotaomicron
phosphate
phosphatase
RNA polymerase Il Schizo-
3EFO Monomer CO subunit A C-terminal saccharomyces Q9P376
domain phosphatase pombe
3EWI Tetramer CO acyineuraminate =y o viueouius  QO9KK2
cytidylyltransferase
3IB6  Tetramer CO Unchgracterlzed Listeria C1KYJ5
protein monocytogenes
3-deoxy-D-manno-
3105 Tetramer co Octulosonate 8- Yersinia pestis ~ Q8ZB47
phosphate
phosphatase
D,D-heptose 1,7-
3L8E Monomer CO bisphosphate Escherichia coli P63228
phosphatase
Putative haloacid Bordetella
3L8H Monomer CO dehalogenase-like ) : Q7WG29
bronchiseptica
hydrolase
3MMZ Oktamer CO putative HAD-family Streptgmyces Q82HY3
hydrolase avermitilis
probable yrbi family Pseudomonas
3MN1 Tetramer CO syringae pv. Q48EB9
phosphatase i
phaseolicola
3-deoxy-D-manno-
3NO7 Tetramer o Octulosonate 8- Vibrio cholerae  Q9KP52
phosphate
phosphatase
Hydrolase, HAD- Leqionella
3N1U Tetramer CO superfamily, subfamily o9 . Q5ZX93
pneumophila

A
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
3QLE Monomer CO Tim50p Saccharomyces  cgz)yyz
cerevisiae
2-keto-3-deoxy-D-
4HGN Tetramer CO manno-octulosonate 8- Bact_er0|des_ Q8A748
phosphate thetaiotaomicron
phosphohydrolase
Hypothetical protein Xanthomonas
4NAV Tetramer CO . YP P campestris pv. Q8P716
XCC279 :
campestris
3E81 Oktamer CO Acylneuramlnate Bactgrmdes_ Q8A712
cytidylyltransferase thetaiotaomicron
, EPOXIDE
1EK1 Dimer C1 HYDROLASE Mus musculus P34914
IMHS Dimer C1 Plasma membrane Neurospora P07038
ATPase crassa
1008 Monomer C1 Pt Lactococeus  p74447
phosphoglucomutase lactis
. 5(3)- .
1Q92 Dimer C1 deoxyribonucleotidase Homo sapiens Q9NPB1
PROTEIN (L-2-
1QQ5 Dimer  C1 HALOACID raninodadter 60099
DEHALOGENASE) P
Staphylococcus
1QYl Monomer C1 hypothetical protein aureus subsp. Q8NW41
aureus
1RKU Dimer  C1 homoserine kinase Pseudomonas g5y
aeruginosa
PHOSPHONOACETAL
1SWV Dimer C1 DEHYDE Bacillus cereus 031156
HYDROLASE
1TE2 Dimer C1 putative phosphatase  Escherichia coli Q7ADF8
hypothetical protein Pyrococcus
1X42 Monomer CA1 PHO0459 horikoshii 058216
1YNS Monomer C1 E-1enzyme Homo sapiens Q9UHY7
1288 Tetramer C1 AphA protein tSaImone.IIa Q540U1
yphimurium
: L-2-HALOACID Pseudomonas
1ZRN Dimer C1 DEHALOGENASE Sp. Q53464
2AH5 Monomer C1 COGO0546: Predicted Streptoco_ccus Q97751
phosphatases pneumoniae

151



Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
2BOC Dimer C1 putative phosphatase  Escherichia coli P0OA8Y3
2B82 Tetramer 1 Class Bacid Escherichia coli POAE22
phosphatase
2FDR Monomer C1 consgrved hypothetical Agrobac_terium AICIW3
protein tumefaciens
2-hydroxy-3-keto-5-
OFEA Monomer c1 Methylthiopentenyl-1- g o subtiis 031667
phosphate
phosphatase
hydrolase, haloacid Streptococcus
2FI1  Dimer C1 dehalogenase-like proco Q97RK1
family pneumoniae
2G09 Monomer c1 Cviosolic S Mus musculus ~ Q9D020
nucleotidase Il
2G80 Monomer C1 Protein UTR4 Saccharomyces  paog06
cerevisiae
2GFH Dimer ~ C1 \-acyineuraminate-9- \\ .o isculus  QOCPT3
phosphatase
hydrolase, haloacid Streptococcus
2GO7 Dimer  C1 dehalogenase-like proco QI7NG6
family pneumoniae
Hydrolase, haloacid Chlorobaculum
2HCF Monomer C1 dehalogenase-like . Q8KBS5
) tepidum
family
5HDO Monomer C1 Phosphoglycolate Lactobacillus FOUMS1
phosphatase plantarum
Putative Lactobacillus
2HI0O  Monomer C1 phosphoglycolate . QO04AA0
delbrueckii
phosphatase
. Putative HAD- Pyrococcus
2HOQ Dimer  C1p/yrolase PH1655 horikoshii 059346
oHSZ Monomer C1 novel predicted Haemophilus QOIMWS
phosphatase somnus
. . Bacillus
2133  Dimer C1 Acid phosphatase anthracis Q81L82
Hydrolase, haloacid Porohvromonas
216X Monomer C1 dehalogenase-like orphyr Q7MWAG
family gingivalis
5'(3")-
217D  Dimer C1 deoxyribonucleotidase, Homo sapiens Q8TCD5

cytosolic type
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
COPPER- Sulfolobus
2IYE Monomer C1 TRANSPORTING solfataricus Q97UU7
ATPASE
CYTOSOLIC PURINE :
2J2C Tetramer C1 5 NUCLEOTIDASE Homo sapiens P49902
5'(3')-
2JAR Dimer C1 DEOXYRIBONUCLEO Mus musculus Q9JM14
TIDASE
: (S)-2-haloacid Burkholderia
2NO4  Dimer C1 dehalogenase IVA cepacia Q51645
2NYV Monomer C1 Phosphoglycolate Aquifex aeolicus 067359
phosphatase
Hypothetical protein Pseudomonas
20DA Dimer C1 PSPTO 2114 syringae pv. Q884H9
tomato
Probable Pyrococcus
20M6 Dimer C1 phosphoserine yr " 057991
horikoshii
phosphatase
2P11  Dimer C1 Hypothetical protein Burkholderia Q13MR9
xenovorans
Haloacid Xanthomonas
2PKE Dimer C1 delahogenase-like campestris pv. Q8P4B4
family hydrolase campestris
2QLT Monomer c1 (PL)-glycerol-3- Saccharomyces 441577
phosphatase 1 cerevisiae
CYTOSOLIC 5'- :
2VKQ Monomer C1 NUCLEOTIDASE Il Homo sapiens Q9HOPO
ovoy Dodekam o, Copper-exportingP- g,y c subtiis 030085
er type ATPase A
HYPOTHETICAL 2- Sulfolobus
2W43 Dimer C1 HALOALKANOIC ACID tokodaii Q96XE7
DEHALOGENASE
N-ACYL-
2W4M Dimer C1 NEURAMINATE-9- Homo sapiens Q8TBE9
PHOSPHATASE
OYMM Dimer ~ c1 -haloacid Rhodo- RAGRT2
dehalogenase bacteraceae
oyNg HOero- o4 s ke ATPase Sus scrofa P19156
Dimer
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
Sarcoplasmic/endoplas Orvetolaaus
2ZBF Monomer C1 mic reticulum calcium Y 9 P04191
cuniculus
ATPase 1
Putative Sulfolobus
2ZG6 Dimer C1 uncharacterized protein tokodai Q96X90
ST2620
2ZXE Trimer ~ C1 Na K-ATPasealpha  Squalus Q4H132
subunit acanthias
Probable copper-
3A1D Tetramer C1 exporting P-type erc?;jesoglobus 029777
ATPase A 9
3B8C Monomer C1 ATPase 2, plasma Arap|d0p3|s P19456
membrane-type thaliana
Sodium/potassium-
3B8E Trimer C1 transporting ATPase Sus scrofa P05024
subunit alpha-1
3BWV Dimer C1 Putatlv§5(3)- . Stgphqucpccus Q8CTG7
deoxyribonucleotidase epidermidis
3CNH Monomer C1 Hydrglasefamlly Delpococcus QIRTQA
protein radiodurans
Putative haloacid Bacteroides
3D6J Monomer C1 dehalogenase-like - Q5LGR4
fragilis
hydrolase
Putative haloacid Bacteroides
3DDH Dimer C1 dehalogenase-like : : Q8A5Q8
) thetaiotaomicron
family hydrolase
3DV9 Monomer C1 Do Bacteroides  »g| 7pg
phosphoglucomutase  vulgatus
3ED5 Monomer C1 YfnB Bacillus subtilis 006480
Outer membrane Haemonhilus
3ET4 Dimer C1 protein P4, NADP . P Q4QMM5
influenzae
phosphatase
3HBO Monomer C1 Eyesabs_ent homolog 2 Homo sapiens 000167
(Drosophila)
3128  Dimer C1 Epoxide hydrolase 2 Homo sapiens P34913
3IRU  Hexamer C1 phoshonoa.cetaldeh.yde Olelsplra DOVWZ7
hydrolase like protein  antarctica
Haloacid
3K1Z Monomer C1 dehalogenase-like Homo sapiens Q9BSH5

hydrolase domain-
containing protein 3
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
Phosphorylated Thermotoaa
3KBB Monomer C1 carbohydrates maritima r%sb8 Q9X0Y1
phosphatase TM_1254
HAD-superfamily Ehrlichia
3KZX Monomer C1 hydrolase, subfamily , Q2GHD1
: chaffeensis
IA, variant 1
Haloacid
3L5K Monomer C1 dehalogenase-lllfe Homo sapiens Q08623
hydrolase domain-
containing protein 1A
Hydrolase, haloacid Pseudomonas
3MOL Dimer C1 dehalogenase-like Q4K5L5
) fluorescens
family
Predicted phosphatase, Clostridium
3MC1 " Monomer  C1 HAD-family acetobutylicum Qo7LY2
3NAS Dimer  c1 Pet Bacillus subtilis 006995
phosphoglucomutase
3NUQ Monomer CA putative nucleotide Sacchgromyces P53078
phosphatase cerevisiae
30CY Dimer C1 Lipoprotein E _Haemophllus P26093
influenzae
3PCT Dimer C1 Class C acid Pasteu_rella BOVWEB2
phosphatase multocida
Haloacid Bacteroides
3QNM Monomer C1 dehalogenase-like . . Q8A5G8
thetaiotaomicron
hydrolase
INORGANIC Bacteroides
3QUQ Monomer €1 bR OPHOSPHATASE  thetaiotaomicron  8A°V9
Legionella
3RFU Monomer C1 Copper efflux ATPase gSE:{)nOph"a Q5ZWR1
pneumophila
Hydrolase, haloacid Pseudomonas
3S6J Dimer C1 dehalogenase-like syringae pv. Q88AV7
family tomato
3SD7 Monomer C1 Putative phosphatase gill%iﬂled'um Q181K6
, Copper-exporting P- Archaeoglobus
3SKX Dimer C1 type ATPase B fulgidus 030085
3SMV Monomer C1 S-(-)-azetidine-2- Pseudomonas B273V8
carboxylate hydrolase sp.

155



Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
3UM9 Dimer C1 g:t!%?g(j;inase type Il Polaromonas sp. Q12G50
3UMB Dimer c1 Putative dehalogenase- Ralstonia Q8XZN3
like hydrolase protein ~ solanacearum
3UMC Dimer C1 Probable haloacid Pseudomonas Q9I5C9
dehalogenase aeruginosa
3UMG Dimer C1 Haloacid dehalogenase Rhodococcus sp. QO0SK70
: Pseudomonas
3VAY Dimer  Cf E%?éf:speeﬁam”y syringae pv.  Q88B12
y tomato
Hypothetical Thermococcus
4AP9 Oktamer C1 phosphoserine onnurineus B6YX36
phosphatase
Putative haloacid Bacteroides
4DFD Monomer C1 dehalogenase-like hetai : Q8A4Q5
hydrolase thetaiotaomicron
Beta- Deinococcus
4EEK Dimer C1 phosphoglucomutase- radiodurans Q9RTX8
related protein
4EX6 Monomer C1 AlnB ggeptomyces B6SEG4
, Beta- . .
4G9B Dimer C1 phosphoglucomutase Escherichia coli P77366
Beta-
phosphoglucomutase  Clostridium
4GIB -~ Monomer  C1 (g i3 D-Glucose 1,6-  difficile Q185X7
phosphomutase)
Haloacid Bacteroides
4JB3 Monomer C1 dehalogenase-like hetai : Q8A947
hydrolase thetaiotaomicron
Haloacid dehalogenase Planctomvees
40VY Dimer C1 domain protein . ny D5SUM3
hydrolase limnophilus
4ARN3 Monomer C1 HAD-superfamily Geobacter Q74BH2
hydrolase sulfurreducens
4UAS Monomer C1 Protein CbbY Rhodobacter  pg5649

sphaeroides
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
Haloacid
dehalogenase-like Arabidopsis
4UAV Monomer C1 hydrolase domain- o1dop Q94K71
I . thaliana
containing protein
At3g48420
AUM ZINC-
W Monomer C1 TRANSPORTING Shigella sonnei  Q3YW59
ATPASE
3E58  Dimer C1 putative Beta- Streptoco_ccus Q5M554
phosphoglucomutase  thermophilus
PHOSPHOSERINE Methanocaldoco
1J97° Monomer g;* PHOSPHATASE (PSP) ccus jannaschii 320909
1NNL Dimer C1+ phosphoserine Homo sapiens P78330
co phosphatase
hypothetical protein Archaeoglobus
1Y8A Monomer g;+ AF1437 fulgidus 028835
Legionella
2BDE Dimer C1+ Cyto_spllc'IMP-GM_P pneumophila Q52786
co specific 5'-nucleotidase subsp.
pneumophila
3FVV Monomer C1+ uncharacterized protein Bordetglla Q7WO0A9
c2 pertussis
Phosphoserine Francisella
3KD3 Monomer C1+ phosphohydrolase-like tularensis subsp. Q5NH99
C2 protein tularensis
3M1Y  Dimer C1+ Phosphoserine Hellc_obacter 025367
co phosphatase (SerB) pylori
3N28 Dimer ~ Ci+ "nosphoserine Vibrio cholerae  Q9KPM2
co phosphatase
3P96  Dimer C1+ Phosphoserine Mycobacterlum AOQUI
co phosphatase SerB avium
4AS?2  Dimer C1+ Phosphorylcholine Pseudomonas QOHTR2
co phosphatase aeruginosa
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
4EZE Monomer C1+ Putative hydrolase Salmonella typhi Q82598
C2
4GXT Monomer C1+ Unchgracterlzed Anaerc_)_coccus C7RF86
Co protein prevotii
. 4-nitro- Thermotoga
VIR Dimer C2a phenylphosphatase maritima QIX264
putative phosphatases
1WVI  Tetramer involved in N-acetyl- Streptococcus Q8DTD6
C2a glucosamine mutans
catabolism
hydrolase, haloacid Streptococcus
1YDF Dimer dehalogenase-like proco Q97Q24
C2a ) pneumoniae
family
1YS9  Tetramer Protein SPy1043 Streptococeus  ngq7\y4
C2a pyogenes
. hydrolase, haloacid Enterococcus
1YV9 Dimer C2a dehalogenase family faecalis QB36C7
. hypothetical protein Pyrococcus
1240 Dimer  coa PH1952 horikoshii 059622
2C4N Tetramer C2a PROTEIN NAGD Escherichia coli POAF24
Haloacid
. dehalogenase-like
2HO4 Dimer C2a hydrolase domain Mus musculus Q3UGR5
containing 2
Predicted sugar Cviophaaa
2HX1 Tetramer phosphatases of the ylophaga Q11S56
C2a : hutchinsonii
HAD-superfamily
PYRIDOXAL
20YC Dimer C2a PHOSPHATE Homo sapiens Q96GDO0O
PHOSPHATASE
PHOSPHOLYSINE
PHOSPHOHISTIDINE
2X4D Dimer C2a INORGANIC Homo sapiens Q9HO008
PYROPHOSPHATE
PHOSPHATASE
Hydrolase, haloacid Streptococcus
3EPR Tetramer C2a dehalogenase-like agalactiae Q8E044

family

serogroup V
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
3HLT Tetramer C2a HDHD2 Homo sapiens Q9HOR4
. Uncharacterized . .
3PDW Dimer C2a hydrolase yutF Bacillus subtilis 032125
: p-nitrophenyl Archaeoglobus
3QGM Dimer C2a phosphatase (Pho2) fulgidus 029873
, Uncharacterized Saccharomyces
3RF6  Dimer o5 protein YKRO70W cerevisiae P36151
419F  Dimer Glycerol 3-phosphate Mycobactgrlum L7NAY?2
C2a phosphatase tuberculosis
Thermostable p- Geobacillus
4KN8 Dimer nitrophenyl- stearothermophil Q8L1N9
C2a
phosphatase us
, HYPOTHETICAL Thermoplasma
1L6R  Dimer  ~op PROTEIN TA0175 acidophilum QOHLQ2
Thermotoga
1NF2 Monomer Cob phosphatase maritima Q9WZB9
hypothetical protein,
haloacid . .
1NRW Monomer C2b dehalogenase-like Bacillus subtilis  P94592
hydrolase
1RKQ Dimer Hypothetical protein e cperichia coli  POASYS
C2b yidA
1RLM Monomer C2b Phosphatase Escherichia coli P75792
1S20 Monomer sucrose-phosphatase Synechocystis P74325
C2b sp.
trehalose-6-phosphate Thermoplasma
1U02 Monomer C2b phosphatase related acidophilum Q9HIW7
protein
, Phosphoglycolate Pyrococcus
1WR8  Dimer C2b phosphatase horikoshii 050129
Putative mannosyl-3-
1XVI  Dimer C2b phosphoglycerate Escherichia coli  P76329
phosphatase
2AMY Monomer C2b ghosphomannomutase Homo sapiens 015305
oB30 Dimer Pvivqx hypothetical P_Iasmodium A5K063
C2b protein vivax
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
2FUE  Dimer Phospho- Homo sapiens Q92871
C2b mannomutase 1
, Leishmania
2154  Dimer Co2b Phosphomannomutase mexicana Q95zD7
. Hypothetical conserved Geobacillus
2QYH Dimer o1 Hrotein. GK1056 kaustophilus Qs5L139
Putative Bacteroides
2RBK  Monomer C2b uncharacterized protein thetaiotaomicron QBA090
Mannosyl-3- Pyrococcus
2Z0S Monomer Cob phosphoglycerate horikoshii 058690
phosphatase
3DAO Monomer Putative Phosphate ~ Cuacterium DOVWU2
C2b rectale
, Stress response . -
3DNP Dimer C2b protein yhaX Bacillus subtilis 007539
Trypanosoma
3FO9R Monomer Cob Phosphomannomutase brucesi Q38AW2
- : Clostridium
3FZQ Dimer Cob Putative hydrolase difficile Q188R2
NTD biosynthesis Bacillus subtilis
3GYG Tetramer operon putative . 007565
C2b subsp. subtilis
hydrolase ntdB
Putative Streptococcus
3L7Y Monomer uncharacterized protein P Q8DU45
C2b mutans
smu.1108c
Predicted hydrolase of Lactobacillus
3MPQ  Monomer C2b the HAD-superfamily brevis Q03733
Haloacid Bacteroides
3NIW  Monomer dehalogenase-like ; . Q8A2F3
C2b thetaiotaomicron
hydrolase
haloacid KL(ee?Jsrlr%lr?iae
3PGV Monomer dehalogenase-like P A6TGK6
C2b subsp.
hydrolase .
pneumoniae
Hydrolase, haloacid Bacteroides
3R4C Monomer dehalogenase-like : : Q8A759
C2b thetaiotaomicron
hydrolase
MANNOSYL-3- Thermus
3ZX4 Dimer Cob PHOSPHOGLYCERAT thermophilus Q72K29

E PHOSPHATASE
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Protein-

PDB  Quartar- Ca Hinterlegte Spezies kennun
ID struktur P Bezeichnung P nung
(UniProt)
Haloacid Plasmodium
4QJB Monomer dehalogenase-like ) Q8I1J74
C2b falciparum
hydrolase
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