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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Taspasel ist eine Threonin-Aspartase, die das Mblelh an zwei konservierten
Erkennungssequenzen (CS1 und CS2) hydrolysiert.dBiaus entstehenden Spaltprodukte,
p320N und p180C bilden ein stabiles Heterodimer fiilgeén sich mit zahlreichen Proteinen
zu einem Multiproteinkomplex zusammen, der die epaischen Prozesse wahrend der
Embryogenese, Zellzyklus und Stammzell-WachstumesteDer MLL-Komplex weist eine
spezifische Histon-Methyltransferase-Aktivitat flrysin-4 des Histon 3 Proteins auf
(H3K4me3). Diese spezifische Aktivitat halt ein Ntrsder aktiven Gene wéahrend der
Entwicklung und Zelldifferenzierung aufrecht. DaB4AAMLL Fusionsprotein, welches durch
die chromosomale Translokation t(4;11) gebildet dwiist ebenfalls ein Substrat von
Taspasel. Die Hydrolyse dieses Fusionsproteinst fébenfalls zu Spaltprodukten, die
zundchst miteinander ein Heterodimer bilden, um cldresssend einen onkogenen
Multiproteinkomplex auszubilden. Dieser Komplex aichh hAmatopoietische Stammzellen zu

"reprogrammieren” und den Ausbruch einer lymphdldelsen Leukamie auszulésen.

Die Aktivitat der Taspasel selbst wird durch Eigaoteolyse reguliert. Es wird zunachst als
Proenzym (p50) hergestellt, das anschliessend dArgbproteolyse in die enzymatisch
aktive Form konvertiert wird. Taspasel ist ein enagisch strikt kontrolliertes Enzym mit
geringer Substratanzahl. Neben MLL gibt es nur genibekannte Substrate; allerdings
scheint Taspasel in den Zellen solider Tumoren expeimiert zu sein. Daraus kann
postuliert werden, dass Taspasel/MLL-Aktivitat fliese Tumorarten von bedeutung ist.
Taspasel ist die einzige bislang bekannte ProieaS@&ugerzellen, die dazu befahigt ist, das
Leukamie-spezifische AF4-MLL proteolytisch zu spaltund damit seine onkogenen
Eigenschaften zu aktivieren. Eine spezifische ligning der Taspasel konrdeshalb eine
maogliche Methode zur Therapie von t(4;11)-Leukam#stellen. Aus diesem Grund war
Taspasel als ein potentielles Wirkstoffziel inteagg und wurde im Rahmen dieser Arbeit
genauer untersucht.

Um die Funktionsweise von Taspasel zu untersuchemgde die 2005 veroffentlichte
Kristallstruktur der Taspasel als Grundlage flie alleiteren Arbeiten verwendet. Da die
Struktur allerdings nur unvollstandig aufgelést wamurden die unaufgeltsten Bereiche
mittels bioinformatischer Tools in Kooperation riiim Geppert (Arbeitskreis von Prof. Dr.
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Gisbert Schneider) modelliert. Die Modellierung fighzu einem detaillierteren Modell des

Taspasel-Proenzyms, also dem Zustand vor der aalytischen Aktivierung.

Taspasel weist interessanterweise nur HomologienL-Asparaginasen-2 (Familie der
Hydrolasen), darunter Glycosylasparaginase, aufcdslylasparaginase durchlauft ebenfalls
einen Autokatalyse-Prozess, allerdings nach einei®-Atyl-shift-Mechanismus. Daher
wurde Taspasel zunéchst anhand geeigneter Expégim@maufthin Gberpruft, ob hier ebenso
ein solcher Mechanismus flur die Autokatalyse inr@gtt kommt. Allerdings widerlegten die
durchgefuhrten Experimente diese Vermutung.

Um die molekulare Funktionsweise der Taspasel mieren, wurde nun das modellierte
Taspasel-Proenzym verwendet. Dies erlaubte die tifideesrung von kritischen
Aminosauren. Durch Mutationsanalysen konnte so Fdiaektion von Taspasel aufgeklart
werden. So wurde ein intrinsischer Serin-Proteaseidnismus fur den Prozess der
Autokatalyse entdeckt. Dabei spielt Serin-291 - it@tbar in der Nahe des katalytischen
Zentrums - eine wesentliche Rolle.

Anhand weiterer Mutationsanalysen konnte dann talaise der Aktivierungsmechanismus
von Taspasel aufgeklart werden. Dabei scheint dimddlimerisierung zweier Taspasel-
Proenzyme der wesentliche Schlussel fur die vaoltige Aktivierung der Taspasel zu sein.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Aminosauren foppan-173, Arginin-262, und

Glutaminsaure-295 als kritische Aminosauren iderdit.

Weiterhin konnte anhand der funktionellen AnalydkeraMutanten zuletzt eine trans-
dominant-negative Taspasel-Variante (C163E-S29dA:TASP1) hergestellt werden. Das
proenzymatische Monomer dieser Mutante ist dab&ihgt, mit einem Wildtyp-Taspasel-
Monomer zu heterodimerisieren und seine Aktivitalstandig zu inhibieren. Die Funktion
dieser trans-dominant-negativen Mutante validierte den in dieggbeit postulierten
Aktivierungsmechanismus der Taspasel, der nun ZigUfiir ein rationales Wirkstoff-

Design verwendet werden kann.
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2 Einleitung

2.1 Krebs und Krebsentstehung

Tumoren (Synonyme sind die Begriffe Neoplasie umavéchs) sind Gewebeverdnderungen,
die nach ihrem biologischen Wachstumsverhalten oadh dem Ursprungsgewebe der
Neoplasie eingeteilt werden. In Abhangigkeit vorr dagnitdt des Tumors, also seiner
Fahigkeit, Metastasen auszubilden, unterscheidetbreaigne (gutartige), maligne (b6sartige)

und semimaligne Tumoren.

- Benigne (gutartige) Tumoren verdrangen durch ihchgtum umliegendes Gewebe,
durchwachsenif(filtrieren) es aber nicht und bilden keine Metastasen.

« Maligne Tumoren sind bdsartige Tumoren, die sialludeh auszeichnen, dass sie sich
der normalen Wachstumskontrolle des Organismuseti@a. Die "entarteten” Zellen
vermehren sich ungebremst. Sie wachsen in umliege@kwebe ein und zerstbren
es. Sie konnen in Blutbahnen und LymphgefaRe eigdri und mit dem Blut- und
Lymphstrom in andere Kérperorgane gelangen. Domnk@ sie sich ansiedeln und
sich weiter vermehren — es entstehen Metastasen.

« Semimaligne Tumoren bilden in der Regel keine Mat®n, zerstoren aber

umliegendes Gewebe und wachsen in dieses hiDestr (ktion undInfiltration).

Krebs bezeichnet in der Medizin einen bdsartigemdiuund ist eine Krankheit des Erbguts.
Es existieren verschiedene Arten von Krebserkrag&nn Diese gehen jeweils aus einer
bestimmten Zelle hervor, die sich aufgrund genbésd/eranderungen in eine unkontrolliert
wachsende Tumorzelle umgewandelt hat.

Aus der molekulargenetischen Forschung ist bekamats Krebs durch nicht wieder zu
reparierende Schaden von bestimmten Genen entghallem drei Gruppen von Genen, so
genannte Protoonkogene, Tumorsuppressor-Gene umsl Rdparaturgene sind haufig bei
Krebs mutiert. Diese Gene sind in allen gesundempé&tiellen vorhanden und regulieren dort
Ublicherweise Proliferation und Differenzierunge Siberwachen die korrekte Reduplikation
der DNA, entscheiden uUber die Notwendigkeit von &afurvorgangen, halten den
Zellzyklus an, bis die Reparaturen ausgefiihrt siunttj veranlassen gegebenenfalls eine
Apoptose (programmierter Zelltod), falls die Reparanicht erfolgreich war. Wahrend
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Protoonkogene nach Aktivierung prinzipiell das #elthstum férdern, wird dieser von
Tumorsuppressor-Genen unterdriickt. Verliert digeeetische Kontrollsystem seine Balance
wird die Koordination von Wachstum, Teilung und Apaose aulRer Kraft gesetzt.
Regulierende Faktoren werden nicht erkannt oddrtrdaasgefihrt und es entsteht durch ein
unkontrolliertes Wachstum ein Tumor. Als Ursachemagischer Veranderungen sind heute

chemische Substanzen, Viren und Strahlen bekannt.

2.2 Leukdmie

Die Leukamie, auch Blutkrebs oder ,Leukose” genamnirde erstmals 1845 von Rudolf
Virchow beschrieben und ist eine bosartige Erkragkues blutbildenden Systems. Der
Begriff leitet sich von den griechischen Wérteraykos* fur ,wei3* und ,haima*“ fur ,Blut"

ab. Laut deutschem Kinderkrebsregister sind Leugimiit etwa 600 Neuerkrankungen im
Jahr und mit einem Anteil von etwa 34% die hduégsKrebserkrankungen im Kindes- und

Jugendalter.

Leukadmien zeichnen sich durch eine stark vermdBifting von pathologisch verénderten
Leukozyten im Knochenmark aus. Diese abnormalerleZefiihren zu Knochenmark-
insuffizienz und treten in der Regel auch starkmafirt im peripheren Blut auf. Sie kdbnnen
Leber, Milz, Lymphknoten und weitere Organe inidten und dadurch ihre Funktion
beeintrachtigen. Durch die Stérung der Blutbildukgmmt es zur Verminderung der
normalen Blutbestandteile. Aufgrund des Mangels Sauerstoff transportierenden
Erythrozyten sowie an Thrombozyten und funktiontigien Leukozyten entsteht eine

Anamie.

Es gibt Hinweise, dass die t(4;11)-Leukdmien dumihe einzige Mutation in einer
Knochenmarkszelle entstehen und sich danach naitotisrmehren. Im Gegensatz zu soliden
Tumoren treten in Leukdmien allgemein kaum Zweiatiahen auf (Greenmast al., 2007).

Die Klassifikation der Leukdmien basiert auf moragischen und immunologischen
Eigenschaften der Leukamiezellen. Zunehmend gewinaeich zytogenetische und
molekularbiologische Merkmale an Bedeutung. Je mathiligtem Zelltyp unterscheidet man

zunachst myeloische und lymphatische Leukamien.ldfsehe Leukamien gehen von den
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Vorlauferzellen der Granulozyten, im weiteren Sinmeich der Erythrozyten und
Thrombozyten aus, lymphatische Leukamien betrefidie Lymphozyten und ihre

Vorlauferzellen.

Des Weiteren werden Leukamien nach ihrem Krankbaitsuf in akute und chronische
Leukdmien unterteilt. So lassen sich Leukamien grolakute lymphatische (ALL), akute
myeloische (AML), chronische lymphatische (CLL) umtironische myeloische (CML)
Leukamien klassifizieren. Akute Leukamien kdnnemehlandelt innerhalb weniger Monate

zum Tode fuhren, wéhrend eine chronische Leukaimieider viele Jahre hinziehen kann.

Die weitere Unterteilung der akuten Leukdmien aufgrder Morphologie erfolgt mit Hilfe
der Vorgaben der French-American-British Workingo@y for Leukemia Classification
(FAB). Die akute myeloische Leukamie (AML) ist inkd Subgruppen unterteilt @\bis M),
die akute lymphatische Leukamie (ALL) in dret{Ls) (Hoffbrandet al., 2003).

Die akute lymphatische Leukamie (ALL) ist — mit @n Anteil von 80 % — die haufigste
Form der Leukamie bei Kindern und Jugendlichen.rBaeht fast ein Drittel aller Krebser-
krankungen im Kindes- und Jugendalter aus. Dieeakuyeloische Leukamie (AML) ist —
nach der akuten lymphatischen Leukamie (ALL) — #aapp 20 % die zweithaufigste
Leukamie bei Kindern und Jugendlichen. (http://wkinderkrebsregister.de/ Rev. 1.5.2011)

2.3 Chromosomale Translokationen

2.3.1 Chromosomale Translokationen allgemein

Die meisten Leuk&mien sind durch genetische Veramgen (Mutationen) gekennzeichnet.
Oftmals wird die Entstehung dieser Krankheit mizipeoken Translokationen assoziiert.
Diese chromosomalen Translokationen fuhren zur uBdd von chimaren Genprodukten
(Look, 1997; Tenert al., 1997). Bei den betroffenen Genpositionen haneelsich haufig

um Transkriptionsfaktoren oder allgemein um Gene, ah entscheidenden Entwicklungs-
prozessen der Zelle beteiligt sind und deren Pradukchtige Protein-Protein-Interaktionen
eingehen (Rabbitts, 1999). Diese Transkriptionsfat sind mit Erkrankungen des

hamatopoetischen Systems verbunden und sind daltar & umorentstehung beteiligt.
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Zu Beginn einer Translokation findet je ein DNA-Daistrangbruch an zwei
unterschiedlichen Chromosomen statt. Solche DNAgdetgirangbriche konnen durch
ionisierende Strahlung oder cytotoxische Agenzieewgt werden, finden aber auch spontan
statt. AnschlieRend erfolgt eine Reparatur der Beli®ie wichtigsten Reparatursysteme, die
dabei aktiv werden, sind die Systeme #Bamologous Recombination (HR) und desNon
Homologous End Joining (NHEJ). Fehlerhafte Reparaturen kénnen dabei zonehsomalen

Veréanderungen fuhren.

Es existieren zwei Formen von chromosomalen Traaslonen: Balancierte und
unbalancierte Translokation. Wéhrend bei einer alenticierten Translokation™ durch eine
Veréanderung des Erbgutes entweder genetisches iMateerloren (Deletion) oder
dazugewonnen wird (Duplikation), handelt es sichdex "balancierten Translokation” um
eine genetische Veranderung, in der sich die Gesange des genetischen Materials nicht
verandert, wohl aber die Positionen bestimmter Gene

Bei den balancierten Translokationen wird zus&tziic Typl- und Typll-Translokationen
unterschieden. Ein Beispiel fur eine Typl-Transtaka ist die Translokation t(8;14) beim
Burkitt-Lymphom. Dabei treten Genumlagerungen ali#, dazu fiihren, dass ein zellulares
Proto-Onkogen, in diesem Fall das MYC Gen, unten deinfluss eines starken
immunzellspezifischen Enhancers gebracht und dadktviert wird. Die haufigeren TyplI-
Translokationen sind durch die Bildung von chim&8fresionsgenen gekennzeichnet. Ein sehr
bekanntes Beispiel ist die Translokation t(9;22)e dum sogenannten Philadelphia-
Chromosom fuhrt. Die Ursachen und Mechanismen nistEhung der Translokation sowie
die Auswirkungen der Expression der Fusionsprodskid jedoch meist nicht bekannt. Ein

weiteres Beispiel fur eine Typ-II-Translokation asé Translokation t(4;11).

2.3.2 Molekulare Grundlagen der t(4;11)-Translokation

In akuten myeloischen und lymphatischen Leukamied Baufig reziproke Translokationen
desMLL-Gens Mixed Lineage Leukemia), welches auf Chromosom 11, Bande 23 liegt, mit
Uber 60 Partnergenen zu beobachten. A&Gen (ALL-1 fused gene on chromosome 4),

welches auf Chromosom 4, Bande 21 lokalisiertis$tin 42% allerMLL-Translokationen
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reziprok mitMLL fusioniert und ist damit das haufigste Partnergeshe Abb. 2.1) (Cheet
al., 1993a; Meyeet al. 2006; Meyetret al., 2009).

“AF4
“AF9

“ ENL
“AF10

u AF6
WELL

¥ EPS15
uAF17

- SEPT6
“ all others

Abb. 2.1 Haufigkeits-Verteilung der MLL-Fusionspartnergene
Verteilung der haufigsten Fusions-PartnergeneMebh. Die Hauptfusionspartner sind AF4 mit 42%
(meist ALL), AF9 mit 16% (meist AML) und ENL mit 24 (ALL und AML). Fur diese Statistik
wurden insgesamt 760 Patienten analysiert (MeyendCMarschalek R, DCAL, 2009).

Der mit 30 bis 40% groRRte Teil der t(4;11)-assoizie Leukamien wurde bei Kleinkindern
und Sauglingen diagnostiziert, hingegen nur ca. i alteren Patientengruppen. Diese
wiesen jedoch eine Sekundarleukdmie als Folge eGtemotherapie auf (Felix, 1995;
Johansson 1998).

Fur die t(4;11)-Leukamien gibt es im Gegensatzraeeen akuten lymphatischen Leukamien
kaum Therapiemdglichkeiten, die Prognose ist damealler Regel ausgesprochen schlecht
Die Ruckfallquote nach einer kurzzeitigen Erholungrolge einer Chemotherapie ist sehr
hoch, weitere Therapierversuche bringen danachekeineute Verbesserung. Wegen dieser
Therapieresistenz und der sich daraus ergebenddeckten Prognose werden samtliche
Leukamien mit einer Translokation déd.L-Gens als Hochrisiko-Leukdmien bezeichnet.

DNA-Doppelstrangbriiche auf beiden beteiligten Closamen sind die Voraussetzungen fiur
eine Translokation. Diese Briuche finden in einergegjpenzten Bereich, der sogenannten

Bruchpunkts-Cluster-Region (BCR) statt (&uwal., 1992; Reicheét al., 1999), die sich meist
9
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in bestimmten Intronbereichen der fusionierendemeGeefindet, so dass Fusionsgene mit
intaktem Leserahmen entstehen (Marschatedd., 1997). Die Bruchpunktsregion vaviLL
liegt zwischen den Exons 8 und 14; die V&I liegt zwischen den Exons 3 und 6 (Nilsain
al., 1997; Reicheét al., 1999; Reicheét al., 2001). Wahrend fur da&F4-Gen kein weiterer
Fusionspartner bekannt ist, existieren fur d&4.L-Gen eine Vielzahl anderer
Translokationspartner. Die haufigstet. L-Fusionspartner-Gene siid4, AF9, ENL, AF10,
AF6 und ELL. Diese Gene kodieren fur Faktoren des Aktivierknggplexes der RNA-
Polymerase Il (Bitoun, 2007).

Die t(4;11)-Translokation entsteht durch die reaker Fusion des langem Arms vom
Chromosom 11 im Leserahmen ddkL-Gens mit dem langen Arm des Chromosoms 4 im
Leserahmen deAF4-Gens, wodurch zwei abnorme Derivatchromosomentedrgn (siehe
Abb. 2.2). Durch diese Fusion entstehen zwei Fegiene MLL-AF4, bestehend aus dem N-
terminalen Abschnitt voMLL und dem C-terminalen Abschnitt vé#4 sowie das reziproke
AF4-MLL (Nilsonet al., 1996; Nilsoret al., 1997).

Chromosomenpaar 4 Chromosomenpaar 11
Karyotyp t(4;11) Translokation

PSR L 13
' -

@1 1

Reziproke
Translokation

MLL/AF4 MLL

4 1) 1

_g,g_ ;_:2_ 3 o !

AF4 AF4MLL

Abb. 2.2 Schematische Darstellung und Karyotyp eine(4;11)-Translokation
Links: Bei einer t(4;11)-Translokation kommt es zukanstausch zweier Chromosomenarme der
Chromosomen 4 (Bande g21) und Chromosom 11 (Bag8% evodurch die GenédF4 und MLL
reziprok miteinander fusioniert werden. Rechts: yayp: t(4;11) (g21;23) H. Norback, B. Johnson,
S. Morrison-Delap, (UW Cytogenetic Services)
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2.3.3 Kiinisches Erscheinungsbild einer t(4;11)-Leukamie

Chromosomale Translokationen dddLL-Gens sind mit diversen Krankheiten des
blutbildenden Systems verbunden. Dazu gehéren d-B4ALL, akute myeloische Leukamie
(AML), therapiebedingte Myelodysplasien (t-MDS) ulgchphoblastische Lymphome (Daser
& Rabbitts, 2005; Hesst al., 2004; Thirmaret al., 1993).

Die Symptome der akuten Leuk&mien sind sehr viedfdbie konnen mit einem schweren
Krankheitsgefuhl, Blasse, Fieber, h&ufig mit eihartnackigen Infektion einhergehen, was
Folge der Blutarmut (Anamie) und starker Abwehrs&bine durch relativen Mangel an
funktionsfahigen weil3en Blutzellen (Leukozyten) ist vielen Fallen klagen die Patienten
auch Uber gehauftes Nasen- oder Zahnfleischbluteneine verstarkte Neigung zu blauen
Flecken. Ursache hierfur ist ein Mangel an Bluticlén (Thrombozyten). Gelegentlich,
besonders bei jingeren Patienten, sind auch Knecharerzen die ersten Symptome einer

akuten Leukamie.

Zu den klinischen Merkmalen einer t(4;11)-Leukarnédlen neben dem geringen Alter der
Patienten, eine erhdhte Vermehrung der Lymphozyidgperleukozytose), eine Ver-
groBerung der Leber und Milz (Hepatosplenomegake)ie eine starke Infiltration der
leukamischen Blasten des zentralen Nervensystemheunsehr schlechter Therapieverlauf
(Chen, 1993b; Rubnitz, 1996 ; Felix, 1999; Ream&n9).

Zur Diagnose einer ALL sind umfassende Blutuntdisngen sowie Knochenmark-
punktionen notwendig. Die entnommenen Proben werdi Hilfe zytologischer, immuno-

logischer und genetischer Verfahren ausgewdtieés der Kriterien zur Diagnosestellung ist
der Nachweis eines Anteils lymphatischer Blastem voindestens 20% bis 25% im
Knochenmark. Weiterhin ist die Zuordnung der Blastir lymphatischen Reihe durch
Immunphanotypisierung notwendig. Dabei wird mit felil markierter monoklonaler

Antikdrper die Antigenausstattung der entsprechendellen bestimmt. Bei vielen der
untersuchten Antigene handelt es sich um in derNobBwenklatur erfasste Leukozyten-
Antigene. Die leukamischen Zellen zeigen sowohl lymphatis¢@®13, CD19) als auch

myeloische (CD15, CD65) Oberflachenmarker, werdeer aufgrund ihrer Morphologie als
Lymphozyten klassifiziert (Pwet al. 1991; Hesst al. 1997). Aufgrund dieses Befundes liegt
nahe, dass die Vorlaufer der transformierten Zeflemipotent hAmatopoietisch sinbies
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wirde bedeuten, dass sie fahig sind, Nachkommerbgaen Linien des hamatopoietischen

Systems zu erzeugen.

Ein weiteres Kriterium zur Diagnosestellung eindrlLAist ein Nachweis charakteristischer
genetischer Veranderungen. Es ist wichtig nachDiggnose einer Leukamie den jeweiligen
Translokationspartner zu identifizieren, da die rapeeablaufeje nach Translokation
unterschiedlich sind. Als sehr zuverlassige Methode Identifizierung der Translokations-
Partnergene hat sich die Probenuntersuchung mitiEHli$*CR (ong Distance I nverse PCR)
herausgestellt. Mit dieser Methode ist es mogliah jdweiligen Translokationspartner von
MLL in vier PCR-Reaktionen mit geringen Mengen von dédéin-DNA (1ug DNA ent-
spricht ca. 300.000 Zellen) zu identifizieren (Megeal., 2005).

2.4 Struktur und Funktion des MLL-Proteins

2.4.1 Funktionelle Domanen des MLL-Proteins

MLL steht fur ,Mixed Lineage Leukemia“ oder ,Myeldi Lymphoid Leukemia“ da
leukamische Blasten von MLL-assoziierter Leukaniie gewohnlich sowohl lymphoide als
auch myeloide Oberflachenmarker tragen. Dementspret konnen MLL-Translokationen
sowohl zu ALL, AML als auch zu MLL fihren (Han Lat al., 2009).

DasMLL-Gen ist auf dem Chromosom 11; Bande 23 lokatisiad wurde erstmals 1991
von Ziemin-van der Poel beschrieben (Ziemin-vanReelet al., 1991). DasviLL-Gen hat
eine Lange von 92 kb und kodiert fir 37 Exons, fdreein Protein mit 3972 Aminosauren
(435 kDa) kodieren (siehe Abb. 2.3) (Nilsenal., 1996; Marschalelkt al., 1997; Meyeret
al., 2006).

388432 11471197 17061751 1983-2133 2832-2886 3831-3972
169-309 1051-1089 1431-1630 19391983 2669-2721 3659-3831
AT  SHL1 SNL2 MT PHD BD PHDFYRMN CS51+2 TAD FYRC SET
MLL [ICT. I e ]
1 3972

Abb. 2.3 Schematische Darstellung der funktionelleDomanen des MLL-Proteins
Die Gesamtlange des MLL-Proteins betragt 3972 Asdnoen, die Positionen der einzelnen
Domanen sind angegebedT: drei AT-Haken;SNL: speckled nuclear localization 1 und 2;MT:

Methyltransferase-homologe DomariD: Plant Homeo Domain 1-3 und BD: Bromodomane;
12
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FYRN: F/Y-reicher Abschnitt im N-Terminus;CS. Cleavage site 1 und 2; TAD:
TransaktivierungsdomaneEYRC: F/Y-reicher Abschnitt im C-TerminusSET: Suppressor of

variegation-, Enhancer of zeste- und Trithorax-Domane.

Das MLL-Protein verfugt Uber insgesamt zwolf bisheschriebene Domanen. Im Folgenden

werden diese Doménen aufgefihrt:

» AT-Haken: DNA-Bindedomanen, die sequenzspezifisthder kleinen Furche der
Doppelhelix amdeninT hymin-reiche Sequenzen binden kénnen.

» Kernlokalisations-Sequenzesgpéckled nuclear localization SNL1 und 2): fuhren zur
Lokalisation des Proteins in bestimmten Chromatieisben (Yancet al., 1997).

« MT-Domane: Cysteinreicher Bereich, der spezifisch anmethylierte CpG-
Dinukleotid Sequenzen bindet und mit Histondeaassh sowie mit einigen PcG-
Proteinen interagieren kann (Xegal., 2003).

* PHD-Finger Plant Homeo Domain): Zink-Finger-Motive, die Protein-Protein-Inter-
aktionen vermitteln konnen.

 Bromodomanen: binden an acetylierte Lysinreste Mistonen und sind in vielen
Chromatin assoziierten Proteinen, die durch Verdmdgen des Chromatins die
Transkription beeinflussen kdnnen, zu finden (Diialét al., 1999).

* CS (leavage site) 1 und 2: konservierte Protease-Erkennungsseqonedse von der
Threonin-Aspartase Taspasel geschnitten werdeseD&chritt fihrt zur Aktivierung
des MLL-Proteins (Hsieht al., 2003; Yokoyamat al., 2002).

* Phenylalanin )- und Tyrosin Y)-reiche Sequenzen (FYR): durch die Interaktions-
doménen FYRN und FYRC wird die Heterodimerisieruteg beiden prozessierten
MLL-Fragmente vermittelt. Dies fuhrt zur Stabilisi@g des MLL-Komplexes und zu
seiner Uberfiihrung in den Nukleus, wo sich dannMiritiproteinkomplex ausbildet
(Nakamureet al., 2002).

» Transaktivierungsdomane (TAD): wird von dem nukégarCoaktivator CREB-
Binding-Protein (CREBBP) erkannt. Durch diese Interaktion kannglassphorylierte
CREB-Protein ¢AMP Response-Element-Binding) an die sogenanntecAMP-
Response-Element-Sequenz (CRE) binden, die in den Promotoren eini@ene

vorhanden ist, und diese transkriptionell aktivie(Ernstet al., 2001).
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* SET-DoméneSuppressor of variegation su(var)3-9 Enhancer of zeste, Trithorax): ist
an der Regulation von transkriptionellen Prozesketeiligt und weist die grof3te

Homologie zu anderen Proteinen der Trithorax-Grugjsehierschet al., 1994).

2.4.2 Aufbau und Funktion des MLL-Proteinkomplexes

Das humane MLL-Protein wird aufgrund seiner Seghenmlogie mit dem Trithorax-
Protein, das inDrosophila mafl3geblich an Differenzierungsprozessen beteilsgt der
Trithorax-Gruppe (TrxG) zugeordnet (Djabalial., 1992; Tkachulet al., 1992). Trithorax-
Gruppenproteine sind Chromatinregulierende Protethe fur die Aufrechterhaltung der
Genexpression verantwortlich sind. Proteine diesgruppe kbénnen verschiedene
Multiprotein-Chromatin-Komplexe bilden. Die Hauptktion eines solchen Komplexes ist es
die Transkription durch Trimethylierungen an Lydinvon Histon 3 (H3K4me3) an
bestimmten Zielgenen zu aktivieren (van Lohuize999). Die Gegenspieler der Trithorax-
Proteine sind die Proteine der Polycomb-Gruppe {Puofieine), die eine transkriptionelle
Inaktivierung ihrer Zielgene durch Trimethylieruag Lysin-27 von Histon 3 (H3K27me3),
bewirken. In Stammzellen sorgen PcG-Proteine fiir idaktiven Status von Genen, die eine
Proliferation hemmen (Tumorsuppressor-Gene). Gkeitly bewirken TrxG-Proteine den
aktiven Status von Genen flur die Pluripotenz delfede Durch das Zusammenspiel der
Proteine dieser Gruppen entstehen epigenetischaor-idarkierungen, die an die
Tochterzellen weitervererbt werden und somit ekl géres Gedéachnis” etablieren.

Der hohe Grad an Homologie zwischen TRX und MLLeist Beweis daflr, dass es sich bei
MLL ebenfalls um ein fiur die Embryonalentwicklungictiges Protein handelt. Ein
homozygoter Mllknock-out fuhrt bei Mausen zu einem Verlust d¢©X-Gen-Expression und
ist bereits am Tag 10,5 der EmbryonalentwickluntplleDie Expression der fur die
Segmentierung wahrend der Embryonalentwicklung ndedlen HOX-Gene (Homeobox-
Gene) konnte in diesen Embryonen nicht mehr naciegew werden. Dabei wurde die
Expression deHOX-Gene zwar regular gestartet, konnte aber aufgdesdfehlenden MLL-
Proteins nicht aufrechterhalten werden (éu al., 1998). Zudem wiesen heterozygote
Embryonen homootische Fehlbildungen des SkeleftéYauet al., 1995).

MLL kontrolliert die HOX-Genexpression durch die Bindung ld@®X-Regulationselemente
in Verbindung mit anderen Transkriptionsregulator&o ist bekannt, dass MLL an die

Promotoren vorHOXA9 und HOXC8 bindet, wo es sowohl flr die Acetylierung von Idist
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H3 und H4 (Petruket al., 2001), als auch die Methylierung an Lysin-4 vastéh H3 sorgt
(Milne et al., 2002; Nakamurat al., 2002).

Neben seiner Funktionen bei der Embryonalentwidklubesitzt das MLL-Protein auch
Aufgaben bei der Hamatopoiese. Es konnte in derai@my des hamatopoietischen und des
lymphoiden Systems nachgewiesen werden (Bugteal., 1997). Weiterhin konnte die
Abhangigkeit der hAmatopoietische Differenzierung einer normalen HOX-Genexpression
gezeigt werden (Looket al., 1997): MLL-defiziente Embryonen-Mause wiesen eine
fehlerhafte fotale Hamatopoiese auf (Hetsal., 1997).Zudem konnte die Notwendigkeit des
MLL-Proteins fur die Entwicklung hamatopoietischetamm- und Vorlauferzellen gezeigt
werden. (Ernsét al., 2004).

Das MLL-Protein ist das wichtigste Zielprotein deaspasel. Es besitzt zwei Schnittstellen
CS1 (D/GADD) und CS2 (D/GVDD), die evolutiondr hokbnserviert sindMutationen an
diesen Stellen beeintrachtigen die Proteolyse {Hsieal., 2003). Taspasel erkennt diese
Schnittsequenzen des MLL-Proteins und spaltet G8termAspartat-2.702 und CS2 hinter
Aspartat-2.754.Nach proteolytischer Spaltung an CS1 und CS2 dmstezwei grol3e
Proteinfragmente, das N-terminale Fragment mit BP@& (p320N) und das C-terminale
Fragment mit 180 kDa (p180C). Diese lagern sictamumen zu einerileterodimer. Dabel
interagiert die FYRN-Doméne des N-terminalen Fragelirekt mit der FYRC- und SET-
Domane des C-terminalen Fragments (Nakaneugh, 2002; Yokoyamaet al., 2002; Hsieh

et al., 2003; Plesst al., 2011).Die Heterodimerisierung ist wichtig fir die Stabiirung des
p320N-Fragments und die korrekte nukleére Lokatisates Komplexes (Hsiedt al., 2003).
Das Heterodimer dient als Plattform fir die Bildwriges Multiproteinkomplexes (Nakamura
et al., 2002), welches Uber H3K4-Trimethylierung an ergspenden Promotorbereichen,
aktivierend auf die Expression ddOX-Gene und ca. 2.000 anderer Gene wirkt (siehe Abb.
2.4) (Giuntheet al., 2005).
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AT SHL1 SHL2 MT PHD BD PHDFYRN  CS1+2 TAD FYRC SET
L L
1 3972
Proteolytische Spaltung durch
Taspase1
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1 3669 2721 3872

Dimerisierung der gespaltenen
Proteinfragmente

cs e
.

l Assemblierung des MLL-

Multiproteinkomplexes

-l. — Epigenetische Kontrolle
durch H3K4-
Trimethylierung

Abb. 2.4 Schematische Darstellung der Entstehung déviLL-Multiproteinkomplexes
Die durch Taspasel bewirkte Prozessierung des Mbtels fuhrt zu anschlielBender
Heterodimerisierung der entstandenen Proteinfratgnan den Interaktionsdomanen FYRN und
FYRC. Die Proteinfragmente werden dadurch stabitisind bilden eine Plattform zur Aushbildung

eines Multiprotein-Komplexes (MPCiurch die Anlagerung einer Vielzahl von Proteinen.

Die Existenz der transkriptionregulierenden Domanemerhalb MLL und ihre
Wechselwirkungen mit anderen Transkriptionsaktiketound -repressoren weisen darauf
hin, dass viele verschiedene InteraktionsproteieeRegulationsrolle von MLL vermitteln.
Im Jahr 2002 konnten Nakamueh al. 29 Proteine identifizieren, die am MLL-Komplex
beteiligt sind (Nakamurat al., 2002). Dazu zahlen u.a. HPC2, BMI1, SWI/SNF-Koexpl
TFIID-Komplex, MENIN, HCF1, E2F, CYP33, MOF, RBBP3NDR5, ASH2L und
CREBBP. Im Folgenden werden einige wichtige Fumidio dieser Komponeneten

vorgestellt.

Der grofR3e Anteil dieser 29 Proteine gehort zu destoddeacetylasen. Sie interagieren mit
der MLL-Repressionsdomane und sind fur die Deaiegtylg der Lysinreste an Histone
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verantwortlich. Gleichzeitig rekrutieren sie die yRomb-Proteine_ HPC2ind BMI1, die

antagonistische Funktionen auf die SegmentalentuwngkbesitzenEmbryonale Fibroblasten
mit MLL- bzw. BMI1-Defizit weisen reziproke Exprasssmuster derHOX-Gene auf
(Hansoret al., 1999).

Komponenten des _ SWI/SNF-KomplexegSwitch/Sucrose-NonFermentable) besitzen
chromatinremodellierende Funktionen (Nakarwena., 2002).

Komponenten des TFIID-Komplexésganscription factor |11 D) leiten durch die Bindung an

den Promotoren der zu transkribierenden Gene dauBy des Pra-Initiationskomplexes ein
(Nakarumeet al., 2002).

MENIN ist ein Tumorsuppressor, der haufig in Neoplasiedokriner Organe mutiert ist. Es
ist mit dem N-Terminus von MLL assoziiert und bihde transkriptionelle Zielgene (Caslini
et al., 2007; Milneet al., 2005b). Es wird angenommen, dass Menin an deregérhaltung
der HOX-Genexpression beteiligt ist, da es mit dei@XC8 Promotor interagiert und sein
knock-down die Expression votHOXC8 verringert (Hughet al., 2004; Yokoyamaet al.,
2004).

Die Zellzyklus Regulatoren HCRInd E2Fm Komplex mit MLL binden wahrend des G1/S-

Phase an die E2F-Promotoren, die fir das Fortdehrdes Zellzyklus notwendig sind (Tyagi

et al., 2007). MLL aktiviert die Cycline sowie die cyciihhangigen Kinase-Inhibitoren.
(Milne et al., 2005; Takedat al., 2006).Eine Untersuchung des MLL-Proteinlevels wahrend
des Zellzyklus ergab, dass MLL biphasisch expritniérd, da es sowohl den G1/S-Ubergang
als auch die M-Phase kontrolliert. Aus diesen Bé&amkann geschlossen werden, dass es im
Zellzyklus des MLL zu einem Wechsel von Expressiod Abbau kommen muss, da nur so
der Zellzyklus normal ablaufen kann. (letial., 2007).

Der zweite PHD-Finger wird fir die Homodimerisiegudes MLL-Proteins benétigt. Der

dritte PHD-Finger bindet an Cyclophilin CYP.3Bine Uberexpression von CYP33 fiihrt zu
einer modifizierten Expression einigéfOX-Gene, welche zu den Zielgenen des MLL-
Proteins zahlen (Faet al., 2001).

17



Einleitung

Die Histon-Acetyltransferase MOBindet Uber einen Zinkfinger direkt an den C-Temsi
von MLL und hat sowohl eine H3K4-MethyltransferaSletivitat als auch eine H4K16-
Acetyltransferase-Aktivitat (Dodt al., 2005). Detknock-down von MOF fuhrt zu einer stark
verminderten Expression vomOXA9. Aufgrund der gegenseitigen Verstarkung von

Methylierung und Acetylierung erfolgt eine erhodetivierung der Genexpression.

RBBP5 WDR5 und ASH2L (trxG) bilden den Histon-Methyltransferase-KomplgiMT),

der an die SET-Doméne von MLL bindet und Mono-, Ind Trimethylierungen am Lysin-4
von Histon 3 (H3K4) bewirkt (Yokoyamet al., 2004, Douet al., 2006). Dabei bindet WDR5
an H3K4 und bringt es in eine herausgehobene 8tgllso dass es methyliert werden kann
(Hanet al., 2006). Im Rahmen voknock-down Studien des WDR5-Proteins zeigte sich der
Methylierungslevel von H3K4 genomweit reduzierterso die Expression der GEHOXCS8
undHOXA9 (Wysockaet al., 2005).

CREBBPkontrolliert die Genexpression durch Rekrutierung Transkriptionsaktivatoren

und seine intrinsische Histon-AcetyltransferasenAtdt (Ernstet al., 2001).

2.5 Struktur und Funktion des AF4-Proteins

2.5.1 Funktionelle Domanen des AF4-Proteins

Erstmals 1992 wurde da&F4-Gen ALL-1 fused gene on chromosome 4), auch AFF1
(AF4/FMR2 family member1) genannt, auf dem Chromosom 4, Bande 21 als Fszgotner
von MLL in einer Leukadmie identifiziert (Get al., 1992). DasAF4-Gen hat eine Lange von
Uber 300 kb und besteht aus 23 Exons, die fur @i Kb langes Transkript kodieren (Chatn
al., 1993a; Nilsoret al., 1997; Werner, 1999), das fir ein Protein mit ingradiktiertem
Molekulargewicht von 131 kDa kodiert (apparent KiBa) und ist mit 42% der haufigste
Fusionspartner von MLL (siehe Abb. 2.5).

6-93 265346 467-522 812-834 954121

NHD ALF _ pSer NLS CHD
AF4 L L] ||

1 1212

18



Einleitung

Abb. 2.5 Schematische Darstellung des AF4-Proteins

Die Gesamtlange des AF4-Proteins betragt 1212 Asdime@n.NHD: N-terminale Homologie-
Domane der ALF-ProteindALF : konservierte Doméane der ALF-ProteimeSer. Serin-/Prolinreiche
Sequenz,NLS: Nukleare LokalisationssequenZHD: C-terminale Homologie-Doméane der ALF-

Proteine. Zahlen: Aminosaurepositionen

AF4, LAF4, FMR2 und AF5q31 werden zur ALF-Familissammengefasst, da sie in flunf
konservierten Domanen NHD, ALF, pSer, NLS und CHimnblog sind (Nilsoret al., 1997,
Takiet al., 1999). Im Folgenden werden diese funf Domanegedthrt.

N-terminale HomologieDoméane (NHD): ist wahrscheinlich fir die Homo-
dimerisierung von AF4 verantwortlich (Benedéktal., 2011).

ALF-Domane: vermittelt die Interaktion mit den E8jasen SIAHL1 und SIAH2, die
zu einer Poly-Ubiquitinylierung und damit zum prgemalen Abbau von AF4 flhrt
(Bursenet al., 2004). Dadurch wird die Proteinmenge von AF4ngient kontrolliert,
so dass das zellulare Level von AF4 in der Redw®l gering ist.

pSer poly-Serin)-Domane: prolin- und serinreicher Bereich, dethrscheinlich flr
die transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen aatwortlich ist (Ma & Staudét al.,
1996; Nilsonet al., 1997; Prasasdt al., 1995).

Nukleare L okalisationsSequenz (NLS): ist fir den Transport der Proteinedém
Nukleus verantwortlich.

C-terminale Homologiebomane (CHD), reprasentiert moglicherweise eine tdete
dimerisierungsdoméne und erlaubt die Bindung vod AR AF5, da das verkirzte
FelC, das nur aus dem N-Terminus von AF4 mit deDNkhd einem Teil der ALF-
Domane besteht, nicht mit AF5 heterodimerisieramk@enedikiet al., 2011).

2.5.2 Aufbau und Funktion des AF4-Proteinkomplexes

Zu den Komponenten des AF4-Proteinkomplexes geh@¥CLINT1, CDK9, DOTIL,
CARM1, HEXIM1, NPM1, NFkB1, AF9, ENL, AF10 und NSD(siehe Abb. 2.6). Im

Folgenden werden einige von diesen Komponenteruga@menhang mit ihren Funktionen

dargestellt.
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proteascmale
Degradation

Ubiquitinylierung —

Abb. 2.6 Darstellung des AF4-Multiproteinkomplexes
Das Schema zeigt den AF4-Proteinkomplex anhand Hkisher fir AF4 nachgewiesenen
Interaktionsproteine AF4 interagiert mit zahlreichen Proteinen und Hilde einen Multiprotein-
komplex. Die E3-Ubiquitin-Ligasen SIAH1 und SIAHZennen die ALF-Doméne des AF4-Proteins
und binden daran. Dies fuhrt zu Ubiquitinylierungduproteasomalem Abbau des Proteins, wodurch

der zellulare AF4-Level strikt reguliert wird (Betikt et al., 2011).

Dem AF4-Protein wird eine Rolle als Transkripticaadbr zugewiesen, da funktionelle
Untersuchungen zeigen konnten, dass das AF4-PrateiiKern lokalisiert ist und Uber
transkriptionsaktivierende Eigenschaften verfugta(MStaudtet al., 1996; Prasadtt al.,
1995).

Homozygot defiziente Mause zeigten Defekte in deuid T-Zellen-Entwicklung, woraus
eine verringerte Anzahl reifer B- und T-Zellen réisunt. Da die myeloische Entwicklung
nicht beeintrachtigt ist, kann davon ausgegangemnere dass AF4 eine bedeutende Rolle in
der lymphoiden Entwicklung hat (Isnagtal., 2000).

Das AF4-Protein hat ebenfalls einen Einfluss aafteitwicklung und Funktion des zentralen
Nervensystems. Kommt es zu einer Mutation der Aldf2ne, so resultiert dies in einem
Verlust von Purkinje-Zellen im Kleinhirn, was zuner Einschréankung der motorischen
Féahigkeiten fuhrt (Isaacs al, 2003).

Die Uberexpression des AF4-Proteins in MEF-Zellirfne Embryonic Fibroblasts) fiihrte
zum Verlust der Kontakt-Inhibition und damit zur @atumstransformation. Die durch die
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SIAH-Ligasen vermittelte Ubiquitinylierung fuhrt zeinem Abbau von AF4 und somit zu
einer strikten Regulierung des AF4-Proteinlevelgasunden Zellen (Bursenal., 2004).Es
konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Erkenssemuenz fur die SIAH1- und SIAH2-
Ligasen in der N-terminal gelegenen ALF-Domanetl{@yrsenet al., 2004).

Das murine AF4-Protein spielt eine grol3e Rolleen @ranskriptionskontrolle. Es interagiert
namlich mit demPositive Transcription Elongation Factor b (P-TEFb), der aus CDK9 und
CCNT1 (Cyclin T1) zusammengesetzt ist. Dadurch wdrd Kinase-Aktivitdt von CDK9
aktiviert, der seinerseits die Aminosaure Serin & €-terminalen Domane der RNA-
Polymerase Il phosphorylierDie nach der Initiation arretierte RNA-Polymeradewird
dadurch von den inhibierenden Faktoren DSIF und N&hF Komplex befreit und kann mit
der Elongationsphase der Transkription fortfahemit ist AF4 direkt an der Regulation der
transkriptionellen Elongation beteiligt (Estaleteal., 2002; Bitounet al., 2007).

Das AF4-Protein ist zusatzlich an epigenetischestddiModifikationen beteiligt, da die
Komplexpartner AF9, ENL und AF10 rekrutieren, wedshwiederum mit DOTL1 interagiert.
DOT1 kann eine H3K79-Methylierung am Chromatin veaghen, so dass das Fortschreiten
der Transkription begunstigt wirdAF4, AF9 und ENL muissen allerdings standig neu
transkribiert werden, da P-TEFb auch diese phosfibdr wodurch sie bevorzugt degradiert
werden (Bitouret al., 2007).

2.6 Die Fusionsproteine der t(4;11)-Translokation

2.6.1 Die Rolle der Fusionsproteine in der Leukamogenese

Die Translokationspartner von MLL sind sehr untkrsdlich und fihren zu Leuk&mien von
unterschiedlichen lymphatischen Vorlauferzellene Birt der leukdmischen Zelle und des
jeweiligen Fusionspartners von MLL bestimmen derarfityp der Leukamie (Set al.,
2003). Auch der Verlauf der Leukamien variiert pch Translokationspartner. Verschiedene
Translokationspartner fihren zu unterschiedlichetihMinismen zur Entartung der Zelle. Bei
einer MLL-Translokation entsteht immer ein Fusionsprodulglchves den N-Terminus des
MLL-Proteins enthalt. Fur die verschiedenen Fusianter konnten jedoch keine struk-

turellen Gemeinsamkeiten definiert werden. DahelitstRowley 1992 die Hypothese auf,
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dass das MLL-AF4 Fusionsprotein auch bei der t(dlEukamie das Protein mit dem
onkogenen Charakter darstellt (Rowktyal., 1992). Kowarzet al. konnten aber nachweisen,
dass in 80% der Patienten neben dbtL-AF4- auch ein AF4-MLL-Fusionstranskript
vorhanden ist, wahrend die restlichen 20% der Leud# auf komplexe Translokationen mit
weiteren Translokationspartnern zuriickzufihren gifmvarzet al., 2007). Gaussmarsat al.
konnten weiterhirzeigen, dass bereits die alleinige Expression vBa-RILL ausreicht, um
eine Wachstumstransformation von murirzilen herbeizufiihren (Gaussmagtral., 2007);
zudem war das AF4-MLL Fusionsprotein alleine in dexge, eine akute Leukamie im
Mausmodell auszulésen (Burseral., 2010). Daher scheint die Expression des AF4-MLL fir

die Leukdmogenese von Bedeutung zu.sein

Die durch eine Translokation entarteten Zellen amrisin anderes Genexpressionsprofil als
gesunde Zellen auf. Aufgrund dieser Erkenntnisdston auszugehen, dass die Zellent-
wicklung durch die Bindung der Fusionsproteine adegie Zielgene gestort wird. Auf diese

Weise wird die Differenzierung der leukdmischenlételblockiert, so dass es zu einem

anormalen Proliferationsverhalten kommt (Cleetrsd., 1991; Rabbitt&t al., 1991).

2.6.2 Das Fusionsprotein AF4-MLL

Je nach Bruchpunkt hat das Fusionsprotein AF4-Mlihe eLdnge von ca. 2800-3200
Aminosauren und ein Molekulargewicht von 300-350akDessen N-Terminus besteht aus
dem N-Terminus des AF4-Proteins mit der NHD- und AeF-Domane. Der C-Terminus

enthélt die vier PHD-Finger, die Bromodomaéne, digeedaktionsdomanen FYRN und FYRC,
die Taspase-Schnittstellen CS1+2, die Transaktimgsdomane TAD sowie die SET-
Domane des MLL-Proteins (siehe Abb. 2.7).

640-685 917-1067 17661820 2586-2765
6-93 265-346 368-564 8737 16031655 27T66-2906
HH D ALF PHD  BD  PHD FYRH C51+2 TAD FYRC SET
AF4-MLL [L L L D e I
1 2906

Abb. 2.7 Schematische Darstellung des AF4-MLL Fusitsproteins
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Das Schema zeigt das Fusionsprotein AF4-MLL mit demhandenen Proteindoméanen. Das
Fusionsprotein enthalt den N-Terminus von AF4 (fiilsl sowie den C-Terminus von MLL

(blau/gelb), und hat eine Gesamtlange von 2906 Agéiaren. Zahlen: Aminosaurepositionen.

Einige Domanen, die in MLL- bzw. AF4-Wildtyp-Probein enthalten sind, bleiben auch im
AF4-MLL-Fusionsprotein erhalten. Daher kénnen awade Komplexpartner, die mit den
Wildtyp-Proteinen interagieren, ebenfalls an daglAMLL Fusionsprotein binden. Der SET-
Domanen-Komplex am C-Terminus von MLL, bestehensl AGH2L, RBBP5 und WDR5
wird auch im AF4-MLL Fusionsprotein vollstandig gebaut, weshalb AF4-MLL in der
Lage ist, eine H3K4-Histon-Methylierungs-Aktivitdauszufiihren. Da MENIN das
Fusionsprotein AF4-MLL nicht mehr an spezifischelgene rekrutieren kann, kénnte der
SET-Domanen-Komplex unspezifische H3K4-Trimethylrgsmuster verursachen. Auch das
ASH2L-bindende DPY30 konnte im AF4-MLL-Multiprotéiomplex nachgewiesen werden.
Von den Komplexpartnern des AF4-N-Terminus konntéRkB1, CYCLINT1, CDKS9,
CARM1, HEXIM1, DOTI1L und NPM1 im AF4-MLL Proteinkopiex nachgewiesen werden.
Es wird fur moglich gehalten, dass AF4-MLL durcle dRekrutierung der Trimethylierungs-
Aktivitat des SET-Doménen-Komplexes an NFkB1l-Zielge eine unnatirliche H3K4-
Trimethylierung ausfiihrt (Benedildt al., 2011). MLL-Komplexpartner, wie SMARCB1,
MOF, HIP2, RING2, E2F-Faktoren, GADD34, BMI1 und ME konnten nicht als
Bindepartner im AF4-MLL-Komplex nachgewiesen werden

Der AF4-MLL-Multiproteinkomplex verflugt Uber HisteAcetylierungs-Aktivitat, eine
hyperaktive P-TEFb Kinase-Aktivitdt und H3K4- sowH8K79-Histon-Methyltransferase-
Aktivitat. Benediktet al. konnten 2011 zeigen, dass die fur AF4-MLL ermigteH3K79-
Histon-Methyltransferase-Aktivitat der des MLL-PReots stark ahnelt (Benedi&t al., 2011).
Bereits 2008 stellte Kristovet al. die Vermutung auf, dass abweichende H3K79-
Methylierungsmuster fur die Entwicklung von Leuk@&miverantwortlich sind (Krivtsoet

al., 2008). Daher wurde von einer wichtigen Rolle desAAH_L Fusionsproteins in der
Entstehung der t(4;11)-Leukamie ausgeganbemerstitzt wurde diese Hypothese durch die
Auswirkung von AF4-MLL in murinen Fibroblasten, denen die Expression von AF4-MLL
zum Verlust der Kontaktinhibition fuhrDas Gleiche konnte beobachtet werden, wenn die
Zellen zusatzlich MLL-AF4 exprimierten, mit eineusatzlichen Steigerung der NANOG-
und OCT4-Expression in diesen Zellen (Gaussnetrat., 2007).NANOG und OCT4 sind
fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz und Diéfiezierung von embryonalen Stammzellen

zustandig.Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das AF4-Mgihe Leukamie im Maus-
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modell hervorrufen kann (Bursesh al., 2010). Anscheinend tragen beide Fusionsprotaine z

der Entstehung und Aufrechterhaltung einer t(41dykamie bei.

2.6.3 Das Fusionsprotein MLL-AF4

Das MLL-AF4 Fusionsprotein hat eine Lange von dd®2400 Aminosauren (abhéngig von
der Lage der Bruchstelle) und ein Molekulargewiebh 230-260 kDa. Es enthalt den N-
Terminus von MLL mit dem AT-Haken, SNL1+2 und dieTNDoméane und den C-Terminus
von AF4 mit der pSer-Region, die NLS und die C-teate Homologie-Domane (CHD)
(siehe Abb. 2.8).

388 432 11471197 14821537
169-309 10511089 13621455 18271849 18702225
AT SNL1 __ SNL2 MT ALF _ pSer NLS  CHD
MLL-AF4 [ [[I[ [| L I
1 2226

Abb. 2.8 Schematische Darstellung des MLL-AF4 Fusitsproteins
Das Schema zeigt das Fusionsprotein MLL-AF4 und diehandenen Proteindoméanen. Das
Fusionsprotein enthédlt den N-Terminus von MLL (igmlb) sowie den C-Terminus von AF4

(pink/lila), und hat eine Gesamtlange von 2226 Assiéiuren. Zahlen: Aminosaurepositionen.

Es konnte nachgewiesen werden, dass das MLL-AFdofsmotein ein Einfluss auf die
HOX-Genexpression hat. Allerdings fiihrt die Uberexgi@s von MLL-AF4 zu einem
verlangsamten Wachstum und Zellzyklusarrest in@#&iPhase sowie zu einer gesteigerten
Resistenz gegen Apoptose (Bertragtdal., 2003; Casliniet al., 2004; Gaussmand al.,
2007). Unterstutzt wurden diese Ergebnisse vonneiML-AF4 knock-down-Experiment
durch siRNA, welches zu einem Anstieg der Apoptaigefihrte (Thomaat al., 2005).

Der von MLL-AF4 ausgeldste Zellzyklusarrest in @&t-Phase kénnte durch die Bindung des
Fusionsproteins an MENIN ausgeldst werden, da MENiNdie Regulation der Expression
der Cyclinabhangigen Kinase-Inhibitoren p18 und p&fantwortlich ist. Der Cyclin-
abhangige Kinase-Inhibitor (CDKI) p27 ist ein Tusgppressor, da das Fehlen von p27 im
Mausmodell zu einer vermehrten Zellteilung in viel@rganen fuhrt. Weiterhin fihrte eine

Uberexpression von p27 zu einer geringeren Teikatgsweshalb die Zellen eine Resistenz

24



Einleitung

gegen die meisten Zytostatika erhielten. Bestétigtde dies durch die Beobachtung, dadies
Expression von MLL-AF4 zu einem Anstieg der Verdopgszeit fuhrte (Milneet al.,
2005b; Xiaet al., 2005).

Nakamuraet al. konnten2007 die Korrelation der MLL-Fusionsproteine mitr gmsitiven
Regulation spezifischer miRNAs zeigen. MiRNAs simight-kodierende RNAs, die einen
Einfluss auf die Genregulation haben, indem sie zspezifischen Abbau oder zur
Translations-Hemmung von RNAs fuhren (Baeehl., 2004). Fur diesen Effekt kdnnte das
Binden von MLL-AF4 an das Protein DROSHA, das bai Brozessierung von miRNAs eine
Rolle spielt, verantwortlich sein. Im Jahr 2009 deimachgewiesen, dass es aufgrund der
Uberexpression der mikroRNA mir-196b zu einer etbihProliferation in Knochenmarks-
Vorlauferzellen und in deren Folge zur Inhibitioar differenzierung kommt. Mir-196b liegt
im HOX-Gencluster und wird miHOX-Genen co-exprimiert (Popovét al., 2009). Es konnte
jedoch bislang keine Interaktion zwischen AF4- bk#LL-Wildtyp-Proteinen mit DROSHA
gezeigt werden. Daraus lasst sich die Vermutuneitebl, dass das MLL-AF4 Fusionsprotein

auch auf die Transkription von bestimmten miRNAskivi

Die ersten Mausmodelle mit eindmock-in von MLL-AF4, kontrolliert durch den endogenen
MLL-Promotor, zeigten nach einer langen Latenz¢gt0 bzw. 720 Tage) ein disseminiertes
B-Zell-Lymphom,welches allerdings dem humanen ALL-Phanotyp nitiniette (Cheret al.,
2006; Metzleret al., 2006). Krivtsovet al. konnten 2008 in einem induzierbarsh.L-AF4
knock-in Modell die Ausbildung von ALL und AML durch die Bxession von MLL-AF4
einleiten. Die H3K7Methylierungsmuster der ALL waren denen der humat{drill)-
Leukamien sehr dhnlich. (Krivtsat al., 2008).

2010 konnten Bursemt al. im Rahmen von retroviralen Transduktions-/Transafons-
Experimenten murine hamatopoetische Stammzellerdent FusionsalleleMLL-AF4 oder
AF4-MLL bzw. beiden zusammen transduzieren und in Maussgiantieren.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Krivigtoad. konnte in Mausen, die nur MLL-AF4
exprimierten keine Leukamie-Entwicklung beobachietrden. Die Expression von AF4-
MLL nach einer durchschnittlichen Latenzzeit vorb2Bagen fuhrte jedoch zu einer proB-
ALL, einer B/T akuten biph&notypischen Leuk&mie (ABoder einer mixed lineage
leukemia“ (MLL). In Anwesenheit von beiden Fusionsproteinearden nur akute biphano-

typische Leukamien beobachtet (Burgtml., 2010).Diese Ergebnisse kdnnten ein Hinweis

25



Einleitung

daflr sein, dass beide Fusionsproteine bei dertéinisg der t(4;11)-Leukamie eine Rolle

spielen.

2.7 Taspasel

2.7.1 Autokatalytische Aktivierung von Taspasel

Erstmals im Jahre 2003 wurde Taspasel als fur dizeBsierung des MLL Proteins
verantwortliche Protease beschrieben (Hstedd., 2003a). Das humariaspasel-Gen ist auf
dem Chromosom 20, Bande p12.1 lokalisiert und et ednge von 250 kb. Sie enthalt 14
Exons und kodiert fur ein Protein, dass 420 Aminosa lang ist und ein Molekulargewicht
von 50 kDa hat. Taspasel steht fur Threonin-Aspaitaund verdankt ihren Namen der
Tatsache, dass sie ihr Substrat nach der Aminog&partat schneidet, wobei das Threonin
in ihrem aktiven Zentrum als Nukleophil fungiert.

Taspasel wird zundchst als 420 Aminosauren langeteiR translatiert. Zwei solcher
Proteine lagern sich zusammen zu einem ProenzynTapasel. Das Proenzym unterliegt
einem autokatalytischen Prozess, der zur Spalt@ngPdoteine zwischen der Aminosaure
Aspartat-233 und dem Threonin-234 fihrt. Diese AKatalyse generiert ein N-terminales
Fragment von 28 kDaaf{Untereinheit) und ein C-terminales Fragment von KB (-
Untereinheit). Dabei wird die Hydroxylgruppe desddnin-234, freigesetzt, welches nun fur
den nukleophilen Angriff auf das Substrat bereghst Die auf diese Weise aktivierte
Taspasel besteht nun aus einem Hetero-Tetramestunditro undin vivo aktiv (siehe Abb.
2.9).
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Taspase1-Proenzym
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Abb. 2.9 Autokatalytische Aktivierung von Taspasel
Taspasel wird als 420 Aminosauren langes Protaimskatiert. Zwei solcher Proteine lagern sich
zusammen zu einem Proenzym und schneiden sicheadatgisch zwischen Aspartat-233 und dem
Threonin-234. Dadurch entstehen die beiden Protgniente: a-Untereinheit (p28) undp-
Untereinheit (p22). Dabei wird die Aminogruppe ddweonin-234 freigesetzt, welches nun bei der
Prozessierung des MLL-Proteins als Nukleophil fengiKhanet al., 2005).

2.7.2 Taspasel-Kristallstruktur

Im Oktober 2005 wurden die Kristallstrukturen dé&tiven Taspasel und des Proenzyms in
der PDB (Protein Data Bank, http://www.rcsb.orglipdBDB-Code der aktiven Taspasel.:
2A8J, PDB-Code des Proenzyms: 2A8I) veroffentli¢hhan et al., 2005). Durch eine
Rontgenstrukturanalyse wurde die Struktur der aktiVaspasel in einer Auflésung von 1,9
A und die des Proenzyms (D233A-Mutante) von 2,0 éstimmt. Die Strukturen deckten
signifikante Unterschiede zwischen der aktiven aasft und dem Proenzym bzw. anderen
Typ2-Asparaginasen auDa man fur die Rontgenstrukturanalyse nicht in ldsge war, das
Proenzym und die autokatalytisch aktivierte Taspaseneinander zu trennen, wurde die
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aktive Taspasel durch Co-Expression der beidenréinteeiten ¢ undp) des Enzyms irk.

coli hergestellt. Fir die Herstellung des Proenzymsde/seine Autokatalyse durch die
Mutation D233A verhindert (Hsiekt al., 2003a).Die Kristallstruktur der aktiven Taspasel
enthalt die Aminosdurereste 41-155, 158-183 bzwl1%H, 159-182 fur die beiden-

Untereinheiten und Aminoséaurereste 234-349, 364b%i6 234-351, 362-416 fur die beiden
B-UntereinheitenDie Kristallstruktur des Proenzyms enthalt ein Dim@estehend aus den
Aminosauren 41-205, 230-351, 363-416 des erstenoktens und den Aminosauren 41-153,
159-202, 232-356, und 361-416 des zweiten MononiesAminosauren 1-40 und 203-229
des Enzyms konnten nicht aufgelost werden (Kheiaal., 2005). Die Gesamtstruktur des

Proenzyms ist dennoch dem der aktivierten Taspsetarlahnlich.

Taspasel wird aufgrund ihrer Asparaginase 2 Honedognane der Typ2-Asparaginase-
Familie zugewiesen und teilt mit dem humanen lyswden Aspartylglucosaminidase (AGA)
eine Aminosaure-Sequenzidentitat von 27 % (Oinatah, 1995). Andere Mitglieder dieser
Familie, die sowohl in Prokaryoten als auch in Ey&tgen existieren, sind Amidohydrolasen,
L-asparaginase, und Glycosylasparagin&sa. Strukturvergleich der Asparaginasen zeigt,
dass Taspasel signifikante Unterschiede zu and&sparaginasen, insbesondere in der
Region des aktiven Zentrums, aufweist. Dies komtge Grund sein, weshalb Taspasel der
einzige Vertreter dieser Familie ist, welcher nichir eincis- sondern auch eingans-
Aktivitat aufweist. Daher stellt Taspasel eine lbelsoe Klasse von sequenzspezifischen
proteolytischen Enzymen dar und ihre katalytischéivitat wird von den meisten Ublichen
Protease-Inhibitoren nicht beeintrachtigt (Hssehl., 2003a).

Weiterhin wird Taspasel in die Gruppe der N-tertemaNukleophil-Hydrolase eingeteilt.
Mitglieder dieser Familie weisen ein N-terminaleskieophil auf und katalysieren eine
Hydrolysereaktion (Brannigagt al., 1995; Oinonen and Rouvinehal., 2000; Wlodawegt

al., 1995). Ein Vertreter dieser Familie ist die Glyglasparaginase (GA). Dieses Enzym
verwendet einen Autoproteolyse-Mechanismus Gbamehit O-Acyl-shift (shift im Sinne von
Umlagerung), um in einen reifen und aktiven Zustémerzugehen (Xuwet al., 1999). In
diesem Fall findet die Autoproteolyse zwischen Kenservierten Aminosauren Aspartat-151
und Threonin-152 statt, welches zu FreisetzungTdesonins fuhrt, das dann eine zentrale
Rolle bei der Enzymaktivitat spielt (Qiaah al., 2003). Ohne Autoproteolyse kann der GA-
Vorlaufer nicht aktiviert werden, und ist somit Inic in der Lage die B-N-

Aspartylglucosylamin-Bindung, Asparagin-gekoppefBykoproteine, zu spalten. Dies fuhrt
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zu einer genetischen Krankheit beim Menschen, bekals Aspartylglycosaminuria (AGU)
(Mononenet al., 1993; Aronson, 1999; Qiast al., 2003)

Um die Rolle der Aspartat-233 und des Threonin-BéBder Autokatalyse einschatzen zu
kénnen, wurden Mutationsstudien durchgefluhvtutationen der Aminosauren D233A,
D233N, T234A, T234S und T234C verhinderten zwarAlieokatalyse der Taspasel, fiihrten
jedoch nur bei T234A- und T234V-Mutanten zum vdéligtigen Verlust der Taspase-
Aktivitat in trans (Hsiehet al., 2003; Khanret al., 2005).Die Ubrigen Mutanten zeigten eine
stark verminderte, proteolytische Aktivitat. Fotdliist anzunehmen, dass die Freisetzung der
Aminogruppe des Threonin-234 als Nukleophil fir @&spasel-Aktivitat von entscheidender
Bedeutung istHistidin-47, Tyrosin-61, Asparagin-100, AspartablIhreonin-234, Serin-
252, Glutamin-265 sowie Serin-291 wurden im Rahmen Mutationsstudien als jene
Aminosduren um das reaktive Threonin in der Bimstghe identifiziert, die fur die Aktivitat
der Taspasel relevant sind (Kheral., 2005).

Weiterhin wurde in der Kristallstruktur der aktivien Taspasel jeweils ein Chlorid-lon im
katalytischen Zentrum entdeckt, das in einer quattaplanaren Geometrie an die
Stickstoff-Atome der Seitenketten von Glycin-49, pAsgin-100 und Threonin-234
koordiniert ist (Kharet al., 2005).Kinetische Daten konnten zeigen, dass Chlorid-lotien
Aktivitat der Taspasel in einer konzentrationsagigen Weise hemmen kdnnen, wobei die
ermittelte IC50-Werte bei 26 mM liegt und damit Bereich der erwarteten intrazellularen
Konzentration von Chlorid-lonen (Faundez und Hdrrteeal., 2004). Daher wird vermutet,
dass die Aktivitat der Taspasel teilweisesivo auch durch Chlorid-lonen gehemmt werden

kann.

2.7.3 Aktivierung des MLL-Proteins durch Taspasel

In vivo Taspaselknock-out-Experimente konnten einen direkten Zusammenharigchen
der Taspasel-Aktivitdt und endogerté©X-Genexpression zeigen (Takedgaal., 2006).
Taspasel-defiziente neugeborene Méause zeigen ddasshomeotische Transformationen,
die die Rolle der Taspasel bei der Regulierung Kémersegmentierung bestatigen.
Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen TaspasdlZellproliferation aufgedeckt

werden. Es gibt mehrere phanotypische Merkmale, adie eine intrinsische Rolle von
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Taspasel in der Zellzykluskontrolle hinweisen: &mst sind Taspasel-defiziente Mause
kleiner als ihre Wildtyp-Geschwister. Zweitens, pasel-defiziente MEFs wachsen langsam.
Drittens, Deletion von Taspasé&ivivo resultiert in einer Beeintrachtigung des Ausbagis d
DP-Thymozyten, die autonome Funktionen von Taspaselner Zelle bestéatigen (Takeda
al., 2006).

Eine Untersuchung von homozygot Taspasel-defiziertitiusen ergab eine deutlich
verringerte Expression von Cyclin A, B und E (Taketlal., 2006). Diese Cycline wirken
nach Anlagerung von cyclinabhéngigen Kinasen akténd auf Transkriptionsfaktoren, die
fur die Zellproliferations-Kontrolle zustandig sind/eiterhin konnte eine Uberexpression der
Kinaseinhibitoren p16ink4a, p21 und p27 nachgewieserden. Diese Prozesse bewirken
einen deutlich verlangsamten Zellzyklus und dienggre Korpergrél3e der Mause (Taketla
al., 2006). Die deregulierte Expression der Cyclingél tanaseinhibitoren wird durch die
fehlende Prozessierung des MLL-Proteins durch Ts&sand die damit zusammenhangende
Verminderung der H3K4-Trimethylierungsaktivitat ergerufen. Taspasel ist daher eine
Protease, die durch ihre spezifische Aktivitat gagmatscheidenden Einfluss auf die

genregulatorischen Prozesse hat (Taletdh, 2006).

Ein weiteres Zielprotein der Taspasel ist der aliggae Transkriptionsfaktor TFIIA. Er
besteht aus den drei Untereinheiter8 undy, wobei die beiden Untereinheiterund  erst
nach proteolytischer Spaltung des TFWA-Vorgangers durch Taspasel entstehen. TFIIA
weist eine fur Taspasel typische Erkennungsseq@mGXXD (X steht fur jede beliebige
Aminosaure) auf und wird so wie bei MLL nach Aspadn Position 3 gespalten (Zheiwal.,
2006). Die Funktion des TFIIA beinhaltet die transkriptetle Aktivierung verschiedener
Gene, die eine Rolle bei Entwicklungs- und Differienungsprozessen spielen (Kobayaahi
al., 1995; Liebermaret al., 1994). Ein TFIIAknock-down bei Xenopus laevis fuhrt zu
diversen phéanotypischen Defekten. In der Zelletlisgts ein geringer Anteil an nicht
prozessierten TFIIAs vor. Die Spaltung von TR reguliert zwar seine Stabilitat,
beeintrachtigt jedoch nicht seine transkriptiondidivitat, da sowohl prozessiertes als auch
unprozessiertes TFIIA transkriptionsaktivierendeseRtial besitzt. (Hoibyt al. 2004; Zhou

et al.,, 2006; Takedeaet al., 2006). Es wird vermutet, dass die Spaltung deBATBurch
Taspasel an der Feineinstellung der Transkrip@ggusation einiger Gene wahrend der

Differenzierung und Entwicklung beteiligt ist (Hgilet al., 2004).
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Es gibt bei Séugetieren ein zuséatzliches Trithétaraolog, MLL2, das die konservierte
Schnittsequenz CS2 enthaluntsmanet al. 1999) Obwohl es Hinweise fur eine MLL2-
Proteolyse gibt, bleibt unklar, ob diese durch Bagi entstehen (Hughetsal. 2004, Takeda
et al., 2006).

Inhibitoren von mehreren Klassen von Proteasenckiieflich Serinproteasen, Cystein-
proteasen, Metalloproteasen und sauren Proteasedemvwntersucht, sie zeigten keine
ausgepragte Hemmung der MLL-Proteolyse. Nur Wamketation bei 70°C fir 30 Minuten

inaktivierten die proteolytische Aktivitat (Hsiehal., 2003).

2.7.4 Beitrag des Enzyms Taspasel an einer t(4;11)-assedie Leukamie

Da AF4-MLL im C-Terminus Uber die beiden Schnitisegqzen CS1 und CS2 verfiigt, kann
es analog zu MLL durch Taspasel proteolytisch despaverden. Vor der proteolytischen
Spaltung durch Taspasel konnen die E3-Ligasen SkBgdd SIAH2 an AF4-MLL anlagern
und es zu einem Ubiquitin-vermittelten proteasomatdbau fuhren. Nach der Spaltung
entstehen die beiden Proteinfragmente AF4-MLL-N7§Ilund MLL-C (p134), die analog zu
MLL Uber die beiden Interaktionsdomanen FYRN undREY heterodimerisieren und die
Basis fur den Aufbau eines Proteinkomplexes ermbigh.Die Dimerisierung dieser beiden
Fragmente fuhrt zur Stabilisierung des AF4-MLL Funsiproteins, da es von den SIAH-
Ligasen nicht mehr zum proteasomalen Abbau gefivetden kann. Dies fuhrt zur
Akkumulation des AF4-MLL Fusionsproteins, die ardsdbend zur Entwicklung onkogener
Eigenschaften sowie Wachstumstransformation dde Zéhrt (siehe Abb. 2.10) (Burseh
al., 2004). Dies konnte in einem vitro Zellkultur-Modellsystem bestatigt werden: MEF-
Zellen (murine embryonic fibroblasts), die mit AF4-MLL transfiziert wurden, zeigten

verstarkte Wachstumsraten und einen Verlust detddinhibition (Gaussmanet al., 2007).
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Abb. 2.10 Pathomolekularer Mechanismus des AF4-MLLFusionsproteins
Das Schema zeigt die Prozessierung des Fusionsmofd4-MLL und der anschlieBenden
Heterodimerisierung der entstandenen Proteinfratgneies fihrt zu Stabilisierung und
Anlagerung vieler Proteine zu einem Multiproteinkmex. Die SIAH-Ligasen sind noch fahig, an
die verkiurzte ALF-Doméane am N-Terminus zu binddierdings findet in diesem Zustand kein
Abbau des Fusionsproteins mehr statt. Dadurch akkerhder AF4-MLL-Komplex in der Zelle

und fuhrt zu ihre Transformation.

Derzeit ist Taspasel das einzig bekannte, MLL msizeende Enzym (Hsiedt al., 2003b).
Es liegt daher nahe, dass eine Therapie der akdi@chrisiko-Leukédmie durch eine
spezifische Inhibierung der Taspasel entwickeltdeerkonnte Bislang fehlt es an einem
spezifischen Inhibitor fur die Taspasel. Die Anweamgl von bekannten Protease-Inhibitoren
erzielte keine Wirkung (Hsielet al., 2003b). Das gleiche gilt fur die Inhibitoren des
Proteasoms (Hsielet al., 2005), welches ebenfalls ein N-terminales Threofiir die

Proteolyse verwendet (Wlodawer, 1995).
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2.8 Enzymatische Hemmung

2.8.1 Inhibition durch ,small molecules”

Die Inhibition einer Protein-Protein-Wechselwirkymge z.B. die Wechselwirkung zwischen
den beiden Taspasel-Monomeren, setzt die spesfisthraktion eines niedermolekularen
Liganden mit einer konformationell stabilen und wdigsmittel-zuganglichen Region der
Kontaktflache voraus. Inzwischen ist das Design Mwlekilen, welche die aktive Tasche
eines Enzyms erkennen Routine geworden, wahrend Eiewvicklung von kleinen,
wirkstoffahnlichen Molekilen, auchsmall-molecules’ genannt, zur spezifischen Inhibition
von Protein-Protein-Wechselwirkungen eine grol3eseatisforderung darstellt. Wichtig sind
bei der Auswahl eines Inhibitors die GrofRe und Rlegaritat der Kontaktflache, die daran
beteiligten Sekundarstrukturelemente und die GriRd Geometrie deglot Spots. Da
zahlreiche Protein-Protein-Wechselwirkungen an &8lgskaden beteiligt sind, welche bei
einer Deregulation zur Entstehung von Krebs fuhkénnen, ist die Pharma-Industrie an
diesem Forschungsgebiet besonders interessiert.

Erste Arbeiten, die sich Screening-Methoden bedrefiithrten zu Inhibitoren, die selektiv an
denHot Spot von Interleukin 2 (IL-2) binden und dessen Intei@ktmit dem Interleukin-2
Rezeptor (IL2-RR) hemmen (Braistedet al., 2003). Eine weitere Entdeckung war die
Entwicklung von wirkstoffahnlichen Molekilen, wekhdie Interaktion zwischen dem
antiapoptotischen Protein MDM2 und dem Tumorsugmgsotein p53n vivo inhibieren
(Buolamwiniet al., 2005)

2.8.2 Inhibition durch trans-dominant-negative Mutation

Dominant-negative Mutation, auch genannt ,antimefgWutation, beschreibt die Hemmung
der biologischen Wirkung eines Wildtyp-Genprodukdesch ein Uberexprimiertes, mutiertes
und inaktives Genprodukt, das heil3t das aktive WfpldProdukt wird von dem inaktiven
Mutanten-Genprodukt dominiert. Diese Mutationerultgsren in der Regel in eine veranderte
molekulare Funktion - oft inaktiv - und sind duremen dominanten oder semi-dominanten
Phénotyp charakterisiert. Die dominant-negative aviteé eines Proteins bedarf vorhandener
und funktionsfahiger Domanen des Wildtyp-Proteinen denen jedoch einige durch

Modifikation funktionsunfahig sein oder fehlen mésgIra Herzkowitz, 1987).
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Der Einsatz von dominant-negativen Mutationen kérmbglicherweise Informationen Uber
die in vivo Funktionen der Proteine bzw. Protein-Protein-ktéonen liefern und damit die

Entwicklung neuer inhibitorischer Molekile ermogien (Ira Herzkowitz, 1987). Sofern das
katalytische Zentrum und die Protein-Protein-Kotftakhe nicht dieselbe Region im Protein-
Komplex besetzen und das Protein nur im KompleB.(Rimer) aktiv sein kann, ist eine

Mutation in der Kontaktflache sinnvoll. Das Verfahr hat den Vorteil, dass es einen
dominanten bedingten Defekt verursachen kann, vebddie nicht erwiinschten Proteine

funktionell deaktiviert werden kénnen.

Beim Menschen ist das Marfan-Syndrom - eine Kraitlkdes Bindegewebes- ein Beispiel fur
eine dominant-negative Mutation, welche in eineilosomal-dominant vererbten Krankheit
vorkommt. Dabei antagonisiert das defekte GlykagmProdukt des Fibrillin-Gens (FBN1)
das Produkt aus dem Wildtyp-All€ludgeet al., 2004).

Eine weitere autosomal-dominant vererbbare Erkmagkist das Li-Fraumeni-Syndrom.
Patienten mit dieser Krankheit tragen eine angetgreMutation im p53-Gen
(Tumorsuppressor-Gen). Bereits in frihester Kindtreten diverse Tumore, wie Brustkrebs,
Leukdmie und Hirntumore auf. Anhand eines Mausnisdrlt einerknock-in Mutation des
p53-Gens konnte gezeigt werden, dass das mutierte p53iRratie Tumorbildung und
Metastasierung durch dominant-negative Inhibiti@s dVildtyp-p53-Proteins fordern kann
(Gohet al., 2011).

2.9 Serin-Proteasen

In Saugetierzellen, spielen Proteasen eine Rollé de Angiogenese, Apoptose,
Differenzierung, Immunantwort, Matrix-Remodellieguand Proteinaktivierung. Sie sind in
vielen Organellen der eukaryontischen Zellen adffsr. Durch die Sequenzierung des
menschlichen Genoms konnten mehr als 500 Protemsdmumanen Zellen identifiziert

werden (Puente et al.,, 2005), die mit einer Anzaairt Krankheiten assoziiert sind. Dazu
gehoren u.a. Alzheimer Krankheiten, Krebs, Autoimkrankheiten und Entziindungen
(Dogan Ekici et al., 2008). Proteasen sind typisebese in vier Klassen gruppiert: Cystein-,

Serin-, Metallo- und Asparaginsaure-Proteasen.
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Die bekannteste Klasse der Proteasen ist die Peotease-Klasse, die eine klassische
katalytische Triade, bestehend aus Serin, Histidith Aspartat verwendet. Dabei fungiert das
Serin als Nukleophil, Histidin sowohl als Base algh als Saure, und Aspartat orientiert den
Histidinrest und neutralisiert die wahrend der Biton aufgebaute Ladung (Dogan Ekici et

al., 2008). Hierbei spielt es keine Rolle in weléheihenfolgen diese Aminosauren innerhalb
der Triade angeordnet sind (Polgar, 2005). Mitglredieser Klasse sind Chymotrypsin,

Trypsin, Elastase und Subtilisin. Die dreidimenalenStruktur des Chymotrypsins wurde

1967 (Mattheus et al., 1967) erstmals aufgelostdiadrste Trypsin-Struktur 1974 (Huber et
al., 1974; Stroud et al., 1974).

Zusatzlich zu den Ser/His/Asp-Serinproteasen gitPeoteasefamilien, bei denen diese
Komponenten variieren kénnen (Polgar, 2005). Detyppischen Serinproteasen verwenden
neuartige Triaden wie Ser/His/Glu, Ser/His/His o8er/Glu/Asp, Dyaden wie Ser/Lys oder
Ser/His, oder einen einzelnen katalytischen Sesinies gibt auch Proteasen, in denen die
nukleophile Hydroxylgruppe eher von dem Threonistaimmt (Dogan Ekici et al., 2008).

Beispiel hierfir sind das Proteasom oder die besgivahnte Glycosylasparaginase.

Die einfachste Variante einer Serinprotease vereeathe Konfiguration, die nur auf Serin
basiert. Proteasen, die solch eine Konfiguratiorwgaden, werden in einer Vorlauferform
bzw. einem Proenzym hergestellt und unterlaufee @iatoprozessierung, um einen aktiven
Aminosaurenrest an Position 1 des reifen Proteingenerieren. Diese Variante wurde im
Enzym L-Aminopeptidase (D-Alanin-Esterase/Amidasi®s BakteriumsOchrobakterium
anthropi gefunden. Nach der Hydrolyse wird Serin-250 deteeAminosaurerest des reifen
Proteins. Die alpha-Aminogruppe des dabei entstamdeN-Terminus dient als die
allgemeine Base, die die Abspaltung des Protons Higiroxygruppe des Serins-250
katalysiert (Dogan Ekici et al., 2008). Die neuetPBinfaltung dieser Protease wird durch die
vierlagigeappa-Topologie charakterisiert (Bompard-Gilles et 2000), die auch N-terminale

Nukleophil-Hydrolasefaltung genannt wird (Brannigatral., 1995).
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2.10 Zielsetzung der Arbeit

Chromosomale Translokationen d&H_L-Gens (11g23) sind mit der Entwicklung von
Hochrisiko-Leukamien mit sehr schlechter Prognas®aiert. Die haufigste chromosomale
Translokation von MLL ist die t(4;11)-Translokatiodie zur Ausbildung einer akuten
lymphatischen Leuké&mie fuhrt (Dasearal., 2005). Die onkogenen Eigenschaften des AF4-
MLL Fusionsproteins kommen durch die Prozessierimtiert durch das Enzym Taspasel
und die anschlielende Heterodimerisierung der heidatstandenen Proteinfragmente
zustande, wodurch das Fusionsprotein gegen protedso Abbau stabilisiert wird.

Die Arbeitshypothese zu dieser Arbeit geht davos, dass eine spezifische Inhibierung der
Taspasel geeignet ist um die Transformation dde #eFolge einer t(4;11)-Translokation zu
verhindern. Um eine Inhibierung zu bewerkstelligenyss zunéchst die Funktionsweise der
Taspasel analysiert und verstanden werden. Dalreesmdas Ziel der Arbeit, die Taspasel-
Funktionsweise zu analysieren und auf dieser Gagwdleinen Taspasel-Inhibitor zu
konstruieren. Dazu sollten folgende Fragen beanéwdrzw. Untersuchungen durchgefuhrt

werden:

1. Kann man den Aktivierungsprozess der Taspasel frendern?

Um den Aktivierungsprozess der Taspasel verhindernkdnnen, ist es wichtig, den
Mechanismus, nach dem die Aktivierung des TaspBseénzyms funktioniert zu
analysieren. Dafir sollte die Kristallstruktur desspase-Proenzyms als Grundlage verwendet
werden. Da diese allerdings nur unvollstandig aklfige war, sollte zunéchst eine teilweise
strukturelle Modellierung fur ein aufschlussreid®eGesamtbild vorgenommen werden. Die
Modellierung wurde in Kooperation mit Tim Geppeurchgefihrt.

2. Welche Aminosauren sind fir die Autokatalyse essziell?

Um festzustellen, welche Aminoséauren fur die Aldiving des Proenzyms eine Rolle spielen,
sollten diese Uber Mutationsstudien ausfindig gdrmaerden. Fir die Mutationen wurden
Aminosauren in der Region der Autokatalyse ausddésWeiterhin sollte durch geeignete
Experimente ausgeschlossen werden, dass die Aatgdatder Taspasel nach einem N-O-

Acyl-shift-Mechanismus, wie es bei Glycosylaspanage der Fall ist, verlauft.
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3. Welche Rolle spielt die Dimerisierung fir die Atokatalyse des Proenzyms?

Um die Rolle der Dimerisierung herauszufinden, teoltie Kontaktflache bzw. die
Dimerisierungsregion der Taspasel untersucht werdad auch hier sollten Uber
Mutationsanalysen wichtige Aminosauren identifizieerden. Fir die Mutationen wurden
diejenigen Aminosauren gewahlt, bei denen einerdkt®n vermutet wurde. Anschliel3end
sollte der zur Autoaktivierung fihrende Mechanisrfasuliert werden.

4. Wie kann man Taspasel inhibieren?

Aufbauend auf die Mutationsanalysen sollte eitrans-dominant-negative Taspasel-
Monomer-Mutante konstruiert werden, die in der Lagemit einem Wildtyp-Taspasel-
Monomer zu dimerisieren und seine Aktivierung ztedninden.
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3 Ergebnisse

3.1 Proteinaufreinigung von Taspasel und GST-MLL fir das Taspasel-

Proteolyse-Assay

Um Taspasel inhibieren zu koénnen, wurde von Dr.s JBabenstein ein Taspasel-
Aktivitatsassay etabliert, mit dessen Hilfe ihretikitédt und Inhibierung sichtbar gemacht

werden sollte. Fur die Etablierung dieses Assayslgvaunachst Taspasel und ihr artifizielles
Substratprotein GST-MLL, erweitert mit einem 6xHiag, rekombinant hergestellt.

3.1.1 Affinitdts-Reinigung von Taspasel

Um Taspasel klonieren zu kdnnen wurde ihr offeresekahmen in einer PCR anhand des
cDNAs aus SEM-Zellen vervielfaltigt. Dabei wurdene dPrimer Taspase-Ndel*3 und
Taspase-Xhol*5 verwendet. Das Amplifikat wurde daier die Restriktionsschnittstellen
Ndel und Xhol in den Vektor pET22b+ (Expressiongwek eingefligt. Um eine hohere
Protein-Ausbeute von Taspasel zu erhalten, wuedm 8L21*DE3 exprimiert. Als nachster
Schritt wurde Taspasel anhand des 6xHis-Tags mitesher nativen Nickelchelat-
Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die Aufrgjangsschritte wurden zur Kontrolle auf
einem SDS-PAGE aufgetragen und durch Comassie-Blahtbar gemacht. In allen
Taspasel-Aufreinigungen lagen das Proenzym undudakatalytisch aktivierte Taspasel in
gleichen Mengen vor, was darauf hinwies, dass di@keatalyse die Affinitatsreinigung nicht
behinderte (siehe Abb. 3.1).

kKDa M Du W1 W2 E1 E2 E3 E4
175

83
52
47 | - ungeschnittene Taspase
P — (50 kDa)
=
—

. hydrolysierte Taspasel
(28 & 22 kDa)
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Abb. 3.1 Kontrolle der nativen Aufreinigungen von Taspasel
Die Aufreinigungsschritte wurden zur Kontrolle aeihem 12%-igem SDS-PAGE aufgetragen. Auf
dem SDS-PAGE ist der Marker, der Durchlauf (Du)ezWaschfraktionen (W1 und W2) und die
vier Elutionsschritte (E1 bis E4) zu sehen. In d@dutionsfraktionen ist die Taspasel mit ihren drei
Banden zu erkennen, wobei die Bande bei 50 kDanaldd nicht autokatalytisch aktivierte Taspasel
(Proenzym) und die Banden bei 28 und 22 kDa, dieitseautokatalytisch geschnittene Taspasel

darstellen. (Jens Rabenstein)

3.1.2 Affinitdts-Reinigung des artifiziellen Substratproteins GST-MLL

Da das gesamte MLL-Protein fur die vorgesehenensitre zu grof3 ist, wurde ein
artifizielles Substratprotein hergestellt. Es ist &His-GST-MLL-Fusionsprotein mit einer
Lange von 405 Aminosauren und einem Molekurgewidt 50 kDa. Das MLL-Fragment
des Fusionsproteins ist 158 Aminosauren lang (226808) und enthalt die beiden Taspasel-
Erkennungssequenzen CS1 und CS2 (siehe Abb. 3.2).

Fur die Klonierung des artifiziellen GST-MLL wurdier offene Leserahmen des pUHD3-4-
MLL in einer PCR amplifiziert. Dabei wurden die mer 2CL-EcoRI*3 und 2CL-Xhol*5
verwendet. Das Amplifikat wurde Uber die RestrikBohnittstellen EcoRI und Xhol in den
Expressionsvektor pGEX5T eingeflgt.

MLL-Fragment

C51 C52

GST- MLL | 6xtis GST | |
1

405

Abb. 3.2 Schematische Darstellung des artifizielleBubstratproteins GST- MLL
Das artifizielle 6xHis-GST-MLL-Fusionsprotein isD8 Aminosauren lang und enthalt ein MLL-
Fragment (blau) von 158 Aminoséauren, die die beiflaspasel-Erkennungssequenzen (CS1 und
CS2) enthalten. Das 6xHis-GST ist in rot dargestell

Fur eine bessere Protein-Ausbeute wurde in diessdhdieé Expression im Expressionsstamm
W3110 vorgenommen und ebenfalls anhand des 6xHjs-Tanittels einer nativen
Nickelchelat-Affinitatschromatographie aufgereinigfuch hier wurden zur Kontrolle die
Aufreinigungsschritte auf einem SDS-PAGE analysiert
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Abb. 3.3 Kontrolle der nativen Aufreinigungen des 8bstratproteins GST-MLL
Die Aufreinigungsschritte wurden zur Kontrolle aeihem 12%-igem SDS-PAGE aufgetragen. Auf
dem SDS-PAGE ist der Marker (M), das Lysat (Ly) Berchlauf (Du), zwei Waschfraktionen (W1
und W2) und die drei Elutionsschritte (E1 bis EB@)sehen. In den Elutionsfraktionen ist das 6xHis-
GST-MLL Fusionsprotein mit 50 kDa zu sehen. (DnsIRabenstein)

3.1.3 Invitro Taspasel-Proteolyse-Assay

Fur das Taspasel-Proteolyse-Assay mit dem Subsitigitp mussten die Taspasel- und GST-
MLL-Aufreinigungen zunadchst in einem fir das Assggeigneten Inkubationspuffer
umgepuffert werden. Dieser besteht aus 40 mM HE@#3/pH 7.9, 10 mM KCl und 5 mM
MgCl,. Eine photometrische Messung ergab sowohl beiaspals auch bei GST-MLL eine
Protein-Ausbeute von ca. 50 uM. Fur das Proteossay wurden Taspasel-Proteine in
verschiedenen Konzentrationen mit konstanter MemgeGST-MLL Substrat-Proteinen in
einem fir das Proteolyse-Assay bestimmten PufferM3Quten bei 37°C inkubiert und
anschlieBend auf einem SDS-PAGE aufgetragen. Dabeidie Spaltung des Substrat-
Proteins in einem 1:1-Verhdaltnis zwischen Taspased Substrat-Protein am besten zu
beobachten (siehe Abb. 3.4). Daher wurden alleenaitin vitro Proteolyse-Assays mit
gleichen Mengen an Taspasel und Substrat-Protechgkfihrt. Dieses Assay wurde in der

vorliegenden Arbeit verwendet, um Taspasel und\lianten zu analysieren.
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purified rTaspase1
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Abb. 3.4 Taspasel-Proteolyse-Assay
Links: Dargestellt ist die aufgereinigte Taspasedhei die Bande bei 50 kDa dem Proenzym und die
Banden bei 28 kDa und 22 kDa der aktiven Form depésel entsprechen. Mitte: Um die Aktivitat
einer gereinigten Taspasel zu ermitteln, wurdeisierschiedenen Konzentrationen mit dem
Substratproteins GST-MLL 30 Minuten bei 37°C inkarbi und anschliessend auf einem 12%-igen
SDS-PAGE analysiert. Aufgetragen wurden ein Markigh) und das Proteolyse-Assay, wobei
Taspasel von unverdinnt und bis zu einem VerdUrsfakigpr von 1:128 mit konstanter Menge an
GST-MLL inkubiert wurde. Es werden drei Banden B@ikDa, 38 kDa und 28 kDa sichtbar, wobei
die Bande bei 50 kDa dem ungeschnittenen GST-Mli¢ ,Bande bei 38 kDa dem Schnittprodukt
nach dem Schneiden an CS2 und die Bande bei 2&8lkBaSchnittprodukt nach dem Schneiden an
CS1 entspricht. Die Banden der Taspasel sind auf@2S-PAGE nicht zu sehen, da sie in einem
Verhaltnis von 1:10 eingesetzt wurde. Rechts: Dstaj ist das GST-MLL Substrat-Protein mit den

Positionen der beiden Schnittstellen.

3.2 In silico Modellierung von Taspasel-Proenzym

Die Kristallstruktur von Taspasel enthalt wie stleowéahnt unaufgeldste Regionen. Da aber
fur die Untersuchungen von Taspasel ihre vollsged@truktur bendtigt wurde, wurde die
Modellierung der fehlenden Strukturbereiche in Kegpion mit Tim Geppert durchgefihrt.
Fur die Homologie-Modellierung der Taspasel wurdenin der PDB-Bank vorhandenen
vier Taspasel-Kristallstrukturen (PBD I2#8I, 2A8J, 2A8L, 2A8M) untersucht. Die Kette
A der PDB-Struktur 2A8J wurde fur die Homologie-Midlcerung als Grundlage verwendet.
Dieses Model enthalt 66 Aminosaureliicken, die & du modellierenden Lucken unterteilt

wurden:
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1. Lacke mit zwei fehlenden Aminosauren (157-158),
2. Lucke mit 50 fehlenden Aminoséuren (183-233) un
3. Lucke mit 14 fehlenden Aminoséauren (350-363)

Die zwei Aminoséauren der ersten Lucke (157-158) B&dAminoséuren der zweiten Licke
(183-233) wurden auf Grundlage von 2A81 (Kette Abdalliert. Von den restlichen 25
Aminosauren der zweiten Liucke wurden 24 AminosaanginGrundlage der Proteinstruktur
der Glycosylasparaginase (1P4K, chain C; Qian .et2803) modelliert. Eine Aminoséaure
dieser Lucke wurdedle novo modelliert. Zehn Aminosauren der dritten Licke Q353)
wurden auf der Grundlage der Kette B des TaspassdnPyms (2A8l) modelliert. Die
restlichen vier Aminoséauren wurdda novo modelliert.

Insgesamt wurde eine Strukturdhnlichkeit zwischem droteinstrukturen 2A8J und der
ebenfalls autokatalytisch aktiven 1P4K festgestdlie Modellierungsprozesse wurden
anhand des Homologie-Modellierungs-Software-Packé@DELLER 9v3 (Eswaret al.,
2006) durchgefuhrt (siehe Abb. 3.5).

Abb. 3.51n silico Modellierung der Taspasel-Proenzym
Links: Kristallstruktur der unvollstandig aufgeléat Taspasel (PDB: 2A8J). Rechts: Durch
Modellierung der fehlenden Strukturen entstandeasp@sel-Proenzym. Das Threonin-234 ist in rot

dargestellt. Dieses Modell wurde in Kooperation fiih Geppert erstellt.
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Zur Bewertung der Qualitat der modellierten Taspasarde ein Ramachandran Plot erstellt
(PROCHECK, Laskowski et al., 1993). Der Ramachamditot ist eine 2D Darstellung des
Protein-Ruckgrads. Er tragt die Psi-Winkel auf Wekchse gegen die Phi-Winkel auf der X-
Achse auf. Jeder Aminosaurerest des Proteins kahdiese Weise in den Plot eingetragen
werde. Es gibt drei bevorzugte Regionen im PloesBientsprechen den Sekundéarstrukturen
die ein Protein am haufigsten ausbildet. So entigiipielsweise der Bereich, welcher durch
einen Psi-Winkel zwischen 90° und 180° sowie eifm-Winkel von -180° und -45°
beschrieben ist, Aminosauren die beta-Faltblatikdaren bilden. Als Mal3 der Giite einer
Protein 3D Struktur wird ein Grenzwert von 90% Aps&Auren in bevorzugten Regionen
verwendet. Die neu modellierte Struktur wurde hghtdich ihrer Gite basierend auf diesem
Grenzwert analysiert (siehe Abb. 3.6).

Ramachandran Plot

(_]“ -

Psi (degrees)

180 -135 90 45 0 45 9 135 180
Phi (degrees)

Abb. 3.6 Ramachandran Plot validiert die modelliere Taspasel
Das Ramachandran Plot der modellierten Taspaset, zigiss 92,3% aller Aminoséurereste in eine
bevorzugte Position lokalisiert sind. Wenn >90% @Aminoséurereste in einer bevorzugten Region
lokalisiert sind, kann von einer guten Qualitat désdells ausgegangen werden. Dieser Plot wurde
mithilfe des Programms PROCHECK erstellt.
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Die Plot-Statistik des Programms PROCHECK, mit Wweln der Ramachandran Plot erstellt

wurde, hat folgende Informationen beziiglich degp@as1-Modells berechnet:

Aminosaurereste in bevorzugte Regionen: 596 esdtbpn 92,3%
Aminosaurereste in zusatzlich erlaubte Regioneremtsprechen 7,1 %

Aminosaurereste in nicht erlaubten Regionen: 4peathen 0,6%

Basierend auf dem berechneten Wert von 92.3% Aréimesesten in bevorzugten Regionen
lasst sich schlieRen, dass das modellierte PratieinMindestanforderung einer qualitativ
hochwertigen Struktur erfullt. Zur Erstellung ein@aspasel Dimer Struktur wurde im
Folgenden die modellierte Struktur dupliziert uretlgs Duplikat auf eine der beiden
Strukturen des Taspasel Dimers 2A8J aligniert. &dhritte wurden im Programm Paket
Pymol durchgefuhrt. (The PyMOL Molecular Graphicgstem, Version 1.3, Schrodinger,
LLC)

3.3 Untersuchung der Bindetasche

3.3.1 lIdentifizierung und Mutation wichtiger Aminoséuren in der Bindetasche

In der Vero6ffentlichung von Khaat al. wurde eine inhibitorische Wirkung des Chlorid-lons
in der Bindetasche der Taspasel festgestellt (khah, 2005). Dieses Chlorid-lon wird Uber
die Aminogruppen des Peptidrickgrads der Aminosaufelycin-49, Threonin-234,
Asparagin-100 uber Wasserstoff-Brickenbindungemugéén. Eine Interaktion zwischen der
Hydroxylgruppe der Aminsosaure Tyrosin-61 und dddofid-lon wurde erstmals in der
Diplomarbeit von Bettina Hofmann postuliert (sieklgh. 3.7). Solange das Chlorid-lon in der
Bindetasche sitzt, liegt Taspasel inhibiert vor dad Threonin-234 ist so angeordnet, dass
kein nukleophiler Angriff auf ein potentielles Striag erfolgen kann. Erst die Freisetzung des
Chlorid-lons - wahrscheinlich ausgelost durch dmrékte Bindung des Substrates am
enzymatischen Zentrum - erlaubt die korrekte Rmsgrung von Threonin-234 und eine
nachfolgende Hydrolyse der entsprechenden Subtqatidbindung (QXD-GXDD) (siehe
Abb. 3.7).
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Inhibierter Zustand Aktiver Zustand

-

N Substrat-Bindung

e

Chlorid-lon

Abb. 3.7 Intrinsischer Inhibitor-Mechanismus der Taspasel
Links: Das Chlorid-lon (gelb) im katalytischen Zemh der Taspasel (PDB-Code:2A8J) wird tUber
Aminogruppen der Peptidbindungen der Aminosaurgrti®l49, Asparagin-100, Threonin-243 und
der Hydroxylgruppe des Tyrosin-61 tber Wasserdboffekenbindungen gebunden. Rechts: Durch
die Substrat-Bindung wird das Chlorid-lon verdrangmbei dreht sich Threonin-234 um etwa 180°
um den nukleophilen Angriff auf das Substrat starze@ konnen. An der Koordination beteiligte
Aminosauren sind in Form von ,sticks* dargestelttdubeschriftet. Dieses Bild wurde anhand des

Programmpackets Pymol erstellt.

Unter der Annahme, dass das gebundene Chloriddorhddas Substrat aus der Bindetasche
verdrangt und nach der Hydrolyse wieder in der Biadche zurickkehren kann, sollte
deshalb die Funktion von Tyrosin-61 durch gezidMeatagenese dieser Aminosaure in
Alanin, Prolin und Phenylalanin analysiert werdéw.osin-61 wurde deshalb fir Mutagenese
ausgewahlt, da es das Chlorid-lon mit seiner Hygdgyyppe bindet, wahrend dieses von den
anderen Aminosauren — Glycin-49, Asparagin-100 urdeonin-234 — durch deren
Peptidbindungen gebunden wird. Von den beiden Mutah Y61A und Y61P wurde
vorhergesagt, dass sie die Koordination des Chlond derart storen sollten, dass sich das
inhibitorische Chlorid-lon moglicherweise auch oh®ebstrat aus dem enzymatischen
Zentrum entfernen lassen sollte. Mit der Mutatio®il¥ sollte genau das Gegenteil bewirkt
werden, da die Aminosaure Phenylalanin gréRerlsstar Tyrosin-Rest an dieser Position.
Dadurch sollte sich das Chlorid-lon weniger leiahs dem enzymatischen Zentrum entfernen
lassen, bzw. die Rickkehr des Chlorid-lons erschwerden. Dadurch sollte es auf jeden
Fall zu einer messbaren Beeintrachtigung der Tadpaktivitat kommen. Alle drei Mutanten
der Taspasel zeigten eine minimal verdnderte A#tivim in vitro Taspasel-Assay,

allerdings waren alle drei Mutanten nach wie vordar Lage die Autoproteolyse korrekt
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durchzufihren und - wenn auch mit verminderter Wikit - ihr Substrat korrekt zu
hydrolysieren. Die Unterschiede der Mutanten bedekighrer Aktivitat konnte erst in einer
Verdinnungsreihe beobachtet werden. Wahrend dieaMlert Y61A und Y61P verdunnt
kaum noch aktiv waren, war die Y61F-Mutante im \feigh zur Taspasel(wt) sogar bei
einer starkeren Verdinnung (1:32) noch in der Ldage GST-MLL zu schneiden (siehe Abb.
3.8). Dies konnte ein erster Hinweis darauf seassdnach initialer Verdangung des Chlorid-
lons durch das GST-MLL Substrat die Ruckkehr dégbitorischen Chlorid-lons erschwert

wird.
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Abb. 3.8 Proteolyse-Assay der Mutanten Y61A, Y61Fnd Y61P
Taspasel-Mutanten wurden unverdinnt (uv) und vertd(nl, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) mit GST-
MLL 30 Minuten bei 37°C in einem Proteolyse-Pufiiékubiert und auf 15% SDS-Page aufgetragen.
GST-MLL ohne Taspasel und die jeweilige Taspaselama (10x) wurden als Kontrollen
aufgetragen. Beim unverdinnten Einsatz der Mutantearen die resultierenden GST-MLL-
Spaltprodukte bei 38 und 32 kDa zu sehen. Die WQotéede zwischen den jeweiligen Mutanten
konnten erst beim Vergleich der Aktivitdten inndbhaer Verdinnungsreihe beobachtet werden.
Wahrend die Mutanten Y61A und Y61P unverdunnt kanooh aktiv waren, war die Y61F-Mutante
im Vergleich zur Taspasel(wt) sogar bei einer st#nk Verdiinnung (1:8) noch in der Lage das GST-

MLL zu schneiden.
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3.3.2 Entdeckung einer Serin-Protease

Weiterhin wurde bei der Untersuchung der Bindetassihe spezifische Anordnung von drei
Aminosauren entdeckt, die eine hohe geometrischanlidktkeit zu den bekannten

katalytischen Triaden von Serin-Proteasen aufwreslen Serin-Proteasen wie z.B. Trypsin
oder Thrombin finden sich dazu jeweils ein Histidirin Aspartat- sowie ein katalytisch
aktiver Serin-Rest, die in einer Art Dreieck zueider angeordnet sind. Eine &hnliche
Situation findet man auch bei Taspasel: Histidin-8&rin-291 und Aspartat-233 sind mit
ahnlicher Geometrie und Abstand im Taspasel Molakgkordnet (siehe Abb. 3.9).
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Abb. 3.9 Vergleich der Triaden von Taspasel-Proenny, Trypsin und Thrombin
An der katalytischen Triade sind die Aminoséaurerstidin, Serin und Aspartat beteiligt. Die
Abstéande der einzelnen Aminosauren sind in Angstaiigegeben. Dargestellt ist links Taspasel, in
der Mitte Trypsin und rechts Thrombin.

Da Serin-Protease-Inhibitoren allerdings nicht Sidstrat-Proteolyse der Taspasel hemmen
kénnen, wurde postuliert, dass nach Reinigung d&ombinanten Taspasel aks coli
bereits soviel Taspasel im autoproteolytisch adtign Zustand vorhanden ist, dass eine
Hemmung durch Serin-Protease-Inhibitoren nicht meldéglich ist, bzw. die Menge an
bereits aktivierter Taspasel ausreichend ist, se Kaine Hemmung der Substrat-Proteolyse
in den durchgefiihrten Experimenten zu beobachtén Iis der Tat findet man nach
Affinitatsaufreinigungen aud€. coli ca. 50% der gereinigten Taspasel als p50 (nicht-
proteolytisch aktivierte Taspasel) und ca. 50%enkkreits aktivierten Form, mit einer p28
(o-Untereinheit) und p22 BEUntereinheit). Desweiteren wurde postuliert, dade

autokatalytische Spaltung der Taspasel durch &eeén-Protease-Mechanismus stattfindet.
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Aufgrund der besonderen Anordnung von Histidin-8éyin-291 und Aspartat-233 wurden
wiederum Mutanten hergestellt, um die Funktion eliegpezifischen Aminosauren zu testen.
Die Mutation D233A wurde bereits von Khahal. verwendet. Diese Mutante war bereits als
autokatalytisch inaktive Variante der Taspasel imgstoen worden (Khaet al., 2005). Daher
wurden nur die Aminosauren Histidin-47 und Serid-28 Alanin mutiert. Die Mutation
H47A hatte keinerlei Auswirkungen auf die autopobygsche Aktivitdt der Taspasel,
dennoch war diese Mutante zur Substratproteolyd® fihig. Die Mutation S291A flhrte zu
einer autoproteolytisch und Substrat-proteolytisetktiven Taspasel (siehe Abb. 3.10).
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Abb. 3.10 Proteolyse-Assays der Taspasel-H47A undsSpasel-S291A Mutante
Auf den beiden 15%-igen SDS-PAGE sind oben diedfratifreinigungsschritte und Proteolyse-
Assay von H47A-Mutante zu sehen und unten das #lyse-Assay von S291A mit 1) Marker, 2)
Taspasel(wt), 3) Taspasel in Inkubation mit dem-GI&L als Kontrolle, 4) S291A-Mutante und
5) in Inkubation mit dem GST-MLL und 6) GST-MLL alhe als Kontrolle aufgetragen. Es ist zu
sehen, dass die Mutante H47A zur Autokatalyse fahig Substrathydrolyse aber nicht befahigt ist.
Die Mutante S291A ist véllig inaktiv. Sowohl die fakatalyse-Fragmente p28 und p22 als auch die
resultierenden GST-MLL-Spaltprodukte p38 und p32ee.
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3.3.3 Uberprufung eines alternativen Autokatalyse-Mecharsmus

Um den Mechanismus der Autoproteolyse genauer #rauchen, wurde Hinweisen aus der
Literatur nachgegangeres war bereits bekannt, dass eine Autoproteolygerivalb der
Familie der "Glycosylasparaginasen" (GA) nach ein&rO-Acyl-shift-Mechanismus
funktionieren sollte. Taspasel wurde aufgrund dmguBnzhomologie dieser Proteinfamilie
zugeordnet (Hsieh et al., 2003). Der N-O-Acyl-sMigchanismus beruht auf der Anwesen-
heit einer unter Spannung stehenden Peptidbindwisglzen einem Aspartat (D151) und der
nachgeschalteten Aminosaure (Qehal., 2003).

N-O-Acyl-shift kommt in Nachbarschaft von ThreoninSerin- oder Cysteinresten in
Polypeptiden vor. Der nukleophile Angriff der Ams#uren-Seitenkette an dem Carbonyl-
Kohlenstoff der spaltbaren Peptidbindung fiihrt Zoem (Thio)-Esterbindung-Zwischen-
produkt (Albert et al., 1998; Ekstrom et al., 2Q0¢pn dem (Thio)-Ester-Zwischenprodukt
durchlauft eine Gruppe von verschiedenen Protediegrse Arten von Autokatalyse, indem
sie diesen mit einem zweiten Nukleophil angreif@as zu einem Schnitt der Verbindungen
zwischen Threonin, Serine oder Cystein und deralder-Aminosaure fuhrt. Normalerweise
begunstigt das Gleichgewicht eines N-O-Acyl-shifite Amidbindung, was zu einer
Peptidbindung fuhrt, die nicht oft am Threonin,i8ader Cystein bricht. Die Tatsache, dass
sich einige Proteine an den spaltbaren Peptidbieluselbst prozessieren kénnen legt nahe,
dass diese keine typischen Peptidbindungen sindseDiAuffassung wurde durch die
kristallographischen Analysen der autoproteolytisgtiven GA-Vorlaufer in Komplexmit
einem reversiblen Glycin-Inhibitor gestitzt, didgten, dass das Ruckgrat in der unmittel-
baren Nahe der spaltbaren Peptidbindung in vereirdéiziv. deformiertetrans-Konformation
vorliegt (Xu et al., 1999; Qian et al., 2003).

Studien an anderen Vertretern dieser Proteinfamiiaten bereits gezeigt, dass in
Anwesenheit von 500 mM Hydroxylamin die N-O-Acylf$tReaktion massiv beschleunigt

werden kann, wahrend 20 mM Glycin diese Reaktidistzmdig inhibieren kann. Aus diesem

Grund wurde Affinitats-gereinigte Taspasel mit diebeiden Chemikalien in den angegeben
Konzentrationen fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert am$chlielRend die Menge an p50, p28
und p22 mit unbehandelter, aber ebenfalls fir In@ubei 37°C inkubierter Taspasel
verglichen. Dabei zeigte sich, dass keinerlei Veéeimngen der Mengen an autokatalytisch

prozessiertem Taspasel Enzym zu beobachten waebe @&bb. 3.11). Zudem findet sich in
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der Kiristallstruktur keine unter Spannung steheRdptidbindung zwischen den beiden
Aminosauren Aspartat-233 und Threonin-234. Aufgrdreser Daten und Ergebnisse wurde
der Schluss gezogen, dass der N-O-Acyl-shift-Meismans nicht fir Taspasel giltig ist,
sondern dass Taspasel nach dem oben beschriebezramPi®tease-Mechanismus

autokatalytisch aktiviert wird.
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Abb. 3.11 Taspasel-Inkubation mit Hydroxylamin undGlycin
Auf dem SDS-PAGE wurden 20 pl Taspasel-Aufreinigaagh einstiindiger Inkubation mit 500
mM Hydroxylamin bzw. 20 mM Glycin bei 37 °C aufgagen. Es ist zu sehen, dass die
Autokatalyse der Taspasel weder durch Hydroxylab&ischleunigt noch durch Glycin blockiert

wird.

3.4 Untersuchung des Protein-Interfaces

3.4.1 Identifizierung und Mutation wichtiger Aminoséuren im Interface

Bei der Untersuchung der neu modellierten Taspéisktunachst auf, dass beide Taspasel
Monomere eine Proteindoméne aufweisen - im Folgerade ,Zapfen“ benannt - die direkt
Unterhalb des katalytischen Zentrums in die jewailslere Untereinheit hineinragt (siehe
Abb. 3.12). Diese "zapfenférmige Doméne" bestelst @en Aminoséauren 154 bis 162 und
kbnnte - so wurde postuliert - fur den Dimerisregsprozess von Bedeutung zu sein.
Erstaunlicherweise war dieser Zapfen nicht in di&sem in der publizierten Kristallstruktur
sichtbar gewesen; dies deutet daraufhin, dasscbeshserbei um eine wenig strukturierte

Domane von Taspasel handelt.
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Abb. 3.12 Darstellung der ,Zapfen-Doméne*
Dargestellt ist die vervollstindigte PDB-Struktwer draspasel von vorne (links) und von hinten
(rechts) bei einer Drehung von 108°. Kette A istyan und Kette B in grin farblich markiert. Mit
der Funktion ,surface" des Pymol-Programm-Packetsnke die Oberflache des Proteins sichtbar
gemacht werden. Die Zapfen-Domane der jeweiligetiekelie mit der anderen Kette gekoppelt ist,
ist durch einen roten Kreis gekennzeichnet undhbefi sich unmittelbar unterhalb des katalytischen
Zentrums. Der rote Pfeil markiert die Position Batalytischen Threonins-234.

Da sich diese Doméne in so enger rdumlicher Néalne Katalysezentrum des jeweiligen
Tapsasel Monomers befindet, wurde dariiber spekubier(1) die Dimerisierung etwas mit
der Taspase-Aktivitat, oder aber, (2) ob die Disierung etwas mit der Autokatalyse der
Taspasel Monomere zu tun haben kdnnte. Um dieskerbéiypothesen experimentell zu
verifizieren wurde die Protein-Protein-Kontaktfl&chzw. das Interface der beiden Taspasel
Monomerein silico untersucht. Dabei fiel auf, dass sehr viele Arggnin diesem Bereich der
Taspasel vorkommen. Auch aus anderen Interfaceddicteungen geht hervor, dass die
Aminoséaure Arginin oftmals vertreten ist (Chakrdbat al., 2002). Von einigen Amino-
sauren innerhalb des Interaktions-Interfaces wuyndstuliert, dass sie einen wesentlichen
Beitrag zu Protein-Protein-Wechselwirkungen, z.B. Form von Wasserstoff-Briicken-
bindungen oder-Stacking leisten. Diese wurden dann fur eine diezi®lutagenese aus-
gewahlt, um den Einfluss dieser Aminoséuren auf @aspasel Auto- und Substrat-
Proteolyse zu untersuchen. Es wurden Interaktionefrorm von Wasserstoff-Briicken-
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bindungen zwischen folgende einzelne Aminosduren laiden Taspasel Monomere

postuliert:

Arginin-159 ............ Leucin-257
Isoleucin-160........... Glutaminséure-295
Arginin-262............ Isoleucin-160
Arginin-299........... Asparagin-126
Arginin-304........... Arginin-304 (siehe Abb. 3.13)

Abb. 3.13 Darstellung des Interfaces von Taspasel

Dargestellt ist das Interface der Taspasel: Keti{gyan) und Kette B (griin). Aminosduren, von

denen ein Beitrag zur Protein-Protein-Wechselwigkim Form von H-Briickenbindung postuliert
wurden, sind in Form von ,Sticks“ und farblich dasgellt: Arginin-159 (gelb), Isoleucin-160

(orange), Arginin-262 (rot), Arginin-299 (blau) urdginin-304 (pink).

n-Stacking-Interaktionen existieren innerhalb derul8ur von Taspasel zwischen den

Aminosauren Histidin-281 und Phenylalanin-332, sowwischen Tryptophan-173 und
Histidin-259 (siehe Abb. 3.14). Die aromatischenng® des Histidins-281 und des
Phenylalanins-332 sind parallel zueinander posiiorund haben einen Abstand von 8,3 A

zueinander. Die aromatischen Ringe des Tryptoph#&Bsund des Histidins-259 sind T-

formig zueinander positioniert mit einem Abstanad vig24 A.
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Abb. 3.14 Darstellung der postuliertenr-Stackings innerhalb der Dimerisierungsebene
Dargestellt ist das Interface der Taspasel: Keti{gyan) und Kette B (griin). Aminosauren, von
denen ein Beitrag zur Protein-Protein-WechselwigkimForm vom-Stacking postuliert wurde sind
in Form von ,Sticks* und farblich dargestellt. Esunde n-Stackings zwischen Tryptophan-173
(gelb) und Histidin-259 (rot) sowie zwischen Hi&i281 (pink) und Phenylalanin-332 (orange)
postuliert.

Die Aminosauren Arginin-159, Isoleucin-160, Trptaphl73, Histidin-259, Arginin-262,
Histidin-281, Arginin-299, Arginin-304 und Phenyain-332 wurden unter Verwendung
eines kommerzielleMutagenese Kits (siehe Material und Methoden) aliéAlanin mutiert.
Alle mutierten Taspasel-Plasmide wurden anschlgfiendem Expressionsstamm BL
21*DE3 transformiert, die Proteinexpression induziand die mutierten Taspasel-Proteine
durch Affinitatschromatographie aufgereinigt undhafi in Taspasel-Proteolyse-Puffer
umgepuffert. Um die Autoproteolyse und ProteolydehAtat dieser Mutanten zu testen
wurden die Taspasel-Mutantenproteine ohne odedenit GST-MLL Substratprotein fur 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Um die Bande der Mu@amProteine auf dem SDS-PAGE
sichtbar zu machen, wurden sie fur den Autoprotsliest in 10-facher Konzentration
eingesetzt, wahrend sie bei dem Substrat-Protedgseitats-Test nur in 1-facher
Konzentration eingesetzt wurden. Schlie8lich wurdke Assays auf dem SDS-PAGE
aufgetragen (siehe Abb. 3.15, Abb. 3.16 und Abb7)3.

53



Ergebnisse

Wie aus der Abb. 3.15 zu entnehmen, ist die Mutdraspasel-R262A nicht fahig sich
autokatalytisch zu prozessieren, denn die beidemd®&a bei 28 uns 22 kDa waren nicht
sichtbar. Diese Mutante ist daher auch nicht fahihg Substrat zu schneiden.

Dementsprechend fehlten auch die typischen Spdigte bei 38 kDa (CS2) und 32 kDa
(CS1) (siehe Abb. 3.15).
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Abb. 3.15 Analyse der Autokatalyse- und Proteolys@ktivitat auf dem SDS-PAGE
Auf dem 15%-ige SDS-PAGE sind der Marker, das $abstST-MLL und die Mutanten (10x)
ohne Substrat und in Inkubation mit dem Substra) @dargestellt. Wie zu sehen ist sind die
Mutanten [1160A, R299A, R304A und R159A weiterhin der Lage sich autokatalytisch zu
aktivieren und ihr Substrat zu schneiden. Ledigligh Mutante R262A ist autokatalytisch inaktiv

(die Banden 28 und 22 kDa fehlen, roter Kasten) ishdicht fahig ihr Substrat zu schneiden (die
Banden 38 und 32 kDa fehlen, roter Kasten).

Wie auf der Abb. 3.16 zu beobachten ist, ist digtddlan der Taspasel-Histidin-281 und —
Phenylalanin-332 - die fur eie-Stacking vorhergesagt wurden - autokatalytischkintSie
kénnen ebenfalls ihr Substratprotein hydrolysierlferdings scheint hier die Hydrolyse an

CS1 gegeniuber CS2 bevorzugt zu werden, da dieeBaeid32 kDa in beiden Assays dicker
waren als die Bande bei 38 kDa (siehe Abb. 3.16).
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Abb. 3.16 Darstellung der Aufreinigungen der Taspasl-H281A und -F332A und dessen
Proteolyse-Assays
Dargestellt sind zwei 15%-ige SDS-PAGE, auf demalieelnen Aufreinigungsschritte und die
Proteolyse-Assays der jeweiligen Mutante aufgetragjad. In den E2 und E3 sind die typischen
Banden von der aktiven Taspasel am Besten zu sBhi&le Mutanten spalten ihr Substrat, wobei
CS1 gegenuber CS2 bevorzugt wird. Rechts ist dast&t allein zur Kontrolle aufgetragen.

Auf Abb. 3.17 sind die Ergebnisse der beideStacking-Mutanten Taspasel-H259A und -
W173A zu sehen. Wahrend die H259A-Mutante auch en@it autokatalytisch und
proteolytisch aktiv war, zeigte die W173A-Mutantre autoproteolytische Aktivierung und
war zur Substrathydrolyse nicht mehr befahigt @iabb. 3.17).
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Abb. 3.17 Proteolyse-Assays der Mutanten TaspaseW173A und - H259A
Auf den beiden 15%-igen SDS-PAGE sind der Marker), (Maspasel(wt) und Taspasel in
Inkubation mit dem GST-MLL als Kontrolle, die Tased-Mutanten ohne und in Inkubation mit
dem GST-MLL und GST-MLL alleine als Kontrolle aufgggen. Es ist zu sehen, dass die Mutante
Taspasel-W173A weder autokatalytisch noch protisolyt aktiv ist, wahrend die Mutante
Taspasel-H295A im Vergleich zu Taspasel(wt) gegigir, aber doch aktiv ist.

3.5 Die Funktionsweise der Taspasel

3.5.1 Postulierter Taspasel-Aktivierungsmechanismus

Die Mutations-Ergebnisse zeigten, dass die dreindsiuren Serin-291, Arginin-262 und
Tryptophan-173 fur den Aktivierungsmechanismus wchsein missen, da die Alanin-
Varianten von Taspasel vollstandig inaktiv wareatA und Substratproteolyse). Aufgrund
dieser Ergebnisse war es wichtig die Region untiertheés katalytischen Zentrums genauer zu
untersuchen. Die Positionen dieser drei Aminosaurgh die Ladungsverteilung in diesem
Bereich lieRen einen spezifischen Aktivierungsmadrus vermuten. Im Folgenden wird
dieser postulierte Mechanismus beschrieben: Zwsepdsel-Monomere binden aneinander,
wobei dabei die zapfenformigen Doménen jeweils nnaté des katalytischen Zentrums des

anderen Monomers binden. Exemplarisch ist einexedizapfenformigen Domanen in grin in
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Abb. 3.18 dargestellt. Der Zapfen ist in der LageedWselwirkungen zu bestimmten
Aminosauren des gegeniiberliegenden Monomers aldznlg-Stacking: Trypthophan-173
mit Histidin-259 mit einem Abstand von ca. 4,8 A:Briickenbindung: Arginin-159 mit dem
Peptid-Riickgrad zwischen Alanin-256/Leucin-257 eiitem Abstand von ca. 2,1 A). Dabei
ist anscheinend dig-Stacking-Wechselwirkung zwischen Tryptophan-178 ttistidin-259
wichtiger, da die Mutation R159A keinen Einflussf alie Dimerisierungsfahigkeit oder
Autoproteolyse von Taspasel hatte.

Das Andocken der zapfenférmigen Domane fiihrt nueinar geringen Abwarts-Bewegung
von Arginin-262 in Richtung Glutaminsdure-295. Di&utaminsdure-295, die zuvor in
Richtung Arginin-299 gerichtet war, wird nun in Riang Arginin-262 orientiert. Da
Glutaminsdure-295 nur drei Aminosauren von Serih-88tfernt liegt, macht diese gering-
flgige Bewegung eine Neupositionierung des Ser@is4dglich, die dann den autokata-
lytischen Schritt (Spaltung der Peptidebindung zthws Aspartat-233 und Threonin-234)
katalysieren kann. Diese nukleophile Hydrolyse fiiur Bildung der alpha- und beta-
Untereinheiten von Taspasel und ermoglicht so daalilse von Substratproteinen mit
entsprechenden Erkennungssequenzen durch das rhanglene, N-standige Threonin, bzw.

seiner freien Hydroxylgruppe (siehe Abb. 3.19).
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Abb. 3.18 Postulierter Aktivierungsmechanismus vomaspasel
Dargestellt sind die Aminosduren G41-A48, T288-G2B Q265-T200 des ersten Taspasel-
Monomers (blau) und die Aminoséduren N138-W173 desiten Monomers (griin). Alle wichtigen

Aminosauren sind in Form von ,Sticks" dargesteldlach der Dimerisierung dockt die

zapfenfdrmige Doméane des ersten Monomers Ubertdisechselwirkungen (Tryptophan(W)-173-

Histidin(H)-259 (orange) und Arginin(R)-159-Alani)-256) an das zweite Monomer. Dies fiihrt zu
einer leichten Konformationsdnderung von Arginin@®p, die ihr ermdglicht direkte Kontakte zu

Glutaminsaure(E)-295 einzugehen. Aktive Verschigbder Glutaminséure(E)-295 fiihrt zu einer
Bewegung des Serin(S)-291, welches dann die katelhg Triade (pink) fir den autoproteolytischen
Schritt aushildet (Spaltung von Aspartat(D)-2338dmin(T)-234 (weilR)). Alle Distanzen wurden

mit der Funktion ,Measurement” des Pymols gemess&hsind in Angstrom angegeben. Fir die
katalytische Triade wurden die Abstande von Sei2@) und Histidin(H)-47 zu der Peptidbindung

von T234/233 gemessen. Der Kasten links zeigt digdn einer C163E-Mutation. Nach der

Dimerisierung der Taspasel-Monomere, scheint dieran Bewegung des Glutaminsaure(E)-295
gesperrt zu werden. Die Anwesenheit von C163E wdeit die innere Bewegung der

Glutaminsaure in Richtung Arginin(R)-262. Ohne dispezifische Bewegung ist Serin(S)-291 nicht
in der Lage, die Peptidbindung zwischen AspartafB3 und Threonin(T)-234 zu hydrolysieren.

Somit scheint Cystein(C)-163 das gebundene Monamteans zu deaktivieren.
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Abb. 3.19 Schematische Darstellung der Taspasel-Akerungsmechanismus
Das Schema zeigt den vollstandigen Aktivierungsraeidmus der Taspasel. Die Dimerisierung
verursacht geringfligige Veranderungen in der Stinikdie schlieRlich Serin-291 ermdglichen die
Peptidbindung zwischen Aspartat-233 und Threonih-28 hydrolysieren. Dies fuhrt zu einer
aktiven Taspasel. Der gleiche Mechanismus gilt fatien fur die Aktivierung des

gegeniberliegenden Taspasel-Monomers (grin umjandet

Um diesen Aktivierungsmechanismus zu validieren;den die Aminosauren Isoleucin-160,
Cystein-163, Glutaminsaure-295 und Arginin-299 gk4iir weitere Mutationen ausgewahlt.
Isoleucin-160, Cystein-163 und Arginin-299 wurdewgils in Glutaminséure (E) mutiert, um
eine zusatzliche negative Ladung in diese Regiogubringen, um dadurch zu beweisen,
dass hier die Ladungen der Seitenketten - durchednongs- bzw. AbstoRungskrafte - flr den

Mechanismus verantwortlich sind:

- 1160E konkurriert mit Glutaminséure-295 um die Wsslvirkung mit der positiv
geladenen Aminoséaure Arginin-262. Damit soll dieMBgung des Arginins-262 in
Richtung Glutaminsaure-295 verhindert werden (sksbie. 3.18, Abb. 3.19).

- C163E fuhrt nach Bindung zweier Momomere zu einegativen Ladungsiberschuss
im Bereich der Glutaminsaure-295. Dadurch kann dielser nicht frei in Richtung
des Arginins-262 bewegen, wahrend die Orientiertimgzu Arginin-299 verstarkt
wird (siehe Abb. 3.18, Abb. 3.19).
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- E295A entfernt die negative Ladung. Dadurch sotlie postulierte, Ladungs-
getriebene Bewegung - nach Bindung zweier MonomereRichtung Arginin-262
nicht mehr erfolgen (siehe Abb. 3.18, Abb. 3.19).

Die mutierten Plasmide wurden ebenfalls in dem Esgionsstamm BL21*DE3
transformiert, die Proteinexpression induziert urehtsprechende Proteine durch
Affinitatschromatographie aufgereinigt und schlief®l in Taspasel-Proteolyse-Puffer
umgepuffert. Fur die Analyse der Autokatalyse- bZRvoteolyse-Fahigkeit der Mutanten
wurden diese auf einem SDS-PAGE aufgetragen. Widkh. C zu sehen ist, sind alle
Mutanten bis auf Taspasel-I160E vollig inaktiv.eil Taspasel-I160E zeigt eine 50%-ige
Beeintrachtigung seiner Autokatalyse- bzw. Prote®lfahigkeit (siehe Abb. 3.20).

= * —: = Taspase(wt)

- - + + - Taspasel{mut)

kDa M - + = + 4+ GST-MLL
- |

50—[ - S———

30 — — C82

Taspase1- 160E 3 —¢5
I — p22

r

Taspase1- C163E 30— , = | g:ﬁ

25—y — p2s8

50—

—p22
J

s -

- — C52

30— | CS51
— p28

25 —jus =

—p22

Taspase1- E295A

102 1x 10x 1x - Menge an Taspase1

Abb. 3.20 In vitro Hydrolyse-Assay der Taspasel-Varianten
Auf den beiden 15%-igen SDS-PAGE sind der Marker), (Maspasel(wt) (in 10 fach hoher
Konzentration, 10x) und Taspasel in Inkubation dein GST-MLL als Kontrolle, die Taspasel-
Varianten ohne (10x) und in Inkubation mit dem G8IL (1x) und GST-MLL alleine als
Kontrolle aufgetragen. Die Mutanten C163E, und E28d autokatalytisch (Banden bei 28 bzw.
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22 kDa fehlen) und proteolytisch inaktiv (Bandem 8@ bzw. 32 kDa fehlen). Allein die Mutante
I160E zeigt eine 50%-ige Beeintrachtigung seindolatalytischen und proteolytischen Aktivitat.

3.5.2 Etablierung eine Testsystem zur Analyse der Dimerisrungfahigkeit

Neben denn vitro Untersuchungen zur Substrathydrolyse, muss noelpiilft werden, ob
einzelne Mutanten Uberhaupt noch in der Lage shdmodimere Taspasel Stukturen
auszubilden. Um den Einfluss aller bisher vorgéstelMutationen auf die Dimerisierung zu
analysieren, wurden ihre Fahigkeiten, Homo- bzwtektelimere auszubilden durch Co-
Immunoprazipitations-Experimente in HEK293T Zellamtersucht. Die Dimerisierung
zwischen den Taspasel-Varianten wurde unter Verwendines Sauger-Expressionsvektors
getestet (pcDNA 3.1/Zeo; Invitrogen, Darmstadt)sgasel und alle davon abgeleiteten
Varianten wurden in diesem Vektor einkloniert; zuweurde dieser Standard-Vektor mit
einem C-terminalen Flag- bzw. einem Myc-Tag (Hoppak, 1988; Evan et al., 1985)

versehen. Daraus gingen die folgenden 12 Plasriirddid Experimente hervor:

pcDNA3.1/zeo-Taspasel(wt)-Myc bzw. -Flag
pcDNA3.1/zeo-Taspasel-W173A-Myc bzw. -Flag
pcDNA3.1/zeo-Taspasel-R262A-Myc bzw. -Flag
pcDNA3.1/zeo-Taspasel-I160E-Myc bzw. -Flag
pcDNA3.1/zeo-Taspasel-C163E-Myc bzw. -Flag
pcDNA3.1/zeo-Taspasel-E295A-Myc bzw. -Flag
pcDNA3.1/zeo-Taspasel-T233D-Myc bzw. -Flag
pcDNA3.1/zeo-Taspasel-S291A-Myc bzw. -Flag

Diese Plasmide wurden wie folgt beschrieben in HEX2 Zellen co-transfiziert (siehe Abb.
3.21):

1. Positiv-Kontrolle: pcDNA3.1/zeo-Taspasel(wt)-Myadwirlag

2. pcDNAS3.1/zeo-Taspasel(mut)-Myc und -Flag wurdertransfiziert, um zu testen, ob
die jeweiligen Mutanten zur Homodimerisierung fasigd.

3. pcDNAS.1/zeo-Taspasel(wt)-Myc und pcDNAS.1l/zeo-Basd(mut)-Flag wurden
co-transfiziert, um zu testen, ob die jeweiligentdfiien zur Heterodimerisierung mit
dem Wildtyp-Taspasel fahig sind.

4. Negativ-Kontrolle: pcDNA3.1/zeo -Myc und pcDNA3.&&-Flag (mock)
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Taspase1 (wt) und
Taspase1-Mutanten

pcDNA3.1/ze0

Co-Transfektion ). -
in HEK293T-Zellen | S
/ Immunoprézipitation
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Taspase1 (wt) und A \ L 7 tpaiy
Taspase1_Mutanten 1\ )\ mit Flag-Antikérper
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\
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pcDNA3.1izeo Western Blot mit
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Abb. 3.21 Vorgang bei der Untersuchung der Homo-/Herodimerisierung aller Taspasel-
Mutanten
Alle Flag- bzw. Myc-getagten Taspasel-Mutanten wardh HEK293T-Zellen co-transfiziert.
Nach der Immunoprézipitation mit anti-Flag-Tag Awdtiper, wurden alle Prazipitate mit einem

anti-Myc-Tag Antikdrper mittels Western Blot-Anagygetektiert.

Immunoprazipitations-Experimente wurden anhandashéisFlag-Tag Antikorper (Klone M2,
Sigma, Miunchen) durchgefihrt, wahrend die Detektion homo- oder heterodimerisierten
Taspasel Molekilen in Western-Blot-Experimentereumerwendung eines anti-Myc-Tag
Antikdrpers (Klon 9 E10, Abcam, Cambrige, UK) dugeffiihrt wurde.

Wie in Abb. 3.22 zu sehen ist, wird bei allen Mu&n in der Positiv-Kontrolle
(pcDNA3.1/zeo-Taspasel(wt)-Myc und -Flag) eine Bahdi 22 kDa detektiert. Das bedeutet
zum Einen, dass die Dimerisierung stattgefundendsatn sonst ware der Myc-Tag nicht zu
detektieren gewesen. Zum Anderen bedeutet dies, dies jeweilige Wildtyp-Monomer zur
Autokatalyse fahig ist, da der C-terminale Myc-Tag der p22 Untereinheit der Taspasel
fusioniert ist.

In der Co-IP von pcDNA3.1/zeo-Taspasel(mut)-Myc ufldg wird bei allen Mutanten eine
Bande bei 50 kDa detektiert. Das bedeutet, dasgeinTat eine Homodimerisierung der

mutierten Taspasel-Monomere stattgefunden hat, ddes dieses Dimer nicht mehr zur
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Autokatalyse befahigt ist (p50). Bei der Mutantesgasel-1160E ist allerdings auch die p22
Bande zu sehen, da diese Mutante zu etwa 50% zokatalyse fahig ist (siehe Abb. 3.22).
In der Co-IP von pcDNA3.1/zeo-Taspasel(wt)-Myc padDNA3.1/zeo-Taspasel(mut)-Flag
wird bei allen Mutanten eine Bande bei 22 kDa d#&ek Das bedeutet, dass die
Heterodimerisierung des mutierten Taspasel-Monomais dem Wildtyp-Taspasel-
Monomer stattgefunden hat und dass das Wildtyp-Muraveiterhin zur Autokatalyse fahig
ist. Bei der 1160E-Mutante wird auch eine Bande3fekDa detektiert, was darauf hinweist,
dass diese fahig ist die Aktivitat des Wildtyp-Momers zu etwa 50% itrans zu blockieren
(siehe Abb. 3.22).

In der Negativ-Kontrolle (pcDNA3.1/zeo-Myc und pcBB.1l/zeo-Flag) ist jeweils der
experimentelle Hintergrund fir jedes der einzelBgperimente sichtbar (siehe Abb. 3.22).

Taspase1{wt)-Myc ok Taspaseiwt)-Myc o T v
Taspase1{wt)-Flag + = - Taspaseli(wt)-Flag -
Taspasel{mut)}-Myc - + . 'ﬁ Taspaselimut)-Myc - + 'é,
Taspasel{mut)}Flag - + + £ Taspaselimut)-Flag - + + £
ps0 — p50 — e —
Taspase1- |1160E L— Taspase1- R262A -ae e
022 — - o - P22 — - -
o 50 —| |
Taspase1- C193E e Taspase1- S291A S
P22 — - - p22 —| — —
ph0 — m— p50 — - —
Taspase1- T234D — i e — Taspase1- E295A T .
D50 — = IP. Flag - WB: Myc
Taspase1- W173A — - -
p22 — - —

IP: Flag - WB: Myc

Abb. 3.22 Co-Immunoprazipitations-Experimente von Mag- bzw. Myc-getagtem Taspasel-
Varianten

Aufgetragen wurden Co-Immunoprazipitations-Probes der Transfektion von 1) Taspasel-Myc
und Taspasel-Flag als Positiv-Kontrolle, 2) mutiefitaspasel-Myc und mutierter Taspasel-Flag,
3) Wildtyp-Taspasel-Myc und mutierter Taspasel-kiadj4) mock-Kontrolle. Das Fragment p22

wurde immer dann detektiert, wenn Dimerisierung uldtoproteolyse erfolgt waren. Das
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Fragment p50 wurde immer dann detektiert, wenn Bigung erfolgt, Autoproteolyse jedoch

gehemmt worden war.

Dieses vorgeschlagene Modell zur intrinsischen \Aétungs-Mechanismus von Taspasel

wird durch drei der untersuchten Mutationen begtati

1. Die Mutation R262A verhindert die Bewegung von @hatnsaure-295 in Richtung
Arginin-262, da nun die attraktierende positive wag fehlt. So wird jegliche
Aktivitat von Taspasel verhindert, obwohl die Horbaw. Heterodimerisierung nicht
beeintrachtigt war (siehe Abb. 3.18, Abb. 3.22).

2. Im Falle der E295A-Mutation wird die wichtige neigat Ladung entfernt. Dies
verhindert die Orientierung von Glutaminsaure-29&8cm der Dimerisierung in
Richtung Arginin-262. Auch diese Mutation verhindgegliche Aktivitat der
Taspasel, obwohl auch hier keine Beeintrachtiguregy #omo- bzw. der
Heterodimerisierung sichtbar war (siehe Abb. 3Al&). 3.22).

3. Die Mutation C163E in der zapfenférmigen Domaneafitteine Situation, in der die
Beweglichkeit von Glutaminsaure-295 sowohl raumb¢hauch durch die zusatzliche
negative Ladung beeintrachtigt wird. Diese Mutawa ebenfalls zur Homo- und
Heterodimerisierung befahigt (siehe Abb. 3.22)rdiings war die autoproteolytische
Aktivierung und damit auch die Substrat-Hydrolyseckiert.

Aufgrund dieser Daten wurde gefolgert, dass Tadpssquenziell aktiviert wird:

1. Eine Dimerisierung verursacht eine geringfugigejlgtirelle Veranderung.

2. Die induzierte Bewegung des Arginin-262 fihrt zweei Delokalisierung von
Glutaminséure-295.

3. Diese strukturelle Veradnderung verursacht wiederime Neupositionierung des
Serin-291.

4. Serin-291 triggert die Autoproteolyse der Peptidiimy zwischen Aspartat-233 und
Threonin-234.

5. Dies setzt das Threonin-234 innerhalb des katalytis Zentrums frei.

6. Bindung des entsprechenden Substrates verdran@tidasd-lon und ermdglicht den
nukleophilen Angriff des Threonin-243 auf das Stadst
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3.6 Etablierung einer trans-dominant-negativen Taspasel-Variante
(tdnTASP1)

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen wurde Pmgpelmutante Taspasel-C163E-
S291A hergestellt. Wie schon im vorherigen Absdhmischrieben, verhindert die Taspasel-
S291A-Mutante den intrinsischen Autoproteolyse-Metbimus. Daher kann diese Mutante
durch die Dimerisierung mit einem anderen Monomiehtnaktiviert werden (siehe Abb.
3.22). Die zusatzliche Mutation C163E innerhalb ogpfenférmigen Doméane verhindert die
bereits erwédhnte Bewegung von Glutaminséure-295-aige einer Dimerisierung und
blockiert somit die Repositionierung des Serins-28fes gebundenen Taspasel-Monomers.
Wie in Abb. 3.23 zu sehen ist, ist die Doppelmutanir Substrathydrolyse nicht fahig (siehe
Abb. 3.23, links). Daher sollte die Bindung died@oppelmutante an einem Wildtyp-
Taspasel-Monomer zu einem enzymatisch inaktivenerdeéimer fuhren und die
Substrathydrolyse sollte blockiert sein. Um diesgodthese zu testen, wurden Wildtyp-
Taspasel-Myc und Taspasel-C163E-S291A-Flag in HBRZZllen co-transfiziert.
Anschlieend wurden Co-Immunoprézipitations-Expente und der Protein-Nachweis
durch Western Blot-Analysen durchgefuhrt. Es wurékemodimere sowohl von Taspasel
als auch von tdnTASP1 erwartet, aber auch Hetemdim\Wie auf Abb. 3.23 (rechts) zu
sehen ist, wurde beim Nachweis der Homodimeris@ri8palte 2) eine Bande bei 50 kDa
und eine Bande bei 22 kDa detektiert, wobei diedgabei 50 kDa mengenmalig deutlich
Uberwiegt. Das heil3t, dass die meisten tdnTASPlavimme zur Homodimerisierung fahig,
aber unfahig zur Autokatalyse waren. Die Tatsadess das p22-Fragment erscheint
bedeutet, dass eine - wenn auch geringfugige -Atiébfse noch stattfinden konnte. Beim
Nachweis der Heterodimerisierung (Splate 3) wutzenélls eine Bande bei 50 kDa und eine
Bande bei 22 kDa detektiert. Und auch hier Gberivikg Menge an p50. Das bedeutet in
diesem Fall, dass die meisten Taspasel-Monomere tdndASP1l-Monomere zur
Heterodimerisierung fahig waren, und dass die Afiiivdes Taspasel-Wildtyps grof3tenteils
durch die Heterodimerisierung mit der tdnTASP1-NMi#ablockiert wurde. ,Grof3tenteils*
deshalb, da noch kleine Mengen an p22 detektieddemekonnten (siehe Abb. 3.23).
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Abb. 3.23 Proteolyse-Assay und Co-Immunoprazipitatin der trans-dominant-negativen

Taspasel-Variante

Links: Proteolyse-Assay der trans-dominant-negativen Taspasel (tdnTASP1). Die
Doppelmutante Taspasel-C163E-S291A ist zur AutbksdaSpalte 4, p22 und p28 fehlen) und
Substratproteolyse (Spalte 5, p38 und p32 fehlatit fidhig. Rechts: Co-Immunoprazipitations-
Experiment zeigt, dass tdnTASP1 Homodimere (Spaliteind Heterodimer (Spalte 3) formen
kann. In Spalte 3 kann man sehen, dass p50 undgfiéggige Mengen p22 detektiert wurden.
Dies ist ein Beweis dafir, dass die tdnTASP1-M@atie Autokatalyse der Wildtyp-Taspasel

gréRtenteils verhindern kann (Vergleiche Aktivitider Positiv-Kontrolle in der ersten Spalte).

Diese Ergebnisse waren den Ergebnissen der 1160/t sehr ahnlich (siehe Abb. 3.22).
Allerdings zeigte diese Mutante in dem Proteolyssay noch autokatalytische Aktivitat,
wahrend dies bei der Doppelmutante ausblieb (shddie 3.23). Die Ergebnisse zeigten, dass
es sich bei der C163E-S291A-Mutante in der Tat ura teans-dominant-negative Taspasel-
Variante handelt. Diese Mutante wird als tdnTASEBzdichnet.
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4 Diskussion

Taspasel ist bekannt als eine hoch konservierteohim-Aspartase, die fur die Prozessierung
des MLL-Proteins an konservierten SchnittstellexXQ G) verantwortlich ist (Hsieh et al.,
2003). MLL kodiert fur ein 500 kDa schweres Protedas Embryogenese, Zellzyklus und
Stammzell-Wachstum regelt (Takeda et al., 2008)tetyse von MLL durch Taspasel fihrt
zur Bildung eines stabilen Heterodimers, der mihlizachen Komplexpartnern einen
Multiproteinkomplex bildet. Dieser Komplex ist inellkern lokalisiert, wo es an Lysin-4 von
Histon3 als Methyltransferase (HMT) wirkt. Auf dee8Veise regelt Taspasel den Zellzyklus
und die Genexpression und ist daher essenziedli&iZellproliferation.

Chromosomale Translokationen des MLL-Gens mit def#-&en auf dem Chromosom 4
fuhren zu den onkogenen Fusionsproteinen AF4-MLd M L-AF4. AF4-MLL enthalt die
im MLL-C-Terminus enthaltenen Schnittstellen CS1du@8S2 und wird von Taspasel
prozessiert und damit aktiviert. Fehlregulationes dAF4-MLL Fusionsproteins flhren zur
onkogenen Transformation der Zelle mit schlechtevgRose. Aul3erdem ist Taspasel in
vielen Krebs-Zelllinien Uberexprimiert und Taspasefiziente Zellen sind resistent gegen
onkogene Transformation (Takeda et al., 2008). &veifTaspasel-Substrate sind MLL4,
MYO1F, NXF5, TFIIA und USF2 (Hsieh et al., 2003kyrBen et al., 2004; Zhou et al., 2006;
Bier et al., 2010).

Taspasel wird zunachst als Proenzym translatieals Broenzym ist ein Homodimer,
bestehend aus zwei Ketten, die jeweils 50 kDa sctsivel. Diese Ketten schneiden sich
autokatalytisch zwischen dem Aspartat-233 und Tiire@34 und bilden dadurch zwei
Untereinheiten alpha (28 kDa) und beta (22 kDagsBiUntereinheiten heterodimerisieren
miteinander und bilden ein Hetero-Tetramer, die adiven Quartarstruktur der Taspasel

entspricht.
Taspasel ist die einzige Protease in Saugetierendadu fahig ist, MLL und AF4-MLL

proteolytisch zu aktivieren. Eine spezifische Imndibbng der Taspasel kbnnte ein Losungs-
ansatz zur Therapie der t(4;11)-Leuk&mie darstellarRahmen dieser Arbeit wurde deshalb
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die Funktionsweise der Taspasel untersucht, ume dieformationen kunftig in neue
Strategien zur Inhibierung dieses Enzyms umzusetzen

Um Taspasel inhibieren zu kdnnen, kommen theoretigei Angriffsflachen in Frage:

1. Das katalytische Zentrum der Taspasel, welahwstd Ort der Autokatalyse, als auch der
Substrathydrolyse ist. D&&reening von small-molecules (in friilheren Arbeiten im Rahmen
dieses Projektes) zur Inhibierung der Bindetaschielsm Pharmakophormodellen blieb
jedoch erfolglos. Daher sollte im Rahmen diesereffrlilas katalytische Zentrum nochmals

untersucht und essenzielle Aminosauren identifizierden.

2. Das Dimerisierungs-Interface: Da Taspasel nar Rimer bekannt ist, kdnnte die
Dimerisierung ebenfalls durcémall-molecules verhindert werden. Zu diesem Zweck sollte

dieser Bereich ebenfalls untersucht und wichtigerfséauren identifiziert werden.

4.1 Modellierung der Kristallstruktur

Die im Jahr 2005 veroffentlichte Kristallstruktuerdaktiven Taspasel und des Proenzyms
wurde als Grundlage fur die Identifizierung kriiet Aminosaurereste verwendet (Khan et
al., 2005). Allerdings waren die Strukturen niclllstdndig aufgeldst. Daher wurden die
unaufgeltsten Bereiche in der Kristallstruktur despasel-Proenzyms im Rahmen dieses
Projektes (in Kooperation mit Tim Geppert) mittbiinformatischer Tools modelliert und
anhand eines Ramachandran Plots validiert. Das nPyoe wurde deshalb fir die
Modellierung verwendet da dies aus technischen @mnrfir die aktive Taspasel nicht

maoglich war.

4.2 Tyrosin-61 spielt eine Rolle bei der korrekten Binding des Substrates

Bei der Kristallisation der aktiven Taspasel wurd¢eder Bindetasche jeweils ein Chlorid-
lon entdeckt, welches von den Peptidbindungen aemésauren Glycin-49, Asparagin-100
und Threonin-234 koordiniert wird. In der Veroffeclhung von Khan et al., 2005 wurde das
Chlorid-lon als ein reversibler, mutmafilich kompeér Inhibitor an einer physiologischen
Chlorid-Konzentration (IC50-Wert ca. 25 mM NaCl)sbarieben.
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Unter der Voraussetzung, dass das Chlorid-londhlish einen Inhibitor darstellt, war es das
1. Ziel dieses Chlorid-lon entweder in der Bindeleesszu immobilisieren oder den Austritt zu
erleichtern. Tyrosin-61 wurde in friiheren Arbeitegziiglich der Taspasel (erstmals in der
Diplomarbeit von Bettina Hofmann erschienen) als midglicher Interaktionspartner des
Chlorid-lons vorhergesagt. Da lediglich Tyrosin-6fit dem Chlorid-lon tUber seine OH-
Gruppe interagiert, wurde diese Aminosaure zu Alafrolin und Phenylalanin mutiert.
Durch die beiden Mutationen Y61A und Y61P sollte Kbordination des Chlorid-lons derart
gestort werden, dass sich das inhibitorische GiHlmm moglicherweise ganz ohne
Substratbindung aus dem katalytischen Zentrum &eagén l&sst. In diesem Fall wurde eine
hohere Substrat-Prozessierung erwaBDet.Mutation Y61F sollte das Gegenteil bewirken, da
die Aminosaure Phenylalanin gréf3er ist als der SipgrRest an dieser Position. Dadurch
sollte sich das Chlorid-lon weniger leicht aus deatalytischen Zentrum entfernen lassen,
bzw. die Ruckkehr des Chlorid-lons erschwert werdiglis dieses durch Substratbindung aus
der Bindetasche verdrangt wirde.diesem Fall wiirde eine verbesserte Substrat-diyske

erwartet werden.

Alle drei Mutanten waren inm vitro Taspasel-Assay, nach wie vor in der Lage - wegh au
mit veranderter Aktivitat - die Autoproteolyse dorafihren und ihr Substrat zu
hydrolysierenDie Unterschiede der Mutanten bezlglich ihrer Akdivwurden erst in einer
Verdunnungsreihe klar. Wahrend die Mutanten Y61Al (f61P bei leichter Verdinnung
kaum noch aktiv waren, war die Y61F-Mutante im \feich zur Wildtyp-Taspasel sogar bei
einer starkeren Verdinnung noch in der Lage ihrsBabzu schneiden. Damit konnte durch
gezielte Mutagenese zum ersten Mal eine gesteigentdro Enzymaktivitat fir Taspasel

gezeigt werden.

4.3 Intrinsische Serin-Protease-Variante katalysiert de Autokatalyse der

Taspasel

Im katalytischen Zentrum wurde eine Anordnung vorei dAminosauren Histidin-47,
Aspartat-233 und Serin-291 entdeckt, die typisclees®in Serin-Proteasen vorkommen. Der
Einsatz von Serin-Protease-Inhibitoren zeigte dillgys keine Wirkung (Hsieh et al., 20003),

weshalb man daraus geschlossen hat, dass es sithspasel nicht um eine Serin-Protease
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handeln kann. Daher wurde in dieser Arbeit die Hliypse aufgestellt, dass die Autokatalyse
(nicht die Substrat-Hydrolyse!) der Taspasel nattene Serin-Protease-Mechanismus
ablaufen kdnnte. Das bedeutet, dass ein ProtonSdess (Nukleophil) auf das Histidin
(Base) Ubertragen wird, was Serin nun dazu befatigt Hydrolyse der Peptidbindung
zwischen dem Aspartat-233 und Threonin-234 zu iaien. Das protonierte Histidin wird

durch das Aspartat (Neutralisator) stabilisiert.

Um diese Hypothese zu beweisen, wurden Histidinidd Serin-291 in Alanin mutiert. Die
Mutation von Asparatat-233 in Alanin wurde bereitseiner anderen Veréffentlichung von
Khan et al. gezeigt. Diese Mutante war autokatsd¥tiinaktiv. Wahrend die Mutation von
H47A keine Beeintrachtigung der Autokatalyse zeigtar S291A zur Autokatalyse nicht
mehr befahigt. Anscheinend ist Histidin-47 fur @erin-Protease-Aktivitat nicht essenziell.
Dies lasst darauf schlie3en, dass es sich hiertdgi mm eine typische Serin-Protease handelt.
Die Tatsache, dass in der Bindetasche der aktivespdsel im Gegensatz zu dem des
Proenzyms ein Chlorid-lon entdeckt wurde, lasstmegen, dass das Chlorid-lon bei der
Autokatalyse eine besondere Rolle spielt. Das @hlon konnte die Rolle des Stickstoffs in
Histidin Gbernehmen, indem es eine Interaktiondein Wasserstoff der Hydroxygruppe des
Serins eingeht und dieses so deprotoniert. Das,Seglches nun ein Alkoholat darstellt,
kann daraufhin den nukleophilen Angriff auf die Alindung zwischen Aspartat-233 und
Threonin-234 starten. Fir die Serin-Protease-Aligiydie Uber das Chlorid-lon verlauft, wird
die Rolle des Aspartates-233 zur Orientierung urditMlisation des Histidins Uberflussig.
Verlauft die Serine-Protease-Aktivitat allerdingbeii ein Histidin, ist die Existenz des
Aspartates in der Triade essenziell. Dafur spritiet Mutation D233A, die ebenfalls als

inaktiv beschrieben wurde (Hsieh et al., 2003).

Da sich in der Bindetasche der Taspasel keine mgmit&lutaminsauren, Lysine und
Histidine befinden, kann davon ausgegangen werdess Serin-291, Aspartat-233 und
Histidin-47 bzw. alternativ. zum Histidin das Chbblon Uber eine Protease-Aktivitat
verfiigen. Die Anordnung dieser Aminosauren im Zusamhang mit dem Chlorid-lon ist
bisher nicht bekannt und wird in dieser Arbeit zemsten Mal als mdgliche Variante von

Serin-Proteasen diskutiert.

Die Ergebnisse brachten eine weitere EntdeckungvaDbH47A im Gegensatz zu S291A
zur Autokatalyse fahig war, konnte die mutierte peesel ihr Substrat nicht hydrolysieren.
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Dies war eine Uberraschung, da alle im Rahmen diggeeit hergestellten autokatalytisch
aktiven Mutanten auch zur Substrathydrolyse betakagen. Der Grund hierfir kbnnte darin
liegen, dass die Mutation H47A die Faltblatt-Starkil (Khanet al., 2005), in der Histidin-
47 enthalten ist (in unmittelbarer Nahe des Tyre$ih) und die damit verbundene Hedi&
(Khan et al., 2005) auflést, wodurch die Substratbindung erschwad bzw. nicht mehr
stattfinden kann. Die Ergebnisse sprechen dafigs Histidin-47 zwar keine essentielle Rolle
bei der Autokatalyse besitzt, aber eine wichtigei®osaure fur die Bindung und Hydrolyse
des Substrates ist. Die Taspasel Mutante S291A wiar erwartet nicht mehr zur

Substrathydrolyse beféahigt.

4.4 Taspasel-Autokatalyse verlauft nicht nach einem N-@.cyl-shift-

Mechanismus

Die Mdoglichkeit, dass ein alternativer Mechanisnmaus Autokatalyse von Taspasel fihren
kénnte, wurde ebenfalls getestet. Kirzlich wurda 8&i-O-Acyl-shift-Mechanismus als
derjenige Mechanismus beschrieben, der zur Auteplpde von anderen Familien-
angehorigen der Threonin-Aspartasen fuhrt: Glyaspydraginase weist eine schneidbare
Peptidbindung zwischen D151 und T152 auf, welchelatalytisch hydrolysiert wird (Qian
et al.,, 2003; Wang and Gou, 2010). Die Autoproteelynach einem N-O-Acyl-shift-
Mechanismus wird durcim vitro Zugabe von 500 mM Hydroxylamine stark beschleynigt
wéahrend 20 mM Glycin diesen Mechanismus blockiernakubation der rekombinanten
Taspasel mit 500 mM Hydroxylamin zeigte keine Vdeiongen im Gehalt des Proenzyms
(p50) oder resultierender Autoproteolyse-Produki28(und p22). Auch wurde an dem
Peptid-Backbone des Taspasel-Proenzyms in unnaitégliNachbarschaft der schneidbaren
Peptidbindung keine deformierteans-Konformation festgestellt (Qian et al., 2003). Das
spricht klar gegen einen N-O-Acyl-shift-Mechanisnfissden autokatalytischen Vorgang der

Taspasel.

4.5 Postulierung und Validierung des Taspasel-Aktivieragsmechanismus

Die Kristallstruktur der Taspasel hat gezeigt, dassohl das Proenzym als auch die aktive

Taspasel als Homodimere vorliegen und mit einefepfirmigen Domane ineinander
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greifen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit dienddimerisierung als wichtiger Schritt
fur die enzymatische Aktivitdt der Taspasel vorasagt. Aufbauend auf diese Idee wurde
folgender Mechanismus fur Taspasel postuliert:

Es wurde vermutet, dass das Andocken der zapfeiférmDoméane - dabei spielt
Tryptophan-173 eine wichtige Rolle - eine geringawdirts-Bewegung des Arginins-262 in
Richtung Glutaminséure-295 verursacht. Die Gluta@ime-295, die zuvor in Richtung
Arginin-299 gerichtet war, wird nun durch die postLadung des Arginin-262 angezogen.
Da Glutaminséure-295 durch Peptidbindungen dirakarin-291 gebunden ist, macht diese
geringfugige Bewegung eine Neupositionierung desnS€91 mdglich, welches zu dem
autokatalytischen Schritt und damit zu einer Spgtawischen den Aminoséuren Aspartat-
233 und Threonin-234 fuhrt. Dieser Schnitt aktivielas jeweilige Monomer, welches

wiederum das Binden des Substrates und seine Hgaraur Folge hat.

Um diesen postulierten Mechanismus der Taspasedlmlieren, wurden die Aminosauren
Tryptophan-173, Arginin-262, Glutaminsaure-295 uBdrin-291 in Alanin mutiert. Die

Mutation S291A wurde bereits im Zusammenhang mit ldgalytischen Triade vorgestellt
(diese Mutante war inaktiv). Es konnte gezeigt warddass die Mutanten W173A, R262A
und E295A zur Autokatalyse und damit auch zur Sab$troteolyse nicht fahig sind. Diese
Ergebnisse waren ein Beweis daflir, dass die AmuresaTryptophan-173, Arginin-262,

Glutaminsdure-295 und das bereits erwéhnte Sefin-@@e kritische Rolle bei der

enzymatischen Aktivierung der Taspasel spielen.

4.6 Homodimerisierung zweier Taspasel-Proenzyme ste#in

Schlusselereignis dar

Diese Mutationsanalysen konnten zwar zeigen, welémeinosauren kritisch fiur die
Funktionsweise der Taspasel sind, jedoch nicht,siebeine Rolle bei dessen Homo-
dimerisierung oder bei der enzymatischen Aktivigrgpielen. Um dies zu testen, wurden die
Mutanten, versehen mit Myc- bzw. Flag-Tag, in einB&ugetier-Vektor einkloniert und in
HEK293T-Zellen co-transfiziert. Anhand der Tags ktEnsichtbar gemacht werden, ob die
Mutanten noch zur Homodimerisierung fahig waren.rédadie Mutanten zur Homo-
dimerisierung fahig, dann hat die Mutation keinenfldss auf die Dimerisierung gehabt,
sondern war in der enzymatischen Aktivierung derspBgel involviert. Bleibt die
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Homodimerisierung aus, handelt es sich um die Murtaine Aminosaure, die eine Rolle bei
der Homodimerisierung der Taspasel spielt.

Die Nachweise zur Homodimerisierung der Mutantegtea, dass lediglich die Aminosaure
Tryptophan-173 die Fahigkeit zur Homodimerisierwgloren hatte. Damit konnte gezeigt
werden, dass diese Aminosaure eine Rolle bei denddomerisierung der Taspasel spielt.
Alle anderen Mutanten waren in ihrer Fahigkeit Blamodimerisierung nicht beeintrachtigt.
Dies bedeutete, dass den Aminosauren Arginin-262a@insaure-295 und Serin-291 (auch
in einem anderen Zusammenhang gezeigt) eine Reilddy enzymatischen Aktivierung der

Taspasel zukommt.

4.7 Herstellung einertrans-dominant-negativen Taspasel-Variante

Parallel zu den Nachweisen zur HomodimerisierungMiganten wurde auch ihre Fahigkeit
zur Heterodimerisierung mit dem Wildtyp-Taspaseltetsucht. Hierfir wurden die
jeweiligen Mutanten und Wildtyp-Taspasel in HEK29Allen co-transfiziert. Ziel dieses
Versuches war mit dem erforderlichen Wissen dempdssl, eindrans-dominant-negative
Taspasel-Variante (tnd-TASP1) zu identifizierere ©h der Lage wére, mit dem Wildtyp-
Taspasel zu heterodimerisieren und dessen Aktit@interbinden. Die bisher vorgestellten
Mutanten waren zwar zur Heterodimerisierung fahigiten jedoch keinen Einfluss auf die
Aktivitat der Taspasel.

Zu diesem Zweck wurden die Aminosauren Isoleuci®;16ystein-163 gezielt fir eine
Mutation ausgesucht, da ihre Aminosaurereste sichnmittelbarer Nahe zur Arginin-262
bzw. Glutaminséure-295 befanden. Diese Aminosawerden bewusst in Glutaminsaure
mutiert, um bei der Heterodimerisierung durch Ahmieg bzw. Repulsion in den
Aktivierungsmechanismus der Wildtyp-Taspasel zweriatieren. Die Ergebnisse dieser
Mutationen zeigten, dass I1160E im vitro Proteolyse-Assay zu etwa 50% noch zur
Autokatalyse und Substrat-Proteolyse fahig war. ddalwar diese Mutante fur das
vorgesehene Ziel nicht zu verwenden, obwohl sicHamodimerisierung fahig war und beim
Nachweis zur Heterodimerisierung Wildtyp-Taspasgliveise inhibieren konnte. Vermutlich
kann die Glutaminsaure statt Isoleucin-160 zweseeiedene Konformationen in der Region
annehmen und nur eine Konformation kann stdérenddem Autoaktivierungsprozess

eingreifen. Die Mutante C163E jedoch war imvitro Proteolyse-Assay vollig inaktiv. Es
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konnte gezeigt werden, dass diese Mutante zwaHaoro- bzw. Heterodimerisierung fahig
war, aber Wildtyp-Taspasel nicht vollstandig inbren konnte. Daher wurde diese Mutante

flr eine weitere Mutation ausgewahlt.

Es konnte eine Doppelmutante, bestehend aus ClBBEefisierungsmutante) und S291A
(Autokatalyse-Mutante) erfolgreich hergestellt werd Co-Immunoprazipitations- unih
vitro-Experimente zeigten, dass weder tdn-TASP1-Homogimech tdn-TASP1::Taspasel-
Heterodimere signifikante autoproteolytische Ak&vioder Hydrolyse des entsprechenden
Substrat-Proteins aufweisen. Dennoch war die tditahte (Homodimerisierungs-Test)
vivo geringfligig zur Autokatalyse fahig. Auch in Komation mit dem Wildtyp-Taspasel
(Heterodimerisierungs-Test), konnte sie diesen rgmitingflgig aktivieren. Eine mdgliche
Erklarung hierfur kdnnte die Tatsache sein, dassGlgstein-163 Uber Peptidbindungen mit
Aspartat-233, Threonin-234 und Serin-291 verbunidénEine Doppelmutation, in diesem
Falle C163E und S291A kann Veranderungen in detiddate nach sich ziehen bzw. die
starre Struktur in diesem Bereich auflockern. Esniéglich, dass in seltenen Fallen, je nach
dem wie viel Bewegungsraum fur diese Peptidkettbamden ist, die Autokatalyse durch das
Threonin-234 eingeleitet wird.

Die tdn-TASP1-Mutante validiert nicht nur das pdistie Aktivierungsmodell von Taspasel,
es konnte sogar von Wert sein fur weitere Expertmén silico screening von Substanzen,
die potentiell in die Region eingreifen, an der dapfenformige Domane nach der Dimeri-
sierung andockt, sollte eine schnelle Identifizywon kleinen Molekilen, die Taspasel
allosterisch blockieren, ermoéglichen. Solche Expente werden zurzeit durchgefuhrt. Diese
Molekile geben wichtige Antworten auf einige Fragem Bezug auf kontroverse

Diskussionen Uber den onkogenen Mechanismus ihlf{4;eukamie.

Insgesamt liefern die Ergebnisse in der vorliegandebeit viele Informationen Uber die

funktionale Aktivierung der Taspasel. Die Entdeckwer katalytischen Triade, bestehend
aus Ser/His/Asp in der Bindetasche des Taspaseh®mm spricht daflr, dass die
Autoprozessierung dieses Enzyms nach einem Seotedde-Mechanismus und NICHT nach
einem N-O-Acyl-shift-Mechanismus verlauft. Dabeinkadas Chlorid-lon beim Fehlen des
Histidins in der katalytischen Triade als ProtopBivertrager” fungieren.

Weiterhin konnte eine Dimerisierungs-Mutante (W1Y3A&igen, dass die Dimerisierung der

Taspasel ein wichtiges Schllsselereignis fur immeymatische Aktivitat darstellt. Die
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tdnTASP1-Variante konnte den mittels Mutationsas@lpostulierten Mechanismus fir die

Aktivierung der Taspasel validieren.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien, Gerate und ihre Bezugsquellen

Chemikalien

Bezugsquelle (Firma)

A-DNA (fir DNA-Marker)
B-Mercaptoethanol
Acrylamid

Agar

Agarose

Ampicillin

APOD

Bacto-Pepton
Bacto-Trypton
Bisacrylamid
Bromphenolblau

BSA

Coomassie Brillant Blue
DEPC

dNTPs

DTT

EDTA
Entwickler/Roentogen liquid
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Fixierer/ Roentogen Superfix
Glycerin 86 %

Glycin

HEPES

MBI Fermentas
Roth
Roth
Sigma
Invitrogen
Roth
Roth
Difco
Difco
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Roth
Peglab
Roth
Roth
Tetenal
Riedel De Haen
Roth
Sigma
Tetenal
Roth
Roth
Roth
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Imidazol

Isopropanol

IPTG

Kaliumchlorid

Lysozym
Magnesiumchlorid
Methanol

MG123
Molekulargewichtsmarker fir SDBAGE
Natriumchlorid

NaF
Natriumdihydrogenphophat
NavO4

Nickelagarose

PBS

PMSF

Saccharose

SDS

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

Tris

Triton-X100
Trockenmilch (non-fat)
Tween 20

Yeast Extract

Enzyme

Sigma
Roth
Saxon
Roth
Sigma
Roth
Merck
Calbiochem
NEB New England Biolabs
Roth
Riedel De Haen

Roth
Sigma
Sigma
Invitrogen
Bohringer Mannheim GmbH
Roth
Biomol

Sigm
Roth
Sigma

USA (TOPS)

Sigma
Difco

Bezugsquelle (Firma)

alkalische Phosphatase

DNA-Ligase

Dpnl

Lysozym

Pfu-Ultra™(HF) DNA-Polymerase
Restriktionsendonucleasen (und Puffer)
RNase

T4-DNA-Ligase (und Puffer)

New England Biolabs
Roche
Fa. Stratagene
Sigma
Stratagene
NEB New &mgjiBiolabs
Sigma
NEB New England Biolabs
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T4-DNA-QuickLigase (und Puffer)
T4-Polynukleotid-Kinase (und Puffer)

Nahrmedien/Zusatzstoffe

NEB New England Bibs
NEB New EnglaBiolabs

Bezugsquelle (Firma)

B-Mercaptoethanol (100 mM)
DMEM

Foetal Bovine Serum Gold (FBS)
L-Glutamin 200 mM

PBS

PEI (Polyethylenimin)
Penicillin/Streptomycin

Trypan Blue Stain

Gerate

Invitrogen
PAA
PAA
PAA
PAA
Sigma
PAA
Sigma

Hersteller

Abi Prism 310 Genetic Analyzer
Accu-Jet
Agarosegel-Elektrophoresekammer
Brutschrénke

Elisa-Reader MR5000

Geltrockner

Gene Quant RNA/DNA-Calculator
Mikroskop

Netzgerat/PS500XT DC Power Supply
PCR-Gerate

pH-Meter

Rotationsschiittler

Rotator

Speed Vac Concentrator

Spectralphotometer Hitachi 2000 Colora

Steril-Gard Hood (LaminAir HB2427)
Tischzentrifuge 5415 C
Ultraschallgerat Sonoplus HD70
UV-Schirm (TFX-20M)

Vortex2 Genie

PE Applied Biosyssem
Braun
Owl Seperationefst
Heraeus
Dynatech
Frobel
Pharmacia
Nikon
Hoefer Scienlifstruments
PE Applied Biosystems
Inolab
Infors
Stuart
Heraeus
Hitachi
Heraeus
Eppendorf
Bandelin
Life Technologies

Scientific Industries
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Vivaspin500

Waage LC 4200 S
Wasserbad
Tischzentrifuge 5415C
Tischzentrifuge 5415D
Zentrifuge J2-HS
Zentrifuge J6-HC

Sonstiges Material

Vivaspin
Sartorius
Julabo
Eppendorf
Eppendorf
Beckmann

Beckmann

Bezugsquelle (Firma)

3MM Chromatographiepapier

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
Cellstar Gewebekulturschalen15 cm)

500 cm2 Square Cell Culture Dish (Zellplatte)
Chromatographieséaulchen

ECL Western Blotting Analysis System
MikrozentrifugengefalRe/ Caps

Qiagen Gel Extraction Kit

Qiagen PCR Purification Kit
Quickchange Site-Directed Mutagenesis Kit
Rontgenfilme Fujifilm

Page Ruler Prestained Protein Ladder
PCR-Gefalie

Polypropylene Séaulen (5 ml)

Prestained Protein Marker Broad Range
Protease Cocktail Set
Protein-G-Sepharose 4 Fast Flow

PVDF Membran

Pure Yield Plasmid Purification System
Sequenziergefalle

Sterile Pipetten (5, 10, 25 ml)

Sterile Pipettenspitzen (1000, 200,2D
Vivaspin 10.000 MWCO PES Séaulchen

Whatman
Perkin Etme
Greiner bio-one
Cogiincorporated
BioRad
GE Healthcare
Eppendorf
Quiagen
Quiagen
Fa. Sgane
Fujifilm
Fermentas
Greiner bio-one
Quiagen
New Englaokhiis
Calbiochem
Sigma
GE Healthcare
Promega
PE Applied Biosystems
Greiner bio-one
Greiner bio-one

Sartorius

79



Material und Methoden

5.1.2 Allgemeine Puffer

Puffer

Zusammensetzung

10x Pfu-Ultrd"(HF)-Reaktionspuffer

Anoden-Puffer | pH 10,4

Anodenpuffer 1l pH 10,4

CaCb-Transformationspuffer

DNA-Ladepuffer

E-Gel-Puffer (pH 7.9)

Elutionspuffer (pH 8,0 mit NaOH)

Entfarbel6sung

Farbelosung

300 mM
20 %

25 mM
20 %

1M
1M
1M

50 %
100 mM
0,1 %
0,1 %

40 mM
2mM
0.5 mM

50 mM
300 mM
250 mM

100 ml
100 ml

ad 1000 ml

0,89

Fa. Stratagene

Tris

Methanol

Tris

Methanol

Tris
MgC|2
CaC)

Saccharose
EDTA
Brom-Phenol-Blau

Xylen-Cyanol-FF

Tris
EDTA
NaAc

NaPIOy
NaCl

Imidazol

Essigséaure
Methanol
Wassser

Brillantblau R-250
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Lammlipuffer (2x)

lowTE

Lysispuffer (pH 8,0 mit NaOH)

Lysispuffer pH 7,5

frisch zugegeben:

Sammelgelpuffer pH 6,8

10 % ige SDS-LOsung

100 ml
40 m
ad 500 ml

100 mM
200 mM
4%

20%
0,2%

10 mM
0,1 mM

50 mM
300 mM
10 mM
10 mg/ml

150 mM
20 mM
1%

0,4 mM
1mM

10 mM

1mM

1M

109

Isopropanol
Essigsaure
Wasser

Tris/HCI pH 6,8
DTT

SDS

Glycerin

Bromphenolblau

Tris/HCI (pH 8,0)
EDTA

NaRO,
NacCl
Imidazol

Lysozym

NacCl
HEPES
TritonX-100
EDTA
Na3VvO4
NaF
PMSF
Protease Inhibitor cocktail Set
V, EDTA free

Tris

mit HCI auf pH 6,8 einstellen

SDS
auf 100 ml H20
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2x Taspase-Cleavage-Puffer 200 mM Hepes/KOH pH 7,9
10 mM MgC}
40 mM KCI
20% Saccharose
10 mM DTT
TBE-Puffer 100 mM Tris
500 mM H3BO3
2,5 mM EDTA
TBS-Puffer 50 mM Tris
150 mM NacCl

mit HCI auf pH 7,4 einstellen

Trenngelpuffer pH 8,8 1M Tris
mit HCL auf pH 8,8 einstellen

Waschpuffer (pH 8,0 mit NaOH) 50 mM NaPO,
300 mM NacCl
25 mM Imidazol

5.1.3 Synthetische Oligonukleotide

Die fur Klonierungen, Sequenzierungen oder PCR-ys®l verwendeten Oligonukleotide
sind im Folgenden aufgelistet. Alle Oligonukleotidarden in Auftragsarbeit von den Firmen

Pharmacia oder Biospring hergestellt.

Name Sequenz

Taspasel/2-3 5'-CAAATGCAGGAATGGGATCT-3’

Taspasel/2-5 5-GGCAAGGAAAGGTGAACTGA-3

Tasp*3 5'-ATGACCATGGAGAAGGGGATGAG-3

Tasp*5 5-GTTCACTGGGCTCTCCAGGCGGCA-3’

TaspXbal-3’ 5-GCAGTCTAGAATGACCATGGAGAAGGGGATG-3
TaspEcoRV-5’ 5-GTCAGATATCCTGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGA-3’
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T7-Primer
pPET-T7term
Taspase-Ndel*3
Taspase-Xhol*5

Mutageneseprimer

S-TTAATACGACTCACTATAGG-3

5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’
5'-GGAATTCCATATGACCATGGAGAAGG-3’
5-CCGCTCGAGGTTCACTGGGCTCTCCA-3’

Sequenz

C163E-3
C163E*5
E295A3
E295A+5
F332A-3
F332A<5
HA47A-3
HA7A5
H259A3
H259A.5
H281A-3
H281A«5
|1160E-3
|I160E*5
R159A-3
R159A«5
R262A<3
R262A°5
R299E-3
R299E-«5
R304A-3
R304A-5
S291A-3
S291Ae5
T234D3
T234D<5
W173A3
W173A5

5'-TCTCCAACTAAAAACTAGSGGAGGAATTCTGCCAGCC-3
5'-GGCTGGCAGAATTCCTCCCGAE@ TTTAGTTGGAGA-3'
5-TACCTCAGGATGTGGAGCGATCTTGTGCGCACC-3'
5'-GGTGCGCACAAGATGCGTCCACATCCTGAGGTA-3'
S5'-ATCTTCACTGGCAAGGGEBGGTGAACTGATAAAC-3
S-GTTTATCAGTTCACCTGCCTTGCCAGTGAAGAT-3'
5'-GGCTTTGTGTTGGTGGUGCAGGTGCAGGT-3'
5'-ACCTGCACCTGCAGCACCAACACAAAGCC-3
5'-GCCCAACTCTCCCCGGAGULITCAAGGCCAAGCCTC-3'
5'-GAGGCTTGGCCTTGAAAGCTCGGGGAGAGTTGGGC-3
5'-GTGGAGTAGGGGTTAGBGCTCCAGTATTTTCAG-3'
5'-CTGAAAATACTGGAGCTGOAACCCCTACTCCAC-3'
5'-CTAAAAAGCAGGGAGGCTOCTGCCAGCCGAGAGCT-3'
5'-AGCTCTCGGCTGGCAGAGAGCTCCCTGCTTTTTAG-3'
5'-AAAGCAGGGAGGAATTGEGCCAGCCGAGAGCTTGC-3
5'-CGAAGCTCTCGGCTGGCGONTCCTCCCTGCTTT-3'
5'-GAGCAGCCTGCCCAACTGCCCCGGATGTTTCAAGG-3'
5'-CCTTGAAACATCCGGGGGCATTGGGCAGGCTGCTC-3'
5-CTCTAGCCAGTATGGTCTCACAAGATGCTCTCCAC-3'
5'-GTGGAGAGCATCTTGTGGASCCATACTGGCTAGAG-3'
5'-AGCATGTGAACATTCTGAGCCAGTATGGTGCGCAC-3'
5'-GTGCGCACCATACTGGCTGOBAATGTTCACATGCT-3
5-GCTCTCCACATCCTGGGTACTCACAGCTGTGG-3'
5'-CCACAGCTGTGAGTACCGAGGATGTGGAGAGC-3'
5'-CAGGCACTTTGGACGAGTAGGCGCTGTGG-3'
5'-CCACAGCGCCTACGTGTCCAAAGTGCCTG-3'
S5-TTCCATGATCTACTGCCGTCTGTAGGCTCCTTCTC-3'
5'-GAGAAGGAGCCTACAGAGCGCAGTAGATCATGGAA-3'
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Y61A-3 5'-TCCAAAGCCAAGGAGGCRAACATGTATGCAAACG-3
Y61Ae5 S-CGTTTGCATACATGTTTAGETCCTTGGCTTTGGA-3'
Y61F<3 5'-TCCAAAGCCAAGGAGTTRAACATGTATGCAAACG-3'
Y61F<5 S-CGTTTGCATACATGTTTAAACTCCTTGGCTTTGGA-3'
Y61P<3 5'-TCCAAAGCCAAGGAGCCRAAACATGTATGCAAACG-3'
Y61P<5 5-CGTTTGCATACATGTTTAGETCCTTGGCTTTGGA-3'

5.1.4 Verwendete Organismen

Bakterienstamme Genotyp

BL21*DE3 deficient in lon and ompT proteas@sDE3 (lacl, lacUV5-T7 gene 1,
indl, sam7, nin5), F*-, dcm, ompT, hsdS(r*- B, B); galRNaseE
(rnel31) mutant

ToplOF+ F' (tet™r), mcrAA (mrr-hsdRMS-mcrBC)® 80 delta lacA M15, A
lacX74deoR, recAl, araD134, (ara, leu) 7697, galU, gall&’-, rpSL
(strr) endAl, nupG

W3110 F-, laclq, lacP L8, ampC::[lambda] cl+; AT@G. 55151
Medien fur E.coli Zusammensetzung
YT-Medium (fur E.coli) 1% Trypton
0,5% Hefeextrakt
0,5% Natriumchlorid
YTA™-Medium (firE.coli) YT-Medium
100 pg/mi Ampicillin
YT-Agar (fur E.coli) YT-Medium
1,2% Agar
Zell-Linie Zelltyp Referenz

HEK-293T humane Nierenkarzinom-Zelllinie; abgeleien 293 Zellen, Graham,
in die Uber den Adenovirus Typ 5 ein temperaturisenss 1977)
Gen des SV40-T-Antigens inseriert wurde
Medium: DMEM
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Die Saugerzellen (HEK-293T) wurden bei 5% CO2, 98%ativer Luftfeuchtigkeit und einer
Temperatur von 37°C kultiviert. Zu dem Medium (DMEMurden 10 % (v/v) FCS, 1 %

(v/v) Penicillin/Streptomycin sowie 2 mM L-Glutambaugegeben.

5.1.5 Vektoren und Plasmide

pPET22b+ (Novagen) Bakterieller Expressionsvektor

Bpu1102 liso

| Sac lj130)
EcoR l{122)
‘ BamH lj1e:

Neco ljzz0)
@sg{@:@_
Dra lils251) %ngm‘f&%‘%}
= ] = — Nde lj22z)
- iy . Xba ljazs) -
C/;aﬂ_ﬂg ) ———Bdllizen)
A \ -~ SgrA liaz3)
w O — 5ph (583}
k! Pl |j5aE)
- Apab litos)
Sca lja5z8) =,
S S
Pvu fi478) ™
/& \\ Miu l(1114)
Pst ligasz) fcb % \,r-EIcI l{1128)
I|l |III ‘?— et III| II|I II
(< 1) |BStE lliizes)
o .| Al
Eam1105 I.;A'.-:E'u_Lr_'l pET-22b(+) = | | i
| (5493bp) é} II II II
'.II { F{BssH [li1525)
\ / Hpa li1e20)
AlwN lizean
@ PshA lj1e5e)
)
BspLU11 F[BZIE-]’ Psp5 Hizz21)
Sap lizoog) — Bpul0 lgz3z21)

i — ——
Bst1107 ljzess) ! | .
Tth111 iiz200) / BspG kzzan)

T7 promoter primer #69348-3

Bal Il T7 promoter 8 lac operator Xba |
AGATCTCGATCCCGCGAAMATTAATACGACTCACTATAG SEAA||5]3ASCSSA|AA:AAI|:C::|:1ASAQA|QQ|]\\5]\\&%:]]\%@35;55;%&
Nde | BSPﬂ pelB leader ﬂ'@ Neol
TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCG

MetLysTyrLeulLeuProThrAlgAlaflaGlyLeuleuleuLeuAlahlaGin

oAlaMetAlgMethAsplleGlyllehAsnSerAspPr

Bamii| EcoR| Sacl

Eag| Ava I signal peptidase
Sall Hind Il __Notl  Xhol His*Tag | )
GTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCAC ACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTEGCCACCGC TGAGCAATAALC
ValAsplLysLeuAlchAlahAlaleuGluHisHisHisHis sHisEnd
T7 terminator T7 terminator primer #69337-3
AGCATAACCCCTTGGGELCCTCTAAACGGEGTCTTGAGGGETTTTTTG

pPET-22b(+) cloning/expression region
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pPET22b+-Taspase Bakterieller Expressionsvektor diir 6xHis-Tag-Fusionsprotein
mit Taspasel. PCR-Fragment aus einer Reaktion \aespake-
Ndel*3 und Taspase-Xhol*5 mit cDNA aus SEM-Zell&mt Ndel
und Xhol geschnitten und in pET22b+ kloniert.

pPpGEXS5T Bakterieller Expressionsvektor fir die Helsing Nterminal
6xHis-GST-markierter Fusionsproteine. (Berthold)2)9

Tth1l1l|
Aat ||

pS|10ABam7Stop?

Pst |

pGEX-5T
4999 bp

Nar |

ECoRV AN |

BssH I

Apal
B pBR322

BstE Il i

Miu |

MCS:
Thrombin
| |
CTG GTT CCG CGT GGA TCC GAA GCT TCG AAT TCC CCG GGT CGA CTC GAG GTA CCA
| ] | ] | J1 J | ]
BamH | Hind 1lI EcoRl Smal L1 Xho! L |
Xma | Sal | Kpnl
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pGEX5T-2CL

Bakterieller Expressionsvektor fir einxHis-GST-markiertes
Fusionsprotein mit dem MLL-Fragment 2CL (Aminosau&650-
2.808), das die beiden Taspasel-Erkennungssequé@&DD
und DGADD enthélt. PCR-Fragment aus Reaktion vori-2C
EcoRI*3 neu und 2CL-Xhol*5 mit pUHD3-4-MLL. Mit Ed® |
und Xho I geschnitten und in pGEXS5T kloniert.

Nhe |
Pme |
Apa |
Xba
Xho |
Not |
BstX |
EcoR V
Pst |
EcoR |
BstX |
BamH |
Kpn |
Hind 1l
Aff Il
ﬁme I

Der pcDNAS3.1/Zeo(-) ist gleichermal3en mit einem ClRkbmotor ausgestattet und fur die

transiente bzw. stabile Expression in Saugerzeiésgnet.

5.1.6 Verwendete Antikorper

Primare Antikorper:

Name Organismus Verdinnung Beschreibung/Hersteller

anti-Flag Maus 1:1000 Monoklonaler AntikOrper gegeas
Flag-Peptid (DYKDDDDK), (Sigma)

anti-myc Maus 1:500 Monoklonaler Antikérper gegeasd

Myc-Peptid (EQKLISEEDL)

Sekundare Antikorper:
anti-Mouse 1:10000 anti Maus Ig (GE Healthcare)
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5.2 Standardmethoden

5.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die folgenden Standard-Methoden sind, wenn nicdeegekennzeichnet, den
Protokollsammlungervolecular Cloning von Sambrook 2. Auflage, 1989, enthommen und

werden nicht ausfihrlich vorgestellt:

Gelelektrophoresen (DNA und Protein)

* Isolierung von Gesamt-RNA mit Trizol (GibcoBRL) uRiNeasy Mini Kit (Quiagen)
* Isolierung von Plasmid-DNA auscoli (Qiagen)

* DNAse Verdau (RNastree DNase Set, Qiagen)

* Minilysat Praparation von Plasmid-DNA nach der Meté der alkalischen Lyse
* Fallungsmethoden fur Nukleinsduren

» Ligationsreaktionen

» Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nugéinen

» Photometrische Konzentrationsbestimmung von Prete{Bradford oder BCA)
» Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

* PCR Analysen

* Herstellung von CaCl2- kompetentErcoli Bakterien

» Transformation vork.coli mit CaCl2

¢ Protein-Induktionskinetik if.coli

5.2.2 Primergerichtete Doppelstrangmutagenese

Fur die primergerichtete Doppelstrangmutagenesedevutas Quickchange Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Stratagene verwendet. [Pastokoll wurde geringflgig

abgewandelt.

5.2.3 Sequenzanalyse

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem ABI Prism BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit durchgefiihrt. Die kitea erfolgte entsprechend der
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Hersteller-Anleitung nach der Kettenterminationdmee. Sie ermdglicht eine auf unter-
schiedlichen Fluoreszenz-Signalen basierende Semueng von Einzel- oder Doppelstrang-
DNA im ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer.

5.3 Proteintechniken

5.3.1 Proteinaufreinigung durch native Nickelchelat-Affinitatschromatographie

Die rekombinante Expression aller Proteine wurdeiirer 250 ml Bakterienkultur der OD =
0,7 mit 1 mM IPTG fur 4 Stunden bei 37°C induzi@akterien wurden mit 4.000 rpm, bei
4°C fur 10 Minuten pelletiert. Der Zellaufschlussfogte durch Inkubation der
Bakterienpellets mit 5 ml Lysispuffer. Durch Zefugation mit 14.000 rmp, bei 4°C fur 20
Minuten wurden unlésliche Bestandteile vom Uberdtabgetrennt. Der Uberstand wurde an
eine Nickelchelat-Affinitatschromatographiesauleu(@hmesser 1 cm, 1 ml Nickelagarose
(Sigma)) gebunden, zweimal mit Waschpuffer gewasalred in drei 500 pl Fraktionen mit

Elutionspuffer eluiert.

5.3.2 Umpuffern nativ aufgereinigter Proteinen

Nativ aufgereinigte Proteine wurden mit Hilfe voviiyaspin 10.000 MWCO PES Sé&ulchen®
umgepuffert. Die Proteinproben wurden dazu bei Q2 .pm und 4°C auf ein Volumen von
200 pul eingeengt und anschlieBend um den Faktoadf02 ml mit dem nativen 2x 2CL-

Puffer aufgefillt. Dieser Vorgang wurde in der Rexyeeimal durchgefihrt.

5.3.3 Ermittlung der Aktivitat von Taspasel

Zur Ermittlung der Taspasel-Aktivitat wurden 2 i@sdlaspasel-Substrates 2CL [30 bis 50
KM] zusammen mit 1 pl, nativ aufgereinigter Taspag® bis 50 uM] fur 30 Minuten bei

37°C inkubiert. Die Ubrigen Bestandteile des Assasgen: 10 pl 2x Taspase-Cleavage-
Puffer, 2 ul 100 mM DTT und 5 pl 4. Nach Abschluss der Inkubation wurden die
Schnittprodukte wenn nichts anderes erwahnt mifeHgines 12% oder 15% SDS-PAGE

analysiert.
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5.4 Zelltransfektion

Die Transfektion der 293T Zellen wurde mit Hilfesd®EIl/Polyethylenimin durchgefuhrt.
Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellehzellkulturschalen ausgebracht: ca. 5 x
10° Zellen auf eine Zellkulturschale (@ 15 cm, 25 medium). 1-2 Stunden vor der

Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel.

Der Ansatz fur das Transfektionsreagenz ist im &uwdiggn dargestelit:

Lésung A (PEIL:PBS, 1:5)
Zellkulturschale: 450 ul PBS + 90 pl 10 mM PEI-Lagu

LOsung B
Zellkulturschale: 450 ul PBS + 25 ug DNA

Fur die Transfektion wurde Lésung B tropfchenweamnskdsung A pipettiert, wahrend Losung
A dabei mit konstantem Vortexen behandelt wurdefolege eine 15-mindtige Inkubation bei
Raumtemperatur bevor das TransfektionsreagenzhghéiBig Gber die Zellen verteilt wurde.

AnschlieRend wurden die Zellen fir 48 Stunden imt&rhrank inkubiert.

5.5 Proteinbiochemische Methoden

5.5.1 SDS-PAGE

Es wurden Gele mit einer homogenen Acrylamidkonagion (Minigele) gegossen. Fur die
Herstellung aller Gele wurde eine Acrylamidlésung0 (% Acrylamid, 0.8 % N,N’-
Methylenbisacrylamid, 30 % T, 2,6 % C) verwendeig eheben dem Acrylamid den
Quervernetzer Methylenbisacrylamid enthielt. Fig @Gele wurde eine Stromstarke von 40
mA pro Gel angelegt.
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Zusammensetzung eines SDS-Gels:

Trenngel (15%):

Wasser 0,65 ml
Trenngelpuffer 2,25 ml
AA/BAA 3 mi
10 % SDS 60 pl
APOD (20 %) 30 pl
TEMED 3 ul
Sammelgel (4 %):
Wasser 1,45 ml
Sammelgelpuffer 0,25 mi
AA/BAA 0,26 ml
10 % SDS 20 pl
APOD (20 %) 10 pl
TEMED 2 ul

5.5.2 Farbemethoden

Coomassie Blau-Farbung (Standard):

Direkt im Anschluss an die elektrophoretische Trenghwurden die Gele fur 10 Minuten in
der Farbelésung geschittelt. Daraufhin wurde didbdtésung entfernt und die Gele in
Entfarbeldsung unter Schitteln inkubiert. Die Erdt#&0dsung wurde so lange auf den Gelen
belassen bis das gewilinschte Ergebnis erreichtDi@aNachweisgrenze dieser Methode liegt

ungefahr bei 0,1 pug Protein pro Bande.

5.5.3 Western Blot

Die Verdinnung des Antikdrpers erfolgte tberwiegen® % BSA mit 0,1 % Tween20 in

TBS. Falls sich dies als nicht geeignet erwies, deuauf eine Verdinnung in 5 %

Milchpulver mit 0,1 % Tween20 in TBS umgestellt.eDentsprechenden Lésungen wurden

ebenso zum Blockieren und zum Verdinnen des Zwigitapers eingesetzt.
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Der Transfer der Proteine aus SDS-Polyacrylamidgald eine Hybond-P PVDF-Membran
der Firma GE Healthcare erfolgte mit Hilfe deemidry-Technik bei 1 mA/cm2 fir 1-1,5

Stunden. Hierbei wurde entweder Anoden-Puffed bhd Kathoden-Puffer verwendet.

Im Anschluss an den Proteintransfer wurde die PWIHmbran mit der zugehdrigen
Blockierlosung fur vier Stunden bei Raumtemperatigubiert. Nach dem Blockieren wurde
die Hybridisierung tGber Nacht bei 4 °C durchgefiinn folgenden Tag wurde 3 Mal fur 5
Minuten mit 0,1 % Tween20 in TBS gewaschen, ansBeind mit dem entsprechendem
Zweitantikorper (Verdinnung 1:10000) 1 Stunde beumtemperatur hybridisiert und
wiederholt 3 Mal fur 5 Minuten mit 0,1 % Tween20TiBS gewaschen. AbschlieRend wurde
der Blot unter Verwendung deSCL Western Blotting Analysis System der Firma GE
Healthcare entwickelt. Die Exposition des Réntdendi erfolgte je nach Bedarf Uber einen

Zeitraum von 2 Minuten bis 2 Stunden.

5.5.4 Immunoprazipitationen

Ungefahr 1,5 x 19 transient transfizierte 293T-Zellen wurden in Oy8 Lysis-Puffer
resuspendiert und fur 1 Stunde bei 4°C rotiert.iN&@-mindtiger Zentrifugation des Lysats
bei 4°C mit 14.000 rpm, wurde der Uberstand in mineeuen Cap mit 50 pl Protein G
Agarose Beads 30 Minuten bei 4°C inkubiert.

Auf diese Weise sollten unspezifische BindungemianProtein G Agarose Beads minimiert
werden. Die Beads wurden anschlielend durch kumetrifugation separiert und der
Uberstand auf ein Chromatographiesaulchen gegeébethlielend wurde die Probe mit 5-
10 pl des unverdiinnten Antikorpers versetzt, erStuhde bei Raumtemperatur und danach
tber Nacht bei 4°C rotiert. Am folgenden Tag wurdegiterhin 60 pl Protein G Agarose
hinzu pipettiert bevor erneut 3-4 Stunden bei 4iKlibiert wurde. Nach 5 Waschschritten mit
je 500 pl TBSPuffer erfolgte die Elution durch lbkation mit 100 pl zuvor auf 80°C
erwarmter 2x-Lammli-Puffer fir 15 Minuten bei Ra@mmperatur sowie abschliel3ender

Zentrifugation.
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7 Abkilrzungsverzeichnis

2CL

ALL
AML
AMP
ATP
BSA
CS1
CS2
DNA
dNTP

DTT
EDTA
DMSO

GST

HAC
HEPES

IPTG
kb
kD

MCS
MEF
min
mol
oD
ORF

MLL-Proteinfragment, 50 AS N- und C-terminal rdbeiden Taspasel-
Cleavage sites CS1 und CS2
Akute lymphoblastische Leukamie
Akute myeloische Leukamie
Ampicilin
Adenosin-Triphosphat
Bovines Serum Albumin
Cleavage site 1
Cleavage site 2
Desoxyribonucleicacid
Desoxynukleosidtriphosphat (kann Adenosin, miayn, Guanosin oder
Cytosin bedeuten).
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Dimethylsulfoxid
Gramm oder Erdbeschleunigung
Glutathion-S-Transferase
Stunde
Essigsaure
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyllethansuisaure
Immunoprazipitation
Isopropyl-R-D-thiogalactopyranosid
Kilobasen
Kilodalton
molar
Multiple cloning site
Embryonale MausfibroblasteM¢use Embryonal Fibroblasts)
Minute
Mol
optische Dichte

Open reading frame, offener Leserahmen
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RNA Ribonucleic-acid

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde

TEMED N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Upm Umdrehungen pro Minute

Aminosauren

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin
Glutaminsaure
Glycin

Histidin

I omoO O 0o 2 31 >

Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

< < s -4 0n 1vmTNnZ R

Valin
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