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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Semisynthese

Die Semisynthese kann als Erweiterung der Festphasensynthese von Peptiden (SPPS)
angesehen werden und bietet die Mdglichkeit funktionelle Einheiten in Proteinen zu
studieren. Durch die Festphasensynthese von Peptiden (SPPS) kénnen bis zu 40
Aminosduren aneinander gekuppelt werden, die anschlielend weiter in einer
Fragmentkupplung zu groReren Peptiden zusammengefiigt werden kdénnen [1]. Wahrend
mit der SPPS lineare Strukturen kurzer Teilsequenzen aus Proteinen dargestellt werden,
haben die aneinander gereihten Aminosduren oft keine ausgepragte Sekundar- oder
Tertiarstruktur. Auf der anderen Seite kann mit der rekombinanten Proteinbiosynthese
ein Protein hergestellt werden, das seine natirliche raumliche Struktur einnimmt.
Allerdings sind funktionelle Einheiten, wie beispielsweise posttranslationale
Modifikationen, die studiert werden mochten durch rekombinante Methoden oft so nicht
darstellbar. Die Semisynthese bietet in diesem Fall eine Methode, mit der chemisch
funktionelle und nativ strukturelle Einheiten gleichermallen miteinander verknipft
werden kénnen. So wurden in chemisch hergestellten Peptiden bereits funktionelle
Gruppen von Interesse eingebaut, die dann durch Ligation mit einem nativ strukturierten
Protein, verknipft wurden. Hierzu wurden zahlreiche chemoselektive Ligations- und
Modifikationstechniken entwickelt, die von Kimmerlin et. al. in einem Ubersichtsartikel
zusammengefasst wurden [2]. Wahrend bei der Peptidsynthese noch Schutzgruppen fir
die Seitenketten der Aminosaduren verwendet werden, hat sich der Trend bei den
Ligationsmethoden mittels ungeschiitzter Fragmentkupplung durchgesetzt [3][4][5]. Erste
Experimente auf dem Feld wurden von Wieland und Bokelmann durchgefiihrt und gelten
als Basis fur das, was man heute allgemein als Capture/Rearrangement-Methode
bezeichnet [6]. Diese Methode ist der klassische Hauptreaktionsschritt in der nativen
chemischen Ligation (NCL) und aktuell die am haufigsten verwendete Kupplungsreaktion
in der Semisynthese (Abb. 1). Diese Methode macht sich die Reaktivitat eines natiirlichen
Cysteins am C-Terminus der Proteinfragmente zunutze. Wieland und Bokelmann hatten
festgestellt das, dass Glycinthioester des Cysteamins, im Gegensatz zu
Thiophenolthioestern, nicht als solche synthetisiert und unter neutralen pH Bedingungen
isoliert werden konnen (Abb. 1) [6] [7]. Dies lag an der zusatzlichen Aminogruppe, die sich

in unmittelbarer Nachbarschaft zur Thiolgruppe befindet.
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Abb.1: Die Capture/Rearrangement-Methode von Wieland et al., aus dem Jahre 1953 ist die haufigste
genutzte Synthese der nativen chemischen Ligation.

Hierbei bewirkt die zusatzliche Aminogruppe eine schnelle intramolekulare
S->N-Verschiebung, die das Amid bildet. Diese Reaktion lduft bereits unter neutralen
Bedingungen ab und geht mit steigendem pH-Wert noch schneller vonstatten. In Abb.1 ist
ebenfalls zu sehen, wie diese Beobachtung auf einen Thiol-Thioester-Austausch
Ubertragen und so durch die Synthese eines Val-Thiophenolthioesters mit Cystein
umgesetzt wurde. Der nun entstandene Arylthioester tauscht sehr schnell mit der
Schwefelgruppe des Cysteins aus (Capture) und lagert sich schlieBlich zu dem Dipeptid
Valin-Cystein um (Rearrangement) [6]. Diese Methode verlduft chemoselektiv verlauft,
ruft also keine Nebenreaktionen mit anderen Aminosauren hervor [8]. Weiterhin werden
keine zusatzlichen Cysteine in der Peptidkette an dieser Reaktion beteiligt [9], die S>N-
Verschiebung findet also nur am N-terminalen Cystein statt.

Die NCL mit rekombinanten Proteinfragmenten ist vorteilhaft, da sie (iber ein natirliches,
N-terminales Cystein vermittelt wird [10]. Hierbei werden die Zielproteine bereits auf
genetischer Ebene mit einem Reinigungstag versehen, gefolgt von einer Schneidesequenz
fur eine spezifische Protease, die nach der Reinigung den Teil des Proteins bis zum
N-terminal gelegenen Cystein entfernt (Abb. 2). Diese Art der Proteinbiosynthese wird
haufig verwendet, wenn biophysikalische Sonden [11] oder chemisch modifizierte
Aminosauren [12] in ein Protein eingebaut werden sollen. Die Untersuchung schwer
zuganglicher, biologischer Makromolekiile, wie beispielsweise Membranrezeptoren oder

posttranslational modifizierter Proteine, kann so erméglicht werden [13].
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Abb.2: Schematische Darstellung der nativen chemischen Ligation (NCL). Die beiden Edukte, das chemische
Peptid (oben links) und das rekombinante Protein (oben rechts), werden in einer Thiolyse-Reaktion, dirigiert
durch eine S—N-Verschiebung liber ein Cystein miteinander verkniipft.

1.2 Posttranslationale Modifikationen (PTM)

Kovalent eingebaute PTM sind die Grundlage fir die Proteinkommunikation. Die
Proteinmodifizierung spielt in vielen Stoffwechselwegen eine zentrale Rolle, so
entscheiden beispielsweise Phosphorylierungen liber die Aktivitat oder den Ruhezustand
eines Proteins. Dieser Einfluss ist bei den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gut
erforscht, so weist ein phosphorylierter Rezeptor eine geringere Affinitat zu G-Proteinen
auf [14] [15]. Damit ist die Signaltransduktion (iber diesen Rezeptor unterbrochen. Neben
den in den folgenden Abschnitten beschriebenen PTM, gibt es eine grofle Zahl an
weiterer PTM. Dazu gehoren beispielsweise die Biotinylierung [16], Sumoylierung [17],
Ubiquitinierung [18] und Methylierung [19]. Auch das Zusammenspiel der PTM

untereinander ist sehr komplex und noch weitestgehend unerforscht [20].

1.2.1 Acetylierungen

Neben der Seitenketten-Acetylierung gibt es eine N-terminale-Acetylierung, die allerdings
nicht post-, sondern cotranslational an Proteinen vorgenommen wird. Die Enzyme, die
diese Reaktionen katalysieren, werden N-terminale Acetyltransferasen (NATs) genannt
und in sechs Klassen unterteilt [21]. Eine N-terminale Acetylierung hat Einfluss auf die
Lokalisation eines Proteins, so kann es beispielsweise nicht in den Golgi-Apparat
transportiert werden, wenn besagte N-terminale Acetylierung fehlt [22]. Auch die

Beteiligung an apoptotischen Prozessen wird Uber die Acetylierung an N-Termini
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gesteuert [23] [24]. Die NATs wurden in diesem Zusammenhang sowohl als Onco- wie
auch Tumor-Suppressor-Proteine eingestuft, und als Indikatoren fiir eine Krebserkankung
herangezogen [25].

Die Seitenketten-Acetylierung findet nach heutigem Kenntnisstand ausschlieRlich an
Lysinen statt und wurde bereits vor Uber dreilig Jahren entdeckt [26]. Bis 2009 wurden
3600 Lysinacetylierungen in 1750 Proteinen identifiziert [27]. Die Acetylgruppe wird von
Acetyl-Coenzym A auf das :N-Atom des Lysins (ibertragen. Die regulatorischen Enzyme fiir
den Prozess der Seitenketten-Acetylierung werden Histonacetyltransferasen (HATs), die
fir die Deacetylierung Histondeacetylasen (HDACs) genannt. Unberiicksichtigt von ihrer
historischen Namensgebung modifizieren sie ebenfalls Nicht-Histon-Proteine [28].
Acetylierungen dieser Art finden sich in der Regulation von Transkriptionsfaktoren,
Effektor-Proteinen, Chaperonen und Cytoskelett-Proteinen wieder und haben hier eine
ebenso wichtige Bedeutung wie die im Folgenden beschriebene Phosphorylierung [29].
Eine Kreuzbeziehung zwischen Acetylierung und Phosphorylierung wird ebenso haufig
angenommen wie eine Interaktion mit anderen posttranslationalen Modifikationen, die

an der dynamischen Signaltransduktion beteiligt sind [30].

1.2.2 Phosphorylierungen

Auf dem Stand vom Jahre 2013 existieren ca. 20.000 Proteine mit etwa 200.000
Phosphorylierungsstellen in menschlichen Zellen. Die Phosphorylierung ist eine
Modifikation, die Uber den Aktivitatszustand eines Proteins entscheidet [31]. Durch diese
Modifikation werden Proteine, die oft auch eine katalytische Funktion besitzen,
posttranslational an- oder abgeschaltet. Da mit der Phosphatgruppe eine negative Ladung
eingefihrt wird, hat dies meist Konformationsanderungen innerhalb der phosphorylierten
Proteine zur Folge [32]. Rezeptoren oder Transportproteine reagieren dementsprechend
unterschiedlich auf die modifizierte Form eines Bindungspartners. Dadurch werden ganze
metabolische Ablaufe (ber Phosphorylierungen reguliert [33], weshalb ihnen eine
wichtige Rolle in der Signaltransduktion zugesprochen wird. Phosphorylierungen sind an
vitalen Zellfunktionen beteiligt, da sie dort bei der Regulation von Zellteilung, Apoptose,
Wachstum und Translation sowie Lymphozyten-Aktivierung und der Muskelkontraktion
auftreten [34]. Enzymatisch werden Proteine durch Proteinkinasen phosphoryliert [35].
Defekte dieser Enzyme spielen bei der Krebsentstehung eine Rolle, weshalb sie
pharmakologisch von grofRer Bedeutung sind [36]. Phosphatasen sind die Enzyme die
dafiir sorgen, dass Phosphat wieder von den Proteinen entfernt wird [37] [38]. Diese
Enzyme werden in vier Klassen unterteilt, so gibt es alkalische [39], Serin/Threonin-
spezifische, Tyrosin-spezifische und dualspezifische Phosphatasen. Serin ist mit ca. 86 %

die am haufigsten phosphorylierte Aminosaure [40].
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1.2.3 Sulfatierungen

Chemisch gesehen ist die Sulfatierung nah mit der Phosphorylierung verwandt. Anders als
bei der Phosphorylierung wird hier jedoch nicht die Seitenkette des Serins favorisiert,
sondern die des Tyrosins [41]. Das Cosubstrat ist 3-Phosphoadenosin-5‘-Phosphosulfat
(PAPS) und wird von Enzymen namens Sulfotransferasen katalysiert [42][43]. Diese lassen
sich in zwei Gruppen unterteilen. Zum einen gibt es die sogenannten I|6slichen
Sulfotransferasen, die kleinere Substrate wie Flavonoide [44], Steroide [45],
Neurotransmitter und Xenobiotika [46] umsetzen und somit maligeblich an der Entgiftung
von tierischen und pflanzlichen Organsimen beteiligt sind [47][48]. Durch die
Sulfat-Modifikation werden die Enzymsubstrate besser |16slich und lassen sich gut tber
Nieren, Galle oder Schweifldriisen sezernieren (Biotransformationsreaktion der Phase Il).
Zum anderen gibt es Sulfotransferasen, die als Substrate Kohlenhydrate und Proteine
umsetzen [49]. Hierzu gehoren die Tyrosylprotein-Sulfotransferasen (TPSTs). Nach
heutigem Stand existieren im menschlichen Organismus zwei Isoformen dieses Enzyms,
TPST1 und TPST2, die sowohl als Homodimer als auch als Heterodimer auftreten kénnen
[50]. TPSTs sind Membran-assoziierte Enzyme, die im Golgi-Apparat lokalisiert und mit
einer einzelnen Transmembranregion von 17 Aminosduren Lange in der Membran
verankert sind [42]. Das katalytische Zentrum dieser Sulfotransferasen befindet sich im
Lumen des Golgi-Apparats und interagiert fast ausschlieBlich mit zu sezernierenden oder
Plasmamembran-Proteinen [43] [51]. Sulfatierte Proteine sind in wichtigen biologischen
und  physiologischen  Prozessen wie der inflammatorischen  Regulation,
Leukozyten-Bewegung und -Adhésion sowie der Endo- und Exozytose involviert. Ebenso
sind sulfatierte Proteine an der Zell-Zell-Kkommunikation und nicht zuletzt am viralen
Eintritt in die Zelle beteiligt. Ein Prozess, der besonders gut studiert wurde, ist die
Invasion des humanen Immundefizienz-Virus (HIV), Uber sulfatierte Tyrosine des CC-
Motiv-Chemokin Rezeptors 5 (CCR5) [52]. Da sich ein Teil dieser Arbeit thematisch mit
diesem Prozess beschaftigt, wird im folgenden Abschnitt ausfiihrlicher auf den

Mechanismus eingegangen.

13 HIV und der CCR5-Rezeptor

Der HI-Virus ist der wohl bekannteste Vertreter der Retroviren [53] [54]. Der Name
Retrovirus setzt sich aus der Bezeichnung fiir Reverse Transkriptase Onkoviren zusammen
und steht fiir eine Gruppe von Viren, die liber einzelstrangige RNA ihr Erbgut mittels
reverser Transkription in DNA umschreiben, die dann wiederum in das Genom der
Wirtszelle eingebaut wird [55]. Bevor es dazu kommt, muss der Virus zunachst in die

Wirtszelle eindringen. Wie zuvor bereits erwdhnt, nutzt der HI-Virus sulfatierte Proteine
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flir sein Eindringen in die Zelle. Hierbei handelt es sich um die beiden
Chemokinrezeptoren CXCR4 [56] und CCR5 (Abb. 3) [57], die mit sieben
Transmembranhelices in die Zellmembran der T-Zellen eingebettet sind und einen
extrazellular exponierten N-Terminus besitzen. Sie gehdren zu der Gruppe der G-Protein-
gekoppelten-Rezeptoren und sind hauptsachlich in Zellen des Immunsystems vertreten.
Die Nomenklatur der Chemokinrezeptoren leitet sich aus der Struktur ihrer Substrate, den
Chemokinen ab, die aufgrund der Anzahl und Position ihrer N-terminalen Cystein
vermittelten Disulfidbriicken in vier Unterklassen unterteilt werden (CC-,CXC,CX3C und C)

und hauptsachlich fir das Auslésen der Chemotaxis verantwortlich sind [58].

DY,QVSSPIY,,DINY,,YTSE

extrazellular

Zellmembran

intrazellular

Abb.3: Darstellung des 352 Aminosduren groRen Chemokinrezeptorproteins CCR5 mit den sieben
Transmembranhelices und der N-terminalen Aminosduresequenz. Gekennzeichnet sind die am haufigsten
vorkommenden sulfatierten Tyrosine in rot. Verandert nach Thomas Splettstoesser [59].

Diese binden Ublicherweise an den N-Terminus des Chemokinrezeptors, der daraufhin
aktiv wird und die Zelle in Richtung der hochsten Chemokinkonzentration wandern ldsst
[59]. Der CCR5 hat in seiner N-terminalen Aminosauresequenz je nach Modifikationslage
zwischen zwei und vier Sulfotyrosine, die es dem HI-Virus erlauben Uiber den sog. V3
Loop, einer strukturellen Einheit des viruseigenen Glykoproteins gp120, an ihn zu binden.
Uber einen zuvor gebildeten Komplex zwischen gp120 und dem CD4-Rezeptor der
menschlichen T-Lymphozyten tritt eine Konformationsanderung im V3-Loop ein und das
Virus kann darauf hin an der Zelle andocken (Abb. 4). Hierbei wird dem Rezeptor
suggeriert, dass es sich um einen Prozess der Immunabwehr handelt, wobei das Virus nun
Uber das, durch konformationelle Verdanderung freigelegte, Transmembranprotein gp41
an die Zellmembran bindet. Die Hiille des Virus verschmilzt mit der Membran der Zielzelle
und die Virus-RNA wird ins Zellinnere entlassen [60].

Um den Vorgang der Zellmigration zu stoppen, wurden bisher erst wenige Medikamente

zugelassen [61]. Die beiden auf dem Markt befindlichen entry Inhibitoren sind Maraviroc
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(ViiV Healthcare) und Enfuvirtid (Hoffmann La-Roche). Bei Enfuvirtid handelt es sich um
Medikament gegen HIV-1. Chemisch betrachtet ist es ein 4,5 kDa groRRes Peptid mit
acetyliertem N-Terminus und amidiertem C-Terminus, welches die
Konformationsanderung des gp41-Proteins durch Anlagerung verhindert und somit das
Eindringen in die Zelle unmoglich macht [62]. Maraviroc ist ein kiinstlich synthetisiertes
Molekiil mit einer molaren Masse von 513,67 g mol™ und wirkt spezifisch auf den
CCR5-Rezeptor. Es inhibiert den Rezeptor allosterisch, wodurch er eine
Konformationsanderung erfahrt, die ein Binden des V3-loops von gpl20 an die
ECL2-Region des CCR5 verhindert (Abb. 4) [63]. CXCR4 bevorzugende HIV-Stamme bleiben

von Maraviroc unbeeinflusst.

V3__w»
Kopfregion

.3
Stammregion

sulfatierter
N-Terminus

Maraviroc
» keine Bindung

CCR5

Abb.4: (A) Darstellung des HIV Eintritts Gber den CCR5-Rezeptor. Scbald gp120 an CD4 gebunden hat,
andert der V3-loop seine Konformation und bindet mit der V3-Kopfregion an die ECL2-Schleife des CCR5
und mit der V3-Stammregion an den sulfatierten N-Terminus. (B) Der Wirkmechanismus von Maraviroc.
Durch die Inhibition des CCR5-Rezeptors, ist die ECL2-Schleife nicht mehr zugénglich fiir die V3-Kopfregion
und das Virus kann nicht mehr in die Zelle eindringen. Bild verandert nach Kumar et al. [64].

1.4 Kernrezeptoren und Kernmigration von Proteinen

Proteintransport findet nicht nur an der Zellmembran statt; handelt es sich z. B. um
Proteine, die eine Funktion in Transkriptionsprozessen haben oder eine andere wichtige
Aufgabe im Kern erfiillen, so miissen sie auch die Moglichkeit haben, in den Zellkern
eindringen zu konnen. Der Zellkern wird von einer Doppelmembran umschlossen, die
durch Kernporen passiert werden kann. Die Kernporen bestehen aus hochfunktionellen
Proteinkomplexen, die das Eindringen und Austreten von Proteinen, RNA, Ribonukleotid-
Komplexen und anderen kleinen Molekiilen regulieren. Hierbei gibt es mehrere Wege, die
sehr spezifisch auf die GroRRe der Molekiile abgestimmt sind. Betragt die GroRe eines
Proteins unter 5 kDa, so diffundiert es frei durch die Kernpore [65]. Ab einer Grof3e von
ca. 17 kDa bendtigt es bereits zwei Minuten [66]. Sind Proteine groRer als 40 kDa, so ist

ein passiver Transport nicht mehr moglich [65]. Fiir den aktiven Transport in den Zellkern
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besitzen Proteine eine sogenannte Kernlokalisationssequenz (NLS), Uber die sie von
Importinen [67] erkannt und in einem Komplex transportiert werden (Abb. 5). Die NLS
wurde erstmals in einem Protein des SV40-Virus beschrieben [68]. Mittlerweile sind eine
Reihe von NLS bekannt, wobei sich die klassische Variante aus ca. 10 basischen
Aminosauren zusammensetzt [69], die im Fall einer zweiteiligen NLS durch neutrale und
saure Aminosduren eine Aufnahmeverbesserung erfahren kénnen [70]. Wurde die NLS
von Importin o erkannt und gebunden, schlie8t sich das Protein Importin 3 an den

Komplex an, welches fiir den Kontakt zum Kernporenkomplex verantwortlich ist [71].

NLS

Cargoprotein

Abb.5: Darstellung eines Importin-Komplexes: Zuerst wird die NLS des Cargoproteins (gelb) von einem
spezifischen Importin a (griin) erkannt und gebunden, anschlieBend bindet Importin B (blau) an die Imortin
a-Untereinheit und transportiert in einem Ran-GTP gesteuerten Mechanismus das Cargoprotein durch die
Kernpore. Bild verandert nach Goodsell [72].

1.5 PPlasen

Die Abkirzung PPlasen steht fur Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerasen und benennt eine
Gruppe von Enzymen, die maRgeblich an der Proteinfaltung beteiligt sind [73]. Sie
katalysieren den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Faltung von Proteinen,
indem sie eine Bindungsachsenrotation in der Prolin-Amid-Bindung hervorrufen. Die
Prolin-spezifische enzymatische Aktivitat wurde erstmals 1984 von Gunther Fischer et al.
vorgestellt [74]. Dieser Prozess ist flir die korrekte Funktion eines Enzyms sehr wichtig,
wenn man bedenkt, dass ein aktives Zentrum nur durch eine exakt definierte
Oberflachenanordnung der Aminosauren ein substratspezifisches Bindemotiv aufweist.
PPlasen gehoren zu den Chaperonen [75] und existieren in fast jedem biologisch héher
entwickelten Organismus [76]. Die Isomerisierung ist ebenfalls eine Art der

posttranslationalen Modifikation. Daher ist es nicht verwunderlich, dass diese Proteine
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ubiquitar exprimiert werden und hoch konserviert vorliegen [77]. Durch ihre
Substratspezifitdit und der Primarsequenzhomologie koénnen PPlasen in drei Klassen

eingeteilt werden (Abb. 6).

Parvuline

;‘H o ;\H %
N PPlsae N
0 —— (o)
’1./&0 O)\ &

trans cis

Abb.6: Die drei Klassen der PPlasen: Rot dargestellt die Cyclophiline, blau die FK506-bindenden Proteine
und in griin die Parvuline. Alle drei Gruppen besitzen die katalytische Eigenschaft, cis/trans-Isomerierungen
in anderen Proteinen zu katalysieren.

Eine Klasse bilden die Cyclophiline. Cyclophiline kdonnen mit Cyclosporin, einem
cyclischem Peptid, das als Immunsuppressivum eingesetzt wird, interagieren. Cyclosporin
bildet z.B. einen Komplex mit Cyclophilin A und kann so die Phosphatase Calcineurin
inhibieren. [78]. Aus diesem Grund wird Cyclosporin beispielsweise in der
Transplantationstechnik eingesetzt um AbstoRungsreaktionen zu verhindern. Ebenfalls
wird es seit einigen Jahren erfolgreich gegen kreisrunden Haarausfall angewendet [79].
Eine weitere Gruppe bilden die sogenannten FK506 und Rapamycin bindenden Proteine,
kurz FKBPs. Diese haben sich seit 2010 als hilfreiches Werkzeug bei der chemisch
induzierten Dimerisierung von Biomolekiilen behauptet [80]. Die letzte der drei Klassen
bilden die Parvuline, die kleinsten Vertreter ihrer Gruppe und funktionell weitestgehend
unerforscht. Par10 war das erste, aus E. coli charakterisierte Parvulin [81]. Ein Parvulin mit
zwei PPlase-Domanen wurde mit SurA ebenfalls in E. coli gefunden [82]. Lange
unerforscht blieben Vertreter in Archaeen, deren phylogenetische Einordnung in der
Arbeit von Lederer et al. veroffentlicht wurde [83]. Eine, zu Bakterien strukturell dhnliche
Parvulinvariante mit einer zusatzlichen katalytischen Einheit wurde 2011 mittels NMR
charakterisiert [84]. Viele prokaryotische Parvuline sind membranassoziiert und an

Prozessen beteiligt, die Proteine auf die Sekretion aus der Zelle vorbereiten [85].
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1.5.1 Eukaryotische Parvuline

Auch die eukaryotischen Parvuline lassen sich, in Gruppen unterteilen. So gibt es
phosphatspezifische und nicht phosphatspezifische Parvuline. Es konnte gezeigt werden,
dass sich die Phosphat-affinen Parvuline durch Juglon hemmen lassen [86].
Charakteristisch fir diese Gruppe ist das Vorhandensein einer WW-Domane [87], die
selbst pSer-Pro und pThr-Pro Motive erkennt und bindet [88]. Dadurch, dass die WW-
Domiane eine sehr kleine strukturell charakterisierte Domane ist, konnte an ihr der
Mechanismus der Proteinfaltung gut studiert werden [89] [90] [91]. 2010 wurde eine
detaillierte, atomare Charakterisierung veroffentlicht [92]. Neben der guten strukturellen
Aufklarung, ist Uber die phophatspezifischen PPlasen bekannt, dass sie an zelluldr
relevanten Prozessen beteiligt sind [93]. Vor kurzem wurde von Steven D. Hanes ein
Review Uber die in Hefe vorhandene PPlase Essl verdffentlicht, in der beschrieben wird,
dass Ess1 ein Regulationsenzym fiir die RNA-Polymerase Il ist und somit essentiell flir den
kompletten Reproduktionszyklus [94]. Weitaus weniger ist Uber die Vertreter der nicht
phosphatspezifischen PPlasen bekannt. Neben dem WW-Domanen tragenden Pinl gibt es
im menschlichen Organismus ein weiteres Gen, das flir zwei Parvulin-Varianten codiert,
fur hParl4 und hParl7 [95]. Wahrend die PPlase-Domé&ne von hParl4 bereits 2000
mittels NMR strukturell charakterisiert wurde [96], weist der N-Terminus dieses Proteins
eine hohe Flexibilitdit auf. In der Sequenz des N-Terminus befindet sich ein
Kernlokalisationsignal ebenso wie ein Phosphorylierungmotiv, dass durch die
Casein-Kinase PK2 in vitro auch phosphoryliert wird [97]. Die Bindung des N-Terminus an
DNA wurde 2002 von Surmacz et al. gezeigt [98]. In der Veroffentlichung von
Fujyama-Nakamura et al. wurde gezeigt, dass hPar14 an Prozessen beteiligt ist, die der
ribosomalen Biogenese zuzuordnen sind [99]. Des Weiteren ist eine, dem N-Terminus
vorausgestellte, kurze Sequenz als mitochondriales Erkennungssignal in hParl7
identifiziert worden, die den Unterschied zwischen den beiden humanen nicht
phosphospezifischen PPlasen ausmacht [100]. Bis heute ist kein spezifischer
Bindungspartner fiir diese Enzyme bekannt. Durch den Nachweis von Acetylierungen,
ebenfalls im N-Terminus [27], ist eine Interaktion mit Bromodomanen moglich, daher
konnte hPar14, wie viele Bromodomanen auch, an der Transkriptionsregulation beteiligt
sein. In Abb. 7 ist ein Uberblick der eukaryotischen Parvulinvertreter gezeigt, der den

Unterschied zwischen den beiden Parvulin-Gruppen deutlich macht.
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eukaryotische Parvuline
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Abb.7: Sequenzielle Gegeniiberstellung der opisthokonten Parvuline mit ihren phosphospezifischen WW-
Domaédnen und den charakteristischen PPlase-Domanen. hParl7 besitzt zusatzlich eine mitochondriale
Erkennungssequenz (M) und die nuklearen Lokalisationssequenzen (NLS) und posttranslationale
Modifikationsbereiche (PTM) in hPar14/17. Von oben nach unten: Ess1 aus Saccharomyces cerevisiae, Dodo
aus Drosophila melanogaster, humanes Pinl, humanes Parl7 und Parl4. Als Vergleich ist Parvulin aus E. coli
mit aufgefihrt.

1.6 Bromodomdnen

Bromodomanen erkennen Uber ihre helikalen Strukturen ausschlieflich acetylierte Lysine
als Substrat [101]. Dabei liegen sie hoch konserviert in vielen Organismen von der Hefe
bis zum Menschen vor. Das menschliche Genom codiert fiir 61 Bromodomanen (BRDs),
die sich in 8 humane Bromodomadnen-Familien unterteilen lassen und zumeist an
acetylierte Lysinen von Histonen binden. [102]. In Abb. 8 ist eine phylogenetische Analyse
der Bromodomanen dargestellt, wobei sich die acht Gruppen wie folgt unterteilen lassen:
Gruppe | bilden die HATs; Gruppe Il Proteine, aus der BET-Familie; in Gruppe Il sind
Proteine zusammengefasst, die ATP-abhangig arbeiten und in Komplexen der Chromatin
Rickfaltung vorhanden sind (BAZ1B); Gruppe IV klassifziert Chromatin- und
Zinkfinger-bindende Proteine; Gruppe V beinhaltet Proteine die als transkriptionelle
Coaktivatoren fungieren (TRIM/TIF1, TAFs); Gruppe VI vertritt die kleine Gruppe der
Methyltransferasen (MLL); in Gruppe VII befinden sich transkriptionelle Mediatoren wie
TAF1 und Gruppe VIl bildet die letzte hier klassifizierte Gruppe mit nuklearen
Gerlstproteinen (PB1) und Helikasen (SMARCA). Insgesamt wurden in dieser Arbeit 29
Kristallstrukturen veroffentlicht, die alle bisher bekannten Bomodomaéanen-

Klassifizierungen abdecken.
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Abb.8: Phylogenetischer Baum der Bromodomanenfamilien. Die farbigen Punkte zeigen, mit welcher
Methode die Struktur des jeweiligen Proteins aufgelést wurde. In rot sind NMR-Strukturen der
Bromodomaénen vorhanden, in blau sind die Kristall-Strukturen, die durch SGC (strutural genomics
consortium) aufgeklart wurden gekennzeichent und in griin sind die Strukturen markiert, die aus anderen
Veroffentlichungen stammen. Abb.verandert nach Filippakopoulos et al. [102].

Im Zusammenhang mit der Strukturaufklarung der Bromodomanen wurde eine weitere
Studie veroffentlicht, die eine grolle Anzahl von Histon-Peptiden und verwandten
Verbindungen als Substrat von Bromodomanen charakterisiert [103]. Hier konnte gezeigt
werden, dass einige Bromodomadnen oft eine hohere Affinitdt zu mehrfach acetylierten
Substraten aufweisen, auch Kombinationen aus acetylierten und phosphorylierten
Motiven wurden gefunden.

Besonders interessant ist die Gruppe der BET-Bromodomanen. Proteine die der
BET-Familie (bromodomain and extra terminal) zugehdrig sind, tragen zwei
Bromodomanen in ihrer Sequenz und sind haufig in Prozessen wie der
Chromatin-Rickfaltung oder der Transkriptionskontrolle involviert [104]. Kiirzlich konnte
gezeigt werden, dass BET-Proteine in Proteinkomplexen zusammen mit der
Casein-Kinase Il (CK2) und verschiedenen Vertretern der TAF-Gruppe an
Regulationsprozessen von Condensin, beteiligt sind [105]. Condensine sind
Proteinkomplexe, die fiir die Chromosomenkondensation wahrend der Mitose

verantwortlich sind [106].
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1.8 Zielsetzung

Viren sind nicht in der Lage, sich selbstindig zu vermehren, da sie weder eine
eigenstandige Replikation noch einen eigenen Metabolismus besitzen. Daher benétigt ein
Virus zur Reproduktion eine geeignete Wirtszelle. HIV bildet zu diesem Zweck einen
Komplex Uber gp120 mit CD4, um dann an den CCR5-Rezeptor zu binden und in die
Wirtszelle einzudringen (Abb. 4). Dabei bindet der V3-Loop des gpl120 mit seiner
Stammregion an den sulfatierten N-Terminus des CCR5-Rezeptors. Viele Medikamente
wirken so, dass sie versuchen den V3-Loop zu maskieren [107], sodass gp120 nicht mehr
an CCR5 binden kann. Da Viren allerdings einer schnellen Mutationsrate unterworfen
sind, kdnnen Medikamente gegen den V3-Loop schnell unwirksam werden. Daher ware es
Sinnvoll, den sulfatierten N-Terminus des CCR5-Rezeptors zu maskieren. Das heillt, man
sucht in vitro hochaffine Binder auf Peptidbasis, die an den CCR5-Rezeptor binden
konnen. Dafiir ist es nétig sulfatierte Peptide vorliegen zu haben. Die Synthese eines
solchen Peptids mit sulfatierten Aminosduren stellt heutzutage trotz moderner
Synthesetechniken immer noch eine Herausforderung dar [108]. Aufgabe dieser Arbeit
war daher die Etablierung einer stabilen Synthesestrategie von sulfatierten Peptiden aus
der N-terminalen Sequenz des CCR5-Rezeptors. Die Peptide sollten anschliefend als
Ligand einer Saulenmatrix fir die Affinitatschromatographie benutzt werden, um einen
moglichst affinen und spezifischen Binder aus einer Proteinbibliothek zu fischen. Um die
Bindungsstarke der gefundenen Proteine charakterisieren zu kénnen, sollten zusatzlich
Peptide mit einem fluoreszierenden Farbstoff synthetisiert werden, die eine
anschlieRende Analyse mittels Fluoreszenz-Anisotropie ermoglichen. Damit die Affinitat
der Binder zu sulfatierten Peptiden bewiesen werden kann, war es notig phosphorylierte
und unmodifizierte Peptide als Kontrollgruppe herzustellen.

Das zweite Projekt beschaftigt sich mit der Untersuchung der N-terminalen Funktion von
hPar14. Wahrend die PPlase-Domane als katalytische Einheit dieses Proteins bereits
charakterisiert wurde [96], ist das Wissen Uber die Funktion seines unstrukturierten
basischen N-Terminus noch liickenhaft. Es ist bekannt, dass hParl4 an Aminosdure Ser19
durch die Casein-Kinase Il phosphoryliert werden kann und dass eine Substitution dieser
Aminosaure durch Glutamat eine Anreicherung an der Zellkernmembran bewirkt [97]. Da
die Herstellung einer pSer19-Mutante mit konventionellen rekombinanten
Biosynthesemethoden nicht moglich ist, konnte das Verhalten einer solchen
Proteinvariante noch nicht untersucht werden.

Ziel war die semisynthetische Darstellung eines modifizierten hPar14 Proteins, welches
die Phosphorylierung an Position Ser19 tragt. Der C-terminale Sequenzabschnitt sollte
mittels rekombinanter Biosynthese hergestellt werden, wobei fir die anschlieRende

native chemische Ligation ein N-terminales Cystein Veraussetzung war. Der N-Terminus
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sollte chemisch durch Peptidfestphasensynthese (SPPS) hergestellt werden. Um den
Einfluss der Phosphorylierung untersuchen zu koénnen, sollten zwei N-terminale
Sequenzen synthetisiert werden, die sich in ihrer Aminosauresequenz durch pSer19 und
Alal9 unterscheiden. Eine anschlielende Betrachtung der beiden semisynthetischen
Proteine in humanen Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie sollte die Auswirkung der
Phosphorylierung auf die Lokalisation zeigen. Hierflir sollte N-terminal ein
Fluoreszenzfarbstoff gekuppelt werden.

Von Choundhary et al. 2009 wurde gezeigt, dass hPar14 neben Phosphorylierungen auch
Lysin-Acetylierungen besitzt [27]. Die Funktion der Acetylierungen ist jedoch weiterhin
unbekannt. 2012 erschien eine Vero6ffentlichung von Filippakopoulos et al. in der
acetylierte Substrate fir Bromodomaéanen vorgestellt wurden, unter anderem
Peptidsequenzen aus dem Histonprotein H4 [103]. Aufgrund der sequenziellen
Ahnlichkeit zwischen den N-Termini des H4 und hPar14 sollte Uberpriift werden, ob
Bromodomanen acetylierte Peptide des hParl14 binden. Im Einzelnen sollten nun neben
den beiden HAT-Bromodomanen GCN5 und PCAF zwei Vertreter der BET-Familie auf ihre
Bindungsaffinitdt zu hParl4 Uberprift werden. Zu diesem Zweck sollten unterschiedlich
acetylierte Peptide aus der N-terminalen Sequenz von hParl4 mit Fluoreszenzmarker
synthetisiert und anschliefend mittels Fluoreszenzanisotropie auf Bindung zu den vier

Bromodomanen untersucht werden.
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2 Materialien & Methoden

2.1 Chemikalien

Chemikalien, die hier nicht aufgefiihrt wurden, stammen von den Firmen Carl Roth

(Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Seelze) oder Merck (Darmstadt) in dem fiir die jeweilige

Anwendung angemessenem Reinheitsgrad.

Tab.1: Chemikalien und Losungsmittel

Chemikalie

Hersteller

HBTU
Diisopropylethylamin
N-Methyl-2-pyrrolidon
Piperidin
Trifluoressigsaure
Dimethylformamid
Diethylether

Acros, Geel (Belgien)
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Acros, Geel (Belgien)
Normapur, Darmstadt

Normapur, Darmstadt

Tab.2: Harze (Fmoc-Synthese)

Harz

Hersteller

Fmoc-Ala-Wang Resin (100-200 mesh)
Fmoc-Gly-Wang Resin (100-200 mesh)
Fmoc-Gly-4-Sulfamylbutyryl Rink Amide AM

Sieber Amide Resin

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Tab.3: Fluoreszenzfarbstoffe (Fmoc-Synthese)

Farbstoff Hersteller

ATTO 488 Carboxy ATTO-TEC, Siegen
Mant Acros, Geel (Belgien)
Rhodamin B Sigma-Aldrich, Seelze

Tab.4: Aminosdurebausteine (Fmoc-Synthese)

Baustein Hersteller

Fmoc-Ala-OH Merck, Darmstadt
Fmoc-Asp(OBzl)-OH Merck, Darmstadt
Fmoc-GIn-OH Merck, Darmstadt
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Fmoc-Glu(OBzl)-OH
Fmoc-Gly-OH
Fmoc-Gly-Ser(psiMe,Mepro)-OH
Fmoc-His(Trt)-OH
Fmoc-lle-OH
Fmoc-Leu-OH
Fmoc-Lys-OH
Fmoc-Lys(Ac)-OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Met-OH
Fmoc-Pro-OH
Fmoc-Ser(tBu)-OH
Fmoc-Ser(POsH,)-OH
Fmoc-Thr(tBu)-OH
Fmoc-Tyr-OH
Fmoc-Tyr(SO3*NnBu,4)-OH
Fmoc-Tyr(POsH,)-OH
Fmoc-Val-OH

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

2.2 Pufferlosungen und Medien

Tab.5: Pufferlésungen und Medien

Name

Zusammensetzung

2x Laemmli-Probenpuffer

Laemmli-Laufpuffer

4x Laemmli-Sammelgelpuffer

125 mM Tris/HCl pH 6,8,

50 % (w/v) Glycerin,

10 % (w/v) SDS,

10 mM B-Mercaptoethanol,
0,01 % (w/v) Bromphenolblau,
ddH,0

0,1 % (w/v) SDS,
0,303 % (w/v) Tris,
1,441 % (w/v) Glycin,
ddH,0

500 mM Tris/HCl pH 6,8,
0,4 % (w/v) SDS,
ddH,0
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4x Laemmli-Trenngelpuffer

Laemmli-Sammelgel (12,5 %)

Laemmli-Trenngel (12,5 %)

LB-Medium

LB-Plattenmedium

Niedrigsalzpuffer

SOC-Medium

3 M Tris/HCl pH 8,8,
0,4 % (w/v) SDS,
ddH,0

50% (v/v) 30 % AA/Bis,

26 % (v/v) ddH,0,

22 % (v/v) Sammelgelpuffer,

1% (v/v) 10 % SDS,

1 % (v/v) 10 % APS-Lésung in
H,0,

0,033 % (v/v) TEMED

17% (v/v) 30 % AA/Bis,

70% (v/v) ddH,0,

10 % (v/v) Trenngelpuffer,

1% (v/v) 10 % SDS,

1 % (v/v) 10 % APS-Lésung in
H,0,

0,1 % (v/v) TEMED

1 % (w/v) Typton,

0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
0,17 M NaCl,

ddH,0 (pH 7,0)

1,5 % (w/v) Agar-Agar, LB-

Medium

20 mM Tris-HCI
50mM NacCl
ddH,0 (pH 7,4)

0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
2 % Trypton,

10 mM NaCl,

2,5 mM KCl,

10 mM MgCl,,

10 mM MgSQ,,
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20 mM Glukose,

ddH,0

TAE-Puffer 1mM Na,EDTA,
0,1142 % (v/v) Eisessig,
ddH,0

TBST 500 3 % (w/v) BSA, 50 mM Tris,

0,1 % (v/v) Tween®,
20, 500 mM Nacl,
pH 7,5 (HCl),

ddH,0
Hepes-Aquilibrationspuffer 50 mM Hepes,
500 mM Nadcl,
5 mM Imidazol,
0,5mM DTT
Hepes-Waschpuffer 50 mM Hepes,
500 mM NacCl,
30 mM Imidazol,
0,5mM DTT
Hepes-Elutionspuffer 50 mM Hepes,
500 mM NacCl,
250 mM Imidazol,
0,5 mM DTT
2.3 Stamm- und Zelllinien
Tab.6: Stamm- und Zelllinien
Stamm-/Zelllinie Genotyp Hersteller
E. coli shoxx cells/ F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Bioline, Luckenwalde
Lagerungsstamm fir d80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl
Plasmide ara A139 A(ara, leu)7697 galU galK
rpsL(StrR) nupG A
E. coli BL21(DE3)T1r / F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm Sigma-Aldrich, Seelze

Expressionsstamm A(DE3) tonA
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U-2 OS human

Osteosarkoma-Zellen

Erhalten von AG
Nalbant, Universitat

Duisburg-Essen

2.4 Enzyme
Tab.7: Verwendete Enzyme

Enzym

Verwendung

Hersteller

Fast Digest Apal

Fast Digest BamHI
Fast Digest Bsal
T4-DNA-Ligase
Lysozym (Huhn)
Pfu-DNA-Polymerase

DreamTaqg DNA-Polymerase

PreScission-Protease
SUMO-Protease

Restriktionsendonuklease
Restriktionsendonuklease
Restriktionsendonuklease
Ligation

Zellwandlyse von Bakterien
PCR

PCR

Sequenzspezifisches Schneiden

Sequenzspezifisches Schneiden

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Metabion, Martinsried
Sigma-Aldrich, Seelze
Metabion, Martinsried
Metabion, Martinsried
Institutsint. Herstellung

Institutsint. Herstellung

2.5

Baukastensysteme und Verbrauchsmaterialien

Tab. 8: Verwendete Baukastensysteme

Kit

Verwendung

Hersteller

Nucleo Spin® Plasmid
Nucleo Bond® Xtra Midi
Nucleo Spin® Gel and PCR
clean up

Quik-Change®

Plasmidpradparation (Mini)
Plasmidpradparation (Midi)
DNA-Reinigung

Einfihren von Punktmutationen

Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diren

Macherey-Nagel, Diiren

Agilent technologies,

Waldbronn
Tab.9: Verbrauchsmaterialien
Material Ausfiihrung Hersteller
dNTPs (2,5 mM) Metabion, Martinsried
Filter Rotilabo®-Spritzenfilter, Carl Roth, Karlsruhe

PVDF,
0,22 uM PorengrolRe

Rotilabo®-Spritzenfilter,

Carl Roth, Karlsruhe
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Maldi-Target-Platte

PVDF,
0,45 uM PorengrolRe
MTP 384 ground steel

Bruker Daltonics, Bremen

Kivetten 108F-QS, 10x4 mm Hellma Analytics,
(Fluoreszenz) Millheim
FPLC-Saulen GSTrap FF 16/10, 20 ml GE-Healthcare, Solingen
HiTrap Q HP, 5 ml GE-Healthcare, Solingen
2.6 Gerate

Tab.10: Gerateliste

Gerat

Modell

Hersteller

Autoklav

Batch-Reaktor
CD-Spektrometer

Elektroporator

Fluoreszenzspektrometer

FPLC-Anlage

Gelkammer (DNA)
Gelkammer (PAGE)
HPLC-Anlage

Konfokalmikroskop

LC-MS-
Massenspektrometer

Magnetrihrgerat

MALDI-
Massenspektrometer
Peptidsynthesizer
pH-Meter

H+P Varioklav 25T

200 mL Volumen
J-710

MicroPulser™
Cary Eclipse mit temp.
Multicell Holder

DuoFlow mit QuadTec
UV-Vis Detektor und
BioFrac Fraktionssammler
Mini Subcell GT

XCell Mini Protean 3
Shimadzu HPLC-System
(Prominence UFLC)

TCS SPs

Thermo Scientific LCQ
Fleet™

MR 3000

autoflex speed

Syrol

SevenEasy

H+P Labortechnik AG,
OberschleiRheim
Universitat DUE, Essen
Jasco Analytical
Instruments, USA
BioRad, Berkeley, USA
Agilent Technologies,
Waldbronn

Biorad, Berkeley, USA

BioRad, Berkeley, USA
BioRad, Berkeley, USA
Shimadzu, Duisburg

Leica Microsystems CMS
GmbH, Mannheim
Thermo Scientific,

Langenselbold
Heidolph Instruments,
Schwabach

Bruker Daltonik, Bremen

Multisyntech, Witten
Mettler-Toledo, Giellen
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PCR-Gerat
Reinstwasseranlage
Sterilbank

Tischphotometer
Tischschittler
UV-Vis-Spektrometer

Vakuumpumpe
Zellaufschlussanlagen

Zentrifugen

Elektrode: InLab® Routine
pro pH
Thermocycler T3000

MilliQ Biocel
HERA safe

NanoDrop ND 1000
Thermomixer comfort
Cary 100

KNF-LAB
SONOPULS

Avanti JE mit JLA 9.1000
Rotor

Optima LE-80K
Ultrazentrifuge
mit Ti45 Rotor
Tisch-Kihlzentrifuge 5415R

Tisch-Kiihlzentrifuge 5810R

Tischzentrifuge MiniSpin
Plus

Biometra, Gottingen
Millipore, Schwalbach
Thermo Scientific,
Langenselbold
Peqlab, Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Agilent Technologies,
Waldbronn

KNF, Freiburg
Bandelin, Hamburg

Beckman coulter, Krefeld

Beckman coulter, Krefeld

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

2.7 Software

Tab.11: Software

Programm

Verwendung

Referenz

Flex Control

GraphPad Prism 5.04

Image J 1.46r

OligoCalc

PyMOL 1.2r1

Protparam

Auswertung von MALDI-Spektren

Lineare und nichtlineare
Regressionen,
Darstellung von Graphen

Visualisierung und Bearbeitung von

Mikroskopie-Bildern

Berechnung der Eigenschaften von

Primern

Visualisierung von Proteinstrukturen

Berechnung von Proteinparametern,

Bruker Daltonics,
Bremen
[109]

[110]

[111]

[112]
[113]

basierend auf deren Primarstruktur
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Solution Calculator Berechnung von Konzentrationen [114]

2.8 Gel-Marker
Die verwendeten DNA-Marker fir Agarosegele sind von der Firma Metabion (Abb. 9),

namentlich sind das der Marker mi-100 bp+ DNA Marker Go und mi-1 kb (-) DNA Marker
Go. Fur SDS-Gele wurden der PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo

Scientific) und Mark 12™ Unstained Standard (life technologies) verwendet.

’/ DNA-Marker —‘ ’/Protein-Marker—‘

bp kDa kDa
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B — [ 116.3
4000 130 L 674
3000 - 100 il gg-i
250 - 70 -
2000
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1000 -~ 35 —r215
- - o5 - 14 .4
700
500 —
e |- 15
e %g
300 :
. - 10

Abb.9: Marker, von links nach rechts: mi-100 bp+ DNA Marker Go, mi-1 kb (-) DNA Marker Go, PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder und Mark 12™ Unstained Standard.
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2.9 Verwendete Plasmide
In dieser Arbeit wurde neben dem Vektor pET SUMO adapt (Invitrogen, Abb. 10) der

PEYFP N1 und pNIC28-Bsa4 verwendet.

7 g eco ves [hro s, suwo T e}

Abb.10: Vektorkarte des pET SUMO adapt (Invitrogen) welcher eine Erkennungssequenz fiir die
SUMO-Protease mit vorangestelltem His-tag und eine eingebaute Kanamycin-Resistenz besitzt. Die
Nukleotidsequenzen der Parvulin-Proteine, die im Rahmen dieser Arbeit exprimiert wurden, sind Gber die
Schnittstellen BamHI und Bsal in den pET SUMO-Vektor kloniert worden.

2.10 Klonierung
Die Parvulin-Nukleotidsequenzen, die im Rahmen dieser Arbeit zur Expression von

Proteinen genutzt wurden, sind (iber die Schnittstellen BamHI und Bsal in den pET SUMO
adapt-Vektor kloniert worden. Der Vektor ist mit einem Resistenzgen gegen das
Antibiotikum Kanamycin versehen. Die Bakterienzellen, welche dieses Plasmid besitzen,
wurden so mittels Kanamycin selektiert. Durch ein vorhandenes lac-Operons wird lber
die Zugabe von Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) die Induktion der
entsprechenden Translation eines Fusionsproteins ermoglicht. Dieses besteht aus den
Uber die Schnittstellen BamHI und Bsal eingefiihrten Nukleotidsequenzen des
SUMO-Proteins(Small Ubiquitin-related MOdifier) und des C-terminalen hParl14-Proteins
N-terminal befindet sich dabei ein His6-tag, der als Erkennungssequenz fiir die spatere
Reinigung Uber Nickel NTA-Saulen bendtigt wird. Die hierfiir verwendeten Schnittstellen
sind BamHI und Bsal.

Die Primer fir das Konstrukt des Cys-hPar14-Fusionsprotein lauten:

Forward: 5- AAC AGG TCT CAT GGT TGT GAA AAA CAT GGC AAA ATC -3/

Reverse komplementar: 5- GGT TGG GGA TCC CTTACT TTCTTC CTT CGA CCATAAT -3/

Alle Nukleotidsequenzen der Bromodomanen stammen aus der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Stefan Knapp (Oxford University) und wurden dort in einen pNIC28-Bsa4-Vektor
kloniert. Dieser Vektor ist ebenfalls bevorzugt geeignet fiir E. coli BL21-Wirtszellen und

mit dem institutseigenen Expressionsverfahren kompatibel.
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121 ATAGGCGCCA GCAACCGCAC CTGTGGCGCC GGTGATGCCG GCCACGATGC GTCCGGCGTA

T7 promoter

lac operator

T 1T 1
201 CGCGAAATTA ATACGACTCA CTATAGGGGA ATTGTGAGCG GATAACAATT CCCCTCTAGA

RBS

1
281 AGAAGGAGAT ATACAT ATG GGC
Met Gly

HisG epitope

Polyhistidine region

I 1
AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC GGC AGC
Ser Ser His His His His His His Gly Ser

SUMO fusion protein

GGC
Gly

GAGGATCGAG ATCTCGATCC

AATAATTTTG TTTAACTTTA

CTG GTG CCG CGC GGC AGC
Leu Val Pro Arg Gly Ser

T
354 GCT AGC ATG TCG GAC TCA GAA
Ala Ser Met Ser Asp Ser Glu

GTC AAT CAA GAA GCT
Val Asn Gln Glu Ala

ARG
Lys

CCA GAG GTC AAG
Pro Glu Val Lys

CCA
Pro

GAA GTC AAG CCT GAG ACT
Glu Val Lys Pro Glu Thr

426 CAC ATC AAT TTA AAG GTG TCC
His Ile Asn Leu Lys Val Ser

GAT GGA TCT TCA GAG
Asp Gly Ser Ser Glu

ATC
Ile

TTC TTC AAG ATC
Phe Phe Lys Ile

AARA
Lys

AAG ACC ACT CCT TTA AGA
Lys Thr Thr Pro Leu Arg
SUMO forward priming site

498 AGG CTG ATG GAA GCG TTC GCT
Arg Leu Met Glu Ala Phe Ala

AAA AGA CAG GGT AAG
Lys Arg Gln Gly Lys

GAA
Glu

ATG GAC TCC TTA
Met Asp Ser Leu

[
laca
Arg

TTC TTG TAC GAC GGT ATT
Phe Leu Tyr Asp Gly Ile

I
570 AGA ATT CAA GCT GAT CAG ACC
Arg Ile Gln Ala Asp Gln Thr

Gln Ile Gly GlyA

SUMO cleavage site

CCT GAA GAT TTG GAC
Pro Glu Asp Leu Asp

ATG
Met

GAG GAT AAC GAT
Glu Asp Asn Asp

ATT
Ile

ATT GAG GCT CAC AGA GAA
Ile Glu Ala His Arg Glu

642 CAG ATT GGT GGT PCR product FA\GACAAG CTTAGGTATT TATTCGGCGC AAAGTGCGTC GGGTGATGCT
GTC TAA CCA CCH

TCTGTTC GAATCCATAA

701 GCCAACTTAG TCGAGCACCA CCACCACCAC CACTGAGATC CGGCTGCTAA CAAAGCCCGA AAGGAAGCTG AGTTGGCTGC

T7 reverse priming site

T 1
781 TGCCACCGCT GAGCAATAAC TAGCATAACC

Abb. 2.4: Der Polylinker des Champion™ pET SUMO-Expressionsystems der Firma Invitrogen. Das PCR-

Produkt beginnt direkt hinter der Sequenz fiir die spatere Schnittstelle der SUMO-Protease. Im Folgenden

stehen die Ansdtze und Programme, die fiir die Klonierung der Konstrukte verwendet worden sind.

Tab.12: Verwendeter PCR-Ansatz zur Amplifizierung eines Inserts

Komponente Volumen [pl] Endkonzentration
Ausgangs DNA 1 2 ng/ul
Forward-Primer 5 1uM
Reverse-Primer 5 1uM
dNTPs (10 mM) 2,5 0.5 mM
Buffer green (10x) 5 1x

DMSO 0,5 1%
DreamTaq DNA-Polymerase 1 5U
Nuklease-freies Wasser 30

Gesamt 50

34



2 Materialien & Methoden

Tab.13: PCR-Cycler-Programm zur Amplifizierung eines Inserts

Zyklen Prozess Dauer [sec] Temperatur [°C]
Initiale Denaturierung 120 95

3 Denaturierung 30 95
Annealing 30 Tmn-9°C
Elongation 30/500 bp 72

30 Denaturierung 30 95
Annealing 30 Tm-6°C
Elongation 30/500 bp 72
Terminale Elongation 600 72

Nach der PCR wurde das Produkt auf ein Agarosegel (1 %) aufgetragen und bei 80 Volt

laufen gelassen (Mini Subcell GT und PowerPac basic, BioRad) bis die Lauffront den Rand

des Agarosegels erreicht hat. Die DNA wurde mit Midori Green® angefarbt. Anschliefend

wurde die Bande aus dem Gel isoliert und gereinigt (Nucleo Spin Extract Il Kit, Macherey

& Nagel).

2.10.1 Restriktion

Nach der Reinigung des Inserts wurden zum einen der Zielvektor, zum anderen das

PCR-Produkt in ein Reaktionsgefall gegeben. Durch Zugabe der Restriktionsenzyme (Fast

Digest, Fermentas) wurde der Verdau bei 37 °Cinitiiert.

Tab.14: Reaktionsansatz zum Verdau des PCR-Produktes (Insert) und des Vektors

Komponente Volumen [ul] Endkonzentration
DNA X 0,04 ug/ul
Restriktionsenzym A 1 1FDU
Restriktionsenzym B 1 1FDU
Buffer green (10x) 5 1x
Nuklease-freies Wasser ad 50

Gesamt 50

Tab.15: Verwendete Restriktionsenzyme, ihre Erkennungssequenzen und ihr Restriktionsschnitt

Restriktionsenzym Erkennungssequenz Restriktionsschnitt

BamHlI 5'-GGATCC-3' 5'-G GATCC-3'
3'-CCTAGG-5' 3'-CCTAG G-5'

Bsal 5'-GGTCTC-3' 5'-GGTCTCN NNNN-3'
3'-CCAGAG-5' 3'-CCAGAGNNNNN -5'
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2.10.2 Ligation
Das Verhaltnis von Insert zu Vektor betrug 3:1 und wurde fiir 1 Stunde bei 16 °C im

Thermomixer comfort (Eppendorf) inkubiert. Im Anschluss an die Ligation wurde 1 ul des
Plasmids in elektrisch kompetente Shox-Zellen transformiert. Die Zellen wurden auf
Agarplatten ausplattiert, die bereits eine Impfung mit Kanamycin besallen und bei 37 °C
Uber Nacht inkubiert.

Tab.16: Ligationsansatz

Komponente Volumen [pl] Endkonzentration
Vektor X 2,5 ng/ul
Insert X 7,5 ng/ul
T4-Ligase 0,5 125U
Puffer (10x) 2 1x
Nukease-freies Wasser ad 20

Gesamt 20

2.11 Einfiihren einer Punktmutation

Es wurde eine Punktmutation in der Nukleotidsequenz von EYFP-hParl4 (BC638)
vorgenommen. Das Konstrukt BC638 befindet sich in einem pEYFP N1 Vektor. Hier wurde
S19 gegen A19 ausgetauscht. Die Punktmutation wurde mittels eines Quick-Change® Kits
(Agilent technologies, Waldbronn) eingefiihrt. Folgende Primer wurden hierfir

verwendet:

S19A-Mutante:
Forward: 5'- G GGA GCA GCC gcc GGG AGT GACA -3
Reverse: 5'- CCT TTCCCCGCT TTT CCA G -3'

2.12 Transformation kompetenter Zellen

In dieser Arbeit wurden zwei kompetente Zelltypen verwendet, elektrisch kompetente
Shox-Zellen und chemisch kompetente BL21-Zellen. Fiir die Transformation der elektrisch
kompetenten Shox-Zellen wurden 50 pl-Aliquots fiir 10 min auf Eis aufgetaut. Danach
wurde 1 pl des Ligationsansatzes (2-4 ng) oder entsprechend reine DNA (40-50 ng) fir
1min zu den Zellen gegeben und auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde die
Zellsuspension in eine vorgekihlte, sterile Elektroporationskivette (0,2 cm
Elektrodenabstand, BioRad) gegeben und mittels Programm EC2 in einem
Elektroporationsgerat (MicroPulser™, BioRad) gepulst. Die Zellsuspension wurde nach der

Elektropuration in 200 ul SOC-Medium aufgenommen und fiir 1 h bei 37 °C und 400 rpm
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inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf). 100 pl der transformierten Zellen wurden
anschlieRend auf LB-Agarplatten mit Kanamycin gegeben und bei 37 °C lber Nacht
inkubiert.

Die Transformation der chemisch kompetenten BL21-Zellen erfolgte unter Hitze-Schock
bei offener Flamme eines Bunsenbrenners. Hierfir wurden 50 pl-Aliquots der Zellen flr
10 min auf Eis gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen mit 50 ng DNA fiir 20 min auf Eis
inkubiert. Es erfolgte flr 45 sec ein Hitzeschock bei 42 °C im Heizblock (Thermomixer
comfort, Eppendorf). Daraufhin wurden die Zellen fiir weitere 2 min auf Eis zusammen
mit der DNA inkubiert und anschlieRend in 200 pl LB-Medium aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde fir 1 h bei 37 °C und 400 rpm inkubiert (Thermomixer comfort,
Eppendorf), danach auf eine LB-Agarplatte mit dem Antibiotikum Kanamycin

ausgestrichen und bei 37 °C Giber Nacht inkubiert.

2.13 Proteinexpression

Die auf den beiden Vektoren pET-SUMO und pNIC28-Bsa4 basierenden Plasmide, welche
die DNA-Sequenzen des Cys34-C-Terminus-Parvulinl4 und der Bromodomanen
enthielten, wurden mittels chemischer Transformation in den E. coli-Expressionsstamm
BL21(DE3)T1r transformiert. Hierfir wurden chemisch kompetente Zellen dieses
Stammes mit 1 pl DNA fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir ca. 1 min
einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Nach weiteren zwei Minuten Inkubation auf Eis,
wurden die Zellen mit 200 pl LB-Medium versetzt und fir eine Stunde bei 37 °C und
500 rom inkubiert. Dieser Ansatz wurde zum einen direkt zur Herstellung einer
Ubernachtkultur (in LB-Medium) verwendet, zum anderen wurden 50 pl des Ansatzes auf
LB-Platten (mit Kanamycin) ausplattiert und ebenfalls bei 37 °C iber Nacht inkubiert. Alle
Ubernachtkulturen fiir die Expression der Proteine wurden in LB-Medium mit 50 ug/ml
Kanamycin hergestellt. Hierfir wurden in der Regel 4 | dieses Mediums mit 10 ml
Ubernachtkultur pro Liter Medium angeimpft und bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Nach
Erreichen einer optischen Dichte (ODgg) von 0,8 wurde die Expression der Proteine
mittels 0,2 mM IPTG induziert. Zur Expression wurden alle Konstrukte bei 18 °C und
180 rpm (iber Nacht geschittelt. AnschlieBend wurden die Bakterienzellen
abzentrifugiert, mit sterilem Niedrigsalzpuffer gewaschen und erneut abzentrifugiert. Die
Bakterienpellets wurden dann mit Niedrigsalzpuffer resuspendiert und mit dem
Serinprotease-Inhibitor Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) versetzt. Danach wurden die

Pellets bis zur Reinigung schockgefroren und bei -25 °C gelagert.
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2.14 Reinigung der hPar14-Cys34-Mutante

Das Pellet des exprimierten His-SUMO-Fusionsproteins wurde in einem Wasserbad
aufgetaut. Daraufhin wurde eine Spatelspitze Lysozym aus dem Huhnereiweil3 in dem
Niedrigsalzpuffer geldst und zu dem Pellet gegeben. Diese Suspension wurde flr eine
Stunde bei 4 °C mit einem Magnetrihrer durchmischt. AnschlieBend wurden die
Bakterienzellen mit Hilfe eines Ultraschallpuls-Gerats (5 Pulse fur 20-30 s bei 60 %
Intensitat) aufgeschlossen. Feste Zellbestandteile wurden daraufhin durch 70-90 min
Ultrazentrifugation bei 4 °C und 35000 rpm pelletiert. Die eigentliche Reinigung erfolgte
an einer Biorad DuoFlow-FPLC-Anlage (BioRad, Berkeley, USA). Das geltste His-SUMO-
Fusionsprotein wurde an einer Nickel-NTA (Abb. 11) Sdule gebunden. Die Saule wurde mit
dem HEPES-Waschpuffer (siehe Tab.6) gewaschen. Unspezifisch an die Sdule gebundene
Proteine wurden ebenfalls durch das Waschen mit mehreren Saulenvolumina des HEPES-
Waschpuffers entfernt.

Es wurden im Laufe der Reinigung Flussraten zwischen 0,5 und 1,5 ml/min eingestellt. Das
eluierte Protein wurde anschlieBend mit einem Centricon (3000 MWCO) konzentriert und
durch die Verwendung von Imidazol-freiem HEPES-Puffer von Imidazol befreit. 1 pl
SUMO-Protease wurde pro 6 mg HIS-SUMO-Fusionsprotein hinzugefiigt und tber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Das abgeschnittene His-SUMO-Fragment wurde daraufhin durch
erneutes Reinigen mittels einer Nickel-NTA Saule entfernt. Das Protokoll der

His-Reinigung befindet sich im Anhang.

ijy HIS  SUMO Cys-Par14-C-Terminus

Nickel-NTA Saule

SUMO-Protease

N v
JW m Cys-Par14-C-Terminus

Nickel-NTA Saule

Abb.11: Schematische Darstellung der Reinigung des His-SUMO-Parl14-Fusionsproteins. Zuerst wird das
gesamte His-Fusionskonstrukt liber eine Nickel-NTA-S3ule gereinigt, anschlieBend mithilfe der SUMO-
Protease gezielt geschnitten und am Ende erneut tGber Ni**-NTA das His-SUMO-Fragment entfernt.
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2.15 Reinigung der Bromodomanen

Bei den Bromodomadnen-Proteinen handelt es sich um Konstrukte der Bromodomanen
GCNS5, PCAF sowie BRDT1 und BRD4(2), die jeweils N-terminal mit einem His-tag versehen
sind. Die DNA-Konstrukte stammen aus der Arbeitsgruppe von Stefan Knapp (Oxford
University, GB) und konnten alle nach dem gleichen Prinzip gereinigt werden. Zunachst
wurde das Pellet der exprimierten His-Bromodomdnen aufgetaut. Eine Spatelspitze
Lysozym wurde in Niedrigsalzpuffer gelost und zu dem Pellet gegeben. Die Suspension
wurde bei 4°C flir eine Stunde geriihrt. Die Bakterienzellen wurden mittels
Ultraschallpuls-Gerat (5 Pulse fiir 20-30 s bei 60 % Intensitat) aufgeschlossen. Nach 70-90
min Ultrazentrifugation bei 4 °C und 35000 rpm bildeten die festen Zellbestandteile ein
Pellet, der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert. Die anschlieBende Proteinreinigung
erfolgte an einer Biorad DuoFlow-FPLC-Anlage (BioRad, Berkeley, USA). Das in LOosung
befindliche His-Protein wurde an einer Nickel-NTA (Abb. 11) Sdule gebunden. Die restliche
auf der Saule verbleibende Suspension wurde mit HEPES-Waschpuffer (siehe Tab.2.6) von
der Saule gespiilt. Auch unspezifisch gebundene Proteine wurden durch das Waschen mit
mehreren Saulenvolumina des HEPES-Waschpuffers entfernt.

Im Laufe der Reinigung wurden Flussraten zwischen 0,5 und 1,5 ml/min eingestellt. Das
eluierte Protein wurde anschlieBend in einem Centricon (3000 MWCO) konzentriert und
durch die Verwendung von Imidazol-freiem HEPES-Puffer von Imidazol befreit. Das

Protokoll der His-Reinigung befindet sich im Anhang

2.16 Quantifizierung von Proteinkonzentrationen

Séamtliche Proteinkonzentrationen wurden photometrisch mittels der spezifischen

Extinktionskoeffizienten £ der Proteine Giber das Lambert-Beer‘sche Gesetz

Ey=lg(L)=g-cd (Gl. 2.1)

1

quantifiziert. Die Koeffizienten bei 280 nm wurden mit Hilfe des Programmes Protparam
berechnet. Keines der verwendeten Proteine zeigte nach Aufnahme eines UV-Vis-
Spektrums Absorptionswerte von 320 nm. Daher konnte auf eine Streulicht-Korrektur
verzichtet werden. Konzentrationen von Protein-Stocklésungen wurden an einem
NanoDrop ND 1000 gemessen, wobei mindestens drei Absorptionsmessungen gemittelt

wurden.
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2.17 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Analyse von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts wurde die diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (disk. SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970)
verwendet. Zur Auftrennung der Proteine wurden 15 %ige SDS-Gele verwendet (Tab. 18).
Nachdem das Trenngel gegossen wurde, wurde Isopropanol zur Bildung einer geraden
horizontalen Linie auf das Gel gegeben. Nach der Aushartung des Trenngels wurde das
Isopropanol entfernt und das Sammelgel gegossen. Fir den Probenauftrag wurden
Kamme in das Sammelgel eingefiihrt, die eine Anzahl von 10 bzw. 15 Taschen nach
Aushartung hinterlieBen. Die Lagerung der Gele erfolgte bei 4 °C. Durch Einschlagen in
feuchtes Zellstoffpapier konnte das Austrocknen verhindert werden. Die Proteinproben
wurden vor dem Auftragen mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt. Zur Denaturierung der
Proteine wurden die Ansatze fir 5 Minuten bei 95 °C inkubiert (Thermomixer comfort,
Eppendorf). Um eine spatere GrofRenbestimmung der aufgetrennten Proteine vornehmen
zu koénnen, wurde zusatzlich ein Protein-Marker (Abb. 9) mit aufgetragen. Die
Auftrennung der Proteine in vertikalen Kammern (BioRad) erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 120 Volt so lange, bis die Lauffront das Ende des Gels erreichte.

Die Gele wurden nach Entfernen der Glasplatten in Coomassie-Farbeldsung gefarbt. Um
den Entwicklungsprozess zu beschleunigen, wurden die Gele 1 min in der Mikrowelle
erhitzt und anschlieBend fiir 15 min geschittelt. Zum Entfarben wurde der Entfarber auf
das Gel gegeben und auf dem Schittler fiir 15 min inkubiert. Dieser Vorgang wurde so

lange wiederholt, bis das Gel ausreichend entfarbt war.

Tab.17: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fiir SDS-PAGE

Komponente Trenngel (4x) Sammelgel (4x)
AA/Bis 10 ml 850 pl
Agua bidest. 5,2 ml 3,5ml
Trenngelpuffer 4,4 ml -
Sammelgelpuffer --- 400 pl

SDS (10 %) 200 pl 40 pl

APS (10 %) 200 pl 40 pl
TEMED 8 ul 4l
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2.18 CD-Spektroskopie

Die CD-spektroskopischen Messungen wurden mit einem JASCO J-710 CD-Spektrometer
(Jasco Analytical Instruments, USA) durchgefiihrt. 1 ml der Proben (0,15 mg/ml) wurden
in 50 MM Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,4 in eine Absorptionskiivette mit einer
Schichtdicke von 1 mm (Hellma Analytics, Millheim) gefiillt. Folgende Parameter wurden
fir die Aufnahme der Spektren im Berreich von 200-260 nm (Fern-UV-Spektrum)
verwendet:

data pitch: 0,2 nm, scanning mode: continuous, Scan-Geschwindigkeit: 100 nm/min,
response time: 0,5 s, bandwidth: 2 nm, Temperatur: 20 °C. Je Probe wurden 20 scans
gemittelt. Das Spektrum des Puffers wurde von den jeweiligen Protein-Spektren
abgezogen, indem die beiden Spektren so auf der y-Achse verschoben wurden, bis die
Datenpunkte von 250-260 nm Null ergaben. Anschlieffend wurde die mdeg-Einheit des
Differenzspektrums mit Hilfe des mittleren Molekulargewichtes pro Aminosdure (mean
residue weight = MRW) und der gemessenen Proteinkonzentration (mg/ml) in den Wert
des mittleren CD-Extinktionskoeffizienten pro Aminosaure (A € MRW) transformiert. Die
Sekundarstrukturanteile der Proteine wurden auf Basis eines so prozessierten Spektrums
mit den Programmen CDSSTR [115], Selcon3 [116] und ContinLL [117] ermittelt.

2.19 Fluoreszenzanisotropie

In dieser Arbeit wurden die Fluoreszenzanisotropie-Messungen mit einem Cary Eclipse
Fluoreszenzspektrometer durchgefiihrt. Es wurden unterschiedliche Peptide mit
N-terminal Uber eine pseudo-Peptidbindung gekuppeltem Fluoreszenzfarbstoff
verwendet. Fir herkdmmliche Fluoreszenzmessungen wurde der Farbstoff Mant
verwendet, wahrend flr anisotropische Messungen Rhodamin B benutzt wurde. Die
Proteine wurden in einer Verdiinnungsreihe (siehe Anhang) gemessen, hier wurde sich an
der maximalen Proteinkonzentration des jeweiligen Proteins orientiert. Alle Messungen
wurden in HEPES-Puffer (Tab.5: Aquilibrationspuffer ohne Imidazol) bei 20 °C
durchgefiihrt. Rhodamin B wurde bei 540 nm angeregt und die Emission bei 557 nm
detektiert. Mant wurde bei 335 nm angeregt und die Emission bei 440 nm detektiert. Zum
Ausgleich der unterschiedlichen Durchldssigkeit der horizontalen und vertikalen
Polarisatoren fur Licht dieser Wellenlangen wurde ein G-Faktor von 1,685 verwendet. Die
Anregungs- und Emissionsspaltbreiten betrugen bei den Messungen 10 bzw. 20 nm und
die Detektorspannung 600 V. Der Anregungsfilter wurde automatisch eingestellt und der
Emissionsfilter auf ,open” gestellt. Die Messungen wurden in dem Kinetik-Modus des
Gerates mit einer Mittelungszeit von 10 s und einer Gesamtmesszeit von mindestens

8 min pro Messung durchgefihrt.
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2.20 Zellkultur und Fluoreszenzmikroskopie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die die Mikroskopie betreffenden Experimente
ausgegliedert. Die entsprechenden Zellkulturexperimente und Mikroskopie-bedingten
Fluoreszenzprobenvorbereitungen wurden von Manuela Kowalczyk (Mikrobiologie, Uni
DUE) durchgefiihrt. Die Mikroinjektionsversuche wurden von Perihan Nalbant
(Mikrobiologie, Uni DUE) durchgefiihrt. Der Vollstandigkeit halber werden die

angewandten Methoden hier erwahnt.

2.20.1 Kultivierung von Zellen auf Kollagen I-beschichtete Deckglaschen

Verwendet wurden Zellen des Typs U20S (human, Osteosarcoma). Diese wurden auf
Kollagen I-beschichtete runde Deckgldaschen (Durchmesser 1,3 cm; 24-Loch Platten)
ausplattiert. Die verwendeten Deckgldaschen wurden in 70 % Ethanol aufbewahrt. Um den
Ethanol aus den Deckgldaschen zu entfernen, wurde dreimal mit PBS-Puffer gewaschen.
Um die Adharenz der Zellen zu verbessern, wurden die Deckglaschen fiir 2 h bei 37 °C mit
10 pg/ml Kollagen | (Sigma-Aldrich, C8919) beschichtet. Danach wurde die Ldsung
entfernt und einmalig mit PBS gewaschen, bevor die Zellen ausplattiert wurden. Fir die

Experimente wurde eine Zelldichte von 3x104 Zellen/Deckgldschen angegeben.

2.20.2 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA

24 h nach dem Ausplattieren der Zellen auf Kollagen I-beschichtete Deckglaschen erfolgte
die transiente Transfektion von Plasmid-DNA. Pro Deckgldaschen wurden ca. 50 ng DNA
transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine™ 2000 (Life Technologies
(Invitrogen)) verwendet. Hier wurden 0,25 pl Transfektionsreagenz pro Deckgldschen

ausgebracht.

2.20.3 Direkte Mikroinjektion der ATTO488-Proteine ins Cytoplasma

Die zu injizierenden Proteine hatten eine Konzentration von 100 uM in Kaliumphosphat-
Puffer (KPi-Puffer). Vor der Mikroinjektion wurde die Proteinlosung 30 min bei
14.000 rpm zentrifugiert. Der Zeitraum der Injektion umfasste 15 min. AnschlieRend
wurden die Zellen fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Darauf folgten die Fixierung der Zellen

mit Formaldehyd und die Farbung der Kerne mit DAPI.

2.20.4 Epifluoreszenzmikroskopie

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Epifluoreszenz-mikroskopischen Analysen von
transient transfizierten Proteinen wurden an einem inversen Mikroskop der Firma Nikon
(Eclipse Ti, Nikon Inverted Microscope, Nikon; Kamera: Cool Snap HQ2 Roper Scientific)

durchgefiihrt, das mit einem elektrischen Probentisch sowie einer beheizbaren

42



2 Materialien & Methoden

Inkubationskammer flir Lebendzellbeobachtungen ausgestattet war. Verwendet wurden
dabei ein 4x Luft-Objektiv (NA: 0,13), ein 20x Luft-Objektiv (NA: 0,45) und ein 60x Ol-
Objektiv (NA: 1,4). Die fir die Epifluoreszenz verwendeten Filterkombinationen sind im

entsprechenden Ergebnisteil zu finden.

2.20.5 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM, confocal laser scanning microscopy)
ermoglicht es, emittiertes Licht einer Probe selektiv aus der Fokusebene zu sammeln. Das
Streulicht, auflerhalb dieser Fokusebene, wird unterdriickt. Die Ergebnisse der CLSM sind
wesentlich kontrastreicher gegenliber der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie.
Fluoreszenzmarkierte Proben werden durch einen Laserstrahl definierter Wellenlange
angeregt. So wird die Probe Punkt fir Punkt abgerastert. Das emittierte Licht der Probe
wird auf eine im Durchmesser veranderbare Lochblende (pinhole) fokussiert und von
einem dahinter liegenden Detektor erfasst. Da der Fokuspunkt und die Lochblende in
konjugierten Ebenen liegen, das heilt, konfokal sind, kann nur Licht aus dem Fokuspunkt
durch die Lochblende dringen. Fir die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie wurde das
Leica TCS SP5 System der Firma Leica verwendet. In Tab.2.19 stehen die Laser und

Anregungswellenlangen des Systems.

Tab. 18: Laser und Anregungswellenldngen des Leica TCS SP5 Systems

Laser Wellenlange [nm]
Diode 405

Argon 458/476/488/496/514
DPSS 561

Helium-Neon 594/633

2.21 Festphasenpeptidsynthese (SPPS)

Alle Peptide wurden nach dem Fmoc-Prinzip synthetisiert. Es wurden unterschiedliche
Harze fir die jeweiligen Synthesen verwendet. Orthogonal zur basenlabilen Fmoc-
Schutzgruppe wurden ausschlielRlich sdurelabile Schutzgruppen fiir die Seitenketten
modifizierter und unmodifizierter Aminosdauren ausgewahlt. Die Aktivierung der
Aminosaurebausteine wurde mit 0,5 M HBTU-Losung in DMF und einer DIEPA-LGsung in
NMP (3:2 v/v) vorgenommen. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde mit 20 % v/v
Piperidin in DMF durchgefiihrt. Je nach verwendetem Resin wurden die Aminosauren mit
unterschiedlich starken TFA-Konzentrationen abgespalten: 5% TFA fir sulfatierte, 95 %
TFA fiir andere Peptide. Durch die Verwendung saurelabiler Seitenkettenschutzgruppen

wurden alle Aminosduren beim Abspalten vom Harz gleichzeitig entschiitzt.
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2.21.1 Manuelle Synthese

Die kirzeren Peptide (unter 18 Aminosauren) in dieser Arbeit wurden per Solid Phase
Peptide Synthesis (SPPS) hergestellt. Fiir die manuelle Synthese wurde ein sogenannter
Batch-Reaktor verwendet, der in der hausinternen Glasbldserei nach Vorbild eines
kommerziellen Reaktors gefertigt wurde. Das Synthesevolumen betragt ca. 50 ml. Bei der
Synthese wurde das Fmoc-Schutzgruppenprinzip angewendet. Alle verwendeten
Aminosduren besitzen eine N-terminale Fmoc-Schutzgruppe. Die Kupplung der
Aminosauren erfolgt somit basenkatalytisch. Dementsprechend wurden fiir die
Seitenketten sdurelabile Schutzgruppen gewahlt, die im Anschluss an die Abspaltung des

Peptides vom Harz gleichzeitig mit entfernt wurden.

2.21.2 Automatisierte Synthese

Peptide mit einer langeren Sequenz (lUber 18 Aminosdauren) wurden automatisch
hergestellt. Die automatisierte Fertigung der Peptide erfolgte Uber einen Peptide-
Synthesizer (Syrol, Multisyntech). Das Programm arbeitet nach dem Fmoc-Prinzip. Bei der
maschinellen Herstellung wurden die Arbeitsschritte analog zur manuellen Synthese
durchgefihrt. Die Reaktionszeiten wurden gegenliber der manuellen Variante erhoht und
ab einer GrolRe von mehr als 10 AS wurde eine Doppelkupplung der Fmoc-Bausteine
durchgefihrt. Zusatzlich wurden bei dieser Synthese sogenannte Pseudoproline [Fmoc-
Gly-Ser(psiMe,Mepro)-OH] verwendet, welche nach saurer Abspaltung in die
Aminosauren Glycin und Serin Gberfihrt wurden. Weitere Einzelheiten sind dem

Syntheseprotokoll zu entnehmen, welches sich im Anhang befindet.
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Abb.12: Schematische Darstellung der Fmoc-Peptidsynthese
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2.22 Semisynthese von hParl4-Varianten
Die N-Termini der beiden herzustellendnen Proteine ATTO 488-Alal9-hParl4 und

ATTO 488-pSer19-hPar14, welcher aus der automatisierten Synthese hervorgingen, wurde
im finalen Schritt vor der Abspaltung mit einem Fluoreszenzfarbstoff (ATTO4sg) versehen.
AnschlieRend wurde eine Methylgruppe mittels Trimethylsilyldiazomethan (TMS-CHN,)
eingefiihrt, die fur die anschlieende Thioesterbildung bendtigt wurde. Pro 40 mg Resin
wurden 100 pl 1M TMS-CHN,-Losung (Diethylether) verwendet. Dazu wurde die TMS-
CHN,-Lésung in 2 mL Hexan/DCM 1:1 Gberfihrt und anschlieRen in den Spritzenreaktor
zum Peptid-Resin gegeben. Nach 1,5 h wurde die Abspaltung mit 95 % TFA
vorgenommen. Die eigentliche Reaktion zum Thioester wurde in situ mit der chemischen
Ligation durchgefiihrt. Flr die Ligationsreaktion wurden 1 M Guanidiniumhydrochlorid
(GnHCl), 60 mMM 4-Mercaptophenylacetat (MPAA) in 0,2 M Phosphatpuffer, pH 7,5,
zusammen mit dem chemisch synthetisierten N-Terminus und dem rekombinanten
Oligopeptid gegeben. Der N-terminale Thioester formte zusammen mit dem C-terminalen
Cystein einen intermediiren Ubergangszustand. Diese Reaktion, die sogenannte native
chemische Ligation, lasst zwischen den beiden Reaktanten ein natirliches Cystein und

somit ein mafigeschneidertes Protein entstehen.
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Reaktionsschema fiir die beiden semisynthetischen Proteine ,Ser19-hPar14-Mutante und Alal9-

hParl4-Mutante. Im Detail wird hier die Einfihrung des Fluorophors, die Methylierung vor der Abspaltung

und die Erzeugung des Thioesters dargestellt.

Abb.13

47



2 Materialien & Methoden

2.23 LC-ESI-Massenspektrometrie (LC -MS)

LC-MS-Analysen wurden mittels eines LC-MS-Systems von Thermo Scientific mit einer
Eclipse XDB-C18 (5 um) Saule von Agilent (Peak-Detektion bei 210 nm) und einem Thermo
Scientific LCQ Fleet™ ESI-Spektrometer durchgefiihrt. Die Messungen im Positiv-Modus
folgten einem linearen Gradienten von Losungsmittel B (0,1 % Ameisensdure Acetonitril)
zu Losungsmittel A (0,1% Ameisensdure in Wasser) bei 1 ml/min Volumenstrom.
Messungen im Negativ-Modus folgten einem linearen Gradient von Losungsmittel C
(5 mM NH 4 OAc in Acetonitril) zu Losungsmittel D (5 mM NH4O0Ac in H,0) bei 1 ml/min

Volumenstrom.

Gradient fur Positiv-Modus : 0 min/10 % B > 1 min/10 % B > 10 min/100 % B - 12 min/
100% B = 15min/10% B

Gradient fur Negativ-Modus : 0 min/10 % C > 1 min/10 % C - 10 min/100 % C - 12 min/
100 % C - 15 min/10% C

2.24 Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation und Massenspektrometrie mit
Flugzeitanalysator (MALDI-TOF-MS)

Zur massenspektrometrischen Analyse der groReren Proteine wurde ein Autoflex speed
MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen) verwendet. Die Probe wurde mit Supel-Tips C18
(Sigma-Aldrich, Seelze) gereinigt und in 2 uL eines 1:1-Gemisches (v/v) Acetonitril, 0,1 %
TFA/H,0 eluiert. Danach wurde die Probe im Verhaltnis 1:1:1 (v/v) mit 2 % TFA/H,0 und
Matrixlosung versetzt. Die Zusammensetzung der Matrixldsung bestand aus 7,6 mg 2/,5'-
Dihydroxyacetophenon in 375 ul analytischem Ethanol und 125 pul einer 18 mg/ml-Lésung
von Di-Ammoniumhydrogencitrat (in H,0). 0,5 pul des Gemisches wurden auf eine
Tragerplatte MTP 384 ground steel Tartget (Bruker Daltonics, Bremen) aufgebracht. Nach
Trocknung der aufgetragenen Probe (Dried droplet Methode) wurde die Tragerplatte zur

Ill

Analyse ins Massenspektrometer gegeben und mittels , Flex Control“ ausgewertet.

2.25 Préparative Reversed Phase-Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC)

Die Reinigung der Peptide erfolgte durch ein Shimadzu HPLC-System (Prominence UFLC)
mit einer RP-C18-Sdule von Phenomenex (Phenomenex Luna ® 5 um C18 (2), 100 x 21,20
mm)) deren maximale Detektion zwischen 210 und 254 nm liegt.

Die Proben wurden (iber einen linearen Gradienten von Losungsmittel B ( 0,1 % TFA in
Acetonitril) zu Losungsmittel A (0,1% TFA in Wasser) in einem 25 ml/min Volumenstrom

aufgetragen.
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2.26 Gefriertrocknung (Lyophilisierung)

Die Gefriertrocknung oder Lyophilisation wurde unter Verwendung einer
Gefriertrocknungsanlage ALPHA 2-4 LD Plus (CHRIST) durchgefiihrt.

Wassrige Losungen der synthetisierten Peptide wurden separat in Eppendorf-
ReaktionsgefaBen (1,5 ml) in fllssigem Stickstoff eingefroren. Die durch Stickstoff
schockgefrorenen Proben wurden so in den Gefriertrockner gestellt und bei -90 °C unter
Vakuum getrocknet. Die Proben konnten innerhalb von 24-48 h trocken aus der Anlage

entnommen werden.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich in drei Teilabschnitte gliedern. In allen drei Teilen
wird die Synthese von posttranslational modifizierten Peptiden beschrieben, wobei sich
der Schwerpunkt der einzelnen Teilabschnitte auf unterschiedliche Themen konzentriert:
Im ersten Teilabschnitt wird die chemische Synthese von Peptiden aus der Sequenz des
CCR5-Rezeptors beschrieben, dessen biologische Funktion vom HI-Virus fir den
Zelleintritt genutzt wird und daher fir die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze von
Interesse ist. Besondere Herausforderung war hier die Etablierung einer Synthese von
Peptiden, die als posttranslationale Modifikation ein sulfatiertes Tyrosin enthalten und
zusatzlich fur die sdulenchromatographische Untersuchung von Proteinen eines
Ribosomen-Displays dienen sollten.

Der zweite Teilabschnitt des Ergebnisteils beschreibt die semisynthetische Darstellung
zweier hParl14-Proteine. Hier soll in erster Linie die Rolle der Phosphorylierung an
Serinl9, aus dem basischen N-Terminus des Proteins, im biologischen Kontext untersucht
werden. Als Referenz wurde ebenfalls eine Alanin19-Variante semisynthetisch hergestellt.
Hauptaugenmerk ist die Etablierung der Semisynthese zwischen chemisch synthetisierten
N-Termini unterschiedlicher Modifikation und dem rekombinant gewonnen C-Terminus
des hParl4, die anschliefend durch native chemische Ligation (NCL) zusammengefiihrt
und charakterisiert werden. AulRerdem wird hier eine Synthesestrategie vorgestellt, die
die Herstellung des hPar14-N-Terminus aus kleineren Fragmenten mit unterschiedlichen
PTMs ermoglicht. Durch Fluoreszenzmikroskopie sollen die beiden semisynthetischen
Proteine auf ihre Kernlokalisation hin untersucht werden. Zusatzlich wird in der
mikroskopischen Betrachtung der Unterschied zwischen transient transfizierten DNA-
Plasmiden, fluoreszierender hParl14-EYFP-Fusionsproteine und den semisynthetischen
Produkten untersucht.

Im letzten Teilabschnitt werden potentielle Acetylierungsmotive an Lysinen aus dem
N-terminalen Bereich des hPar14 untersucht. Hier werden Bindungsstudien zwischen
unterschiedlich, posttranslational modifizierten Dekapeptiden gleicher Sequenz und

ausgewahlten Bromodomanen mittels Fluoreszenzanisotropie durchgefihrt.

3.1 Chemische Synthese von CCR5-Peptiden

Der CCR5-Rezeptor dient dem HI-Virus als Ziel, um in menschliche Zellen einzudringen.
Dies geschieht Giber den sogenannten V3-Loop des viralen gp120-Proteins, der tber seine
Stammregion an den N-Terminus des CCR5-Rezeptor bindet, wahrend er mit seiner

Kopfregion die ECL2-Domdne des CCR5 kontaktiert, was zu einer Konformationsanderung
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in gp120 fihrt und das Glykoprotein gp41 in die Lage versetzt, die Zellmembran mit der
Virushille zu fusionieren [118]. Daher ist es pharmakologisch von Interesse den
CCR5-Rezeptor so zu manipulieren, dass es dem Virus nicht mehr moglich ist, an ihm zu
binden. Aktuelle Medikamente versuchen das bereits durch allosterische Inhibition des
CCR5-Rezeptors (Maraviroc), was dazu fihrt, dass die ECL2-Doméane dem Virus nicht mehr
zuganglich gemacht wird [63]. Enfuvirtid setzt einen Schritt spater an und komplexiert das
gp41-Protein, wodurch die Fusion zwischen Virus und Zelle verhindert wird [62]. Ein
medikamentdser Ansatz, der sich mit der Komplexierung der V3-Stammregion
beschaftigt, wurde bislang nicht vorgenommen. Dies mag der Tatsache geschuldet sein,
dass der N-Terminus des CCR5-Rezeptors sulfatierte Tyrosine enthdlt, die nach der
klassischen Fmoc-Peptidsynthese schwierig herzustellen sind [108]. Um ein biologisch
aktives Protein flr die Maskierung des Rezeptors zu designen ist es wichtig Peptide mit
sulfatierten CCR5-Sequenzen zu verwenden. Genau hier setzt diese Arbeit an. Die
urspriingliche ldee besteht darin, ein Ribosomen-Display [119] [120] zu nutzen, um
geeignete hochaffine Binder fur die V3-Stammregion zu entwickeln. Als Geriistprotein
(scaffold) wurde die IRS-PTB gewahlt, ein Protein das phosphorylierte Tyrosine als
Substrat erkennt. Dieses Protein wurde an einigen Positionen in der Aminosauresequenz
randomisiert, um eine erhdhte Affinitdt der Bindetasche auf Sulfotyrosine zu erlangen.
Die so entstandene Substanzbibliothek bildet die Basis fiir das Ribosomen-Display.
Zusatzlich wird eine immobilisierte Form von Peptiden bendétigt, um effektive Binder zu
finden. Daflir wurde hier eine Methode entwickelt, die es ermoglicht, den besten Binder
des Ribosomen-Peptid-mRNA-Komplexes, analog zu einer konventionellen Affinitats-

chromatographie [121], zu selektieren.

3.1.1 Darstellung von Peptiden zur Nutzung als Ligand fiir Affinitatschromatographie

Das Tragermaterial flr die Affinitatschromatographie (AC) bildet in diesem Fall das Wang
Resin [122]. Der Polystyrol-Linker eignet sich gut als inertes Tragermaterial, dhnlich wie
guervernetzte Dextrane, die bereits seit den 1960er Jahren erfolgreich als stationare
Phase in der AC eingesetzt werden [123] [124]. Die gleichzeitige Verwendung des
Synthese-Linkers als Matrix fiir die AC hat den Vorteil, dass einem Ausbeuteverlust durch
Abspaltung und anschlieende Neukoppelung an eine Matrixsubstanz vorgebeugt wird.
Zusatzlich ist bei der Fmoc-basierten Bausteinsynthese, aufgrund der hohen Saurelabilitat
des Sulfotyrosins, mit Ausbeuteverlusten zu rechnen. Dies ging aus Testabspaltungen von
Fmoc-Tyr(SOsH)-OH mit Trifluoressigsaure hervor (Abb. 14). In der LC-MS-Analyse wurde
eine doppelte Masse detektiert, die potentiell durch einen m-Stacking-Effekt erklart
werden kann [125], der auf die Wechselwirkungen der aromatischen Systeme

untereinander zuriickzufihren ist [126].
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Um nun die Proteine aus der Proteinbibliothek des Ribosomen-Displays
chromatographisch auf ihre potentielle Bindungsaffinitdt zum CCR5-Rezeptor hin zu
untersuchen, wurden Heptapeptide aus der N-terminalen Sequenz des
Chemokinrezeptors an den Wang-Linker synthetisiert. Die native Aminosauresequenz
beinhaltet eine Sulfatierung an Tyrosinl4, die in vivo essentiell fiir die Bindung des
CD4-gp120-Komplexes ist [127]; dementsprechend wurde eine Sequenz gewadhlt, die
dieses Tyrosin mit einbezieht. Es wurden insgesamt drei unterschiedliche Peptide
synthetisiert, die der Kontrolle der Bindungsaffinitit dienen sollen. Uber das
phosphorylierte Peptid soll gezeigt werden, dass die urspringliche Bindedomane aus der
IRS-PTB, die naturgemall an Phosphotyrosine bindet [128] [129], auch die synthetisierte
Sequenz erkennt, wahrend das sulfatierte Peptid eine hohere Affinitdt zu den Mutanten
der IRS-PTB-Bibliothek aufweisen soll. Die unmodifizierte Variante dient als
negativ-Kontrolle und sollte keine hochaffine Bindung zeigen. Da alle Peptide nach der
Synthese kovalent am Harz verbleiben und als nativer Linker dienen sollten, war es

notwendig, auf die Verwendung von Seitenkettenschutzgruppen zu verzichtet.
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Abb.14: Gezeigt ist das Ergebnis der Testabspaltung bei 5 % TFA, oben links ist die Strukturformel mit der
theoretischen Masse des Fmoc-Tyr(SOsH)-OH von 483,59 g mol™ zu sehen, darunter befindet sich der
Teilausschnitt des UV-Spektrums aus der LC-MS-Analyse, in dem die Peaks der beiden Spezies aus der
Abspaltreaktion bei 210 nm detektiert wurden. Die Massenspektren auf der rechten Seite zeigen die
Massen aus den UV-Peaks A und B. A entspricht der gewiinschten Masse des Fmoc-Tyr(SO3;H)-OH, wahrend
in B die doppelte Masse des unsulfatierten Molekiils und sein Na'-Addukt zu sehen sind. Die doppelte
Masse ist auf den m-Stacking-Effekt zwischen den aromatischen Systemen zuriickzufiihren [126]. Der
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relative Massenunterschied der beiden Molekiile betragt 80 g mol'l, was der Masse der abgespaltenen
Sulfatgruppe entspricht. Die Probe wurde zuvor mit 5 % TFA fiir 2 h abgespalten und zeigt bereits bei diesen
geringen Mengen an Saure einen Verlust der Sulfatgruppe von ca. 55 %, was aus den Intensitatsdifferenzen
der zeitaufgeldsten UV-Signale hervorgeht.

Synthese der INxYYTSA-Wang-Resin-Peptide

Die fur die Synthese verwendete Aminosdauresequenz wurde so gewadhlt, dass sie einer
moglichst hohen Affinitat zum CCR5-Rezeptor entspricht (Abb. 15). Aus der Dissertation
von T. Kithnemund geht hervor, dass neben den sulfatierten Tyrosinen die hydrophoben
Aromaten maRgeblich zur Bindung an gp120 beitragen [130]. Die Bindungsaffinitat wird
durch eine Sulfatierung an Tyrl4 noch einmal um Faktor 3 verbessert. Dies geht aus
STD-NMR-Studien Kiihnemunds hervor. Deshalb wurde die Sulfatierung an AS-Position
Tyrl4 gewahlt, wobei die benachbarte AS Tyr15 ebenfalls im Peptid enthalten sein sollte.
C- und N-Terminal wurde die Sequenz um jeweils zwei benachbarte Aminosduren der
nativen Sequenz erganzt, auBerdem wurde die negativ geladene AS Glutamat durch
Alanin ersetzt, um einer moglichen Ladungsirritationen des scaffolds bei der
Affinitatschromatographie aus dem Weg zu gehen. Im Folgenden wird der genaue

Syntheseprozess beschrieben:

R= SO;H
R= POH,
R=H

CH3 HN

WL@

OH

Abb.15: Lewis-Struktur-Darstellung des Peptids INxYYTSA an einem Wang-Linker gekoppelt. Insgesamt
wurden drei Peptide mit unterschiedlichen Seitenkettenmodifikationen (siehe Legende) hergestellt.

Es wurden 300 mg Fmoc-Ala-Wang-Resin fiir 2 Stunden in DMF quellen gelassen. Nach
Abziehen des Losungsmittels durch Anlegen eines Vakuums wurde zur Entfernung der
Fmoc-Schutzgruppe 2 ml einer 20 %igen Piperidin/DMF-Losung fiur 15 min auf das
gequollene Resin gegeben. Wahrend der Einwirkzeit der Piperidinlésung wurden 5 eq
Fmoc-Ser-OH mit je 2ml 5M HBTU/DMF- und DIEA/NMP-Losung zur Bildung eines
Aktivesters auf den Aminosaurebaustein gegeben. AnschlieBend wurde 1 min lang nach
der continuous-flow-Methode gewaschen. Hierauf folgte die Kopplung der aktivierten
Fmoc-Ser-OH-Aminosdure. Die Reaktion wurde unter gelegentlichem Aufwirbeln der sich

absetzenden Resinkiigelchen mittels eines Glasstabes fir 20 min durchgefiihrt. Die
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Reaktionslésung wurde wieder 1 min mit DMF gewaschen, gefolgt von der erneuten
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe. Mit den folgenden Aminosduren wurde wie oben
beschrieben fortgefahren, bis zum Abspalten der letzten Fmoc-Schutzgruppe des
Isoleucin. Der Fmoc-Baustein des sulfatierten Tyrosins wurde 30 min gekoppelt.

Das am Wang-Resin befindliche Peptid wurde so anschlieBend als Sdulenmaterial fiir die
Affinitdatschromatographie genutzt. Es wurde eine Testabspaltung fir die
massenspektrometrische  Untersuchung im LC-MS  durchgefiihrt. Um dem
Ausbeuteverlust durch langere Sauredisposition gering zu halten, wurde die
Abspaltungszeit auf 30 min herabgesetzt. Hierflir wurde eine Spatelspitze (ca. 5-10 mg)
aus dem Reaktionsvolumen entfernt, getrocknet und in einem 15 ml Falcon-
Reaktionsgefall mit 5 ml eines Gemischs aus 95 % TFA; 2,5 % DIEPA und 2,5 % ddH,O fir
30 min auf einen rotierenden Schittler inkubiert. Nach 30 min wurde durch Zugabe von
Diethylether (7 ml) das abgespaltene Peptid prazipitiert. Die organische Phase mit dem
ausgefallenen Peptid wurde in ein frisches Reaktionsgefald Gberfihrt und fir 15 min bei
3000 rpm und 4 °C in eine Zentrifuge gegeben. Anschlieffend wurde das Uberschissige
Losungsmittel abgegossen und das am Boden des ReaktionsgefdaBes befindliche Peptid in
2 ml Wasser wieder aufgenommen. Zur anschlieBenden Untersuchung wurden 10 ul des
in Wasser geldsten Peptids mit 90 pl ddH,0 und 100 pl Acetonitril gemischt und in ein
MessgefaR fiir die LC-MS Analytik gegeben (Abb. 16). Auf diese Weise wurden alle drei
Peptide hergestellt, wobei die Abspaltungszeiten der beiden anderen Variante 2 h und die
Kopplungszeiten aller AS 20 min betrugen. Zusammenfassende Daten befinden sich in

Tab. 19, weitere Spektren im Anhang.
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Abb.16: ESI-Massenspektrum des Peptids INSYYTSA-OH, gemessen im negativ Modus (Abschnitt 2.23).
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Tab. 19: Heptapeptide fiir Affinitdtschromatographie, die Massen entsprechen freiem Peptid

Peptid Theor. Masse [g mol™] Gem. Masse [g mol 7]
INYYTSA(-Wang-Resin) 803,80 827,75
INSYYTSA(-Wang-Resin) 909,86 907,65
INPYYTSA(-Wang-Resin) 909,78 909,26

3.1.2 Darstellung von Peptiden fiir Bindungsstudien mittels Fluoreszenzspektroskopie

Um die Proteine, die aus dem Ribosomen-Display erhalten wurden auf ihre tatsachliche
Bindungsaffinitat zum Peptid UGberprifen zu kénnen, wurden die gleichen Peptide erneut
synthetisiert, allerdings wurde ihre Sequenz N-Terminal um einen Fluoreszenzfarbstoff
erweitert, damit ihre Affinitdt mittels Fluoreszenzanisotropie untersucht werden kann.
Der Fluorophor wurde im letzten Schritt der Syntheseabfolge kovalent an das Peptid
gekuppelt. Bei dem Fluorophor handelt es sich um Mant, einem 151,16 g mol™ groRen
Molekil, mit einer Emission von 440 nm bei einer Extinktion von 335 nm. Fir die
Kupplung wurde die Carboxy-Gruppe des Mant-Fluorophors analog zu den anderen
Fmoc-geschiitzten Aminosdure-Bausteinen mit den gdngigen Kupplungsreagenzien
aktiviert und in Form einer Peptidbindung an den N-terminalen Teil des Peptids
synthetisiert. Durch diese Modifikation sind die Peptide fiir weitere Aminosdurebausteine
nicht mehr zugdnglich. Im Gegensatz zu den Peptiden aus Abschnitt 3.1.1, die nach der
Synthese auf dem Harz blieben, da dieses als Sdulenmatrix verwendet wurde, wurden die
Peptide in diesem Fall komplett abgespalten, weshalb auf eine Seitenkettenschiitzung
nicht verzichtet werden musste. In Abb. 17 ist die Aminosduresequenz der Mant-Peptide

gezeigt.

55



3 Ergebnisse

3.1.2 Darstellung von Peptiden fiir Bindungsstudien mittels Fluoreszenzspektroskopie

Um die Proteine, die aus dem Ribosomen-Display erhalten wurden auf ihre tatsachliche
Bindungsaffinitat zum Peptid tGberpriifen zu kénnen, wurden die gleichen Peptide erneut
synthetisiert, allerdings wurde ihre Sequenz N-Terminal um einen Fluoreszenzfarbstoff
erweitert, damit ihre Affinitat mittels Fluoreszenzanisotropie untersucht werden konnte.
Der Fluorophor wurde im letzten Schritt der Syntheseabfolge kovalent an das Peptid
gekoppelt. Bei dem Fluorophor handelt es sich um Mant, ein 151,16 g mol™ groRes
Molekil, mit einer Emission von 440 nm bei einer Extinktion von 335 nm. Fir die
Kopplung wurde die Carboxy-Gruppe des Mant-Fluorophors analog zu den anderen
Fmoc-geschiitzten Aminosdure-Bausteinen mit den gdngigen Kupplungsreagenzien
aktiviert und in Form einer Peptidbindung an den N-terminalen Teil des Peptids
gekoppelt. Durch diese Modifikation sind die Peptide fiir weitere Aminosaurebausteine
nicht mehr zuganglich. Im Gegensatz zu den Peptiden aus Abschnitt 3.1.1, die nach der
Synthese auf dem Harz blieben, da dieses als Saulenmatrix verwendet wurde, wurden die
Peptide in diesem Fall komplett abgespalten, weshalb auf eine Seitenkettenschiitzung
nicht verzichtet werden konnte. In Abb. 17 ist die Aminosduresequenz der Mant-Peptide

gezeigt.

Synthese der Mant-INxYYTSA-OH Peptide

Die Peptide besitzen alle einen N-terminalen Fluorophor, der bei der Synthese wie ein
Aminosaurebaustein behandelt werden konnte, da er eine Carboxylfunktion tragt, die
durch Aktivierungsreagenzien der Peptidsynthese zugdnglich gemacht werden kann. Die

Synthese verlief wie weiter unten beschrieben.

R A R=SO;H
B: R=PO;sH,
C: R=H

NH
(o]
NH
CH3 HN
H3C. o o . OH
(o] HN (o] (o] (o]

Abb.17: Lewis-Struktur-Darstellung des Peptids Mant-INxYYTSA, hier mit freiem C-Terminus und
fluoreszenz-gelabeltem N-Terminus. Die Modifikationen am Tyrosin sind mit R gekenzeichnet und der
Legende zu entnehmen.
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300 mg Fmoc-Ala-Wang-Resin wurden fir 2 Stunden in DMF quellen gelassen.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel durch ein angelegtes Vakuum entfernt. Zur
Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe wurden 2 ml einer 20 %igen Piperidin/DMF-Losung
fir 15 min auf das gequollene Resin gegeben. Parallel wurden 5 eq Fmoc-Ser-OH mit je
2ml 5M HBTU/DMF- und DIEA/NMP-L6sung zur Bildung eines Aktivesters auf den
Aminosaurebaustein gegeben. Nach 1 min waschen mit DMF folgte die Kopplung der
aktivierten Fmoc-Ser-OH-Aminosaure.

Die Reaktion wurde 20 min unter gelegentlichem Rihren laufen gelassen. Die
Reaktionslosung wurde wieder 1 min mit DMF gewaschen, gefolgt von der erneuten
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe. Mit den folgenden Aminosauren wurde wie oben
beschrieben fortgefahren, bis zum Abspalten der letzten Fmoc-Schutzgruppe des
Isoleucin. Auch hier wurde der Fmoc-Baustein des sulfatierten Tyrosins 30 min gekoppelt.
Im letzten Kopplungsschritt wurde an das entschiitzte Isoleucin der Fluorophor Mant lGber
seine Carboxylgruppe an die freie Aminogruppe des Isoleucins kovalent gebunden, sodass
eine herkémmliche Peptidbindung entstand. Die Aktivierung des Fluorophors wurde
analog zu der der anderen Aminosauren durchgefihrt.

Nach Entfernen des Lésungsmittels, wurde das komplette Peptid aus dem Reaktor in ein
15 ml Falcon-Reaktionsgefal® (iberfiihrt und nach Zugabe von 5 ml eines Gemischs aus
95 % TFA; 2,5% DIEPA und 2,5% ddH,O fiir 30 min auf einem rotierenden Schittler
inkubiert. Nach 30 min wurde durch Zugabe von 7 ml Diethylether das abgespaltene
Peptid prazipitiert. Die organische Phase mit dem ausgefallenen Peptid wurde in ein
frisches Reaktionsgefald iberfiihrt und fiir 15 min bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das
Uberschiissige Losungsmittel wurde abgegossen und das am Boden des Reaktionsgefalles
befindliche Peptid wieder in 2 ml Wasser aufgenommen. Zur massenspektrometrischen
Untersuchung wurden 10 pl des in Wasser gelosten Peptids mit 90 ul ddH,0 und 100 pl
Acetonitril gemischt und in ein Messgefal’ fiir die LC-MS-Analytik gegeben. Das Spektrum
ist in Abb.18 zu sehen. Auf diese Weise wurden auch die drei anderen Peptide hergestellt
(Tab. 20).
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Abb.18: ESI-Massenspektrum des Peptids Mant-INYYTSA-OH, als Na'-Addukt detektiert, gemessen im
negativ Modus (Abschnitt 2.23). Die Spektren der anderen, hier synthetisierten Peptide befinden sich im
Anhang.

Tab. 20: Mant-gelabelte Peptide fiir fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen

Peptid Theor. Masse [g mol™] Gem. Masse [g mol 1]
Mant-INYYTSA-OH 963,98 964,59
Mant-INsYYTSA-OH 1044,04 1065,08
Mant-INpYYTSA-OH 1043,96 1043,96

3.1.3 Darstellung von Peptiden an saurelabilen Linkern

Bei der herkémmlichen Abspaltung von Peptiden, die eine stark sdurelabile Modifikation
tragen, kann es vorkommen, dass die Modifikation durch die Behandlung mit hohen
Saurekonzentrationen des Abspaltmediums verloren geht. Um den Ausbeuteverlust bei
solchen Reaktionen gering zu halten, wurde ein sdurelabiles Harz verwendet (Abb. 19),
welches schon bei sehr geringen Konzentrationen an TFA die Spaltung des Peptids
ermoglicht. Die geringe Konzentration an Sdure reicht dennoch aus, um die
Seitenkettenschutzgruppen in diesem Schritt mit zu entfernen, wie durch anschlieRende
Massen-Analyse gezeigt werden konnte (Tab. 21). Ebenfalls tragen die Peptide nach der

Spaltung keinen nativen Carboxy-Terminus, sondern einen amidierten C-Terminus.
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Dadurch verschwindet die negative Ladung dieser funktionellen Gruppe, was fir die
Uberpriifung des Affinititsverhaltens der Proteine aus dem Ribosomen-Display von
Bedeutung ist. Diese kénnen durch eine zusatzliche Ladung beeintrachtigt werden [131],
wodurch evtl. falsch-positive oder sogar falsch-negative Bindungsaffinititen gemessen

werden konnen.

Abb.19: Sieber-Amid-Linker mit Fmoc-Schutzgruppe. Der, aufgrund seiner Xanthenyl-Gruppe, hoch
saurelabile Linker, hinterlasst nach der Abspaltung des Peptids einen amidierten C-Terminus [132].

Synthese der Mant-INxYYTSA-NH, Peptide

Bei den hier hergestellten Peptiden (Abb. 20) entspricht der amidierte C-Terminus nach
der Abspaltung durch einen neutralen Ladungszustand in diesem Bereich eher dem
Peptid an der Sdulenmatrix. Dort wurde ebenfalls liber eine Substitution der AS Glutamat

durch Alanin eine negative Ladung weggenommen. Die Synthese verlief im Einzelnen wie

folgt:
R A: R= SO,H
4 B: R= PO;H,
C: R=H

Abb.20: Lewis-Struktur Darstellung des Peptids Mant-INxYYTSA-NH, .Die C-terminale Amid-Gruppe wurde
durch die milde Abspaltung der Peptide vom Sieber-Amid-Linker erreicht.
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Es wurden 300 mg Fmoc-Ala-Wang-Resin eingewogen und fiir 2 Stunden in DMF quellen
gelassen. AnschlieRend wurde das Losungsmittel abgesaugt. Zur Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe wurden 2 ml einer 20 %igen Piperidin/DMF-Losung fir 15 min auf das
gequollene Resin gegeben. Wahrend der Reaktionszeit der Spaltreaktion wurden 5 eq
Fmoc-Ser-OH mit je 2ml 5M HBTU/DMF- und DIEA/NMP-L6sung zur Bildung eines
Aktivesters auf den Aminosaurebaustein gegeben. Es folgte das Waschen mit DMF fir
1 min und anschlieffend die Kopplung der aktivierten Fmoc-Ser-OH-Aminosaure.

Die Reaktion wurde 20 min unter gelegentlichem Rihren laufen gelassen. Die
Reaktionslosung wurde wieder 1 min mit DMF gewaschen, gefolgt von der erneuten
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe. Mit den folgenden Aminosauren wurde wie oben
beschrieben fortgefahren, bis zum Abspalten der letzten Fmoc-Schutzgruppe des
Isoleucins. Auch hier wurde der Fmoc-Baustein des sulfatierten Tyrosins 30 min
gekoppelt.

Um das Peptid im Fluoreszenzspektrometer untersuchen zu kénnen, wurde im letzten
Kopplungsschritt N-terminal an das entschiitzte Isoleucin der Fluorophor Mant (ber seine
Carboxylgruppe an die freie Aminogruppe des Isoleucins kovalent gebunden. Die
Aktivierung des Fluorophors wurde analog zu der der anderen Aminosduren
durchgefihrt.

Nach Entfernen des Losungsmittels, wurde das komplette Peptid in ein 15 ml Falcon-
ReaktionsgefdR lGberfiihrt und nach Zugabe von 5 ml eines Gemischs aus 95 % TFA; 2,5 %
DIEPA und 2,5 % ddH,O fiir 2 h auf einem rotierenden Schiittler inkubiert. Nach 2 h wurde
durch Zugabe von 7 ml Diethylether das abgespaltene Peptid prazipitiert. Die organische
Phase mit dem ausgefallenen Peptid wurde in ein frisches Reaktionsgefald iberfiihrt und
fiir 15 min bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Uberschiissige Losungsmittel wurde
abgegossen und das am Boden des Reaktionsgefdlles befindliche Peptid in 2 ml Wasser
aufgenommen. Zur massenspektrometrischen Untersuchung wurde, wie in Abschnitt 2.21
beschrieben, das Peptid aufbereitet und in die LC-MS Analytik gegeben. In Abb.21 ist das
Massenspektrum des sulfatierten Peptids zu sehen. Tab. 21 fasst die so synthetisierten

Peptide zusammen.
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Abb.21: ESI-Massenspektrum des Peptids Mant-INSYYTSA-NH,, gemessen im negativ Modus. Die anderen

Spektren befinden sich im Anhang.

Tab. 21: Mant-gelabelte Peptide mit amidiertem C-Terminus

Peptid Theor. Masse [g mol™] Gem. Masse [g mol ']
Mant-INYYTSA-NH, 962,99 964,51
Mant-INsYYTSA-NH, 1043,05 1041,84
Mant-INpYYTSA-NH, 1042,97 1040,09
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3.2 Semisynthese von hPar14

Neben der PPlase-Domane besitzt hParl4 einen unstrukturierten N-Terminus, der ab
Gly33 einen aus drei Glycinen bestehenden flexiblen Linker hat, der gleichzeitig den
Ubergang zur strukturierten Region des Proteins bildet. Im N-terminalen Bereich des
hPar14 befindet sich ein Kernlokalisationsignal (NLS), das laut Reimer von Ser7 bis K14
reicht und damit kein klassisches NLS ist [97]. Hier wurde auch gezeigt, dass eine in vitro
Phosphorylierung an Ser19 durch die Casein Kinase Il (CK2) katalysiert wird. Was zufolge
von Rihs et al. [133] einen schnelleren Kernimport begtlinstigt. Neben der Bestatigung,
dass der Wildtyp (WT) von hParl14 im Zellkern lokalisiert ist, konnten Mutationsvarianten
von hPar14 zu Ser19/Glu19 und Ser19/Ala19 indirekt zeigen, dass eine Phosphorylierung
an Serl19 beim Kernimport involviert ist [134]. Um diese Ergebnisse zu untermauern und
evtl. neue Erkenntnisse Uber das Verhalten von hParl4 zu erlangen, wurden in dieser
Arbeit zwei semisynthetische Versionen des Proteins mit einer echten Phosphorylierung
an Serl9 und eine Serl9/Alal9-Mutante hergestellt. Zum einen wurden hierfir
N-terminale Peptide chemisch synthetisiert, zum anderen der C-Terminus mit
proteinbiochemischen Methoden hergestellt (Abb. 22).

chemisch synthetisierte Peptide (N-Terminus)

Fluorophor mod. N-Terminus hPar14 Sulfamylbutyryl Rink Amid AM Resin

| | |
§ [ \f 1

) ,
1 N X LR M, PPKGKSGSGKAGKGGAA, S ,,GSDS...GPKG5, NH¢\NH\\\\/\/\/° NH’O

2 .\ (X TR M, PPKGKSGSGKAGKGGAAA ,,GSDS...GPKG;

rekombinante Cys-Mutante (C-Terminus)

Cys3y

Abb.22: Grafische Darstellung der Semisynthese-Komponenten. 1 und 2 zeigen die beiden chemisch
synthetisierten N-Termini mit den Modifikationen an Serl9 zu ,Ser19 (1) und Alal9 (2), mit einem N-
Terminal gelabelten ATTO 488-Fluorophor und dem Sulfamybutyryl-Linker flr die spdtere native chemische
Ligation (NCL). Das Kernlokalisationssignal wurde leicht hervorgehoben dargestellt. 3 zeigt die
rekombinante Cystein-Mutante des hPar14-C-Terminus von AS 34-131.
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Die beiden groRBeren chemisch synthetisierten Peptide stellen zwei komplette
N-terminale Sequenzen mit einer Lange von 33 AS dar, womit sie genau an der flexiblen
Linker-Region mit Gly33 abschlieBen. Ebenfalls beinhalten die beiden Peptide die jeweils
sequenzielle Veranderung zu pSerl9 und Alal9, sowie einen N-terminal gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoff (ATTO488). Durch ein spezielles Harz (Sulfamylbutyryl Rink Amid AM
Resin) kdnnen die Peptide direkt nach der Abspaltung mit dem rekombinanten Teil durch
native chemische Ligation (NCL) mit dem C-Terminus vereinigt werden [135]. Der
rekombinante Teil umfasste den kompletten C-Terminus des Proteins, von Gly34 bis
K131, an dessen N-terminalem Ende Gly34 gegen ein Cystein ausgetauscht wurde, dass
ebenfalls fir die spatere NCL bendtigt wird. Die durch NCL dargestellten Proteine bildeten
die Grundlage fir die anschlieBenden fluoreszenz-mikroskopischen Untersuchungen. Die
Synthese erfolgte an einem Peptidsynthesizer mit automatisierten Kopplungsschritten
(Abschnitt 2.19.2). Die Abspaltung vom Resin wurde manuell vorgenommen.

Da hParl14 neben Phosphorylierungen auch Acetylierungen besitzt, wurde zusatzlich eine
weitere Synthesestrategie entwickelt, die es ermdglicht den N-Terminus Uber kleinere
Fragmente zusammenzusetzen. Dadurch ist es moglich PTMs im N-Terminus zu variieren,
wodurch eine breite Palette an Kombinationsmoglichkeiten zur Verfligung steht.
AuBerdem kann man bei kleineren Teilpeptiden, je nach Bedarf, Fragmente substituieren
ohne gleich den kompletten N-Terminus synthetisieren zu mussen. So kann der Frage
nachgegangen werden, ob es funktionelle Einflisse der PTMs untereinander gibt oder
eine gewisse Kombination aus PTMs die Bindung an einen Interaktionspartner liberhaupt
erst moglich macht. Fir die fragmentierte N-Terminus-Synthese wurde ein
handelsiibliches Wang-Resin verwendet, bei dem das C-terminale Glycin chemisch durch

Thiolyse in einen aktiven Thioester umgewandelt werden kann [136].

3.2.1 Chemische Synthese des pSer19- und Alal9-N-Terminus von hPar14

Die Peptide wurden vollstandig in einem automatisierten Verfahren an einem Synthesizer
des Models Syrol (Multisyntech, Witten) parallel hergestellt. Als Tragermaterial der festen
Phase wurde ein Fmoc-Gly-4-Sulfamylbutyryl Rink Amide AM Resin verwendet. Es wurden
150 mg Resin pro Ansatz mit einem Substitutionsvolumen von 0,26 mmol/g vorgelegt.
Alle Aminosduren wurden in einem vierfachen molaren Uberschuss eingewogen und in
0,1M Hobt/DMF gelost. Die Aminosduren wurden 20 min nach Zugabe der
Aktivierungsreagenzien zur Bildung des Aktivesters nacheinander gekoppelt. Vor jedem
Kopplungsschritt wurde die Fmoc-Schutzgruppe mittels einer 20 % Piperidin/DMF-Losung
entfernt. Pro Aminosaure wurde eine Kopplungszeit von 30 min eingehalten. Ab der 10.
Aminosaure wurde eine Doppelkopplung durchgefiihrt, um die Effizienz der Synthese zu

erhohen. An Position 21 und 9 kamen sogenannte Pseudoproline zum Einsatz (Abb. 23),
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dadurch wurde jeweils ein Syntheseschritt gespart, da es sich bei den Bausteinen um
Dipeptide handelt [137]. Die Gesamtzeit der Synthese betrug 2 Tage, 11 Stunden und 30
Minuten. AbschlieBend wurde manuell der Fluorophor ATTO4gs mit einer Reaktionszeit
von 15 min gekoppelt. Dieser wurde in einem Gemisch aus 1 ml 0,5 M HBTU-L&sung und
1 ml DIEPA/NMP-L6sung aktiviert, wobei die HBTU-LOsung zuerst zum Feststoff gegeben
wurde. Nach 15 min wurde der Aktivester wie ein herkdmmlicher Fmoc-Baustein an das

Peptid gekoppelt.
MIPZPS K465K6576859610K11A12613K14GI5GI6A17A18519620521 D22523A24D25K26K27A28Q29630P31K32633
N /

Me
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(@)
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Abb.23: Fir die Sequenzfolge Ala-Ser bzw. Gly-Ser kdnnen sogenannte Pseudoproline eingesetzt werden,
die nach saurer Abspaltung von der Prolin-dhnlichen Struktur in die native Form der Aminosduren Alanin
und Serin bzw. Glycin und Serin tbergehen. In der N-terminalen Sequenz von Parl4 befinden sich drei
solcher Stellen, von denen aufgrund einer posttranslationalen Modifikation an Serl9 nur zwei genutzt
werden konnten.

3.2.2 Methylierung des sekunddren Amins am Resin-Linker der N-Termini

Ohne eine Methylierung des sekunddren Amins am Resin-Linker bestiinde die
Moglichkeit, dass das Peptid mit sich selbst in einer Art Capture/Rearangement-
Mechanismus reagiert und die funktionellen Gruppen fir die anschlieBende NCL nicht
mehr zuganglich wéaren [6]. Durch die Methylierung in unmittelbarer N&he zur
Sulfonylgruppe wird die Reaktivitdt des sekundaren Amins herabgesetzt und ermdglicht
eine Abspaltung ohne Nebenreaktionen, dadurch verbessert sich die Handhabbarkeit und
die Ausbeute fiir die bevorstehende NCL (Abb. 24). Die Methylierungsreaktion und
anschliefende Abspaltreaktion wurde fir beide Peptide nach folgendem Schema
durchgefihrt:

40 mg Resin wurden mit 100 pL 1 M TMS-CHN,-Lésung (Diethylether) methyliert. Dazu
wurde die TMS-CHN,-L6sung in 2 ml Hexan/DCM 1:1 (berfuhrt und anschlieRen in den
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Spritzenreaktor zum Resin gegeben. Nach 18 h wurde die intensiv rot gefarbte Losung aus
dem Spritzenreaktor entfernt. 1 ml einer Loésung bestehend aus 90 % TFA, 5 % H,O und
5% TIS wurde in den Spritzenreaktor gesogen, sodass die Abspaltreaktion zwischen
Peptid und Resin gestartet werden konnte. 2 h nach der Spaltung wurden die TFA-LOsung
mit dem Peptid in ein 15 ml Reaktionsgefal} Gberfuhrt, der Filter des Spritzenreaktor mit
nochmals mit 1 ml TFA-LGsung gespult und die 2 ml TFA-L6ésung mit 10 ml Diethylether
versetzt. Das Peptid prazipitierte und konnte abzentrifugiert werden. Anschliefend wurde
es wieder in 2 ml H,0 aufgenommen und Uber Nacht lyophilisiert. Danach wurde zur

Charakterisierung der Peptide ein ESI-MS-Spektrum aufgenommen (Abb. 25).

AN /\/\\/NH
.\ go¥::1: 3 N-Terminus-,Ser19-hPar14 \)}\NH \\ (

R

TMS-CHN,
Hexan/DCM (1:1)

A\p(eX:}:1:3: N-Terminus-,Ser19-hPar14

9 o
NH
S~ T\)
= N\ I
| 0 o R
CH

Abb.24: Methylierungsreaktion des sekundaren Amins anhand des pSerl9-N-Terminus dargestellt. Die
Methylgruppe wird eingefiihrt, um Nebenreaktionen bei der nachfolgenden Thiolyse und der gleichzeitig
stattfindenden nativen chemischen Ligation (NCL) zu vermeiden.
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Abb.25: ESI-MS-Spektren der beiden chemisch synthetisierten N-Termini: A zeiigt das Spektrum des
ATTO 488-Alal9-hParl4, B das Spektrum des ATTO 488-,Ser19-hParl4-Polypeptids. Die niedrigen Massen
kommen Aufgrund der Mehrfachladungen der Peptide zustande.
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3.2.3 Klonierung der Cys34-Variante von hPar14

Fir die Semisynthese von hParl4 wurde der C-Terminus rekombinant hergestellt
(Abb. 26). Die fiur dieses Experiment bendtigte Sequenz sollte N-terminal an Position 34
mit einem Cystein beginnen und den kompletten C-Terminus mit der funktionellen
PPlase-Domane enthalten, sodass nach der chemischen Ligation mit den synthetischen
N-Termini zwei unterschiedliche Proteine des Typs hParl4 entstehen. Zum einen die

pSerl9-Variante, zum anderen, die Alal9-Variante.

pEGFP_N1
J\y
hee* Cysyg
Klonierung 2. Reinigung
hpar14 His SUMO [G:¥RhaFTa k!
C-Terminus
l Transformation SUMO-Protesase (x

==
=
OO — — | —— His SUMO ST
O Expression — 1. Reinigung
o . \ =

Abb.26: Schematische Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte bei der Herstellung der Cys-Mutante des
hPar14-C-Terminus: Oben links wird gezeigt wie die gewiinschte DNA-Fragment des hPar14 aus dem pEGFP
Vektor geschnitten und anschlieRend in den pET-SUMO-Vektor, mit gleichzeitiger Mutation der AS Gly34 zu
Cys34, kloniert wird. Nach der Transformation in den Expressionsstamm BL21 und der darauffolgenden
Proteinexpression, wird das Konstrukt Glber den His-tag des Fusionsproteins gereinigt. Mit Hilfe der SUMO-
Protease wird der gewiinschte C-Terminus direkt vor dem Cys34 geschnitten und nach der zweiten
Reinigung der His-SUMO-tag entfernt.

Die Basis bildete das institutseigene Konstrukt BC520, ein Konstrukt, das das Genom eines
full length hParl4-EGFP tragt. Als Zielvektor wurde ein pET-SUMO-Vektor mit
Kanamycinresistenz verwendet, wie er in Abschnitt 2.7 beschrieben steht. Der Forward-
Primer (Metabion, Martinsried) ist so gewahlt, dass direkt bei der Klonierung die
Nukleotide fir das gewiinschte Cystein an Position 34 in die Sequenz eingebaut wird.
Nach der Expression des Cys34-hParl14-Fusionsproteins befindet sich N-terminal ein His-

tag, der fir die Affinitatsreinigung genutzt wird.
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Zuerst wurde die Nukleotidsequenz mittels PCR amplifiziert und in den Vektor kloniert.
Mit Hilfe der Restriktionsenzyme BamHI und Bsal konnte das gewlinschte PCR-Fragment
in den Zielvektor eingebracht werden. Nach der Ligation wurde das Plasmid in
elektrokompetente Zellen transformiert, diese auf einer LB-Agarplatte mit 0,1 %
Kanamycin ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Von den
gewachsenen Kolonien wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt und die Proben Uber ein
Agarosegel analysiert (Abb. 27). Die Banden aus Tasche 1, 3, 5, 7 und 9 wurden aus dem

Gel ausgeschnitten und nach einer Miniprep zur Sequenzierung geschickt.

Vektor }

Insert }

Abb.27: Das Ergebnis der Kolonie-PCR des Cys34-hPar14 Konstrukts. Erklarung erfolgt von links nach rechts.
Zuerst ist der Vektor und das Insert zur Kontrolle aufgetragen worden (0), gefolgt von den Banden der
einzeln aufgetragenen Kolonien (1-10), rechts ist der Maker mi-100 bp+ DNA Marker Go zu sehen (M).

3.2.4 Expressionstest der Cys34-Mutante von hPar14

Um die optimalen Bedingungen zur Expression des rekombinanten Proteins zu erhalten,
wurde ein Expressionstest durchgefiihrt. Das Vektorkonstrukt Cys34-hPar14 wurde in den
Expressionsstamm BL21(DE3)T1r transformiert und Uber Nacht in LB-Medium, bei 37 °C
und 180 rpm schittelnd inkubiert. Die Kultur wurde am folgenden tag zu 100 ml
LB-Medium gegeben und alles bis zu einer optischen Dichte (ODgy) von 0,8 wachsen
gelassen. Daraufhin wurden 0,2 % IPTG hinzugefligt und somit die Expression initialisiert.
Der Ansatz wurde in drei Proben aufgeteilt und bei unterschiedlichen
Temperaturbedingungen (25 °C, 30 °C und 37 °C) inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben jeweils zum gewilinschten Zeitpunkt entnommen, abzentrifugiert, das Pellet in
Niedrigsalzpuffer aufgenommen, sonifiziert, nochmals zentrifugiert und sowohl der
Uberstand als auch das Pellet fiir den Auftrag auf ein SDS-Gel vorbereitet (Abb. 28). Das
Resultat zeigt eine unter allen getesteten Temperaturbedingungen (25 °C, 30 °C und

37 °C) im Gel eine deutlich sichtbare Expression des Proteins.
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4His-SUMO-hPar14
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Abb.28: Die SDS-Gele zeigen die Banden exprimierter Proteine bei unterschiedlichen Temperaturen. Jeder
Temperaturbereich beinhaltet 3 Proben, die je nach 3 h, 5 h und iber Nacht Expression genommen wurden.
Der Auftrag erfolgte in der angegebenen Reihenfolge, zuerst Uberstand (U) und dann Pellet (P). Als Marker
wurde der PageRuler Plus Prestained Protein Ladder verwendet.

Da anhand der Ergebnisse des Expressionstest, alle Temperaturbereich gleich gut fiir die
Expression geeignet waren, wurde flir die Expression der Hauptkultur eine Temperatur
von 37 °C Uber Nacht gewahlt. Die weiteren Einzelheiten zur Expression sind in Kapitel
2.11 aufgefiihrt.

3.2.5 Reinigung der Cys34-Mutante von hPar14

Nach der Expression des His-SUMO-Cys34-hPar14-Konstruktes folgte die Reinigung des
Proteins Uber den His-tag. Der Uberstand aus der Proteinexpression wurde auf eine
Nickel-NTA-Sdule unter der Verwendung eines HEPES-Aquilibrationspuffers aufgetragen
(Abschnitt 2.14). Das geloste His-SUMO-Fusionsprotein wurde an eine Nickel-NTA-Saule
gebunden (Abb. 11). Samtliche in der Suspension befindlichen unerwiinschten Proteine
wurden mit dem HEPES-Waschpuffer (siehe Tab. 5) von der Saule gewaschen. Durch
mehrmaliges Waschen mit HEPES-Waschpuffer wurden auch unspezifisch an die Saule
gebundene Proteine entfernt. Nachdem alle stérenden Proteine aus dem System entfernt
wurden, konnte das His-SUMO-Fusionsprotein mittels HEPES-Elutionspuffer eluiert und in
Fraktionen gesammelt werden. Anhand der Elutionskurve, die bei 280 nm detektiert
wurde, konnten Protein-enthaltende Fraktionen bestimmt und je 10 ul einer Fraktion als
Probe fiir eine SDS-Gelelektrophorese entnommen werden. Der im Fusionsprotein
enthaltene His-SUMO-tag wurde durch die SUMO-Protease entfernt. 1 pl SUMO-Protease
wurde pro 6 mg His-SUMO-Fusionsprotein hinzugefiigt und Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Das abgeschnittene His-SUMO-Fragment wurde daraufhin durch erneutes Reinigen
mittels einer Nickel-NTA-Sdule entfernt. Der das Cys34-hPar14 enthaltene Waschschritt
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wurde diesmal fraktioniert gesammelt und anschlieend entsprechend fiir SDS-Proben
vorbereitet. das Chromatogramm des Reinigungslaufes in Abb. 29. Die gesamte Reinigung
wurde an einer Biorad DuoFlow-FPLC-Anlage (BioRad, Berkeley, USA) durchgefiihrt. Das
SDS-Gel ist in Abb. 30 dargestellt, wo die Fraktionen zwischen 5 und 55 aus dem

Reinigungslauf aufgetragen wurden.

Fraktion
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Abb.29: Teilausschnitt des Chromatogramms des Reinigungslaufs von Cys34-hPar14. Es wurden von der
ersten Minute an Fraktionen gesammelt, da das Produkt nicht an der Sdule bindet, sondern der zuvor
geschnittene HIS-SUMO-tag. Anhand des steigenden Elutionspeaks ist zu erkennen, dass der His-SUMO-tag
nach Cys34-hPar14 von der Sdule kam. Von den Fraktionen 5, 11, 17, 21, 24, 45 und 55 wurde anschlieRend
eine SDS-PAGE Analyse gemacht.
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Abb.30: 15 % SDS-Gel mit Auftrag (A) direkt aus dem SUMO-Protease Gemisch, gefolgt von Fraktion 5, 11,
17 und 21 aus dem Durchlauf, Fraktion 34 aus dem Waschschritt und 45 und 55 aus dem Elutionslauf. Bei
25 kDa ist ein Rest ungeschnittenes Protein, bei 15 kDa der His-SUMO-tag und bei ca. 11 kDa ist das Produkt
Cys34-hParl4 zu sehen.
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3.2.6 Massenspektroskopische Untersuchung der Cys34-Mutante von hPar14

Da das Produkt fiir die anstehende NCL rein sein muss, wurde zusatzlich ein MALDI-MS
aus Fraktion 11 des Reinigungsprozesses gemacht. Hierfiir wurde das Protein in eine
DHAP-Matrix (1:1) eingebettet und das Gemisch auf eine Stahlobjekttrager-Kassette
(Bruker Daltonik, Bremen) aufgetragen. Das Spektrum zeigte ein homogenes Signal bei
10884,7 Da (Abb. 31), was im Bereich der theoretischen Masse von 10873,7 Da liegt. Die
Differenz kann durch Protonenanlagerung zustande gekommen sein. Damit konnte
abschliellend gezeigt werden, dass die Herstellung des Cys34-hParl14-Konstruktes fir die

Semisynthese gut funktioniert hat und das Produkt die gewiinschte Reinheit besitzt.
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Abb.31: Massenspektrum des gereinigten Cys34-hParl4 C-Terminus.

3.2.7 Native chemische Ligation der pSer19- und Alal9-N-Termini mit rekombinantem

Cys34-hPar14-C-Terminus

In den vorangegangenen Kapiteln wurde die Darstellung der drei fir die Semisynthese
bendtigten Komponenten erldutert. Anschlieend an die Synthese wurden die beiden
chemisch hergestellten N-Termini separat voneinander mit je einem Cys34-hPar14-C-
Terminus in einer NCL zusammengefiihrt (Abb. 32). Um den N- und den C-Terminus durch
chemische Ligation Uber eine in situ-Thiolyse miteinander zu verbinden, mussten die
Edukte erst chemisch aktiviert werden. Dafir wurden 40 mg des synthetischen Peptids in
1 M GnHCI, 60 mM 4-Mercaptophenylacetylsdure (MPPA), 0,2 M Phosphatpuffer pH 7,5
gelost. Das Reaktionsgemisch wurde fir 4 Stunden auf den Schittler inkubiert. Die
anschlieBende Isolierung der Edukte vom Produkt erfolgte Uber ein Ultracel YM-10-
Centricon (Millipore, Schwalbach). Zur Analyse der Reaktion wurden ein MALDI-MS-
Spektren gemessen (Abb. 33) und eine CD-Spektralanalyse (3.2.9) durchgefiihrt.
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chemisch synthetisierter N-Terminus

ATTO 488 VNS cc[E\c {c[cf.V. SN cc] (I — Thioester

Cyssy

+

Cys34-Mutante C-Terminus

N-TermiI‘IUS-G30P31K3ZG33C34G35N36A37-C-TermiI‘IUS

Abb.32: Grafische Gegeniiberstellung des pSer19-N-Terminus und des rekombinanten C-Terminus fir die
Semisynthese von hParl4, die durch NCL zusammengefligt werden. Bei der NCL wird durch einen
nukleophilen Angriff des Amins am Carbonylkohlenstoff des Thioesters ein Cystein gebildet. Dieser Schritt
ist reversibel und wird durch den Zusatz von Thiolen Richtung Produkt dirigiert. Hier wurde der Ubersicht
halber auf die Darstellung der Alal9-Variante verzichtet.
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Abb.33: MALDI Spektren der semisynthetischen Proteine von hPar14. (A) Zeigt das Spektrum des ATTO 488-
Alal9-hPari4, (B) das Spektrum des ATTO 488-PSer19-hParl14. In beiden Spektren ist ein sehr groRer Anteil
an Cys34-hParl4 zu erkennen, zusatzlich eine grofRe Schulter am linken Rand beider Spektren. Gemessen
wurden die Spektren an einem Autoflex speed MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen).
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3.2.9 CD-Spektroskopie der semisynthetischen Varianten des hPar14-Proteins

Die Sekundarstruktur der Proben wurde mittels Circulardichroismus-Spektroskopie (CD)
Uberpriuft, um zu klaren, ob das semisynthetische Protein im gefalteten Zustand vorliegt
und somit der nativen Form des Proteins hPar14 gleicht. Hierfiir wurden zunachst die
Einzelkomponenten der Semisynthese auf strukturelle Ubereinstimmung anhand der
CD-Spektren untersucht. Zum einen wurden die einzelnen N-Termini (pSer19 und Ala19)
gemessen, zum anderen die Cys34-C-Terminus-Mutante. Als Vergleich diente eine native
Referenzprobe, die ebenfalls gemessen wurde. Bei der Referenzprobe handelt es sich um
die rekombinante Wildtyp-Form des hPar14 (Expressionsprodukt des Klons BC 880). Je
Probe sind 200 pl mit einer Konzentration von 0,15 mg/ml gemessen worden und es
wurde von jedem Spektrum der Pufferbeitrag abgezogen. Da hier unterschiedlich lange
Aminosdauresequenzen gemessen wurden, mussten die Daten fir einen Vergleich
aufeinander abgestimmt werden. Dazu wurde zundchst ein Differenzspektrum der
gemessenen Elliptizitdit von der Referenzprobe (131 AS) und dem Cys34-C-Terminus
(98 AS) gebildet. Um nun einen vergleichbaren Wert fir die N-Termini (33 AS) zu

erlangen, wurden die Daten (iber die Formel

6.
[H]MRE = _100

cdN

(Gl. 3.1)

in die mittlere molare Elliptizitdit (mean residue ellipticity) pro Aminosaurerest [0]yrE
umgerechnet werden. 6 ist die gemessene Elliptizitdt in Grad, c die Konzentration des
Proteins in Mol pro Liter, d die Schichtdicke der Kiivette in cm und N die Anzahl der
Aminosaurereste im Protein [138]. Nun konnten die Kurven des berechneten N-Terminus
aus der gemessenen Referenzprobe und der gemessenen N-Termini pSer19 und Alal9
gegenlbergestellt werden (Abb. 34 A) Jede Kurve zeigt eine Mittelung aus zwanzig
Spektren pro Probe. Analog wirde fir die Darstellung C-terminaler Strukturen
vorgegangen. Hier wurde ein Differenzspektrum aus der gemessenen Elliptizitat der
Referenzprobe (131 AS) und des Alal9-N-Terminus (33 AS) gebildet und anschlieRend
nach Gl. 3.1 ein theoretisches Spektrum fiir den C-Terminus (98 AS) von hPar14 ermittelt.
Dieses theoretische Spektrum wurde mit dem gemessenen Spektrum von
Cys34-C-Terminus gemeinsam in Abb. 34 B dargestellt.

Ohne fur die Spektren der N- und C-Termini eine zusatzliche Sekundarstrukturanalyse
gemacht zu haben, kann anhand des Kurvenverlaufs eine Aussage (iber die strukturelle
Ahnlichkeit der jeweiligen Spezies untereinander gemacht werden. Vergleicht man die
drei Kurven des Spektrums A aus Abb. 34 mit Spektren aus der Fachliteratur, so entspricht
deren Verlauf den klassischen Kurven eines unstrukturierten Proteins [139]. Bei den

Kurven aus Abb. 34 B zeigen die C-Termini eher 3-Faltblatt-Charakter.
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Abb.34: CD-Spektren der mittleren molaren Elliptizitat [B]ye flr (A) den berechneten N-Terminus aus der
Referenzprobe (hPar14) und den beiden chemisch synthetisierten N-Termini Serl9 und Alal9 und fir (B)
den nach der Formel fir die mittlere molare Elliptizitdt [B]yz: berechneten C-Terminus aus der
Referenzprobe (hPar14) und dem rekombinanten Cys34-C-Terminus.

Um die Sekundarstruktur der drei vollstandigen Proteine mittels CD-Spektroskopie zu
vergleichen, wurden die beiden, durch NCL erzeugten Proteine ATTO 488-Alal19-hPar14
und ATTO 488-pSer19-hParl4 zusammen mit dem Wildtyp hPar14 (BC880) gemessen und
im folgenden Spektrum dargestellt (Abb. 35).
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Abb.35: CD-Spektren der beiden semisynthetischen Proteine ATTO 488-Alal9-hParl14, ATTO 488- ;Serl19-
hPar14 und des nativen Wildtyps hPar14 (BC 880).
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3.2.9 Sekundarstrukturanalyse der semisynthetischen hPar14-Proteine

Um eine Aussage (iber die tatsdchliche, strukturelle Zusammensetzung der einzelnen
Proteine treffen zu kénnen, wurden die Daten aus den vorherigen CD-spektroskopischen
Messungen jeweils einzeln mit dem Programm CDSSTR einer statistischen
Sekundarstrukturanalye unterzogen. Das Ergebnis der Analyse ist in Abb. 36 dargestellt,
wobei sich die Sekundarstrukturanteile in vier unterschiedliche Bereiche einteilen lassen:

Helikale Strukturen, B-Faltblatt-Strukturen, Schleifen (turns) und unstrukturiert (coil).

Wildtyp hPar14 ATTO 488-Ala19-hPar14 ATTO 488-,Ser19-hPar14

. o-Helix
B s-Faltblatt
. coil

D turn

Abb.36: Sekundarstrukturanteil eines rekombinanten hParl4 und beider semisynthetischen Mutanten.
Wahrend sich h-Par14 und die Alal9-Mutante strukturell sehr dhnlich sind, zeigt die pSer19-Mutante leichte
Abweichungen.

Damit konnte gezeigt werden, dass sich beide semisynthetischen Proteine, nach der
nativen chemischen Ligation wieder in einer nativen Struktur organisierten. Wobei das
semisynthetische ATTO 488-Alal19-hPar14 Protein eine sehr groRe Ubereinstimmung mit
dem Wildtyp des hParl4 aufweist. Das ATTO 488-pSer19-hParl4 hingegen zeigt laut
Berechnung eine Abweichung im a-helikalen Bereich von 9 %, im [-Faltblatt Bereich von

6% und im turn-Bereich von 3 % auf.

3.2.10 Weitere Peptide zur semisynthetischen Darstellung eines hPar14-N-Terminus

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Peptide zur chemischen Darstellung eines
hParl4 N-Terminus synthetisiert. Hierbei wurde speziell darauf geachtet, kleine
Sequenzabschnitte zu wahlen, die bei Bedarf aneinander gekoppelt werden kdnnen
(Abb. 37). Der Grund hierfiir lag in einer hoheren Flexibilitdt der Variationsmoglichkeiten
posttranslationaler Modifikationen. Da hPar14 neben phosphorylierten auch acetylierte
Aminosauren besitzt, ist es interessant zu erfahren, ob sich diese beiden Modifikationen,
abhangig voneinander, auf das Bindeverhalten zu mdéglichen Substraten auswirken. Aus
diesem ,Baukastensystem” konnen nun Dbeispielsweise Sequenzabschnitte mit
Phosphorylierung und Acetylierung, nur mit Phosphorylierung oder nur mit Acetylierung
zusammengefiigt werden. Das Verhalten dieser drei unterschiedlich modifizierten
Varianten kann daraufhin in Bindungsassays mit potentiellen Substraten studiert werden.
Die in Abb. 38 A gezeigten Peptidfragmente sind in der Reihenfolge ihrer

Aminosauresequenz von 1-4 durchnummeriert worden, wobei das M fiir Modul steht und
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der Buchstabe hinter der Zahl zur Unterscheidung von Sequenzhomologen mit anderer
PTMs dient. Des Weiteren wird sich, durch die Belassung der posttranslational
modifizierten Peptidfragmente (M2A-M2C) am Wang-Harz, die Option offengehalten,
eine spdtere Substitution der Fmoc-Schutzgruppe durch ein Fluorophor vorzunehmen.

Dadurch kénnen diese Peptide alleine in einem Fluoreszenz-Assay eingesetzt werden.

hPar14 N-Terminus
NH,-MPPKGKSGSGKAGKGGAASGSDSADKKAQGPKG;,4

A Peptidfragmente B hParl4 N-Terminus Varianten

M1: QGPKG-Wang > Mant-MPPKGKSGSG | KAGK,.GGAASG | SDSADKKA | QGPKG-Wang
M2A: Fmoc-KAGK, GGAASG-Wang * > Mant-VPPKGKSGSG | KAGKGGAA,SG | SDSADKKA | QGPKG-Wang
M2B: Fmoc-KAGKGGAA,SG-Wang * > Mant-MPPKGKSGSG | KAGK, GGAA,SG | SDSADKKA| QGPKG-Wang
M2cC: Fmoc-KAGK, GGAA,SG-Wang *

M3: Fmoc-SDSADKKA-OH

M4: Mant-VIPPKGKSGSG-OH

Abb.37: Darstellung Fmoc-geschiitzter Wang-Peptid-Bausteine (A) und deren Kombinations-maoglichkeiten,
fir N-terminale Varianten von hPar14 (B). Zur modifikationsabhangigen Bindungsstudie mit Substraten sind
die N-Termini der Peptide mit dem Fluorophor Mant ausgestattet. Die mit * versehenen Peptidfragmente
kénnen nachtraglich N-terminal modifiziert werden.

Alle sechs in Abb. 3.21 A gezeigten Peptide, wurden manuell mittels SPPS hergestellt:

Es wurden 300 mg Fmoc-Ala-Wang-Resin eingewogen und fiir 2 Stunden in DMF quellen
gelassen. AnschlieRend wurde das Losungsmittel abgesaugt. Zur Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe wurden 2 ml einer 20 %igen Piperidin/DMF-Losung fir 15 min auf das
gequollene Resin gegeben. Wahrend der Reaktionszeit der Spaltreaktion wurden 5 eq des
ersten Fmoc-Bausteins mit je 2 ml 5 M HBTU/DMF- und DIEA/NMP-L6sung zur Bildung
eines Aktivesters auf den Aminosaurebaustein gegeben. Es folgte das Waschen mit DMF
far 1 min und anschliefend die Kopplung der aktivierten Fmoc-Aminosaure. Die Reaktion
wurde 20 min unter gelegentlichem Riihren laufen gelassen. Die Reaktionslosung wurde
wieder 1 min mit DMF gewaschen, gefolgt von der erneuten Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe. Mit den folgenden Aminosduren wurde wie oben beschrieben
fortgefahren, auf das Abspalten der letzten Fmoc-Schutzgruppe wurde vorerst verzichtet,
da die einzelnen Peptide wiederum als Bausteine fiir groRere Fragmente genutzt werden
sollen. Einzig bei dem Peptid MPPKGKSGSG (M1) wurde direkt im Syntheseverlauf der
Fluorophor Mant gekoppelt, da es sich bei diesem Peptid um die N-terminale

Abschlusssequenz handelt. Hierzu wurde im letzten Kopplungsschritt Mant lber seine
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Carboxylgruppe an die freie Aminogruppe des Methionins kovalent gebunden. Die
Aktivierung des Fluorophors wurde analog zu der der anderen Aminosduren
durchgefihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels, wurde die Peptide in 2 ml
ReaktionsgefalRe Uberfihrt und fir weitere Versuche aufbewahrt. Alle synthetisierten
Peptide dieses Abschnitts wurden in Tab. 22 zusammengefasst. Die Massenspektren der
charakterisierten Peptide sind in Abb. 38 gezeigt. Ein Polypeptid aus den Fragmenten M1,
M2B, M3 und M4 wurde anschlieBend hergestellt um zu zeigen, dass die Schrittweise
Zusammenfihrung der Komponenten funktioniert. Das Produkt wurde per SDS-PAGE und
LC-ESI-MS charakterisiert (Abb. 39).

Tab. 22: Peptide zur Fragmentkopplung mit unterschiedlichen Modifikationen

Peptid Modul Theor. Masse [g mol™] Gem. Masse [g mol™]
Mant-MPPKGKSGSG M1 1078,2 1079,36
Fmoc-KAGK,.GGAASG M2A 1067,2 1067,08
Fmoc-KAGKGGAARSG M2B 1105,1 1138,31
Fmoc-KAGK,.GGAARSG M2C 1147,1 1195,84
Fmoc-SDSADKKA M3 1044,8 1044,20
QGPKG-Wang M4 485,5 486,82
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Abb.38: Darstellung der ESI-Massenspektren aller Fragmentpeptide M1(A), M2B(B), M3(C) und M4(D) die
anschlieBend aneinander gekoppelt wurden, um einen hParl4-N-Terminus zu erzeugen. Das
Fragmentpeptid M2B wurde im Negativ-Modus gemessen, die anderen Peptide im Positiv Modus
(Abschnitt 2.23).
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Abb.39: Charakterisierung der Fragmentsynthese aus den Modulen M1, M2B, M3 und M4. A zeigt das
Spektrum der LC-ESI-MS-Analyse, wobei die detektierte Masse dem 6-fach positiv geladenen Polypeptid
entspricht. B zeigt das SDS-PAGE-Gel, in dem das Polypeptid bei ca. 3000 Da zu sehen ist. Die Sequenz des
synthetisierten Peptids lautet Mant-MPPKGKSGSGKAGKGGAA,SGSDSADKKAQGPKG.
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33 Fluoreszenzmikroskopie transienter und injizierter hPar14-Konstrukte

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die semisynthetischen
Proteine eine native Faltung aufweisen, daher kann davon ausgegangen werden, dass das
Protein biologisch aktiv ist und somit in Zellen seiner natirlichen Funktion nachkommen
kann. Um nun zu sehen, welchen Einfluss das phosphorylierte Serin (pSer19) auf die
Funktion des Proteins hat, wurden zunéachst drei fluoreszierende Proteine transient in
U-2 OS Zellen transfiziert. Hierflir wurde das institutseigene Konstrukt BC 638 verwendet,
ein full length hParl14, das C-terminal einen EYFP-tag tragt. Aus dem Konstrukt wurde
zusatzlich, mittels Quick-Change® (Agilent technologies), eine Mutation an
Aminosdureposition 19 zu Alanin vorgenommen (Ser19/Alal19). Dadurch lasst sich das
Protein an dieser Stelle nicht mehr posttranslational modifizieren. Das dritte Protein,
welches untersucht wurde, ist EYFP und dient als Kontrolle. Dazu wurde das
institutseigene Konstrukt BC 615 verwendet, ein EYFP-Leervektor. AnschlieRend wurden
die semisynthetischen Proteine (Abschnitt 3.2) ebenfalls fluoreszenzmikroskopisch in U-2
OS Zellen untersucht. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Versuchen, wurden die
Proteine in das Cytosol der Zellen injiziert. Als Kontrolle wurde der reine
Fluoreszenzfarbstoff ATTO 488 analog zu den semisynthetischen Proteinen in U-2 OS
Zellen injiziert und mikroskopiert. Alle Fluoreszenzmikroskopisch untersuchten Proben

sind in Tab. 23 noch einmal zusammengefasst.

Anmerkung:

Diese Versuche wurden in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe ,Molekulare
Zellbiologie” der Universitat Duisburg Essen unter Leitung von Frau Prof. Dr. Perihan
Nalbant durchgefiihrt. Es wurden insgesamt sechs unterschiedliche Proben, Proteine und
Fluorophore in Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht, wobei die
zellbiologischen Vorbereitungen von Frau Manuela Kowalczyk und die Injektionen von

Frau Prof. Dr. Perihan Nalbant vorgenommen wurden.

Tab. 23: Fluoreszenzmikroskopisch untersuchte Proteine und Molekiile

Fluoreszierende Molekiil Klassifizierung
hPar14w-EYFP rekombinantes Protein
hParl4a,10 -EYFP rekombinantes Protein
EYFP Fluorophor

ATTO 488-pSer19-hPar14 semisynthetisches Protein
ATTO 488-Alal19-hPar14 semisynthetisches Protein
ATTO 488 Fluorophor
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3.3.1 Mikroskopie transient transfizierter Proteine

Die drei zu untersuchenden Proben, hParl4y -EYFP, hParl4a.19-EYFP und EYFP wurden
als Plasmid DNA transient transformiert und in Osteosarkomazellen des Typs U-2 OS
kultiviert, wie es in Abschnitt 2.20 beschrieben steht. AnschlieBend wurden die Proben in
einem konfocal Mikroskop (2.20.4) der Firma Nikon fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Abb. 40 zeigt die Aufnahmen von U-2 OS Zellen mit sichtbar gemachtem hPar14,1-EYFP,
Zellkernen (DAPI) und F-Aktin (Alexa Fluor® 633 Phalloidin). In den Zellen ist zu sehen,
dass hParl4y -EYFP eine starke Kernlokalisation aufweist, im Zellkern selber ist eine
verstarkte Fluoreszenz in subnuklearen Strukturen zu sehen. Im umgebenden Cytosol ist
hPar14w1-EYFP ebenfalls vertreten, allerdings wurde hier ein vergleichsweise geringes

Fluoreszenzsignal detektiert.

hParl4,-EYFP Zellkern Uberlagerung

Abb.40: Oben und unten sind zwei reprasentative Aufnahmen fixierter U-2 OS Zellen zur Lokalisation des
zuvor transient transfizierten Proteins hParl4,,-EYFP zu sehen. Die monochromen Aufnahmen zeigen von
links nach rechts hParl4, -EYFP, den Zellkern und die F-Aktin-Filamentstruktur der Zelle, ganz rechts ist
eine Uberlagerung der eingefirbten Kanile gezeigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI, das Aktin-Zytoskelett
(F-Aktin) mit Alexa Fluor® 633 Phalloidin angefarbt. Die MaRstabsbalken entsprechen einer GroRe von 25
pum.

In Abb. 41 sind die Aufnahmen der fixierten U-2 OS Zellen mit transient transfiziertem
hParl14,,19-EYFP, angefarbtem Zellkernen (DAPI) und angefarbten F-Aktin-Fasern (Alexa
Fluor® 633 Phalloidin) zu sehen. Auch bei der Beobachtung des hPar14,,19-EYFP-Signals
ist eine deutliche Kernlokalisation festzustellen. Die Proteine zeigen auch hier eine
gehdaufte  Ansammlung in  den  subnuklearen  Strukturen, wobei das

hPar14a19-EYFP-Fusionsproteins eine schwéachere Fluoreszenzintensitat im Cytosol zeigt.
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hParl4,,,o-EYFP Zellkern F-Aktin Uberlagerung

’
-

Abb.41: Oben und unten sind zwei reprasentative Aufnahmen fixierter U-2 OS Zellen zur Lokalisation des
zuvor transient transfizierten Proteins hParl4,,-EYFP zu sehen. Die monochromen Aufnahmen zeigen von
links nach rechts hParl4,,-EYFP, den Zellkern und die F-Aktin-Filamentstruktur der Zelle, ganz rechts ist
eine Uberlagerung der eingefirbten Kanile gezeigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI, das Aktin-Zytoskelett
(F-Aktin) mit Alexa Fluor® 633 Phalloidin angefarbt. Die MaRstabsbalken entsprechen einer GrofRe von
25 pum.

Zur Kontrolle wurden weitere Aufnahmen mit einem EYFP-Leervektor gemacht. Hierzu
wurden, analog zu vorherigen Versuchen, 50 ng Plasmid-DNA in U-2 OS Zellen transient

transfiziert. Die Aufnahmen in Abb. 42 zeigen eine deutliche Kernlokalisation von EYFP.

EYFP Zellkern F-Aktin Uberlagerung

Abb.42: Zwei reprasentative Aufnahmen von 50 ng transient transfizierter Plasmid-DNA des Proteins EYFP
in anschlieRend fixierten U-2 OS Zellen. In der Abb.sind von links nach rechts EYFP, die Zellkerne und F-Aktin
dargestellt, ganz rechts ist die Uberlagerung der Kanile gezeigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI, das Aktin-
Zytoskelett (F-Aktin) mit Alexa Fluor® 633 Phalloidin angefarbt. Die Fokussierung wurde auf die Kerne

eingestellt. Die Malstabsbalken entsprechen einer GréRe von 25 um.
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Zur Analyse der Zellaufnahmen wurde die Software Image) verwendet. Das Programm
kann Bilder zellmikroskopischer Aufnahmen, anhand der vom Mikroskop verwendeten
Filter, in ihre einzelnen Kanale zerlegen. Mit dem Freihand-Zeichentool des Programms
wurde zunidchst die gesamte Zelle im EYFP-Kanal umrandet. Um nun einen
Intensitatsunterschied der EYFP-Fluoreszenz zwischen Kern und Cytosol messen zu
konnen, wurde anschlieRend der Kern der bereits umrandeten Zelle im DAPI-Kanal
selektiert. Die im DAPI-Kanal markierte Flache des Kerns wurde im EYFP-Kanal von der
Flache der gesamten Zelle abgezogen, und so indirekt die Flache des Cytosols bestimmt.
Neben der Flache berechnet das Programm Imagel gleichzeitig die von dem markierten
Bereich ausgehende Leuchtintensitat. Diese Werte wurden fiir den Kern und das Cytosol
jeder aufgenommenen Zelle erfasst und in einem Tabellenkalkulationsprogramm
(Microsoft Excel 2010) statistisch ausgewertet. Die Leuchtintensitdt der hellsten
Komponente (in diesem Fall der Kern) wurde pro Zelle auf 100 % und die Leuchtintensitat
der dunkleren Komponente (Cytosol) wurde in das entsprechende, prozentuale Verhaltnis
gesetzt. Insgesamt wurden 19 Zellen mit transient transformiertem hPar14WT-EYFP und
15 Zellen mit hPar14Alal19-EYFP ausgezahlt und bewertet (Abb. 43).
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20 m Cytosol 30 M Cytosol
X X
£ £
= 60 = 60
S S
2 40 2 40
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20 20
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hPar14,,-EYFP hPar14,,,5-EYFP

Abb.43: Statistische Gegeniberstellung der gemittelten Fluoreszenzsignalintensitdten der transient
transfizierten hParl14-EYFP-Proteine. Die Leuchtintensitdt des Zellkerns wurde in beiden Messungen auf
100 % gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standardfehler von 19 (hPar14y+) bzw. 15 (hParl14,10)
Zellen.

Die Auswertung der Aufnahmen zeigt zwischen dem Wildtyp des hPar14-EYFP und der
Alal9-Mutante des gleichen Proteins keinen signifikanten Unterschied. Jedoch zeigen
beide Proteine eine stiarkere Fluoreszenzintensitdt in den Kernen, wobei subnukleare

Strukturen die starkste Signalintensitat aufwiesen.

81



3 Ergebnisse

3.3.2 Mikroskopie injizierter Proteine

Um die biologische Aktivitat der in dieser Arbeit semisynthetisch hergestellten Proteine
(3.2) zu testen, wurden sie unter gleichen zellbiologischen Bedingungen wie die transient
transfizierten Proteine untersucht. Bei den vorliegenden Experimenten wurden die
beiden semisynthetischen Proteine des hPar14 in das Cytosol von Osteosarkomazellen
des Typs U-2 OS injiziert. Die zu injizierenden Proteine hatten eine Konzentration von 100
MM in 0,2 M Kaliumphosphat-Puffer (KP;-Puffer) bei einem pH von 7,5. Vor der
Mikroinjektion wurde die Proteinlésung 30 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der
Zeitraum der Injektion umfasste 15 min. AnschlieBend wurden die Zellen fir 30 min bei
37 °C inkubiert. Darauf folgten die Fixierung der Zellen mit Formaldehyd und die Farbung
der Kerne mit DAPI. Nach der Injektion wurden die Proben in einem konfokalen Laser-
Raster Mikroskop (2.20.5) der Firma Leica fluoreszenzmikroskopisch untersucht, wobei
hier das Licht definierter Wellenlangen fiir die spezifischen Fluorezenzsignale der
eingesetzten Farbstoffe durch die in Tab. 18 angegebenen Filter selektiert wurde. In Abb.
44 werden zwei reprasentative Aufnahmen der pSer19-Variante mit dem Fluorophor
ATTO 488 gezeigt, zusatzlich sind die mit DAPI angefdrbten Kernstrukturen in der
mittleren Abb. zu sehen. Hier kann man eine Abgrenzung der ATTO 488-pSer19-hPar14-
Proteine zum Kern deutlich erkennen, auch eine Anreicherung der Proteine in den
subnuklearen Strukturen ist deutlich sichtbar. Generell ist festzustellen, dass das
Intensitatsverhaltnis der Fluoreszenzsignale bei diesen Aufnahmen nicht so stark

divergent wie bei den Aufnahmen der transient transfizierten Proben ist.

ATTO 488-hPar14-.,Ser19 Zellkern Uberlagerung

Wi

Abb.44: Ausgewidhlte Aufnahmen von fixierten U-2 OS-Zellen zur Lokalisation von zuvor injiziertem Protein
ATTO 488-,Ser19-hParl4. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Ganz links sind die monochrom
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dargestellten Fluoreszenzsignale des ATTO 488-,Ser19-hParl4 Proteins gezeigt, wobei eine verstarkte
Intensitat von subnuklearen Strukturen ausgeht. Rechts daneben sind die mit DAPI gefarbten Zellkerne zu
erkennen und ganz rechts ist die Uberlagerung der beiden aufgenommenen Kanile dargestellt. Die
Injektionskonzentrationen der Proteine betrugen 100 uM in 0,2 M Kaliumphosphat-Puffer (KP;-Puffer), bei
einem pH von 7,5. Der MaRstab wird liber den weifen Balken in den rechten Bildern definiert, dieser
entspricht einer Gréf3e von 25 pm.

In der folgenden Abb.wird analog zu den gezeigten Bildern in Abb. 45, eine reprdsentative
Auswahl der Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen von U-2 OS Zellen mit injizierten,
semisynthetisch hergestellten Alal9-Varianten gezeigt. Hier wurde, ebenso wie in der
vorherigen Darstellung, eine Farbung des Zellkerns mit DAPI vorgenommen, um eine
spatere Signalanalyse zu erméglichen und die Lokalisation des Proteins in der Zelle besser
zuordnen zu koénnen. In diesen Aufnahmen ist anhand des Fluoreszenzsignals eine
wesentlich schwachere Kernlokalisation auszumachen. Dennoch zeigt sich auch hier

wieder die Anlagerung des Proteins in subnuklearen Kompartimenten, daher

ATTO 488-hPar14-Alal9 Zellkern Uberlagerung

Abb.45: Zwei ausgewdhlte reprasentative Aufnahmen fixierter U-2 OS-Zellen zur Lokalisation von zuvor
injiziertem Protein ATTO0488-Alal9-hParl4. Ganz links sind in monochromer Dargestellung die
Fluoreszenzsignale des ATTO 488-,Ser19-hPar14 Proteins gezeigt. Daneben sind die mit DAPI angefarbten
Zellkerne zu sehen(mittleres Bild). Rechts eine Uberlagerung beider Kanile. Die Konzentration der
injizierten Proteine betrugen 100 uM in 0,2 M Kaliumphosphat-Puffer (KP;-Puffer) bei einem pH von 7,5. Der
MaRstab wird iber den weiRen Balken in den rechten Bildern definiert, dieser entspricht einer GrofRe von
25 pm.

Neben den beiden semisynthetischen Proteinen wurde eine Kontrollinjektion des reinen
Farbstoffs in das Cytosol der U-2 OS Zellen vorgenommen, um einen moglichen Effekt des
Farbstoffs auf die Proteine ausschlieen zu kénnen. Die mikroskopischen Aufnahmen sind

in Abb. 46 dargestellt. Die Aufnahmen zeigen keine gehaufte Kernlokalisation des
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Farbstoffs, womit ein positiv dirigierender Effekt auf die Lokalisation der Proteine

ausgeschlossen werden kann.

ATTO 488 Zellkern Uberlagerung

Abb.46: Kontrollaufnahme des injizierten Fluorophors ATTO 488 in anschlieRend fixierten U-2 OS Zellen. Im
mittleren Bild sind die Zellkerne, angefarbt mit DAPI, zu sehen. Die Injektionskonzentrationen des Farbstoffs
betrug 100 uM in 0,2 M Kaliumphosphat-Puffer. Als MaRstabsreferenz dient der weille Balken im rechten
Bilde, dieserentspricht einer GréfRe von 25 um.

Fir eine statistische Analyse wurden die Zellaufnahmen mittels der Software Image)
ausgewertet. Die Markierung und Subtraktion der beiden Flachen wurde genau wie in
den zuvor analysierten Aufnahmen der transfizierten Proteine vorgenommen. Die
Fluoreszenzintensitaten wurden fiir den Kern und das Cytosol aller aufgenommenen
Zellen erfasst und in einem Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft Excel 2010)
statistisch ausgewertet. Die Intensitat der hellsten Komponente (in diesem Fall der Kern)
wurde pro Zelle auf 100 % und die Intensitat der dunkleren Komponente (Cytosol) in das
entsprechende, prozentuale Verhaltnis gesetzt. Die Statistik umfasst fir das Protein
ATTO488-hParl4-pSerl9 insgesamt 18 Zellen, fiir das Protein ATTO488-hParl4-Alal9

wurden Bilder von 21 Zellen ausgewertet.
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Abb.47: Statistische Gegenuberstellung der gemittelten Fluoreszenzsignalintensitdten der injizierten
semisynthetischen hParl4 Proteine. Die Leuchtintensitat des Zellkerns wurde in beiden Messungen auf 100
% gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standardfehler von 18 (ATTO 488-,Ser19-hPar14) bzw. 21
(ATTO 488-Ala19-hPar14) Zellen.
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Bei der Betrachtung der statistischen Auswertung (Abb. 47) wurde ein minimal
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Protein-Varianten festgestellt. Abgeleitet
aus der Leuchtintensitat des Fluorophors zeigt die pSer19-Variante eine 40,6 % geringere
cytosolische Fluoreszenz gegeniliber dem Kern. Wobei die cytosolische Fluoreszenz bei
der Alal9-Variante nur ganze 27,2 % schwadcher ist als die Fluoreszenz des Proteins im
Kern.

Daher lasst sich beim alleinigen Vergleich der hier ermittelten Ergebnisse, unbeachtet
moglicher Nebeneinfliisse, die Aussage treffen, dass hParl4 durch die Phosphorylierung
der Aminosaure Serin 19 eine marginal hohere Kernlokalisation aufweist, als ihr durch
Alanin 19 substituiertes Pondon. Damit ist die Auswirkung der PTM an dieser Stelle
vermutlich zwar forderlich, allerdings nicht ausschlieBlich fiir eine Kernlokalisation

verantwortlich.
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34 Bindungsstudien zwischen hPar14-Peptiden und den Bromodomanen PCAF,
GCN5, BRDT(1) und BRD4(2)

Neben den moglichen Phosphorylierungen, besitzt hParl4 im N-terminalen Bereich sehr
viele Lysine, die als potentielle Acetylierungsmotive dienen kénnen. Der Nachweis von
Acetylierungen in Parvulin 14 wurde 2009 veréffentlicht [27]. Ahnlich wie hPar14 besitzen
auch Histone N-terminal unstrukturierte Enden ohne katalytische Domadnen. Von den
Histonen ist bereits bekannt, dass sie in zahlreichen Fallen acetyliert vorliegen [103]. Bei
den Substraten, die in der Verdffentlichung genannt werden, handelt es sich
hauptsachlich um Peptide aus den Histonen 3 und 4. Um nun herauszufinden ob
Bromodomanen hParl4 als Substrat ebenfalls erkennen, wurden die Plasmide aus der
Veroffentlichung angefordert. Diese wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Prof. Dr.
Stefan Knapp (Oxford University, GB) zur Verfiigung gestellt. Es wurden hier die
DNA-Konstrukte der Bromodomanen von PCAF, GCN5, BRDT(1) und BRD4(2) gewahlt um
zu Uberprifen, ob sie an hParl14 binden, da diese Substrate mit der acetylierten Sequenz
KGG binden, die auch in hPar14 vorkommt. Mit BRDT1 und BRD4(2) sind zwei Vertreter
der BET-Bromodomanen-Familie darunter, die sich dadurch auszeichnen auch doppelt
oder mehrfach acetylierte Motive zu erkennen und an sie zu binden [102]. Fir die
Bindungsstudien von hParl4 an oben genannten Bromodomanen wurden daher 4
unterschiedliche Peptide (iber Fmoc-basierte SPPS synthetisiert (Abschnitt 2.21.1). Die
Peptide bestehen aus den Aminosduren 8-18 aus der Sequenz des N-Terminus von hParl14
(Abb. 48). Dieser Sequenzabschnitt beinhaltet zwei Lysine, die in den Peptiden in allen
Variationsmoglichkeiten (acetyliert und unacetyliert) eingebaut wurden. Um eine
Bindungsstudie mittels Anisotropie-Messungen vornehmen zu kdnnen, wurde ein

Fluoreszenzlabel (Rhodamin B) N-terminal an alle 4 Peptide synthetisiert.

Rhodamin BgGS G K,,AGKG G A Agely]
PCAF Rhodamin BgGS GKAG K, GG A Age]]

Rhodamin BgGSG K, AG K, GG A Age]

RhodaminBgGSGKAG K GG A Adely]

GoNs Scsciuciceas

8 18

N-Terminus hPar14

: ;" £ BRDT(1) BRD4(2)

Abb.48: Ubersichtsdarstellung der Strukturoberfliche der vier Bromodomanen PCAF, GCN5, BRDT(1) und
BRD4(2) sowie der synthetisierten Peptide aus der N-terminalen Sequenz von hParl4 fir
Fluoreszenzanisotropie-Spektroskopie. Die Peptide sind unterschiedlich acetyliert und N-terminal mit
Rhodamin B markiert.
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3.4.1 Synthese von Peptiden aus der N-terminalen Sequenz des hPar14

Die Synthese von acetylierten Peptiden erwies sich in der SPPS nach dem Fmoc-Prinzip als
unproblematisch, da durch die Acetylierung des Seitenkettenamins von Lysin, eine zu
Nebenreaktionen neigende, positive Ladung neutralisiert wird. Fir die hier
synthetisierten Peptide wurde mit einem klassischen Wang-Resin gearbeitet, an dem die
erste  Aminosdure (C-terminal) bereits vorinstalliert ist. Fiur die anschlieBende
Fluoreszenzanisotropie Messung wurde N-terminal der Fluorophor Rhodamin B

gekoppelt. Alle Variationen an synthetisierten Peptiden sind in Abb. 49 dargestellt.

[¢]

HO
R,=—C(O)CH, R,=H :i
R,=H R,=-C(O)CH
1 2 ( ) 3 LN CH3

R,=—C(O)CH, R,=—C(0)CH,
R,=H R,=H Hscﬁ/&o

o0 ®>

Rhodamin B-GSGKAGKGGAA-OH

Abb.49: Lewis-Struktur und Aminosduresequenz der synthetisierten Peptide, hier rot dargestellt der
Fluorophor Rhodamin B und in blau die Variationen an Acetylierungen (A-D).

Vor Synthesebeginn wurden 300 mg Fmoc-Ala-Wang-Resin fiir 2 h in DMF aufgequollen.
Nach dem Quellen des Resins wurde das Lésungsmittel unter Anlegen eines Vakuums
abgesaugt. Die vorinstallierte Fmoc-Schutzgruppe wurde mit 2 ml einer 20 %igen
Piperidin/DMF Losung fur 15 min abgespalten. Die hier verwendeten acetylierten
Aminosaurebausteine wurden in einer doppelten Kopplung aufgebracht. Fir die
Anisotropie-Messungen wurde das Fluorophor Rhodamin B N-terminal an das Peptid
gekoppelt. Durch die para-stindige Carboxylgruppe am Benzylring des Rhodamin B
konnte der Fluorophor mit den Aktivierungsreagenzien HBTU und DIEPA in einen
Aktivester Uberfliihrt und wie eine Aminosdure N-terminal an das Peptid gekoppelt
werden. Rhodamin B wurde im vierfachen molaren Uberschuss eingewogen. Die

chemische Installation des Fluorophors fand unter Lichtausschluss statt, um einen
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mogliche vorzeitige Zersetzung des Farbstoffs zu verhindern. Nach der Synthese wurde
das Peptid in ein 15 ml Falcon-Reaktionsgefal tiberfiihrt und durch Zugabe von 5 ml eines
Gemischs aus 95 % TFA; 2,5 % DIEPA und 2,5 % ddH,O vom Resin abgespalten. Fir die
Reaktionszeit von 2 Stunden wurde das Falcon-Reaktionsgefdll gegen UV-Einstrahlung
geschitzt, um Lichtreaktionen des Fluorophors zu unterbinden. Auf diese Weise wurden
insgesamt vier verschiedene Peptide hergestellt (Tab. 24). Die unterschiedlichen
Acetylierungen in den Peptiden wurden entsprechend der Sequenz der PPlase hPar14, an
Aminosaurepositionen K11 und K14 eingebaut. Als Referenzspektrum ist in Abb. 50 das
ESI-MS-Spektrum des Peptids Rhodamin B-GSGKacAGKacGGAA-OH gezeigt, weitere
Spektren befinden sich im Anhang.
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Abb.50: ESI-MS-Spektrum der Verbindung Rhodamin B-GSGKacAGKacGGAA-OH, mit der charakteristischen
Masse von 1368,47. Neben der Masse des einfach geladenen Molekiils, ist ebenfalls die doppelte und
dreifache Masse im ESI-MS detektiert worden. Das Peptid wurde im positiv-Modus gemessen.

Tab. 24: Fluoreszenzpeptide fiir Anisotropie-Messungen mit ihren theoretischen Massen.

hPar14-Peptid Theor. Masse [g mol?] Gem. Masse g mol ™
Rhodamin B-GSGK,.AGKGGAA-OH 1327,5 664,15
Rhodamin B-GSGKAGK,.GGAA-OH 1327,5 664,15
Rhodamin B-GSGK,AGK,.GGAA-OH 1369,5 685,13
Rhodamin B-GSGKAGKGGAA-OH 1285,5 429,22

3.4.2 Expression und Reinigung der Bromodomanen

Exemplarisch wird an dieser Stelle die Expression und Reinigung der Bromodomane PCAF
beschrieben, analog dazu fand die Expression und Reinigung der Bromodoméanen GCNS5,
BRD4(2) und BRDT1 statt. Das Plasmid der Bromodomaéne aus dem Protein PCAF wurde in

den E. coli Expressionsstamm BL21(DE3)T1lr transformiert. Das Fusionsprotein des
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pNIC28-Bsa4-Vektors tragt vor der Bromodomadne einen N-terminalen His-tag fir die
nachfolgende Reinigung (iber eine Ni-NTA-Sdule. Die Expression erfolgte nach Induktion
durch Zugabe von IPTG bei einer optischen Dichte von 0,8 (iber Nacht bei 18 °C. Am
folgenden tag wurde das abzentrifugierte Pellet in Niedrigsalz-Puffer resuspendiert und
der Proteaseinhibitor PMSF zugefiigt. Die Zellen wurden durch Zugabe von Lysozym und
einen Ultraschall-Sonifikator ~ aufgeschlossen. Anschliefend wurde durch
Ultrazentrifugation die Proteinsuspension von den Ubrigen Zellbestandteilen getrennt.
Fiir die FPLC-Reinigung des His-Fusionsproteins wurde HEPES-Puffer verwendet und tber
einen Konzentrationsgradienten durch Imidazol wurde das Protein eluiert. Das FPLC-
Chromatogramm zeigte in allen vier Fadllen einen einzelnen Peak. Exemiplarisch ist hier der
Reinigungslauf der Bromodomane PCAF dargestellt (Abb. 51). Die Reinheit wurde durch
eine 15 %ige SDS-PAGE kontrolliert (Abb. 52). Die Konzentrierung des Proteins erfolgte
anschlieBend in einem 15 ml Amicon™ Ultra (Millipore) fiir Proteindurchmesser von

10kDa, wodurch es gleichzeitig umgepuffert wurde.
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Abb.51: Chromatogramm des Reinigungslaufs der Bromodomé&ne PCAF. Links der komplette Lauf bei einer
Detektion von 280 nm, rechts der Elutionspeak aus dem Zeitintervall von 270 bis 350 min vergréRert, auf
der X-Achse sind die Fraktionsnummern angegeben. Aus den Fraktionen 41-49 wurden selektiv Proben fiir
SDS-PAGE entnommen.
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Abb.52: 15 % SDS-PAGE-Gel mit ausgewdhlten Fraktionen aus dem FPLC-Reinigungslauf der Bromodomane
PCAF. In einigen Fraktionen sind zusatzlich bindende Proteine zu sehen.
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3.4.2 Titrationen der Bromodomanen PCAF, GCN5, BRDT(1) und BRD4(2) gegen 4
unterschiedlich modifizierte Peptide aus hPar14

Mit Hilfe der Fluoreszenzanisotropie wurden die synthetisierten Peptide auf ihre
Bindungsaffinitat zu den einzelnen Bromodomanen hin untersucht. Jedes Peptid besitzt
eine unterschiedlich starke Affinitat fiir ein jeweiliges Acetylierungsmuster,. Die
Fluoreszenzanisotropie wurde tiber Rhodamin B ermittelt. Eine Zunahme des Anisotropie-
Signals kann als Zeichen einer Bindung des Farbstoff-gekoppelten Peptids an die
Bromodomane gedeutet werden. Dieser Effekt ist auf die langere
Rotationskorrelationszeit  zuriickzufiihren, die sich durch eine Bindung des
Farbstoff-Peptids an die verhadltnismaRig groBen Bromodomadnen ergibt. Um eine genaue
Bindungsvorhersage treffen zu kdonnen, wurden fiir alle Bromodomanen Titrationskurven
mit 8 Messpunkten erstellt. Es wurden 1 pM Peptid vorgelegt und die Bromodomanen
mit steigender Konzentration hinzutitriert. Die Konzentration der Bromodomane wurde in
jedem Titrationsschritt verdoppelt, sodass bei einer Bindung ein hyperboler Verlauf
erwartet werden konnte. In den folgenden Abschnitten werden die Titrationskurven in
Bezug auf je eine Bromodomane beschrieben. Gemessen wurde in HEPES-Puffer (Tab. 5)
bei einem pH von 7,5. Die Konzentrationen der Bromodomanen richteten sich nach ihrer
Stabilitat in HEPES-Puffer. Eine zu hohe Konzentrierung der Probe fihrte bei der

Bromodomane BRDT1 zu Prazipitation.

3.4.2.1 Affinitatsstudie der hPar14 Peptide zu den Bromodomanen PCAF, GCN5, BRDT1

und BRD4(2) mittels Fluoreszenzanisotropie

Mithilfe der Fluoreszenzanisotropie sollte gezeigt werden, ob acetylierte Lysinmotive im
N-Terminus von hParl4 als moglicher Bindungspartner fir die vier Bromodomanen in
Frage kommen. Jedes Peptid wurde mit 11 uM vorgelegt und die Bromodomane PCAF mit
steigender Konzentration von 1,4 uM bis 176,4 uM hinzu pipettiert. Die Titrationskurven
sind in Abb. 53 dargestellt. Die Datenpunkte wurden anschlieBend mit dem Programm
GraphPadPrism ausgewertet und Uber die Funktion ,one site specific binding’ eine

Regressionsanalyse vorgenommen, die in Tab. 25 zusammenfassend dargestellt sind.
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Abb.53: Titrationskurven der Bromodomane PCAF gegen die vier unterschiedlich modifizierten Peptide. Bei
der Titration wurde die Fluoreszenzanisotropie des Farbstoffs Rhodamin B gemessen. Die Konzentration des
vorgelegten Peptids betrug in allen Messungen 1 uM.

Tab. 25: Kp,-Werte fiir die Bindung zwischen Peptid und der Bromodomane PCAF

hPar14-Peptid Bromodomane Kp-Wert [uM]
Rhodamin B-GSGK,.AGKGGAA PCAF 95,5
GCN5 138
BRDT1 36
BRD4(2) 743
Rhodamin B-GSGKAGK,GGAA PCAF 280,3
GCN5 335,8
BRDT1 195,9
BRD4(2) 1354
Rhodamin B-GSGK,AGK,.GGAA PCAF 550,8
GCN5 192
BRDT1 57,23
BRD4(2) 9033
Rhodamin B-GSGKAGKGGAA PCAF 1650
GCN5 >10000
BRDT1 >10000
BRD4(2) 2548
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AbschlieBend lasst sich iber die Affinitdtsversuche sagen, dass die acetylierte Sequenz
von K11 von der Bromodomane BRDT1 als Substrat gebunden wird. Der Kp-Wert liegt bei
36 uM. Auch die beiden Bromodomanen PCAF und GCN5 liegen mit Kp-Werten von 95,5
UM und 138 uM unter denen der anderen Peptide. BRD4(2) besitzt dagegen einen Kp-
Wert von 743 uM und kann somit als Binder fiir die Variante ausgeschlossen werden. Die
doppeltacetylierte Varriante zeigt gegentiber BRDT1 mit 57 uM die hochste Affinitat.

Somit konnte gezeigt werden, dass BRDT1 als moglicher Bindungspartner fir hParl4 in
Frage kommt, sowohl fir die einfache Acetylierung an K11 als auch fiir die

doppeltacetylierte Form an K11 und K14.
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4 Diskussion

4.1 Chemisch synthetisierte sulfatierte Peptide
Ziel war es eine stabile Synthese fiir sulfatierte Peptide zu entwickeln. Da Sulfat unter

sauren Bedingungen nicht stabil ist [140], treten Probleme bei der Abspaltung der Peptide
von der festen Phase auf. Dies ist oft mit hohen Ausbeuteverlusten verbunden. Die
Darstellung sulfatierter Peptide bereitete zu Beginn dieser Arbeit nicht nur chemisch
bedingt grofle Schwierigkeiten. Die Massenspektroskopische Analyse, wie sie im spdteren
Verlauf der Arbeit angewandt wurde, konnte anfangs nicht durchgefiihrt und musste
aufwendig weggeschickt werden, da es kein geeignetes Massenspektrometer im Institut
gab. Erst durch die Inbetriebnahme eines MALDI Massenspektrometers und spater durch
ein LC-MS war es moglich Spektren der synthetisierten Verbindungen direkt vor Ort zu
messen. Dadurch konnten Testabspaltungen der Peptide innerhalb kurzer Zeitabstande
gemessen, analysiert und optimiert werden.

Zunachst wurde versucht die Peptide unter herkdmmlichen Bedingungen mit 95% TFA
und einer Reaktionszeit von 3,5 h abzuspalten, um zu sehen, wieviel der gewlinschten
PTM durch die saure Abspaltung verloren gegangen ist. Spater wurden die Sduremengen
und Reaktionszeiten veringert, bis ein optimales Ergebnis erreicht wurde. In Abb.54 sieht
man zwei MALDI Spektren, die einmal mit 95 % TFA (A) und einmal bei 50 % TFA (B) mit

einer Reaktionszeit von 1 h abgespalten wurden.
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Abb.54: MALDI Spektren von Testabspaltungen des Peptids INSYYTSA-OH von Wang-Resin. (A) zeigt ein
Spektrum des Peptids nach 95 % TFA Behandlung nach 1 h, (B) das gleiche Peptid unter Verwendung von
50 % TFA, ebenfalls nach einer Stunde Reaktionszeit.

Erst in spateren Experimenten, als die LC-MS-Analytik vorhanden war, konnten durch
zeitaufgelOoste UV-VIS-Spektren genauere Aussagen liber den prozentualen Massenanteil
der einzelnen Fragmente gemacht werden (Abschnitt 3.1). Fiir die Synthese der Peptide
am Wang-Linker genlgte ein Nachweis fliir das Vorhandensein der Peptide Uber ihre
spezifischen Masse, da sie flir weitere Versuche an der festen Phase bleiben. Mit 50 %
TFA und 30 min Reaktionszeit erhielt man zwar sulfatierte Peptide, die halbwegs rein
waren aber die Ausbeuten waren mit teilweise weniger als 5%, gemessen an den
Edukten, unbefriedigend. Fiir die Synthese der fluoreszenzaktiven Peptide wurden neue
Harze verwendet. Harze mit saurelabilen Linker (Sieber Amid und Chlortrityl-Linker)
zwischen Harz und der ersten Aminosaure konnten die Ausbeute auf teilweise 80 %
erhohen. Der Sieber Amid-Linker erwies sich als geeignet, da er neben der guten
Ausbeute direkt nach der Abspaltung einen amidierten C-Terminus hinterlasst [132]. Der
Chlortrityl-Linker konnte nicht verwendet werden. Dieser sehr labile Linker reagiert

bereits mit Luftsauerstoff [141] und bedarf daher spezieller Apparaturen, die eine
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Synthese unter Schutzgasatmosphare erlauben. Solche Apparaturen werden jedoch in
einem biologischen Labor herkémmlicherweise nicht verwendet. Bei einigen Synthesen
wurden dennoch Chlortrityl-Verbindungen als Seitenketten-Schutzgruppe eingesetzt,
wobei hier keine negativen Erfahrungen in Bezug auf die Stabilitdt gemacht wurden. So
konnte im Rahmen dieser Arbeit eine auf das biologische Labor passende Methode
entwickelt werden, die die Synthese von Peptiden mit sulfatierten Aminosauren
ermoglicht, ohne  aufwendige chemische  Apparaturen oder komplexe

Schutzgruppenmolekiile zu verwenden.

4.2 Die Verwendung von Wang-Resin als Tragermatrix von Affinitatssaulen in
biologischen Assays

Die Peptide, die dieser Arbeit synthetisiert worden sind (3.1.1), wurden im direkten
Anschluss an die Festphasensynthese als Sdulenmaterial verwendet. Da die Peptide am
Syntheseharz blieben, um als Substrat fiir biologisch aktive Proteine in einer
Affinitatschromatographie zu dienen, konnten keine Seitenkettenschutzgruppen
verwendet werden, die normalerweise beim Abspalten des Peptids vom Harz mit entfernt
werden. Bei zu langen Kopplungszeiten wurde in der anschlieBenden
massenspektrometrischen Analyse beobachtet, dass die Peptide mit der Sequenz
INYYTSA, ein zu geringes Molekulargewicht zeigten. Die Differenz der gemessenen zu der
theoretischen Masse betrug 113 g/mol. Diese Massendifferenz entspricht der
monoisotopischen relativen Masse von Isoleucin. Es wurde vermutet, dass ein Fehler in
der chemischen Struktur des Isoleucins dazu gefliihrt haben kdnnte, nicht zu binden. Da
keine Schutzgruppen verwendet wurden und andere Aminosduren aufgrund ihrer
spezifischen Masse ausgeschlossen werden konnten. Die MS-Untersuchung des
Fmoc-Aminosdurebausteins zeigte die vom Hersteller (Novabiochem) angegebene Masse,
sodass ein struktureller Fehler des Isoleucins auch nicht die Ursache sein konnte. Als
niachstes wurde anhand der Struktur des Peptids NYYTSA (berlegt, welche
Nebenreaktionen eintreten konnten. Eine hypothetische Begrindung ware eine
intramolekulare Cyclisierung, die theoretisch auf der Bildung eines Aminoxids beruhen
wirde (55) und zumindest erklaren konnte, warum der N-Terminus flr weitere Synthesen
nicht mehr zuganglich ist.

Die Bildung von Aminoxiden wird in der Regel durch den Angriff von Oxidationsmitteln
auf Amine eingeleitet, wobei bei primdaren Aminen meist komplexe Produktgemische
entstehen [142]. Ein dhnlicher Effekt kdnnte durch die dirigierenden Kupplungsreagenzien
auf die OH-Gruppe gewirkt haben, die durch das benachbarte Ringsystem eine

elektronisch beglinstigte Reaktion zum nahen Amin hatte haben kénnen.
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Alternativ wére auch ein Ubergangszustand denkbar, der &hnlich wie bei der
Cope-Eleminierung [143] einen quasicyclischen Zustand zwischen dem Amin und der

phenolischen OH-Gruppe bilden wiirde.

OH

7\

NYYTSA-OH € e o
M=717.72 g mol! M= 715.71g mol-*

Abb.55: Die hypothetische Bildung eines Ringschlusses in dem Peptid NYYTSA durch zu lange Kopplungszeit
kénnte die Ursache fur die Verhinderung einer weiteren Aminosaurekopplung sein.

Die Problematik, trat nicht mehr auf, sobald mit kirzeren Kopplungszeiten der

Aminosaure Asparagin und langeren Kopplungszeiten fiir Isoleucin gearbeitet wurde.

Der Wang-Linker, ist fur die Festphasensynthese sehr gut geeignet, da er chemisch sehr
strapazierfahig und inert ist [122], daher wurde als Tragermaterial fir die Sdulenmatrix
gewahlt. Er hat in seiner unsubstituierten Form hydrophoben Charakter und ist somit
prinzipiell ungeeignet fiir biologische Experimente auf Wasserbasis. Jedoch wurde,
bedingt durch einen hohen Anteil an hydrophilen Seitenketten in der Peptidsequenz, eine
gute Vertraglichkeit mit wassrigen Substanzen angenommen, die in den Experimenten
bestatigt wurden.

Der biologische Ansatz der Experimente beschaftigt sich mit der Fragestellung, ob eine
Peptidsequenz mit einem sulfatierten Tyrosin in der Lage ist, Proteine an sich zu binden,
die eine Affinitat zu phosphatierten Tyrosinen besitzen, da sich die Strukturen chemisch
sehr dhneln. Falls nicht, soll untersucht werden, ob sich die Affinitdt des Proteins durch
Mutation so verandern lasst, dass ein Sulfat héhere Affinitat aufweist als ein Phosphat.
Dieser Fragestellung wird aktuell in der Dissertation von Jennifer Michevec aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Peter Bayer (ZMB, Strukturelle und medizinische Biochemie,
Essen) nachgegangen. Als Versuchsobjekt wurde die IRS-PTB-Doméane herangezogen, ein
Proteinabschnitt, dessen natirliches Substrat ein Phosphotyrosin ist, das aus der Sequenz
des IL-4-Rezeptors stammt (Abb. 56) [128].
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Abb.56: IRS-PTB (griin) im Komplex mit einem Phosphotyrosin enthaltenem Peptid (rot).

Es wurde eine Bibliothek mit speziellen Primern erstellt, die dafiir sorgen, dass bei der
Translation an bestimmten Stellen Mutationen in das IRS-PTB-Protein eingebaut werden
und somit verschiedene Proteinkombinationen ergeben. Diese wurden mittels
Ribosomendisplay an den hier synthetisierten Peptidsdulen [INxYYTSA-Wang
affinitdtschromatografisch untersucht. Uber die affine Bindung des Ribosomenkomplexes,
bestehend aus Ribosom, mRNA und Protein, konnten die besten Binder isoliert, revers
transkripiert und anschlieRend kloniert werden. Mit den fluorezenzmarkiertem Peptiden
Mant-INxYYTSA-NH,, analog zu den Peptiden auf der Saule, konnten die Proteine mittels
Fluoreszenzanisotropie auf ihre Bindungsaffinitdit hin untersucht werden. Erste

Bindungsstudien sind in Abb. 57 dargestellt.
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Abb.57: Fluoreszenzanisotropie-Studien aus der Arbeit von Jennifer Michevec. Dargestellt sind die
Bindungskurven zwischen den Peptiden Mant-INYYTSA (schwarz), Mant-INSYYTSA (rot) und den
IRS-PTB-Proteinen, sowie einer Kontrolle mit GST.
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Die Messungen wurden in einem 50 mM TRIS-HCI-Puffer durchgefiihrt. Die Peptide
wurden mit je 1 uM vorgelegt und die zu untersuchenden Proteine (GST, GST-IRS_WT,
GST-IRS_Mutl, GST-IRS_Mut2 und GST-IRS_Mut3) mit steigender Konzentration dazu
titriert. Die Datenpunkte wurden anschlieBend mit dem Programm GraphPadPrism
ausgewertet und Uber die Funktion ,one site specific binding’ eine Regressionsanalyse

vorgenommen, wodurch die in Tab. 26 gezeigten Kp-Werte zustande kamen.

Tab. 26: Kp-Werte fiir die Bindung zwischen CCR5-Peptiden und IRS-Proteinen

CCR5-Peptid Protein Kp-Wert [uM]

B INYYTSA-NH, GST-IRS_WT 123,8
GST-IRS_Mutl 87,64
GST-IRS_Mut2 719,3
GST-IRS_Mut3 215,5
GST (Kontrolle) 1039

B INSYYTSA-NH, GST-IRS_WT 197,5
GST-IRS_Mutl 90,74
GST-IRS_Mut2 117,2
GST-IRS_Mut3 372,7
GST (Kontrolle) >10000

Die Experimente zeigen, dass Wang-Resin-Peptidsaulen fir affinitdtschromatographische
Untersuchungen geeignet sind, bestatigt durch die anschlieende Analyse der Daten aus
den Fluoreszenzanisotropie-Messungen konnten spezifische Affinitatsunterschiede an
den Mutanten gegeniliber dem Wildtyp gemessen werden. So ist hier exemplarisch die
Analyse fiir die Mutante GST-IRS_Mut2 gegen INYYTSA-NH; und INsYYTSA-NH, zu nennen.
Zeigt die Messung des unsulfatierten Peptids einen Kp-Wert von 719,3 uM, so ist ein bei
dem sulfatierten Peptid ein wesentlich affinerer Kp-Wert von 117,2 uM zu sehen.
Kontrollen zum phosphorylierten Peptide INpYYTSA-NH, wurden noch nicht durchgefiihrt.
Die Fahigkeit der Wang-Resin-Peptidsdulen aus einem nativen Milieu heraus Proteine zu
binden, lasst diese Methode zumindest immer dann als Alternative zu gangigen Verfahren
wie der Affinidtsreinigung Uber Agarosesdulen zu [144] [145], wenn chemisch

synthetisierte Peptide als Zielstrukturen verwendet werden.

4.3  Vorziige und Nachteile der Fluorophore Mant, ATTO 488 und Rhodamin B fiir die

Verwendung in der Festphasenpeptidsynthese

4.3.1 Mant
Der Fluoreszenzfarbstoff Mant ist dank seiner geringen molekularen GroRe
(M=151,16 gmol ) sehr gut geeignet, um biologische Sachverhalte zu untersuchen,

zudem da er aufgrund seiner molekularen Struktur einen wesentlich kleineren Einfluss auf
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die Umgebung des zu untersuchenden Proteins austibt als andere Fluoreszenzfarbstoffe.
Einen weiteren Vorteil bietet die vorhandene Carboxyl-Gruppe, die eine einfache
chemische Handhabung fir das Labeln des Farbstoffs an Aminogruppen ermoglicht. In der
Festphasenpeptidsynthese kénnte er analog zu Aminosaurebausteinen behandelt
werden. Ebenfalls zeigte sich in der Praxis, dass Mant eine geringere Photosensibilitat
aufweist als vergleichbare Produkte, sodass auf besondere Vorkehrungen bei der
Synthese, wie Lichtausschluss, verzichtet werden konnte.

Allerdings gibt es auch einige nachteilige Eigenschaften, von Mant in der
Fluoreszenzanalytik. Mant liegt mit seinem Anregungsmaximum von 335 nm knapp
auBerhalb des Wellenspektrums, in dem einige konfokale Laser-Raster-Mikroskope
Proben erfassen kénnen. Der Dioden-Laser des hier verwendeten Leica TCS SP5 kann ab
einer Wellenlange von 405 nm anregen. Somit ist Mant zwar als Fluorophor fir
Fluoreszenzspektroskopie noch ausreichend gut geeignet, fiir die Fluoreszenzmikroskopie
ist es jedoch ratsam, einen anderen Farbstoff zu wahlen, der in effizienteren
Wellenldangenbereichen arbeitet, wie z. B. ATTO 488.

4.3.2 ATTO 488

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie mussten die Peptide mit effektiven fluoreszierenden
Linkern versehen werden. Da bei zu starker Lichteinstrahlung die molekulare Struktur von
aromatisch konjugierten Systemen zerstért werden kann (photochemische Stabilitat)
[146], wurde ein Linker verwendet, der eine hohe Stabilitdt gegeniiber den verwendeten
Lasern (Tab. 18) aufweist. AuRerdem sollte er in einem spektralen Bereich anregbar sein,
der mit anderen, fiir die Mikroskopie verwendeten Fluorophoren keine Uberlappung
zeigt. Hierfir wurde der Fluorophor ATTO 488 [147] ausgewahlt, der bei einer
Wellenldnge von 501 nm sein Absorptionsmaximum hat (Abb. 58). Die chemische
Handhabung des Farbstoffs war wegen seiner guten Wasserloslichkeit fir die hier
durchgefiihrte Semisynthese einfach. Durch die strukturell etwas auferhalb des
photoaktiven Zentrums gelegenen Carboxylgruppe konnte der Fluorophor durch eine
herkémmliche Kupplungsreaktion N-terminal an das Peptid synthetisiert werden. Der
aliphatische Linker sorgte fiir ausreichenden Abstand, ohne dass der Farbstoff einem

Quenching-Effekt durch das eigene Peptid ausgesetzt war [148].
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Abb.58: Der Fluoreszenzfarbstoff ATTO 488, der aufgrund seiner charakteristischen Eigenschaften wie hohe
Fluoreszenzquantenausbeute, hohe photochemische Stabilitdit und gute Wasserloslichkeit fir die
Semisynthese dieser Arbeit verwendet wurde.

Die manuelle chemische Kopplung wurde unter Lichtausschluss durchgefiihrt, damit keine
unerwinschten Lichtreaktionen den Fluorophor beschadigen konnten. In den folgenden
Arbeitsschritten wurde ebenfalls darauf geachtet, die markierten Proteine keiner
intensiven Lichteinstrahlung auszusetzen. Nach der nativen chemischen Ligation konnten
die Proteine im gewinschten Wellenlangenbereich (ber den Farbstoff nachgewiesen
werden. Eine Kontrollinjektion des reinen Farbstoffs in das Zytosol der U-2 OS Zellen

zeigte keine spezifische Anlagerung an zelluldre Strukturen oder Substanzen (Abb. 3.31).

4.3.3 RhodaminB

Rhodamin B ist ein verhadltnismaBig preiswerter Farbstoff, der eine hohe
Quantenausbeute von nahezu 100 % aufweist. Daher wurde Rhodamin B fir die
Fluoreszenzanisotropie verwendet.

Nachteilig ist, dass Rhodamin B als karzinogen und stark 6kotoxisch eingestuft wird [149].
Des Weiteren hat der Farbstoff eine sehr nah am photoaktiven Zentrum liegende COOH-
Gruppe, die bei komplexen chemischen Strukturen des Zielmolekils zu sterischen
Hindernissen fihren kann. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Synthesen sind
dadurch keine Nachteile entstanden, da Aminosdauren mit kurzen Seitenketten in der
unmittelbaren Umgebung des Fluorophors verwendet wurden. Jedoch kénnte sich die
elektronenreiche, Anthracen-dhnliche Gruppe bei der Synthese in anderen Sequenzen, in
welche aromatische Aminosduren eingebaut werden, als problematisch erweisen, da es

zu Nebenreaktionen kommen kénnte [150].
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4.4  Peptidfragmente als Bausteine fiir die Semisynthese von hPar14-Mutanten

Die in dieser Arbeit synthetisierten Fragmente stellen eine Basis fiir funktionelle Studien
posttranslationaler Modifikationen dar. Neben dem Aufspliren von Bindungspartnern,
wie es in Abschnitt 3.4 bei den Bromodomanen durchgefiihrt wurde, kénnen diese kurzen
Teilabschnitte umfangreich eingesetzt werden. So koénnten unterschiedliche
posttranslationale Modifikationen miteinander kombiniert bzw. ausgetauscht und die
Bindungsaffinitaiten unter Bericksichtigung der neuen PTMs an bereits gefundenen
Interaktionspartnern erneut getestet werden. Uber diese Dokumentation der
Bindungsstarken konnte eine Art ,roadmapping” fir den Stoffwechselweg von
Parvulin 14 erstellt werden. Mit ,roadmapping” ist eine vergleichende Versuchsreihe
gemeint, so konnte hier beispielsweise das in vitro Verhalten von unterschiedlich
modifizierten hParl4-Varianten gegeniiber dem BRDT1-Protein (oder entsprechend
anderer) getestet und effektorische PTM weiter in Zellversuchen charakterisiert werden.
Auch ein Einsatz der Peptidfragmente in Protein-Micro-Array-Analysen wdre moglich.
Kombinierte Experimente mit synchronisierten Zellen waren in der Lage, eine
on/off-Strategie fir gezielte posttranslationale Modifikationen zu verfolgen. So kénnte
zum Beispiel geklart werden, ob eine Acetylierung an K11 in allen Phasen des Zellzyklus
eine Bindung an die Bromodomane von BRDT1 hervorruft oder ob diese Acetylierung nur
in bestimmten Zyklusphasen relevant ist. Hierflir kdnnte man in einem Experiment
bimolekulare Fluorezenzkomplementation (BiFC) [151] mit Durchflusszytometrie [152]
kombinieren, wobei die acetylierte hParl4-Variante semisynthetisch herstellen ware.
Anhand der FACS-Analyse wiirde man Uber die Fluoreszenzintensitat eine Bindung beider
Proteine aneinander in den entsprechenden Zyklusphasen erkennen. Die kurzen
Peptidfragmente wurden alle an Wang-Resin synthetisiert und haben somit, anders als
die in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Peptide, keinen C-terminalen Thioester. Der freie C-
Terminus von herkdmmlichen Peptiden kann allerdings durch weitere chemische
Reaktionen [7] in Thioester Uberfiihrt werden, sodass eine Kopplung an rekombinante
Produkte auch hier durchaus moglich ist. Fiir den Fall einer Cystein-freien Ligation kdnnen
ebenfalls alternative Strategien angewendet werden, wie sie in der Veroffentlichung von
Pentelute und Kent beschrieben werden. Die Fragmente kdnnen auch als Sdulenmatrix
genutzt werden. Dadurch ist es moglich, Bindungspartner aus Zelllysaten zu fischen, die
eine bestimmte PTM bendtigen oder evtl. sogar eine Kombination aus verschiedenen
PTMs. Eine weitere Einsatzmoglichkeit fur kurze Peptidsequenzen mit posttranslationalen
Modifikationen bieten Microarray-Technologien. Durch die Verwendung sogenannter
Biochips kénnen parallel mehrere tausend Analysen gestartet werden und somit einen

ganzen Substanzklassenbereich abdecken [153].

101



4 Diskussion

4.5 Veranderung der raumlichen Struktur durch Seitenketten-Phosphorylierung

Die Modifikation von Proteinen durch posttranslational eingefiihrte Gruppen wie
Phosphat hat oft strukturelle Auswirkungen [154]. In der Veroffentlichung wird anhand
molekulardynamischer Simulationen gezeigt, dass Mehrfachphosphorylierungen, die
durch verschiedene Kinasen vorgenommen werden, [-Faltblattstrukturen aufbrechen
und in verschiedene andere, teilweise sogar zu a-helikalen Strukturen umwandeln. Um zu
sehen, ob eine Einfachphosphorylierung an Serl9 des hParl4 bereits eine dhnliche
Tendenz zeigt, wurden die aufgenommenen CD-Spektren miteinander verglichen. Im
Vergleich der CD-Spektren von den semisynthetischen Proteinen (pSer19, Alal9) zum
rekombinanten Wildtyp zeigte sich in der phosphorylierten Variante eine strukturelle
Veranderung (Abb. 36). Eine Sekundarstrukturanalyse dieser Spektren, mit der
CDSSTR-Methode [155], ergab beim Wildtyp ein Verhaltnis von 51 % a-Helix zu 23 % b-
Faltblatt und bei der Alal9-Variante ein dhnliches Verhaltnis von 53 % a-Helix zu 24 % [3-
Faltblatt. Hingegen zeigte sich in der pSer19-Variante eine Abnahme der a-helikalen
Struktur auf 42 % a-Helix-Anteil und eine geringe Zunahme in der B-Faltblattstruktur mit
29 %. Die Phosphorylierung an Serl9 in hParl4 verandert demnach die Struktur
tendenziell zu einem hoheren Anteil an [B-Faltblatt. Um herauszufinden, ob zusétzliche
Phosphorylierungen in der direkten Nachbarschaft zu einem hoheren a-helikalen
Strukturanteil fuhren, koénnen weitere semisynthetische Proteine mit den
dementsprechenden Phosphorylierungen an Ser21 und Ser23 synthetisiert werden.
Zusatzlich kénnen weitere Methoden zur Sekundarstrukturanalyse, wie beispielsweise
CONTIN/LL genutzt werden, um sie mit dem Ergebnis der CDSSTR-Methode zu

vergleichen.

4.6 Einfluss der Phosphorylierung von hPar14 auf seine Lokalisation in der Zelle

In dieser Arbeit wurde erstmals eine posttranslationale Modifikation (PTM) durch
Semisynthese in das Protein hParl14 eingebaut. Diese Art der Modifikation kann mit den,
der Arbeitsgruppe zur Verfligung stehenden, rekombinanten Techniken nicht erzeugt
werden, da bei der Kultivierung von humanen Proteinen in Bakterien keine eukaryotische
PTM vorgenommen werden kann [156]. Ein Vorteil der semisynthetischen Methode ist,
dass man mit ihr den Einfluss auf die Lokalisation von Par14 in der Zelle studieren kann. In
vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Substitution der
Aminosdure Serl19 durch Glul9 eine Verdanderung auf intrazelluldr Lokalisation auslost
[134], jedoch ist diese Beobachtung auf eine sequenzunspezifische Aminosdure
zurickzufiihren. Die Simulation einer posttranslationalen Modifikation wie Phosphat
durch Glutamat als Trager einer negativen Ladung kann eine gewisse biologische Relevanz

zwar bestatigen, jedoch wird eine posttranslationale Modifikation nur begrenzt simuliert.
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Eine chemisch korrekt eingefligte PTM entspricht eher der biologischen Situation als die
Glutamatmutante.

Einen weiteren, Einfluss auf das Protein konnte die Wahl des Fluorophors haben. So ist
ein mit EYFP markiertes Parvulin 14 mit Sicherheit weit von einem nativen Zustand
entfernt. Umso erstaunlicher ist die Tatsache, dass die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen der EYFP-Mutanten sehr &dhnliche Ergebnisse im Vergleich mit den
semisynthetischen Proteinen zeigen. Um den Einfluss von EYFP auf hParl4 bewerten zu
kénnen, wurden auch Fluoreszenzaufnahmen von einem transient transfizierten
EYFP-Protein gemacht. Wie in Abb. 42 gezeigt wird, ist EYFP als einzelnes Protein
ebenfalls zu einem geringen Teil im Kern lokalisiert. Ein Effekt der mit EGFP in anderen
Zelllinien ebenfalls beobachtet wurde [157]. Die statistische Auswertung der
Fluoreszenzintensitat des EYFP-Proteins in U-2 OS Zellen zeigt einen
Intensitatsunterschied zwischen Zellkern und Cytosol von 100 % zu 79,3 %. Sieht man die
Differenz von 20,7 % als einen dirigierenden Effekt, der auch in Fusionsproteinen zum
Tragen kommt, so kann man diesen Wert als Blindprobe auf die Messungen des
hPar14wr-EYFP und des hParl4,419-EYFP Gibertragen. Demnach hatten die Proteine ohne
EYFP eine 20,7 % hoherliegende Aufenthaltswahrscheinlichkeit im Cytosol. Addiert man
die 20,7 % auf den ermittelten Wert fiir cytosolisches hPar14wr-EYFP (39,8 %), so erhalt
man ein Verhaltnis von 100 % hParl4wr-EYFP im Kern, zu 60,5 % hParl4wt-EYFP im
Cytosol. Damit liegt das Kern/Cytosol-Verhaltnis dieser Messung in der gleichen
GroRenordnung wie bei der ATTO 488-p,Serl9-hParl4-Variante, wo der prozentuale
Unterschied 100 % zu 58,6 % betragt. Ein leicht abweichendes Verhalten zeigt sich bei
dem Vergleich der Alal9-Varianten. Dort betrdgt das prozentuale Verhiltnis der
hParl4a,19-EYFP-Mutante 100 % zu 58,6 % nach Addition der 20,7 %. Bei der ATTO 488-
Alal9-hParl14-Variante 100% zu 72,8 %. Abb.59 zeigt eine grafische Gegenuberstellung.
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Abb.59: Darstellung der statistisch gemittelten Fluoreszenzsignalintensitdaten von EYFP mit hParl4 -EYFP
und ATTO 488-pSerl19-hParl4 im Vergleich (oben) und der beiden Proteine hParl4,,.9-EYFP und
ATTO 488-Alal9-hPar14 (unten). Ausgehend von der Annahme eines dirigirenden Efffekts von EYFP auf die
Kernlokalisation seiner Fusionsproteine hParl4EYFP und hParld,,.o-EYFP, ist der effektbedingte
Intensitatsunterschied auf die cytosolischen Werte Gbertragen worden(grauer Balken). Die Leuchtintensitat
des Zellkerns wurde auf 100 % gesetzt. In gelb dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standardfehler von 15
Zellen.

Jans gibt in seiner Verotffentlichung viele verschiedene Faktoren an, die fir einen Kern-
Import verantwortlich sein kénnen [158]. Bei der ATTO-88-Ala19-hParl14-Variante kann
unter anderem alleine schon seine GrofRe (14 kDa) dafiir verantwortlich sein in den Kern
zu gelangen. Proteine mit einer GréRBe von bis zu 40 kDa kdénnen die Kernmembran
passieren ohne aktiv transportiert zu werden. Wohingegen Proteine ab >40 kD nicht
selbststdndig in den Kern gelangen konnen. AuRerdem besitzt Parvulin14 ein nukleares
Lokalisations-Signal (NLS), Gber das ein aktiver Transport ins Innere ermaoglicht wird [134].
Der Import von NLS-tragenden Proteinen wird durch andere Proteine, den Importinen,
vermittelt [159]. Diese Adapterproteine setzen sich aus einer a- und B-Untereinheit [160]
zusammen wobei die a-Untereinheit fiir die Erkennung des NLS-Signals verantwortlich ist
[65], wahrend die B-Untereinheit [161] die Verbindung zum Kernporenkomplex herstellt
[162]. Die a-Untereinheiten des Heterodimers kdnnen je nach Zelltyp verschiedenartige
NLS-Sequenzen rekrutieren. Durch diese Kombination ist es den Importinen moglich, viele
NLS auf Proteinen zu erkennen, die in manchen Fallen sequenziell verschoben sind [163].
In dem Review von Alvisi et al. wird ein Mechanismus vorgestellt, der den Kernimport

eines Herpesvirus zeigt [163]. Dort wird gezeigt, dass eine dreifache Phosphorylierung die
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Bindung an Importin oo und somit den Kerninmport begiinstigt. Analogien zu Parvulin 14
sind auf Grund der benachbarten Aminosauren Ser21 und Ser23 neben Ser1l9 moglich
und wiirden eine logische Erklarung fir den Transport der Alal9-Variante in den Kern
liefern. Demnach wirde der Import von Parl4 nicht unbedingt nur Uber eine
Phosphorylierung gesteuert. Vielmehr deutet die Aminosauresequenz darauf hin, dass
eine dreifache Phosphorylierung wahrscheinlicher ist. So beschreibt Alvisi et al., dass eine
Phosphorylierung an dem zu importierenden Protein durch die Casein-Kinasel (CK1) und
die Casein-Kinase2 (CK2) (genau wie bei Reimer auch [97]) stattfindet. In der folgenden
Abb.(Abb. 60) wird ein moglicher Transportmechanismus vorgestellt, der aus der
Veroffentlichung von Alvisi et al. [163] abgeleitet wurde und den aktiven Transport von
hPar14 untermauert. Zusatzliche Phosphorylierungen in direkter Nachbarschaft, so wie in
dem Mechanismus von Alvisi et al. [163], konnten den Effekt verstarken. Auch hPar14 hat
mit Ser21 und Ser23 Aminosauren, die potentiell phosphoryliert werden kénnen. Im
folgenden Mechanismus wird das Kernlokalisationssignal von hPar14, auf die weiter
vorne liegende Sequenz PPKGKGSGS verschoben, die einem klassischen Importsignal
entsprache und sich mit den Aussagen in der Ver6ffentlichung von Jans et al.[158] besser

in Einklang bringen lieRe.

Kernpore

PPK6KS6S

GG
AZLG Sh A B

Parvulinl4

hPar14-Alal9

Nukleus Cytosol

Parvulin14

@; @ hPar14-,Ser19

Abb.60: Darstellung eines moglichen Transportmechanismus von hParl4 in den Nukleus. Die NLS
(PPKGKGSGS) des hParl4 wiirde in beiden Fallen erkannt und und durch das Importin-Heterodimer (IMPa.
und IMP)in den Kern geschleust. Bei einer Phosphorylierung an S19 ware die Bindung an den Komplex
noch starker und wiirde einen schnelleren Transport beglinstigen, dhnlich wie im Transportmechanismus
von Gualtiero beschrieben [163]. Zuséatzliche Phosphorylierungen an S21 und S23 k&nnten den Effekt noch
einmal verstarken.

105



4 Diskussion

Die Wahrscheinlichkeit, eines dirigierenden Effektes durch EYFP auf den Kernimport von
hPar14, lasst sich durch eine weitere, theoretische Uberlegung erklidren. So wurde mittels
der Phosphorylierungsvorhersage-Software PHOSIDA [164] ermittelt, dass EYFP in einem
menschlichen Organismus an den Aminosauren S27, S29, S172, S202 und S205
phosphoryliert werden kann. Um zu Uberpriifen, wo sich diese Aminosduren in der
dreidimensionalen Struktur des EYFP-Proteins befinden, wurde das Strukturmodell 3V3D
aus der PDB Datenbank mit der Software Pymol (DelLano), die Oberflache dargestellt und
die potentiellen Phosphorylierungsmotive in rot (fir geeignete Motive) und gelb (flr
weniger zugangliche Motive) gekennzeichnet. Diese Darstellung zeigt (Abb. 61), dass es
Epitope gibt, die von Phosphokinasen, wie beispielsweise der CK2, erkannt werden
konnen und demzufolge sehr wahrscheinlich auch phosphoryliert werden.
EYFP Parvulinl4-SKGEELFTGV VPILVELDGD VNGHKFSVSG EGEGDATYGK LTLKFICTTG
KLPVPWPTLV TTFALQCFAR YPDHMKQHDF FKSAMPEGYV QERTIFFKDD
GNYKTRAEVK FEGDTLVNRI ELKGIDFKED GNILGHKLEY NYNSHNVYIM

ADKQKNGIKV NFKIRHNIED GSVQLADHYQ QNTPIGDGPV LLPDNHYLSF
QSALSKDPNE KRDHMVLLEF VTAAGITLGM DELYK

vorhergesagte Phosphorylierungen:

S27, 529, 583, S172, 5202, S205 Ser205

Posttranslational Modification Database

Ser202

Ser29

180°

' EYFP (3V3D
EYFP (3V3D) — ( )

Abb.61: Oben ist die Aminosduresequenz von EYFP mit vorangestelltem hPar14 und rot markierten Serinen
gezeigt, darunter die durch PHOSIDA vorhergesagten Phosphorylierungsméglichkeiten fiir die in der
Sequenz rot gekennzeichneten Serine. Der untere Teilbereich zeigt die won Pymol ermittelte
Oberflachendarstellung des EYFP (3V3D) aus der PDB-Datenbank mit in rot markierten Serinen, die
Phosphorylierungsmotive fiir Kinasen darstellen und einem unzugdnglichen Motiv in gelb. Blau ist der
Ubergang zu hPar14 in einem Fusionsprotein dargestellt.

EYFP ist Gber seinen C-Terminus mit hPar14 verknipft, daher ist es sehr gut moglich, dass
die Phosphorylierungsmotive beider Proteine in unmittelbarer Ndhe zueinander liegen.
Denn die Tatsache, dass C- und N-Terminus der strukturell charakterisierten Form von
hPar14 in die gleiche Richtung zeigen, wiirde die Lage des flexible N-Terminus bezliglich
der EYFP-Phosphorylierungsmotive begiinstigen. Ausgehend von einer moglichen
Trippelphosphorylierung wiirde diese Hypothese nicht nur erklaren, warum

hPar14w-EYFP besser in den Kern transportiert wird, sondern auch seine Alal9-Mutante.
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4.7 hPar14 und seine Lokalisation in subnuklearen Strukturen von U-2 OS Zellen

Diese Arbeit zeigt erstmals klar definierte Aufnahmen von subnuklearen Strukturen in U-2
OS Zellen die durch Anwesenheit von fluoreszierendem hPar14 sichtbar gemacht werden
konnten (Abb. 62). Bei den Aufnahmen handelt es sich um die ersten Versuche einer
transienten Transformation mit dem auch spater verwendeten hPar14w1-EYFP. Bei der
Darstellung der oberen drei Bilder, die in Abb. 62 zu sehen sind, ist keine Gegenfarbung
mit DAPI vorgenommen worden. Weitere Aufnahmen, die in der Abb. 62 unten links
dargestellt sind, sind die vergroRBerten Darstellungen anderer Zellen, derselben
mikroskopischen Messung gezeigt. Es wurde mit DAPI gegengefarbt, was in der
Abb.jedoch nicht gezeigt wird. Eine stark verminderte Kernmigration durch das
Substituieren der Aminosaure Serl9 durch Alal9, wie es durch die Interpretation der
Ergebnisse von Tatiana Reimer [134] angenommen wurde, konnte hingegen nicht
bestatigt werden und unterstitzen die oben vorgestellte Hypothese einer mehrfach
Phosphorylierung. So waren neben Alal9 noch Ser2l und Ser23 als
Phosphorylierungsstellen moéglich und kénnten hParl4 immer noch einen Kernimport

ermoglichen.

hPar14,,-EYFP F-Aktin Uberlagerung

Abb.62: (A) Aufnahmen von fixierten U-2 OS Zellen mit 100 ng zuvor transient transfiziertem Plasmid-DNA
des Proteins hPar14-EYFP. Das Aktin-Cytoskelett (F-Aktin) mit Alexa Fluor® 633 Phalloidin angefarbt. Links
oben deuten Pfeile auf die Anreicherung von hPar14WT-EYFP in subnuklearen Bereichen, bei denen es sich
aller Wahrscheinlichkeit nach um Nukleoli handelt. Der MaRstabsbalken wurde auf 255 um skaliert. Unter (B)
sind weitere Aufnahmen von Kernen mit transientem hPar14,,-EYFP zu sehen.

Auch die darauf folgenden Versuche konnten eine vermehrte Lokalisation von Parl4 in
diesen Kompartimenten bestatigen. Durch eine umfassende Studie zur strukturellen
Charakterisierung von Kernbestandteilen [165], lassen sich die subnuklearen Strukturen in
denen hParl4 zu sehen ist am ehesten mit den dort verdffentlichten Strukturen fir

Nukleoli vergleichen. So wurden in der Veroffentlichung von Matera et al. aus dem Jahre
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2009 [165] eine Reihe von sogenannten ,nuclear bodies” gezeigt, deren Abb.hier zum
Vergleich in abgednderter Form ebenfalls illustriert werden (Abb. 63).

Da hParl14 an DNA bindet [98], acetylierte Varianten von hParl4 mit Bromodomanen
interagieren und hParl4 in den Acetylierungssequenzen Ubereinstimmungen mit
Sequenzen des Histon 4 zeigt, ist es wahrscheinlich, dass hPar14 in diesen Strukturen zu

finden ist.

A C

Abb.63: Aufnahmen subnuklearer Strukturen verandert nach Matera et al. (A) zeigt die Nukleoli von
embrionalen Mausfibroblasten gefarbt mit Anti-Fibrillarin (rot9 und gegengefarbe DNA mit DAPI (blau). (B)
zeigt einen Cajal-Kérper im Kern von Arabidopsis gefarbt durch Antikérper gegen das Protein U2B (heller
griner Punkt). (C) zeigt zwei Histon locus Korper in Drosophila S2 Zellen, gefarbt mit Anti-FLASH
Antikorpern. (D) PML-Korperchen aus Maus NIH 3T3 Zellen, gefdrpt mit Anti-PML. (E) Perinukleolare
Kammer (PNC) in Hela Zellen, hybridisiert mit Oligonukleotiden fiir hY1 RNA (griin), gegengefarbt mit DAPI.
Das Zytoplasma wurde RNA bedingt mit angefarbt. (F) zeigt humane U-2 OS Zellen mit YFP-getagtem Bmil-
Protein, einem Marker fir PcG-Korper (grin), Gegenfarbung mit Hoechst (blau).

Ebenso wurde in einer Veroéffentlichung von Fujiyama-Nakamura et al. gezeigt, dass
Parvulin14 in Nukleoli von MSF-7 und Hela-Zelllinien zu finden ist. Als Beweis wurden
dort die Nukleoli Gber B23 gegengefarbt [99]. Es gibt widerspriichliche Fakten zwischen
den Ergebnissen von Tatiana Reimer und den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit
beziglich einer subnuklearen Lokalisation von hPar14. Hier wurden Fusionsproteine bzw.
markierte Proteine mikroskopiert, die sich in subnuklearen Strukturen wiederfanden. In
den Mikroskopie-Aufnahmen von T. Reimer wurden Uiberwiegend Antikoérperfarbungen
genutzt [134], um die Lokalisation von Par14 zu visualisieren. Die Wahrscheinlichkeit, dass
die hParl4-spezifischen Antikérper keinen Zugang zum bindenden Epitop hatten, konnte
vermutlich darin begriindet liegen, dass sich Parl4 in einem Komplex mit anderen

Molekulen (Protein/DNA) befindet, der eine Detektion per Antikorper unmaoglich macht.
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4.8 Bromodomanen als mégliche Bindungspartner fiir acetyliertes hPar14

Wie bereits bekannt ist, bindet hPar14 (iber seinen N-terminalen Sequenzbereich an DNA
[98]. Begriindet ist dies durch die Uberwiegend positiv geladenen Seitenketten der
Aminosauren in diesem Bereich. Da hParl14 wegen seiner strukturellen und sequentiellen
Ahnlichkeit zu Proteinen der HMGB/HMGN-Gruppe an Gentranskriptionsvorgingen und
der Regulation des Zellzyklus beteiligt sein kénnte [98], wurden erstmals Versuche zu
Bindungsaffinitdten an Bromodomanen vorgenommen. Die grof8 angelegte Studie von
Filippakopoulos et al. [102] bildete die Grundlage zur Annahme, hParl4 kénne durch
acetylierte Lysine an Bromodomanen binden. Diese Vermutung kam durch den Vergleich
zwischen den Substratsequenzen aus der Filippakopoulos-Veroffentlichung und
Sequenzabschnitten des hParl4 zustande. Wahrend in alteren Studien aufgrund der
Sequenzhomologie von hPar14 zu HMGN2 meist eine Affinitdat zu H3 angenommen wurde
[166], zeigte die Arbeit von Filippakopoulos et al. [103], dass eine Ubereinstimmung in

den Acetylierungsmotiven von H4 und hPar14 gegeben ist (Abb. 64).

H4 MSGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVL
hPar14 MPPKGKSGSGKAGKGGAASGSDS

Abb.64: Sequenzvergleich zwischen den N-Termini von H4 und hParl4. Rot hervorgehoben sind die
Acetylierungsmotive, die gehduft in der Substratanalyse von Bromodomanen (Filippakopoulos und Knapp
2012) und auch in hPar14 zu finden sind.

In einer Arbeit von Choundhary 2009 [27] aus der Arbeitsgruppe von Mathias Mann
wurde eine Acetylierung an Position K32 bestatigt. Die Aminosduresequenz, in der K32
liegt, lautet: H,N-AQGPK,.GGGNA-COOH. Diese Region befindet sich kurz vor der
strukturell charakterisierten Form des Proteins. 2010 konnte erstmals eine Beziehung
zwischen Parvulin und Bromodomanensubstraten hergestellt werden (André Knitsch
2010). Mit Hilfe des Programms EpitopeMatch® [167] wurde eine rdumliche
Ubereinstimmung zwischen einer Teilsequenz aus hPar14 (H,N-GPKGG-COOH) und dem
Substrat der Bromodomédne PCAF (H,;N-ARK,ST-COOH) gefunden (Abb. 65). Diese
bioinformatische Vorhersage konnte in Fluoreszenz-Versuchen nicht bestatigt werden.
Jedoch war die hier zu sehende, kurze Aminosauresequenz von hParl14 ausschlaggebend
fiir die Suche nach Sequenzhomologien in der Veroéffentlichung von Filippakopoulos. Dort
wurde (iber den Vergleich der Aminosiureabfolge KGG aus hPar14 eine Ubereinstimmung
zu Sequenzen der Bromodomadn-Substrate gefunden. Die Anzahl der strukturell
charakterisierten Proteine hat sich seit dem Zeitpunkt der Analyse 2010 mehr als
verdoppelt, daher ist eine neue Durchsuchung der Datenbank mit einer ebenfalls neuen

Version des Programms (EpitopeMatch 2.5®) in Erwagung zu ziehen.
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Abb.65: Aus der Diplomarbeit von André Knitsch 2010: (A) RMSD der Protein-Fragmente aus hParl4 und
geometrischen Strukturanaloga im Bereich von 2 A und 50 % Ubereinstimmung. Aus den Berechnungen von
Epitope Match. (B) Dargestellt ist die Uberlagerung der beiden Teilsequenzen aus hParl4 (GPKGG) und
einem an Lysin acetylierten Bindungspartner der Histonacetyltransferase PCAF [ARKST]. Beziffert sind die
einzelnen RMSD-Werte in Angstrém. Dargestellt mit Pymol.

Mittels des Vorhersagetools PHOSIDA [164], konnten sowohl Phosphorylierungs-
Wahrscheinlichkeiten, wie auch eine weitere Acetylierung an Position K11 prognostiziert
werden. Auf ein persénliches Gesprach mit Prof. Dr. Stefan Knapp hin, der die Studien zur
strukturellen Charakterisierung von Bromodomanen [102] und deren Affinitdt zu
Uberwiegend Histon-Substraten [103] veroffentlicht hat, ergab sich der Schluss, dass
hPar14 aufgrund einer Sequenzhomologie ebenfalls eine Doppelacetylierung besitzen
kénnte. Daraufhin wurden hPar14 Peptide mit einer Doppelacetylierung an K11 und K14
zur  Prufung der Bindungsaffinitit zu Bromodomdnen hergestellt. Diese
Doppelacetylierung zeigte im Versuch mit den vier Bromodomanen GCN5, PCAF, BRDT(1)
und BRD4(2) Bindungsaffinitdten in der gleichen GréBenordnung wie Histon4-Peptide mit
Acetylierungen an den Positionen K8 und K12 bzw. K12 und K16, aus der Veroffentlichung
der Substratstudie von Filippakopoulos et al. [103] (Tab. 26). Die Fluoreszenzanisotropie-
Messung zwischen der Bromodomane BRDT1 und dem acetylierte hParl4-Petid an K11
zeigte mit einem KD-Wert von 36 uM die hochste Affinitat (Abschnitt 3.4.2), womit von
einer Bindung der beiden Proteine ausgegangen werden kann. Die Bromodomane BRDT1
ist an der Reorganisation von hyperacetylierten Chromatin beteiligt [168]. Auch konnte
gezeigt werden, dass BET-Proteine, zu denen auch BRDT1 gehort, in Proteinkomplexen
zusammen mit der Casein-Kinase Il (CK2) und verschiedenen Vertretern der TAF-Gruppe
an Regulationsprozessen von Condensin, beteiligt sind [105]. Condensine sind
Proteinkomplexe, die fiir die Chromosomenkondensation wahrend der Mitose
verantwortlich sind [106]. Die Experimente von Fujiama-Nakamura et al. zeigen die

Anwesenheit von hParl4 in Strukturen des Spindelapparats, ebenfalls wahrend der
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Mitose [99]. hParl4 scheint somit in seiner Funktion als Faltungshelfer an einem
strukturgebenden Prozess der Organisation und/oder Reorganisation von Chromosomen

beteiligt zu sein. Dies gilt es jedoch noch konkret zu beweisen.

4.9 Ausblick

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sulfatierte Peptide mit
der Sequenz INxYYTSA aus dem N-Terminus des CCR5 Rezeptors darstellbar sind. Damit
wurde eine Methode etabliert, die es ermoglicht, sdurelabile Peptidsequenzen fir
Proteinbindungsstudien herzustellen.

Mit der Synthese der Peptide sollte ein hochaffiner Binder zur Maskierung des
CCR5-Rezeptors gefunden werden. Ein vorlaufiges Ergebnis konnte in Abschnitt 4.2
vorgestellt werden, in dem Peptide mit der Sequenz INSYYTSA gegen Mutanten der
IRS-PTB-Domane auf Affinitat getestet wurden. Dabei kam heraus, dass die Mutante
GST-IRS_Mut2 mit einem Kp-Wert von 117,2 uM eine hohere Affinitat zum sulfatierten
Peptid zeigt, als der Wildtyp mit einem Kp-Wert von 197,5 uM. Die Kontrolle mit
unsulfatiertem Peptid INYYTSA zeigte zudem, dass die Mutante GST-IRS_Mut2 mit 719,3
UM einen wesentlich schlechteren Kp-Wert gegeniiber dem Wildtyp mit 123,8 uM besitzt.
Um nun herauszufinden, ob der Kp-Wert von 117,2 uM eine verhaltnismaBig gute
Bindungsaffinitdt reprasentiert, missen weitere Versuche mit dem phosphorylierten
Peptid gemacht werden, die eine hohere Affinitat zum IRS-PTB Wildtyp aufweisen sollten.
Vor diesem Hintergrund kénnen weitere Experimente durchgefiihrt werden, die einen
in vivo-Test der Mutante in einem HIV-System auf ihre Wirksamkeit hin prifen. Ein
solches Projekt konnte mit der Abteilung fiir Molekulare und Medizinische Virologie, an
der Ruhr-Universitit Bochum in Kooperation mit Prof. Dr. Uberla geplant werden.
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass sich handelsibliche Wang-Resine als
Tragermaterial fur Affinitatssaulen eignen. Daher ist es generell méglich diese Methodik
flr peptidbasierte Proteinbindungsstudien einzusetzen. Sequenzen mit sdurelabilen
Aminosauremodifikationen sind dadurch fiir Bindungsassays zuganglich und kénnen zum
Fischen von Proteinen aus Zelllysaten eingesetzt werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass hParl4 semisynthetisch hergestellt
werden kann. Dadurch wurde eine Methode fiir die Arbeitgruppe etabliert, die es
ermoglicht posttranslational modifizierte Proteine semisynthetisch herzustellen. Eine
CD-spektroskopische Untersuchung der semisynthetischen Proteine (pSer19, Alal9) und
dem rekombinanten Wildtyp von hParl4 zeigte eine strukturelle Verdnderung in der
phosphorylierten Variante. Wahrend eine Sekundarstrukturanalyse des Wildtyps ein
Verhdltnis von 51 % a-Helix zu 23 % B-Faltblatt und die Alal9-Variante ein dhnliches

Verhaltnis von 53 % a-Helix zu 24 % P-Faltblatt zeigte, konnte in der pSer19-Variante eine
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4 Diskussion

Abnahme der a-helikalen Struktur auf 42 % oa-Helix-Anteil und eine geringe Zunahme in
der B-Faltblattstruktur mit 29 % gemessen werden. Um herauszufinden, wie sich
zusatzliche Phosphorylierungen an den Aminosauren Ser21 und Ser23 auf die Struktur des
Proteins auswirken, konnen weitere semisynthetische Proteine mit den
dementsprechenden Phosphorylierungen synthetisiert werden. Als Kontrolle missen in
diesem Zusammenhang auch eine Sequenz mit unphosphoryliertem Ser19 und mehrere
Alanin-Varianten getestet werden, um einen strukturellen Vergleich anstellen zu kénnen.
Aullerdem kann hier durch einen N-terminalen Fluoreszenzmarker der Einfluss
zusatzlicher Phosphorylierungen von hParl4 auf die Kernlokalisation mittels
Fluoreszenzmikroskopie in Zellen untersucht werden.

Im letzten Teil dieser Arbeit haben Bindungsstudien zwischen unterschiedlich acetylierten
hPar14-Peptiden GSGKxAGKxGGAA und den Bromodomanen GCN5, PCAF, BRD4(2) und
BRDT1 gezeigt, das eine Acetylierung an K11 zu einer affinen Bindung an die
Bromodomane BRDT1 mit einem KD-Wert von 36 uM fihrt. Ebenfalls zeigt die doppelt
acetylierte Variante (K11 und K14) mit einem KD-Wert von 57,2 uM eine gute Affinitat zu
BRDT1. Uber weitere Bindungsstudien des acetylierten N-Terminus von hParl4 mit
Bromodomanproteinen kdnnten potentielle Bindungspartner fiir hPar14 gesucht werden.
Hierzu kdnnte man kleine, per Peptidfestphasensynthese hergestellte Peptidfragmente
fiir Protein-Microarrays nutzen. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Mike Schutkowski an der
Martin-Luther-Universitat  (Halle-Wittenberg) wendet diese Technologie fir
Screening-Verfahren an [153]. Hier wurde bereits eine Kooperationsmoglichkeit

angeboten.
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5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Das durch HIV ausgeloste erworbene Immundefizienzsyndrom (AIDS) ist bis heute nicht
heilbar, nahezu 28 Millionen Menschen starben bislang an den Folgen von AIDS. Daher ist
die Entwicklung eines Impfstoffes oder eines wirksamen Medikamentes von grofsem
Interesse. Der Infektionsmechanismus ist gut verstanden und ermdglicht viele
pharmakologische Ansadtze. Der Virus dringt Uber Chemokinrezeptoren (CCR5) in
menschliche T-Zellen ein, dabei spielt der V3-Loop des viruseigenen Glykoproteins gp120
eine entscheidende Rolle. Dieser bindet mit seiner Stammregion an den sulfatierten
N-Terminus und mit der Kopfregion an die ECL2-Schleife des CCR5-Rezeptors. Hier soll ein
Entry-Inhibitor entwickelt werden, der einem natirlichen Protein entspricht. Dieser
Inhibitor soll hochaffin an den sulfatierten N-Terminus des CCR5-Rezeptors binden und
diesen maskieren. Um geeignete Binder finden zu kdonnen, muss der N-Terminus des
CCR5-Rezeptors in sulfatierter Form vorliegen. Daher bestand die erste Aufgabe darin,
diesen N-Terminus auf Basis sulfatierter Peptide herzustellen. Die einen Peptide wurden
so konzipiert, dass sie nach der Synthese an einer festen Phase gebunden bleiben.
Dadurch konnen sie als Tragermaterial fir die Affinitdtschromatographie eingesetzt
werden und einen geeigneten Binder aus einer Substanzbibliothek fischen. Die anderen
Peptide besitzen einen Fluorophor, mit denen eine Fluoreszenzanisotropie-Analyse der
Bindungsaffinitat in physiologischer Lésung moglich ist. Hierbei wurde die Saurelabilitat
der sulfatierten Peptide berticksichtigt und durch die Verwendung eines speziellen Harzes
eine geeignete Synthesestrategie entwickelt.

Das zweite Projekt beschaftigt sich mit hPar14 einer PPlase aus der Familie der Parvuline.
Die genaue Funktion dieses Proteins ist bis heute nicht geklart. Der N-Terminus ist hoch
flexibel, positiv geladen und besitzt neben einem Kernlokalisationssignal mehrere
posttranslationale Modifikationen (PTM). Eine genauere Untersuchung dieser PTM
konnte Hinweise auf die Funktion des Proteins geben. Da PTM in E. coli rekombinant nicht
herstellbar sind, wurde die Semisynthese etabliert. Hierzu wurden in erster Linie zwei
semisynthetische Protein-Varianten (ATTO 488-pSer19-hParl4 und
ATTO 488-Alal19-hPar14) hergestellt, um eine Phosphorylierung an Ser19 zu untersuchen.
Dabei wurde in einer CD-Spektroskopie-Analyse eine strukturelle Veranderung mit
erhohten B-Faltblattanteilen der Phosphoserin-Variante festgestellt.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der semisynthetischen Proteine konnten eine
erhohte Kernlokalisation der phosphorylierten Variante gegeniiber der Kontrolle zeigen.
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass sich beide semisynthetischen Proteine in
subnuklearen Strukturen von U-2 OS-Zellen anlagern. Eine Kontrollgruppe transient
transfizierter hParl14-EYFP-Fusionsproteine zeigte vergleichbare Ergebnisse mit einer

erhohten Kern- und subnuklearen Lokalisation.
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5 Zusammenfassung

AbschlieBend wurde das Bindungsverhalten des hParl4-Proteins anhand vier
unterschiedlich acetylierter hParl4-Peptide untersucht. Dabei wurde die N-terminale
Sequenz sGSGKAGKGGAAg mit Acetylierungen an K11, K14, K11 und K14 versehen. Diese
drei Peptide und ein zusatzliches Kontrollpeptid wurden gegenliber den vier
unterschiedlichen Bromodomédnen PCAF, GCN5, BRDT1 und BRD4(2) mittels
Fluoreszenzanisotropie auf ihre Bindung hin charakterisiert. Hierbei ergab die
Acetylierung an K11 von hParl4 eine addquate Bindungsaffinitat zu BRDT1, womit das

Protein als potentieller Bindungspartner flir hPar14 in Frage kommt.
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5 Abstract

Abstract

The acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) induced by HIV is still incurable today,
nearly 28 million people have died so far from the effects of AIDS. Therefore, the
development of a vaccine or of an active medicament are of great interest. The Infection
mechanism is well understood and allows many pharmacological approaches. The virus
enters through the chemokine receptors (CCR5) in human T cells, therefor the V3 loop of
the glycoprotein gp120 plays an important role. This binds with its stem region to the
sulfated N-terminus and with the head region to the ECL2 loop of the CCR5 receptor. The
goal is the development of an entry inhibitor that corresponds to a natural protein.This
inhibitor should bind with high affinity to the sulfated N-terminus of the CCR5 receptor
and mask it. In order to find suitable binder, the N-terminus of the CCR5 receptor must be
present in sulfated form.

Therefore, the first task was to produce a part of this N-terminus on the basis of sulfated
peptides. Some peptides were designed for remain bound after synthesis on a solid
phase. This allows them to be used as support material for affinity chromatography and
fish a suitable binder from a compound library. Other peptides having a fluorophore, with
which a fluorescence anisotropy analysis of binding affinity in physiological solution is
possible. Here, the acid lability of the sulfated peptides were taken into consideration and
a suitable synthetic strategy was developed by the use of a specific resin.

The second project deals with hParl4 a PPlase from the family of parvulins. The exact
function of this protein is still unknown. The N-terminus is highly flexible, positively
charged and has a nuclear localization signal in addition to several post-translational
modifications (PTM). A precise examination of these PTM could give clues to the function
of the protein. Since PTM cannot be produced in E. coli recombinantly, semi-synthesis has
been established. For this purpose, two semisynthetic protein variants (ATTO 488-PSer19-
hPar14 and ATTO 488-Alal9-hPar14) were prepared to investigate phosphorylation at
Ser19 in the first step. A structural change with increased B-sheet proportions of the
phosphoserine variant was discovered with CD spectroscopic analysis. Fluorescence
microscopy of the semisynthetic proteins were able to show an increased nuclear
localization of the phosphorylated variant compared with its control. It has also been
shown that both semisynthetic proteins accumulate in subnuclear structures of U-2 OS
cells. A control group transiently transfected hPar14-EYFP fusion proteins showed similar
results with increased nuclear and subnuclear localization.

Finally, the binding behavior of the hParl4 protein was studied using four different
acetylated hParl4 peptides. The N-terminal sequence sGSGKAGKGGAA;s was provided
with acetylation of K11, K14, K11 and K14. These three peptides, and an additional

control peptide were characterized by fluorescence anisotropy to their binding with the
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four different bromodomains PCAF, GCN5, BRDT1 and BRD4 (2). The adequate binding
affinity of the K11 acetylated peptide to BRDT1, makes the protein come a potential
binding partner for hPar14.
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Anhang

7 Anhang

Vektorkarten der beiden Gbrigen in dieser Arbeit verwendeten und nicht im Methodenteil
gezeigten Vektoren pEYFP-N1 und pNIC28-Bsad. Zusatzliche Informationen Uber den
pNIC28-Vektor, der aus Oxford erhalten wurde und in dem sich sdmtliche hier
verwendeten Bromodomanen befunden haben. sind als Kopie des originalen
Informationsblatts hinzugefigt.

T7 promoter
Nde 1(41)
lac operator Lic 5(96)
{ Bsa 1(106)
" Neo 1(107)

lac |

_SacB
pNIC-28-Bsal
Bsa 1(2037)
modle b. £ Lic 3(2051)
§ ic 3 (2051
\‘ \ Bam HI (2053)
.// \\| Not I(2085)
/ - L< Xho1(2093)
v ‘ \_ T7 terminator
ColE1 pBR322 origin —/ f1 origin
kan sequence
Vector Name pNIC28-Bsa4
Source Opher Gileadi
Sequence accession/link (5GC)
Description pET expression vector with Hiss tag in 22-aa N-terminal fusion

peptide, with TEV protease cleavage site. Includes sites for LIC
cloning, and a “stuffer” fragment that includes the SacB gene,
allowing negative selection on 5% sucrose

Antibiotic resistance Kanamycin, 50 pg/ml

Promoter T7 -lacO

Cloning LIC. (vector treated with Bsal, then with T4 DNA polymerase in
presence of dGTP)

Initiation codon Supplied in PCR primer

N-terminal fusion — seq. MHHHHHHSSGWVDLGTENLYFQ*SM

(* - TEV cleavage site)
N-terminal fusion — MW 2684 1 Da including Met (2465.8 Da removed by TEV cleavage)

Termination codons supplied in PCR primer

Protease cleavage TEV

Additional features

Preferred host DE3 hosts: BL21, Rosetta, etc. MUST express T7 RNA
polymerase.

9’ sequencing primer pLIC-for: TGTGAGCGGATAACAATTCC

3’ sequencing primer pLIC-rev: AGCAGCCAACTCAGCTTCC
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Anhang

Polylinker region

n
o

2010

2070

2130

CTCGATCCCG
GAGCTRAGGGEC

CCTCTRGRAL
GEAGATCTTT

-H 5 5
ATCATTCTTC
TAGTRARGRAG

ACGTCCRCAT
TGECAGETGTA

GATATCCTAT
CTATAGGATA

Sall

CETCGRCARAG
GCRGCTGTTC

TRACHRRAGCC
ATTGTTTCGGE

CERRATTRAAT
GCTTTRAATTA

TRATTTTIGTT
ATTRARRCAD

G Vv D
TGGETGETAGAT
ACCACATCTA

TGEGCATTGARC
ACCGTRACTG

CITGCGGECCE
GRACGCCGEC

CERRAGERRG
GCTTTCCTTC

T7-forward

ACGRCTCRCT
TGCTGAGTGA

TRACTTTRAG
ATTELAATTC

L & T E
CTGGEGTACCGE
GRACCCATGEC

(SacB fragment)

Bzal

GGETCTCCARGT
CCAGAGGTCA

CACTCGAGCR

GITGAGCTCGT

CTGAGTTGEC
GRACTCRRCCG

pLIC-rev

Primers for LIC cloning:

Lower—-LIC

pLIC-forward

ATAGGGEEAAT TGTGAGCGEER
TATCCCCTTA ACRCTCGCCT

M H
RRAGGAGATAT ACATATGCAC
TTCCTCTATA TGTATACGETG

UTpper-LIC

N L ¥ F @ =5
AGRALCCTGTA CTTCCAATCC
TCTTGGACAT GRRGGTTAGG

TRARCALTTCC
ATTGITARGG

H H H H
CATCATCATC
GTRGTAGTAG

Bsal

ATGGAGACCG
TACCTICTGGEC

EccRI

RRAGGTGGAT ACGEATCCGR
TTITCCACCTA TGCCTAGGCT

CCRACCACCARC
GEIGGTGETG

CRACCACTGRAG
GTGETGACTC

TT7-reverse

TECTGCCRCC
ACGRCGGETGEE

GCTEAGCRAT
CGACTCGTTA

BamHI ~~~~~~~ Sacl

ATTCGAGCTC
TRRGCTCGAG

ATCCGGECTEC
TAGGCCGRCG

AMCTAGCATE
TTGATCGTAT

Upstream: add TACTTCCAATCCATG to the 5’ end (ATG in-frame with the desired coding
sequence).

Downstream: add TATCCACCTTTACTG to 5" end of downstream primer; add termination
codon, if necessary.

Quelle:

Opher Gileadi, Structural Genomics Consortium

opher.gileadi@sgc.ox.ac.uk
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Anhang

Apall (4361)
pBR322_origin

TK_PA_terminator

PEYFP-N1

4733 bp

ORF frame 3
NeoR/KanR
ORF frame 1

Fspl (2859)

Mscl (2839) . )

Narl (2757)

Clal (2597)

Stul (2578)

SV40pro_F_primer

SV40_origin

SV40_promoter
SV40_enhancer

Quelle:

www.addgene.org/vector-database/2689/

Asel (7)
CAG_enhancer
Ndel (234)

Balll (609)
Xhol (613)
Sacl (620)
Hindlll (622)

CMV_immearly. promgigiR) (629)

CMV_fwd_primer
CMV_promoter
Nhel (591)

f1_origin
AmpR_promoter
pBABE_3_primer

Sall (639)
Kpnl (649)
Sacll (652)
Xmal (656)
Apal (657)
Smal (658)
BamHI (660)
Agel (666)
EGFP_N_primer
EYFP

OREF frame 1

T203Y (EYFP)
EGFP_C_primer
Notl (1401)

Xbal (1411)
Hpal (1520)
EBV_rev_primer
Aflll (1639)
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Anhang

Klonierung des Cys34-hPar14-C-Terminus:
Im Folgenden sind die Sequenzen des verwendeten hParl4-Konstrukts (BC 520), die
beiden Primer (FW Primer 1047 und RW Primer 1048) sowie das PCR-Produkt und der

Zielvektor (BC903.1) mit anschlieBender Ligationssequenz angegeben.

BC 520

FW Primer 1047
AACA GGTCTC ATGGT

RW Primer 1048
GGT TGG GGA TCC CTTA CTT TCT TCC TTC GAC CAT AAT
Rc ATT ATG GTC GAA GGA AGA AAG TAAG GGA TCC CCA ACC

1. Schritt PCR auf 520

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCT
GGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAAT
GGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAA
ATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATG
GTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGA
GTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTG
GGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCGCC
ACCATGCCGCCCAAAGGAAAAAGTGGTTCTGGAAAAGCGGGGAAAGGGGGAGCAGCCTCTGGGAGTGACAGTGCTGACAAGAAGGCTCAAG
GTCCCAAAGGTGGTGGCAATGCAGTAAAGGTCAGACACATTCTA ATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTC
TGGGATGAGATTCAATGAAGTGGCCGCACAGTATAGTGAAGATAAAGCCAGGCAAGGGGGTGACTTGGGTTGGATGACCAGAGGGTCCATG
GTGGGACCATTTCAAGAAGCAGCATTTGCCTTGCCTGTAAGTGGGATGGATAAGCCTGTGTTTACAGACCCACCGGTTAAGACAAAATTTG
GATATCATATTATTATGGTCGAAGGAAGAAAGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCC
CATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACC
CTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCT
ACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGG
CAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGC
AACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACT
TCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCT
GCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACC
GCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGT
TTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCT
TATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCA
TCAATGTATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAAT
AGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATT
AAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTG
GGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAA
AGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAA
TGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATG
TATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGGAATGT
GTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGA
AAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCC
CGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTC
TGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAGATCGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCAT
GATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGC
TCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAG
ACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCT
GCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGG
CTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTG
TCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGA
TCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGT
GTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTT
ACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACC
GACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACG
CCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCTAGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAAT
ACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAAGACAGAATAAAACGCACGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCC
CAGGGCTGGCACTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGGCCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCCCAAGTT
CGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAA
ACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGA
GCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGC
TACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGT
CCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCT
GCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTT
CGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGG
GAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTAT
AGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTAC
CGCCATGCAT
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2. PCR-Produkt

ATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGGATGAGATTCAATGAAGTGGCCGCACAGTATAGTGAAGATA
AAGCCAGGCAAGGGGGTGACTTGGGTTGGATGACCAGAGGGTCCATGGTGGGACCATTTCAAGAAGCAGCATTTGCCTTGCCTGTAAGTGG
GATGGATAAGCCTGTGTTTACAGACCCACCGGTTAAGACAAAATTTGGATATCATATTATTATGGTCGAAGGAAGAAAG

3. Restriktion des Vektors BC 903.1

Bsal ggtctc
BamHI ggatcc

CAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCC
CGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGA
GGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTT
AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCATGTC
GGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCT
TCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCT
TAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAG
AGAACAGATTGGTGGTAGAGACCTCA

CAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCA
GTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGL
CGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCG
CGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTTACATTAATT
GCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGC
GTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCA
AGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTC
GTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACC
AGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTA
TCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGC
GATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGG
TCAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCA
GCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGL
ACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAAC
GACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAG
AAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCAC
ATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACG
CTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATG

4. Ligation

CARGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGARGTGGCGAGCC
CGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAARCCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGA
GGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTT
AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCATGTC
GGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCT
TCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGARATGGACTCCT
TAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAAT TCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTAT TGAGGCTCACAG
AGAACAGATTGGTGGTAGAGACCTCAGERIGE ATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGGATGAGATT
CAATGAAGTGGCCGCACAGTATAGTGAAGATAAAGCCAGGCAAGGGGGTGACTTGGGTTGGATGACCAGAGGGTCCATGGTGGGACCATTT
CAAGAAGCAGCATTTGCCTTGCCTGTAAGTGGGATGGATAAGCCTGTGTTTACAGACCCACCGGTTAAGACAAAATTTGGATATCATATTA
TTATGGTCGAAGGAAGAAACIHENGIECAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCT
CGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGT
CGCGCTCCAGCGAAARGCGGTCCTCGCCGAARATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATA
AGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCT
AATGAGTGAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGG
CCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCAC
CGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGARAAATCCTGTTTGATGGTGGT TAACGGCGGGATA
TAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGC
CCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGC
ACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACA
GAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGA
ARATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGACATCARGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTG
GTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGT
TCTACCATCGACACCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAAT TTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGAC
TGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGC
TTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGARACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTCTGCG
ACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCGARAGGTTTTGCGCC
ATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGT TGAGGCCGTTGAGCACCG
CCGCCGCAAGGAATGGTGCATG
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Massenspektren aus den Ergebnisteilen 3.1 und 3.4
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Anhang

Abbilungen der Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen von ATTO 488-pSer19-hParl4,
ATTO 488-Alal9-hPar14 und WT-hPar14-EYFP

ATTO 488-,Ser19-hPar14 ATTO 488-Alal9-hPar14
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WT-hPar14-EYFP
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Anhang

Verdiinnungsreihe der Bromodomadnen flr die Titration mit acetylierten Peptiden.
Gemessen wurden jeweils 55 pl pro Probe. Zu jedem Titrationsschritt sind jeweis 11 pM
Peptid (5 ul) hinzugefligt worden, sodass sich eine finale Peptidkonzentration von 1 uM

ergab. Alle 128 Messungen sind unter den selben Bedingungen durchgefiihrt worden:

Protein Stock[puM] 1 2 4 8 16 32 64 128
BRD4(2) 694 694 347 173,5 86,8 43,4 21,7 10,8 5,4
BRDT1 140 140 70 35 17,5 8,8 4,4 2,2 1,1
GCN5 236 236 118 59 29,5 14,8 7,4 3,7 1,8
PCAF 194 194 97 48,5 24,3 12,1 6,1 3 1,5
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