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1 Einleitung 

1.1 Semisynthese 

Die Semisynthese kann als Erweiterung der Festphasensynthese von Peptiden (SPPS) 
angesehen werden und bietet die Möglichkeit funktionelle Einheiten in Proteinen zu 

studieren. Durch die Festphasensynthese von Peptiden (SPPS) können bis zu 40 

Aminosäuren aneinander gekuppelt werden, die anschließend weiter in einer 
Fragmentkupplung zu größeren Peptiden zusammengefügt werden können [1]. Während 

mit der SPPS lineare Strukturen kurzer Teilsequenzen aus Proteinen dargestellt werden, 

haben die aneinander gereihten Aminosäuren oft keine ausgeprägte Sekundär­ oder 
Tertiärstruktur. Auf der anderen Seite kann mit der rekombinanten Proteinbiosynthese 

ein Protein hergestellt werden, das seine natürliche räumliche Struktur einnimmt. 

Allerdings sind funktionelle Einheiten, wie beispielsweise posttranslationale 
Modifikationen, die studiert werden möchten durch rekombinante Methoden oft so nicht 

darstellbar. Die Semisynthese bietet in diesem Fall eine Methode, mit der chemisch 
funktionelle und nativ strukturelle Einheiten gleichermaßen miteinander verknüpft 

werden können. So wurden in chemisch hergestellten Peptiden bereits funktionelle 
Gruppen von Interesse eingebaut, die dann durch Ligation mit einem nativ strukturierten 

Protein, verknüpft wurden. Hierzu wurden zahlreiche chemoselektive Ligations­ und 

Modifikationstechniken entwickelt, die von Kimmerlin et. al. in einem Übersichtsartikel 
zusammengefasst wurden [2]. Während bei der Peptidsynthese noch Schutzgruppen für 

die Seitenketten der Aminosäuren verwendet werden, hat sich der Trend bei den 
Ligationsmethoden mittels ungeschützter Fragmentkupplung durchgesetzt [3][4][5]. Erste 
Experimente auf dem Feld wurden von Wieland und Bokelmann durchgeführt und gelten 

als Basis für das, was man heute allgemein als Capture/Rearrangement­Methode 
bezeichnet [6]. Diese Methode ist der klassische Hauptreaktionsschritt in der nativen 

chemischen Ligation (NCL) und aktuell die am häufigsten verwendete Kupplungsreaktion 

in der Semisynthese (Abb. 1). Diese Methode macht sich die Reaktivität eines natürlichen 
Cysteins am C­Terminus 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 können (Abb. 1) [6] [7]. Dies lag an der zusätzlichen Aminogruppe, die sich 

in unmittelbarer Nachbarschaft zur Thiolgruppe befindet. 
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gesteuert [23] [24]. Die NATs wurden in diesem Zusammenhang sowohl als Onco­ wie 
auch Tumor­Suppressor­Proteine eingestuft, und als Indikatoren für eine Krebserkankung 
herangezogen [25]. 

Die Seitenketten­Acetylierung findet nach heutigem Kenntnisstand ausschließlich an 
Lysinen statt und wurde bereits vor über dreißig Jahren entdeckt [26]. Bis 2009 wurden 

3600 Lysinacetylierungen in 1750 Proteinen identifiziert [27]. Die Acetylgruppe wird von 

Acetyl­Coenzym A auf das N­Atom des Lysins übertragen. Die regulatorischen Enzyme für 

den Prozess der Seitenketten­Acetylierung werden Histonacetyltransferasen (HATs), die 

für die Deacetylierung Histondeacetylasen (HDACs) genannt. Unberücksichtigt von ihrer 
historischen Namensgebung modifizieren sie ebenfalls Nicht­Histon­Proteine [28]. 

Acetylierungen dieser Art finden sich in der Regulation von Transkriptionsfaktoren, 

Effektor­Proteinen, Chaperonen und Cytoskelett­Proteinen wieder und haben hier eine 
ebenso wichtige Bedeutung wie die im Folgenden beschriebene Phosphorylierung [29]. 

Eine Kreuzbeziehung zwischen Acetylierung und Phosphorylierung wird ebenso häufig 
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 über den Aktivitätszustand 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 
eingeführt wird, hat dies meist Konformationsänderungen innerhalb der phosphorylierten 

Proteine zur Folge [32]. Rezeptoren oder Transportproteine reagieren dementsprechend 

unterschiedlich auf die modifizierte Form eines Bindungspartners. Dadurch werden ganze 
metabolische Abläufe über 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 Lymphozyten­Aktivierung 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 großer Bedeutung sind [36]. Phosphatasen sind die Enzyme die 

dafür 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, Tyrosin­spezifische und dualspezifische Phosphatasen. Serin ist mit ca. 86 % 
die am häufigsten phosphorylierte Aminosäure [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‘­Phosphoadenosin­5‘­Phosphosulfat 
(PAPS) und wird von Enzymen namens Sulfotransferasen katalysiert [42][43]. Diese lassen 

sich in zwei Gruppen unterteilen. Zum einen gibt es die sogenannten löslichen 
Sulfotransferasen, die kleinere Substrate wie Flavonoide [44], Steroide [45], 

Neurotransmitter und Xenobiotika [46] umsetzen und somit maßgeblich an der Entgiftung 

von tierischen und pflanzlichen Organsimen beteiligt sind [47][48]. Durch die 
Sulfat­Modifikation werden die Enzymsubstrate besser löslich und lassen sich gut über 

Nieren, Galle oder Schweißdrüsen sezernieren (Biotransformationsreaktion der Phase II). 

Zum anderen gibt es Sulfotransferasen, die als Substrate Kohlenhydrate und Proteine 
umsetzen [49]. Hierzu gehören die Tyrosylprotein­Sulfotransferasen (TPSTs). Nach 

heutigem Stand existieren im menschlichen Organismus zwei Isoformen dieses Enzyms, 

TPST1 und TPST2, die sowohl als Homodimer als auch als Heterodimer auftreten können 
[50]. TPSTs sind Membran­assoziierte Enzyme, die im Golgi­Apparat lokalisiert und mit 

einer einzelnen Transmembranregion von 17 Aminosäuren Länge in der Membran 
verankert sind [42]. Das katalytische Zentrum dieser Sulfotransferasen befindet sich im 

Lumen des Golgi­Apparats und interagiert fast ausschließlich mit zu sezernierenden oder 
Plasmamembran­Proteinen [43] [51]. Sulfatierte Proteine sind in wichtigen biologischen 

und physiologischen Prozessen wie der inflammatorischen Regulation, 
Leukozyten­Bewegung und ­Adhäsion sowie der Endo­ und Exozytose involviert. Ebenso 
sind sulfatierte Proteine an der Zell­Zell­Kommunikation und nicht zuletzt am viralen 

Eintritt in die Zelle beteiligt. Ein Prozess, der besonders gut studiert wurde, ist die 

Invasion des humanen Immundefizienz­Virus (HIV), über sulfatierte Tyrosine des CC­
Motiv­Chemokin Rezeptors 5 (CCR5) [52]. Da sich ein Teil dieser Arbeit thematisch mit 

diesem Prozess beschäftigt, wird im folgenden Abschnitt ausführlicher auf den 
Mechanismus eingegangen. 

1.3 HIV und der CCR5­Rezeptor 

Der HI­Virus ist der wohl bekannteste Vertreter der Retroviren [53] [54]. Der Name 

Retrovirus setzt sich aus der Bezeichnung für Reverse Transkriptase Onkoviren zusammen 
und steht für eine Gruppe von Viren, die über einzelsträngige 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 zunächst in die 
Wirtszelle eindringen. Wie zuvor bereits erwähnt, nutzt der HI­Virus sulfatierte Proteine 
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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 Phosphat­affinen Parvuline durch Juglon hemmen lassen [86]. 
Charakteristisch für diese Gruppe ist das Vorhandensein einer WW­Domäne [87], die 
selbst PSer­Pro und PThr­Pro Motive erkennt und bindet [88]. Dadurch, dass die WW­

Domäne eine sehr kleine strukturell charakterisierte Domäne ist, konnte an ihr der 
Mechanismus der Proteinfaltung gut studiert werden [89] [90] [91]. 2010 wurde eine 

detaillierte, atomare Charakterisierung veröffentlicht [92]. Neben der guten strukturellen 

Aufklärung, ist über die phophatspezifischen PPIasen bekannt, dass sie an zellulär 
relevanten Prozessen beteiligt sind [93]. Vor kurzem wurde von Steven D. Hanes ein 

Review über die in Hefe vorhandene PPIase Ess1 veröffentlicht, in der beschrieben wird, 

dass Ess1 ein Regulationsenzym für die RNA­Polymerase II ist und somit essentiell für den 
kompletten Reproduktionszyklus [94]. Weitaus weniger ist über die Vertreter der nicht 

phosphatspezifischen PPIasen bekannt. Neben dem WW­Domänen tragenden Pin1 gibt es 

im menschlichen Organismus ein weiteres Gen, das für zwei Parvulin­Varianten codiert, 
für hPar14 und hPar17 [95]. Während die PPIase­Domäne von hPar14 bereits 2000 

mittels NMR strukturell charakterisiert wurde [96], weist der N­Terminus dieses Proteins 
eine hohe Flexibilität auf. In der Sequenz des N­Terminus befindet sich ein 

Kernlokalisationsignal ebenso wie ein Phosphorylierungmotiv, dass durch die 
Casein­Kinase PK2 in vitro auch phosphoryliert wird [97]. Die Bindung des N­Terminus an 

DNA wurde 2002 von Surmacz et al. gezeigt [98]. In der Veröffentlichung von 
Fujyama­Nakamura et al. wurde gezeigt, dass hPar14 an Prozessen beteiligt ist, die der 
ribosomalen Biogenese zuzuordnen sind [99]. Des Weiteren ist eine, dem N­Terminus 

vorausgestellte, kurze Sequenz als mitochondriales Erkennungssignal in hPar17 

identifiziert worden, die den Unterschied zwischen den beiden humanen nicht 
phosphospezifischen PPIasen ausmacht [100]. Bis heute ist kein spezifischer 

Bindungspartner für diese Enzyme bekannt. Durch den Nachweis von Acetylierungen, 
ebenfalls im N­Terminus [27], ist eine Interaktion mit Bromodomänen möglich, daher 

könnte hPar14, wie viele Bromodomänen auch, an der Transkriptionsregulation beteiligt 
sein. In Abb. 7 ist ein Überblick der eukaryotischen Parvulinvertreter gezeigt, der den 
Unterschied zwischen den beiden Parvulin­Gruppen deutlich macht. 
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1.8 Zielsetzung  

Viren sind nicht in der Lage, sich selbständig zu vermehren, da sie weder eine 
eigenständige Replikation noch einen eigenen Metabolismus besitzen. Daher benötigt ein 

Virus zur Reproduktion eine geeignete Wirtszelle. HIV bildet zu diesem Zweck einen 
Komplex über gp120 mit CD4, um dann an den CCR5­Rezeptor zu binden und in die 
Wirtszelle einzudringen (Abb. 4). Dabei bindet der V3­Loop des gp120 mit seiner 

Stammregion an den sulfatierten N­Terminus des CCR5­Rezeptors. Viele Medikamente 
wirken so, dass sie versuchen den V3­Loop zu maskieren [107], sodass gp120 nicht mehr 

an CCR5 binden kann. Da Viren allerdings einer schnellen Mutationsrate unterworfen 

sind, können Medikamente gegen den V3­Loop schnell unwirksam werden. Daher wäre es 
Sinnvoll, den sulfatierten N­Terminus des CCR5­Rezeptors zu maskieren. Das heißt, man 

sucht in vitro hochaffine Binder auf Peptidbasis, die an den CCR5­Rezeptor binden 

können. Dafür ist es nötig sulfatierte Peptide vorliegen zu haben. Die Synthese eines 
solchen Peptids mit sulfatierten Aminosäuren 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 N­terminalen Sequenz des CCR5­Rezeptors. Die Peptide sollten anschließend als 

Ligand einer Säulenmatrix für die Affinitätschromatographie benutzt werden, um einen 
möglichst affinen und spezifischen Binder aus einer Proteinbibliothek zu fischen. Um die 

Bindungsstärke der gefundenen Proteine charakterisieren zu können, sollten zusätzlich 
Peptide mit einem fluoreszierenden Farbstoff synthetisiert werden, die eine 

anschließende Analyse mittels Fluoreszenz­Anisotropie ermöglichen. Damit die Affinität 
der Binder zu sulfatierten Peptiden bewiesen werden kann, war es nötig phosphorylierte 
und unmodifizierte Peptide als Kontrollgruppe herzustellen. 

Das zweite Projekt beschäftigt sich mit der Untersuchung der N­terminalen Funktion von 

hPar14. Während die PPIase­Domäne als katalytische Einheit dieses Proteins bereits 
charakterisiert wurde [96], ist das Wissen über die Funktion seines unstrukturierten 

basischen N­Terminus noch lückenhaft. Es ist bekannt, dass hPar14 an Aminosäure Ser19 
durch die Casein­Kinase II phosphoryliert werden kann und dass eine Substitution dieser 

Aminosäure durch Glutamat eine Anreicherung an der Zellkernmembran bewirkt [97]. Da 
die Herstellung einer PSer19­Mutante mit konventionellen rekombinanten 
Biosynthesemethoden nicht möglich 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 trägt. Der C­terminale Sequenzabschnitt sollte 
mittels rekombinanter Biosynthese hergestellt werden, wobei für die anschließende 
native chemische Ligation ein N­terminales Cystein Veraussetzung war. Der N­Terminus 
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sollte chemisch durch Peptidfestphasensynthese (SPPS) hergestellt werden. Um den 
Einfluss der Phosphorylierung untersuchen zu können, sollten zwei N­terminale 
Sequenzen synthetisiert werden, die sich in ihrer Aminosäuresequenz durch PSer19 und 

Ala19 unterscheiden. Eine anschließende Betrachtung der beiden semisynthetischen 
Proteine in humanen Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie sollte die Auswirkung der 

Phosphorylierung auf die Lokalisation zeigen. Hierfür sollte N­terminal ein 
Fluoreszenzfarbstoff gekuppelt werden.  

Von Choundhary et al. 2009 wurde gezeigt, dass hPar14 neben Phosphorylierungen auch 

Lysin­Acetylierungen besitzt [27]. Die Funktion der Acetylierungen ist jedoch weiterhin 
unbekannt. 2012 erschien eine Veröffentlichung von Filippakopoulos et al. in der 

acetylierte Substrate für Bromodomänen vorgestellt wurden, unter anderem 

Peptidsequenzen aus dem Histonprotein H4 [103]. Aufgrund der sequenziellen 
Ähnlichkeit zwischen den N­Termini des H4 und hPar14 sollte überprüft werden, ob 

Bromodomänen acetylierte Peptide des hPar14 binden. Im Einzelnen sollten nun neben 

den beiden HAT­Bromodomänen GCN5 und PCAF zwei Vertreter der BET­Familie auf ihre 
Bindungsaffinität zu hPar14 überprüft werden. Zu diesem Zweck sollten unterschiedlich 

acetylierte Peptide aus der N­terminalen Sequenz von hPar14 mit Fluoreszenzmarker 
synthetisiert und anschließend mittels Fluoreszenzanisotropie auf Bindung zu den vier 

Bromodomänen untersucht werden.  
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2 Materialien & Methoden 

2.1 Chemikalien  
Chemikalien, die hier nicht aufgeführt wurden, stammen von den Firmen Carl Roth 
(Karlsruhe), Sigma­Aldrich (Seelze) oder Merck (Darmstadt) in dem für die jeweilige 
Anwendung angemessenem Reinheitsgrad. 

Tab.1: Chemikalien und Lösungsmittel 

Chemikalie Hersteller 
HBTU Acros, Geel (Belgien) 

Diisopropylethylamin Sigma­Aldrich, Seelze 

N­Methyl­2­pyrrolidon Sigma­Aldrich, Seelze 
Piperidin Sigma­Aldrich, Seelze 

Trifluoressigsäure Acros, Geel (Belgien) 
Dimethylformamid Normapur, Darmstadt 
Diethylether Normapur, Darmstadt 

Tab.2: Harze (Fmoc­Synthese) 

Harz Hersteller 
Fmoc­Ala­Wang Resin (100­200 mesh) Merck, Darmstadt 
Fmoc­Gly­Wang Resin (100­200 mesh) Merck, Darmstadt 

Fmoc­Gly­4­Sulfamylbutyryl Rink Amide AM Merck, Darmstadt 

Sieber Amide Resin Merck, Darmstadt 

Tab.3: Fluoreszenzfarbstoffe (Fmoc­Synthese) 

Farbstoff Hersteller 
ATTO 488 Carboxy ATTO­TEC, Siegen 
Mant Acros, Geel (Belgien) 

Rhodamin B Sigma­Aldrich, Seelze 

Tab.4: Aminosäurebausteine (Fmoc­Synthese) 

Baustein Hersteller 
Fmoc­Ala­OH Merck, Darmstadt 
Fmoc­Asp(OBzl)­OH Merck, Darmstadt 

Fmoc­Gln­OH Merck, Darmstadt 
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Fmoc‐Glu(OBzl)‐OH Merck, Darmstadt 
Fmoc‐Gly‐OH Merck, Darmstadt 
Fmoc‐Gly‐Ser(psiMe,Mepro)‐OH Merck, Darmstadt 
Fmoc‐His(Trt)‐OH Merck, Darmstadt 

Fmoc‐Ile‐OH Merck, Darmstadt 

Fmoc‐Leu‐OH Merck, Darmstadt 

Fmoc‐Lys‐OH Merck, Darmstadt 
Fmoc‐Lys(Ac)‐OH Merck, Darmstadt 

Fmoc‐Lys(Boc)‐OH Merck, Darmstadt 

Fmoc‐Met‐OH Merck, Darmstadt 
Fmoc‐Pro‐OH Merck, Darmstadt 

Fmoc‐Ser(tBu)‐OH Merck, Darmstadt 

Fmoc‐Ser(PO3H2)‐OH Merck, Darmstadt 
Fmoc‐Thr(tBu)‐OH Merck, Darmstadt 

Fmoc‐Tyr‐OH Merck, Darmstadt

Fmoc‐Tyr(SO3*NnBu4)‐OH Merck, Darmstadt 
Fmoc‐Tyr(PO3H2)‐OH Merck, Darmstadt 
Fmoc‐Val‐OH Merck, Darmstadt 

2.2 Pufferlösungen und Medien 

Tab.5: Pufferlösungen und Medien 

Name Zusammensetzung 
2x Laemmli‐Probenpuffer 125 mM Tris/HCl pH 6,8, 

50 % (w/v) Glycerin, 
10 % (w/v) SDS,  
10 mM β‐Mercaptoethanol,  
0,01 % (w/v) Bromphenolblau,  
ddH2O 

Laemmli‐Laufpuffer 0,1 % (w/v) SDS, 

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

ddH2O 

4x Laemmli‐Sammelgelpuffer 500 mM Tris/HCl pH 6,8, 

0,4 % (w/v) SDS, 
ddH2O 
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4x Laemmli‐Trenngelpuffer 3 M Tris/HCl pH 8,8,  
0,4 % (w/v) SDS, 
ddH2O 

Laemmli‐Sammelgel (12,5 %) 50% (v/v) 30 % AA/Bis,  

26 % (v/v) ddH2O,  

22 % (v/v) Sammelgelpuffer,  
1 % (v/v) 10 % SDS, 

1 % (v/v) 10 % APS‐Lösung in 

H2O,  
0,033 % (v/v) TEMED 

Laemmli‐Trenngel (12,5 %) 17% (v/v) 30 % AA/Bis,  
70% (v/v) ddH2O, 

10 % (v/v) Trenngelpuffer,  

1 % (v/v) 10 % SDS,  
1 % (v/v) 10 % APS‐Lösung in 
H2O, 

0,1 % (v/v) TEMED 

LB‐Medium 1 % (w/v) Typton, 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 
0,17 M NaCl,  
ddH2O (pH 7,0) 

LB‐Plattenmedium 1,5 % (w/v) Agar‐Agar, LB‐
Medium 

Niedrigsalzpuffer 20 mM Tris‐HCl 
50mM NaCl 

ddH2O (pH 7,4) 

SOC‐Medium 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 

2 % Trypton, 
10 mM NaCl, 

2,5 mM KCl, 
10 mM MgCl2, 

10 mM MgSO4, 
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20 mM Glukose, 
ddH2O 

TAE‐Puffer 1mM Na2EDTA, 

0,1142 % (v/v) Eisessig,  

ddH2O 

TBST 500 3 % (w/v) BSA, 50 mM Tris,  
0,1 % (v/v) Tween®, 
20, 500 mM NaCl,  
pH 7,5 (HCl), 
ddH2O 

Hepes‐Äquilibrationspuffer 50 mM Hepes, 

500 mM NaCl, 

5 mM Imidazol, 
0,5 mM DTT 

Hepes‐Waschpuffer 50 mM Hepes, 
500 mM NaCl, 

30 mM Imidazol, 

0,5 mM DTT 

Hepes‐Elutionspuffer 50 mM Hepes, 
500 mM NaCl, 
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/ 

Lagerungsstamm für 
Plasmide 

F‐ mcrA Δ(mrr‐hsdRMS‐mcrBC) 

Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 
ara Δ139 Δ(ara, leu)7697 galU galK 

rpsL(StrR) nupG λ

Bioline, Luckenwalde 

E. coli BL21(DE3)T1r / 

Expressionsstamm 

F‐ ompT hsdSB(rB‐mB‐) gal dcm 

λ(DE3) tonA 

Sigma‐Aldrich, Seelze
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U‐2 OS human 
Osteosarkoma‐Zellen 

Erhalten von AG 
Nalbant, Universität 
Duisburg‐Essen 

2.4 Enzyme 
Tab.7: Verwendete Enzyme 

Enzym Verwendung Hersteller 
Fast Digest ApaI Restriktionsendonuklease  Fermentas, St. Leon‐Rot 

Fast Digest BamHI Restriktionsendonuklease  Fermentas, St. Leon‐Rot 

Fast Digest BsaI Restriktionsendonuklease Fermentas, St. Leon‐Rot 
T4‐DNA‐Ligase Ligation Metabion, Martinsried 

Lysozym (Huhn) Zellwandlyse von Bakterien Sigma‐Aldrich, Seelze 

Pfu‐DNA‐Polymerase PCR Metabion, Martinsried 
DreamTaq DNA‐Polymerase PCR Metabion, Martinsried 

PreScission‐Protease Sequenzspezifisches Schneiden Institutsint. Herstellung 
SUMO‐Protease Sequenzspezifisches Schneiden Institutsint. Herstellung 

2.5 Baukastensysteme und Verbrauchsmaterialien 

Tab. 8: Verwendete Baukastensysteme 

Kit Verwendung Hersteller 
Nucleo Spin® Plasmid Plasmidpräparation (Mini) Macherey‐Nagel, Düren 

Nucleo Bond® Xtra Midi Plasmidpräparation (Midi) Macherey‐Nagel, Düren 
Nucleo Spin® Gel and PCR 
clean up 

DNA‐Reinigung Macherey‐Nagel, Düren 

Quik-Change® Einführen von Punktmutationen Agilent technologies, 

Waldbronn 

Tab.9: Verbrauchsmaterialien 

Material Ausführung Hersteller 
dNTPs (2,5 mM)  Metabion, Martinsried 
Filter Rotilabo®‐Spritzenfilter, 

PVDF, 
0,22 μM Porengröße 

Carl Roth, Karlsruhe 

 Rotilabo®‐Spritzenfilter, Carl Roth, Karlsruhe 
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PVDF, 
0,45 μM Porengröße 

Maldi‐Target‐Platte MTP 384 ground steel Bruker Daltonics, Bremen 
Küvetten 108F‐QS, 10×4 mm 

(Fluoreszenz) 

Hellma Analytics, 

Müllheim 

FPLC‐Säulen GSTrap FF 16/10, 20 ml  GE‐Healthcare, Solingen 

 HiTrap Q HP, 5 ml  GE‐Healthcare, Solingen 

2.6 Geräte 
Tab.10: Geräteliste 

Gerät Modell Hersteller 
Autoklav H+P Varioklav 25T H+P Labortechnik AG, 

Oberschleißheim 
Batch‐Reaktor 200 mL Volumen Universität DUE, Essen 

CD‐Spektrometer J‐710 Jasco Analytical 
Instruments, USA 

Elektroporator MicroPulserTM BioRad, Berkeley, USA 

Fluoreszenzspektrometer Cary Eclipse mit temp. 

Multicell Holder 
Agilent Technologies, 

Waldbronn 

FPLC‐Anlage DuoFlow mit QuadTec 
UV‐Vis Detektor und 

BioFrac Fraktionssammler 

Biorad, Berkeley, USA 

Gelkammer (DNA) Mini Subcell GT BioRad, Berkeley, USA 

Gelkammer (PAGE) XCell Mini Protean 3 BioRad, Berkeley, USA 

HPLC‐Anlage Shimadzu HPLC‐System 
(Prominence UFLC) 

Shimadzu, Duisburg 

Konfokalmikroskop TCS SP5 Leica Microsystems CMS 
GmbH, Mannheim 

LC‐MS‐
Massenspektrometer 

Thermo Scientific LCQ 
FleetTM

Thermo Scientific, 
Langenselbold 

Magnetrührgerät MR 3000 Heidolph Instruments, 

Schwabach 
MALDI‐

Massenspektrometer 

autoflex speed Bruker Daltonik, Bremen 

Peptidsynthesizer SyroI Multisyntech, Witten 
pH‐Meter SevenEasy Mettler‐Toledo, Gießen 
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Elektrode: InLab® Routine 
pro pH 

PCR‐Gerät Thermocycler T3000 Biometra, Göttingen 
Reinstwasseranlage MilliQ Biocel Millipore, Schwalbach 
Sterilbank HERA safe Thermo Scientific, 

Langenselbold 
Tischphotometer NanoDrop ND 1000 Peqlab, Erlangen 

Tischschüttler Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 

UV‐Vis‐Spektrometer Cary 100 Agilent Technologies, 
Waldbronn 

Vakuumpumpe KNF‐LAB KNF, Freiburg 

Zellaufschlussanlagen SONOPULS Bandelin, Hamburg 
Zentrifugen Avanti JE mit JLA 9.1000 

Rotor 
Beckman coulter, Krefeld 

 Optima LE‐80K 
Ultrazentrifuge 
mit Ti45 Rotor 

Beckman coulter, Krefeld 

 Tisch‐Kühlzentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg 

 Tisch‐Kühlzentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg 
 Tischzentrifuge MiniSpin 

Plus 
Eppendorf, Hamburg 

2.7 Software 

Tab.11: Software 

Programm Verwendung Referenz 
Flex Control Auswertung von MALDI‐Spektren Bruker Daltonics, 

Bremen 

GraphPad Prism 5.04 Lineare und nichtlineare 
Regressionen, 
Darstellung von Graphen 

[109]

Image J 1.46r Visualisierung und Bearbeitung von 
Mikroskopie‐Bildern 

[110] 

OligoCalc Berechnung der Eigenschaften von 
Primern 

[111] 

PyMOL 1.2r1 Visualisierung von Proteinstrukturen [112] 
Protparam Berechnung von Proteinparametern,  

basierend auf deren Primärstruktur 
[113] 
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Solution Calculator Berechnung von Konzentrationen [114] 

2.8 Gel­Marker 
Die verwendeten DNA‐Marker für 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. Für SDS‐Gele wurden der PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo 
Scientific) und Mark 12™ Unstained Standard (life technologies) verwendet. 

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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Abb. 2.4: Der Polylinker des Champion™ pET SUMO‐Expressionsystems der Firma Invitrogen. Das PCR‐
Produkt beginnt direkt hinter der Sequenz für die spätere Schnittstelle der SUMO‐Protease. Im Folgenden 
stehen die Ansätze und Programme, die für die Klonierung der Konstrukte verwendet worden sind.

Tab.12: Verwendeter PCR­Ansatz zur Amplifizierung eines Inserts 

Komponente Volumen [µl] Endkonzentration 
Ausgangs DNA 1 2 ng/µl 

Forward‐Primer 5 1 µM
Reverse‐Primer 5 1 µM 

dNTPs (10 mM) 2,5 0.5 mM 

Buffer green (10x) 5 1x 
DMSO 0,5 1 % 

DreamTaq DNA‐Polymerase 1 5 U 
Nuklease‐freies Wasser 30  

Gesamt 50  
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Tab.13: PCR­Cycler­Programm zur Amplifizierung eines Inserts 

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

3 Denaturierung 30 95
 Annealing 30 Tm ‐ 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® angefärbt. Anschließend 

wurde die Bande aus dem Gel isoliert und gereinigt (Nucleo Spin Extract II Kit, Macherey 
& Nagel). 

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

PCR‐Produkt in ein Reaktionsgefäß gegeben. Durch Zugabe der Restriktionsenzyme (Fast 
Digest, Fermentas) wurde der Verdau bei 37 °C initiiert. 

Tab.14: Reaktionsansatz zum Verdau des PCR­Produktes (Insert) und des Vektors 

Komponente Volumen [µl] Endkonzentration 
DNA x 0,04 µg/µl 

Restriktionsenzym A 1 1 FDU

Restriktionsenzym B 1 1 FDU 
Buffer green (10x) 5 1x 

Nuklease‐freies Wasser ad 50  

Gesamt 50  

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

Restriktionsenzym Erkennungssequenz Restriktionsschnitt 
BamHI 5'‐GGATCC‐3' 

3'‐CCTAGG‐5' 
5'‐G  GATCC‐3' 
3'‐CCTAG  G‐5' 

BsaI 5'‐GGTCTC‐3' 
3'‐CCAGAG‐5' 

5'‐GGTCTCN NNNN‐3' 
3'‐CCAGAGNNNNN ‐5' 
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2.10.2 Ligation 
Das Verhältnis von Insert zu Vektor betrug 3:1 und wurde für 1 Stunde bei 16 °C im 

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

Tab.16: Ligationsansatz 

Komponente Volumen [µl] Endkonzentration 
Vektor x 2,5 ng/µl 

Insert x 7,5 ng/µl
T4‐Ligase 0,5 125 U 

Puffer (10x) 2 1x 

Nukease‐freies Wasser ad 20  

Gesamt 20  

2.11 Einführen einer Punktmutation 

Es wurde eine Punktmutation in der Nukleotidsequenz von EYFP‐hPar14 (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) eingeführt. Folgende Primer wurden hierfür
verwendet: 

S19A‐Mutante: 
Forward: 5'‐ G GGA GCA GCC gcc GGG AGT GAC A ‐3' 

Reverse: 5'‐ CCT TTC CCC GCT 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. Für die Transformation der elektrisch 

kompetenten Shox‐Zellen wurden 50 µl‐Aliquots für 10 min auf Eis aufgetaut. Danach 
wurde 1 µl des Ligationsansatzes (2‐4 ng) oder entsprechend reine DNA (40‐50 ng) für 
1 min zu den Zellen gegeben und auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die 

Zellsuspension in eine vorgekühlte, sterile Elektroporationsküvette (0,2 cm 

Elektrodenabstand, BioRad) gegeben und mittels Programm EC2 in einem 

Elektroporationsgerät (MicroPulser™, BioRad) gepulst. Die Zellsuspension wurde nach der 
Elektropuration in 200 µl SOC‐Medium aufgenommen und für 1 h bei 37 °C und 400 rpm 
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inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf). 100 µl der transformierten Zellen wurden 
anschließend auf LB‐Agarplatten mit Kanamycin gegeben und bei 37 °C über Nacht 
inkubiert. 

Die Transformation der chemisch kompetenten BL21‐Zellen erfolgte unter Hitze‐Schock 
bei offener Flamme eines Bunsenbrenners. Hierfür wurden 50 μl‐Aliquots der Zellen für 

10 min auf Eis gegeben. Anschließend wurden die Zellen mit 50 ng DNA für 20 min auf Eis 
inkubiert. Es erfolgte für 45 sec ein Hitzeschock bei 42 °C im Heizblock (Thermomixer 

comfort, Eppendorf). Daraufhin wurden die Zellen für weitere 2 min auf Eis zusammen 

mit der DNA inkubiert und anschließend in 200 μl LB‐Medium aufgenommen. Die 
Zellsuspension wurde für 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 über 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‐Parvulin14 und der Bromodomänen 
enthielten, wurden mittels chemischer Transformation in den E. coli­Expressionsstamm 

BL21(DE3)T1r transformiert. Hierfür wurden chemisch kompetente Zellen dieses 

Stammes mit 1 μl DNA für 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend für ca. 1 min 
einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Nach weiteren zwei Minuten Inkubation auf Eis, 
wurden die Zellen mit 200 μl LB‐Medium versetzt und für eine Stunde bei 37 °C und 

500 rpm inkubiert. Dieser Ansatz wurde zum einen direkt zur Herstellung einer 
Übernachtkultur (in LB‐Medium) verwendet, zum anderen wurden 50 μl des Ansatzes auf 

LB‐Platten (mit Kanamycin) ausplattiert und ebenfalls bei 37 °C über Nacht inkubiert. Alle 

Übernachtkulturen für die Expression der Proteine wurden in LB‐Medium mit 50 µg/ml 
Kanamycin hergestellt. Hierfür wurden in der Regel 4 l dieses Mediums mit 10 ml 

Übernachtkultur pro Liter Medium angeimpft und bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Nach 
Erreichen einer optischen Dichte (OD600) 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 über Nacht geschüttelt. Anschließend 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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2.15 Reinigung der Bromodomänen  

Bei den Bromodomänen‐Proteinen handelt es sich um Konstrukte der Bromodomänen 
GCN5, 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. Zunächst 
wurde das Pellet der exprimierten His‐Bromodomänen aufgetaut. Eine Spatelspitze 

Lysozym wurde in Niedrigsalzpuffer gelöst und zu dem Pellet gegeben. Die Suspension 
wurde bei 4 °C für eine Stunde gerührt. Die Bakterienzellen wurden mittels 

Ultraschallpuls‐Gerät (5 Pulse für 20‐30 s bei 60 % Intensität) aufgeschlossen. Nach 70‐90 

min Ultrazentrifugation bei 4 °C und 35000 rpm bildeten die festen Zellbestandteile ein 
Pellet, der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert. Die anschließende Proteinreinigung 

erfolgte an einer Biorad DuoFlow‐FPLC‐Anlage (BioRad, Berkeley, USA). Das in Lösung 

befindliche His‐Protein wurde an einer Nickel‐NTA (Abb. 11) Säule gebunden. Die restliche 
auf der Säule verbleibende Suspension wurde mit HEPES‐Waschpuffer (siehe Tab.2.6) von 

der Säule gespült. Auch unspezifisch gebundene Proteine wurden durch das Waschen mit 

mehreren Säulenvolumina des HEPES‐Waschpuffers entfernt.  
Im Laufe der Reinigung wurden Flussraten zwischen 0,5 und 1,5 ml/min eingestellt. Das 

eluierte Protein wurde anschließend 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 

Sämtliche Proteinkonzentrationen wurden photometrisch mittels der spezifischen 

Extinktionskoeffizienten ε der Proteine über das Lambert‐Beer‘sche Gesetz  

       (Gl. 2.1) 

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‐Stocklösungen wurden an einem 

NanoDrop ND 1000 gemessen, wobei mindestens drei Absorptionsmessungen gemittelt 
wurden.  
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2.17 SDS­Polyacrylamidgelelektrophorese 

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 Aushärtung des Trenngels wurde das 

Isopropanol entfernt und das Sammelgel gegossen. Für den Probenauftrag wurden 
Kämme in das Sammelgel eingeführt, die eine Anzahl von 10 bzw. 15 Taschen nach 

Aushärtung hinterließen. 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 Ansätze für 5 Minuten bei 95 °C inkubiert (Thermomixer comfort, 

Eppendorf). Um eine spätere Größenbestimmung der aufgetrennten Proteine vornehmen 
zu können, wurde zusätzlich 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‐Färbelösung gefärbt. Um 

den Entwicklungsprozess zu beschleunigen, wurden die Gele 1 min in der Mikrowelle 
erhitzt und anschließend für 15 min geschüttelt. Zum Entfärben wurde der Entfärber auf 

das Gel gegeben und auf dem Schüttler für 15 min inkubiert. Dieser Vorgang wurde so 
lange wiederholt, bis das Gel ausreichend entfärbt war. 

Tab.17: Zusammensetzung des Trenn­ und Sammelgels für SDS­PAGE 

Komponente Trenngel (4x) Sammelgel (4x) 
AA/Bis 10 ml 850 µl 
Aqua bidest. 5,2 ml 3,5 ml
Trenngelpuffer 4,4 ml ‐‐‐ 

Sammelgelpuffer ‐‐‐ 400 µl 
SDS (10 %) 200 µl 40 µl 

APS (10 %) 200 µl 40 µl 

TEMED 8 µl 4 µl 
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2.18 CD­Spektroskopie 

Die CD­spektroskopischen Messungen wurden mit einem JASCO J­710 CD­Spektrometer 
(Jasco Analytical Instruments, USA) durchgeführt. 1 ml der Proben (0,15 mg/ml) wurden 

in 50 mM Kaliumphosphat­Puffer, pH 7,4 in eine Absorptionsküvette mit einer 
Schichtdicke von 1 mm (Hellma Analytics, Müllheim) gefüllt. Folgende Parameter wurden 
für die Aufnahme der Spektren im Berreich von 200­260 nm (Fern­UV­Spektrum) 

verwendet: 
data pitch: 0,2 nm, scanning mode: continuous, Scan­Geschwindigkeit: 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 Protein­Spektren 
abgezogen, indem die beiden Spektren so auf der y­Achse verschoben wurden, bis die 

Datenpunkte von 250­260 nm Null ergaben. Anschließend wurde die mdeg­Einheit des 

Differenzspektrums mit Hilfe des mittleren Molekulargewichtes pro Aminosäure (mean 
residue weight = MRW) und der gemessenen Proteinkonzentration (mg/ml) in den Wert 

des mittleren CD­Extinktionskoeffizienten pro Aminosäure (Δ ε MRW) transformiert. Die 

Sekundärstrukturanteile 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 Fluoreszenzanisotropie­Messungen mit einem Cary Eclipse 
Fluoreszenzspektrometer durchgeführt. Es wurden unterschiedliche Peptide mit 

N­terminal über eine pseudo­Peptidbindung gekuppeltem Fluoreszenzfarbstoff 
verwendet. Für herkömmliche Fluoreszenzmessungen wurde der Farbstoff Mant 

verwendet, während für anisotropische Messungen Rhodamin B benutzt wurde. Die 
Proteine wurden in einer Verdünnungsreihe (siehe Anhang) gemessen, hier wurde sich an 

der maximalen Proteinkonzentration des jeweiligen Proteins orientiert. Alle Messungen 
wurden in HEPES­Puffer (Tab.5: Äquilibrationspuffer ohne Imidazol) bei 20 °C 

durchgeführt. 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 Durchlässigkeit der horizontalen und vertikalen 
Polarisatoren für Licht dieser Wellenlängen wurde ein G­Faktor 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 Kinetik­Modus des 
Gerätes mit einer Mittelungszeit von 10 s und einer Gesamtmesszeit von mindestens 

8 min pro Messung durchgeführt.  
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2.20 Zellkultur und Fluoreszenzmikroskopie 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die die Mikroskopie betreffenden Experimente 
ausgegliedert. Die entsprechenden Zellkulturexperimente und Mikroskopie­bedingten 

Fluoreszenzprobenvorbereitungen wurden von Manuela Kowalczyk (Mikrobiologie, Uni 
DUE) durchgeführt. Die Mikroinjektionsversuche wurden von Perihan Nalbant 
(Mikrobiologie, Uni DUE) durchgeführt. Der Vollständigkeit halber werden die 

angewandten Methoden hier erwähnt. 

2.20.1 Kultivierung von Zellen auf Kollagen I­beschichtete Deckgläschen 

Verwendet wurden Zellen des Typs U2OS (human, Osteosarcoma). Diese wurden auf 

Kollagen I­beschichtete runde Deckgläschen (Durchmesser 1,3 cm; 24­Loch Platten) 

ausplattiert. Die verwendeten Deckgläschen wurden in 70 % Ethanol aufbewahrt. Um den 

Ethanol aus den Deckgläschen zu entfernen, wurde dreimal mit PBS­Puffer gewaschen.
Um die Adhärenz der Zellen zu verbessern, wurden die Deckgläschen für 2 h bei 37 °C mit 

10 μg/ml Kollagen I (Sigma­Aldrich, C8919) beschichtet. Danach wurde die Lösung 

entfernt und einmalig mit PBS gewaschen, bevor die Zellen ausplattiert wurden. Für die 
Experimente wurde eine Zelldichte von 3x104 Zellen/Deckgläschen angegeben. 

2.20.2 Transiente Transfektion von Plasmid­DNA 

24 h nach dem Ausplattieren der Zellen auf Kollagen I­beschichtete Deckgläschen erfolgte 

die transiente Transfektion von Plasmid­DNA. Pro Deckgläschen wurden ca. 50 ng DNA 
transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine™ 2000 (Life Technologies 

(Invitrogen)) verwendet. Hier wurden 0,25 µl Transfektionsreagenz pro Deckgläschen 
ausgebracht. 

2.20.3 Direkte Mikroinjektion der ATTO488­Proteine ins Cytoplasma 

Die zu injizierenden Proteine hatten eine Konzentration von 100 µM in Kaliumphosphat­

Puffer (KPi­Puffer). Vor der Mikroinjektion wurde die Proteinlösung 30 min bei 

14.000 rpm zentrifugiert. Der Zeitraum der Injektion umfasste 15 min. Anschließend 
wurden die Zellen für 30 min bei 37 °C inkubiert. Darauf folgten die Fixierung der Zellen 

mit Formaldehyd und die Färbung der Kerne mit DAPI.  

2.20.4 Epifluoreszenzmikroskopie 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Epifluoreszenz­mikroskopischen 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) 
durchgeführt, das mit einem elektrischen Probentisch sowie einer beheizbaren 
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Inkubationskammer für Lebendzellbeobachtungen ausgestattet war. Verwendet wurden 
dabei ein 4x Luft­Objektiv (NA: 0,13), ein 20x Luft­Objektiv (NA: 0,45) und ein 60x Öl­
Objektiv (NA: 1,4). Die für die Epifluoreszenz verwendeten Filterkombinationen sind im 

entsprechenden Ergebnisteil zu finden. 

2.20.5 Konfokale Laser­Raster­Mikroskopie 

Die konfokale Laser­Raster­Mikroskopie (CLSM, confocal laser scanning microscopy) 
ermöglicht es, emittiertes Licht einer Probe selektiv aus der Fokusebene zu sammeln. Das 

Streulicht, außerhalb dieser Fokusebene, wird unterdrückt. Die Ergebnisse der CLSM sind 
wesentlich kontrastreicher gegenüber der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie. 

Fluoreszenzmarkierte Proben werden durch einen Laserstrahl definierter Wellenlänge 

angeregt. So wird die Probe Punkt für Punkt abgerastert. Das emittierte Licht der Probe 
wird auf eine im Durchmesser veränderbare Lochblende (pinhole) fokussiert und von 

einem dahinter liegenden Detektor erfasst. Da der Fokuspunkt und die Lochblende in 

konjugierten Ebenen liegen, das heißt, konfokal sind, kann nur Licht aus dem Fokuspunkt 

durch die Lochblende dringen. Für die konfokale Laser­Raster­Mikroskopie wurde das 
Leica TCS SP5 System der Firma Leica verwendet. In Tab.2.19 stehen die Laser und 

Anregungswellenlängen des Systems. 

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

Laser Wellenlänge [nm] 
Diode 405 

Argon 458/476/488/496/514 

DPSS 561 
Helium­Neon 594/633 

2.21 Festphasenpeptidsynthese (SPPS) 

Alle Peptide wurden nach dem Fmoc­Prinzip synthetisiert. Es wurden unterschiedliche 

Harze für die jeweiligen Synthesen verwendet. Orthogonal zur basenlabilen Fmoc­
Schutzgruppe wurden ausschließlich säurelabile Schutzgruppen für die Seitenketten 

modifizierter und unmodifizierter Aminosäuren ausgewählt. Die Aktivierung der 

Aminosäurebausteine wurde mit 0,5 M HBTU­Lösung in DMF und einer DIEPA­Lösung in 
NMP (3:2 v/v) vorgenommen. Die Abspaltung der Fmoc­Schutzgruppe wurde mit 20 % v/v 

Piperidin in DMF durchgeführt. Je nach verwendetem Resin wurden die Aminosäuren mit 
unterschiedlich starken TFA­Konzentrationen abgespalten: 5 % TFA für sulfatierte, 95 % 
TFA für andere Peptide. Durch die Verwendung säurelabiler Seitenkettenschutzgruppen 

wurden alle Aminosäuren beim Abspalten vom Harz gleichzeitig entschützt. 
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2.21.1 Manuelle Synthese 

Die kürzeren Peptide (unter 18 Aminosäuren) in dieser Arbeit wurden per Solid Phase 
Peptide Synthesis (SPPS) hergestellt. Für die manuelle Synthese wurde ein sogenannter 

Batch­Reaktor verwendet, der in der hausinternen Glasbläserei nach Vorbild eines 
kommerziellen Reaktors gefertigt wurde. Das Synthesevolumen beträgt ca. 50 ml. Bei der 
Synthese wurde das Fmoc­Schutzgruppenprinzip angewendet. Alle verwendeten 

Aminosäuren besitzen eine N­terminale Fmoc­Schutzgruppe. Die Kupplung der 
Aminosäuren erfolgt somit basenkatalytisch. Dementsprechend wurden für die 

Seitenketten säurelabile Schutzgruppen gewählt, die im Anschluss an die Abspaltung des 

Peptides vom Harz gleichzeitig mit entfernt wurden. 

2.21.2 Automatisierte Synthese 

Peptide mit einer längeren Sequenz (über 18 Aminosäuren) wurden automatisch 

hergestellt. Die automatisierte Fertigung der Peptide erfolgte über einen Peptide­
Synthesizer (Syrol, Multisyntech). Das Programm arbeitet nach dem Fmoc­Prinzip. Bei der 

maschinellen Herstellung wurden die Arbeitsschritte analog zur manuellen Synthese 

durchgeführt. Die Reaktionszeiten wurden gegenüber der manuellen Variante erhöht und 
ab einer Größe von mehr als 10 AS wurde eine Doppelkupplung der Fmoc­Bausteine 
durchgeführt. Zusätzlich wurden bei dieser Synthese sogenannte Pseudoproline [Fmoc­

Gly­Ser(psiMe,Mepro)­OH] verwendet, welche nach saurer Abspaltung in die 

Aminosäuren Glycin und Serin überführt wurden. Weitere Einzelheiten sind dem 
Syntheseprotokoll zu entnehmen, welches sich im Anhang befindet. 



Abb.112: Schematische Darstellunng der Fmoc­PPeptidsynthesse
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2.22 Semisynthese von hPar14­Varianten 
Die N‐Termini der beiden herzustellendnen Proteine ATTO 488‐Ala19‐hPar14 und 

ATTO 488‐PSer19‐hPar14, welcher aus der automatisierten Synthese hervorgingen, wurde 
im finalen Schritt vor der Abspaltung mit einem Fluoreszenzfarbstoff (ATTO488) versehen. 
Anschließend wurde eine Methylgruppe mittels Trimethylsilyldiazomethan (TMS‐CHN2) 
eingeführt, die für die anschließende Thioesterbildung benötigt wurde. Pro 40 mg Resin 
wurden 100 µl 1M TMS‐CHN2‐Lösung (Diethylether) verwendet. Dazu wurde die TMS‐

CHN2‐Lösung in 2 mL Hexan/DCM 1:1 überführt und anschließen 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 durchgeführt. Für die Ligationsreaktion wurden 1 M Guanidiniumhydrochlorid 
(GnHCl), 60 mM 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 intermediären Übergangszustand. Diese Reaktion, die sogenannte native 

chemische Ligation, lässt zwischen den beiden Reaktanten ein natürliches Cystein und 
somit ein maßgeschneidertes Protein entstehen. 
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2.23 LC­ESI­Massenspektrometrie (LC ­MS) 

LC‐MS‐Analysen wurden mittels eines LC‐MS‐Systems von Thermo Scientific mit einer 
Eclipse XDB‐C18 (5 µm) Säule von Agilent (Peak‐Detektion bei 210 nm) und einem Thermo 

Scientific LCQ FleetTM ESI‐Spektrometer durchgeführt. Die Messungen im Positiv‐Modus 
folgten einem linearen Gradienten von Lösungsmittel B (0,1 % Ameisensäure Acetonitril) 
zu Lösungsmittel A (0,1% Ameisensäure in Wasser) bei 1 ml/min Volumenstrom. 

Messungen im Negativ‐Modus folgten einem linearen Gradient von Lösungsmittel C 
(5 mM NH 4 OAc in Acetonitril) zu Lösungsmittel D (5 mM NH4OAc in H2O) bei 1 ml/min 

Volumenstrom. 

Gradient für Positiv‐Modus : 0 min/10 % B → 1 min/10 % B → 10 min/100 % B → 12 min/ 

100% B → 15min/10% B 

Gradient für Negativ‐Modus : 0 min/10 % C → 1 min/10 % C → 10 min/100 % C → 12 min/ 
100 % C → 15 min/10% C 

2.24 Matrix­unterstützte Laser­Desorption/Ionisation und Massenspektrometrie mit 
Flugzeitanalysator (MALDI­TOF­MS) 

Zur massenspektrometrischen Analyse der größeren 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 µL eines 1:1‐Gemisches (v/v) Acetonitril, 0,1 % 

TFA/H2O eluiert. Danach wurde die Probe im Verhältnis 1:1:1 (v/v) mit 2 % TFA/H2O und 
Matrixlösung versetzt. Die Zusammensetzung der Matrixlösung bestand aus 7,6 mg 2‘,5‘‐

Dihydroxyacetophenon in 375 µl analytischem Ethanol und 125 µl einer 18 mg/ml‐Lösung 
von Di‐Ammoniumhydrogencitrat (in H2O). 0,5 µl des Gemisches wurden auf eine 

Trägerplatte MTP 384 ground steel Tartget (Bruker Daltonics, Bremen) aufgebracht. Nach 
Trocknung der aufgetragenen Probe (Dried droplet Methode) wurde die Trägerplatte zur 

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

2.25 Präparative Reversed Phase­Hochleistungs­Flüssigkeits­Chromatographie (HPLC) 

Die Reinigung der Peptide erfolgte durch ein Shimadzu HPLC‐System (Prominence UFLC) 
mit einer RP‐C18‐Säule 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 über einen linearen Gradienten von Lösungsmittel B ( 0,1 % TFA in 
Acetonitril) zu Lösungsmittel A (0,1% TFA in Wasser) in einem 25 ml/min Volumenstrom 

aufgetragen. 



2 Materialien & Methoden 

49 

2.26 Gefriertrocknung (Lyophilisierung) 

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

Wässrige Lösungen der synthetisierten Peptide wurden separat in Eppendorf‐
Reaktionsgefäßen (1,5 ml) in flüssigem 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 für den 

Zelleintritt genutzt wird und daher für die Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze von 

Interesse ist. Besondere Herausforderung war hier die Etablierung einer Synthese von 
Peptiden, die als posttranslationale Modifikation ein sulfatiertes Tyrosin enthalten und 

zusätzlich für die säulenchromatographische Untersuchung von Proteinen eines 

Ribosomen‐Displays dienen sollten.  
Der zweite Teilabschnitt des Ergebnisteils beschreibt die semisynthetische Darstellung 

zweier hPar14‐Proteine. Hier soll in erster Linie die Rolle der Phosphorylierung an 

Serin19, 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 hPar14, die anschließend durch native chemische Ligation (NCL) zusammengeführt 

und charakterisiert werden. Außerdem wird hier eine Synthesestrategie vorgestellt, die 
die Herstellung des hPar14‐N‐Terminus aus kleineren Fragmenten mit unterschiedlichen 

PTMs ermöglicht. Durch Fluoreszenzmikroskopie sollen die beiden semisynthetischen 
Proteine auf ihre Kernlokalisation hin untersucht werden. Zusätzlich wird in der 

mikroskopischen Betrachtung der Unterschied zwischen transient transfizierten DNA‐

Plasmiden, fluoreszierender hPar14‐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 

ausgewählten Bromodomänen mittels Fluoreszenzanisotropie durchgeführt. 

3.1 Chemische Synthese von CCR5­Peptiden 

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

Kopfregion die ECL2‐Domäne des CCR5 kontaktiert, was zu einer Konformationsänderung 
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in gp120 führt und das Glykoprotein gp41 in die Lage versetzt, die Zellmembran mit der 
Virushülle zu fusionieren [118]. Daher ist es pharmakologisch von Interesse den 
CCR5­Rezeptor so zu manipulieren, dass es dem Virus nicht mehr möglich ist, an ihm zu 

binden. Aktuelle Medikamente versuchen das bereits durch allosterische Inhibition des 
CCR5­Rezeptors (Maraviroc), was dazu führt, dass die ECL2­Domäne dem Virus nicht mehr 

zugänglich gemacht wird [63]. Enfuvirtid setzt einen Schritt später an und komplexiert das 
gp41­Protein, wodurch die Fusion zwischen Virus und Zelle verhindert wird [62]. Ein 

medikamentöser Ansatz, der sich mit der Komplexierung der V3­Stammregion 

beschäftigt, wurde bislang nicht vorgenommen. Dies mag der Tatsache geschuldet sein, 
dass der N­Terminus des CCR5­Rezeptors sulfatierte Tyrosine enthält, die nach der 

klassischen Fmoc­Peptidsynthese schwierig herzustellen sind [108]. Um ein biologisch 

aktives Protein für die Maskierung des Rezeptors zu designen ist es wichtig Peptide mit 
sulfatierten CCR5­Sequenzen zu verwenden. Genau hier setzt diese Arbeit an. Die 

ursprüngliche Idee besteht darin, ein Ribosomen­Display [119] [120] zu nutzen, um 

geeignete hochaffine Binder für die V3­Stammregion zu entwickeln. Als Gerüstprotein 
(scaffold) wurde die IRS­PTB gewählt, ein Protein das phosphorylierte Tyrosine als 

Substrat erkennt. Dieses Protein wurde an einigen Positionen in der Aminosäuresequenz 
randomisiert, um eine erhöhte Affinität der Bindetasche auf Sulfotyrosine zu erlangen. 

Die so entstandene Substanzbibliothek bildet die Basis für das Ribosomen­Display. 
Zusätzlich wird eine immobilisierte Form von Peptiden benötigt, um effektive Binder zu 

finden. Dafür wurde hier eine Methode entwickelt, die es ermöglicht, den besten Binder 

des Ribosomen­Peptid­mRNA­Komplexes, analog zu einer konventionellen Affinitäts­
chromatographie [121], zu selektieren.  

3.1.1 Darstellung von Peptiden zur Nutzung als Ligand für Affinitätschromatographie 

Das Trägermaterial für die Affinitätschromatographie (AC) bildet in diesem Fall das Wang 
Resin [122]. Der Polystyrol­Linker eignet sich gut als inertes Trägermaterial, ähnlich wie 

quervernetzte Dextrane, die bereits seit den 1960er Jahren erfolgreich als stationäre 
Phase in der AC eingesetzt werden [123] [124]. Die gleichzeitige Verwendung des 

Synthese­Linkers als Matrix für die AC hat den Vorteil, dass einem Ausbeuteverlust durch 
Abspaltung und anschließende Neukoppelung an eine Matrixsubstanz vorgebeugt wird. 
Zusätzlich ist bei der Fmoc­basierten Bausteinsynthese, aufgrund der hohen Säurelabilität 

des Sulfotyrosins, mit Ausbeuteverlusten zu rechnen. Dies ging aus Testabspaltungen von 

Fmoc­Tyr(SO3H)­OH mit Trifluoressigsäure hervor (Abb. 14). In der LC­MS­Analyse wurde 

eine doppelte Masse detektiert, die potentiell durch einen ­Stacking­Effekt erklärt 

werden kann [125], der auf die Wechselwirkungen der aromatischen Systeme 
untereinander zurückzuführen ist [126]. 
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Tab. 19: Heptapeptide für Affinitätschromatographie, die Massen entsprechen freiem Peptid 

Peptid Theor. Masse [g mol­1] Gem. Masse [g mol ­1]  
INYYTSA(­Wang­Resin) 803,80 827,75 
INSYYTSA(­Wang­Resin) 909,86 907,65 
INPYYTSA(­Wang­Resin) 909,78 909,26 

3.1.2 Darstellung von Peptiden für Bindungsstudien mittels Fluoreszenzspektroskopie 

Um die Proteine, die aus dem Ribosomen­Display erhalten wurden auf ihre tatsächliche 

Bindungsaffinität zum Peptid überprüfen zu können, wurden die gleichen Peptide erneut 
synthetisiert, allerdings wurde ihre Sequenz N­Terminal um einen Fluoreszenzfarbstoff 

erweitert, damit ihre Affinität 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 mol­1 großen 
Molekül, mit einer Emission von 440 nm bei einer Extinktion von 335 nm. Für die 

Kupplung wurde die Carboxy­Gruppe des Mant­Fluorophors analog zu den anderen 
Fmoc­geschützten Aminosäure­Bausteinen mit den gängigen Kupplungsreagenzien 

aktiviert und in Form einer Peptidbindung an den N­terminalen Teil des Peptids 
synthetisiert. Durch diese Modifikation sind die Peptide für weitere Aminosäurebausteine 

nicht mehr zugänglich. Im Gegensatz zu den Peptiden aus Abschnitt 3.1.1, die nach der 
Synthese auf dem Harz blieben, da dieses als Säulenmatrix verwendet wurde, wurden die 

Peptide in diesem Fall komplett abgespalten, weshalb auf eine Seitenkettenschützung 

nicht verzichtet werden musste. In Abb. 17 ist die Aminosäuresequenz der Mant­Peptide 
gezeigt. 
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300 mg Fmoc­Ala­Wang­Resin wurden für 2 Stunden in DMF quellen gelassen. 
Anschließend wurde das Lösungsmittel durch ein angelegtes Vakuum entfernt. Zur 
Entfernung der Fmoc­Schutzgruppe wurden 2 ml einer 20 %igen Piperidin/DMF­Lösung 

für 15 min auf das gequollene Resin gegeben. Parallel wurden 5 eq Fmoc­Ser­OH mit je 
2 ml 5 M HBTU/DMF­ und DIEA/NMP­Lösung zur Bildung eines Aktivesters auf den 

Aminosäurebaustein gegeben. Nach 1 min waschen mit DMF folgte die Kopplung der 
aktivierten Fmoc­Ser­OH­Aminosäure. 

Die Reaktion wurde 20 min unter gelegentlichem Rühren laufen gelassen. Die 

Reaktionslösung wurde wieder 1 min mit DMF gewaschen, gefolgt von der erneuten 
Abspaltung der Fmoc­Schutzgruppe. Mit den folgenden Aminosäuren wurde wie oben 

beschrieben fortgefahren, bis zum Abspalten der letzten Fmoc­Schutzgruppe des 

Isoleucin. Auch hier wurde der Fmoc­Baustein des sulfatierten Tyrosins 30 min gekoppelt.  
Im letzten Kopplungsschritt wurde an das entschützte Isoleucin der Fluorophor Mant über 

seine Carboxylgruppe an die freie Aminogruppe des Isoleucins kovalent gebunden, sodass 

eine herkömmliche Peptidbindung entstand. Die Aktivierung des Fluorophors wurde 
analog zu der der anderen Aminosäuren durchgeführt. 

Nach Entfernen des Lösungsmittels, wurde das komplette Peptid aus dem Reaktor in ein 
15 ml Falcon­Reaktionsgefäß überführt und nach Zugabe von 5 ml eines Gemischs aus 

95 % TFA; 2,5 % DIEPA und 2,5 % ddH2O für 30 min auf einem rotierenden Schüttler 
inkubiert. Nach 30 min wurde durch Zugabe von 7 ml Diethylether das abgespaltene 

Peptid präzipitiert. Die organische Phase mit dem ausgefallenen Peptid wurde in ein 

frisches Reaktionsgefäß überführt und für 15 min bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das 
überschüssige Lösungsmittel wurde abgegossen und das am Boden des Reaktionsgefäßes 
befindliche Peptid wieder in 2 ml Wasser aufgenommen. Zur massenspektrometrischen 

Untersuchung wurden 10 µl des in Wasser gelösten Peptids mit 90 µl ddH2O und 100 µl 
Acetonitril gemischt und in ein Messgefäß für die LC­MS­Analytik 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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Es wurden 300 mg Fmoc­Ala­Wang­Resin eingewogen und für 2 Stunden in DMF quellen 
gelassen. Anschließend wurde das Lösungsmittel abgesaugt. Zur Abspaltung der Fmoc­
Schutzgruppe wurden 2 ml einer 20 %igen Piperidin/DMF­Lösung für 15 min auf das 

gequollene Resin gegeben. Während der Reaktionszeit der Spaltreaktion wurden 5 eq 
Fmoc­Ser­OH mit je 2 ml 5 M HBTU/DMF­ und DIEA/NMP­Lösung zur Bildung eines 

Aktivesters auf den Aminosäurebaustein gegeben. Es folgte das Waschen mit DMF für 
1 min und anschließend die Kopplung der aktivierten Fmoc­Ser­OH­Aminosäure. 

Die Reaktion wurde 20 min unter gelegentlichem Rühren laufen gelassen. Die 

Reaktionslösung wurde wieder 1 min mit DMF gewaschen, gefolgt von der erneuten 
Abspaltung der Fmoc­Schutzgruppe. Mit den folgenden Aminosäuren wurde wie oben 

beschrieben fortgefahren, bis zum Abspalten der letzten Fmoc­Schutzgruppe des 

Isoleucins. Auch hier wurde der Fmoc­Baustein des sulfatierten Tyrosins 30 min 
gekoppelt.  

Um das Peptid im Fluoreszenzspektrometer untersuchen zu können, wurde im letzten 

Kopplungsschritt N­terminal an das entschützte Isoleucin der Fluorophor Mant über seine 
Carboxylgruppe an die freie Aminogruppe des Isoleucins kovalent gebunden. Die 

Aktivierung des Fluorophors wurde analog zu der der anderen Aminosäuren 
durchgeführt. 

Nach Entfernen des Lösungsmittels, wurde das komplette Peptid in ein 15 ml Falcon­
Reaktionsgefäß überführt und nach Zugabe von 5 ml eines Gemischs aus 95 % TFA; 2,5 % 

DIEPA und 2,5 % ddH2O für 2 h auf einem rotierenden Schüttler inkubiert. Nach 2 h wurde 

durch Zugabe von 7 ml Diethylether das abgespaltene Peptid präzipitiert. Die organische 
Phase mit dem ausgefallenen Peptid wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und 
für 15 min bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das überschüssige Lösungsmittel wurde 

abgegossen und das am Boden des Reaktionsgefäßes befindliche Peptid in 2 ml Wasser 
aufgenommen. Zur massenspektrometrischen Untersuchung wurde, wie in Abschnitt 2.21 

beschrieben, das Peptid aufbereitet und in die LC­MS 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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Die beiden größeren chemisch synthetisierten Peptide stellen zwei komplette 
N­terminale Sequenzen mit einer Länge von 33 AS dar, womit sie genau an der flexiblen 
Linker­Region mit Gly33 abschließen. Ebenfalls beinhalten die beiden Peptide die jeweils 

sequenzielle Veränderung zu PSer19 und Ala19, sowie einen N­terminal gekoppelten 
Fluoreszenzfarbstoff (ATTO488). Durch ein spezielles Harz (Sulfamylbutyryl Rink Amid AM 

Resin) können die Peptide direkt nach der Abspaltung mit dem rekombinanten Teil durch 
native chemische Ligation (NCL) mit dem C­Terminus vereinigt werden [135]. Der 

rekombinante Teil umfasste den kompletten C­Terminus des Proteins, von Gly34 bis 

K131, an dessen N­terminalem Ende Gly34 gegen ein Cystein ausgetauscht wurde, dass 
ebenfalls für die spätere NCL benötigt wird. Die durch NCL dargestellten Proteine bildeten 

die Grundlage für die anschließenden fluoreszenz­mikroskopischen Untersuchungen. Die 

Synthese erfolgte an einem Peptidsynthesizer mit automatisierten Kopplungsschritten 
(Abschnitt 2.19.2). Die Abspaltung vom Resin wurde manuell vorgenommen. 

Da hPar14 neben Phosphorylierungen auch Acetylierungen besitzt, wurde zusätzlich eine 

weitere Synthesestrategie entwickelt, die es ermöglicht den N­Terminus über kleinere 
Fragmente zusammenzusetzen. Dadurch ist es möglich PTMs im N­Terminus zu variieren, 

wodurch eine breite Palette an Kombinationsmöglichkeiten zur Verfügung steht. 
Außerdem kann man bei kleineren Teilpeptiden, je nach Bedarf, Fragmente substituieren 

ohne gleich den kompletten N­Terminus synthetisieren zu müssen. So kann der Frage 
nachgegangen werden, ob es funktionelle Einflüsse der PTMs untereinander gibt oder 

eine gewisse Kombination aus PTMs die Bindung an einen Interaktionspartner überhaupt 

erst möglich macht. Für die fragmentierte N­Terminus­Synthese wurde ein 
handelsübliches Wang­Resin verwendet, bei dem das C­terminale Glycin chemisch durch 
Thiolyse in einen aktiven Thioester umgewandelt werden kann [136].  

3.2.1 Chemische Synthese des PSer19­ und Ala19­N­Terminus von hPar14 

Die Peptide wurden vollständig in einem automatisierten Verfahren an einem Synthesizer 
des Models Syrol (Multisyntech, Witten) parallel hergestellt. Als Trägermaterial der festen 

Phase wurde ein Fmoc­Gly­4­Sulfamylbutyryl Rink Amide AM Resin verwendet. Es wurden 

150 mg Resin pro Ansatz mit einem Substitutionsvolumen von 0,26 mmol/g vorgelegt. 
Alle Aminosäuren wurden in einem vierfachen molaren Überschuss eingewogen und in 

0,1 M Hobt/DMF gelöst. Die Aminosäuren wurden 20 min nach Zugabe der 
Aktivierungsreagenzien zur Bildung des Aktivesters nacheinander gekoppelt. Vor jedem 

Kopplungsschritt wurde die Fmoc­Schutzgruppe mittels einer 20 % Piperidin/DMF­Lösung 
entfernt. Pro Aminosäure wurde eine Kopplungszeit von 30 min eingehalten. Ab der 10. 

Aminosäure wurde eine Doppelkopplung durchgeführt, um die Effizienz der Synthese zu 

erhöhen. An Position 21 und 9 kamen sogenannte Pseudoproline zum Einsatz (Abb. 23), 
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3.2.9 CD­Spektroskopie der semisynthetischen Varianten des hPar14­Proteins 

Die Sekundärstruktur der Proben wurde mittels Circulardichroismus­Spektroskopie (CD) 
überprüft, um zu klären, ob das semisynthetische Protein im gefalteten Zustand vorliegt 

und somit der nativen Form des Proteins hPar14 gleicht. Hierfür wurden zunächst die 
Einzelkomponenten der Semisynthese auf strukturelle Übereinstimmung anhand der 
CD­Spektren untersucht. Zum einen wurden die einzelnen N­Termini (PSer19 und Ala19) 

gemessen, zum anderen die Cys34­C­Terminus­Mutante. Als Vergleich diente eine native 
Referenzprobe, die ebenfalls gemessen wurde. Bei der Referenzprobe handelt es sich um 

die rekombinante Wildtyp­Form des hPar14 (Expressionsprodukt des Klons BC 880). Je 

Probe sind 200 µl mit einer Konzentration von 0,15 mg/ml gemessen worden und es 
wurde von jedem Spektrum der Pufferbeitrag abgezogen. Da hier unterschiedlich lange 

Aminosäuresequenzen gemessen wurden, mussten die Daten für einen Vergleich 

aufeinander abgestimmt werden. Dazu wurde zunächst ein Differenzspektrum der 
gemessenen Elliptizität von der Referenzprobe (131 AS) und dem Cys34­C­Terminus 

(98 AS) gebildet. Um nun einen vergleichbaren Wert für die N­Termini (33 AS) zu 

erlangen, wurden die Daten über die Formel 

ெோா ఏ∙ଵ଴଴௖∙ௗ∙ே       (Gl. 3.1) 

in die mittlere molare Elliptizität (mean residue ellipticity) pro Aminosäurerest ெோா
umgerechnet werden.  ist die gemessene Elliptizität in Grad, c die Konzentration des 
Proteins in Mol pro Liter, d die Schichtdicke der Küvette in cm und N die Anzahl der 

Aminosäurereste im Protein [138]. Nun konnten die Kurven des berechneten N­Terminus 
aus der gemessenen Referenzprobe und der gemessenen N­Termini PSer19 und Ala19 
gegenübergestellt werden (Abb. 34 A) Jede Kurve zeigt eine Mittelung aus zwanzig 

Spektren pro Probe. Analog würde für die Darstellung C­terminaler Strukturen 
vorgegangen. Hier wurde ein Differenzspektrum aus der gemessenen Elliptizität der 

Referenzprobe (131 AS) und des Ala19­N­Terminus (33 AS) gebildet und anschließend 

nach Gl. 3.1 ein theoretisches Spektrum für den C­Terminus (98 AS) von hPar14 ermittelt. 
Dieses theoretische Spektrum wurde mit dem gemessenen Spektrum von 

Cys34­C­Terminus gemeinsam in Abb. 34 B dargestellt. 
Ohne für die Spektren der N­ und C­Termini eine zusätzliche Sekundärstrukturanalyse 
gemacht zu haben, kann anhand des Kurvenverlaufs eine Aussage über die strukturelle 

Ähnlichkeit 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 C­Termini eher ­Faltblatt­Charakter.  
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Carboxylgruppe an die freie Aminogruppe des Methionins kovalent gebunden. Die 
Aktivierung des Fluorophors wurde analog zu der der anderen Aminosäuren 
durchgeführt. Nach Entfernen des Lösungsmittels, wurde die Peptide in 2 ml 

Reaktionsgefäße überführt und für 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 anschließend hergestellt um zu zeigen, dass die Schrittweise 

Zusammenführung 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 mol­1] Gem. Masse [g mol­1] 
Mant‐MPPKGKSGSG M1 1078,2 1079,36 
Fmoc‐KAGKacGGAASG M2A 1067,2 1067,08 

Fmoc‐KAGKGGAAPSG M2B 1105,1 1138,31 

Fmoc‐KAGKacGGAAPSG M2C 1147,1 1195,84 
Fmoc‐SDSADKKA M3 1044,8 1044,20 

QGPKG‐Wang M4 485,5 486,82 
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3.3 Fluoreszenzmikroskopie transienter und injizierter hPar14­Konstrukte 

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 natürlichen Funktion nachkommen 
kann. Um nun zu sehen, welchen Einfluss das phosphorylierte Serin (PSer19) auf die 
Funktion des Proteins hat, wurden zunächst drei fluoreszierende Proteine transient in 

U‐2 OS Zellen transfiziert. Hierfür wurde das institutseigene Konstrukt BC 638 verwendet, 
ein full length hPar14, das C‐terminal einen EYFP‐tag trägt. Aus dem Konstrukt wurde 

zusätzlich, mittels Quick-Change® (Agilent technologies), eine Mutation an 

Aminosäureposition 19 zu Alanin vorgenommen (Ser19/Ala19). Dadurch lässt 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. Anschließend 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 Universität Duisburg Essen unter Leitung von Frau Prof. Dr. Perihan 
Nalbant durchgeführt. 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 Moleküle 

Fluoreszierende Molekül Klassifizierung 
hPar14WT‐EYFP  rekombinantes Protein 
hPar14Ala19 ‐EYFP  rekombinantes Protein 

EYFP Fluorophor 
ATTO 488‐PSer19‐hPar14 semisynthetisches Protein 
ATTO 488‐Ala19‐hPar14 semisynthetisches Protein 

ATTO 488 Fluorophor 
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Bei der Betrachtung der statistischen Auswertung (Abb. 47) wurde ein minimal 
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Protein­Varianten festgestellt. Abgeleitet 
aus der Leuchtintensität des Fluorophors zeigt die PSer19­Variante eine 40,6 % geringere 

cytosolische Fluoreszenz gegenüber dem Kern. Wobei die cytosolische Fluoreszenz bei 
der Ala19­Variante nur ganze 27,2 % schwächer ist als die Fluoreszenz des Proteins im 

Kern.  
Daher lässt sich beim alleinigen Vergleich der hier ermittelten Ergebnisse, unbeachtet 

möglicher Nebeneinflüsse, die Aussage treffen, dass hPar14 durch die Phosphorylierung 

der Aminosäure Serin 19 eine marginal höhere Kernlokalisation aufweist, als ihr durch 
Alanin 19 substituiertes Pondon. Damit ist die Auswirkung der PTM an dieser Stelle 

vermutlich zwar förderlich, allerdings nicht ausschließlich für eine Kernlokalisation 

verantwortlich.  
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3.4.2 Titrationen der Bromodomänen PCAF, GCN5, BRDT(1) und BRD4(2) gegen 4 
unterschiedlich modifizierte Peptide aus hPar14 

Mit Hilfe der Fluoreszenzanisotropie wurden die synthetisierten Peptide auf ihre 
Bindungsaffinität zu den einzelnen Bromodomänen hin untersucht. Jedes Peptid besitzt 

eine unterschiedlich starke Affinität für ein jeweiliges Acetylierungsmuster,. Die 
Fluoreszenzanisotropie wurde über Rhodamin B ermittelt. Eine Zunahme des Anisotropie­
Signals kann als Zeichen einer Bindung des Farbstoff­gekoppelten Peptids an die 

Bromodomäne gedeutet werden. Dieser Effekt ist auf die längere 
Rotationskorrelationszeit zurückzuführen, die sich durch eine Bindung des 

Farbstoff­Peptids an die verhältnismäßig großen Bromodomänen ergibt. Um eine genaue 

Bindungsvorhersage treffen zu können, wurden für alle Bromodomänen Titrationskurven 
mit 8 Messpunkten erstellt. Es wurden 1 µM Peptid vorgelegt und die Bromodomänen 

mit steigender Konzentration hinzutitriert. Die Konzentration der Bromodomäne 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 Bromodomäne beschrieben. Gemessen wurde in HEPES­Puffer (Tab. 5) 
bei einem pH von 7,5. Die Konzentrationen der Bromodomänen richteten sich nach ihrer 

Stabilität in HEPES­Puffer. Eine zu hohe Konzentrierung der Probe führte bei der 
Bromodomäne BRDT1 zu Präzipitation.  

3.4.2.1  Affinitätsstudie der hPar14 Peptide zu den Bromodomänen PCAF, GCN5, BRDT1 
und BRD4(2) mittels Fluoreszenzanisotropie 

Mithilfe der Fluoreszenzanisotropie sollte gezeigt werden, ob acetylierte Lysinmotive im 
N­Terminus von hPar14 als möglicher Bindungspartner für die vier Bromodomänen in 

Frage kommen. Jedes Peptid wurde mit 11 µM vorgelegt und die Bromodomäne PCAF mit 
steigender Konzentration von 1,4 µM bis 176,4 µM hinzu pipettiert. Die Titrationskurven 
sind in Abb. 53 dargestellt. Die Datenpunkte wurden anschließend mit dem Programm 

GraphPadPrism ausgewertet und über die Funktion ‚one site specific binding‘ eine 

Regressionsanalyse vorgenommen, die in Tab. 25 zusammenfassend dargestellt sind. 
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Abschließend lässt sich über die Affinitätsversuche sagen, dass die acetylierte Sequenz 
von K11 von der Bromodomäne BRDT1 als Substrat gebunden wird. Der KD­Wert liegt bei 
36 µM. Auch die beiden Bromodomänen PCAF und GCN5 liegen mit KD­Werten von 95,5 

µM und 138 µM unter denen der anderen Peptide. BRD4(2) besitzt dagegen einen KD­
Wert von 743 µM und kann somit als Binder für die Variante ausgeschlossen werden. Die 

doppeltacetylierte Varriante zeigt gegenüber BRDT1 mit 57 µM die höchste Affinität.  
Somit konnte gezeigt werden, dass BRDT1 als möglicher Bindungspartner für hPar14 in 

Frage kommt, sowohl für die einfache Acetylierung an K11 als auch für 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 für 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 große Schwierigkeiten. Die Massenspektroskopische Analyse, wie sie im späteren 

Verlauf der Arbeit angewandt wurde, konnte anfangs nicht durchgeführt und musste 
aufwendig weggeschickt werden, da es kein geeignetes Massenspektrometer im Institut 

gab. Erst durch die Inbetriebnahme eines MALDI Massenspektrometers und später durch 
ein LC­MS war es möglich Spektren der synthetisierten Verbindungen direkt vor Ort zu 

messen. Dadurch konnten Testabspaltungen der Peptide innerhalb kurzer Zeitabstände 

gemessen, analysiert und optimiert werden.  
Zunächst wurde versucht die Peptide unter herkömmlichen Bedingungen mit 95% TFA 

und einer Reaktionszeit von 3,5 h abzuspalten, um zu sehen, wieviel der gewünschten 
PTM durch die saure Abspaltung verloren gegangen ist. Später wurden die Säuremengen 

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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Synthese unter Schutzgasatmosphäre erlauben. Solche Apparaturen werden jedoch in 
einem biologischen Labor herkömmlicherweise nicht verwendet. Bei einigen Synthesen 
wurden dennoch Chlortrityl­Verbindungen als Seitenketten­Schutzgruppe eingesetzt, 

wobei hier keine negativen Erfahrungen in Bezug auf die Stabilität gemacht wurden. So 
konnte im Rahmen dieser Arbeit eine auf das biologische Labor passende Methode 

entwickelt werden, die die Synthese von Peptiden mit sulfatierten Aminosäuren 
ermöglicht, ohne aufwendige chemische Apparaturen oder komplexe 

Schutzgruppenmoleküle zu verwenden. 

4.2 Die Verwendung von Wang­Resin als Trägermatrix von Affinitätssäulen in 
biologischen Assays 

Die Peptide, die dieser Arbeit synthetisiert worden sind (3.1.1), wurden im direkten 
Anschluss an die Festphasensynthese als Säulenmaterial verwendet. Da die Peptide am 

Syntheseharz blieben, um als Substrat für biologisch aktive Proteine in einer 
Affinitätschromatographie 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 anschließenden 

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 geführt haben könnte, nicht zu binden. Da 

keine Schutzgruppen verwendet wurden und andere Aminosäuren aufgrund ihrer 

spezifischen Masse ausgeschlossen werden konnten. Die MS­Untersuchung des 

Fmoc­Aminosäurebausteins zeigte die vom Hersteller (Novabiochem) angegebene Masse, 
sodass ein struktureller Fehler des Isoleucins auch nicht die Ursache sein konnte. Als 
nächstes wurde anhand der Struktur des Peptids NYYTSA überlegt, welche 

Nebenreaktionen eintreten könnten. Eine hypothetische Begründung wäre eine 
intramolekulare Cyclisierung, die theoretisch auf der Bildung eines Aminoxids beruhen 

würde (55) und zumindest erklären könnte, warum der N­Terminus für weitere Synthesen 
nicht mehr zugänglich ist. 

Die Bildung von Aminoxiden wird in der Regel durch den Angriff von Oxidationsmitteln 

auf Amine eingeleitet, wobei bei primären Aminen meist komplexe Produktgemische 
entstehen [142]. Ein ähnlicher Effekt könnte durch die dirigierenden Kupplungsreagenzien 
auf die OH­Gruppe gewirkt haben, die durch das benachbarte Ringsystem eine 

elektronisch begünstigte Reaktion zum nahen Amin hätte haben können. 
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Die Messungen wurden in einem 50 mM TRIS­HCl­Puffer durchgeführt. Die Peptide 
wurden mit je 1 µM vorgelegt und die zu untersuchenden Proteine (GST, GST­IRS_WT, 
GST­IRS_Mut1, GST­IRS_Mut2 und GST­IRS_Mut3) mit steigender Konzentration dazu 

titriert. Die Datenpunkte wurden anschließend mit dem Programm GraphPadPrism 
ausgewertet und über die Funktion ‚one site specific binding‘ eine Regressionsanalyse 

vorgenommen, wodurch die in Tab. 26 gezeigten KD­Werte zustande kamen. 

Tab. 26: KD­Werte für die Bindung zwischen CCR5­Peptiden und IRS­Proteinen 

CCR5­Peptid Protein KD­Wert [µM] 
■ INYYTSA­NH2 GST­IRS_WT 123,8

GST­IRS_Mut1 87,64
GST­IRS_Mut2 719,3
GST­IRS_Mut3 215,5

GST (Kontrolle) 1039

■ INSYYTSA­NH2 GST­IRS_WT 197,5
GST­IRS_Mut1 90,74
GST­IRS_Mut2 117,2
GST­IRS_Mut3 372,7

GST (Kontrolle) >10000

Die Experimente zeigen, dass Wang­Resin­Peptidsäulen für affinitätschromatographische 
Untersuchungen geeignet sind, bestätigt durch die anschließende Analyse der Daten aus 

den Fluoreszenzanisotropie­Messungen konnten spezifische Affinitätsunterschiede an 
den Mutanten gegenüber dem Wildtyp gemessen werden. So ist hier exemplarisch die 

Analyse für die Mutante GST­IRS_Mut2 gegen INYYTSA­NH2 und INSYYTSA­NH2 zu nennen. 

Zeigt die Messung des unsulfatierten Peptids einen KD­Wert von 719,3 µM, so ist ein bei 
dem sulfatierten Peptid ein wesentlich affinerer KD­Wert von 117,2 µM zu sehen. 

Kontrollen zum phosphorylierten Peptide INPYYTSA­NH2 wurden noch nicht durchgeführt. 
Die Fähigkeit der Wang­Resin­Peptidsäulen aus einem nativen Milieu heraus Proteine zu 
binden, lässt diese Methode zumindest immer dann als Alternative zu gängigen Verfahren 

wie der Affiniätsreinigung über Agarosesäulen zu [144] [145], wenn chemisch 
synthetisierte Peptide als Zielstrukturen verwendet werden.  

4.3 Vorzüge und Nachteile der Fluorophore Mant, ATTO 488 und Rhodamin B für die 
Verwendung in der Festphasenpeptidsynthese 

4.3.1 Mant 
Der Fluoreszenzfarbstoff Mant ist dank seiner geringen molekularen Größe 

(M=151,16 gmol ­1) 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 ausübt als andere Fluoreszenzfarbstoffe. 
Einen weiteren Vorteil bietet die vorhandene Carboxyl­Gruppe, die eine einfache 
chemische Handhabung für das Labeln des Farbstoffs an Aminogruppen ermöglicht. In der 

Festphasenpeptidsynthese könnte er analog zu Aminosäurebausteinen behandelt 
werden. Ebenfalls zeigte sich in der Praxis, dass Mant eine geringere Photosensibilität 

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 
außerhalb des Wellenspektrums, in dem einige konfokale Laser­Raster­Mikroskope 

Proben erfassen können. Der Dioden­Laser des hier verwendeten Leica TCS SP5 kann ab 

einer Wellenlänge von 405 nm anregen. Somit ist Mant zwar als Fluorophor für 
Fluoreszenzspektroskopie noch ausreichend gut geeignet, für die Fluoreszenzmikroskopie 

ist es jedoch ratsam, einen anderen Farbstoff zu wählen, der in effizienteren 

Wellenlängenbereichen arbeitet, wie z. B. ATTO 488. 

4.3.2 ATTO 488 

Für die Fluoreszenzmikroskopie mussten die Peptide mit effektiven fluoreszierenden 

Linkern versehen werden. Da bei zu starker Lichteinstrahlung die molekulare Struktur von 
aromatisch konjugierten Systemen zerstört werden kann (photochemische Stabilität) 
[146], wurde ein Linker verwendet, der eine hohe Stabilität gegenüber den verwendeten 

Lasern (Tab. 18) aufweist. Außerdem sollte er in einem spektralen Bereich anregbar sein, 
der mit anderen, für die Mikroskopie verwendeten Fluorophoren keine Überlappung 

zeigt. Hierfür wurde der Fluorophor ATTO 488 [147] ausgewählt, der bei einer 

Wellenlänge von 501 nm sein Absorptionsmaximum hat (Abb. 58). Die chemische 
Handhabung des Farbstoffs war wegen seiner guten Wasserlöslichkeit für die hier 

durchgeführte Semisynthese einfach. Durch die strukturell etwas außerhalb des 
photoaktiven Zentrums gelegenen Carboxylgruppe konnte der Fluorophor durch eine 
herkömmliche Kupplungsreaktion N­terminal an das Peptid synthetisiert werden. Der 

aliphatische Linker sorgte für ausreichenden Abstand, ohne dass der Farbstoff einem 

Quenching­Effekt durch das eigene Peptid ausgesetzt war [148].  



Abb.5
Fluore
Semis

Die m
uner

Arbe

inten
die P

werd

zeigt

4.3.3

Rhod
Quan

Fluor
Nach

Des W
Grup

Hind
dadu

unm

elekt
welc
zu Ne

58: Der Fluore
eszenzquante
synthese diese

manuelle ch
rwünschten

eitsschritten

nsiven Licht
Proteine im

den. Eine K

te keine spe

3 Rhodam

damin B 
ntenausbeu

reszenzanis
hteilig ist, da

Weiteren h
ppe, die b

ernissen fü
urch keine 

ittelbaren U

tronenreich
he aromati
ebenreaktio

eszenzfarbstof
enausbeute, 
er Arbeit verw

hemische Ko
 Lichtreakti

n wurde e

teinstrahlun
m gewünsc

Kontrollinjek

ezifische An

min B

ist ein 
ute von na

sotropie ver
ass Rhodam

hat der Farb
ei komplex

ühren kann
Nachteile e

Umgebung 

he, Anthrace
ische Amino
onen komm

ff ATTO 488, d
hohe photoc

wendet wurde

opplung wu
ionen den F

ebenfalls d

ng auszuset
hten Welle

ktion des r

lagerung an

verhältnism
ahezu 100

rwendet. 
min B als ka

bstoff eine s
xen chemis

n. Bei den 
entstanden

des Fluoro

en­ähnliche
osäuren ein

men könnte 

der aufgrund 
chemische S

e.

urde unter L
Fluorophor

darauf geac

zen. Nach d
enlängenbe

reinen Farb

n zelluläre S

mäßig pre
% aufweis

rzinogen un

sehr nah am
schen Stru

in dieser 
n, da Amino

ophors verw

e Gruppe be
ngebaut we
[150]. 

seiner charak
Stabilität und

Lichtausschl
 beschädige

chtet, die 

der nativen
reich über 

bstoffs in d

Strukturen o

eiswerter 
st. Daher 

nd stark öko

m photoakt
ukturen des

Arbeit du
osäuren mi

wendet wu

ei der Synth
erden, als p

kteristischen E
d gute Was

luss durchg
en konnten

markierten

 chemische
den Farbs

as Zytosol 

oder Substa

Farbstoff, 
wurde Rho

otoxisch ein

iven Zentru
s Zielmolek

rchgeführte
it kurzen S

rden. Jedoc

hese in ande
problematis

4 D

Eigenschaften
sserlöslichkeit

geführt, dam
n. In den fo

n Proteine

en Ligation 
stoff nachg

der U­2 O

anzen (Abb.

der eine
odamin B 

ngestuft wir

um liegende
küls zu st

en Synthes
Seitenketten

ch könnte 

eren Seque
sch erweise

iskussion

100 

 wie hohe 
t für die 

mit keine 
olgenden 

e keiner 

konnten 
ewiesen

S Zellen 

 3.31).

e hohe 
für die 

rd [149]. 

e COOH­
erischen 

sen sind 
n in der 

sich die 

enzen, in 
n, da es 



4 Diskussion 

101 

4.4 Peptidfragmente als Bausteine für die Semisynthese von hPar14­Mutanten 

Die in dieser Arbeit synthetisierten Fragmente stellen eine Basis für funktionelle Studien 
posttranslationaler Modifikationen dar. Neben dem Aufspüren von Bindungspartnern, 

wie es in Abschnitt 3.4 bei den Bromodomänen durchgeführt wurde, können diese kurzen 
Teilabschnitte umfangreich eingesetzt werden. So könnten unterschiedliche 
posttranslationale Modifikationen miteinander kombiniert bzw. ausgetauscht und die 

Bindungsaffinitäten unter Berücksichtigung der neuen PTMs an bereits gefundenen 
Interaktionspartnern erneut getestet werden. Über diese Dokumentation der 

Bindungsstärken könnte eine Art „roadmapping“ für den Stoffwechselweg von 

Parvulin 14 erstellt werden. Mit „roadmapping“ ist eine vergleichende Versuchsreihe 
gemeint, so könnte hier beispielsweise das in vitro Verhalten von unterschiedlich 

modifizierten hPar14­Varianten gegenüber dem BRDT1­Protein (oder entsprechend 

anderer) getestet und effektorische PTM weiter in Zellversuchen charakterisiert werden. 
Auch ein Einsatz der Peptidfragmente in Protein­Micro­Array­Analysen wäre möglich. 

Kombinierte Experimente mit synchronisierten Zellen wären in der Lage, eine 

on/off­Strategie für gezielte posttranslationale Modifikationen zu verfolgen. So könnte 
zum Beispiel geklärt werden, ob eine Acetylierung an K11 in allen Phasen des Zellzyklus 

eine Bindung an die Bromodomäne von BRDT1 hervorruft oder ob diese Acetylierung nur 
in bestimmten Zyklusphasen relevant ist. Hierfür könnte man in einem Experiment 

bimolekulare Fluorezenzkomplementation (BiFC) [151] mit Durchflusszytometrie [152] 
kombinieren, wobei die acetylierte hPar14­Variante semisynthetisch herstellen wäre. 

Anhand der FACS­Analyse würde man über die Fluoreszenzintensität eine Bindung beider 
Proteine aneinander in den entsprechenden Zyklusphasen erkennen. Die kurzen 
Peptidfragmente wurden alle an Wang­Resin synthetisiert und haben somit, anders als 

die in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Peptide, keinen C­terminalen Thioester. Der freie C­

Terminus von herkömmlichen Peptiden kann allerdings durch weitere chemische 
Reaktionen [7] in Thioester überführt werden, sodass eine Kopplung an rekombinante 

Produkte auch hier durchaus möglich ist. Für den Fall einer Cystein­freien Ligation können 
ebenfalls alternative Strategien angewendet werden, wie sie in der Veröffentlichung von 

Pentelute und Kent beschrieben werden. Die Fragmente können auch als Säulenmatrix 
genutzt werden. Dadurch ist es möglich, Bindungspartner aus Zelllysaten zu fischen, die 
eine bestimmte PTM benötigen oder evtl. sogar eine Kombination aus verschiedenen 

PTMs. Eine weitere Einsatzmöglichkeit für kurze Peptidsequenzen mit posttranslationalen 

Modifikationen bieten Microarray­Technologien. Durch die Verwendung sogenannter 

Biochips können parallel mehrere tausend Analysen gestartet werden und somit einen 
ganzen Substanzklassenbereich abdecken [153].  
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4.5 Veränderung der räumlichen Struktur durch Seitenketten­Phosphorylierung  

Die Modifikation von Proteinen durch posttranslational eingeführte Gruppen wie 
Phosphat hat oft strukturelle Auswirkungen [154]. In der Veröffentlichung wird anhand 

molekulardynamischer Simulationen gezeigt, dass Mehrfachphosphorylierungen, die 

durch verschiedene Kinasen vorgenommen werden, ­Faltblattstrukturen aufbrechen 

und in verschiedene andere, teilweise sogar zu ­helikalen Strukturen umwandeln. Um zu 

sehen, ob eine Einfachphosphorylierung an Ser19 des hPar14 bereits eine ähnliche 
Tendenz zeigt, wurden die aufgenommenen CD­Spektren miteinander verglichen. Im 

Vergleich der CD­Spektren von den semisynthetischen Proteinen (PSer19, Ala19) zum 

rekombinanten Wildtyp zeigte sich in der phosphorylierten Variante eine strukturelle 
Veränderung (Abb. 36). Eine Sekundärstrukturanalyse dieser Spektren, mit der 

CDSSTR­Methode [155], ergab beim Wildtyp ein Verhältnis von 51 % ­Helix zu 23 % b­

Faltblatt und bei der Ala19­Variante ein ähnliches Verhältnis von 53 % ­Helix zu 24 % ­

Faltblatt. Hingegen zeigte sich in der PSer19­Variante eine Abnahme der ­helikalen 

Struktur auf 42 % ­Helix­Anteil und eine geringe Zunahme in der ­Faltblattstruktur mit 

29 %. Die Phosphorylierung an Ser19 in hPar14 verändert demnach die Struktur 

tendenziell zu einem höheren Anteil an ­Faltblatt. Um herauszufinden, ob zusätzliche 

Phosphorylierungen in der direkten Nachbarschaft zu einem höheren ­helikalen 

Strukturanteil führen, können weitere semisynthetische Proteine mit den 
dementsprechenden Phosphorylierungen an Ser21 und Ser23 synthetisiert werden. 

Zusätzlich können weitere Methoden zur Sekundärstrukturanalyse, wie beispielsweise 

CONTIN/LL genutzt werden, um sie mit dem Ergebnis der CDSSTR­Methode 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 hPar14 eingebaut. Diese Art der Modifikation kann mit den, 

der Arbeitsgruppe zur Verfügung 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 

Aminosäure Ser19 durch Glu19 eine Veränderung auf intrazellulär Lokalisation auslöst 

[134], jedoch ist diese Beobachtung auf eine sequenzunspezifische Aminosäure 

zurückzuführen. Die Simulation einer posttranslationalen Modifikation wie Phosphat 
durch Glutamat als Träger einer negativen Ladung kann eine gewisse biologische Relevanz 
zwar bestätigen, jedoch wird eine posttranslationale Modifikation nur begrenzt simuliert. 
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Eine chemisch korrekt eingefügte PTM entspricht eher der biologischen Situation als die 
Glutamatmutante.  
Einen weiteren, Einfluss auf das Protein könnte 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 EYFP­Mutanten sehr ähnliche Ergebnisse im Vergleich mit den 
semisynthetischen Proteinen zeigen. Um den Einfluss von EYFP auf hPar14 bewerten zu 

können, wurden auch Fluoreszenzaufnahmen von einem transient transfizierten 

EYFP­Protein 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 

Fluoreszenzintensität des EYFP­Proteins in U­2 OS Zellen zeigt einen 
Intensitätsunterschied 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 
hPar14WT­EYFP und des hPar14ALA19­EYFP übertragen. Demnach hätten die Proteine ohne 

EYFP eine 20,7 % höherliegende Aufenthaltswahrscheinlichkeit im Cytosol. Addiert man 
die 20,7 % auf den ermittelten Wert für cytosolisches hPar14WT­EYFP (39,8 %), so erhält 

man ein Verhältnis von 100 % hPar14WT­EYFP im Kern, zu 60,5 % hPar14WT­EYFP im 
Cytosol. Damit liegt das Kern/Cytosol­Verhältnis dieser Messung in der gleichen 

Größenordnung wie bei der ATTO 488­PSer19­hPar14­Variante, wo der prozentuale 

Unterschied 100 % zu 58,6 % beträgt. Ein leicht abweichendes Verhalten zeigt sich bei 
dem Vergleich der Ala19­Varianten. Dort beträgt das prozentuale Verhältnis der 
hPar14Ala19­EYFP­Mutante 100 % zu 58,6 % nach Addition der 20,7 %. Bei der ATTO 488­

Ala19­hPar14­Variante 100% zu 72,8 %. Abb.59 zeigt eine grafische Gegenüberstellung. 
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Mitose [99]. hPar14 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 N­Terminus des CCR5 Rezeptors darstellbar sind. Damit 
wurde eine Methode etabliert, die es ermöglicht, säurelabile Peptidsequenzen für 

Proteinbindungsstudien herzustellen.  

Mit der Synthese der Peptide sollte ein hochaffiner Binder zur Maskierung des 
CCR5­Rezeptors gefunden werden. Ein vorläufiges Ergebnis konnte in Abschnitt 4.2 

vorgestellt werden, in dem Peptide mit der Sequenz INSYYTSA gegen Mutanten der 

IRS­PTB­Domäne auf Affinität getestet wurden. Dabei kam heraus, dass die Mutante 
GST­IRS_Mut2 mit einem KD­Wert von 117,2 µM eine höhere Affinität zum sulfatierten 

Peptid zeigt, als der Wildtyp mit einem KD­Wert von 197,5 µM. Die Kontrolle mit 

unsulfatiertem Peptid INYYTSA zeigte zudem, dass die Mutante GST­IRS_Mut2 mit 719,3 
µM einen wesentlich schlechteren KD­Wert gegenüber dem Wildtyp mit 123,8 µM besitzt. 

Um nun herauszufinden, ob der KD­Wert von 117,2 µM eine verhältnismäßig gute 
Bindungsaffinität repräsentiert, müssen weitere Versuche mit dem phosphorylierten 

Peptid gemacht werden, die eine höhere Affinität zum IRS­PTB Wildtyp aufweisen sollten. 
Vor diesem Hintergrund können weitere Experimente durchgeführt werden, die einen 

in vivo­Test der Mutante in einem HIV­System auf ihre Wirksamkeit hin prüfen. Ein 
solches Projekt könnte mit der Abteilung für Molekulare und Medizinische Virologie, an 
der Ruhr­Universität Bochum in Kooperation mit Prof. Dr. Überla geplant werden. 

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass sich handelsübliche Wang­Resine als 

Trägermaterial für Affinitätssäulen eignen. Daher ist es generell möglich diese Methodik 
für peptidbasierte Proteinbindungsstudien einzusetzen. Sequenzen mit säurelabilen 

Aminosäuremodifikationen sind dadurch für Bindungsassays zugänglich und können zum 
Fischen von Proteinen aus Zelllysaten eingesetzt werden. 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass hPar14 semisynthetisch hergestellt 
werden kann. Dadurch wurde eine Methode für die Arbeitgruppe etabliert, die es 
ermöglicht posttranslational modifizierte Proteine semisynthetisch herzustellen. Eine 

CD­spektroskopische Untersuchung der semisynthetischen Proteine (PSer19, Ala19) und 

dem rekombinanten Wildtyp von hPar14 zeigte eine strukturelle Veränderung in der 

phosphorylierten Variante. Während eine Sekundärstrukturanalyse des Wildtyps ein 

Verhältnis von 51 % ­Helix zu 23 % ­Faltblatt und die Ala19­Variante ein ähnliches 

Verhältnis von 53 % ­Helix zu 24 % ­Faltblatt zeigte, konnte in der PSer19­Variante eine 
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Abnahme der ­helikalen Struktur auf 42 % ­Helix­Anteil und eine geringe Zunahme in 

der ­Faltblattstruktur mit 29 % gemessen werden. Um herauszufinden, wie sich 

zusätzliche Phosphorylierungen an den Aminosäuren Ser21 und Ser23 auf die Struktur des 
Proteins auswirken, können weitere semisynthetische Proteine mit den 
dementsprechenden Phosphorylierungen synthetisiert werden. Als Kontrolle müssen in 
diesem Zusammenhang auch eine Sequenz mit unphosphoryliertem Ser19 und mehrere 

Alanin­Varianten getestet werden, um einen strukturellen Vergleich anstellen zu können. 

Außerdem kann hier durch einen N­terminalen Fluoreszenzmarker der Einfluss 

zusätzlicher Phosphorylierungen von hPar14 auf die Kernlokalisation mittels 
Fluoreszenzmikroskopie in Zellen untersucht werden.  
Im letzten Teil dieser Arbeit haben Bindungsstudien zwischen unterschiedlich acetylierten 

hPar14­Peptiden GSGKXAGKXGGAA und den Bromodomänen GCN5, PCAF, BRD4(2) und 

BRDT1 gezeigt, das eine Acetylierung an K11 zu einer affinen Bindung an die 
Bromodomäne BRDT1 mit einem KD­Wert von 36 µM führt. Ebenfalls zeigt die doppelt 

acetylierte Variante (K11 und K14) mit einem KD­Wert von 57,2 µM eine gute Affinität zu 

BRDT1. Über weitere Bindungsstudien des acetylierten N­Terminus von hPar14 mit 

Bromodomänproteinen könnten potentielle Bindungspartner für hPar14 gesucht werden. 
Hierzu könnte man kleine, per Peptidfestphasensynthese hergestellte Peptidfragmente 
für Protein­Microarrays nutzen. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Mike Schutkowski an der 

Martin­Luther­Universität (Halle­Wittenberg) wendet diese Technologie für 

Screening­Verfahren an [153]. Hier wurde bereits eine Kooperationsmöglichkeit 
angeboten.  
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5 Zusammenfassung 
Das durch HIV ausgelöste 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 großem 

Interesse. Der Infektionsmechanismus ist gut verstanden und ermöglicht viele 
pharmakologische Ansätze. Der Virus dringt über Chemokinrezeptoren (CCR5) in 

menschliche T­Zellen ein, dabei spielt der V3­Loop des viruseigenen Glykoproteins gp120 
eine entscheidende Rolle. Dieser bindet mit seiner Stammregion an den sulfatierten 

N­Terminus und mit der Kopfregion an die ECL2­Schleife des CCR5­Rezeptors. Hier soll ein 

Entry­Inhibitor entwickelt werden, der einem natürlichen Protein entspricht. Dieser 
Inhibitor soll hochaffin an den sulfatierten N­Terminus des CCR5­Rezeptors binden und 

diesen maskieren. Um geeignete Binder finden zu können, muss der N­Terminus des 
CCR5­Rezeptors in sulfatierter Form vorliegen. Daher bestand die erste Aufgabe darin, 

diesen N­Terminus auf Basis sulfatierter Peptide herzustellen. Die einen Peptide wurden 

so konzipiert, dass sie nach der Synthese an einer festen Phase gebunden bleiben. 
Dadurch können sie als Trägermaterial für die Affinitätschromatographie eingesetzt 

werden und einen geeigneten Binder aus einer Substanzbibliothek fischen. Die anderen 

Peptide besitzen einen Fluorophor, mit denen eine Fluoreszenzanisotropie­Analyse der 
Bindungsaffinität in physiologischer Lösung möglich ist. Hierbei wurde die Säurelabilität 

der sulfatierten Peptide berücksichtigt und durch die Verwendung eines speziellen Harzes 
eine geeignete Synthesestrategie entwickelt.  

Das zweite Projekt beschäftigt sich mit hPar14 einer PPIase aus der Familie der Parvuline. 

Die genaue Funktion dieses Proteins ist bis heute nicht geklärt. Der N­Terminus ist hoch 
flexibel, positiv geladen und besitzt neben einem Kernlokalisationssignal mehrere 
posttranslationale Modifikationen (PTM). Eine genauere Untersuchung dieser PTM 

könnte 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 Protein­Varianten (ATTO 488­PSer19­hPar14 und 
ATTO 488­Ala19­hPar14) hergestellt, um eine Phosphorylierung an Ser19 zu untersuchen. 

Dabei wurde in einer CD­Spektroskopie­Analyse eine strukturelle Veränderung mit 

erhöhten ­Faltblattanteilen der Phosphoserin­Variante festgestellt. 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der semisynthetischen Proteine konnten eine 
erhöhte Kernlokalisation der phosphorylierten Variante gegenüber der Kontrolle zeigen. 

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass sich beide semisynthetischen Proteine in 
subnuklearen Strukturen von U­2 OS­Zellen anlagern. Eine Kontrollgruppe transient 

transfizierter hPar14­EYFP­Fusionsproteine zeigte vergleichbare Ergebnisse mit einer 
erhöhten Kern­ und subnuklearen Lokalisation. 
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Abschließend wurde das Bindungsverhalten des hPar14­Proteins anhand vier 
unterschiedlich acetylierter hPar14­Peptide untersucht.  Dabei wurde die N­terminale 
Sequenz 8GSGKAGKGGAA18 mit Acetylierungen an K11, K14, K11 und K14 versehen. Diese 

drei Peptide und ein zusätzliches Kontrollpeptid wurden gegenüber den vier 
unterschiedlichen Bromodomänen PCAF, GCN5, BRDT1 und BRD4(2) mittels 

Fluoreszenzanisotropie auf ihre Bindung hin charakterisiert. Hierbei ergab die 
Acetylierung an K11 von hPar14 eine adäquate Bindungsaffinität zu BRDT1, womit das 

Protein als potentieller Bindungspartner für hPar14 in Frage kommt. 
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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 N­terminus 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 N­terminus of the CCR5 receptor 
and mask it. In order to find suitable binder, the N­terminus of the CCR5 receptor must be 

present in sulfated form.  
Therefore, the first task was to produce a part of this N­terminus 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 hPar14 a PPIase from the family of parvulins. The exact 
function of this protein is still unknown. The N­terminus is highly flexible, positively 

charged and has a nuclear localization signal in addition to several post­translational 

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, semi­synthesis has 
been established. For this purpose, two semisynthetic protein variants (ATTO 488­PSer19­

hPar14 and ATTO 488­Ala19­hPar14) were prepared to investigate phosphorylation at 

Ser19 in the first step. A structural change with increased ­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 U­2 OS 
cells. A control group transiently transfected hPar14­EYFP fusion proteins showed similar 
results with increased nuclear and subnuclear localization.

Finally, the binding behavior of the hPar14 protein was studied using four different 
acetylated hPar14 peptides. The N­terminal sequence 8GSGKAGKGGAA18 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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Klonierung des Cys34­hPar14­C­Terminus: 
Im Folgenden sind die Sequenzen des verwendeten hPar14­Konstrukts (BC 520), die 
beiden Primer (FW Primer 1047 und RW Primer 1048) sowie das PCR­Produkt und der 

Zielvektor (BC903.1) mit anschließender Ligationssequenz angegeben. 

BC 520 

FW Primer 1047 
AACA GGTCTC ATGGT TGT GAA AAA CAT GGC AAA ATC 

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
GTCCCAAAGGTGGTGGCAATGCAGTAAAGGTCAGACACATTCTATGTGAAAAACATGGCAAAATCATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTC
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. PCR­Produkt 

TGTGAAAAACATGGCAAAATCATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGGATGAGATTCAATGAAGTGGCCGCACAGTATAGTGAAGATA
AAGCCAGGCAAGGGGGTGACTTGGGTTGGATGACCAGAGGGTCCATGGTGGGACCATTTCAAGAAGCAGCATTTGCCTTGCCTGTAAGTGG
GATGGATAAGCCTGTGTTTACAGACCCACCGGTTAAGACAAAATTTGGATATCATATTATTATGGTCGAAGGAAGAAAG 

3. Restriktion des Vektors BC 903.1 

BsaI ggtctc 
BamHI ggatcc 

CAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCC
CGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGA
GGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTT
AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCATGTC
GGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCT
TCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCT
TAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAG
AGAACAGATTGGTGGTAGAGACCTCA 
GGATCC 

GGTCTC 
CAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCA
GTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGC
CGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCG
CGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTTACATTAATT
GCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGC
GTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCA
AGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTC
GTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACC
AGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTA
TCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGC
GATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGG
TCAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCA
GCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGC
ACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAAC
GACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAG
AAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCAC
ATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACG
CTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATG 

4. Ligation 

CAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCC
CGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGA
GGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTT
AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCATGTC
GGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCT
TCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCT
TAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAG
AGAACAGATTGGTGGTAGAGACCTCAGGATCCTGTGAAAAACATGGCAAAATCATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGGATGAGATT
CAATGAAGTGGCCGCACAGTATAGTGAAGATAAAGCCAGGCAAGGGGGTGACTTGGGTTGGATGACCAGAGGGTCCATGGTGGGACCATTT
CAAGAAGCAGCATTTGCCTTGCCTGTAAGTGGGATGGATAAGCCTGTGTTTACAGACCCACCGGTTAAGACAAAATTTGGATATCATATTA
TTATGGTCGAAGGAAGAAAGGGTCTCCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCT
CGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGT
CGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATA
AGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCT
AATGAGTGAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGG
CCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCAC
CGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATA
TAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGC
CCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGC
ACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACA
GAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGA
AAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTG
GTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGT
TCTACCATCGACACCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGAC
TGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGC
TTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTCTGCG
ACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCC
ATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCG
CCGCCGCAAGGAATGGTGCATG 
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Verdünnungsreihe  der  Bromodomänen  für  die  Titration  mit  acetylierten  Peptiden. 
Gemessen wurden  jeweils 55 µl pro Probe. Zu  jedem Titrationsschritt sind  jeweis 11 µM 
Peptid  (5 µl) hinzugefügt worden, sodass sich eine  finale Peptidkonzentration von 1 µM 
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PCAF  194 194 97 48,5 24,3 12,1 6,1 3 1,5
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