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1 Einleitung

1.1 Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerasen

Proteine sind lineare Polymere aus a-Aminosduren, die iiber Peptidbindungen miteinander ver-
kniipft sind. Die Abfolge der Aminosduren wird dabei als Primarstruktur und die rdumliche
Anordnung als Sekundér- oder Tertidrstruktur von Proteinen bezeichnet. Die rdumliche An-
ordnung der Aminosduren resultiert aus der Konformation des Proteinriickgrats, beschrieben
durch die Torsionswinkel ¢ (N-C,-Bindung), ¢ (C,—C(0O)-Bindung) und w (C(O)-N-Bindung).
Wiéhrend ¢ und v formal frei drehbar sind, ist die Peptidbindung mit dem Torsionswinkel w
aufgrund ihres partiellen Doppelbindungscharakters auf zwei ineinander umwandelbare Kon-
formationen beschrinkt. In Bezug auf die Anordnung benachbarter C,-Atome wird dabei von
trans- (w =~ 180°) und cis-Konformation (w ~ 0°) gesprochen (Abb. 1.1). Aufgrund sterischer
Hinderung ist die cis-Konformation energetisch stark benachteiligt [1]. Innerhalb von Protei-
nen koénnen die durch cis/trans-Isomerisierung von Peptidbindungen hervorgerufenen lokalen
Konformationséinderungen héufig durch Variation benachbarter Winkel des Proteinriickgrats
ausgeglichen werden. Manchmal sind diese kleinen Verédnderungen aber entscheidend fiir biolo-
gische Funktionen, wie fiir die katalytische Aktivitdt in aktiven Zentren von Enzymen oder bei

molekularen Erkennungsmechanismen [2].

RL o ! 5 PPlase 0 / 5
\C/N\ \\C/N\
-

i ;G

'\ '
0 R2 0 R?
trans cis

Abb. 1.1: Reaktionsgleichung fiir die cis/trans-Isomerisierung der Peptidyl-Prolyl-Bindung. In rot sind
die die Isomer-Bezeichnungen trans und cis begriindenden Bindungen dargestellt. w, ¢, ¥, Torsionswinkel.

Eine Sonderrolle unter den Peptidbindungen kommt der Xaa-Pro-Bindung (Prolyl-Bindung)
zu, die aufgrund der Iminoséure Prolin eine tertiire Amidbindung darstellt. Prolyl-Bindungen
haben im Vergleich zu nicht-Prolyl-Bindungen eine hohere Rotationsbarriere und weisen auf-
grund eines geringeren Energieunterschieds zwischen cis- und trans-Isomer einen deutlich er-
hohten cis-Anteil auf [3, 4]. In Modellpeptiden wurde, in Abhéngigkeit von der dem Prolin vor-
ausgehenden Aminosédure, ein cis-Prolyl-Anteil von 6-38 % im Vergleich zu 0,1-0,4 % in nicht-
Prolyl-Bindungen bestimmt [5]. Eine Untersuchung von bekannten Proteinstrukturen zeigte,
dass 5,2 % aller Prolyl-Bindungen und 0,03 % aller nicht-Prolyl-Bindungen in Proteinen in cis-

Konformation vorliegen [6, 7].
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Da w im Vergleich zu ¢ und ¢ eine deutlich héhere Rotationsbarriere aufweist, kann bei Fal-
tungsvorgéngen von cis-Prolyl-haltigen Proteinen die cis/trans-Isomerisierung zum geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt werden [1]. FISCHER et al. war es 1984 erstmals gelungen, ein Enzym
zu isolieren, das die Konformationsumwandlung von Prolyl-Bindungen in Peptidsubstraten kata-
lysieren kann [8]. Entsprechend seiner Substratspezifitit wurde es als Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerase (PPlase; EC 5.2.1.8) bezeichnet. Anschlieend wurde auch die Aktivitidt gegeniiber
Proteinsubstraten gezeigt. Langsame Schritte wiahrend der Riickfaltung verschiedener cis-Prolyl-
haltiger Proteine konnten durch PPIase beschleunigt werden [9-11].

Durch die Entdeckung, dass die initial entdeckte PPlase identisch ist mit Cyclophilin, dem
zelluldren Rezeptor des immunsuppressiven, in der Transplantationsmedizin eingesetzten zykli-
schen Undecapeptids Cyclosporin A (CsA), wurde fiir dieses Enzym und seine Aktivitit eine
fundamentale Rolle im zelluldren Metabolismus vermutet [12-14]. Unmittelbar danach erfolgte
die Entdeckung eines weiteren Proteins mit PPlase-Aktivitat, das ebenfalls ein zellularer Rezep-
tor flir Immunsuppressiva, die beiden strukturell verwandten Makrolide FK506 und Rapamycin,
ist [15, 16]. Dieses neue, strukturell von Cyclophilin verschiedene Protein wurde entsprechend
seiner Bindungseigenschaft als FK506-bindendes Protein (FKBP) bezeichnet. Cyclophilin und
FKBP zeigen beide eine starke Bindung ihrer jeweiligen Liganden, was zu einer effektiven Im-
munsuppression und reversiblen kompetitiven Inhibition der PPlase-Aktivitét fithrt. Dabei tritt
keine Kreuzinhibition der Enzymaktivitidten auf [15, 16].

Durch den Einsatz von nicht-immunsuppressiven Derivaten von CsA und FK506 konnte ge-
zeigt werden, dass die Inhibition der PPlase-Aktivitdt nicht ausreichend ist fiir die Immunsup-
pression [17, 18]. Als eigentliche immunsuppressiv wirksame Komponenten wurden die Cyclophi-
lin/CsA- und FKBP /FK506-Komplexe identifiziert [19]. Erstaunlicherweise haben beide Kom-
plexe, trotz starker struktureller Unterschiede der PPlasen und Peptidliganden, die Féahigkeit
die Proteinphosphatase Calcineurin in einem terndren Komplex zu binden. Diese Calcineurin-
Inaktivierung fithrt zu einer Unterbindung der T-Lymphozyten-Aktivierung, indem die Trans-
lokation des Transkriptionsfaktors NF-AT vom Cytosol in den Zellkern blockiert und damit
die Transkription von Cytokinen verhindert wird [20, 21]. Die Wirkung des FKBP /Rapamycin-
Komplexes verlduft iiber einen alternativen Signalweg, der ebenfalls zur Inhibition der T-Lym-
phozyten-Aktivierung fithrt [22]. Aufgrund des immunsuppressiven Charakters dieser Komplexe
werden Cyclophilin und FKBP auch als Immunophiline bezeichnet. Die drei Immunsuppressiva
CsA, FK506 und Rapamycin, welche urspriinglich als mikrobielle Abwehrstoffe isoliert wurden,
finden auch heute noch einen breiten Einsatz in der Medizin.

Mittlerweile wurden eine Vielzahl weiterer Isoformen der Cyclophiline und FKBP identifiziert.
Diese bilden zwei hoch konservierte Proteinfamilien, die ubiquitar vertreten und in nahezu allen
Geweben und subzelluldren Kompartimenten anzutreffen sind [23-25]. Mit dem Parvulin aus
Escherichia coli wurde der erste Vertreter einer dritten Familie von PPlasen identifiziert, der
weder eine Bindung von CsA noch von FK506 oder Rapamycin zeigt [26]. Parvuline konnen
jedoch durch den Naturstoff Juglon aus der Walnuss Juglans sp. selektiv, aber irreversibel in-
aktiviert werden [27]. Der prominenteste Vertreter der Parvulin-Familie ist das humane Pinl,
welches spezifisch die Isomerisierung von Phospho-Ser-Pro- und Phospho-Thr-Pro-Bindungen

katalysiert und ein essentieller Regulator des Zellzyklus ist [28-30].
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Fiir die wachsende Zahl an PPlasen in verschiedenen Organismen wurde eine einheitliche
Nomenklatur vorgeschlagen. Dabei wird der Ursprungsorganismus der Abkiirzung der Enzym-
familie voranzustellen und die ungefihre molekulare Masse folgt als Suffix [31]. Fiir die zuerst
entdeckten, prototypischen Vertreter der drei PPlase-Familien ergeben sich so die Bezeichnungen
humanes Cypl8, humanes FKBP12 und E.coli Par10.

Die Konservierung der katalytischen Aktivitdt von PPlasen {iber mehrere in Sequenz und
Struktur verschiedene Proteinfamilien mit einer teils groflen Anzahl an Familienmitgliedern
spricht fiir eine wichtige biologische Funktion dieser Enzymklasse. Dennoch wurde durch Un-
tersuchungen in Saccharomyces cerevisiae festgestellt, dass viele PPIasen nicht essentiell fiir die
Lebensfahigkeit von Hefen sind [32]. Als Erklarung wird eine funktionelle Redundanz gesehen,
die es PPIasen erlaubt, die Funktion anderer PPIasen zumindest teilweise zu iibernehmen [33,
34]. Die Bedeutung einzelner PPIasen fiir Organismen wird héufig erst nach der Deletion des
betreffenden PPlase-Gens unter bestimmten Bedingungen oder bei der Untersuchung speziel-
ler Vorginge offensichtlich. So fiihrt die Deletion von murinem Cypl8 zwar zu lebensfdhigen
Méusen, diese entwickeln aber allergische Krankheiten mit erhohten IgE-Werten und zeigen
Gewebsinfiltration durch Mastzellen und Eosinophile [35]. Die Deletion von Cyp23 in Méusen
fihrt hingegen zu Kyphose und schwerer Osteoporose. Aulerdem zeigen Collagen-Fibrillen in
Cyp23-defizienten Méusen eine abnorme Morphologie [36].

PPIlasen sind hoch effiziente Katalysatoren der Isomerisierung von Prolyl-Bindungen, die Iso-
merisierung von nicht-Prolyl-Bindungen kann durch diese Enzyme aber nicht beschleunigt wer-
den [37]. Fiir die Katalyse dieser Reaktion wurde mit den sekundéren amidischen Peptidbin-

dungs-cis/trans-Isomerasen (APlasen) eine neue Enzymklasse identifiziert [38].

1.2 Multidomanen-Cyclophiline

Cyclophiline sind wie die Mitglieder der anderen PPlase-Familien modular aufgebaut. Sie be-
stehen aus einer ca. 18 kDa grofien Cyclophilin-d&hnlichen PPIase-Doméne, die entweder allein
steht oder N- und C-terminal durch weitere funktionale Doménen erginzt wird. Es wird zwi-
schen Einzeldoménen- und Multidoménen-Cyclophilinen unterschieden.

Cyclophiline sind in Bakterien, Archaeen und Eukaryoten verbreitet. Zahlreiche Bakterien
und Archaeen verfiigen iiber 1 bis 5 Cyclophiline, einige kommen jedoch auch ganz ohne aus.
Komplexere Organismen kénnen auf deutlich mehr Cyclophiline zuriickgreifen. So verfiigt S. ce-
revisiae iber 8, Caenorhabditis elegans iber 17 und Drosophila melanogaster iiber 14 Isoformen
[39]. In hoheren Pflanzen liegt eine besonders hohe Zahl an Cyclophilinen vor, wobei Arabidopsis
thaliana mit 29 dieser Enzyme der Organismus mit den derzeit meisten identifizierten Isoformen
ist [40]. In humanen Zellen umfasst die PPIase-Familie der Cyclophiline 18 Mitglieder. Zusétz-
lich existieren fiir einige der Cyclophiline alternative Spleifivarianten. Abbildung 1.2 gibt einen
Uberblick iiber die humanen Cyclophiline mit ihrer Doménen- und Regionenstruktur, wie sie in

der UniProt-Datenbank? angegeben wird.

Im Folgenden wird der Ursprungsorganismus nur bei nicht-humanen Proteinen genannt, da in der hier vorlie-
genden Arbeit vornehmlich humane Proteine besprochen werden.
http://www.uniprot.org/
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Domanen- und Regionenstruktur der humanen Cyclophiline.
Abbildung modifiziert nach FISCHER & AUMULLER [25]. Die Dominen- und Regionengrenzen sind entsprechend
der UniProt-Datenbank angegeben. Abgebildet ist die nach UniProt kanonische Isoform des jeweiligen Prote-
ins. Hinter der Protein-Bezeichnung steht der Gen-Name in Klammern, die Zugriffsnummer und alternative
Bezeichnungen in der zweiten und dritten Reihe. Hinter dem Proteinschema folgt die Anzahl der Amino-
sauren (AS) und die molekulare Masse des nicht-prozessierten Proteins. PPIL, PPlase-like protein; COAS2,
chromosome 1-amplified sequence 2; SnuCyp-20, Snurp Cyp-20; USA-Cyp, U-snRNP-associated cyclophilin;
SDCCAG10, serologically defined colon cancer antigen 10; CARS-Cyp, Clk-associating RS-cyclophilin; NK-TR,
natural killer cells tumor recognition protein; RanBP2, Ran-binding protein 2; Nup358, 358 kDa nucleoporin.
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Das prototypische Cyp18 ist mit ca. 0,1-0,4 % des cytosolischen Gesamtproteins das am starks-
ten exprimierte humane Cyclophilin [41]. Cypl8 wurde mit verschiedenen zelluldren Prozessen,
wie Signaltransduktion, Zellzyklus-Regulation oder Schutz gegen oxidativen Stress, in Verbin-
dung gebracht [33, 42-45].

Fiir die PPIase-Aktivitdt von Cypl8 gegeniiber Peptidsubstraten wurde ein Beschleunigungs-
faktor (Keat/kunkat) von 10510 bestimmt [46]. Dieser verhiltnisméBig kleine Wert [47] ergibt sich
aufgrund der relativ schnellen unkatalysierten Prolyl-Isomerisierung (kunkat). Tatsdchlich befin-
det sich die Aktivitit von Cypl8 mit einer katalytischen Effizienz (kcat/Km) von ca. 107 M~ s~}
[48] nah am Bereich fiir diffusionskontrollierte enzymatische Reaktionen (10%-10% M~1s™!), was
als Hinweis auf katalytische Perfektion gewertet wird [47]. Fiir Multidoménen-Cyclophiline ist
meist eine deutlich geringere Aktivitdt mit katalytischen Effizienzen im Bereich von 10* bis
10% Mm~!s~! beschrieben [49].

In T-Lymphozyten ist Cypl8 hauptverantwortlich fiir die CsA-induzierte Immunsuppression
[50]. Damit hat die CsA-Bindung von Cypl8 eine herausragende Bedeutung in der Medizin. Sie
stellt aber keine eigentliche biologische Funktion dieses Enzyms dar, da CsA aus dem Schlauch-
pilz Tolypocladium inflatum stammt und normalerweise nicht mit menschlichen Zellen in Be-
rithrung kommt [51]. Ungeachtet dessen ist sie ein niitzliches Werkzeug zur Untersuchung der
PPlase-Aktivitdt von Cyclophilinen und ihrer Bedeutung in physiologischen Prozessen. Fiir den
Cyp18/CsA-Komplex wurde von FANGHANEL & FISCHER durch isotherme Titrationskalorime-
trie (ITC) eine Dissoziationskonstante (K4) von 11 nM bestimmt [52]. In der weiteren Literatur
schwankt dieser Wert in Abhédngigkeit von der verwendeten Messmethode im Bereich von 1,6
bis 5000nM [52]. Neben CsA wurden noch weitere Cyclophilin-Inhibitoren identifiziert, wie die
ebenfalls immunsuppressiven Sanglifehrine [53, 54] oder die weit weniger potenten, aber zwischen
verschiedenen Isoformen diskriminierenden Aryl-1-indanyl-ketone [55].

Zehn der 18 bisher bekannten humanen Cyclophiline sind Multidoménen-Proteine. Diese kon-
nen aufgrund ihrer Mehr-Doménen-Struktur neben der PPIase-Funktion noch weitere zelluldre
Funktionen wahrnehmen. Durch die Kombination der PPIase-Doméne mit anderen Doménen auf
einer Polypeptidkette wird eine funktionale Kopplung ermoglicht, die das Funktionsspektrum
von PPlasen deutlich erweitern kann. Multidoménen-Cyclophiline liegen meist in niedrigeren zel-
luldren Konzentrationen vor als Einzeldoménen-Cyclophiline und sind schwieriger rekombinant
zu gewinnen. Viele Multidoménen-Cyclophiline sind bisher auf Proteinebene wenig charakteri-
siert. Fiir die Mehrzahl der humanen Multidoménen-Cyclophiline wurde die Kristallstruktur der

PPIase-Doméne gelost, eine Gesamtstruktur liegt fir das bovine Cyp40 vor [56, 57].

Das Chaperon-assoziierte Cyp40

Cyp40 ist das bisher am besten charakterisierte Multidomé&nen-Cyclophilin. Es besitzt neben
einer aktiven PPlase-Doméne drei tetratricopeptide repeat (TPR)-Motive und verfiigt iiber eine
Chaperon-Aktivitit, die in einer Linker-Region im Ubergangsbereich zwischen PPIase-Domiine
und TPR-Motiven lokalisiert ist [58-60]. Cyp40 kann neben seiner intrinsischen Chaperon-
Aktivitdt mithilfe der TPR-Motive noch die Hitzeschockproteine Hsp90 und Hsc70 als weitere

Chaperone rekrutieren [61, 62]. Zusammen mit weiteren Co-Chaperonen ergeben sich grofiere
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Chaperon-Komplexe unterschiedlicher Zusammensetzung [63]. In diesen Hsp90-Heterokomple-
xen konkurriert Cyp40 mit den TPR-PPlasen FKBP51 und FKBP52 um die Bindestelle an
Hsp90, nicht aber um die Bindestelle an Hsc70 [62, 64]. Die Funktion der PPIase-Aktivitdt von
Cyp40 in diesen Komplexen ist noch unbekannt.

Hsp90-Heterokomplexe sind mit Steroid-Rezeptoren assoziiert und notwendig fiir deren Rei-
fung und Aktivierung. Steroid-Rezeptoren wirken nach Aktivierung durch die entsprechenden
Steroide und anschlieBender Translokation vom Cytosol in den Zellkern als Transkriptionsfak-
toren [65]. In Untersuchungen zur Bedeutung von Cyp40 fiir die Funktion des Glucocorticoid-
Rezeptors (GR) wurde eine Beteiligung am Kerntransport des aktivierten GR entlang des Cy-
toskeletts identifiziert, wéihrend eine Beteiligung an der Faltung des GR oder der Assemblierung
des GR/Hsp90-Heterokomplexes ausgeschlossen wurde. Die PPlase-Doméne von Cyp40 dient
beim Kerntransport als Verbindungsstelle von Rezeptor-Chaperon-Komplexen zum Motorpro-
tein Dynein [66, 67].

Cyp40 ist in Prostatakrebszellen iberexprimiert und ein positiver Regulator des am Wachs-
tum von Prostatakrebs beteiligten Androgen-Rezeptors (AR). Cyp40 ist notwendig fiir opti-
male AR-Aktivitdt und wird durch Zugabe von CsA selektiv angesteuert zur Inhibition der
Androgen-induzierten Zellproliferation. Damit ist Cyp40 ein potentiell wichtiges Ziel fir die
Prostatakrebs-Behandlung [68, 69]. In Brustkrebszellen wurde ebenfalls eine Uberexpression
von Cyp40 beobachtet [70].

Fiir Cyp40 wurde auflerdem eine Beteiligung an der Funktion des Aryl-Hydrocarbon-Rezeptors
(AhR), der die Stressantwort auf planare aromatische Kohlenwasserstoffe vermittelt, gezeigt.
Cyp40 fordert im Zellkern die Komplexbildung von AhR mit seinem Partnerprotein AhR nuc-
lear translocator und dem Erkennungsmotiv in der DNA, dem dioxin response element [71].
Entscheidend fiir diese Komplexbildung ist die die Chaperon-Aktivitdt beinhaltende Linker-
Region zwischen PPIase-Doméne und TPR-Motiven [72].

SpleiBosomale Multidomanen-Cyclophiline

Viele Cyclophiline wurden mit dem Spleiflosom, dem hochmolekularen RNA-Protein-Komplex
zur posttranskriptionellen RNA-Prozessierung, in Verbindung gebracht. Neben den Einzeldo-
ménen-Cyclophilinen Cyp18.1 (PPIL3), Cypl8.2a (PPIL1) und Cypl9.2 (USA-Cyp) wurden
die Multidoménen-Cyclophiline Cyp33, Cyp54, Cypb8, Cyp73 und Cyp88 durch massenspek-
trometrische Analysen im Spleifosom identifiziert [73-76]. Cyp33 und Cyp58 wurden sowohl im
B- als auch im C-Komplex des Spleilosoms gefunden, wohingegen Cypb4, Cyp73 und Cyp88
nur im C-Komplex vorlagen [77-79]. Die genauen Funktionen der Multidoménen-Cyclophiline
im Spleiffosom sind noch weitgehend unbekannt.

Cyp33 (CypE) ist innerhalb des Spleiosoms mit dem Prp19/CDC5L-Komplex (Abschn. 1.4.2)
assoziiert [80]. Neben seiner PPIase-Doméne besitzt Cyp33 ein RNA-Erkennungsmotiv, das spe-
zifisch mRNA bindet. Durch diese Bindung wird die PPIase-Aktivitdt von Cyp33 stimuliert [81,
82]. Cyp33 reguliert iiber seine PPIase-Aktivitit einen molekularen Schalter fiir die Aktivierung
und Repression von Zielgenen [83, 84]. Auflerdem inhibiert Cyp33 als Wirtsfaktor die virale Re-

plikation und Transkription von Influenza-A-Viren. Cyp33 interagiert mit dem viralen Nukleo-
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protein und beeintrachtigt damit die Bildung des viralen Ribonukleoprotein-Komplexes. Diese
antivirale Funktion ist unabhéingig von der PPlase-Aktivitdt von Cyp33, da PPlase-inaktives
Cyp33 die virale Replikation in gleichem Mafle hemmt [85].

Cypb4 und Cyp73 sind neben der Beteiligung am Spleilosom noch weitestgehend uncha-
rakterisiert auf Proteinebene. Cyp54 (Antigen NY-CO-10) wurde urspriinglich als humanes
Colon-Tumor-Antigen identifiziert, das von autologen Antikérpern erkannt wird [86]. Neben der
PPlIase-Doméne sind fiir Cypb4 zwei potentielle coiled coil-Regionen beschrieben. Fiir Cyp73
(PPWD1) wurden neben der aktiven PPIlase-Doméne vier WD40 repeat-Motive identifiziert
[56]. Sieben dieser Motive bilden eine [S-Propeller-Struktur, eine WD40-Doméne, aus, die als
Geriist zur Koordination von Protein-Protein-Interaktionen dient [87].

Cyp88 (CARS-Cyp) ist das Multidoménen-Cyclophilin, dem die meisten Interaktionspartner
im Spleifosom zugeordnet werden koénnen. Cyp88 besitzt neben seiner aktiven PPlase-Doméne
eine Arginin/Serin-reiche (RS-)Region, die (wie auch bei den Spleififaktoren der SR-Protein-
Familie) eine Interaktion mit der C-terminalen Doméne der grofiten Untereinheit von RNA-
Polymerase II (PolII) ermoglicht [88-91]. Die PolII/Cyp88-Interaktion lésst eine Funktion am
Ubergang zwischen Transkription und Spleifien vermuten, auch wenn Cyp88 nur im C-Komplex
des Spleiflosoms, in der letzten Phase des Spleifiens, nachgewiesen wurde. Als weitere Interak-
tionspartner fiir Cyp88 wurden die SR-Protein-Kinase Clk/Sty [89] und der Spleiifaktor Pinin
beschrieben. Die Uberexpression von Cyp88, das selbst in Kern-Speckles lokalisiert, fithrte zu ei-
ner Verschiebung der subnukledren Lokalisation von Pinin und SR-Proteinen von Kern-Speckles

zu einer diffusen nukledren Verteilung [91, 92].

Das Kernporen-Protein Cyp358

Cyp358 (RanBP2) wurde erstmals als spezifischer Bindepartner des Ras-related nuclear protein
(Ran) beschrieben und als Nukleoporin identifiziert [93, 94]. Ran ist wihrend der Interphase ein
Schliisselprotein fiir den nukledren Import und Export von Proteinen und RNA sowie wahrend
der Mitose fiir die Ausbildung des Spindelapparats und die Neubildung der Kernhiille [95]. Als
358-kDa-Nukleoporin ist Cyp358 die grofite 16sliche Komponente des Kernporen-Komplexes und
lokalisiert an dessen cytoplasmatischen Filamenten. Neben einer aktiven PPlase-Doméne verfiigt
Cyp358 iiber sieben TPR-Motive, vier Ran-Bindedoménen, acht Zinkfinger (ZF)-Motive und eine
Region mit SUMO-Protein-Ligase-Aktivitat (Abschn. 1.4) [93, 94, 96, 97]. Die SUMO-Protein-
Ligase-Region bildet einen festen Komplex mit dem SUMO-konjugierenden Enzym Ubc9 und
SUMO-1-modifiziertem Ran GTPase-activating protein 1, einem wichtigen Regulator der Ran-
GTPase-Aktivitiat [98]. Nur iiber diesen Komplex erfolgt eine SUMO-Protein-Ligase-Aktivitét
[99]. Damit befindet sich Cyp358 an der Schnittstelle von SUMOylierung und dem Ran-GTPase-
Zyklus [100]. Uber seine ZF-Motive kann Cyp358 sowohl Proteine wie Exportin-1 oder den coat
protein complez 1 als auch spezielle mRNA-Elemente binden [101-103]. Auflerdem besteht eine
Verbindung von Cyp358 zum Transportsystem der Zelle durch Interaktionen mit dem Motorpro-
tein Kinesin-1, dem Motorprotein-Adapterprotein Bicaudal D2 oder direkt mit den Mikrotubuli
[104-106]. Fiir die PPIase-Doméne von Cyp358 wurde in Méausen ein Einfluss auf die Proteo-

stase von selektiven Substraten gezeigt. Sowohl die heterogenen nukledren Ribonukleoproteine
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(hnRNP) A2 und B1 als auch Di-Ubiquitin und ubiquitinylierte Proteine wurden in der Retina
von Méusen mit PPlase-inaktivem Cyp358 posttranskriptionell heruntergeregelt [96].

Sonstige Multidominen-Cyclophiline

Cypl165 (NK-TR) ist stark homolog zu Cyp88 und besitzt neben seiner aktiven PPIase-Doméne
ebenfalls RS-Regionen, ohne bisher mit dem Spleiosom in Verbindung gebracht worden zu sein
[107, 108]. Cypl165 wurde erstmals an der Oberfléche von natiirlichen Killerzellen als potentielles
Tumor-Erkennungsmolekiil identifiziert und spielt dort eine wichtige Rolle bei deren lytischer
Funktion [107, 109]. Es wurde aber auch an der Oberflache von T-Lymphozyten nachgewiesen
[110]. Fiir Cyp165 wird eine wichtige Rolle bei der Reifung von myeloiden Zellen vermutet [111].

Cyp35 und Cypd7 sind auf Proteinebene noch uncharakterisiert. Sequenzanalysen zeigen fiir
Cyp35 neben der PPlase-Doméne keine weiteren bekannten Sequenzabschnitte. Cyp57 verfiigt
wie Cyp33 tiber ein RNA-Erkennungsmotiv und zusétzlich iiber eine Lysin-reiche Region [112].

1.3 Das Multidomanen-Cyclophilin Cyp58

Cypb8 hat eine molekulare Masse von 58,8 kDa und wird auch als Cyp-60, CYC4 oder entspre-
chend des Gen-Namens als PPIL2 bezeichnet. Die Erstbeschreibung von Cyp58 erfolgte als Bin-
departner des Proteinase-Inhibitors Eglin C aus dem Blutegel Hirudo medicinalis. Dabei wurde
im Hefe-Zwei-Hybrid-System die Prolin-haltige Proteinase-Bindestelle von Eglin C als Koder fiir
neue noch unidentifizierte PPlasen verwendet [113]. Neben seiner PPIase-Doméne verfiigt Cyp58
iiber eine N-terminale U-Box-Doméne und eine potentielle coiled coil-Region (Abb. 1.3) [114].
U-Box-Proteine sind Ubiquitin-Protein-Ligasen (EC 6.3.2.19; Abschn. 1.4). Von Cyp58 sind zwei
Isoformen bekannt, die sich im C-terminalen Bereich voneinander unterscheiden. Isoform 1 be-
steht aus 520 und Isoform 2 aus 527 Aminosiduren, wobei die Aminosiduren 1-489 identisch sind.
Im Rahmen dieser Arbeit wird nur die Isoform 1 betrachtet.

108 197 217 278 433 520

1 3
U-Box | lcc | | PPlase |
[ [
Arg323 Tyr3e

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Domianen- und Regionenstruktur von Cyp58 Isoform 1. Neben
der Cyclophilin-ahnlichen PPlase-Domane liegt eine U-Box-Doméne und eine potentielle coiled coil-Region vor.
Dominen- und Regionengrenzen entsprechend UniProt-Datenbank. Cyp58-Reste Arg3?3 und Tyr3° entspre-
chen Cypl8-Resten Arg®® und Trp'?!, entscheidend fiir PPlase-Aktivitat bzw. CsA-Bindung [115, 116].

In Eukaryoten ist Cyp58 konserviert. Im Tierreich ist es von den Schwémmen bis zum Men-
schen mit jeweils einem einzelnen Gen vertreten [117]. Dabei sind die Orthologen in den Nemato-
den Dirofilaria immitis (DiCyp-3) und C. elegans (CeCyp-4) nidher untersucht. AuBerdem sind
Orthologe im Protozoen Plasmodium falciparum, der Pflanze A. thaliana (AtCyp65, AtPUB49)
und der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe (SpCyp8) beschrieben. In der Backhefe S. cere-
visiae ist Cyp58 hingegen nicht konserviert [39].

In Untersuchungen zur gewebespezifischen Expression von Cyp58 wurde mRNA-Synthese in

allen untersuchten Geweben, besonders im Thymus, Pankreas und Hoden, beobachtet. Der
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hochste Gehalt an Cypb8-Protein lag in Nieren vor, aber auch in Gehirn-, Herz- und Lun-
gengewebe wurde Cyp58 nachgewiesen [113].

Fiir Cyp58 wurde eine Ubiquitin-Protein-Ligase-Aktivitdt gezeigt [118]. Eine enzymatische
Aktivitat der PPIase-Doméne von Cyp58 konnte bisher noch nicht nachgewiesen werden [56].

Die PPlase-Doméne von Cypb8 bildet eine aus
acht antiparallelen [-Strdngen bestehende ge-
schlossene (-Fass-Struktur aus, die durch zwei
a-Helices und eine kurze a-helikale Windung er-
ganzt wird (Abb. 1.4). Diese in Cyclophilinen
konservierte geschlossene Struktur ist einzigar-
tig unter B-Fass-Proteinen und erlaubt die Bin-
dung von Substraten und CsA nur an der Pro-
teinoberflache. Eine Besonderheit der Struktur
der PPlase-Doméne von Cypb8 ist eine zusétz-

liche ausgedehnte a-Helix direkt C-terminal im
Cc

Anschluss an den konservierten Bereich [56].

N

Uber die mégliche biologische Funktion von
Cyp58 gibt es in der Literatur zahlreiche Hinwei- Abb. 1.4: KriStaI|Strl;§§i':r,7der PP!ase—Doméine
von Cyp58 (Cyp58 ). PDB: 1ZKC [56].
se. Cyph8 wurde durch massenspektrometrische N, N-Terminus; C, C-Terminus. Sekundarstruktur-
Analysen von Spleifiosom-Priparationen im B- element.e: rot, a-Helix; tirkis, ([-Faltblatt; griin,
und C-Komplex des Spleiflosoms nachgewiesen B-Schleife.
[77, 78]. Eine Interaktionsstudie unter spleifosomalen Proteinen zeigte Interaktionen von Cyp58
mit dem Zinkfingerprotein 830 und dem Prolin-reichen Protein PRCC, das wie Cyp33 mit dem
Prp19/CDC5L-Komplex (Abschn. 1.4.2) assoziiert ist [119]. Als weitere Interaktionspartner von
Cyp58 wurden in der Maus Hsp90 und das ebenfalls Prp19/CDC5L-assoziierte crooked neck-like
protein 1 (CRN, Syf3) identifiziert, die moglicherweise einen trimeren Komplex zusammen bilden
[80, 120]. Des Weiteren wurde Cyp58 als intrazelluldrer Interaktionspartner des extrazelluldren
integralen Membranproteins CD147 identifiziert. Cyp58 reguliert die Zelloberflichen-Expression
von CD147, indem es durch Bindung an eine Prolin-haltige Transmembran-Region von CD147
dessen Transport vom Golgi-Apparat zur Zellmembran unterstiitzt [121]. Aulerdem interagiert
Cypb8 in Méusen als Wirtsfaktor mit dem Nicht-Strukturprotein NSm des Rifttalfieber-Virus,
dessen Funktion noch unbekannt ist [122]. Auf der Suche nach Ubiquitin-Protein-Ligasen, die die
fiir die Alzheimer-Erkrankung entscheidende Amyloid-3-Produktion beeinflussen, wurde Cyp58
als Regulator des mRNA-Gehalts von 3-Sekretase identifiziert. Der 5-Sekretase-mRNA-Gehalt
in Zellenkulturen verringerte sich nach Cyp58-Depletion durch RNAi und erhdhte sich nach
Cyp58-Uberexpression [123]. Bei einer Untersuchung in der nordirischen Population konnte aber
kein signifikanter Zusammenhang zwischen haufigen genetischen Variationen in PPIL2 und der
Thrombozyten-3-Sekretase-Aktivitat oder dem Alzheimer-Risiko festgestellt werden [124].
Das Cyp58-Orthologe CeCyp-4 ist fiir die larvale Muskelzellentwicklung von C. elegans wich-
tig. Fir CeCyp-4 wurde eine exklusive Expression in den gestreiften Kérperwand-Muskelzellen
der Nematoden mit dem héchsten mRNA-Gehalt in den frithen Larvenstadien gezeigt. Eine

CeCyp-4-Depletion durch RNAI fithrte zu Nachkommen mit abnormer Morphologie in den frii-
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hen Larvenstadien [125]. CeCyp-4 (Mog-6) wurde auBerdem als Mitglied der Mog-Proteine iden-
tifiziert, die in der larvalen Entwicklung von C. elegans-Hermaphroditen als Schalter fiir den
Wechsel von Spermien- zu Oozyten-Produktion notwendig sind. Bei einem Verlust von CeCyp-4
konnen nur noch Spermien produziert werden [126]. Weitere Untersuchungen zeigten eine di-
rekte Interaktion von CeCyp-4 mit dem nukledren Zinkfingerprotein MEP-1, einem weiteren
Regulator des Spermien-/Qozyten-Schalters. Sowohl die Bindung an MEP-1 als auch die Re-
gulation dieses Schalters ist unabhéngig von der PPlase-Doméne von CeCyp-4. Im Gegensatz
zur vorangegangenen Studie wurde eine weitreichende Expression von CeCyp-4 in somatischen
Zellen und der Keimbahn, mit Ausnahme der Spermien, gezeigt. Die hchsten mRNA-Gehalte

lagen hier im embryonalen und im adulten Stadium vor [127].

1.4 Ubiquitin-vermittelter Proteinabbau

Der zelluldre Gehalt von Proteinen wird durch die Balance zwischen ihrer Synthese und ihrem
Abbau reguliert. Der Proteinabbau in Eukaryoten findet dabei vorwiegend iiber zwei verschiede-
ne Wege statt. Zum einen werden Proteine iiber das Autophagie-System, vermittelt durch ER,
Endosomen, Lysosomen oder Vakuolen, vornehmlich nicht-selektiv abgebaut [128]. Zum anderen
erfolgt der Abbau von Proteinen iiber das ATP-abhéngige Ubiquitin-Proteasom-System (UPS).
Dabei werden die zum Abbau bestimmten Proteine zunéchst durch eine kovalente Verknipfung
mit Ubiquitin selektiv markiert. Dieser Prozess erfolgt in drei Schritten (Abb. 1.5). Zuerst wird
Ubiquitin mit ATP durch ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1) transient adenyliert und an-
schliefend iiber eine Thioester-Bindung kovalent an E1 gebunden. Im zweiten Schritt wird der
energiereiche Ubiquitin-Thioester von E1 auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2) tibertra-
gen. Die Ubertragung von Ubiquitin auf das Zielprotein erfolgt in einem dritten Schritt durch
eine Ubiquitin-Protein-Ligase (E3). Dabei entsteht eine Isopeptid-Bindung zwischen dem C-
Terminus von Ubiquitin und einer Lysin-Seitenkette des Zielproteins. Uber Ubiquitin-interne
Lysyl-Reste kann weiteres Ubiquitin angeheftet werden, was zu einer Kettenbildung, einer Poly-
ubiquitinylierung, fiihrt [129]. Ab einer Kettenléinge von vier iiber Lys*® verkniipften Ubiquitinen
kann das Zielprotein vom 26S-Proteasom effektiv erkannt und ATP-abhéngig zu kurzen Pepti-
den abgebaut werden [130]. Das 26S-Proteasom ist ein 2,5-MDa-Proteinkomplex, der sowohl im
Cytoplasma als auch im Zellkern vorliegt. Die Riickgewinnung von Ubiquitin erfolgt am 26S-
Proteasom durch deubiquitinylierende Enzyme (DUB). 80-90% des zelluliren Proteins wird
iiber das UPS abgebaut [131].

Neben Ubiquitin gibt es noch weitere strukturell verwandte Ubiquitin-dhnliche Proteine (Ubl),
wie NEDDS, ISG15 oder die small ubiquitin-like modifier (SUMO)-Proteine 1-4. Diese werden
analog zu dem zuvor beschriebenen Mechanismus auf das Zielprotein iibertragen und wieder
entfernt, verfiigen jedoch iber eigene Ubl-spezifische E1, E2, E3 und Proteasen, wie Cyp358 als
SUMO-Protein-Ligase (Abschn. 1.2). Modifikationen durch Ubl dienen als wichtige Regulatoren
fiir zelluldre Prozesse, wie Transkription, Zellzyklus-Kontrolle, DNA-Reparatur, Signaltransduk-
tion, Stressantwort, Autophagie oder subzelluldre Lokalisation [132, 133].

Neben dem kanonischen Mechanismus ist die Bindung von Ubiquitin an das Zielprotein auch

iiber den freien N-Terminus oder andere Aminosaurereste (Cys, Ser, Thr) moglich. Die Verkniip-
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Poly- \

ubiquitinylierung

Peptide

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des Ubiquitin-vermittelten Proteinabbaus. Ubiquitin (Ub) wird
durch ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1) ATP-abhingig aktiviert, indem es iiber ein intermediires
Ub~AMP energiereich kovalent (~) an E1 gebunden wird. Nach dem Transfer von Ub auf ein Ubiquitin-
konjugierendes Enzym (E2) erfolgt die Ubertragung auf das Zielprotein (Ziel) mittels Ubiquitin-Protein-Ligase
(E3). RING- und U-Box-E3 katalysieren die direkte Ubertragung von Ub auf das Ziel (a). HECT-E3 katalysie-
ren die Ub-Ubertragung in zwei Schritten unter Bildung eines E3~Ub-Intermediats (b). Durch Wiederholung
der Ubiquitinylierungskaskade kommt es zur Polyubiquitinylierung des Zielproteins und anschlieBendem ATP-
abhangigen proteasomalen Abbau. Deubiquitinylierende Enzyme (DUB) entfernen Ub wieder vom Zielprotein.

fung der Ubiquitine untereinander kann neben Lys*® auch iiber die sechs anderen Ubiquitin-
internen Lysyl-Reste (Lys®, Lys!!, Lys®", Lys®, Lys?, Lys%), den freien N-Terminus oder in
Kombination mit SUMO erfolgen. Resultierende Ubiquitinketten kénnen in Bezug auf den zur
Verkniipfung verwendeten Lysyl-Rest in homogener Form oder gemischt auftreten. Auch ver-
zweigte Ketten, durch Verkniipfung mehrerer Lysyl-Reste eines Ubiquitins, sind beschrieben.
All diese atypischen Ubiquitinketten kénnen zwar ebenfalls vom 26S-Proteasom erkannt wer-
den, aber auch vielféltige nicht-proteolytische Funktionen iibernehmen, wie Aktivierung des

NF-xB-Signalwegs, Regulation von DNA-Reparatur oder Endozytose-Aktivierung [134, 135].

1.4.1 Ubiquitin-Protein-Ligasen (E3)

Wéhrend im Menschen fiir die Ubiquitinylierung nur zwei E1 existieren, wurden bisher 35 aktive
E2 und mehr als 600 E3 identifiziert [136, 137]. E3 sind fiir die Substratspezifitdt der Ubiquiti-
nylierung verantwortlich und decken jeweils nur ein kleines Spektrum an Substraten ab. Es gibt
drei verschiedene Familien von E3, definiert durch die Anwesenheit einer HECT- (homologous to
E6AP C-terminus), RING- (really interesting new gene) oder U-Box-Doméne ( Ufd2-homology).

11
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Diese unterscheiden sich sowohl strukturell als auch mechanistisch. HECT-E3 iibernehmen das
aktivierte Ubiquitin zundchst transient von E2 durch Umesterung und iibertragen es anschlie-
Bend auf das Zielprotein. RING- und U-Box-E3 fungieren hingegen als Adaptoren, die die direkte
Ubertragung des Ubiquitins von E2 auf das Substrat vermitteln, ohne Ubiquitin selbst kovalent
zu binden (Abb. 1.5). HECT-, RING- und U-Box-Doménen rekrutieren dabei das E2. Die Bin-
dung des Zielproteins erfolgt an anderer Stelle der Proteinkette oder iiber multimere Komplexe,
wie den APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome) oder den SCF (Skpl/Cullin/F-Box)-
Komplex [138]. RING-E3 sind mit ca. 300 Genen und einer Vielzahl an alternativen Substrat-
erkennungsuntereinheiten in multimeren Komplexen Bestandteil von 95 % aller E3 [137]. Die
Familien der HECT- und U-Box-E3 umfassen 28 und 8 Mitglieder [117, 139].

1.4.2 U-Box-Domanen-Proteine

U-Box-Doménen bestehen aus einer zentralen a-Helix,
einem kleinen drei-stréngigen antiparallelen S-Faltblatt, ei-
ner kurzen a-helikalen Windung und einem hydrophoben
Kern (Abb. 1.6). Sie sind strukturell mit RING-Doménen
verwandt, werden aber anstatt iiber Chelierung von Zn?*-
Tonen durch Wasserstoff- und Salzbriicken-Netzwerke sta-
bilisiert [114, 140].

Im Menschen gibt es neben Cyp58 die U-Box-Doménen-
Proteine CHIP, Prp19, UIP5, Ube4A, UbedB, WDSUB1
und Actl [117]. Ndher untersucht sind der Spleififaktor
Prp19, die beiden nah verwandten Ube4A und UbedB so-

wie das am besten charakterisierte U-Box-Doménen-Pro-

tein CHIP. Abb. 1.6: NMR-Struktur der U-Box-

Prpl9 (pre-mRNA-processing factor 19) ist ein in Médu- Doméne von S. cerevisiae Prpl9
(ScPrp19'-%6). PDB: 1N87 [140].
N, N-Terminus; C, C-Terminus. Sekun-
eine WD40-Domaéne verfiigt [141, 142]. Es ist Teil des evo-  darstrukturelemente: rot, a-Helix; tiir-
lutionér konservierten Prpl19/CDC5L-Komplexes, der not-  kis, f-Faltblatt; grin, 5-Schleife.

wendig fiir die Aktivierung und Stabilisierung des Spleifosoms ist [143]. Dieser Komplex ist

sen essentielles Protein, das neben der U-Box-Doméne iiber

auch in weitere zelluldre Funktionen, wie Transkriptions-Elongation, Aufrechterhaltung der Ge-
nomstabilitat oder Biogenese von Lipidtropfen, involviert [144]. Fir Prpl9 wurden auferdem
Interaktionen mit mehreren Komponenten des 26S-Proteasoms gezeigt, weshalb eine Funktion
beim Transport von ubiquitinylierten Substraten zum Proteasom vermutet wird [145, 146].

Ube4A und Ube4B sind Orthologe von S. cerevisiae Ufd2, das als erster Vertreter der Ubiqui-
tinylierungsfaktoren E4 identifiziert wurde. E4 katalysieren die Verlingerung von kurzen Ubi-
quitinketten, die durch andere E3-Proteine generiert wurden [147]. Ube4A und UbedB zeigen
ebenfalls E4-Aktivitéat, sind selbst aber auch E3-aktiv [118, 148].

CHIP (carbozy terminus of Hsp70-interacting protein) befindet sich an der Schnittstelle zwi-
schen UPS und Chaperon-System. Es bindet iber TPR-Motive die Chaperone Hsc70, Hsp70 und
Hsp90 und liegt somit wie Cyp40 als Co-Chaperon in Hsp90-Heterokomplexen vor [149, 150].
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Dort ubiquitinyliert CHIP vorwiegend Chaperon-gebundene Substrate [151]. Damit fungiert
CHIP als Kontrollinstanz fiir den weiteren Weg von abnormen Proteinen, entweder Riickfaltung
durch Chaperone oder proteasomaler Abbau [152]. AuBerdem tragt CHIP zur Aufrechterhal-
tung der zelluldiren Homoostase bei. CHIP verstarkt bei Stress die Induktion von Hsp70 und
sorgt nach Erholung wieder fiir dessen Abbau durch Ubiquitinylierung [153, 154]. Da CHIP
E2-Proteine iiber seine U-Box-Doméne rekrutiert, die Substraterkennung hingegen iiber die ge-
bundenen Chaperone erfolgt, kann der CHIP /Chaperon-Komplex als multimeres E3 betrachtet
werden [155].

1.4.3 PPlasen im Proteinabbau

PPIasen wurden bisher nur begrenzt mit dem UPS in Verbindung gebracht. Die nach derzeitigem
Kenntnisstand am stérksten in den zelluldren Proteinabbau involvierte PPlase ist das Parvulin
Pinl. Fiir Pinl wurde vielfach gezeigt, dass es an phosphorylierte Proteine binden und diese
damit entweder dem UPS zufiihren oder vor dem Abbau durch das UPS schiitzen kann [156].
Beispielsweise fiihrt die Bindung von Pinl an den phosphorylierten Transkriptionsfaktor IRF3 zu
dessen Polyubiquitinylierung und anschlieBenden Abbau [157]. Andererseits wird der Zellzyklus-
Regulator Cyclin D1 nach Phosphorylierung durch die Pinl-Bindung stabilisiert und damit sein
Kernexport mit anschlieBendem Ubiquitin-vermittelten Abbau verhindert [158]. Weitere Unter-
suchungen identifizierten Pinl als bindren molekularen Schalter, der den Ubiquitinylierungsgrad
von Proteinen kontrollieren und damit ihr weiteres Schicksal bestimmen kann [159]. So bindet
Pinl spezifisch an das als Antwort auf DNA-Schéden phosphorylierte Tumorsuppressor-Protein
p53 [160]. In Anwesenheit von Pinl kann phosphoryliertes p53 durch das E3 Mdm2 nur mono-
bzw. oligoubiquitinyliert werden, was zum Kernexport von p53 fithrt. Ohne Pinl oder in Gegen-
wart von PPIase-inaktivem Pinl wird p53 hingegen umgehend durch Mdm2 polyubiquitinyliert
und proteasomal abgebaut [159, 161]. Die PPIase-Aktivitdt von Pinl hat somit die umgekehrte
Funktion der zuvor genannten E4-Aktivitdt (Abschn. 1.4.2). Pinl verhindert die Verldngerung

von Ubiquitinketten, anstatt sie zu férdern.

Auch mehrere FKBP sind in den Proteinabbau involviert. Das prototypische FKBP12 in-
teragiert mit dem Activin-Typ-I-Rezeptor und férdert dessen Ubiquitinylierung durch Rekru-
tierung des E3 Smurfl. Diese Funktion von FKBP12 ist abhingig vom aktiven Zentrum, da
sie durch FK506-Zugabe unterbunden werden kann [162]. FKBP25 ist wie Pinl ein Regulator
von pbH3, indem es mit Mdm?2 interagiert und dessen Autoubiquitinylierung zum proteasoma-
len Abbau stimuliert [163]. FKBP37.7 (XAP2) stabilisiert als Komponente des AhR/Hsp90-
Heterokomplexes den AhR, indem es ihn vor Ubiquitinylierung schiitzt [164]. FKBP38 ist auf
der cytosolischen Seite der ER- und der dufleren Mitochondrien-Membran lokalisiert und in-
teragiert dort mit mehreren Komponenten des 26S-Proteasoms, wodurch dieses an der Orga-
nellmembran verankert wird [165]. Uber diese Interaktion reguliert FKBP38 die Stabilitéit des
Prolyl-4-Hydroxylase-Doménen-Proteins PHD2. Dabei fungiert FKBP38 als Adapterprotein fiir
PHD2 zum 26S-Proteasom und fordert so Ubiquitin-unabhéngig den PHD2-Abbau [166, 167].
Auflerdem reguliert FKBP38 die Proteinstabilitit der in Tumorgenese und Metastase involvier-
ten Protein-Phosphatase PRL-3 und fordert deren proteasomalen Abbau [168].
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Fiir Cyclophiline sind neben Cyp58 nur wenige Verbindungen zum UPS beschrieben. Cypl8
interagiert als Wirtsfaktor mit dem Matrixprotein M1 des Influenza-A-Virus und inhibiert die
Initiation der Virus-Replikation, indem es den Abbau von M1 durch das UPS beschleunigt.
Diese Funktion ist unabhéngig von der PPlase-Aktivitat von Cyp18, da PPlase-inaktives Cypl8
die virale Replikation in gleichem Mafie hemmt [169, 170]. Cyp358 interagiert mit mehreren
Komponenten der regulatorischen 19S-Untereinheit des 26S-Proteasoms, was zu einer selektiven
Modulation der Aktivitat des UPS fiihrt [171, 172]. Cyp358 ist auBerdem iiber seine PPlase-
Aktivitédt in die Proteostase von Ubiquitin involviert (Abschn. 1.2) [96].

1.5 Zielstellung der Arbeit

Cypb8 ist ein konserviertes Protein in Eukaryoten und eines der zehn Multidoménen-Cyclo-
philine im Menschen. Aufgrund seiner U-Box-Doméne besitzt Cypb8 Ubiquitin-Protein-Ligase-
Aktivitat [118] und ist damit wahrscheinlich in den Ubiquitin-vermittelten Stoffwechselweg des
Proteinabbaus involviert. Das lasst fiir Cyp58 eine Funktion an der Schnittstelle zwischen Pro-
teinfaltung und Proteinabbau vermuten.

Cypb8 wurde schon mit zahlreichen zelluldren Funktionen in Verbindung gebracht, auf Pro-
teinebene ist es aber bisher noch wenig charakterisiert. Das erste Ziel dieser Arbeit war die
rekombinante Gewinnung von funktionalem Cyp58 durch heterologe Expression in E. coli. Nach
chromatographischer Reinigung sollte eine proteinchemische Charakterisierung erfolgen.

Es sollten die enzymatischen Eigenschaften von Cyp58 ndher untersucht werden. Auflerdem
sollten die individuellen funktionalen Domé&nen von Cyp58 separat und in Kombination in Bezug
auf ihre katalytischen Aktivitdten untersucht und mogliche synergistische Effekte identifiziert
werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, einen Einblicke in die in vivo-Funktion von Cyp58
zu gewinnen. Dazu sollte die subzelluldre Lokalisation von Cypb8 im Verlauf des Zellzyklus
analysiert werden. Auflerdem sollten durch Pulldown-Experimente neue Interaktionspartner von
Cypbh8 identifiziert werden. Durch Untersuchungen zum Einfluss der enzymatischen Aktivitdten
von Cypb8 auf die Interaktionspartner sowie zum Einfluss der Interaktion auf die Funktion von
Cyp58 sollten Hinweise auf die mogliche biologische Funktion der identifizierten Protein-Protein-

Interaktionen erhalten werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Alle verwendeten Chemikalien (Tab. 2.1) hatten die hochste Reinheitsstufe und wurden ohne

weitere Behandlung verwendet.

Tab. 2.1: Verwendete Chemikalien.

Bezeichnung

Quelle

Aceton

Acetonitril (ACN)
Adenosintriphosphat (ATP)
[v-33P]-ATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml)
Ampicillin

Agar-Agar

Agarose

e-Aminocapronsaure
Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat

Bis-Tris

Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
Chloramphenicol

Coomassie® Brillant Blau G250
Coomassie® Brillant Blau R250
D-Desthiobiotin
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Essigsaure

Ethanol
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
D(+)-Glucose-Monohydrat

Glycerin

Glycerin-2-phosphat

Glycin

Harnstoff
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsaure (HEPES)
Imidazol
Isopropyl-/3-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Lithiumchlorid, wasserfrei
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
(B-Mercaptoethanol

Methanol

Merck (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Hartmann Analytic (Braunschweig)
AppliChem (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Serva (Heidelberg)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
AppliChem (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

IBA (Gottingen)

AppliChem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

AppliChem (Darmstadt)

KMF (Lohmar)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
MP Biomedicals (Eschwege)

MP Biomedicals (Eschwege)
AppliChem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)

Fluka (Buchs, CH)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
VWR (Radnor, PA, USA)
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Bezeichnung

Quelle

MTT
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid
Nickelsulfat-Hexahydrat

Nonidet® P-40

Okadasaure (OA)

Paraformaldehyd
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Ponceau S

Saccharose

Salzsaure, konz.

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Thymidin
Trichloressigsaure (TCA)

N-[Tris(hydroxymethyl)methyl|glycine (Tricin)

Trifluoressigsaure (TFA

Trifluorethanol (TFE)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Tween® 20

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Buchs, CH)

Calbiochem (Schwalbach)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Buchs, CH)

AppliChem (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Zur Vereinfachung von Abldufen wurden kommerzielle Komplettpakete, Fertiglosungen und

Fertigformulierungen (Tab. 2.2) verwendet.

Tab. 2.2: Verwendete Kits, Fertiglosungen und -formulierungen.

Bezeichnung

Quelle

cOmplete® Protease-Inhibitor (EDTA-frei)
DAPI-Lésung (0,1 mg/ml)
Desoxynukleotidtriphosphat-Mix (dNTPs)
DMEM mit L-Glutamin, 4,5 g/l Glucose
Easypure® Gel-Reinigungs-Kit

ECL™ Western-Blot-Detektionsreagenz
Eichproteine Combithek

Fotales Rinderserum (FBS)

GenElute™ HP Plasmid-Maxipraparations-Kit

GenElute™ Plasmid-Minipraparations-Kit
Gibco® PBS-Tabletten

Invisorb® Fragment-Aufreinigung

1kB DNA-Leiter

Milbona Milchpulver

Nanofectin siRNA

PageRuler® Vorgefarbte Protein-Leiter
Pepton von Gelatine, enzym. verdaut
Propidiumiodid-Lésung (1 mg/ml)
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Rotiphorese® Gel 40 (19:1)

Rotiszint® eco plus Szintillationscocktail
SERVABACTER® Hefeextrakt
SuperSignal® Chemilumineszenz-Substrat
Trilencer-27-siRNA-Kit mit Duplex-Puffer
SYBR® Safe

Trypsin-EDTA (1x)
Ubiquitinylierungs-Kit

Roche (Rotkreuz, CH)

Chemicon International (Hofheim)
Fermentas (Vilnius, LT)

PAA (Pasching, AUT)

Biozym (Oldendorf)

GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Boehringer (Mannheim)

Biowest (Nuaillé, FR)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitek (Berlin)

New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)
Lidl (Neckarsulm)

PAA (Pasching, AUT)

Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)
Fluka (Buchs, CH)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)
OriGene (Rockville, MD, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
PAA (Pasching, AUT)
Enzo Life Sciences (Lorrach)
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Fiir die Proteinreinigung kamen verschiedene Chromatographiesédulen und Chromatographie-

materialien (Tab. 2.3) zur Anwendung,.

Tab. 2.3: Fiir die Proteinreinigung verwendete Chromatographiesaulen und -materialien.

Bezeichnung

Quelle

Fractogel EMD-DEAE-650(M)

Glutathion-Sepharose 4B

HiLoad™ 16/60 Superdex'" 75 prep grade
HiLoad™ 16/60 Superdex " 200 prep grade
HIS-Select® Nickel-Affinitatsgel

Strep-Tactin®-Sepharose

Vydac® 208 TP RP-C8-Siule (4,6 mm x 250 mm; 5 um)

Merck (Darmstadt)

GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

IBA (Gottingen)

Grace (Deerfield, IL, USA)

Es wurden auBerdem kommerzielle Antikérper (Tab. 2.4), Proteine und Peptide (Tab. 2.5)

verwendet.

Tab. 2.4: Antikorper. Verwendete Antikoérper mit ihrer Herkunft und ihrer Klonalitat.

Bezeichnung Wirt Klonalitat Quelle Katalog-Nr.
Anti-panl4-3-3-AK Maus monoklonal  Santa Cruz Biotechnology?® sc-1657
Anti-5-Aktin-AK Ziege polyklonal ~ Santa Cruz Biotechnology? sc-1616
Anti-Cyp58-AK Kaninchen polyklonal  Genetex? GTX111142
Anti-eGFP-AK Kaninchen polyklonal ~ Santa Cruz Biotechnology® sc-8334
Anti-FLAG-AK Kaninchen polyklonal Bethyl Laboratories® A190-102A
Anti-GAPDH-AK Maus monoklonal  Sigma-Aldrichd G8795
Anti-GST-AK Kaninchen polyklonal  Cell Signaling Technology® 2633
Anti-Penta-His-AK Maus monoklonal  Quiagen (Hilden) 34660
Anti-Histon-H2B-AK Kaninchen polyklonal Epitomics’ 1750
Anti-Histon-H3-AK Kaninchen polyklonal  Cell Signaling Technology® 9715
Anti-MKLP1-AK Kaninchen polyklonal ~ Santa Cruz Biotechnology? sc-867
Anti-PLK1-AK Kaninchen monoklonal Cell Signaling Technology® 4513
Anti-SET-AK Kaninchen polyklonal  Genetex? GTX113834
Anti-a-Tubulin-AK Maus monoklonal  Sigma-Aldrichd T9026
Anti-5-Tubulin-AK Kaninchen monoklonal Cell Signaling Technology® 2128
Anti-Kaninchen-IgG-AK  Ziege polyklonal  Sigma-Aldrichd A6154
(HRP-konjugiert)

Anti-Kaninchen-IgG-AK  Ziege polyklonal Invitrogen® A11003
(Rhodamine Red™-X-konj.)

Anti-Maus-1gG-AK Schaf polyklonal  Sigma-Aldrichd Ab5906
(HRP-konjugiert)

Anti-Maus-1gG-AK Ziege polyklonal  Sigma-Aldrichd T5393
(TRITC-konjugiert)

Anti-Ziege-lgG-AK Kaninchen polyklonal  Sigma-Aldrichd Ab420

(HRP-konjugiert)

2 Dallas, TX, USA
fBurlingame, CA, USA

® Irvine, CA, USA
& Carlsbad, CA,USA

¢ Montgomery, TX, USA

4St. Louis, MO, USA

¢ Danvers, MA, USA
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Tab. 2.5: Verwendete Proteine und Peptide.

Bezeichnung

Quelle

Benzonase®-Nuklease

Rinderserumalbumin (BSA), monomer
a-Chymotrypsin aus Rinderpankreas
Gesamt-Histon aus Kalbsthymus

Granzym A, human

Hisg-UBE1, human

Pfu-DNA-Polymerase mit Reaktionspuffer
Phosphorylase b aus Kaninchenmuskel
Phosphorylase-Kinase aus Kaninchenmuskel
Phusion®-DNA-Polymerase mit Reaktionspuffer
Restriktionsendonukleasen mit Reaktionspuffer
(BamHI, BsmBl, BsmFl, Dpnl, EcoRI, Hindlll,
Ndel, Xhol)

RNase A (10 mg/ml)

Streptavidin-HRP-Polymer

T4-DNA-Ligase mit Reaktionspuffer

Thrombin (1 U/ul)

Trypsin aus Schweinepankreas

Ubiquitin mit N-term. Biotin, human (1 mg/ml)
Ubiquitin aus bovinen Erythrozyten
Cyclosporin A

Debio-025

L-Glutathion, reduziert

NIM811

SCY635

Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-pNA
Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA

(Xaa = Ala, Glu, Gly, His, Leu, Lys, Phe)

Novagen (Madison, WI, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Enzo Life Sciences (Lérrach)

Boston Biochem (Cambridge, MA, USA)
Fermentas (Vilnius, LT)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Finnzymes (Espoo, FIN)

New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)

Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Fermentas (Vilnius, LT)

Novagen (Madison, WI, USA)

Serva (Heidelberg)

Boston Biochem (Cambridge, MA, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
LC Laboratories (Woburn, MA, USA)
Debiopharm (Lausanne, CH)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Scynexis (Durham, NC, USA)
Scynexis (Durham, NC, USA)

Bachem (Bubendorf, CH)

Bachem (Bubendorf, CH)

Hisg-Sentrin-spezifische Protease 2 wurde freundlicherweise von Dr. C. SCHIENE-FISCHER

(Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung, MPF, Halle) zur Verfiigung

gestellt.

Heterotrimere Proteinphosphatase 2A aus Schweinehirn [30] wurde freundlicherweise von Dr.

A. WERNER (MPF, Halle) zur Verfiigung gestellt.

Abz-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA wurde freundlicherweise von A. RENTZSCH (MPF, Halle) zur Ver-

fligung gestellt.

Die Bibliothek von CsA-Derivaten, modifiziert an Position 1 von CsA, und die CsA-Derivate
MM-258, MM-284 und MM-494 wurden freundlicherweise von Dr. M. MALESEVIC (MPF, Halle)

zur Verfiigung gestellt.

Das CsA-Derivat VK-61 wurde freundlicherweise von Dr. V. KAHLERT (MPF, Halle) zur

Verfiigung gestellt.

18



2. Material und Methoden

Die Klonierung und Mutagenese von Expressionsvektoren erfolgte mit Primern (Tab. 2.6) von
Eurofins MWG Operon (Ebersberg).

Tab. 2.6: Primer. Verwendete Primer fir die Klonierung und Mutagenese von Expressionsvektoren.

Primer Sequenz

1 5'-GGGAATTCCATATGGGGAAGCGACAGCACCAAAAG-3'

2 5'-CACGTAAGCTTCTATTTTTCAAACTGCGGATGGCTCCAGCTGCCGCGCGGCAC
CAGCCAGGAGCTGAAGTCCCCAAAAC-3

3 5'-CACGTAAGCTTCTACTACTTGATATTTAGCTGTTCCAC-3'

4 5'-GCGAATTCCATATGAAGCCAGATCTCCCACAAAC-3

5 5'-GGGAATTCCATATGTACCAGTTTGTGAAGAAGAAG-3'

6

7

8

9

5'-CACGTAAGCTTCTACTACCGCTCCTGCGCAATCTGGGC-3'
5'-GATCCTCGAGCTACCAGGAGCTGAAGTCCCCAAAAC-3'
5'-GGGAATTCCATATGTCGGCGCCGGCGGCCAAAGTC-3'
5-GTCGATCCTCGAGTTAGTCATCTTCTCCTTCATCC-3'

10 5-GTTACGTCTCAAGGTATGGGGAAGCGACAGCACC-3

11 5'-GTTAGGGACATCTTGTACAAGGTATGGGGAAGCGACAGCACC-3'
12 5'-GTTAGGGACGATGCTAGACAGGTAAGCCAGATCTCCCACAAAC-3’
13 5'-GATCCTCGAGCTACTAGCGCAGCACATCCTCGTCGATG-3'

14 5'-GGGAATTCGGATCCTCGGCGCCGGCGGCCAAAGTC-3'

15 5'-CTATGGATCCATGGGGAAGCGACAGCACCAAAAG-3’

16 5'-CTATGGATCCGCCAAGAACTTCCGGGACCTGCTG-3'

17 5'-GTCGATCCTCGAGTCATGGGGAAGCGACAGCACCAAAAG-3

18 5'-GTCGATCAAGCTTCTACCAGGAGCTGAAGTCCCCAAAAC-3

19 5'-GCACCATCTTCCACGCGTCCATCCGGAAC-3’

20 5-GTTCCGGATGGACGCGTGGAAGATGGTGC-3

21 5'-GAGGTATGGGGGCGCGACAGCACCAAAAG-3'

22 5-CTTTTGGTGCTGTCGCGCCCCCATACCTC-3'

23 5'-GAAGGCCCCGGAGGCGAAGAAAGTGGAC-3'

24 5-GTCCACTTTCTTCGCCTCCGGGGCCTTC-3'

25 5'-CCGGAGAAGAAGGCAGTGGACAAGCTG-3'

26 5-CAGCTTGTCCACTGCCTTCTTCTCCGG-3'

27 5'-CCAGCAGCCACGGCGCGAGCAGCAGAG-3'

28 5-CTCTGCTGCTCGCGCCGTGGCTGCTGG-3

29 5'-GGCCCCGGAGGCGAAGGCAGTGGACAAGC-3'

30 5-GCTTGTCCACTGCCTTCGCCTCCGGGGCC-3'

31 5'-CCCAGATTGCGCAGGCGGCGGCGGCGCAGCTCAAGGTAGC-3
32 5-GCTACCTTGAGCTGCGCCGCCGCCGCCTGCGCAATCTGGG-3'
33 5'-GCTCAAGGTAGCCCCGGCGGCGGCGGCGAAGAGCAGCCAGCC-3
34 5-GGCTGGCTGCTCTTCGCCGCCGCCGCCGGGGCTACCTTGAGC-3'

Fiir die Klonierung von Expressionsvektoren und die rekombinante Expression von Proteinen
wurden verschiedene E. coli-Stdmme (Tab. 2.7) verwendet.
Fiir die Zellkultur-Experimente wurden HeLa-Zellen, Epithelzellen eines humanen Gebarmut-

terhalskarzinoms [173], verwendet.

Tab. 2.7: E. coli-Stamme. Verwendete E. coli-Stdmme mit ihrem Genotyp und ihren Resistenzen.

E. coli-Stamm Genotyp Resist. Quelle

DH5« F~ endAl hsdR17(ry m}.) supE44 thi-1 recAl gyrA96 - Invitrogen?
relA1 A\~ deoR A(lacZYA-argF)U169 ¢80dlacZ AM15

BL21(DE3) F~ ompT hsdSp(rz my) gal dem (DE3) - Novagen®

Rosetta(DE3) F~ ompT hsdSp(rz my) gal dem (DE3) pRARE?(CmF)  Cam  Novagen®
M15[pREP4]  F~ nal® str® rif® thi~ lac™ ara™ galt mtl/~ recA* uvrt Kan Quiagen®
lon* pREP4(Kan®)

2 Carlsbad, CA, USA  ®Madison, WI, USA  “Hilden
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2. Material und Methoden

Alle Vektoren (Tab. 2.8) wurden vor ihrer Verwendung durch Sequenzierung (Eurofins MWG
Operon, Ebersberg) tiberpriift.

Tab. 2.8: Vektoren. Verwendete Vektoren mit ihren Resistenzen und die zu ihrer Klonierung verwendeten

Restriktionsschnittstellen und Primer.

Bezeichnung Res.  kodiertes Protein Schnittstellen Primer Quelle

pET-28a(+) Kan - - - Novagen®
Hisg-Cyp58-Strepl| Ndel /Hindlll 1/2  diese Arbeit
(wt, R323A)
Hisg-Cyp581~137 Ndel /Hindlll 1/3  diese Arbeit
Hisg-Cyp5820-137 Ndel/Hindlll 4/3  diese Arbeit
Hisg-Cyp58273-449 Ndel /Hindlll 5/6  diese Arbeit
Hisg-Cyp58273-520 Ndel / Xhol 5/7  diese Arbeit
Hise-SET-Protein Ndel / Xhol 8/9  diese Arbeit

pE-SUMO Amp Hisg-SUMO - - LifeSensors®
Hise-SUMO-Cyp58 BsmBI/Xhol 10/7  diese Arbeit

(wt, K3A, K230A, K232A,

K490A, K3,/230/232/490A)

Hisg-SUMO-Cyp58'137  BsmFl/HindIll  11/3  diese Arbeit
Hise-SUMO-Cyp5826137  BsmF1/HindIll  12/3  diese Arbeit
Hiss-SUMO-Cyp581272  BsmFI/Hindlll  11/13  diese Arbeit

pGEX-4T-1 Kan GST - - GE Healthcare®
GST-SET-Protein BamHI/Xhol 14/9  diese Arbeit
GST-14-3-3-Protein BamHI/Xhol Dr. T. REIMER?
GST-14-3-3-Protein v EcoRl1/Xhol Dr. T. REIMER?
GST-14-3-3-Protein e BamHI|/Smal Dr. T. REIMER?
GST-14-3-3-Protein ¢ BamHI/Xhol Dr. T. REIMER?
pT7argU Amp Hisg-14-3-3-Protein Dr. T. REIMER?
pT7-7 Amp Hisg-UbcH3 Ndel / BamH] K. Iwal, PhDf
pQE70 Amp  Strepll-Cypl8 Dr.S. LIEBSCHER®
pCMV-Tag 2B Kan - - - Stratagene®
FLAG-Cyp58 BamHI/Xhol 15/7  diese Arbeit
(wt, ERKT—AAAA,
ETKV—AAAA)
FLAG-Cyp581~272 BamHI1/ Xhol 15/13  diese Arbeit
FLAG-Cyp581~449 BamHI/HindIll  15/6  diese Arbeit
FLAG-Cyp58138-449 BamHI/Hindlll  16/6  diese Arbeit
FLAG-Cyp58273-520 EcoRl1/Xhol 5/7  diese Arbeit
pEGFP-C1 Kan eGFP - - Clontech”
eGFP-Cypb8 Xhol /Hindlll 17/18  diese Arbeit
pBluescriptR Amp Cyp58 imaGenes®
pCMV-SPORT6 Amp SET-Protein imaGenes®

>MPF, Halle  ®Madison, WI, USA  ©Malvern, PA, USA  9Little Chalfont, UK  ©Berlin
Prof. Kazuhiro Iwal, MD, PhD (Kyoto University, J)  &La Jolla, CA, USA " Mountain View, CA, USA
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2. Material und Methoden

Alle sonstigen verwendeten Materialien finden sich in Tabelle 2.9. In Tabelle 2.10 werden die

verwendeten Geréte aufgelistet.

Tab. 2.9: Sonstige verwendete Materialien.

Bezeichnung

Quelle

Amicon® Ultra-15 10K Zentrifugen-Filtereinheiten

Biotrace" NT Nitrocellulose-Membran
Molekularsieb 3 A

Rotilabo®—SpritzenfiIter, PES, steril 0,22 um

SERVAPOR® Dialysemembran
p-slide-8-Well
Whatman®-Papier

Millipore (Billerica, MA, USA)

Pall (Port Washington, NY, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Ibidi (Martinsried)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Tab. 2.10: Verwendete Gerite.

Bezeichnung

Hersteller

Agarose-Gel-Apparatur
AKTAprime-plus-System
Auto-Spot-Roboter ASP 222
CCD-Kamera Chemi-Smart 5000
CD-Spektropolarimeter J-710
COy-Inkubator HERAcell®

Diodenarray-Spektrophotometer HP 8452A

Elektro-Blot-Apparatur Fastblot B43
FACSort
Fluoreszenz-Spektrophotometer F-3010
Hochdruckzellaufschlussgerat TS 0.75
HPLC-System Class-LC10
Konfokalmikroskop C1

Mastercycler gradient
Mikroplatten-Lesegerat VersaMax
PAGE-Apparatur Minigel-Twin
Peristaltikpumpe P-1

pH-Meter pH 650 GLP
Spektrophotometer Nanodrop® ND-1000
Szintillationsdetektor Tri-Carb® 2100TR

Ultrazentrifuge Optima'" LE-80K, 45 Ti-Rotor
Ultrazentrifuge Optima'" XL-A, An-50 Ti-Rotor

Ultrazentrifuge WX Ultra, T-647.5-Rotor
UV-Detektor Uvicord SlI
Zentrifuge Biofuge fresco
Zentrifuge Multifuge 3SR
Zentrifuge RC 5B Plus, SLA-3000-Rotor

Biotec-Fischer (Reiskirchen)

GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Abimed Analysentechnik (Langenfeld)
Peglab (Erlangen)

Jasco (GroB-Umstadt)

Heraeus (Hanau)

Hewlett Packard ( Palo Alto, CA, USA)
Biometra (Gottingen)

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)
Hitachi (Tokyo, J)

Constant Systems (Daventry, UK)
Shimadzu Corporation (Kyoto, J)
Nikon (Tokyo, J)

Eppendorf (Hamburg)

Molecular Devices (Sunnyvale, CA, USA)
Biometra (Gottingen)

Pharmacia (Uppsala, S)

WTW (Weilheim)

Paglab (Erlangen)

Perkin Elmer (Waltham, MA, USA)
Beckman Coulter (Brea, CA, USA)
Beckman Coulter (Brea, CA, USA)
Sorvall (Langenselbold)

Pharmacia (Uppsala, S)

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Sorvall (Langenselbold)

Alle verwendeten Puffer und wéssrige Losungen wurden mit entionisiertem HoO hergestellt.

Héufig verwendete Puffer und Losungen sind in Tabelle 2.11 aufgelistet. Weitere Puffer und

Losungen sind in den entsprechenden Abschnitten angegeben.
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2. Material und Methoden

Tab. 2.11: Haufig verwendete Puffer und wassrige Losungen.

Puffer/Losung

Zusammensetzung

5x-DNA-Probenpuffer

Ampicillin-Lésung
APS-Lésung
AUZ-Puffer
Blockierungspuffer 1
Blockierungspuffer 2
Blockierungspuffer 3
BN-Anodenpuffer
BN-Gelpuffer
BN-Kathodenpuffer

BN-Probenpuffer

CaCly-Lésung
CD-Messpuffer
Chloramphenicol-Lésung

Coomassie-Entfarbelosung

Coomassie-Farbelésung

FACS-Messpuffer
Histon-Pulldown-Puffer

IPTG-Losung
Kanamycin-Loésung
Lyse-Puffer

Membran-Bindepuffer
MTT-Losung
MTT-Lyse-Losung
PBS-Puffer
Phosphatasepuffer
Phosphorylierungspuffer

PMSF-Lésung
Ponceau-S-Farbelésung
PPlase-Messpuffer 1
PPlase-Messpuffer 2
Prazipitationspuffer

Proteolyse-Puffer 1
Proteolyse-Puffer 2
Pulldown-Puffer
Sammelgelpuffer
SDS-Laufpuffer
SDS-Lésung
SDS-Probenpuffer

siRNA-Losung
Strip-Lésung A
Strip-Lésung B
TAE-Puffer
TBST-Puffer
Transferpuffer
Trenngelpuffer
Ubiquitinylierungspuffer

20mM Tris/HCI pH 8,0; 200 mMm EDTA; 25 % vi Glycerin;

0,2 % wi Bromphenolblau

100 mg/ml Ampicillin
10 % wi (NH4)2S,03

20 mMm HEPES/KOH pH 7,4; 150 mMm NaCl
3% wh Milchpulver in TBST-Puffer

1% wi BSA in TBST-Puffer

2% wn Milchpulver in PBS-Puffer

50 mM Bis-Tris/HCI pH 7,0

150 mM Bis-Tris/HCI pH7,0; 1,5 M e-Aminocapronsaure

15 mMm Bis-Tris/HCI pH 7,0; 50 mM Tricin;
0,01 % wi Coomassie® G250

100 mM Bis-Tris/HCI pH 7,0; 500 mM e-Aminocapronsaure;
5% wi Coomassie® G250; 30 % wi Saccharose

2M CaCly

5mmM Kaliumphosphatpuffer pH7,4

34 mg/ml Chloramphenicol in Ethanol (nicht wassrig)

45 % v Ethanol; 10 % v Essigsaure

10 % v Essigsaure; 30 % vA Methanol; 17,5 % v Ethanol;
0,2 % wh Coomassie® R250; 0,05 % wi Coomassie® G250

50 pg/ml Propidiumiodid; 100 ;zg/ml RNase A in PBS-Puffer
20 mMm Tris/HCI pH 7,5; 300 mm NaCl; 5% wi Saccharose;

0,1 % vA Nonidet® P-40; 1mm EDTA; 1mm DTT

1M Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid

10 mg/ml Kanamycin

50 mMm Tris/HCI pH 8,0; 150 mMm NaCl; 1% vwv Nonidet® P-40;
cOmplete® Protease-Inhibitor-Tablette (EDTA-frei)

10 mm Tris/HCI pH7,8

5mg/ml MTT in PBS-Puffer

0,6 % vAv Essigsaure; 10 % wi SDS in DMSO (nicht wassrig)

10 mM NasHPO4 pH7,4; 1,8 mM KHoPOy; 137 mM NaCl; 2,7 mm KCI
100 mMm Tris/HCI pH7,5; 200mM MgCly; 4 mMm DTT

50 mm Tris/HCI pH 8,2; 50 mm Glycerin-2-phosphat;

10 mMm MgCly; 1 mMm CaCly; 1mMm DTT
200 mM PMSF in Methanol (nicht wassrig)
0,5 % wi Ponceau S; 1% vA Essigséaure
35mm HEPES/KOH pH7,8

20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 500 mM NaCl

50 mM HEPES/KOH pH 7,05; 280 mM NaCl; 10 mm KCl;

1,5mM NaH>PQOyg4; 12 mM D-Glucose
20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 150 mM NaCl

20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mm CaCly; 1 mM MgCly

20 mMm HEPES/KOH pH 7,4; 50 mm NaCl

1,25wm Tris/HCI pH 6,8

25mM Tris/HCI pH 8,3; 190 mMm Glycin; 0,1 % wi SDS

10 % wn SDS

65 mm Tris/HCl pH 6,8; 10 % v Glycerin; 5% wi SDS;
0,05 % wir Bromphenolblau; 5% vA -Mercaptoethanol
20 uM siRNA-Duplex in bereitgestelltem Duplex-Puffer
8 M Harnstoff; 1% wi SDS; 14 mMm [-Mercaptoethanol

50 % v Ethanol; 10 % vA Essigsaure

40 mM Tris/HCI pH 8,0; 20 mMm Essigsaure; 1 mm EDTA
50 mMm Tris/HCI pH 7,5; 150 mm NaCl; 0,2 % v Tween® 20
25mM Tris/HCI pH 8,3; 150 mMm Glycin; 10 % vA Methanol

1,8M Tris/HCI pH 8,8

50 mM HEPES/KOH pH7,5; 40 mMm NaCl; 5mm MgCly; 0,5mm DTT
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2. Material und Methoden

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung von E. coli-Zellen

Die Kultivierung von E. coli-Zellen erfolgte in LB-Medium (10 g/!l Pepton, 10 g/l NaCl, 5 g/ He-
feextrakt) oder auf LB-Agarplatten (20 gl Agar-Agar in LB-Medium). Die Medien wurden au-
toklaviert und nach dem Abkiihlen nach Bedarf Antibiotika, durch eine 1:1 000-Verdiinnung aus
einer Antibiotikum-Stammlosung, zugesetzt. Die Endkonzentrationen betrugen dabei 100 pg/ml
Ampicillin, 10 pg/ml Kanamycin oder 34 pg/ml Chloramphenicol.

E. coli-Zellen wurden entweder auf LB-Agarplatten bei 37°C im Inkubator oder mit LB-
Medium in Kulturréhrchen oder Erlenmeyerkolben im Inkubationsschiittler (180min~!, 30°C
bzw. 37°C) bis zur gewiinschten Zelldichte kultiviert. Die Inokulation erfolgte entweder aus
Glycerinkulturen oder mit Einzelkolonien von LB-Agarplatten. Das Wachstum der Kulturen

wurde spektrophotometrisch iiber die optische Dichte bei 600 nm verfolgt.

2.2.2 Anlegen von Glycerinkulturen

920 pl einer E. coli-Ubernachtkultur wurden mit 80 pl 87 %igem Glycerin versetzt und anschlie-
Bend bei —80°C gelagert.

2.2.3 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Zur Transformation wurden chemisch kompetente E. coli-Zellen [174] verwendet. Nach einer
30-miniitigen Inkubation der Plasmide mit einem Aliquot kompetenter Zellen auf Eis erfolgte
ein Hitzeschock von 90s bei 42 °C und einer Abkiihlung auf Eis fiir 3 min. Anschlieend wurde
LB-Medium zugegeben und 1h bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Nach Ausbringen der Zellen auf
LB-Agarplatten in Gegenwart von Antibiotika, zur Selektion transformierter Zellen, wurden die
Zellen iiber Nacht bei 37 °C kultiviert.

2.2.4 Kultivierung von Expressionsklonen

Zur Gewinnung von rekombinantem Protein aus Expressionsklonen wurde je 11 LB-Medium
mit 50 ml einer Ubernachtkultur des Expressionsklons inokuliert und bei der gewiinschten Tem-
peratur bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm von 0,5 bis 0,7 schiittelnd inkubiert. Durch
Zugabe von IPTG-Losung (1:1 000-Verdiinnung, 1 mM Endkonzentration) wurde die Expression
induziert. Nach 4 h Kultivierung erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation (10 min, 6 000 min~?,
4°C, SLA-3000-Rotor) und anschliefiend die Lagerung des Zellpellets bei —20°C.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Praparation von Plasmid-DNA

Nach Inokulation von 5ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie von LB-Agarplatten und 16 h
Kultivierung bei 37 °C erfolgte die Priparation der Plasmid-DNA mit GenElute™ HP Plasmid-

Maxipriparations-Kit oder GenElute" Plasmid-Minipriaparations-Kit nach Herstellervorgabe.
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2. Material und Methoden

2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

™

Zur Amplifikation von DNA wurde PCR an einem Eppendorf Mastercycler mit Phusion = DNA-
Polymerase von Finnzymes oder Pfu-DNA-Polymerase von Fermentas nach Herstellervorgabe
durchgefihrt.

Kolonie-PCR erfolgte durch direkte Suspendierung von Einzelkolonien von LB-Agarplatten in
PCR-Ansétze.

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grofle erfolgte durch Agarose-Gelelektropho-
rese mit 1-2 %igen Agarose-Gelen (1-2 % w/v Agarose; 0,005 % v&7 SYBR® Safe in TAE-Puffer)
mit TAE-Puffer als Laufpuffer bei einer Spannung von 90 V. Die Proben wurden durch Zugabe
von 5x-DNA-Probenpuffer vorbereitet. Die Detektion von DNA-Banden im Gel erfolgte durch
Anregung im UV-Bereich, was eine Fluoreszenz-Emission von in DNA interkaliertem SYBR®

Safe im sichtbaren Bereich nach sich zog.

2.3.4 Klonierung

Zur Klonierung von Expressionsvektoren wurde zunéchst die Ziel-DNA von einer Matrize durch
PCR mit den entsprechenden Klonierungsprimern (Tab. 2.6) amplifiziert und nach Auftren-
nung durch Agarose-Gelelektrophorese aus dem Agarose-Gel mit dem Biozym Easypure® Gel-
Reinigungs-Kit nach Herstellervorgabe isoliert. Anschlielend wurde sowohl das Ziel-DNA-PCR-
Produkt als auch der Ziel-Vektor durch Restriktionsendonukleasen von New England Biolabs
in den empfohlenen Puffern nach Herstellervorgabe geschnitten. Die Aufreinigung des lineari-
sierten Ziel-Vektors erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung aus dem Agarose-
Gel, die Aufreinigung des geschnittenen Ziel-DNA-Fragments durch Invitek Invisorb® Fragment-
Aufreinigung nach Herstellervorgabe. Durch Fermentas T4-DNA-Ligase erfolgte nach Herstel-
lervorgabe die Ligation beider Komponenten. Der Ligationsansatz wurde in DH5a-Zellen trans-
formiert. Durch Kolonie-PCR und anschlielender Agarose-Gelelektrophorese wurden Klone mit
insertierter Ziel-DNA identifiziert. Nach der Praparation von Plasmid-DNA wurde der Erfolg
der Klonierung durch Sequenzierung (Eurofins MWG Operon, Ebersberg) tiberpriift. Tabelle 2.8
zeigt alle fiir diese Arbeit klonierten Vektoren mit den verwendeten Restriktionsschnittstellen

und Primern.

2.3.5 Ortsspezifische Mutagenese

Die ortsspezifische Mutagenese erfolgte durch Quickchange-Mutagenese. Dabei wurde mit der
Matrize und den entsprechenden Mutagenese-Primern (Tab. 2.12) durch PCR (Pfu-DNA-Poly-
merase) der gesamte Vektor mit der gewiinschten Mutation amplifiziert. Durch die Restrikti-
onsendonuklease Dpnl von New England Biolabs (Verwendung nach Herstellervorgabe) wurde
die methylierte DNA degradiert. AnschlieSend erfolgte eine Transformation in DH5a-Zellen.
Nach der Praparation der Plasmid-DNA wurde der Erfolg der Mutagenese durch Sequenzierung
(Eurofins MWG Operon, Ebersberg) tiberpriift.
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Tab. 2.12: Ortsspezifische Mutagenese. Durch Quickchange-Mutagenese und anschlieBender Expression
generierte Cyp58-Varianten und die dafiir verwendeten Matrizen und Primer.

Variante Matrize Primer
Hisg-Cyp58- Strepl|R323A pET-28a-Cyp58-Strepll 19/20
Hisg-SUMO-Cyp58K3A pE-SUMO-Cyp58 21/22
Hisg-SUMO-Cyp58K230A pE-SUMO-Cyp58 23/24
Hisg-SUMO-Cyp58K232A pE-SUMO-Cyp58 25/26
Hisg-SUMO-Cyp58K490A pE-SUMO-Cyp58 27/28
Hisg-SUMO-Cyp58K3/230/232/490A  ,E_SUMO-Cyp58K3A  29/30 & 27/28
FLAG-Cyp58ERKT—AAAA pCMV-Cyp58 31/32
FLAG-Cyp58ETKV—AAAA pCMV-Cyp58 33/34

2.4 Praparative Methoden

2.4.1 E. coli-Zellaufschluss fiir die Proteinreinigung

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die geernteten FE. coli-Zellen im Laufpuffer der ersten
Chromatographie-Saule resuspendiert und einem Hochdruckzellaufschlussgerdat TS 0.75 zuge-
fithrt. Der Zellaufschluss erfolgte durch dreimalige Hochdruckentspannung von 2,5 kBar bei 4 °C.
Nach Zugabe von Benzonase®-Nuklease zum Lysat wurde durch Ultrazentrifugation (45 min,
35000 min~!, 4°C, T-647.5-/45 Ti-Rotor) die 16sliche Fraktion von der unléslichen separiert. Je

nach Vorliegen des Zielproteins wurde der 16sliche Uberstand oder das Pellet weiterverwendet.

2.4.2 Proteinreinigung

Die Proteinreinigung erfolgte bei 4 °C durch Gravitationssédulen, durch Chromatographiesidulen
an einer Pharmacia Peristaltikpumpe P1 mit Uvicord-Detektor oder durch ein GE Healthcare
AKTAprime-plus-System. Der Erfolg der einzelnen Reinigungsschritte wurde durch SDS-PAGE

iiberpriift. Alle Sdulen wurden nach der Benutzung nach Herstellerangabe regeneriert.

Anionenaustauschchromatographie

Die Anionenaustauschchromatographie erfolgte auf einer Fractogel EMD-DEAE-650(M)-Saule.
Nachdem die Sdule mit dem angegebenen Laufpuffer dquilibriert wurde, erfolgte die Auftragung
der das Zielprotein enthaltenden Proteinlésung. Nach dem Waschen der Sdule mit Laufpuffer
wurde, je nachdem wo sich das Zielprotein befand, entweder der Durchlauf direkt weiterver-
wendet oder es erfolgte eine Elution der Sdule mit einem linearen 0-1M NaCl-Gradienten in

Laufpuffer. Das Eluat wurde fraktioniert aufgefangen.

Ni2*-Nitrilotriessigsaure-Affinitatschromatographie

Die Ni?2T-NTA-Affinititschromatographie erfolgte auf einer Séule aus Sigma His-Select® Nickel-
Affinitétsgel. Die Sdule wurde mit Laufpuffer dquilibriert und nach Auftragung der das Zielpro-
tein enthaltenden Proteinlésung mit Laufpuffer gewaschen. Durch Zugabe von 10 mM Imidazol
zum Laufpuffer wurden unspezifisch gebundene Proteine eluiert. Die Elution des gebundenen

Hisg-tag-Proteins erfolgte mit 100 mM Imidazol in Laufpuffer.
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Strep-Tactin®-Affinitatschromatographie

Die Strep-Tactin®-Affinitétschromatographie erfolgte auf einer IBA Strep-Tactin®-Sepharose-
Sédule. Nachdem die S&dule mit Laufpuffer dquilibriert wurde, erfolgte das Auftragen der das
Zielprotein enthaltenden Proteinlésung. Nach dem Waschen der Sdule mit Laufpuffer erfolgte

die Elution mit 2,5 mM D-Desthiobiotin in Laufpuffer.

Glutathion-Affinitatschromatographie

Die Glutathion-Affinitdtschromatographie erfolgte auf einer GE Glutathion-Sepharose-4B-Saule.
Die Sdule wurde mit Laufpuffer dquilibriert und anschliefend die Zielprotein enthaltende Pro-
teinlésung aufgetragen. Nach dem Waschen der Sdule mit Laufpuffer erfolgte die Elution mit
10 mM L-Glutathion in Laufpuffer.

GroBenausschluss-Chromatographie

Die GroBenausschluss-Chromatographie erfolgte an einem AKTAprime-plus-System mit einer
GE HiLoad"" 16/60 Superdex 75- oder einer GE HiLoad " 16/60 Superdex  200-Siule bei ei-

ner Flussrate von 1 mlmin. Die Sdule wurde mit Laufpuffer dquilibriert und anschliefend 2ml

™

Proteinlésung aufgetragen. Der Durchlauf wurde fraktioniert aufgefangen.

2.4.3 Dialyse

Der Pufferaustausch von Proteinlosungen erfolgte durch Dialyse. Dabei wurde die Proteinlésung
in einem SERVAPOR®-Dialyseschlauch dreimal mindestens 2h gegen 31 Zielpuffer dialysiert.

2.4.4 Proteinkonzentrierung

Die Konzentrierung von Proteinlésungen erfolgte mit Millipore Amicon® Ultra-15 Zentrifugen-
Filtereinheiten (10kDa Ausschlussvolumen) durch Zentrifugation (4000min~!, 4°C) an einer

Heraeus Multifuge-Zentrifuge 3SR.

2.4.5 Trichloressigsaure-Fallung

Die quantitative Fallung von Proteinen aus Proteinlésungen erfolgte mit Trichloressigsdure
(TCA). Dazu wurde 1 Volumen eiskalter 35 % w/v TCA-Losung zur Proteinlésung gegeben und
nach 20 min Inkubation auf Eis eine Zentrifugation (15 min, 16 000 x g, 4 °C) durchgefiihrt. Das
erhaltene Pellet wurde mit eiskaltem Aceton gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach Trock-

nung des Pellets erfolgte eine Resuspendierung in SDS-Probenpuffer.

2.4.6 Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie

Zur praparativen Trennung von Proteingemischen und zur Entsalzung von Proteinen fiir an-
schliefende massenspektrometrische Analysen diente die Umkehrphasen-Hochleistungsfliissig-
chromatographie (RP-HPLC). Es wurde eine Shimadzu Class-LC10-Anlage mit Grace Vydac®
208TP C8-Séule (4,6 mm x 250 mm; 5 ym) verwendet. Die Probevorbereitung erfolgte durch die
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Zugabe einer 1:4-Verdiinnung von 50 % v/v Essigsiure. Das Probenaufgabevolumen betrug 20 pl.
Die Chromatographie erfolgte bei 40 °C mit Laufmittel A, entgastem HoO (0,1 % v/ TFA), und
Laufmittel B, ACN (0,1 % v/v TFA), bei einer Flussrate von 1 ml/min. Die Absorption der Elution
wurde mit einem Diodenarray-Detektor bei 220 nm und 280 nm verfolgt. Die erhaltenen Peaks
wurden fraktioniert gesammelt.

Die Entsalzung von Proteinen fiir die Massenspektrometrie erfolgte bei einem Lineargradient
von 5-100 % B in 30 min. Die chromatographische Trennung der limitierten Proteolyse von Hisg-
Cyp58-Strepll (Abschn. 2.5.9) erfolgte bei einem Lineargradient von 30—65 % B in 30 min.

2.4.7 Spot-Synthese

Die Spot-Synthese wurde freundlicherweise von Dr. M. MALESEVIC (MPF, Halle) durchgefiihrt.
Dabei wurde mithilfe der Festphasenpeptidsynthese nach MERRIFIELD [175] mit Fmoc/Bu'-
Schutzgruppen-Taktik eine Peptid-Bibliothek von sich iiberlappenden Protein-abgeleiteten Pep-
tiden auf eine Cellulose-Membran nach FRANK [176] synthetisiert. Diese Peptide wurden an
definierten Positionen, so genannten Spots, mit einem (/3-Ala)s-Spacer vom C-Terminus aus mit
einem Abimed Auto-Spot-Roboter ASP 222 an die Membran synthetisiert. Es wurden Cellulose-
Membranen von Cypb8 und 14-3-3-Protein § synthetisiert, welche die Proteinsequenzen als 13-

mere mit 2 Aminosduren Verschiebung enthielten.

2.5 Analytische Methoden

2.5.1 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren und Proteinen erfolgte spektrophotometrisch
an einem Paglab Nanodrop® ND-1000. Die Grundlage dafiir ist das Lambert-Beersche Gesetz

(Gleichung 2.1), der lineare Zusammenhang zwischen Absorption A und Konzentration c:
Ay=¢ey-c-d (2.1)

e molarer Extinktionskoeffizient, d Schichtdicke der Messkiivette

Fir DNA-Losungen gilt, dass eine Absorption von A = 1 bei 260 nm und 1cm Schichtdicke
einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA entspricht. Die Konzentration von ho-
mogenen Protein-Losungen wurde iiber die Absorption bei 280 nm (Referenz: 340 nm) bestimmt.
Die Berechnung der Extinktionskoeffizienten erfolgte nach GILL & voN HIPPEL [177].

2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer molekularen Masse erfolgte durch diskontinu-
ierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [178] mit 12,5 %igen
bzw. 15 %igen SDS-PA-Gelen (Tab. 2.13) in einer Biometra Minigel-Twin PAGE-Apparatur mit
SDS-Laufpuffer bei einer Stromstérke von 15-30 mA. Die Probenvorbereitung erfolgte durch Zu-
gabe von SDS-Probenpuffer im 1:1-Verhaltnis und 5 min Erhitzen bei 95°C. Der Nachweis von
Proteinbanden in SDS-PA-Gelen erfolgte durch Coomassie-Farbung oder Western-Blot-Analyse.
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Tab. 2.13: Pipettierschema fiir Polyacrylamid-Gele.

SDS-PAGE BN-PAGE
Puffer/Losung Sammelgel Trenngel Sammelgel Trenngel
(5%) (125%) (15%) (4 %) (10 %)
H,O 1,80 ml 2,63ml 2,00l 2,13 ml 5,17 ml
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) 0,40 ml 3,13ml  3,75ml 0,44 ml 4,13 ml
Rotiphorese® Gel 40 (19:1) - - - 0,07 ml 0,65 ml
Sammelgel-Puffer 0,25 ml - - -
Trenngel-Puffer - 1,50 ml

BN-Gelpuffer

- - 1,33ml 5,00 ml
SDS-Lésung 25 pl 75 pl -

TEMED 2,5l 4 pl 8 ul 14 pl
APS-Lésung 15 ul 25 pl 21 pl 40 pl

2.5.3 Blaue Nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer molekularen Masse unter nativen Bedingun-
gen erfolgte durch Blaue Nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) mit homogenen
10 %igen PA-Gelen (Tab. 2.13) in einer Biometra Minigel-Twin PAGE-Apparatur bei einer Span-
nung von 100-180 V. Die Probenvorbereitung erfolgte durch Dialyse (20 mm Bis-Tris/HC1 pH 7,0;
500 mM e-Aminocapronsiure) und Zugabe von BN-Probenpuffer in einer 1:5-Verdiinnung. Die
PAGE-Apparatur wurde oben mit BN-Kathodenpuffer und unten mit BN-Anodenpuffer befiillt.

Der Nachweis von Proteinbanden in PA-Gelen erfolgte durch Coomassie-Farbung.

2.5.4 Coomassie-Farbung

Die PA-Gele wurden mindestens 1h in Coomassie-Farbelosung und anschliefend in Coomassie-

Entfarbelosung bis zu einer guten Sichtbarkeit der Banden schiittelnd inkubiert.

2.5.5 Western-Blot-Analyse

Die Proteine wurden zunéchst aus einem SDS-PA-Gel mit einer Biometra Fastblot B43 Elektro-
Blot-Apparatur im Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrocellulose-Membran tibertragen. Dazu wur-
den drei Lagen Whatman®-Papier, die Nitrocellulose-Membran, das SDS-Gel und drei weitere
Lagen Whatman®-Papier, welche alle zuvor mit Transferpuffer getrankt wurden, in der Appa-
ratur geschichtet. Der Elektrotransfer erfolgte 40 min bei 200mA Stromstérke. Zur Kontrolle
des erfolgreichen Transfers wurde im Anschluss die Membran kurz mit Ponceau-S-Férbelosung
inkubiert und durch HoO wieder entfarbt.

Alle Schritte zum Nachweis der gebundenen Proteine erfolgten bei 25 °C. Die Nitrocellulose-
Membran wurde 2 h mit Blockierungspuffer 1 blockiert und anschlieend 2 h mit dem priméaren
Antikérper (1:1000-Verdiinnung) in Blockierungspuffer 1 inkubiert. Nach dreimal 10 min Wa-
schen mit TBST-Puffer wurde die Membran 1h mit HRP-konjugiertem sekundiren Antikor-
per (1:1000-Verdiinnung) in Blockierungspuffer 1 inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Wa-
schen der Membran 10 min mit TBST-Puffer erfolgte die Signaldetektion durch Chemilumi-
neszenz mit GE ECL"™ Western-Blot-Detektionsreagenz oder Thermo Scientific SuperSignal®
Chemilumineszenz-Substrat an einer Peqlab CCD-Kamera Chemi-Smart 5000.

28



2. Material und Methoden

Fiir die Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP wurde Blockierungspuffer 2 verwendet.
Die Membran wurde nach dem Blockieren 1h mit Streptavidin-HRP (1:1 000-Verdiinnung) in
Blockierungspuffer 2 inkubiert.

2.5.6 Circulardichroismus-Spektroskopie

Die CD-spektroskopischen Untersuchungen erfolgten an einem temperierbaren Jasco J-710 CD-
Spektropolarimeter in Quarzglas-Kiivetten mit 1 mm Schichtdicke. Die Probenvorbereitung er-
folgte durch Verdiinnung der Proteinlésung in CD-Messpuffer.

Die Fern-UV-CD-Spektren wurden im Wellenldngenbereich von 190-250 nm (100 nm/min) bei
20°C aufgenommen. Es wurden jeweils 50 Spektren akkumuliert. Als Referenz diente das je-
weilige Pufferspektrum. Die Berechnung der mittleren molaren Elliptizitdt pro Peptidbindung
[0]x,Mmrw erfolgte iiber Gleichung 2.2:

(0] MRW = (2.2)

0y - M deg - cm?
10-¢-d-n dmol

0 (mdeg) Elliptizitdt, M (g/mol) molare Masse, ¢ (mg/ml) Massenkonzentration,
d (cm) Schichtdicke der Messkiivette, n Anzahl der Peptidbindungen

Fiir die Untersuchung der Temperaturstabilitit von Proteinen wurde die Temperatur von
20°C bis 80 °C kontinuierlich mit 60 K/h erhoht und die Elliptizitdt bei der jeweiligen Wellen-
lange mit der grofiten Differenz zwischen nativem und denaturiertem Proteinspektrum (205 nm
bzw. 222nm) verfolgt. Zur besseren Visualisierung erfolgte eine Normierung der Amplituden der

Signalanderung auf 100 %.

2.5.7 PPlase-Aktivitatstest

Die Bestimmung der PPlase-Aktivitdt von Cyp58-Proteinen und Cyp58-Fragmenten erfolgte
entweder an einem Hewlett Packard Diodenarray-Spektrophotometer HP 8452A oder einem
Hitachi Fluoreszenz-Spektrophotometer F-3010 in Quarzkiivetten mit 10 mm Schichtdicke. Es
wurden verschiedene PPlase-Aktivitdtstests verwendet, die alle auf dem Protease-gekoppelten
PPlIase-Test von FISCHER et al. [8] beruhen. Zur Verbesserung der Signalamplitude wurde ein Lo-
sungsmittelsprung nach KOFRON et al. [46] durchgefithrt. Dazu wurde das Tetrapeptid-Substrat
in iiber Molsieb getrocknetes Trifluorethanol (TFE) mit 0,5 M LiCl angelost. Diese Substrat-
Loésung mit erhohtem cis-Prolyl-Gehalt wurde direkt vor dem Start der Messung in die Puffer-
l6sung verdiinnt.

Eine Messung erfolgte mit 1,5ml (1 ml am F-3010) Gesamtvolumen unter kontinuierlichem
Riithren in PPlase-Messpuffer 1 bzw. PPlase-Messpuffer 2 bei 10°C. Der vollstédndige Messan-
satz, mit Ausnahme des Substrats, wurde 5min (8 min am F-3010) im Gerat vorinkubiert und
die Messung nach Zugabe der Substrat-Losung (1:500-Verdiinnung) gestartet. Das Messsignal
wurde durch die Aufnahme von Messpunkten aller 0,5s kontinuierlich verfolgt.

Die Auswertung der Kinetiken erfolgte, nach Ausklammerung der Mischphase (<20s), durch
nichtlineare Anpassung an die Exponentialfunktion einer Reaktion erster Ordnung. Die ermit-

telte apparente Geschwindigkeitskonstante kapp, ist die Summe der Geschwindigkeitskonstanten
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fiir die unkatalysierte Reaktion kynkat und die enzymkatalysierte Reaktion kep, (Gleichung 2.3):

kenz = kapp - kunkat (23)

Als MaB fiir die PPIase-Aktivitit diente die Spezifitdtskonstante kcat/Kr,, die auch als ka-
talytische Effizienz bezeichnet wird. Unter den verwendeten Messbedingungen ([S]«Ky,) ldsst
sich die Michaelis-Menten-Gleichung mithilfe der Geschwindigkeitsgleichung fiir eine Reaktion
erster Ordnung zu Gleichung 2.4 vereinfachen. kc,t/Ky, entspricht dem linearen Anstieg einer
Auftragung der berechneten Geschwindigkeitskonstanten der enzymkatalysierten Reaktion key,
in Abhéngigkeit von der PPlase-Konzentration im Messansatz [E].

kcat _ kenz (24)

kcar Wechselzahl, K, Michaelis-Konstante, [E] Enzymkonzentration

Die angegebenen Messwerte sind Mittelwerte einer Doppel- bis Vierfachbestimmung. Fehler-

balken entsprechen der Standardabweichung.

Protease-gekoppelter PPlase-Test

Die isomerspezifische Proteolyse [8] erfolgte mit 0,5 mg/ml a-Chymotrypsin bzw. 60 pg/ml Trypsin
im Messpuffer. Als Substrat-Losung diente 25 mM Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA bzw. Suc-Ala-
Ala-Pro-Arg-pNA in 0,5M LiCl/TFE (Xaa = Ala, Glu, Gly, His, Leu, Lys, Phe) mit einer
Endkonzentration von 50 uM im Messansatz. Die Prolyl-cis/trans-Isomerisierung wurde nach
Losungsmittelsprung indirekt, durch die proteolytische Freisetzung von p-Nitroanilin, iber die
Absorption bei 390nm (Referenz: 510nm) verfolgt. Wenn nicht anders vermerkt, erfolgte die

Messung mit a-Chymotrypsin als isomerspezifische Protease.

Protease-freier PPlase-Test

Der Protease-freie PPlase-Test erfolgte nach JANOWSKI et al. [179]. Zur Unterbindung von Pro-
teinadsorption an die Kiivettenwand wurde dem Messpuffer 1 uM BSA zugesetzt. Als Substrat-
Losung diente 25 mM Suc-Ala-Ala-Pro-Yaa-pNA in 0,5 M LiCl/TFE (Yaa = Arg, Phe) mit 50 um
Endkonzentration im Messansatz. Die Prolyl-cis/trans-Isomerisierung wurde nach Losungsmit-
telsprung direkt, durch Ausnutzung des geringen Unterschieds der Extinktionskoeffizienten von

cis- und trans-Isomer, tiber die Absorptionsdnderung bei 330 nm (Referenz: 510 nm) verfolgt.

Fluoreszenz-basierter Protease-freier PPlase-Test

Der Fluoreszenz-basierte Protease-freie PPIlase-Test erfolgte nach GARCIA-ECHEVERRIA et al.
[180]. Analog zum Protease-freien PPlase-Test wurde dem Messpuffer 1 uM BSA zugesetzt. Als
Substrat-Losung diente 500 uM Abz-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA in 0,5M LiCl/TFE mit 1 uM Endkon-
zentration im Messansatz. Die Prolyl-cis/trans-Isomerisierung wurde nach Losungsmittelsprung

direkt, aufgrund einer Verringerung der Substrat-internen Fluoreszenzléschung beim Ubergang
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vom cis- zum trans-Zustand, tiber die Zunahme der Fluoreszenz bei 420 nm (Anregung: 320 nm;

Spaltbreiten: 5nm/5nm) verfolgt.

Einfluss von Proteinen und Inhibitoren auf die PPlase-Aktivitat

Partnerproteine bzw. Inhibitoren wurden zusammen mit Cyp58 bzw. Cypb8-Fragmenten im
Messansatz vorinkubiert. Partnerproteine wurden direkt aus ihren Stammlésungen in den Mess-
ansatz verdiinnt. CsA und CsA-Derivate wurden in DMSO angel6st und anschliefend in den
Messansatz verdiinnt, wobei DMSO immer mit 1 % v/v Endkonzentration vorlag.

Zur Auswertung wurde der Mittelwert der PPIase-Aktivitat der Kontrollmessungen auf 100 %
gesetzt und die Aktivitdt in Gegenwart von Protein bzw. Inhibitor relativ dazu aufgetragen. Die
PPlase-Aktivitdt von Cyp58 bzw. Cypb8-Fragmenten im Gemisch mit Partnerproteinen wurde
durch Abzug der durch Verunreinigungen der Partnerproteine eingebrachten PPlase-Aktivitét
korrigiert.

Die Auswertung der CsA-Inhibitionskurven erfolgte nach halblogarithmischer Auftragung
durch nichtlineare Anpassung (Gleichung 2.5) und Extrapolation auf 0 % PPIase-Aktivitét.

maxr — min

- 1+ (1’/1050)_”1{

y (2.5)
mazx maximaler Wert, min minimaler Wert, IC's¢ mittlere inhibitorische Konzentration,

ny Hill-Koeffizient

2.5.8 Ubiquitin-Protein-Ligase-Aktivitatstest

Die Bestimmung der E2-Préferenz von Cypb8 erfolgte mit dem ENZO Ubiquitinylierungs-Kit
nach Herstellervorgabe. Alle Komponenten des Ubiquitinylierungssystems aufler Cyp58 lagen
darin als x-fache Loésungen vor. Die finalen Konzentrationen im Ansatz waren 100nM Hisg-
UBEL, 2,5 um Hisg-E2 (UbcH1, UbcH2, UbcH3, UbcHb5a, UbcH5b, UbcH5¢, UbcH6, UbcH?7,
UbcHS8, UbcH10 oder UbcH13), 2,5 uM biotinyliertes Ubiquitin (Bt-Ub), 2 uMm Cyp58, 1 mm DTT
und 5mM ATP (5mM EDTA in Ansétzen ohne ATP). Die Reaktion erfolgte in bereitgestelltem
Puffer 2h bei 30 °C.

Zur Untersuchung der Aktivitdt von Hisg-UBE1 und Hisg-UbcH3 erfolgte eine Analyse zur
Ausbildung von Ubiquitin-Thioester-Konjugaten nach PTAK et al. [181]. Dabei wurden 2,5 pg/ml
Bt-Ub mit 37,5nM Hisg-UBEL allein bzw. zusammen mit 300 nM Hisg-UbcH3 in Ab- und An-
wesenheit von 5mM ATP 10 min bei 30 °C in Ubiquitinylierungspuffer inkubiert. Durch Zugabe
von EDTA (50 mM Endkonzentration) wurde die Reaktion gestoppt. Die Probenvorbereitung
fiir die SDS-PAGE erfolgte durch Zugabe von SDS-Probenpuffer ohne S-Mercaptoethanol und
ohne Erhitzen. Einem Teil der Proben wurde DTT (100 mM Endkonzentration) zugesetzt und
5min bei 95 °C erhitzt.

Die Autoubiquitinylierung von 2,5-10 uM Cyp5b8-Protein erfolgte in Ubiquitinylierungspuffer
mit 37,5nM Hisg-UBE1, 300nM Hisg-UbcH3, Bt-Ub/Ubiquitin und 5mM ATP durch 2h In-
kubation bei 30°C. Die Experimente wurden sowohl mit 2,5 ug/ml Bt-Ub allein als auch im
Gemisch mit 25 pug/ml Ubiquitin durchgefiihrt. Als einziger Unterschied zeigte sich eine gerin-

31



2. Material und Methoden

gere Signalintensitét in den Experimente mit Bt-Ub/Ubiquitin-Gemisch. Durch Zugabe von
SDS-Probenpuffer und 5 min Erhitzen bei 95 °C wurde die Reaktion abgestoppt.

Die Untersuchung aller Proben erfolgte durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen
Streptavidin-HRP zur Detektion von Bt-Ub.

2.5.9 Limitierte Proteolyse
Stabilitat von Cyp58 im Protease-gekoppelten PPlase-Test

8 uM Hisg-Cyp58273 449 bzw. Cyp58 wurden in PPlase-Messpuffer 2 mit 0,5 mg/ml a-Chymo-
trypsin bei 10°C inkubiert und die Proteolyse nach 10 min durch Zugabe von PMSF-Lésung
(1:100-Verdiinnung, 2 mM Endkonzentration) abgestoppt. Im Anschluss erfolgte SDS-PAGE und

Coomassie-Farbung.

Limitierte Proteolyse von Cyp58

5 uM Hisg-Cyp58-Strepll wurden in Proteolyse-Puffer 1 mit 4 U/ml Trypsin bei 25°C proteo-
lysiert. Dabei wurden dem Ansatz nach verschiedenen Zeitpunkten Proben entnommen und
die Proteolyse durch Zugabe von PMSF-Loésung (1:100-Verdiinnung, 2 mM Endkonzentration)
abgestoppt. Im Anschluss erfolgte SDS-PAGE und Coomassie-Farbung.

Zur Isolierung der Hisg-Cyp58-Strepll-Fragmente durch RP-HPLC wurden 30 pM Hisg-Cyp58-
Strepll mit 24 U/ml Trypsin bei 25 °C proteolysiert und die Reaktion nach 90 min abgestoppt.

Limitierte Proteolyse von SET-Protein

3 uM Hisg-SET-Protein wurden in Proteolyse-Puffer 2 mit 200nM GzmA proteolysiert. Dabei
wurde je ein Ansatz mit und ohne 12 uM Hisg-Cyp58-Strepll bei 37 °C inkubiert und nach ver-
schiedenen Zeitpunkten Proben entnommen. Durch Zugabe von PMSF-Losung (1:100-Verdiin-
nung, 2mM Endkonzentration) zu den Proben wurde die Proteolyse abgestoppt. Im Anschluss
erfolgte SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Anti-SET-AK.

2.5.10 Pulldown-Experimente
Strepll-Pulldown-Experiment

Zur Identifizierung von Interaktionspartnern von Cyp58 wurden Strepll-Pulldown-Experimente
bei 4 °C durchgefiihrt. Hisg-Cyp58-Strepll wurde durch Pellet-Solubilisierung, Ni?t-NTA-Affini-
tdtschromatographie unter denaturierenden Bedingungen und Séulen-Riickfaltung vorgereinigt
(Abschn. 3.2). Nach der Immobilisierung von Hisg-Cyp58-Strepll an einer Strep-Tactin®-Sepha-
rose-Séule wurde zunéchst mit Pulldown-Puffer gewaschen. Im Anschluss folgte die Inkubati-
on der Siule mit 5ml Benzonase®-Nuklease-behandeltem HeLa-Zelllysat in Lyse-Puffer. Einem
weiteren Waschschritt mit Pulldown-Puffer folgte die Elution durch 2,5 mM D-Desthiobiotin in
Pulldown-Puffer. Die komplette Elution wurde einer TCA-Féllung unterzogen, das Pellet in
50 pul SDS-Probenpuffer aufgenommen, 5 min bei 95 °C erhitzt und einer SDS-PAGE zugefiihrt.
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Nach Coomassie-Féarbung wurden Proteinbanden ober- und unterhalb der Hisg-Cyp58-Strepll-
Bande aus dem SDS-PA-Gel ausgeschnitten und durch In-Gel-Verdau, Nano-LC-ESI-MS/MS
und MASCOT 2.2 untersucht (Abschn. 2.5.15).

GST-Pulldown-Experiment

Fir in wvitro-Interaktionsstudien wurden GST-Pulldown-Experimente bei 10°C durchgefiihrt.
Dazu wurden 50 pl Glutathion-Sepharose-4B-Suspension mit 500 ul E. coli-Zelllysat mit expri-
miertem GST bzw. GST-Fusionsprotein (20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 150 mM NaCl) 1h schiit-
telnd inkubiert (1000min~!). Nach zweimal 10 min Waschen mit Pulldown-Puffer wurde die
Glutathion-Sepharose 4B mit 300 ul HeLa-Zelllysat in Lyse-Puffer 1h schiittelnd inkubiert. Im
Anschluss daran wurde die Glutathion-Sepharose 4B zweimal 10 min mit Pulldown-Puffer gewa-
schen und abschlieBend mit 50 ul SDS-Probenpuffer 5 min bei 95°C erhitzt. Die Untersuchung
der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse.

Fir das GST-Pulldown-Experiment zur Untersuchung des Einflusses von Cyp58 auf die Hi-
ston-Bindung von SET-Protein wurden abweichende Bedingungen verwendet. Es wurde bei 25 °C
gearbeitet und als Puffer diente Histon-Pulldown-Puffer nach KARETSOU et al. [182]. Anstatt
HeLa-Zelllysat wurden 0,33 mg/ml Gesamt-Histon in Histon-Pulldown-Puffer in Ab- und Anwe-
senheit von 30 uM Cypb8 eingesetzt. Im Anschluss wurde viermal mit Histon-Pulldown-Puffer

gewaschen.

2.5.11 Bindungsstudien mit Peptid-Bibliotheken

Fiir die Bindungsstudien wurde die durch Spot-Synthese (Abschn. 2.4.7) generierte Cellulose-
Membran zunéchst je dreimal 10 min mit Methanol, HoO und Membran-Bindepuffer dquilibriert.
Anschlieflend erfolgte die Inkubation 3h mit 10 um 14-3-3-Protein 3, 10 uM Hisg-Cyp58-Strepll,
2,5 uM GST-SET-Protein oder 1,5 uM Hisg-SET-Protein in Membran-Bindepuffer bei 25 °C. Un-
gebundenes Protein wurde durch kurzes Waschen mit Membran-Bindepuffer entfernt.

Der Nachweis der gebundenen Proteine erfolgte durch Western-Blot-Analyse. Der Transfer
erfolgte dabei mit 80 mA Stromstérke zunéchst fiir 30 min, zur Entfernung unspezifisch gebun-
denem Proteins, und im Anschluss noch einmal fiir 90 min.

Zur Regeneration der Membran wurde je dreimal 10 min mit HoO, Strip-Lésung A und Strip-

Losung B inkubiert.

2.5.12 Analytische GroBenausschluss-Chromatographie

Die analytische Grofienausschluss-Chromatographie (20 mm HEPES pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mm
DTT) erfolgte an einem AKTAprime-plus-System mittels GE HiLoad' " 16/60 Superdex " 200-
Sdule mit einer Flussrate von 0,8 ml/min bei 4 °C. Nach Aquilibrierung der Siule mit Laufpuffer
wurden 2 ml 40 uM Hisg-Cyp58-Strepll bzw. eine Losung eines Eichproteinmix (Boehringer Com-
bithek) aufgetragen.

Die Auswertung erfolgte durch Auftragung der Elutionsvolumen der Eichproteine gegen den
dekadischen Logarithmus ihrer molekularen Massen. Nach linearer Anpassung wurde mittels der

Geradengleichung die apparente molekulare Masse von Hisg-Cyp58-Strepll bestimmt.
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2.5.13 Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation wurde freundlicherweise von Dr. H. LiLiE (Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg) durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten an einer Beckman Optima
XL-A Ultrazentrifuge mit An-50 Ti-Rotor und Doppelsektorzellen bei 20 °C. 5 uM Hisg-Cyp58-
Strepll in AUZ-Puffer wurden in einem Sedimentationsgleichgewichtsexperiment tiber 90 h bei
einer Drehzahl von 6 000 min~—! untersucht. Die Anpassung der Daten erfolgte nach der Svedberg-

Gleichung.

2.5.14 Phosphatase-Aktivitatstest und Inhibition von PP2A

Abbildung 2.1 zeigt eine schematische Darstellung der Phosphatase- Aktivitdtsbestimmung.

Zentrifugation
Phosphorylase-Kinase ETINT = &
Szintillations- | Uberstand
[1-33P]-ATP Reaktionsansatz detektor
’Phosphorylase b *{Phosphorylase a ‘ Pellet
ADP ’Phosphorylase a ‘

TCA-Fillung N

’Phosphc;rylase b ‘—I— ’Phosphorylase b‘

Abb. 2.1: Prinzip der Bestimmung der Phosphatase-Aktivitat. PP2A, Protein-Phosphatase 2A; TCA,
Trichloressigsaure; 33P;, 33P-markiertes anorganisches Phosphat.

Praparation von [33P]-Phosphorylase a

12,5 mg/ml Phosphorylase b wurden in Phosphorylierungspuffer mit 0,3mm ATP und 85 uCi
[y-33P]-ATP durch 0,5mg/ml Phosphorylase-Kinase in 2h bei 30°C zu [*3P]-Phosphorylase a
phosphoryliert. Durch Zugabe des zweifachen Volumens an eiskalter (NH4)2SO4-Losung (50 %
Sattigung) wurde die Reaktion abgestoppt und die Proteine damit reversibel gefillt. Nach 30 min
Inkubation auf Eis erfolgte eine Zentrifugation (15 min, 16000 x g, 4°C). Das Proteinprézipitat
wurde in Puffer (50 mm Tris/HCI pH7,2; 1mM DTT) aufgenommen und gegen selbigen dialy-
siert. Die Lagerung der [33P]-Phosphorylase-a-Losung erfolgte bei 4 °C.

Dephosphorylierungstest

Je Reaktionsansatz wurden 10 ul [*3P]-Phosphorylase-a-Lésung zu 10 ul Phosphatasepuffer mit
10 mg/ml BSA und 100 nM Protein-Phosphatase 2A (PP2A) gegeben. Nach Inkubation bei 30 °C
wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 Volumen 35 % w/vy TCA-Losung gestoppt. Anschliefend
erfolgte 10 min Inkubation auf Eis und Zentrifugation (15 min, 16 000 x g, 4°C). Der Zentrifuga-
tionsiiberstand wurde mit 1 ml Rotiszint® eco plus Szintillationscocktail versetzt und nach 30 min
Inkubation im Dunkeln durch einen Perkin Elmer Szintillationsdetektor Tri-Carb® 2100TR un-
tersucht.

Die Inhibition der PP2A-Aktivitéat erfolgte durch Zugabe von 100 nM Okadaséure bzw. 1 uM
Hisg-SET-Protein zum Dephosphorylierungsansatz und Abstoppen der Reaktion nach 60 min.
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2.5.15 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrischen Analysen wurden freundlicherweise durch Dr. A. SCHIERHORN
(MPF, Halle) durchgefithrt. Die durch molekulare Massenbestimmung bzw. Sequenzierung zu

untersuchenden Proteine wurden zuvor durch RP-HPLC gereinigt und entsalzt (Abschn. 2.4.6).

Molekulare Massenbestimmung der Proteine

Die Protein-Spektren wurden mit einem ESI-Q-TOF2-Massenspektrometer (Waters, Manches-
ter, UK), ausgestattet mit einer NanoSpray®-Quelle, aufgenommen. Die Proben wurden iiber
einen PicoTip® (New Objective, Cambridge, MA, USA) mit einer Spritzenpumpe (Harvard
Apparatus, MA, USA) mit einer Flussrate von 300 nl/min injiziert. Die Dekonvolution der mehr-
fachgeladenen Ionen zum einfach geladenen Zustand erfolgte durch den Software-Algorithmus
MaxEnt1 (Waters, Manchester, UK).

Sequenzierung mit In-Source Decay (I1SD)

Die N-terminale Sequenzierung der Proteine mittels ISD erfolgte am Ultraflex-II TOF/TOF-
Massenspektrometer (Bruker Daltonik, Bremen). 1ul der Proteinlésung wurde mit 1 pul 2,5-
Dihydroxybenzoesaure (DHB-Matrix, 7mg gelost in 100 ul Methanol) gemischt und auf den
Probentrager aufgebracht. Fiir die Steuerung des Instruments und die Datenanalyse wurden
die Programme Flex Control 2.4, Flex Analysis 2.4 und Biotools 3.0 eingesetzt. Fiir die externe

Kalibrierung wurde eine Peptid-Kalibrier-Mischung (Bruker Daltonik, Bremen) verwendet.

Proteinidentifizierung mit Nano-LC-ESI-MS/MS

Die Proteinidentifizierung aus SDS-PA-Gelen erfolgte durch In-Gel-Verdau, Nano-HPLC, MS/
MS-Analyse und anschlielender Datenverarbeitung.

Die Proteinbanden wurden aus dem Gel ausgeschnitten, dreimal mit HoO, zweimal mit 10 mM
NH4HCOj3 und final mit 10mm NH4HCOg3 in 50 % v/v ACN gewaschen. Die Gelstiicke wurden
unter einem sanften Stickstoffstrom getrocknet, wieder in 20 ul 10 mM NH4HCO3 gequollen und
anschlieend mit Trypsin (Promega, Madison, WI, USA) iiber Nacht bei 37 °C proteolysiert.

Die tryptischen Peptide wurden aus den Gelstiicken extrahiert und in eine CapLC (Micro-
mass, Manchester, UK), ausgestattet mit Autosampler und Hilfspumpe, injiziert. 4 ul wurden
iiber ,,microliter pickup“~-Modus injiziert und durch eine Symmetry 300" (350 ym x 5mm) C18-
trap-Saule (Waters, Milford, MA, USA) on-line entsalzt. Die Peptide wurden auf einer Atlantis
NanoEase " (75 um x 15cm; 3 um) dC18-Séule (Waters, Milford, MA, USA) bei einem Linear-
gradient von 5-60 % B in 30 min getrennt. Danach wurde das Verhéltnis innerhalb von 10 min
auf 95% B gewechselt. Dieses Verhéltnis wurde 4 min aufrecht erhalten und anschliefend zu
den Ursprungsbedingungen zuriickgekehrt. A: 5% v/v ACN/H20 (0,1 % v/v Ameisenséure); B:
95 % v/v ACN/H50 (0,1 % vy Ameisenséure)

Datenabhingige MS/MS-Experimente wurden an einem Q-TOF2-Massenspektrometer (Wa-
ters, Manchester, UK), ausgestattet mit einer modifizierten nano-ESI-Quelle zum Halten eines
PicoTip® (New Objective, Cambridge, MA, USA), durchgefiihrt. Die Kollisionsenergie wurde
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wahrend der Messung entsprechend dem Masse zu Ladungsverhéltnis der Ionen variiert. Nur
zweifach- und dreifach-geladene Ionen wurden fragmentiert. Die Daten wurden im MS-Modus
mit 1s/Scan und im MS/MS-Modus mit 3s/Scan aufgenommen. Die Messdaten wurden pro-
zessiert und die erstellte Peakliste mittels der Suchmaschine MASCOT 2.2! (Matrix Science,
London, UK) gegen die MSDB Proteinsequenz-Datenbank gesucht.

2.6 Zellkultur

2.6.1 Kultivierung von HelLa-Zellen

Die Kultivierung von HeLa-Zellen erfolgte nach den Vorgaben der ATCC (Manassas, VA, USA)
im COg-Inkubator (8,5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit, 37 °C) in DMEM (10 % v/v FBS) als Kul-
turmedium. Das Passagieren der Zellen erfolgte durch Ablésen mit PAA Trypsin-EDTA.

2.6.2 Hela-Zellernte und Erstellen von HelLa-Zelllysaten

Die Zellernte von HeLa-Zellen erfolgte entweder durch direktes Lysieren der Zellen auf der Zell-
kulturplatte oder durch Ablésen der Zellen mit Trypsin-EDTA.

Im ersten Fall wurden nahezu konfluent gewachsene HeLa-Zellen (ca. 1 x 10°) eines Wells einer
6-Well-Zellkulturplatte zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und die Zellen durch Zugabe von
100zl Lysepuffer lysiert. Fiir 75 cm?-Zellkulturflaschen wurden 500 pl, fiir 24-Well-Zellkultur-
platten 40 ul und fiir 96-Well-Zellkulturplatten 20 ul Lysepuffer verwendet. Nach der Zellernte
mit einem Zellschaber erfolgte die Klarung des Lysats durch Zentrifugation (15 min, 16 000 X g,
4°C). Der Uberstand wurde als HeLa-Zelllysat verwendet oder fiir die SDS-PAGE mit SDS-
Probenpuffer versetzt.

Im zweiten Fall wurden nahezu konfluent gewachsene HeLa-Zellen (ca. 1 x 10%) zweimal mit
PBS-Puffer gewaschen und anschliefend durch PAA Trypsin-EDTA (5min, 37°C) abgelost.
Nach Zugabe von frischem Kulturmedium erfolgte eine Zentrifugation (5min, 300 x g, 25°C)

der Zellen und die Resuspendierung im gewiinschten Puffer.

2.6.3 Transfektion von HelLa-Zellen

Die transiente Transfektion von HeLa-Zellen erfolgte durch Calciumphosphat-Methode nach
JORDAN & WURM [183]. Dabei wurden fiir die Transfektion eines Wells einer 6-Well-Zellkultur-
platte 8 ug Plasmid-DNA in 87,5 ul HoO mit 12,5 ul CaCly-Lésung versetzt. Durch Zugabe von
100 pl Prézipitationspuffer erfolgte die Féllung des DNA-Calciumphosphat-Komplexes. Nach
15min Inkubation bei 25°C wurde das Prazipitat tropfenweise zu 50-70 %-konfluenten HeLa-
Zellen (ca. 7 x 10°) in 2ml Kulturmedium gegeben und die Zellkulturplatte fiir 18 h kultiviert.
Anschlieend wurde zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und neues Medium zugegeben. Nach
weiteren 30 h Kultivierung erfolgte die Zellernte. Fiir die Transfektion von 75 cm?-Zellkulturfla-
schen wurden das 7,5-fache, fiir 24-Well-Zellkulturplatten das 0,25-fache und fiir 96-Well-Zell-

kulturplatten das 0,05-fache der Mengen und Volumina eingesetzt.

Thttp://www.matrixscience.com/
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2.6.4 Induktion von RNAIi in HelLa-Zellen

Die RNAi in HeLa-Zellen wurde durch siRNA induziert [184]. Dabei wurden 50-70 %-konfluente
HeLa-Zellen mit dem OriGene Trilancer-27-siRNA-Kit gegen Cyp58 (Tab. 2.14) und PAA Nano-
fectin siRNA nach Herstellervorgabe transient transfiziert. Fiir die Transfektion eines Wells einer
6-Well-Zellkulturplatte wurden zunéchst 5 ul Nanofectin in 120 ul DMEM (serumfrei) mit 5 ul
siRNA-Losung in 160 ul DMEM (serumfrei) vereinigt. Der Nanofectin/siRNA-Mix wurde 20 min
bei 25 °C inkubiert und anschlieBend tropfenweise zu den Zellen (ca. 7 x 10°) in 2 ml Kulturme-
dium gegeben (Endkonzentration: 50 nM siRNA-Duplex). Nach 4 h Kultivierung wurde zweimal
mit PBS-Puffer gewaschen, neues Medium zugegeben und weitere 44 h kultiviert. Fir die Trans-
fektion von 24-Well-Zellkulturplatten wurde das 0,25-fache und fir 96-Well-Zellkulturplatten

das 0,05-fache der Volumina eingesetzt.

Tab. 2.14: Sequenzen der siRNA-Duplexe gegen Cyp58. Aus OriGene Trilancer-27-siRNA-Kit.

Bezeichnung Sequenz

siRNA{ 5'-rGrGrArArCrArGrCrUrArArArUrArUrCrArArGrGrCrCrAAG-3’
siRNA, 5'-rUrCrArUrGrCrUrArArGrArArCrArArGrArArCrUrGrCrGCC-3'
siRNA;3 5'-rGrGrCrArGrUrArArCrUrGrGrCrUrUrGrUrArArGrArGrGCT-3’
siRNAgr  universeller scrambled-siRNA-Duplex als Negativ-Kontrolle

2.6.5 Untersuchung des Proteinabbaus

HeLa-Zellen (ca. 1,2 x 10°) in 24-Well-Zellkulturplatten wurden entweder mit pCMV-Cyp58
(Abschn. 2.6.3) oder mit OriGene Trilancer-27-siRNA-Kit gegen Cyp58 (Abschn. 2.6.4) transient
transfiziert (jeweils fiinf Wells). 48h nach der Transfektion wurde das Kulturmedium gegen
frisches Kulturmedium mit 200 pg/ml Cycloheximid (CHX) ausgetauscht. Nach Oh, 2h, 4h, 8h
und 16 h weiterer Kultivierung in Gegenwart von CHX wurde je ein Well geerntet. Die Proben
wurden durch SDS-PAGE separiert und durch Western-Blot-Analyse gegen Anti-Cyp58-AK,
Anti-o-Tubulin-AK, Anti-SET-AK, Anti-panl4-3-3-AK, Anti-Histon-H3-AK, Anti-Histon-H2B-
AK, Anti-G-Aktin-AK und Anti-GAPDH-AK untersucht.

2.6.6 Untersuchung des Proteingehalts im Verlauf des Zellzyklus

Synchronisation der HeLa-Zellen, Zellernte und Durchflusszytometrie wurden freundlicherweise
von M. SCHUMANN (MPF, Halle) durchgefiihrt.

HeLa-Zellen (ca. 7 x 10°) in 6-Well-Zellkulturplatten wurden zu Beginn der S-Phase arre-
tiert, indem das Kulturmedium gegen Kulturmedium mit 2 mM Thymidin ausgetauscht wurde.
Kontroll-Zellen erhielten frisches Medium ohne Thymidin. Nach 24 h Kultivierung wurden die
Zellen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen, frisches Kulturmedium zugegeben und weiter kul-
tiviert. Die Zellernte von synchronisierten Zellen erfolgte nach verschiedenen Zeitpunkten, von
nicht synchronisierten Kontroll-Zellen nach 9 h. Dabei wurde zu jedem Zeitpunkt ein Well durch
Ablésen mit Trypsin-EDTA und ein Well mit Lysepuffer geerntet.

Die mit Trypsin-EDTA geernteten Zellen wurden in PBS-Puffer resuspendiert, zentrifugiert
(5min, 300 x g, 25°C) und durch Resuspendierung in eiskaltem 80 % v/v Ethanol fixiert. Nach
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mindestens 10 min Inkubation wurde zentrifugiert, die Zellen in FACS-Messpuffer resuspendiert
und wieder 30 min inkubiert. Die anschliefenden durchflusszytometrischen Untersuchungen er-
folgten an einem BD FACSort.

Die mit Lysepuffer geernteten Zellen wurde durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse ge-
gen Anti-Cyp58-AK, Anti-SET-AK und Anti-5-Aktin-AK untersucht.

2.6.7 MTT-Test

HeLa-Zellen (ca. 2 x 10%) in einer 96-Well-Zellkulturplatte wurden entweder mit pCMV-Cyp58
(Abschn. 2.6.3) oder mit OriGene Trilancer-27-siRNA-Kit gegen Cyp58 (Abschn. 2.6.4) transi-
ent transfiziert (jeweils fiinf Wells). Finf weitere Wells wurden nicht transfiziert, aber ansonsten
gleich behandelt wie die transfizierten Wells. 48h nach Transfektion wurden in je einem der
fiinf Wells die Zellen geerntet (Abschn. 2.6.2). In die verbliebenen Wells wurden je 20 ul MTT-
Losung gegeben und die Zellkulturplatte 2 h weiter kultiviert. Nach vorsichtigem Absaugen des
Mediums wurden zur Solubilisierung des Farbstoffs je 100 ul MTT-Lyse-Losung zugegeben und
die Zellkulturplatte 10 min leicht schiittelnd inkubiert. Die Quantifizierung des gebildeten Farb-
stoffs erfolgte photometrisch an einem Molecular Devices Mikroplatten-Lesegerdt VersaMax bei
570nm (Referenz: 660 nm). Die angegebenen Messwerte sind Mittelwerte einer Vierfachbestim-
mung. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

Die geernteten Zellen wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Anti-Cyp58-
AK auf ihren Cyp58-Proteingehalt hin untersucht.

2.6.8 Konfokale Mikroskopie

HeLa-Zellen (ca. 7 x 10°) in 6-Well-Zellkulturplatten wurden entweder mit pEGFP-Cyp58 (Ab-
schn. 2.6.3) oder mit OriGene Trilancer-27-siRNA-Kit gegen Cyp58 (Abschn. 2.6.4) transient
transfiziert. 42 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit PAA Trypsin-EDTA abgelost, in
Ibidi p-slide-8-Wells {iberfithrt und weitere 6 h kultiviert. Entweder wurden die Zellen im An-
schluss daran lebend untersucht oder zur Beobachtung von indirekter Immunfluoreszenz weiter
behandelt. Nicht transfizierte HeLa-Zellen wurden ebenfalls spétestens 6 h vor der weiteren Be-
handlung in Ibidi p-slide-8-Wells iiberfiihrt. Alle folgenden Schritte erfolgten bei 25 °C. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS-Puffer gewaschen, 10 min mit 4 % w/v Paraformaldehyd in PBS-Puffer
fixiert und erneut zweimal mit PBS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen 2 min
mit Methanol permeabilisiert, mit PBS-Puffer gewaschen, 5min mit 2% w/v Glycin in PBS-
Puffer inkubiert, mit PBS-Puffer gewaschen und 1h mit Blockierungspuffer 3 blockiert. Nach
30 min Inkubation mit primarem Antikérper (1:150-Verdiinnung) in Blockierungspuffer 3 folgten
drei Waschschritte mit Blockierungspuffer 3 und anschlieffend 30 min Inkubation mit Chemicon
DAPI-Losung (1:750-Verdiinnung) und Fluorophor-gekoppeltem sekundéren Antikérper (1:150-
Verdiinnung) in Blockierungspuffer 3. AbschlieBend wurde noch dreimal mit Blockierungspuf-
fer 3 gewaschen und die Zellen mit PBS-Puffer iiberschichtet.

Die Konfokalmikroskopie erfolgte an einem Nikon Konfokalmikroskop C1 mit drei separaten
Lasern (404 nm, 488 nm, 561 nm; Melles Griot, Albuquerque, NM, USA) und dem Objektiv PL
APO 60x (Oil) mit numerischer Apertur von 1,4.
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3 Ergebnisse

3.1 Sequenzanalyse von Cyp58

Fiir Cyp58 sind eine U-Box-Doméne und eine PPIase-Doméne vorhergesagt (Abb. 1.3). Des-
halb wurde die Primérstruktur von Cyp58 mithilfe des Programms ClustalW2! sowohl mit vier
weiteren U-Box-Doménen-Proteinen als auch mit dem prototypischen Cypl8 verglichen.

Der Vergleich der U-Box-Doménen zeigte eine relativ geringe Sequenzhomologie von Cyp58
zu den anderen U-Box-Doménen-Proteinen (Abb. 3.1A). Die U-Box-Doméne von Cyp58 besitzt
23 % Identitdt mit CHIP, 14 % mit Ube4A, 19 % mit Ube4B und 21 % mit Prpl9.

Beim Vergleich der PPIase-Doméne von Cyp58 mit Cypl8 (Abb. 3.1B) zeigte sich eine Se-
quenzidentitidt von 44 %. An der PPlase-Aktivitidt von Cypl8 beteiligte Reste [115, 185] sind
mit Ausnahme von Trp'?! alle auch in Cyp58 vorhanden.

A CHIP 225 RDIPDYLCGKISFELMREPCITPSG-ITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQE 278
Ube4A 986 ADACDEFLDPIMSTLMCDPVVLPSSRVTVDRSTIARHLLSD-QTDPFNRSPLTMD 1039
Ube4B 1226 SDAPDEFRDPLMDTLMTDPVRLPSG-TIMDRSIILRHLLNS-PTDPFNRQTLTES 1278

Prpl9 1 ---MSLICS-ISNEVPEHPCVSPVSNHVYERRLIEKYIAEN-GTDPINNQPLSEE 5o
Cyp58 35 RRLPFDHCS-LSLQPFVYPVCTPDG-IVFDLLNIVPWLKKY-GTNPSNGEKLDGR 86
. * * . * . ok *

CHIP 279 QLIPNLAMKEVIDAFISENGWVE 301
Ubed4A 1040 QIRPNTELKEKIQRWLAERKQQK 1062
Ube4B 1279 MLEPVPELKEQIQAWMRE-KQNS 1300
Prpl9 51 QLID-IKVAHPIRPKPPSATSIP 72
Cyp58 87 SLIK-LNFSKNSEGKYHCPVLFT 108

B Cypl8 4 PTVFFDIAVDGEPLGRVSFELFADKVPKTAENFRALSTGEKGFGYKGSCFHRIIP 58
Cyp58 278 KKGYVRLHTNK———GDLNLELHCDLTPKTCENFIRLCK——KHY YDGTIFHRSIR 326

** * *** * k% * * . * * *kk *x

Cypl8 59 GFMCQGGDFTRHNGTGGKSIYGEKFEDE-NFILKHTGPGILSMANAGPNTNGSQF 112
Cyp58 327 NFVIQGGDPTG-TGTGGESYWGKPFKDEFRPNLSHTGRGILSMANSGPNSNRSQF 380

ko kkkk * kkkkoek okeo kokk * kkk kkkkkkkokkkok Kkhkk

Cypl8 113 FICTAKTEWLDGKHVVFGKVKEGMNIVEAMERFGS--RNGKTSKKITIADCGQ 163
Cyp58 381 FITFRSCAYLDKKHTIFGRVVGGFDVLTAMENVESDPKTDRPKEEIRIDATTV 433

GRE Kk kK% Kooor **xx_ ok Ll
Abb. 3.1: Proteinsequenzvergleich von Cyp58 mit humanen U-Box-Domanen-Proteinen und Cyp18.
Erstellt mit dem Programm ClustalW2. A Sequenzvergleich der U-Box-Domanen von CHIP, Ube4A, Ube4B,
Prp19 und Cyp58. Mindestens drei identische Reste in einer Position sind fett hervorgehoben. B Sequenzver-
gleich von Cyp18 mit der PPlase-Doméane von Cyp58. Identische Reste sind fett hervorgehoben und an der
PPlase-Aktivitit von Cypl8 beteiligte Reste [115, 185] sind farbig unterlegt (rot, identisch; blau, verschieden).

"http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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3.2 Expression und Reinigung von Cyp58 und Cypb58-Fragmenten

Zur Untersuchung der proteinchemischen Eigenschaften von Cyp58 sollte das Protein rekombi-
nant gewonnen werden. Dazu wurde das offene Leseraster (ORF) von Cyp58 Isoform 1 aus einer
kommerziellen humanen Hippocampus-cDNA in die Vektoren pET28a und pE-SUMO zur Ver-
wendung im Expressionssystem E. coli kloniert (Tab. 2.8). Die Uberpriifung der DNA-Sequenz
zeigte eine natiirliche Varianz (nach UniProt-Datenbank), die zu einem Austausch von Val*®®
gegen lle in Cypb8 fiihrt. Fur die Proteinreinigung wurden Fusionssysteme verwendet, die auf
der Affinitdt zu Poly-His, Poly-His-SUMO bzw. Strepll-tag basieren.

Weitere funktionale Untersuchungen wurden durch die Klonierung einzelner Cyp58-Fragmente
in die Vektoren pET28a und pE-SUMO (Tab. 2.8), Expression in E. coli und anschliefender
Reinigung realisiert. Die Doménengrenzen wurden zuvor durch limitierte Proteolyse ermittelt
(Abschn. 3.6). Abbildung 3.2 gibt einen Uberblick iiber die exprimierten Cyp58-Proteine und

Cyp58-Fragmente.

1 26 137 197 217 273 449 520
— o
Hisg-Cyp58-Strepl| Hisg| | U-Box | cc| [ Plase [ [|Strepll]
His;-SUMO-Cyp58 Hisg| SUMO || | U-Box | lcd] | PPlase | |

Hisg-Cyp581-137 Hisg U-Box
His;-SUMO-Cyp581-137 ml SUMO | U-Box

Hisg;-Cyp5826-137 Hisg U-Box

Hisg-SUMO-Cyp5826-137  [Hisg| SUMO || U-Box
Hisg-SUMO-Cyp581272 [Hisgl| SUMO || |  U-Box | cc| |
Hisg-Cyp58273-449 Hisg|| PPlase

Hisg-Cyp58273-520 M| PPlase [ |

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der exprimierten Cyp58-Proteine und Cyp58-Fragmente. Doma-
nengrenzen der U-Box-Domine (U-Box) und der Cyclophilin-dhnlichen PPlase-Domine (PPlase) ermittelt
durch limitierte Proteolyse, Regionengrenzen der potentiellen coiled coil-Region (cc) entsprechend UniProt-
Datenbank. Hisg, Hexa-Histidin-tag; Strepll, Strepll-tag; SUMO, SUMO-Fusionsprotein.

Die Reinigung der rekombinanten Cyp58-Proteine erfolgte iiber drei Wege. Abbildung 3.3

zeigt eine schematische Darstellung der verschiedenen Reinigungsstrategien.

Reinigung von Hisg-Cyp58-Strepll|

Cyp58 wurde als Hisg-Cyp58-Strepll bei 37°C in E. coli BL21(DE3) exprimiert. Die Reinigung
erfolgte nach Zellaufschluss (20mm Tris/HCl pH7,5; 500 mM NaCl) und Ultrazentrifugation
aus dem unloslichen Pellet. Das Pellet wurde unter denaturierenden Bedingungen solubilisiert
(20mm Tris/HCI pH 7,5; 500 mM NaCl; 2 M Harnstoff) und erneut ultrazentrifugiert. Das sich
nun im Uberstand befindliche Protein wurde unter diesen Bedingungen an eine Ni2*-NTA-Affini-
tatschromatographie-Saule (20mM Tris/HCL pH7,5; 500 mMm NaCl; 2M Harnstoff) gebunden

und auf der Séule, durch kontinuierliches Entfernen des Harnstoffs, zuriickgefalten. Durch eine
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[ Hisg-Cyp58- Strepll PeIIet] [ Hisg-Cyp58- Strepll nativ ] [ Cyp58 ]

- Zellaufschluss und Ultrazentrifugation -

Pellet-Solubilisierung Ni2+-NTA- Ni2t-NTA-
mit 2 M Harnstoff Affinitdtschromatographie Affinitdtschromatographie

' ! !

NiZ+-NTA- Strep-Tactin®- Dialyse
Affinitdtschromatographie Affinitdtschromatographie (Entfernung von Imidazol)
' { '
N . GroRenausschluss- SUMO-Proteolyse
Saulen-Riickfaltung Chromatographie (SENP2 + DTT)
' '
Strep-Tactin®- Dialyse
Affinitdtschromatographie (Entfernung von DTT)

' '
GroBenausschluss- Ni2+-NTA-
Chromatographie Affinitdtschromatographie

!

GroRenausschluss-
Chromatographie

Abb. 3.3: Reinigungsschemata fiir Cyp58-Proteine. Cyp58 wurde als Hisg-Cyp58-Strepll oder mit nativem
N-/C-Terminus nach Expression als Hisg-SUMO-Cyp58 gereinigt. SENP2, Hisg-Sentrin-spezifische Protease 2.

anschlieBende Strep-Tactin®-Affinitdtschromatographie (20mM HEPES/KOH pH7,4; 500 mMm
NaCl) wurden C-terminale Abbauprodukte abgetrennt und nur das Volllangenprotein erhalten.
Als letzter Schritt erfolgte eine Gréfenausschluss-Chromatographie mittels Superdex’ 200-Séule
(20mm HEPES/KOH pH 7,4; 500 mM NaCl; 1mM DTT). Das finale SDS-PA-Gel (Abb. 3.4A)
zeigte fir das gereinigte Hisg-Cypb8-Strepll eine apparente molekulare Masse von ca. 67 kDa.
Mit dieser Reinigungsstrategie lag die Ausbeute bei ca. 50 ug Hisg-Cyp58-Strepll pro Gramm
Biomasse.

Alternativ wurde Hisg-Cypb8-Strepll bei 30°C in E. coli BL21(DE3) exprimiert und nach
Zellaufschluss und Ultrazentrifugation aus dem léslichen Uberstand gereinigt. Die Ni?t-NTA-
Affinitatschromatographie (20 mm Tris/HCl pH 7,5; 1M NaCl) erfolgte dementsprechend unter
nativen Bedingungen. Es folgten Strep-Tactin®-Affinititschromatographie (20 mmM HEPES/KOH
pH 7,4; 1M NaCl) und GréBenausschluss-Chromatographie mittels Superdex'" 200-Séule (20 mM
HEPES/KOH pH 7,4; 1M NaCl; 1mM DTT). Das so gereinigte Hisg-Cyp58-Strepll (Abb. 3.4B)

zeigte deutlich mehr Verunreinigungen als das aus dem Pellet gereinigte Protein.

Reinigung von Cyp58

Zur Erhohung der Expressionsrate und der Loslichkeit wurde Cyp58 zusétzlich mit einer N-
terminalen Hisg-SUMO-Fusion bei 30 °C in E. coli BL21(DE3) exprimiert. Die Reinigung erfolgte
nach Zellaufschluss und Ultrazentrifugation aus dem léslichen Uberstand. Zunichst wurde eine
Ni2*+-NTA-Affinitdtschromatographie (20mm Tris/HCI pH 7,5; 1M NaCl) durchgefiihrt. Nach
einer Dialyse (20 mMm Tris/HCI pH 7,5; 500 mM NaCl) zur Entfernung von Imidazol erfolgte die
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Proteolyse der Hisg-SUMO-Fusion vom Zielprotein durch Zugabe von 1,2nmol Hisg-Sentrin-
spezifische Protease 2 (SENP2) und DTT (2mM Endkonzentration) tiber Nacht bei 4 °C. Einer
weiteren Dialyse zur Entfernung des zuvor eingesetzten DTT folgte erneut eine Ni?t-NTA-
Affinitatschromatographie (20 mm Tris/HCI pH 7,5; 1 M NaCl). Dabei sollte sich das freie Cyp58
im Durchfluss der Sdule befinden, wohingegen proteolytisch nicht gespaltenes Protein und frei-
es Hisg-SUMO an die Sédule binden sollten. Es zeigte sich jedoch eine schwache Bindung des
freien Cyp58 an die Ni?T-NTA-Affinitdtsmatrix. Dieses konnte durch 2mM Imidazol im ent-
sprechenden Puffer gezielt eluiert werden, wohingegen die Hisg-tag-haltigen Proteine erst ab ca.
20 mM Imidazol eluierten. Abschlieend erfolgte eine Groéflenausschluss-Chromatographie mit-
tels Superdex  200-Sdule (20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 500 mM NaCl; 1mm DTT). Das finale
SDS-PA-Gel (Abb. 3.4C) zeigte fir das gereinigte Cyp58 eine apparente molekulare Masse von
ca. 65 kDa.

Diese Reinigungsstrategie ermdglichte eine Ausbeute von ca. 750 ug Cyp58 pro Gramm Bio-
masse. Neben der 15-fachen Erhohung der Ausbeute gegeniiber Hisg-Cyp5b8-Strepll war ein weite-
rer Vorteil dieser Reinigungsstrategie die Gewinnung von Cyp58 mit nativem N- und C-Terminus

ohne zusitzliche Aminosiure-Uberhiinge.

A B C D E F G
kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
130 130 130 130 130 == 130 |~ 130

05 95 95| 95 | we 95 [ we 95
95 79 72 72 721 72| 72
72 - 55 — 55 ’ 55| 55| w 55| s 55
- _ 43| = 43 43
55 3 43 43 .
: 34] W
43 34 34 34 . .
26|+
26 26 . ' 26
34 2 26 -
26 17| % 17
17 | 17 17| 17| s TN

Abb. 3.4: Gereinigte rekombinante Cyp58-Proteine und Cyp58-Fragmente. Coomassie-gefarbte 10 %ige
SDS-PA-Gele. A Hisg-Cyp58-Strepll aus Pellet gereinigt, B Hisg-Cyp58-Strepll aus Uberstand gereinigt,
C Cyp58, D SUMO-Cyp581272, E Cyp58'272, F Hisg-Cyp58273 49 G Hisg-Cyp58273-520,

Reinigung von Cyp58-Fragmenten

Die Cyp58-Fragmente wurden bei 30°C in E. coli BL21(DE3) 16slich exprimiert.

Die Reinigung der isolierten U-Box-Doméne von Cyp58, reprisentiert durch die Proteine
Hisg-Cyp581 137, Hisg-SUMO-Cyp58' 137, Hisg-Cyp5826 137 und Hisg-SUMO-Cyp5826-137 war
aufgrund der Degradation der Proteine wiahrend der Expression weder in l6slicher Form noch
durch Riickfaltung aus Einschlusskérpern moglich.

Die Reinigung von Cyp58' 272 erfolgte analog zur Reinigung von Cyp58 mit N-terminaler Hisg-
SUMO-Fusion. Nach Ni?T-NTA-Affinititschromatographie (20mm Tris/HCl pH7,5; 500 mm
NaCl), Dialyse, SENP2-Proteolyse und erneuter Dialyse erfolgte Ni?t-NTA-Affinitdtschromato-
graphie (20 mM Tris/HCI pH 7,5; 500 mM NaCl) mit Elution durch 2mM Imidazol in Laufpuf-

fer. AbschlieBend wurde eine Grofienausschluss-Chromatographie mittels Superdex' 75-Sdule
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(20mMm HEPES/KOH pH 7,4; 500 mM NaCl; 1mm DTT) durchgefiihrt. Fiir die Reinigung von
Hisg-SUMO-Cyp58! 27 erfolgte die GroBenausschluss-Chromatographie direkt nach der ersten
Ni?t-NTA-Affinitiatschromatographie. Die finalen SDS-PA-Gele zeigten fiir die gereinigten Hisg-
SUMO-Cyp58! 272 (Abb. 3.4D) und Cyp58' 272 (Abb. 3.4E) apparente molekulare Massen von
ca. 50kDa und 32 kDa.

Die Reinigung der isolierte PPIase-Doméne von Cyp58, Hisg-Cyp58273-449  erfolgte zunichst
durch DEAE-Anionenaustauschchromatographie (10 mm Tris/HCI pH 7,5). Dabei passierte Hisg-
Cyp58273-449 entsprechend des theoretischen pl von 8,6 die Siule, wihrend ein groBer Teil des
E. coli-Lysats an die Siaule gebunden wurde. AnschlieBend erfolgten Ni?t-NTA-Affinitétschro-
matographie (20mm Tris/HCl pH 7,5; 500 mM NaCl) und GroBenausschluss-Chromatographie
mittels Superdex’ 75-Siule (20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 50 mM NaCl; 1 mm DTT). Das finale
SDS-PA-Gel (Abb. 3.4F) zeigte fiir das gereinigte Hisg-Cyp58%273 449 eine apparente molekulare
Masse von ca. 24 kDa.

Hisg-Cyp58%273520 wurde durch Ni2*-NTA-Affinititschromatographie (20 mm Tris/HC1 pH 7,5;
500mM NaCl) und GréBenausschluss-Chromatographie mithilfe Superdex’ 75-Sdule (20 mm
HEPES/KOH pH 7,4; 500 mM NaCl; 1mM DTT) gereinigt. Das finale SDS-PA-Gel (Abb. 3.4G)

82737520

zeigte fiir das gereinigte Hisg-Cypb eine apparente molekulare Masse von ca. 34 kDa.

Molekulare Massenbestimmung der gereinigten Proteine

Zur Bestitigung der Identitdt der gereinigten Cypb8-Proteine und Cyp58-Fragmente wurden
durch RP-HPLC/ESI-MS die molekularen Massen bestimmt (Tab. 3.1).

Ebenfalls bestimmt wurden die molekularen Massen der fiir funktionale Untersuchungen ge-
reinigten Cyp58-Varianten und Hisg-UbcH3 (Abschn. 3.5) sowie der im Rahmen der Suche nach
Cypb8-Interaktionspartnern gereinigten Proteine (Abschn. 3.9 & 3.10).

Protein molekulare Masse (Da)

theoretisch  experimentell

Hisg-Cyp58-Strepl| 62519,4%#  62519,0
Hisg-Cyp58-StreplIR323A 62434 3#  62450,0
Cyp58 58837,4 58837,0
Cyp58K3/230/232/490A 58609,1 58610,0
Cypb581-272 31088,2 31088,0
Hisg-Cyp58273-449 22324,8% 223250
Hisg-Cyp58273-520 29930,5%  20929,0

GST-14-3-3-Protein 3 54374,9 54390,0
GST-14-3-3-Protein ~y 54 968,5 54 968,0

Tab. 3.1: Th N 4 . Hisg-14-3-3-Protein 32492,2 32480,0
ab. 3.1: eoretische und experimente .

bestimmte molekulare Massen der gerei- GST-SET-Protein 58308,4 58273,0
nigten rekombinanten Proteine. Die expe-  Hisg-SET-Protein 34135,1# 34138,0
rimentelle molekulare Masse wurde durch RP- Hisg-UbcH3 28267 4 282850

HPLC/ESI-MS bestimmt.

# ohne N-terminales Methionin
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3.3 Sekundarstruktur und Temperaturstabilitat von Cyp58

Die rekombinant gewonnenen Proteine wurden im Anschluss an die Reinigung mithilfe der Fern-
UV-CD-Spektroskopie auf das Vorhandensein von Sekundérstrukturelementen untersucht.

Die Spektren der gereinigten Cyp58-Proteine und Cyp58-Fragmente (Abb. 3.5A) weisen die
typischen Absorptionseigenschaften fiir Proteine mit den Sekundérstrukturelementen a-Helix
und p-Faltblatt auf. Hisg-Cyp58-Strepll und Cypb8 zeigen nahezu identische Spektren mit ei-
nem Maximum der molaren Elliptizitdt bei 195 nm und Minima bei 208 nm und 221 nm. Das
Cyp58!272_Spektrum zeigt im Vergleich zu Cyp58 bei 195nm kein Maximum, ein absolutes
Minimum bei 205nm und eine Schulter bei ca. 223nm. Die Spektren von Hisg-Cyp58273-449
und Hisg-Cyp58273520 besitzen beide ein Maximum der molaren Elliptizitit bei 197 nm, ein
absolutes Minimum bei 223 nm bzw. 222 nm und eine Schulter bei ca. 210 nm. Die algebraische
Addition der individuellen Spektren von Cyp58' 272 und Hisg-Cyp58273 520 resultierte in einem
dem Cypb8 sehr dhnlichen Spektrum. Das weist darauf hin, dass beide Fragmente eine dhnliche

Struktur wie die gleichen Abschnitte im Vollldangenprotein besitzen.
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Abb. 3.5: Sekundarstruktur und Temperaturstabilitit von Cyp58-Proteinen und Cyp58-Fragmenten.
A Fern-UV-CD-Spektren von 1,3-6 uM Protein (5 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4) aufgenommen in Quarz-
kiivetten mit 1 mm Schichtdicke bei 20 °C. Es wurden jeweils 50 Spektren akkumuliert. Zur Korrektur wurde ein
Pufferspektrum subtrahiert. B Thermische Entfaltung. Die Elliptizitat wurde fiir Cyp58, Hisg-Cyp58273~449 und
Hisg-Cyp582737520 bei 222 nm sowie fiir Cyp5817272 bei 205 nm verfolgt. Die Amplituden der Signalanderung
wurden auf 100 % normiert. Die Heizrate betrug 60 K/h.

Die Untersuchung der thermischen Stabilitdt von Cypb8 und Cypb8-Fragmenten erfolgte eben-
falls durch Fern-UV-CD-Spektroskopie. Dazu wurde die Temperatur von 20 °C auf 80 °C konti-
nuierlich erhoht und die Elliptizitdt der Proteine bei der jeweiligen Wellenldnge mit der gréfiten
Differenz zwischen nativem und denaturiertem Proteinspektrum verfolgt.

Der Temperaturverlauf (Abb.3.5B) zeigte bei allen Proteinen ab 30°C eine leichte Signal-
anderung. Ein deutlicher Ubergang von nativem zu denaturiertem Protein erfolgte fiir Hisg-
Cyp58273-449 ynd Hisg-Cyp58273 220 ab ca. 46 °C sowie fiir Cyp58 ab ca. 49°C. Cyp58' 272 zeigte
mit einem Ubergang ab ca. 57 °C im Vergleich dazu eine deutlich héhere thermische Stabilitét.

Die thermische Denaturierung von Cyp58 und Cyp58-Fragmenten war irreversibel.
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3.4 PPlase-Aktivitat von Cypb8

3.4.1 PPlase-Aktivitat von Cyp58 und Cyp58-Fragmenten

Aufgrund der Zugehorigkeit zur Enzymklasse der PPlasen wurden die enzymatischen Eigen-
schaften von Cypb8 untersucht. Dazu wurde die PPlase-Aktivitdt von Cyph8-Proteinen und
Cypb8-Fragmenten mithilfe des Protease-gekoppelten, Protease-freien und Fluoreszenz-basierten
Protease-freien PPlase-Tests untersucht. Die Bestimmung der Spezifitdtskonstante kcat/Km (ka-
talytische Effizienz) erfolgte durch lineare Anpassung der Auftragung der Geschwindigkeitskon-
stanten der enzymkatalysierten Reaktion (ken,) in Abhéngigkeit von der Cyp58-Konzentration.
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Abb. 3.6: PPlase-Aktivitat von Cypb8. Kinetiken fiir die Isomerisierung von Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA
im Protease-gekoppelten (A) und Protease-freien PPlase-Test (B) sowie von Abz-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA im
Fluoreszenz-basierten Protease-freien PPlase-Test (C) in An- oder Abwesenheit von Cyp58 bei 10°C (20 mM
HEPES/KOH pH7,4; 500 mm NaCl). Die anschlieBenden nichtlinearen Anpassungen nach einer Reaktion
erster Ordnung sind rot dargestellt. D Bestimmung der Spezifitdtskonstanten kca/K, fiir die verschiedenen
Aktivitatstests. kcat/Km entspricht dem Anstieg der Geraden nach linearer Anpassung.

Die Abbildungen 3.6A—C zeigen typische Kurvenverlaufe fiir die drei Methoden zur Analyse

der PPIase-Aktivitat. In allen drei Untersuchungsmethoden konnte eine Katalyse der cis/trans-
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Isomerisierung der Prolyl-Bindung in Tetrapeptid-Substraten durch Cyp58 nachgewiesen wer-
den. Cyp58 zeigte im Protease-gekoppelten und im Protease-freien Test gegeniiber dem Substrat
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA Spezifititskonstanten von 4,0 x 10> M~ 's™! und 2,9 x 10° M~ 's~!. Im
Fluoreszenz-basierten Protease-freien PPlase-Test zeigte Cyp58 gegentiber dem Substrat Abz-
Ala-Ala-Pro-Phe-pNA eine Spezifititskonstante von 3,3 x 10° M~s~! (Abb. 3.6D).
Hisg-Cyp58-Strepll und die Fragmente Cyp58' 272, Hisg-Cyp58273 449 und Hisg-Cyp58273-520
wurden ebenfalls auf ihre PPIase-Aktivitit hin untersucht. Tabelle 3.2 gibt einen Uberblick {iber
die enzymatische Aktivitat von Cyp58-Proteinen und Cyp58-Fragmenten in den verschiedenen

verwendeten PPIase-Aktivitatstests.

Tab. 3.2: PPlase-Aktivitdt von Cyp58-Proteinen und Cyp58-Fragmenten. Die Aktivitat wurde im Pro-
tease-gekoppelten, Protease-freien und Fluoreszenz-basierten Protease-freien PPlase-Test (20 mM HEPES/
KOH pH7,4; 500 mm NaCl) gegeniiber Substraten vom Typ Suc-Ala-Ala-Pro-Yaa-pNA bzw. Abz-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA bei 10 °C bestimmt.

Protein -Yaa- keat/Km (M~1s71)
Protease-gekoppelt Protease-frei Fluoreszenz-basiert

Hisg-Cyp58-Strepll Pellet -Phe-  (3,940,1) x 10>  (3,1+0,3) x 10°  (3,5+0,1) x 10°
Hisg-Cyp58-Strepll nativ. -Phe-  (3,6+0,1) x 10>  (2,9+0,1) x 10°
Cyp58 -Phe-  (4,040,1) x10° (2,94+0,1) x10° (3,340,1) x 10°

-Arg- (5,0£0,1) x 105% (4,2+0,2) x 105
Cyp5817272 -Phe- <5x103 <5x 103
Hisg-Cyp58273-449 -Phe- (3,940,1) x 10> (3,3+0,2) x10°  (3,240,3) x 10°
Hisg-Cyp58273-520 -Phe-  (4,240,1) x10° (3,34+0,3) x10° (3,640,2) x 10°

# Trypsin als isomerspezifische Protease

Alle Proteine, die eine PPIase-Doméne enthalten, zeigten im jeweiligen PPlase-Test gegeniiber
den Substraten mit Phenylalanyl-Rest C-terminal zum Prolyl-Rest eine sehr &hnliche Aktivitét.
Das deutet darauf hin, dass die zusétzlichen N- und C-terminale Bereiche der PPIlase-Doméne
keinen Einfluss auf die enzymatische Aktivitdt von Cypb8 haben. Im Protease-gekoppelten

15~ im Protease-freien Test von ca.

Test resultierten Spezifititskonstanten von ca. 4 x 10° M
3 x 10°M~'s™! und im Fluoreszenz-basierten Test von ca. 3,4 x 10° M~'s~!. Damit konnte im
Protease-freien Test nur ca. 75% der Aktivitdt und im Fluoreszenz-basierten Protease-freien
PPlIase-Test nur ca. 85% der Aktivitidt des entsprechenden Protease-gekoppelten Tests beob-
achtet werden. Gegeniiber dem Substrat mit Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-pNA stellte sich eine um
25-46 % erhohte PPIlase-Aktivitdt von Cyp58 im Vergleich zu Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA ein.
Cyp58' 272, dem die PPIlase-Domine fehlt, zeigte nur eine sehr geringe PPIase-Aktivitit, die
wahrscheinlich auf Verunreinigungen zuriickzufiihren ist.

Zur Bestimmung der optimalen Messbedingungen fiir die PPlase- Aktivitdtsmessungen wurde
die Abhingigkeit der Aktivitit von Hisg-Cyp5827 449 von der NaCl-Konzentration durch den
Protease-gekoppelten und den Protease-freien PPlase-Test ermittelt.

Im Protease-freien Test zeigte die PPIase-Aktivitét von Hisg-Cyp58273 449 eine deutliche Ab-
héngigkeit von der NaCl-Konzentration im Messansatz (Abb. 3.7). Die PPlase-Aktivitdt nahm

bis zu einer NaCl-Konzentration von ca. 500 mM kontinuierlich zu und veranderte sich bei wei-
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terer NaCl-Zugabe nur noch geringfiigig. Bei KCI zeigten sich dhnliche Effekte wie bei NaCl,
weshalb eine Abhéngigkeit der PPlase-Aktivitat von der Ionenstirke unabhéngig von der Art des
verwendeten Kations angenommen werden kann. Im Protease-gekoppelten PPlase-Test zeigte
sich diese Abhéngigkeit hingegen nicht.

Hisg-Cyp58-Strepll, Cypb8 und Hisg-Cyp58273 520 zeigten in allen drei Untersuchungsmetho-
den eine dhnliche Abhingigkeit der PPIase-Aktivitit von der Ionenstéirke wie Hisg-Cyp58273-449
im Protease-freien Test (nicht gezeigt). Deshalb erfolgten die Aktivitatsmessungen fiir diese Pro-
teine immer in Puffer mit 500 mm NaCl. Hisg-Cyp58272 449 wurde sowohl in Puffer mit 500 mm
NaCl als auch in Puffer ohne zusétzliches NaCl (nur Protease-gekoppelter Test) untersucht.
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Abb. 3.7: Abhangigkeit der PPlase-Aktivitat von  Abb. 3.8: Stabilitit von Hisg-Cyp58273-%4° und

Hisg-Cyp58273449 von der NaCl-Konzentration.
Aktivitat bestimmt im Protease-gekoppelten und im
Protease-freien PPlase-Test gegeniiber dem Sub-
strat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (20 mm HEPES /KOH
pH7,4) bei 10°C.

Cyp58 im Protease-gekoppelten PPlase-Test.
Proteolyse von 8 uM Hisg-Cyp58273-44% bzw. Cyp58
durch 0,5 mg/ml a-Chymotrypsin bei 10°C (20 mMm
HEPES/KOH pH7,4; 500mM NaCl). Abgestoppt
nach 10min mit PMSF (2mM Endkonz.). Nach

SDS-PAGE (12,5 %) erfolgte Coomassie-Farbung.

Zur Untersuchung der Stabilitdt von Cyp58 im Protease-gekoppelten PPlase-Test wurde eine

8273449 ynd Cyp58 durch a-Chymotrypsin unter Messbe-

limitierte Proteolyse von Hisg-Cyp5b
dingungen durchgefiihrt. Die Analyse der Proben erfolgte durch SDS-PAGE.

Die limitierte Proteolyse zeigte fiir Hisg-Cyp5827% 449 und Cyp58 einen Abbau durch a-Chymo-
trypsin (Abb. 3.8). Hisg-Cyp58%73 449 wurde um ca. 2kDa verkiirzt. Die Proteolyse von Cyp58
resultierte in zwei Hauptfragmenten, die etwa die gleiche apparente molekulare Masse zeigen
wie das verkiirzte Hisg-Cyp58273449. Da der proteolytische Abbau von Cyp58 im Protease-
gekoppelten Test zu keiner Verringerung der PPlase-Aktivitdt im Vergleich zu den Protease-

freien Tests fithrte (Tab. 3.2), kann eine Protease-stabile PPlase-Doméne angenommen werden.

3.4.2 Substratspezifitat von Cyp58

Die Substratspezifitiat von PPlasen wird vornehmlich durch den Aminosdurerest N-terminal der
Prolyl-Bindung (P1-Position; Nomenklatur nach SCHECHTER & BERGER [186]) determiniert
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[187]. Zur Ermittlung der Substratspezifitit von Cyp58 wurde die Aktivitdt von Hisg-Cyph8-
Strepll gegeniiber sieben reprisentativen Tetrapeptid-Substraten vom Typ Suc-Ala-Xaa-Pro-
Phe-pNA im Protease-gekoppelten PPlase-Test bestimmt.

In Tabelle 3.3 ist die ermittelte PPIase-Aktivitdt von Hisg-Cyp58-Strepll gegeniiber den sie-
ben untersuchten Tetrapeptid-Substraten angegeben. Hisg-Cyp58-Strepll zeigte die hochste Ak-
tivitdt gegeniiber Substraten mit ungeladenem aliphatischem Alanyl- (100 % rel. Aktivitéit) oder
Leucyl-Rest (84,7 % rel. Aktivitdt) in P1-Position. Die geringste Aktivitat wurde gegeniiber dem
Substrat mit negativ geladenem Glutamyl-Rest (9,7 % rel. Aktivitit) ermittelt. Gegeniiber dem
Substrat mit positiv geladenem Lysyl-Rest in P1-Position zeigte Hisg-Cyp58-Strepll hingegen
mit 63,3 % eine vergleichsweise hohe relative Aktivitét.

Beim Vergleich von Cyp58 mit Cypl8 zeigt sich eine sehr dhnliche Spezifitiat gegeniiber Sub-
straten mit ungeladenen aliphatischen und aromatischen Aminoséureresten in P1-Position. Ge-
geniiber Substraten mit geladenem Rest wird jedoch eine diametrale Spezifitét sichtbar. Wah-
rend Cypb58 eine Priaferenz fiir den positiv geladenen Lysyl-Rest in P1-Position iiber den negativ

geladenen Glutamyl-Rest zeigt, bevorzugt Cypl8 den negativen Rest iiber den positiven.

Xaa-  kea/Km (M~1s71)  rel. Aktivitit (%)
Cypb8 Cypb8 Cypl8

-Ala- 3,940,1) x 10° 100,0 100,0

-Leu- (3,3+0,1) x 10° 84,7 84,9

(
( )
Tab. 3.3: Substratspezifitit von Cyp58. -Phe-  (1,8+0,1) x 10° 44,6 43,7
Absolute und relative PPlase-Aktivitat von  _Hjs- (5,8+£0,4) x 10* 14,7 18,9
Hisg-Cypb8-Strepll gegentber Substraten 4

vom Typ Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA be- -Gly-  (6,6+0,5) x 10 16,8 3r.4
stimmt im Protease-gekoppelten PPlase-  -Lys-  (2,5+0,1) x 10° 63,3 28,9
Test (20 mMm HEPES/KOH pH 7,4; 500 mm (3 840 1) % 104 97 67.3
NaCl) bei 10°C. Vergleich zu Cyp18 [188]. : : : :

3.4.3 Inhibition von Cyp58 durch CsA

Ein Charakteristikum der Proteinfamilie der Cyclophiline ist die Inhibition der PPIase- Aktivitét
durch Cyclosporin A (CsA). Zur Untersuchung, ob die enzymatische Aktivitdt von Cyp58 durch
CsA inhibiert werden kann, wurde die Aktivitit von Hisg-Cyp58273449 in Gegenwart von CsA
im Protease-gekoppelte PPlase-Test bestimmt. Zusatzlich wurde durch die Untersuchung von
Hisg-Cyp58-Strepll und Hisg-Cyp58273 449 im Fluoreszenz-basierten Protease-freien PPlase-Test
ermittelt, ob Unterschiede in der CsA-Bindung zwischen dem Volllangenprotein und der isolier-
ten PPIlase-Doméne bestehen. Aufgrund der begrenzten Loslichkeit von CsA in den verwendeten
Messpuffern wurden nur Inhibitor-Konzentrationen bis 50 um bzw. 20 uM analysiert.

Mit zunehmender Konzentration an CsA zeigte sich eine Abnahme der PPlase-Aktivitdt von
Hisg-Cyp58273 449 (Abb. 3.9A) und Hisg-Cyp58-Strepll (Abb. 3.9B). Durch nichtlineare An-
passung und Extrapolation wurde fiir Hisg-Cyp58273449 im Protease-gekoppelten PPIase-Test
eine mittlere inhibitorische Konzentration (1C5p) von 26,7 uM bestimmt. Das ist im Vergleich

zu Cypl8, das eine Inhibitionskonstante fiir CsA im einstelligen nanomolaren Bereich aufweist
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[13], eine sehr schwache Inhibition. Im Protease-freien Test wurden fiir Hisg-Cyp58-StrepIl und
Hisg-Cyp58273-449 [C'50-Werte von 11,4 uM bzw. 10,2 uM bestimmt. Somit haben die zusitzli-
chen N- und C-terminalen Bereiche der PPlase-Doméane von Cyp58 keinen Einfluss auf die
CsA-Inhibition der PPIlase-Aktivitdt. Aufgrund der unterschiedlichen Pufferzusammensetzung
in den beiden Untersuchungsmethoden deutet der Unterschied in den ermittelten IC5o-Werten
auf eine Abhéngigkeit der Cyp58/CsA-Interaktion von der Ionenstirke hin. Durch Erhéhung
der Ionenstarke wird die Bindung von CsA an Cyp58 verstérkt.

120 120
A H isﬁ—Cyp58273_449 B His,-Cypb58-Strepll
100 A IC,, = 26,7 £+ 2,1 uM 100 7
S S
~— 80 - ~ 80 -
4+ -
Hej Hy
+ =4
> >
S 60 1 £ 60 1
= IC,, =10,2+ 1,0 s = IC,, = 11,4+ 09 um
; ;
LLG 40 ~ @ 40 A
o a
o a
20 4 20 4
vV  Protease-gekoppelt (ohne NaCl)
@  Fluoreszenz-Protease-frei (500 mm NaCl) @  Fluoreszenz-Protease-frei (500 ma NaCl)
O T AL L | T LA L L) T T rororrT 0 T T T rrrrTT 4 LB LI | T T T rrrrr
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Abb. 3.9: Inhibition der PPlase-Aktivitit von Hisg-Cyp5827344% (A) und Hisg-Cyp58-Strepll (B)
durch CsA. Aktivitit bestimmt im Protease-gekoppelten PPlase-Test (35 mm HEPES/KOH pH7,8; 1% A
DMSO) gegeniiber dem Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA bzw. im Fluoreszenz-basierten Protease-freien
PPlase-Test (20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 500 mMm NaCl; 1% vA& DMSO) gegeniiber dem Substrat Abz-Ala-
Ala-Pro-Phe-pNA in Gegenwart verschiedener CsA-Konzentrationen bei 10 °C. Nach halblogarithmischer Auf-
tragung erfolgte eine nichtlineare Anpassung und Extrapolation auf 0% PPlase-Aktivitat.

3.4.4 Suche nach Cyp58-Inhibitoren

Ein wichtiges Werkzeug zur Untersuchung von PPI-
asen in vitro und in vivo ist die Inhibition durch einen
hochaffinen Inhibitor. Zur Identifizierung eines poten-
ten Inhibitors fiir Cypb8 wurde eine Bibliothek von
138 CsA-Derivaten, modifiziert an Position 1 von CsA
(Abb. 3.10), auf die Fahigkeit hin getestet, die PPlase-
Aktivitit von Hisg-Cyp58273-44? im Protease-gekoppel-

ten Test zu inhibieren.

Keines der untersuchten CsA-Derivate hatte bis zu

Abb. 3.10: Cyclosporin A und seine Mo-
einer Konzentration von 10 uM einen Einfluss auf die difizierungspositionen. MeBmt, N-Methyl-

enzymatische Aktivitit von Hisg-Cyp58273 449, 4-(E-2-butenyl)-4-methyl-threonin; Sar, Sar-
kosin; MeLeu, N-Methyl-leucin.

Zusatzlich wurden weitere CsA-Derivate analysiert,
die an den Positionen 1, 3 und 4 von CsA (Abb. 3.10) modifiziert sind und sich in Untersuchungen

gegeniiber Cypl8 als stérkere Inhibitoren als CsA erwiesen haben (persénliche Mitteilung von Dr.
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M. MALESEVIC) [189, 190]. Es wurden die kommerziell erhiltlichen Derivate NIM811 ([Melle]%-
CsA), Debio-025 ([D-MeAla]3-[EtVal]*-CsA) und SCY635 ([R-a-N,N-Dimethylaminoethylthio-
Sar]?-[y-HydroxyMeLeu]*-CsA) sowie die Derivate VK-61 [191], MM-258, MM-284 [192] und
MM-494 untersucht (Abb. A.3 Anhang).

Alle untersuchten CsA-Derivate zeigten bei einer Konzentration von 10 uM eine Inhibition der
PPlase-Aktivitit von Hisg-Cyp5827 449 (Abb. 3.11). Dabei waren alle diese Derivate mit Aus-
nahme von MM-258 stérkere Inhibitoren als CsA. Die stérkste Inhibition von Hisg-Cyp58273 449
zeigten MM-494 und Debio-025 mit 27,0 % bzw. 36,6 % PPlase-Restaktivitat. Aus diesen Daten
kann abgeschitzt werden, dass die IC59-Werte aller untersuchten Inhibitoren immer noch im
mikromolaren Bereich liegen. Damit eignen sich Cyclosporine wahrscheinlich nicht zur selektiven

Inhibition von Cyp58 in zelluldren Untersuchungen.
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Abb. 3.11: Inhibition der PPlase-Aktivitit von Hisg-Cyp5827344% durch CsA-Derivate. Aktivitit be-
stimmt im Protease-gekoppelten PPlase-Test (35 mM HEPES/KOH pH7,8; 1% v~ DMSO) gegeniiber dem
Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA in Ab- oder Anwesenheit von 10 um CsA bzw. CsA-Derivat bei 10°C.

3.4.5 Einfluss der U-Box-Domane auf die Aktivitat der PPlase-Domane von Cyp58

Parallel zu den Untersuchungen von Cyp58-Fragmenten mit unterschiedlicher Doménen-Zusam-
mensetzung (Tab. 3.2) wurde untersucht, ob die isolierte U-Box-Doméne einen Einfluss auf
die PPIase-Aktivitdt von Cypb8 hat. Dazu wurde die PPlase-Aktivitat der beiden die PPIlase-
Domine von Cyp58 enthaltenden Fragmente Hisg-Cyp58273 449 und Hisg-Cyp58273 929 in Ab-
und Anwesenheit des die U-Box-Doméne enthaltenden Fragments Cyp58' 272 bestimmt. Es wur-
de der Fluoreszenz-basierte Protease-freie PPlase-Test verwendet, da der Protease-freie PPlase-
Test sehr empfindlich gegeniiber hohen Proteinkonzentrationen im Messansatz ist. Die PPlase-
Aktivitat von Hisg-Cyp5827 449 bzw. Hisg-Cyp58273 520 im Gemisch mit Cyp58' 272 wurde
durch Abzug der durch Verunreinigungen von Cyp58! 272 eingebrachten PPlase-Aktivitit kor-
rigiert.

Die Untersuchung zeigte, dass die Aktivitit von Hisg-Cyp58273 449 und Hisg-Cyp58273 520

50



3. Ergebnisse

160

[ ] PPlase
140 ~ I PPlase + U-Box

Abb. 3.12: Einfluss der U-Box-Domane auf die
Aktivitat der PPlase-Domine von Cypb58. Akti-
vitat von 30 nM Hisg-Cyp58273449 /Hisg-Cyp58273-520
(PPlase) bestimmt im Fluoreszenz-basierten Prote-
ase-freien PPlase-Test (20 mm HEPES/KOH pH7,4;
500 mMm NaCl) gegeniiber dem Substrat Abz-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA in Ab- oder Anwesenheit von 3 uM
Cyp5817272 (U-Box) bei 10 °C. Die PPlase-Aktivitit in
Gegenwart von Cyp58'272 wurde um die durch des-
sen Verunreinigungen eingebrachte PPlase-Aktivitat
korrigiert.
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817272 gegeniiber diesen beiden Fragmenten

durch Zugabe eines 100-fachen Uberschusses an Cyp5
kaum beeinflusst wird (Abb. 3.12). Somit hat die U-Box-Doméne wahrscheinlich keinen Einfluss

auf die enzymatische Aktivitdt der PPlase-Doméne von Cyp58.

3.5 Ubiquitin-Protein-Ligase-Aktivitat von Cyp58

Fiir Cyp58 ist gezeigt worden, dass es eine Ubiquitin-Protein-Ligase (E3)-Aktivitidt gegeniiber
E. coli-Proteinen besitzt [118]. Um die E3-Aktivitdt von Cyp58 ndher zu untersuchen, wurde
rekombinant gewonnenes Cyp58 mithilfe eines kommerziellen Ubiquitinylierungs-Kits hinsicht-
lich dieser Aktivitat analysiert und die Spezifitat fiir Ubiquitin-konjugierende Enzyme (E2)
bestimmt. Fiir weitere Experimente wurde die Autoubiquitinylierung als ein Modellsystem fiir
die Untersuchung der E3-Aktivitdt von Cyp58 etabliert.

3.5.1 Autoubiquitinylierung und E2-Praferenz von Cyp58

FEine hiufig beschriebene Eigenschaft von E3 ist die Fahigkeit, ihre eigene Ubiquitinylierung zu
férdern. Diese Autoubiquitinylierung wird als wichtiger Hinweis fiir potentielle E3-Aktivitdt in
vitro angesehen [193]. Deshalb wurde mithilfe eines kommerziellen Ubiquitinylierungs-Kits un-
tersucht, ob rekombinant gewonnenes Cyp58 in Gegenwart aller Komponenten des Ubiquitinylie-
rungssystems autoubiquitinyliert wird. Parallel dazu wurde die Spezifitdat von Cyp58 fiir elf ver-
schiedene E2 untersucht: UbcH1, UbcH2, UbcH3, UbcH5a, UbcH5b, UbcH5¢c, UbcH6, UbcH?,
UbcHS, UbcH10 und UbcH13. Fiir jedes E2 wurden je eine Ubiquitinylierungsreaktion und zwei
Kontrollen durchgefiihrt. Die Ubiquitinylierungsreaktion beinhaltete E1 (Ubiquitin-aktivieren-
des Enzym), E2, Cyp58, biotinyliertes Ubiquitin (Bt-Ub) und ATP. Als Kontrollen wurden
entsprechende Reaktionen ohne ATP (mit EDTA) und ohne Cyp58 durchgefiihrt. Die Unter-
suchung der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-
Meerrettichperoxidase (HRP) zur Detektion von Bt-Ub.

Die Western-Blot-Analyse der Ubiquitinylierungsreaktionen (Abb. 3.13) zeigte gegeniiber al-

len E2 in Anwesenheit aller Komponenten des Ubiquitinylierungssystems zusétzliche Banden
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mit groflerer molekularer Masse als Cypb8, wobei zwei Banden dominant hervortraten. In Ab-
wesenheit von ATP waren diese zusétzlichen Banden iiber Cyp58 nicht zu beobachten. Damit
zeigte Cypb8 Autoubiquitinylierung und ist ein aktives E3. Die Aktivitat war besonders hoch
gegeniiber UbcH3, UbcHb5a, UbcH5b, UbcH5¢, UbcH6 und UbcH10. In Abwesenheit von Cyp58
zeigten sich fiir UbcHba, UbcH5b, UbcH5¢ und UbcH6 schwache Banden von ubiquitinylierten
Proteinen. Diese sind wahrscheinlich auf E3-unabhéngige Ubiquitinylierung von Verunreinigun-

gen zuriickzufiithren.

E2: UbcH1 UbcH2 UbcH3 UbcH5a UbcH5b UbcH5¢

+ -+ + -+ 4+ - 4+ + - + + ATP
- + - 4+ + -+ + - 4+ 4+ - + Cyp58

s 8 § B

E2: UbcH6 UbcH7 UbcH8 UbcH10 UbcH13 -

+
+

- + + - + + - ¥+ + - + + - + + + ATP

+ -+ + -+ + -+ + -+ + - + + Cyp58

’ _5. a © [}—Cyp58-Ub,
- - — ey - <— Cypb8

Abb. 3.13: Autoubiquitinylierung von Cyp58 zur Bestimmung der E2-Praferenz. 100 nM Hisg-UBEL,
2,5 uM Hisg-E2, 2,5 um Bt-Ub und 5mm ATP (5mM EDTA in Ansitzen ohne ATP) aus ENZO Ubiquiti-
nylierungs-Kit wurden mit 2 uM Cyp58 in bereitgestelltem Puffer (1mm DTT) 2h bei 30°C inkubiert. Nach
SDS-PAGE (10 %) erfolgte Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP.

3.5.2 Expression und Reinigung von UbcH3

Neben UbcH5, UbcH6 und UbcH10 wurde UbcH3 von Cypb8 bevorzugt. Fiir dieses E2 war
auflerdem keine E3-unabhéngige Ubiquitinylierung detektierbar. In der Literatur ist ebenfalls
eine Préaferenz von Cypb8 fiir UbcH3 beschrieben [118]. Deshalb wurde UbcH3 fiir folgende
Experimente rekombinant gewonnen.

UbcH3 wurde mit N-terminalem Hisg-tag bei 30°C in E.

coli BL21(DE3) exprimiert. Die Reinigung erfolgte durch Bin- kz: s

dung an eine DEAE-Anionenaustauschchromatographie-Saule 72

(50 mm Tris/HCI pH7,5; 1mM EDTA; 1mwm DTT [181]) ent- 55 -
sprechend des theoretischen pl von 4,68 und einer Elution durch 4318

einen linearen 0-1M NaCl-Gradienten in Puffer (50 mm Tris/ #U -
HC1 pH7,5; 1 mM EDTA). Hisg-UbcH3 eluierte bei ca. 500 mm 26

NaCl von der Sdule. Anschliefend erfolgten Ni?T-NTA-Affini-

tatschromatographie (20mm Tris/HC1 pH 7,5; 500mm NaCl) 17

und GroéBenausschluss-Chromatographie mittels Superdex' 75-

Séule (10mM HEPES/KOH pH7,8; 150 mM KCL; 5% v/ Gly-  Abb. 3.14: Gereinigtes rekombi-
cerin; 1mM DTT). Das finale SDS-PA-Gel (Abb. 3.14) zeigte nantes Hisg-UbcH3. Coomassie-
. .. . gefarbtes 12,5 %iges SDS-PA-Gel.
eine apparente molekulare Masse des gereinigten Proteins von

ca. 34 kDa. Die theoretische molekulare Masse von Hisg-UbcH3 wurde durch RP-HPLC/ESI-MS
(Tab. 3.1) und die Ausbildung von Sekundérstrukturelementen durch Fern-UV-CD-Spektrosko-

pie bestétigt (Abb. A.2B Anhang).
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3.5.3 Aktivitat von rekombinantem UbcH3

Als Aktivitétstest fir gereinigtes Hisg-UbcH3 und kommerzielles Hisg-UBE1 (E1) diente eine
Analyse zur Ausbildung von Thioester-Konjugaten. Dabei wurde die Fahigkeit von Hisg-UbcH3
und Hisg-UBE1 untersucht, in Gegenwart von ATP eine Thioester-Bindung zu Bt-Ub auszubil-
den (Abb. 1.5). Diese Bindung sollte durch einen Uberschuss an Thiolgruppen wieder spaltbar
sein. Es wurde eine kurze Reaktionszeit gewéhlt, um die Thioester-Bildung zu begiinstigen und
die Ubiquitin-Konjugation gering zu halten [181]. Zur Untersuchung der Proben erfolgte SDS-
PAGE unter nichtreduzierenden Bedingungen und Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-
HRP zur Detektion von Bt-Ub.

El E1+E2 EI1 E14E2

- 4+ - + + + ATP
- - - - 4+ 4+ DTT
kDa
130 - -— E1~Ub
95 Abb. 3.15: Ausbildung von Ubiquitin-Thioester-Kon-
jugaten von Hisg-UBE1 und Hisg-UbcH3. 37,5 nM Hisg-
72 UBE1 (E1) wurden mit 2,5pug/ml Bt-Ub, 300nM Hise-
UbcH3 (E2) und 5mM ATP 10min bei 30°C inkubiert
55 (50 mm HEPES/KOH pH7,5; 40 mMm NaCl; 5mwm MgCly;
0,5mM DTT) und die Reaktion durch Zugabe von EDTA
(50 mM Endkonz.) abgestoppt. Ein Teil der +ATP-Proben
43 wurde durch DTT (100 mM Endkonz.) reduziert. Nach SDS-
' ~— E2-Ub PAGE (10 %) unter nichtreduzierenden Bedingungen erfolg-
' te Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP. E1~Ub,
34 Bt-Ub-konjugiertes E1; E2~Ub, Bt-Ub-konjugiertes E2.

Der Aktivitatstest zeigte in der Western-Blot-Analyse (Abb. 3.15) nur in Gegenwart von
ATP starke Signale, die ihren apparenten molekularen Massen nach Bt-Ub-konjugiertem Hisg-
UBE1 und Bt-Ub-konjugiertem Hisg-UbcH3 entsprechen. Durch Zugabe von DTT verschwanden
diese Signale fast vollstdndig, was das Vorhandensein einer thiolsensitiven Thioester-Bindung
in den entsprechenden urspriinglichen Proteinkonjugaten zeigt. Damit konnte fiir rekombinant

gewonnenes Hisg-UbcH3 und kommerzielles Hisg-UBE1 katalytische Aktivitit gezeigt werden.

3.5.4 Verifizierung der Autoubiquitinylierung von Cyp58

Um die beobachtete Autoubiquitinylierung von Cypb8 zu verifizieren, wurde die Féahigkeit von
Cyp58 und dem die U-Box-Domiine enthaltenden Fragment Hisg-SUMO-Cyp58' 272 untersucht,
im verwendeten Modellsystem ihre eigene Ubiquitinylierung zu katalysieren. Die Untersuchung
der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP zur
Detektion von Bt-Ub.

Die Western-Blot-Analyse der Ubiquitinylierungsreaktionen (Abb. 3.16) zeigte nur in Anwe-
senheit von ATP zuséitzliche Banden mit gréflerer molekularer Masse als Cypb8. Dabei do-
minierten analog zu Abschnitt 3.5.1 zwei Banden. Somit wurde die Fahigkeit von Cyp58 zur
Autoubiquitinylierung im verwendeten Modellsystem bestétigt. Die Autoubiquitinylierung von
Hisg-SUMO-Cyp58! 27 war im Vergleich zu Cyp58 deutlich schwiéicher, fithrte aber ebenfalls zu

zweil distinkten Produkten.
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His¢-SUMO-
Cyp58 Cyp581‘272
- + - + ATP
kDa
95
72 = }« Cyp58-Ub,
e ~— Cyp58 Abb. 3.16: Autoubiquitinylierung von Cyp58 und
His;-SUMO- Hisg-SUMO-Cyp5817272. 5 ;M Cyp58 bzw. Hisg-SUMO-
551 }“ Cyp58-272-Ub_~ Cyp58'72"2 wurden mit 37,5 nm Hisg-UBEL, 300 nM Hisg-
His.-SUMO- UbcH3, 2,5 ug/ml Bt-Ub und 5mm ATP 2h bei 30°C in-
Fcy§581—272 kubiert (50 mM HEPES/KOH pH 7,5; 40 mM NaCl; 5 mMm
MgCly; 0,5mM DTT). Nach SDS-PAGE (10 %) erfolgte
434 Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP.

3.5.5 Identifizierung der Autoubiquitinylierungspositionen

Zur Identifizierung der Autoubiquitinylierungspositionen von Cypb8 wurde zunéchst das Pro-
gramm BDM-PUB? genutzt, um aus den 49 Lysyl-Resten von Cyp58 jene mit der héchsten
Ubiquitinylierungswahrscheinlichkeit zu ermitteln (Tab. 3.4). Dabei zeigte sich die hochste Wahr-
scheinlichkeit bei den Resten Lys?, Lys?3°, Lys?3? und Lys**°. Diese vier Reste von Cyp58 iiber-
schritten den Schwellenwert von 2,7 Punkten und erfiillten damit das Kriterium der Voraussage
mit hoher Spezifitét.

Tab. 3.4: Potentielle Ubiquitinylierungsstellen in Cyp58. Ermittelt mit BDM-PUB bei einem mittleren
Schwellenwert (Punkte > 0,3). Fiir weitere Untersuchungen ausgewihlte Positionen sind fett hervorgehoben.

Peptid Position Punkte Peptid Position Punkte

MGKRQHQKD 3 4,81 AHYSTGKVSASFT 245 1,30
THFYGGKKPDLPQ 25 0,42 NFIRLCKKHYYDG 312 0,53
NPSNGEKLDGRSL 82 0,60 SCAYLDKKHTIFG 392 0,75
DGRSLIKLNFSKN 90 0,68 CAYLDKKHTIFGR 393 0,88
IKLNFSKNSEGKY 95 0,68 ERKTQLKIAPETK 454 1,12
VEQLNIKAKNFRD 137 0,75 KIAPETKVKSSQP 460 0,96
DPSYYLKNTNAET 198 1,22 APETKVKSSQPQA 462 0,83
ELYKEFKGDEILA 216 0,41 FRQGVGKYINPAA 482 0,50
ILAATMKAPEKKK 226 1,52 INPAATKRAAEEE 490 3,15
TMKAPEKKKVDKL 230 3,12 ATVPMSKKKPSRG 507 2,23
MKAPEKKKVDKLN 231 2,01 TVPMSKKKPSRGF 508 1,61
KAPEKKKVDKLNA 232 3,27 VPMSKKKPSRGFG 509 0,48

EKKKVDKLNAAHY 235 1,84

Durch ortsspezifische Mutagenese (Tab. 2.12) und anschlieBender Expression in E. coli wur-
den die Varianten Cyp58K34, Cyp58K230A ~ Cyp58K232A  Cyp5s8K490A ynd die Vierfachvariante
Cyp58K3/230/232/490A 1yit N-terminaler Hisg-SUMO-Fusion generiert und entsprechend Cyp58

2 Prediction of Ubiquitination sites with Bayesian Discrimination Method, http://bdmpub.biocuckoo.org/
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8K3/230/232/490A wurde

(Abschn. 3.2) gereinigt. Die theoretische molekulare Masse von Cypb
durch RP-HPLC/ESI-MS bestétigt (Tab. 3.1).

Anschliefend wurde die Autoubiquitinylierung von Cyp58 und den Lys— Ala-Varianten ver-
gleichend untersucht. Nach SDS-PAGE erfolgte Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP
zur Detektion von Bt-Ub.

Die Western-Blot-Analyse der Autoubiquitinylierung (Abb. 3.17) zeigte fiir Cyp58 und alle
Varianten in Gegenwart von ATP die beiden charakteristischen Banden mit groflerer mole-
kularer Masse als Cyp58. Beim Vergleich der verschiedenen Cyp58-Einzelvarianten mit dem

gK3/230/232/490A 4eigte sich jedoch eine deut-

Wildtyp zeigten sich kaum Unterschiede. Bei Cypb
liche Verringerung der Autoubiquitinylierung im Vergleich zum Wildtyp, besonders bei der
oberen der beiden Banden. Die vier untersuchten Lysyl-Reste werden also zumindest teilwei-
se durch Autoubiquitinylierung modifiziert. Da die Verringerung der Autoubiquitinylierung von
Cyph8K3/230/232/490A i1y, Vergleich zum Wildtyp nur gering ausfiel, dienen wahrscheinlich weitere

Lysyl-Reste als die vier untersuchten als Ziele der Autoubiquitinylierung von Cyp58.
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Abb. 3.17: Autoubiquitinylierung von Cyp58 und Lys—Ala-Varianten. 10 um Cyp58 bzw. Cyp58-Va-
riante wurden mit 37,5nM Hisg-UBE1, 300 nMm Hisg-UbcH3, 2,5 ug/ml Bt-Ub und 5mm ATP 2h bei 30°C
inkubiert (50 mM HEPES/KOH pH7,5; 40 mMm NaCl; 5mmM MgCly; 0,5mm DTT). Nach SDS-PAGE (10 %)
erfolgte Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP.

3.5.6 Einfluss der PPlase-Aktivitat auf die Autoubiquitinylierung von Cyp58

Zur Untersuchung, ob eine funktionale Kopplung zwischen E3-Aktivitdt und PPlase-Aktivitat
von Cypb8 besteht, wurde der Einfluss der PPlase-Aktivitat auf die Autoubiquitinylierung von
Hisg-Cypb8-Strepll untersucht. Dazu wurde zunéchst analog zur bekannten Cyp18-Variante mit
stark verringerter PPIase-Aktivitiat (Cypl8R5%4) [115] durch ortsspezifische Mutagenese Hisg-
Cyp58-Strepll Arg3?® gegen Ala ausgetauscht (Tab. 2.12). Anschlieend erfolgte analog zu Hisg-
Cyp58-Strepll Expression und Reinigung aus dem léslichen Uberstand (Abschn. 3.2). Durch
RP-HPLC/ESI-MS wurde die theoretische molekulare Masse bestétigt (Tab. 3.1).

Die PPlase-Aktivitit von Hisg-Cyp58-StrepII'323A wurde im Protease-freien PPIase-Test be-
stimmt und mit dem Wildtyp verglichen.

Tab. 3.5: PPlase-Aktivitat von Hisg-Cyp58-StreplIR323A, Aktivitat bestimmt im Protease-freien PPlase-
Test gegeniiber Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA bei 10°C (20 mm HEPES/KOH pH 7,4; 500 mm NaCl).

Variante keat/Km (M~1s71)  relative Aktivitat (%)
Hisg-Cyp58-Strepl| (2,9+0,1) x 10° 100,0
Hisg-Cyp58-StreplIR323A  (8,440,6) x 103 2,9
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Hisg-Cyp58-StreplIR3234 zeigte mit einer Spezifititskonstante von 8,4 x 103 M~ 's~! eine sehr
geringe PPlase-Aktivitat. Dieser Wert entspricht 2,9 % der Aktivitat des Wildtyps von Hisg-
Cyp58-Strepll (Tab. 3.5).

Die Untersuchung des Einflusses der PPlase-Aktivitdt von Cyp58 auf seine Autoubiquiti-
nylierung erfolgte durch einen Vergleich der Zeitverldufe der Autoubiquitinylierung von Hisg-
Cyp58-Strepll und Hisg-Cyp58-StreplIR3234  Nach SDS-PAGE wurde Western-Blot-Analyse ge-

gen Streptavidin-HRP zur Detektion von Bt-Ub durchgefiihrt.

Hiss-Cyp58- Strepll Hisg-Cyp58-Strepl IR323A
0 1 3 10 30 90 270 0 1 3 10 30 90 270 min

- — G — - — }M—Hisﬁ—Cyp58—51‘repII(R323A)—Ubn

—— — — - — — -

0 D D G G S S s s e e g s s (<— His-Cyp58-Strepl|(R3234)

Abb. 3.18: Einfluss der PPlase-Aktivitdt auf die Autoubiquitinylierung von Cypb58. Zeitverldufe der
Autoubiquitinylierung (50 mm HEPES/KOH pH7,5; 40 mM NaCl; 5mM MgCly; 0,5mm DTT) von 2,5 um
Hisg-Cyp58-Strepll wt bzw. R323A mit 37,5 nM Hisg-UBE1, 300 nMm Hisg-UbcH3, 2,5 pug/ml Bt-Ub und 5 mm
ATP bei 30°C. Nach SDS-PAGE (10 %) erfolgte Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP.

Die Western-Blot-Analyse der Zeitverldufe (Abb.3.18) zeigte die Entstehung zusétzlicher Ban-
den mit héherer molekularer Masse als Hisg-Cypd8-Strepll bis zu einer Inkubationszeit von
30min. Bei ldngerer Inkubationszeit zeigten sich kaum noch Verdnderungen. Zwischen Hisg-
Cypb8-Strepll und der Variante mit verringerter PPlase-Aktivitdt waren kaum Unterschiede
im Zeitverlauf und im Muster der Autoubiquitinylierung zu verzeichnen. Somit hat die PPIlase-
Aktivitdt von Cyp58 wahrscheinlich keinen Einfluss auf seine Autoubiquitinylierung. Es kann
aber nicht ausgeschlossen werden, dass eine geringe PPlase-Restaktivitit schon ausreicht, um
die E3-Aktivitdt von Cyp5h8 aufrecht zu erhalten.

3.6 Analyse der Domanenstruktur von Cyp58

Die in der UniProt-Datenbank angegebenen Doménengrenzen von Cyp58 wurden anhand von
Sequenzhomologien aus der Aminoséuresequenz von Cyp58 abgeleitet. Zur experimentellen Ana-
lyse der Doménenstruktur von Cyp58 wurde eine limitierte Proteolyse von Hisg-Cyp58-Strepll
mit Trypsin durchgefiihrt. Der zeitliche Verlauf der Proteolyse wurde mithilfe von SDS-PAGE
verfolgt.

Der Zeitverlauf der Proteolyse (Abb. 3.19A) zeigte schon nach 1 Minute Reaktionszeit den
vollstéindigen Abbau von Hisg-Cyp58-Strepll in viele verschieden grofie Fragmente. Im weiteren
Verlauf der Proteolyse verringerte sich die Anzahl der Fragmente, bis nach 90 Minuten Reakti-
onszeit nur noch zwei stabile Fragmente verblieben. Diese beiden Fragmente zeigten apparente
molekulare Masse von ca. 22kDa (Fragment 1) und 13kDa (Fragment 2).

Die Identifizierung der stabilen Fragmente erfolgte durch praparative Trennung mittels RP-
HPLC und anschlielender massenspektrometrischer Analyse. Durch ESI-MS wurden die Ge-
samtmassen der beiden Fragmente bestimmt und mittels In-Source Decay (ISD) die Fragmente
N-terminal sequenziert. Dadurch konnte die Identitdt beider Fragmente eindeutig bestimmt

werden.
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Abb. 3.19: Ermittlung der Doma@nenstruktur von Cyp58. A Limitierte Proteolyse von Hisg-Cyp58-Strepll.
5 uM Hisg-Cyp58-Strepll wurden mit 4 U/ml Trypsin bei 25 °C inkubiert (20 mM HEPES/KOH pH 7,4; 150 mMm
NaCl) und nach verschiedenen Zeitpunkten Proben entnommen. Die Reaktion wurde mit PMSF (2 mM Endkon-
zentration) abgestoppt. Nach SDS-PAGE (12,5 %) erfolgte Coomassie-Farbung. B RP-HPLC-Chromatogramm
der tryptischen Hydrolyse von Hisg-Cyp58-Strepll. Die Proteolyse von 30 uM Hisg-Cyp58-Strepll mit 24 U/ml
Trypsin wurde nach 90 min abgestoppt und mit RP-HPLC aufgetrennt. Siule: Grace Vydac® 208TP C8
(4,6 mm x 250 mm; 5um); A: H,O (0,1%vA TFA); B: ACN (0,1 % vA TFA); Lineargradient 30-65% B in
30 min; Flussrate: 1 ml/min; T =40°C. C In UniProt-Datenbank angegebene Domanengrenzen (oben) und ex-
perimentell bestimmte Doménengrenzen (unten) von Cyp58. Ermittelt durch molekulare Massenbestimmung
mittels RP-HPLC/ESI-MS und N-terminale Sequenzierung mittels ISD.

Die chromatographische Trennung der Proteolyse (Abb. 3.19B) resultierte in mehreren Peaks.
Durch SDS-PAGE (nicht gezeigt) konnte dem Peak bei der Retentionszeit von 8,8 min Frag-
ment 1, den Peaks bei 9,7 min und 10,1 min Trypsin und dem Peak bei 16,6 min Fragment 2
zugeordnet werden.

Fir Fragment 1 wurde durch Massenspektrometrie eine molekulare Masse von 20 162 Da und
die N-terminale Aminosduresequenz YQFVKKKGYVRLHTNKGDLNL bestimmt. Somit ent-
spricht Fragment 1 den Aminoséuren 273 bis 449 (theoretische Masse: 20161,6 Da) und damit
der PPlase-Doméne von Cypb8. Fir Fragment 2 wurde eine Gesamtmasse von 12714 Da und
die N-terminale Aminosduresequenz KPDLPQTNFRRLPFDHCS bestimmt. Somit entspricht
Fragment 2 den Aminoséduren 26 bis 137 (theoretische Masse: 12 714,6 Da) und damit der U-Box-
Doméne von Cyp58 (Abb. 3.19C).

3.7 Untersuchung des oligomeren Zustands von Cypb58

U-Box- und RING-Domaéanen-Proteine sind bekannt dafiir, Dimere zu bilden. Diese Dimere kon-

nen sich sowohl direkt tber die U-Box- bzw. RING-Doménen als auch tiber zusatzliche coiled
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coil-Regionen ausbilden [194]. Cyp58 verfiigt iiber zwei potentielle Dimerisierungsregionen, die
U-Box-Doméne und eine potentielle coiled coil-Region (Abb. 1.3). Deshalb wurde untersucht,

ob Cyp58 Homodimere oder Homooligomere ausbilden kann.

Untersuchung mittels GroBenausschluss-Chromatographie

Zur Bestimmung des oligomeren Zustands von Cypb8 wurde zundchst das Migrationsverhalten
von Hisg-Cypb8-Strepll in einer analytischen Groéflenausschluss-Chromatographie untersucht.
Die apparente molekulare Masse von Hisg-Cyp5b8-Strepll wurde anschlieend mithilfe einer Eich-

gerade ermittelt.
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Abb. 3.20: Migrationsverhalten von Cyp58 in der analytischen GroBenausschluss-Chromatographie.
A Chromatographie von 5mg (40 uM) Hisg-Cyp58-Strepll (rot) bzw. eines Eichproteinmix (schwarz) erfolgte
mithilfe einer Superdex™ 200-Saule bei 4°C (20 mMm HEPES/KOH pH 7,4; 500 mM NaCl; 1mwm DTT). Fluss-
rate: 0,8 ml/min. Detektion: 280 nm. B Eichgerade fiir Superdex™ 200-Saule. Erstellt durch lineare Anpassung
der Auftragung der Elutionsvolumen von Eichproteinen (schwarz) gegen den dekadischen Logarithmus ihrer
molekularen Massen. Die Geradengleichung wurde genutzt um das Elutionsvolumen von Hisg-Cyp58-Strepll
(rot) nachtraglich zu ergénzen.

Die Trennung von Hisg-Cyp58-Strepll mittels analytischer Groflenausschluss-Chromatogra-
phie zeigte einen einzelnen Peak bei einem Elutionsvolumen von 73,4 min (Abb. 3.20A). Damit
enthielt die Protein-Praparation keine Aggregate und es traten auch keine unterschiedlichen oli-
gomeren Zustidnde auf. Die durch lineare Anpassung der halblogarithmischen Auftragung der
Elutionsvolumina der Eichproteine gegen ihre molekularen Massen ermittelte Geradengleichung
bestimmte fiir das Elutionsvolumen von Hisg-Cyp58-Strepll eine apparente molekularen Masse
von 126,3kDa (Abb. 3.20B). Das entspricht bei der Masse des monomeren Proteins von 62,5 kDa

einem dimeren Zustand von CypbS8.

Untersuchung mittels Blauer Nativ-PAGE

Zusétzlich erfolgte eine Untersuchung von Hisg-Cyp58-Strepll durch Blaue Nativ-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (BN-PAGE), in der oligomere Zustédnde von Proteinen erhalten bleiben. Als
Molekulargewichtsmarker dienten BSA und Aldolase.
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Das Coomassie-gefarbte PA-Gel (Abb. 3.21A) zeigte ein Laufverhalten von Hisg-Cyp58-StrepIl
zwischen den beiden Markerproteinen. Das entspricht einer deutlich hoheren apparenten mole-

kularen Masse als ein Hisg-Cyp58-Strepll-Monomer (62,5kDa) besitzen wiirde.
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Abb. 3.21: Bestimmung des oligomeren Zustands von Cyp58. A Homogene 10 %ige BN-PAGE von 6 ug
(10 uM) Hisg-Cyp58-Strepll. Aldolase und BSA dienten als Molekulargewichtsmarker. Coomassie-Farbung.
B Sedimentationsgleichgewichtsexperiment in einer analytischen Ultrazentrifuge zur Bestimmung der moleku-

laren Masse von 5 uM Hisg-Cyp58-Strepll. Die Messung (20 mm HEPES/KOH pH 7,4; 150 mM NaCl) erfolgte
iiber 90 h mit 6000 min—! bei 20 °C. Detektion: 280 nm. Die Auswertung erfolgte iiber die Svedberg-Gleichung.

Untersuchung mittels analytischer Ultrazentrifugation

Das Migrationsverhalten von Proteinen in Gréflenausschluss-Chromatographie und BN-PAGE
wird durch ihren hydrodynamischen Radius bestimmt. Dieser korreliert mit der molekularen
Masse nur unter der Voraussetzung einer den Eichproteinen &hnlichen, anndhernd globuldren
Form des Proteins. Deshalb wurde der oligomere Zustand von Hisg-Cyp58-Strepll zusétzlich
durch ein Sedimentationsgleichgewichtsexperiment mittels analytischer Ultrazentrifuge unter-
sucht. Diese Methode ist unabhéngig von der Gestalt des Proteins.

Die Auftragung der Verteilung von Hisg-Cyp5h8-Strepll im Zentrifugenrohrchen (3.21B) zeigte
die fiir Sedimentationsgleichgewichtsexperimente charakteristische exponentielle Konzentrati-
onsverteilung, die sich aus dem dynamischen Gleichgewicht zwischen Diffusion und Sedimen-
tation ergibt. Durch Auswertung des Verteilungsprofils wurde fiir Hisg-Cyp58-Strepll eine ap-
parente molekulare Masse von 54,3 kDa und ein apparenter Sedimentationskoeffizient von 3,9 S
bestimmt. Somit ist die ermittelte molekulare Masse etwas geringer als der theoretische Wert

von 62,5 kDa flir momomeres Hisg-Cyp58-Strepll.

Diese Daten deuten auf einen monomeren Zustand von Cypb8 hin. Die Unterschiede in den

verschiedenen Untersuchungsmethoden lassen eine nichtglobulére Form von Cyp58 vermuten.
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3.8 Identifizierung von Interaktionspartnern von Cyp58

Zur Identifizierung von Interaktionspartnern von
Cyp58 wurden Strepll-Pulldown-Experimente durch-
gefiihrt. Dazu wurde eine Strep-Tactin®-Affinitéitssiu-
le mit Hisg-Cyp58-Strepll beladen und mit HeLa-Zell-
lysat inkubiert. Nach Elution von Hisg-Cypb8-Strepll
inkl. gebundener Proteine erfolgte SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung (Abb. 3.22). Es wurden Prote-
inbanden aus dem Gel ausgeschnitten und mittels
In-Gel-Verdau, Nano-LC-ESI-MS/MS und anschlie-
Bender Datenanalyse mittels MASCOT 2.2 potenti-
elle Interaktionspartner identifiziert. Dieses Experi-
ment wurde mehrmals wiederholt.

Tabelle 3.6 gibt eine Ubersicht iiber die ermittel-
ten potentiellen Interaktionspartner von Cypd8 und
ihre bekannte Funktion. Viele dieser Proteine sind

nukleére oder Signaltransduktionsproteine. Die meis-

kDa potentielle
%g- Interaktionspartner
55 . ;—Hlsﬁ—Cyp58—5trepII
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| Interaktionspartner
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Abb. 3.22: Elution des Strepll-Pulldown-
Experiments von Hisg-Cyp58-Strepll. Vor-
gereinigtes Hisg-Cyp58-Strepll wurde an ei-
ner Strep-Tactin®-Sepharose-Saule immobili-
siert und mit HelLa-Zelllysat bei 4 °C inkubiert.
Nach Elution erfolgte SDS-PAGE (12,5 %)
und Coomassie-Farbung.

ten identifizierten Peptide entfielen dabei auf 14-3-3-Proteine, SET-Protein, Tubuline, a-Akti-
nin, Hitzeschockproteine und Histon H2B. Es wurden fiinf von sieben humanen 14-3-3-Protein-

Isoformen (S, 7, ¢, n, 0) spezifisch identifiziert (Abb. A.1 Anhang).

Tab. 3.6: Potentielle Interaktionspartner von Cyp58 und ihre bekannte Funktion. Ermittelt durch
Strepll-Pulldown-Experimente, SDS-PAGE, In-Gel-Verdau, Nano-LC-ESI-MS/MS und Datenanalyse mittels
MASCOT 2.2. Reihenfolge nach abgeschitzter Haufigkeit (abfallend).

Identifizierte Proteine

Funktion

14-3-3-Proteine

SET-Protein

a/B-Tubulin

a-Aktinin

Hitzeschockproteine Hsp70, Hsc70, Hsp90
Histon H2B

Regulation von zelluldren Prozessen
multifunktionales nukleires Protein
Mitose, Cytokinese, Transport
Cytoskelett

Faltungshelfer

DNA-Verpackung, Genregulierung

SpleiBfaktoren (Pro/Gln-reich, Arg/Ser-reich 3, SF2 P32) SpleiBen

hnRNP A1, A2, A3, B0, B1, DO, U

acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 (pp32)
Importin 7

Nucleolin

Proteinphosphatase 2A, katalytische Untereinheit
Guaninnukleotid-bindendes Protein

Parathymosin

UbcH3

Ubiquitin-Protein-Ligase SHPRH

SpleiBen, Bindung pra-mRNA
SET-Protein-Interaktionspartner
Proteintransport in den Zellkern
Ribosomen-Synthese und -Reifung
multifunktionales zelluldres Protein
Signaltransduktion

moglicherweise Immunantwort
Ubiquitinylierung, Proteinabbau
Ubiquitinylierung, DNA-Reparatur
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3.9 Interaktion von Cyp58 mit 14-3-3-Proteinen

14-3-3-Proteine sind in Eukaryoten konservierte regulatorische Proteine, die fiir die Bindung
einer Vielzahl an Signalproteinen bekannt sind. Die Ligandbindung von 14-3-3-Proteinen erfolgt
bevorzugt tiber Phosphopeptide, in geringerem Mafle ist aber auch die Bindung von nicht-
phosphorylierten Liganden beschrieben [195].

14-3-3-Proteine werden in Pulldown- und anderen Interaktionsstudien haufig als falsch-positive
Interaktionspartner identifiziert [195, 196]. Deshalb wurde die Interaktion von Cyp58 mit 14-3-3-
Proteinen zunéchst durch Western-Blot-Analyse der Elution des Strepll-Pulldown-Experiments
(Abschn. 3.8) gegen Anti-panl4-3-3-Antikorper (AK) bestétigt. Als Kontrolle wurde ein StreplI-
Pulldown-Experiment mit Strepll-Cypl8 unter den entsprechenden Bedingungen durchgefiihrt.

Die Western-Blot-Analyse der Elutionen der beiden Pulldown-Experimente (Abb. 3.23) zeigte
eine deutliche Bindung von 14-3-3-Proteinen an Hisg-Cyp5b8-Strepll, wohingegen keine Bindung
an Strepll-Cypl8 erfolgte.

Hisg-
Zelllysat  Cyp58-Strepll  Zelllysat Strepll-Cypl8

- — — <—14-3-3-Proteine

Abb. 3.23: Bindung von 14-3-3-Proteinen an Hisg-Cyp58-Strepll. Elutionen der Strepll-Pulldown-Ex-
perimente von Hisg-Cyp58-Strepll und Strepll-Cyp18 wurden durch SDS-PAGE (12,5 %) und Western-Blot-
Analyse gegen Anti-pan14-3-3-AK untersucht. Strepll-Cyp18 wurde bei 37 °C in E. coli M15[pREP4] exprimiert
und das resultierende geklarte E. coli-Lysat direkt auf die Strep-Tactin®-Sepharose-Saule aufgetragen.

3.9.1 Expression und Reinigung von 14-3-3-Protein-Isoformen

Zur weiteren Untersuchung der Interaktion zwischen Cyp58 0)% 0;\ n)k,,
und 14-3-3-Proteinen wurden die 14-3-3-Protein-Isoformen be- \;’/ \??’/ \?"‘5
ta (), gamma (), epsilon (¢) und zeta (¢) mit N-terminaler (c;/,\ (c;/)\ Q\\o,é
Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusion in E. coli DH5« und 14-  kDa
3-3-Protein ¢ zusédtzlich mit N-terminalem Hisg-tag in E. coli o5
BL21(DE3) bei 30°C exprimiert. &

Die Reinigung von GST-14-3-3-Protein 8 und GST-14-3-3-Pro- ») . «
teiny erfolgte durch GSH-Sepharose-Affinitdtschromatographie 3 y
(20mM HEPES/KOH pH7,4; 150mM NaCl) und GréBenaus- 34 -
schluss-Chromatographie mithilfe Superdex” 200-Séule (20mm 26 : '
HEPES/KOH pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM DTT). Das finale SDS-

PA-Gel (Abb. 3.24) zeigte fir die gereinigten GST-14-3-3-Pro- 17|

tein § und GST-14-3-3-Proteiny apparente molekulare Massen o

o . 54 500
Die Reinigung von Hisg-14-3-3-Protein ¢ erfolgte durch Ni2t-  formen. Coomassie-gefirbtes

NTA-Affinitédtschromatographie (20 mm Tris/HCI pH 7,5; 500 mM 10 %iges SDS-PA-Gel.

NaCl) und GroBenausschluss-Chromatographie mittels Superdex' 75-Séule (20 mm Tris/HCI

pH7,5; 150mM NaCl; 1 mM DTT). Das finale SDS-PA-Gel (Abb. 3.24) zeigte fiir das gereinigte

Protein eine apparente molekulare Masse von ca. 32 kDa.
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Die theoretischen molekularen Massen der gereinigten 14-3-3-Protein-Isoformen wurden durch
RP-HPLC/ESI-MS (Tab. 3.1) und die Ausbildung von Sekundérstrukturelementen durch Fern-
UV-CD-Spektroskopie bestatigt (Abb. A.2A Anhang).

3.9.2 Isoformspezifitat der Cyp58/14-3-3-Protein-Interaktion

Zwischen den sieben verschiedenen humanen 14-3-3-Protein-Isoformen liegen Sequenzidentitédten
von 58,9 bis 87,7 % vor (Abb. A.1 Anhang). Um die Interaktion zwischen Hisg-Cyp58-StrepIl und
14-3-3-Proteinen zu bestatigen und zu bestimmen, ob trotz der hohen Sequenzidentitéten zwi-
schen den 14-3-3-Protein-Isoformen eine Isoformspezifitat der Cyp58/14-3-3-Protein-Interaktion
vorliegt, wurde ein reziprokes GST-Pulldown-Experiment mit den rekombinant in F. coli herge-
stellten GST-Fusionen der 14-3-3-Proteine durchgefiihrt. Dazu wurden direkt die F. coli-Lysate
mit den exprimierten GST-14-3-3-Protein-Isoformen j3, v, € und ¢ und dem als Kontrolle verwen-
deten GST in das Pulldown-Experiment eingesetzt. Immobilisiertes GST, GST-14-3-3-Protein 3,
v, € bzw. ¢ wurde mit Zelllysat von FLAG-Cyp58 exprimierenden HeLa-Zellen (Abschn. 3.13)
inkubiert. Die Untersuchung auf Bindung von FLAG-Cyp58 an GST-14-3-3-Protein-Isoformen
erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieBender Western-Blot-Analyse gegen Anti-FLAG-AK.
Das GST-Pulldown-Experiment zeigte in der Western-Blot-Analyse (Abb. 3.25) eine Bindung
von FLAG-Cyp58 an alle untersuchten GST-14-3-3-Protein-Isoformen, nicht aber an GST. Somit
wurde die Bindung von Cyp58 an 14-3-3-Proteine bestétigt. Zwischen den Isoformen waren nur
geringe Unterschiede in der Bindung zu verzeichnen. Cyp58 diskriminiert also nur wenig zwischen
verschiedenen Isoformen. Die stidrkste Bindung zeigte FLAG-Cyp58 an GST-14-3-3-Protein

und S. Diese 14-3-3-Protein-Isoformen wurden in folgenden Experimenten bevorzugt verwendet.
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Abb. 3.25: Isoformspezifitat der Cyp58/14-3-3-Protein-Interaktion. GST-Pulldown-Experiment. GST
bzw. GST-14-3-3-Proteine wurden an GSH-Sepharose 4B immobilisiert und mit Zelllysat von FLAG-Cyp58
exprimierenden Hela-Zellen inkubiert. Nach SDS-PAGE (10 %) erfolgte Western-Blot-Analyse gegen Anti-
FLAG-AK. GST wurde bei 37°C in E. coli DH5« exprimiert.

3.9.3 Identifizierung der Interaktionsstellen zwischen Cyp58 und 14-3-3-Proteinen

Um Hinweise dariiber zu erhalten, welche Proteinbereiche von Cypd8 bei der Interaktion mit
14-3-3-Proteinen und welche Bereiche von 14-3-3-Proteinen bei der Interaktion mit Cyp58 von
Bedeutung sind, wurden sowohl GST-Pulldown-Experimente als auch Bindungsstudien mit
Peptid-Bibliotheken durchgefiihrt.

Identifizierung der Cyp58-Interaktionsstelle mit 14-3-3-Proteinen durch Pulldown-Analyse

Zur Ermittlung der Interaktionsstelle von Cyp58 mit 14-3-3-Proteinen wurden zunichst neben
Cyp58 (Abschn. 3.13) verschiedene Cyp58-Fragmente in pCMV-Tag 2B kloniert (Tab. 2.8) und
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3. Ergebnisse

mit N-terminalem FLAG-tag in HeLa-Zellen exprimiert. In einem GST-Pulldown-Experiment
wurden anschliefend immobilisiertes GST bzw. GST-14-3-3-Protein v mit Zelllysat von FLAG-
Cyp58 exprimierenden bzw. FLAG-Cyp58-Fragmente exprimierenden HeLa-Zellen (Abb. 3.26A)
inkubiert. Durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Anti-FLAG-AK wurde die Bin-
dung von Cypbh8 und der Cyph8-Fragmente an GST-14-3-3-Protein vy untersucht.

Die Western-Blot-Analyse der eingesetzten Zelllysate (Abb. 3.26B) zeigte die Expression von
FLAG-Cyp58 und den FLAG-Cyp58-Fragmenten. Die Expression von FLAG-Cyp58'272 war
dabei im Vergleich zu den anderen FLAG-Proteinen relativ schwach. Die Analyse des Pulldown-
Experiments zeigte eine deutliche Bindung von FLAG-Cyp58273-529 und FLAG-Cyp58 an GST-
14-3-3-Protein v, nicht aber von FLAG-Cyp58' 272 oder FLAG-Cyp58'38449  An GST erfolgt
ebenfalls keine Bindung. Somit erweist sich die C-terminale Erweiterung der PPIlase-Doméne
(Cyp5840-520) als entscheidend fiir die Bindung von Cyp58 an GST-14-3-3-Protein 7.

A ()
o

®
(4) FLAG] |  UBox |  Jcc/ [  PPlase | |
1 26 137 197 217 273 449 520
B Zelllysat GST GST-14-3-3 y
kDa

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
34-

Abb. 3.26: Identifizierung der Cyp58-Interaktionsstelle mit 14-3-3-Proteiny. A FLAG-Cyp58-Frag-
mente: FLAG-Cyp5817272 (1), FLAG-Cyp5813844° (2), FLAG-Cyp58273520 (3), Cyp58 (4). B GST-Pulldown-
Experiment. GST bzw. GST-14-3-3-Proteiny wurde an GSH-Sepharose 4B immobilisiert und mit Hela-
Zelllysat, in welchem FLAG-Cyp58 bzw. FLAG-Cyp58-Fragmente exprimiert vorlagen, inkubiert. Nach SDS-
PAGE (10 %) erfolgte Western-Blot-Analyse gegen Anti-FLAG-AK.

Identifizierung der Cyp58-Interaktionsstelle mit 14-3-3 durch Peptid-Bibliothek-Analyse

Als ergédnzende Methode zur Identifizierung von Bereichen der Aminosiduresequenz von Cyp58,
die fiir die Interaktion mit 14-3-3-Proteinen wichtig sind, erfolgten Bindungsstudien mit einer
Peptid-Bibliothek. Durch Spot-Synthese wurde eine Cellulose-gebundene Anordnung von sich
iiberlappenden von Cyp58 abgeleiteten Peptiden (13-mere, 2 Aminoséduren Verschiebung) er-
stellt. Diese Cellulose-Membran wurde mit GST-14-3-3-Protein 8 inkubiert und durch anschlie-
Bende Western-Blot-Analyse gegen Anti-GST-AK die Bindung von GST-14-3-3-Protein 3 an die
von Cypbh8 abgeleiteten Peptide untersucht.
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MGKRQHQKDKMYITCAEYTHFYGGKKPDLPQTNFRRLPFDHCSLSLQPFVYPVCTPDGIVFD
LLNIVPWLKKYGTNPSNGEKLDGRSLIKLNFSKNSEGKYHCPVLFTVFTNNTHIVAVRTTGN
VYAYEAVEQLNIKAKNFRDLLTDEPFSRQDIITLQDPTNLDKFNVSNFYHVKNNMKIIDPDE
EKAKQDPSYYLKNTNAETRETLQELYKEFKGDEILAATMKAPEKKKVDKLNAAHYSTGKVSA
SFTSTAMVPETTHEAAAIDEDVLRYQFVKKKGYVRLHTNKGDLNLELHCDLTPKTCENFIRL
CKKHYYDGTIFHRSIRNFVIQGGDPTGTGTGGESYWGKPFKDEFRPNLSHTGRGILSMANSG

xxxX U-Box-Domane
XXXx coiled coil-Region
xxxx PPlase-Domane

XXXX Sequenz mit
14-3-3-Bindung

PNSNRSQFFITFRSCAYLDKKHTIFGRVVGGFDVLTAMENVESDPKTDRPKEEIRIDATTVF
VDPYEEADAQIAQERKTQLKVAPETKVKSSQPQAGSQGPQTFRQGVGKYINPAATKRAAEEE
PSTSATVPMSKKKPSRGFGDFSSW

Abb. 3.27: Identifizierung der Cyp58-Interaktionsstelle mit 14-3-3-Protein 5. A Durch Spot-Synthese
generierte Cellulose-gebundene Anordnung von sich tiberlappenden von Cyp58 abgeleiteten Peptiden (13-mere,
2 Aminosauren Verschiebung) wurde mit 10 um GST-14-3-3-Protein § inkubiert (10 mm Tris/HCl pH 7,8) und
anschlieBend durch Western-Blot-Analyse gegen Anti-GST-AK untersucht. Mindestens drei aufeinander fol-
gende interagierende Peptide sind unterstrichen. B Primarstruktur von Cyp58 mit farbig markierten Doméanen.
Die bestimmten Interaktionsstellen mit GST-14-3-3-Protein 5 sind fett und unterstrichen.

Die Western-Blot-Analyse der Cellulose-Membran (Abb. 3.27A) zeigte, dass viele Peptide in
der Lage sind mit GST-14-3-3-Protein § zu interagieren. Aufgrund der iiberlappenden Sequen-
zen der Peptide wird davon ausgegangen, dass nur mehrere aufeinander folgende mit 14-3-3-
Protein 5 interagierende Peptide Hinweise auf mogliche Interaktionsstellen geben. Mindestens
drei aufeinander folgende interagierende Peptide zeigten sich in den Positionen 55-58, 117-122,
220-222 und 226231 auf der Cellulose-Membran. Diese vier Bereiche besitzen als tiberlappende
Peptidsequenzen H'PIVAVRT 2!, T243GK?245 AM3QIAQERKT#! und V461KS*63 von Cyp58
(Abb. 3.27B). Der Sequenzbereich H'’TVAVRT!?! befindet sich im C-terminalen Bereich der
ermittelten U-Box-Domine, T?*3GK?% zwischen der potentiellen coiled coil-Region und der
PPlase-Doméine, A*3QIAQERKT?! entsprechend der bekannten Strukturbereiche [56] in der
Helix C-terminal der PPIase-Doméne und der Sequenzbereich V461KS63 ebenfalls innerhalb
der C-terminalen Erweiterung der PPIase-Doméne von Cyp58.

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse aus dem GST-Pulldown-Experiment sind die Sequenz-
bereiche A*3QIAQERKT#! und V461K S3 von Cyp58 die wahrscheinlichsten Interaktionsstel-

len mit 14-3-3-Proteinen.

Identifizierung der 14-3-3-Interaktionsstelle mit Cyp58 durch Peptid-Bibliothek-Analyse

Die Identifizierung von Bereichen in der Aminosduresequenz von 14-3-3-Protein, die fiir die
Interaktion mit Cypb8 wichtig sind, erfolgte ebenfalls durch Bindungsstudien mit einer Peptid-
Bibliothek. Durch Spot-Synthese wurde eine Cellulose-gebundene Anordnung von sich iiber-
lappenden von 14-3-3-Protein 5 abgeleiteten Peptiden (13-mere, 2 Aminosduren Verschiebung)
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3. Ergebnisse

erstellt. Nach Inkubation der Cellulose-Membran mit Hisg-Cyp58-Strepll wurde durch Western-
Blot-Analyse gegen Anti-Penta-His-AK die Bindung von Hisg-Cyp58-Strepll an die von 14-3-3-
Protein 5 abgeleiteten Peptide untersucht.

Die Western-Blot-Analyse der Cellulose-Membran (Abb. 3.28A) zeigte viele Peptide, die mit
Hisg-Cypb8-Strepll interagieren kénnen. Mindestens drei aufeinander folgende interagierende
Peptide zeigten sich in den Positionen 1-3, 2025, 26-28, 33-38, 5861 und 82-85 der Cellulose-
Membran. Diese sechs Bereiche besitzen die iiberlappenden Peptidsequenzen K’SELVQKAK!3,
APYKST GSSARRSSWRVSS, EPKK™, LI2!KMKGDY ™" und R'LGLALN'™ von 14-3-3-
Protein 5 (Abb. 3.28B). In der Kristallstruktur von 14-3-3-Protein 8 [197] befinden sich diese als
potentielle Interaktionsstellen mit Cyp58 ermittelten Sequenzbereiche entweder in Nachbarschaft
oder direkt in der Ligandbindetasche [198] von 14-3-3-Protein 5 (Abb. 3.28C).

A 1 — 5 10 15 20 25
26
51
76 L)
101 .
B MTMDKSELVQKAKLAEQAERYDDMAAAMKAVTEQGHELS K R
VISSIEQKTERNEKKQQMGKEYREKIEAELQDICNDVLELLDKYLIPNATQP LKMK
_ //LSEVASGDNKQTTVSNSQQAYQEAFEISKKEMQPTH ILNS
PEKACSLAKTAFDEATAELDTLNEESYK TSENQGDEGDAGEGEN
C R Ligandbindetasche
oo konservierte Reste
XXXX Sequenz mit
Cyp58-Bindung

14-3-3-Protein 8
Ligand: Exoenzym-S-Peptid

Abb. 3.28: Identifizierung der 14-3-3-Protein-Interaktionsstelle mit Cyp58. A Durch Spot-Synthese
generierte Cellulose-gebundene Anordnung von sich iiberlappenden von 14-3-3-Protein 3 abgeleiteten Pepti-
den (13-mere, 2 Aminosauren Verschiebung) wurde mit 10 uM Hisg-Cyp58-Strepl| inkubiert (10 mM Tris/HCI
pH 7,8) und anschlieBend durch Western-Blot-Analyse gegen Anti-Penta-His-AK untersucht. Mindestens drei
aufeinander folgende interagierende Peptide sind griin unterstrichen. B Priméarstruktur von 14-3-3-Protein
mit Ligandbindetasche [198] (gelb) und hoch konservierten Resten [199] (orange). Die bestimmten Interak-
tionsstellen mit Hisg-Cyp58-Strepll sind fett und griin unterstrichen. C Kristallstruktur von 14-3-3-Protein 3
mit gebundenem Pseudomonas aeruginosa Exoenzym-S-Peptid [197]. PDB: 2C23. Farbschema wie in B.
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3.10 Interaktion von Cyp58 mit SET-Protein

SET-Protein ist ein multifunktionales Protein, das mit vielen zelluliren Prozessen in Verbin-
dung gebracht wird. Es existieren zwei Isoformen von SET-Protein, die sich in einer kurzen N-
terminalen Region unterscheiden. Isoform 1 (TAF-Ia) besteht aus 290 Aminosduren (33,5kDa)

und Isoform 2 (TAF-153) aus 277 Aminoséuren (32,1kDa).
Zur Verifizierung der Interaktion zwischen Cyp58

A
und SET-Protein, die bei der Pulldown-Analyse von \\*@'5& < &95(’

AN
immobilisiertem Hisg-Cyp58-Strepll (Abschn. 3.8) P & &
nachgewiesen wurde, erfolgte ein reziprokes Experi- et ~— Cyp58

ment. In einem GST-Pulldown-Experiment wurden

GST bzw. GST-SET-Protein immobilisiert und mit APP- 329 Interaktion von Cyp5§ mit SET-
. . o Protein im GST-Pulldown-Experiment. GST
HeLa-Zelllysat inkubiert. Zur Immobilisierung wur-  p,\ GST-SET-Protein wurde an GSH-Sepharo-
den direkt die E. coli-Lysate mit exprimiertem GST  se 4B immobilisiert und mit Hela-Zelllysat inku-
H 0,
bzw. GST-SET-Protein eingesetzt. Die Proben wur- biert. Nach SDS-PAGE (.10 %) erfolgte Western-
Blot-Analyse gegen Anti-Cyp58-AK.
den durch SDS-PAGE und anschlielender Western-
Blot-Analyse gegen Anti-Cyp58-AK auf Bindung von endogenem Cypb8 an GST-SET-Protein
untersucht.
Das GST-Pulldown-Experiment zeigte in der Western-Blot-Analyse (Abb. 3.29) eine deutliche
Bindung von Cypb8 an GST-SET-Protein, nicht aber an GST. Damit wurde die Interaktion

zwischen Cyp58 und SET-Protein bestétigt.

3.10.1 Expression und Reinigung von SET-Protein

Der ORF fiir SET-Protein Isoform 2 (TAF-13) wurde

A A
aus einer kommerziellen humanen embryonalen Hodenkar- 5,)<</ f;(’
zinom-cDNA in pET28a und pGEX-4T-1 kloniert (Tab. &
2.8). Die Expression von Hisg-SET-Protein und GST-SET- kDa =
Protein erfolgte in E. coli Rosetta(DE3) bei 30 °C. gg =
Die Reinigung von Hisg-SET-Protein erfolgte durch Bin- 55 I '
dung an eine DEAE-Anionenaustauschchromatographie- 43l ' g
Saule (20mM Tris/HC1 pH 7,5) entsprechend des theoreti- 2o/ hd
schen pl von 4,27 und einer Elution durch einen linearen =
0-1 M NaCl-Gradienten im entsprechenden Puffer. Hisg- 20 |
SET-Protein eluierte bei ca. 500 mM NaCl von der Séule.
AnschlieBend erfolgten Ni?T-NTA-Affinitiatschromatogra- 1718
phie (20 mM Tris/HC1 pH 7,5; 500 mM NaCl) und Grofien- Abb. 3.30: Gereinigte rekombinante
ausschluss-Chromatographie mittels Superdex'— 75-Sdule SET-Proteine. Coomassie-gefirbtes

(20mM HEPES/KOH pH7,4; 150mM NaCl). Das finale 10 %iges SDS-PA-Gel.
SDS-PA-Gel (Abb. 3.30) zeigte fiir Hisg-SET-Protein eine apparente molekulare Masse von ca.
45kDa.

GST-SET-Protein wurde durch GSH-Sepharose-Affinitdtschromatographie (20 mMm HEPES/
KOH pH 7,4; 150 mM NaCl) und anschlieSender Gréfienausschluss-Chromatographie mittels Su-
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perdex' " 75-Séule (20 mm HEPES/KOH pH 7,4; 150 mM NaCl) gereinigt. Das finale SDS-PA-Gel
(Abb. 3.30) zeigte fir GST-SET-Protein eine apparente molekulare Masse von ca. 65 kDa.

Die theoretischen molekularen Massen von Hisg-SET-Protein und GST-SET-Protein wurden
durch RP-HPLC/ESI-MS (Tab. 3.1) und die Ausbildung von Sekundérstrukturelementen durch
Fern-UV-CD-Spektroskopie bestétigt (Abb. A.2B Anhang).

3.10.2 Identifizierung der Interaktionsstellen zwischen Cyp58 und SET-Protein

Zur Ermittlung der Proteinbereiche von Cyp58, welche bei der Interaktion mit SET-Protein von
Bedeutung sind, wurden GST-Pulldown-Experimente und Bindungsstudien mit Peptid-Biblio-
theken durchgefiihrt.

Identifizierung der Cyp58-Interaktionsstelle mit SET-Protein durch Pulldown-Analyse

Um die Interaktionsstelle von Cyp58 mit SET-Protein zu ermitteln, wurde analog zu Ab-
schnitt 3.9.3 ein GST-Pulldown-Experiment durchgefiihrt. Dazu wurde immobilisiertes GST
bzw. GST-SET-Protein mit Zelllysat von FLAG-Cyp58-Fragmente exprimierenden HeLa-Zellen
(Abb. 3.31A) inkubiert. Durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Anti-FLAG-AK
wurde die Bindung der Cyp58-Fragmente an GST-SET-Protein untersucht.

A (1) [FLRGI | U-box | | PPlase |
(2) [FCAG] [cc] | PPlase |
(3) FLAG PPlase |
1 26 137 197 217 273 449 520
B Zelllysat GST GST-SET
kDa
55
43

Abb. 3.31: Identifizierung der Cyp58-Interaktionsstelle mit SET-Protein durch Pulldown-Analyse.
A FLAG-Cyp58-Fragmente: FLAG-Cyp581™49 (1), FLAG-Cyp58138-449 (2), FLAG-Cyp5827352° (3). B GST-
Pulldown-Experiment. GST bzw. GST-SET-Protein wurde an GSH-Sepharose 4B immobilisiert und mit Hela-
Zelllysat, in welchem FLAG-Cyp58-Fragmente exprimiert vorlagen, inkubiert. Nach SDS-PAGE (10 %) erfolgte
Western-Blot-Analyse gegen Anti-FLAG-AK.

Die Western-Blot-Analyse der eingesetzten Zelllysate (Abb. 3.31B) zeigte die Expression der
FLAG-Cyp5b8-Fragmente. In der Analyse des Pulldown-Experiments wurde eine deutliche Bin-
dung von FLAG-Cyp58273520 an GST-SET-Protein sichtbar, nicht aber von FLAG-Cyp58'449
oder FLAG-Cyp58138-449  An GST erfolgte ebenfalls keine Bindung. Damit erweist sich, analog
zur Bindung von Cyp58 an GST-14-3-3-Protein~y, die C-terminale Erweiterung der PPlase-
Doméne (Cyp58%59520) als entscheidend fiir die Bindung von Cyp58 an GST-SET-Protein.
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Identifizierung der Cyp58-Interaktionsstelle mit SET durch Peptid-Bibliothek-Analyse

Als zusétzliche Methode zur Identifizierung von Bereichen der Aminosduresequenz von Cyp58,
die fiir die Interaktion mit SET-Protein wichtig sind, erfolgten Bindungsstudien mit einer Cyp58-
Peptid-Bibliothek analog zu Abschnitt 3.9.3. Die Cellulose-Membran wurde sowohl mit GST-
SET-Protein als auch mit Hisg-SET-Protein inkubiert und durch Western-Blot-Analyse gegen
Anti-GST-AK bzw. Anti-Penta-His-AK auf eine Bindung von SET-Protein an die von Cyp58
abgeleiteten Peptide untersucht.

. GST-SET-Protein

101
126
151 ¢
176
201
226
251 [0 -
C [ MGKRQHQKDKMYITCAEYTHFYGGKKPDLPQTNFRRLPFDHCSLSLQPFVYPVCTPDGIVFD | XxxX U-Box-Doméane

LLNIVPWLKKYGTNPSNGEKLDGRSLIKLNFSKNSEGKYHCPVLFTVFTNNTHIVAVRTTGN | xxxx coiled coil-Region
VYAYEAVEQLNIKAKNFRDLLTDEPFSRQDIITLQDPTNLDKFNVSNEYHVKNNMKIIDPDE |\ BP|ice-Domine

EKAKQDPSYYLKNTNAETRETLQELYKEFKGDEILAATMKAPEKKKVDKLNAAHYSTGKVSA -
SFTSTAMVPETTHEAAAIDEDVLRYQFVKKKGYVRLHTNKGDLNLELHCDLTPKTCENFIRL | XXXX Interaktion in

Hisg-SET-Protein

CKKHYYDGTIFHRSIRNFVIQGGDPTGTGTGGESYWGKPFKDEFRPNLSHTGRGILSMANSG einer/\nalyse
PNSNRSQFFITFRSCAYLDKKHTIFGRVVGGFDVLTAMENVESDPKTDRPKEEIRIDATTVF | xxxX Interaktion in
VDPYEEADAQIAQERKTQLKVAPETKVKSSQPQAGSQGPQTFRQGVGKYINPAATKRAAEEE beiden Anah&en

PSTSATVPMSKKKPSRGFGDFSSW

Abb. 3.32: Identifizierung der Cypb58-Interaktionsstelle mit SET-Protein durch Peptid-Bibliothek-
Analyse. Durch Spot-Synthese generierte Cellulose-gebundene Anordnung von sich tiberlappenden von Cyp58
abgeleiteten Peptiden (13-mere, 2 Aminosiuren Verschiebung) wurde sowohl A mit 2,5 uM GST-SET-Protein
inkubiert (10 mM Tris/HCI pH7,8) und durch Western-Blot-Analyse gegen Anti-GST-AK untersucht als auch
B mit 1,5 uM Hisg-SET-Protein inkubiert (10 mMm Tris/HCl pH7,8) und durch Western-Blot-Analyse gegen
Anti-Penta-His-AK untersucht. Mindestens drei aufeinander folgende interagierende Peptide sind unterstrichen.
C Primarstruktur von Cypb8 mit farbig markierten Doménen. Die in nur einer der beiden Analysen bestimm-
ten Cyp58-Interaktionsstellen mit SET-Protein sind violett unterstrichen. Die in beiden Analysen bestimmten
Interaktionsstellen sind fett dargestellt und schwarz unterstrichen.

Die Western-Blot-Analyse der mit GST-SET-Protein inkubierten Cellulose-Membran (Abb.
3.32A) zeigte mindestens drei aufeinander folgende interagierende Peptide in den Positionen 55—
58, 64—68, 117-121, 176-180, 220223, 226—229 und 248-252. Diese sieben Bereiche besitzen die
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iiberlappenden Peptidsequenzen H'SIVAVRT?! NISIKAK!Y | Y24ISTGK?45, S359HTGR363,
IS AQERKT#!, PPTETKVKS*%3 und V?PMSK®"” von Cyp58 (Abb. 3.32C).

Die Western-Blot-Analyse der mit Hisg-SET-Protein inkubierten Cellulose-Membran (Abb.
3.32B) zeigte mindestens drei aufeinander folgende interagierende Peptide in den Positionen 55—
58, 84-86, 117-120, 176-180, 226—229 und 233-235. Diese sechs Bereiche besitzen die tiberlappen-
den Peptidsequenzen HM'PIVAVRT!?! NITIFYHVKNNM!™ | AZ9HYSTGK?*, SP9HTGR363,
PHTETKVKS*%3 und G*9SQGPQTFR*™™ von Cyp58 (Abb. 3.32C).

Die Sequenzbereiche H''P IVAVRT 2! Y24ISTGK?45, S39HTGR3% und PP"ETKVKS*%3 von
Cypb8 zeigten in beiden Analysen eine Bindung von SET-Protein. Diese Bereiche befinden sich
im C-terminalen Bereich der ermittelten U-Box-Doméne, zwischen der potentiellen coiled coil-
Region und der PPIase-Doméne, innerhalb der PPIase-Doméne bzw. innerhalb der C-terminalen
Erweiterung der PPlase-Domine. P"ETKVKS*03 ist unter Beriicksichtigung der Ergebnisse
des GST-Pulldown-Experiments die wahrscheinlichste Interaktionstelle von Cyp58 mit SET-
Protein. Die nur in jeweils einem der beiden Analysen identifizierten, in der C-terminalen
Erweiterung der PPlase-Doméne von Cyp58 befindlichen Sequenzbereiche I*45AQERKT#!,
GA98QGPQTFRY™ und VPPMSK?" sind ebenfalls mogliche Interaktionsstellen mit SET-

Protein.

Evaluierung der potentiellen Cyp58-Interaktionsstellen mit SET-Protein

Zur Untersuchung der Bedeutung dieser potentiellen Interaktionsstellen fiir die Bindung von
SET-Protein an Cyp58 wurden zwei Sequenzbereiche ausgewihlt: PSTETKVKS403, als wahr-
scheinlichste Cyp58-Interaktionsstelle mit SET-Protein, und I AQERKT*!, das ebenfalls im
C-terminalen Bereich von Cyp58 vorliegt und in beiden Bindungsstudien, mit SET-Protein und
GST-14-3-3-Protein 3, eine Interaktion zeigte.

Es wurden jeweils die vier Aminoséurereste E¥*TKV46! ynd E#**RKT#! in FLAG-Cyp58
durch ortsspezifische Mutagenese gegen AAAA substituiert (Tab. 2.12) und anschlieBend verglei-
chende GST-Pulldown-Experimente durchgefiihrt. Immobilisiertes GST bzw. GST-SET-Protein
wurde mit Zelllysat von FLAG-Cyp58 exprimierenden bzw. FLAG-Cyp58-Varianten exprimie-
renden HelLa-Zellen inkubiert. Durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Anti-FLAG-
AK wurde die Bindung an GST-SET-Protein untersucht.

Zelllysat GST GST-SET

wt ERKT ETKV ERKT ETKV wt ERKT ETKV
>AAAA >AAAA >AAAA S>AAAA 2>AAAA >AAAA

wt
e .-,f-*hFLAG-CypBS

Abb. 3.33: Evaluierung von potentiellen Interaktionsstellen von Cyp58 mit SET-Protein. GST-Pull-
down-Experiment. GST bzw. GST-SET-Protein wurde an GSH-Sepharose 4B immobilisiert und mit Hela-
Zelllysat, in welchem FLAG-Cyp58 und FLAG-Cyp58-Varianten exprimiert vorlagen, inkubiert. AnschlieBend
wurde die Matrix 4h mit 1U Thrombin, zur Spaltung von GST-SET-Protein, inkubiert. Nach SDS-PAGE
(10 %) erfolgte Western-Blot-Analyse gegen Anti-FLAG-AK.

Die Western-Blot-Analyse der eingesetzten Zelllysate (Abb. 3.33) zeigte die Expression von
FLAG-Cyp58 und den FLAG-Cyp58-Varianten. In der Analyse des Pulldown-Experiments wur-
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de eine Bindung aller FLAG-Proteine an GST-SET-Protein sichtbar. Zwischen der Bindung von
FLAG-Cyp58PRKT=AAAA "B AG-Cyps8ETKV—=AAAA 11 dem Wildtyp waren dabei kaum Un-
terschiede zu verzeichnen. Somit sind diese beiden Proteinbereiche nicht entscheidend an der
Bindung von SET-Protein an Cyp58 beteiligt.

3.10.3 Einfluss von Cyp58 auf die Histon-Bindung von SET-Protein

SET-Protein wurde in der Literatur mehrfach als Histon-Bindeprotein beschrieben [182, 200
203]. Deshalb wurde der Einfluss von Cyp58 auf die Histon-Bindung von SET-Protein unter-
sucht. In einem GST-Pulldown-Experiment wurde GST bzw. GST-SET-Protein in Ab- oder
Anwesenheit von Cyp58 mit Histonen inkubiert. Durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse
gegen Anti-Histon-H3-AK und Anti-Histon-H2B-AK wurden die Proben miteinander verglichen.

Das Pulldown-Experiment zeigte in der Western-Blot-Analyse (Abb. 3.34) eine Bindung von
Histon H3 und Histon H2B an GST-SET-Protein. An GST erfolgte kaum Bindung. Die Stérke
der Histon-Bindung war dabei in Ab- und Anwesenheit von Cyp58 etwa gleich. Somit hat Cyp58

wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Histon-Bindung von SET-Protein.

Ggsamt- GST GST-SET

Histon . n R Cyp58
Anti-Histon-H3-AK | e - s S—
Anti-Histon-H2B-AK | s >

Abb. 3.34: Einfluss von Cyp58 auf die Bindung der Histone H3 und H2B an SET-Protein. GST-
Pulldown-Experiment. GST bzw. GST-SET-Protein wurde an GSH-Sepharose 4B immobilisiert und mit
0,33 mg/ml Gesamt-Histon in Ab- oder Anwesenheit von 30 uM Cyp58 inkubiert. Nach SDS-PAGE (12,5 %)
erfolgte Western-Blot-Analyse gegen Anti-Histon-H3-AK und Anti-Histon-H2B-AK.

3.10.4 Einfluss von Cyp58 auf die PP2A-Inhibition durch SET-Protein

SET-Protein (I¥724) wurde als spezifischer, nicht-kompetitiver und potenter Inhibitor der Pro-
tein-Phosphatase 2A (PP2A) beschrieben [204, 205]. Deshalb sollte der Einfluss von Cyp58 auf
die Inhibition der Phosphatase-Aktivitdt von PP2A durch SET-Protein untersucht werden. Da-
zu wurde ein Dephosphorylierungstest etabliert, um die enzymatische Aktivitdt von PP2A zu
verfolgen. Als Substrat fiir PP2A diente 3P-markierte Phosphorylase ([>*P]-Phosphorylase a),
die durch die Phosphorylase-Kinase-katalysierte Reaktion von Phosphorylase b mit y-33P-mar-
kiertem ATP gewonnen wurde.

Zunéchst wurde eine Kinetik der Dephosphorylierung von [**P]-Phosphorylase a durch PP2A
erstellt. Die Dephosphorylierungsreaktion wurde nach verschiedenen Zeitpunkten durch TCA-
Fillung abgestoppt und nach Zentrifugation das freigesetzte [33P]-Phosphat im Zentrifugations-
iiberstand durch einen Scintillationsdetektor quantifiziert (Abb. 2.1).

Die Kinetik der Dephosphorylierungsreaktion (Abb. 3.35A) zeigte eine annéhernd lineare Zu-
nahme des freien [**P]-Phosphat mit fortschreitender Reaktionszeit. Somit war die verwendete

PP2A eine aktive Phosphatase und zeigte im verwendeten Konzentrationsbereich und Zeitfenster
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eine lineare Abhéngigkeit zwischen Zeit und Produktbildung, Voraussetzung fiir anschliefende
Inhibitionsmessungen.

Im néchsten Schritt sollte die PP2A-Aktivitat durch Hisg-SET-Protein inhibiert werden. Als
Positiv-Kontrolle fiir die Inhibition diente der hochaffine nicht-kompetitive PP2A-Inhibitor Oka-
dasédure (OA) [206]. Die Dephosphorylierungsreaktionen in Ab- oder Anwesenheit von Hisg-SET-
Protein bzw. OA wurden nach 60 min Reaktionszeit vergleichend untersucht.

Abbildung 3.35B zeigt die Produktfreisetzung von PP2A in Gegenwart von Hisg-SET-Protein
bzw. OA. Dabei war keinerlei Inhibition der Phosphatase-Aktivitdt von PP2A durch 1 um Hisg-
SET-Protein zu verzeichnen. 100 nM OA fiihrten hingegen zu einer vollstdndigen Inhibition der
Phosphatase-Aktivitdt von PP2A. Die Inhibition durch OA bestétigte, dass die beobachtete
Phosphatase-Aktivitdt auf PP2A zuriickzufithren war und nicht durch Phosphatase-Verunreini-
gungen zustande kam.

Da Hisg-SET-Protein unter den verwendeten Messbedingungen keinen Einfluss auf die Phos-
phatase-Aktivitdt von PP2A zeigte, konnte auch kein Einfluss von Cyp58 auf diese in der Lite-

ratur beschriebene Inhibition untersucht werden.
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Abb. 3.35: Phosphatase-Aktivitit und Inhibition von PP2A. A Kinetik der Dephosphorylierung von [*3P]-
Phosphorylase a durch PP2A. [*3P]-Phosphorylase a wurde bei 30 °C mit 50 nmM PP2A inkubiert und die Reak-
tion nach verschiedenen Zeitpunkten durch TCA-Fallung abgestoppt. Nach Zentrifugation wurde die Radio-
aktivitat des Uberstandes durch Szintillationsmessung bestimmt. Lineare Anpassung. B Dephosphorylierung
von [*3P]-Phosphorylase a durch PP2A in Ab- oder Anwesenheit von 100 nM Okadasaure (OA) bzw. 1 um
Hisg-SET-Protein nach 60 min Reaktionszeit.

3.10.5 Einfluss von Cyp58 auf die Proteolyse von SET-Protein durch Granzym A

SET-Protein wurde bei Untersuchungen zum Mechanismus des Caspase-unabhéngigen Zelltods
als Substrat der Serinprotease Granzym A (GzmA) identifiziert [207-209]. Deshalb wurde un-
tersucht, ob Cypb58 einen Einfluss auf die Proteolyse von SET-Protein durch GzmA hat. Dazu
erfolgte eine limitierte Proteolyse von Hisg-SET-Protein mit GzmA in An- und Abwesenheit von
Cyp58. Mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Anti-SET-AK wurden die Zeitver-
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ldufe der limitierten Proteolysen miteinander verglichen.

Die limitierte Proteolyse zeigte in der Western-Blot-Analyse (Abb. 3.36) mit zunehmender
Reaktionszeit eine Degradation von Hisg-SET-Protein in definierte Fragmente. Nach 6 h Reakti-
onszeit war Hisg-SET-Protein fast vollstdndig abgebaut. Die entstandenen drei Hauptfragmente
zeigten apparente molekulare Massen von 22 bis 28 kDa. Zwischen An- und Abwesenheit von
Hisg-Cypb8-Strepll im Reaktionsansatz waren keine Unterschiede im Zeitverlauf und in der
Grofle der entstandenen Fragmente zu verzeichnen. Damit hat Cyp58 keinen Einfluss auf die
Proteolyse von SET-Protein durch GzmA.

Hisg- _ Hisg-
Cyp58-Strepll Cyp58-Strepll
kDa . . . .
s 0 40" 2h 6h 0" 40" 2h 6h Abb. 3.36: Einfluss von Cyp58 auf die
. n — Hic. GzmA-Proteolyse von SET-Protein. Li-
43-| S~ Hise-SET mitierte Proteolyse von 3 uM Hisg-SET-Pro-
tein durch 200nM GzmA in An- oder Ab-
34 wesenheit von 12 M Hisg-Cyp58-Strepll bei
37°C (20 mm HEPES/KOH pH 7,4; 100 mMm
- o an m NaCl; 1mm CaCly). Die Reaktion wurde
26 His.-SET- nach verschiedenen Zeitpunkten mit PMSF
- - - - Fraegmente (2mM Endkonz.) abgestoppt. Nach SDS-
PAGE (10 %) erfolgte Western-Blot-Analyse
- - gegen Anti-SET-AK.

3.11 Ubiquitinylierung in Cyp58/Interaktionspartner-Kombinationen

Cyp58 ist als Ubiquitin-Protein-Ligase fiir die Substratspezifitiat der Ubiquitinylierungskaskade
verantwortlich. Somit sind Cypb8-Interaktionspartner auch potentielle Ubiquitinylierungssub-
strate von Cypd8. Zur Untersuchung, ob die identifizierten Cypb8-Interaktionspartner durch
Cyp58 ubiquitinyliert werden, wurden diese in Ab- und Anwesenheit von Cyp58 mit allen Kom-
ponenten des Ubiquitinylierungssystems inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte durch SDS-
PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP zur Detektion von Bt-Ub. Gleich-
zeitig gab dieses Experiment eine Aussage iiber den Einfluss der Interaktionspartner auf die
Autoubiquitinylierung von Cyp58.

In der Western-Blot-Analyse der Ubiquitinylierungsreaktionen (Abb. 3.37) zeigten sich in An-
wesenheit von Cypb8 die fiir die Autoubiquitinylierung charakteristischen Banden mit grofierer
molekularer Masse als Cyp58 (Abschn. 3.5.4). Diese waren in Gegenwart aller Interaktionspart-
ner vorhanden, auch wenn sie unterschiedlich stark ausfielen. Die Interaktionspartner von Cyp58
hatten damit keinen signifikanten Einfluss auf seine Autoubiquitinylierung.

Beim Blick auf die Cyp58-Interaktionspartner zeigten sich in Gegenwart von Hisg-SET-Protein
und Hisg-14-3-3-Protein ¢ (Abb. 3.37A) keine auf deren Ubiquitinylierung zuriickzufithrende zu-
sitzliche Banden. In den Proben mit GST-14-3-3-Protein 5 und GST-14-3-3-Proteiny zeigten
sich jedoch zusétzliche Banden (Abb. 3.37A x/#). Diese Banden wiirden, dem Laufverhalten
im SDS-Gel nach, einer Monoubiquitinylierung beider Proteine entsprechen. Diese zusédtzlichen
Banden waren aber sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Cyp58 zu beobachten und damit

nicht auf die E3-Aktivitdt von Cypbh8 zuriickzufithren. In Gegenwart von Gesamt-Histon (Abb.
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Abb. 3.37: Ubiquitinylierung in Cyp58/Interaktionspartner-Kombinationen. A Ubiquitinylierung von je
10 uM Hisg-SET-Protein, GST-14-3-3-Protein 3, GST-14-3-3-Proteiny bzw. Hise-14-3-3-Protein ¢ (10 %iges
SDS-PA-Gel). B Ubiquitinylierung von 1 mg/m| Gesamt-Histon (12,5 %iges SDS-PA-Gel). Die Proteine wurden
in Ab- oder Anwesenheit von 5 uM Cyp58 mit 37,5 nM Hisg-UBE1, 300 nM Hisg-UbcH3, 2,5 pg/ml Bt-Ub und
5mm ATP 2h bei 30°C inkubiert (50 mM HEPES/KOH pH7,5; 40 mM NaCl; 5mM MgCly; 0,5mMm DTT).
Nach SDS-PAGE erfolgte Western-Blot-Analyse gegen Streptavidin-HRP. % zusatzliche Bande tber GST-
14-3-3-Protein 3; # zusatzliche Bande iiber GST-14-3-3-Protein .

3.37B) waren sehr viele auf Ubiquitinylierung zuriickzufiithrende zusétzliche Banden sichtbar.
Diese zeigten sich aber ebenfalls in An- und Abwesenheit von Cyp58. Somit war fiir keines der

untersuchten Cypb8-Interaktionspartner eine Ubiquitinylierung durch Cyp58 nachweisbar.

3.12 Einfluss der Interaktionspartner auf die Cyp58-PPlase-Aktivitat

Es wurde untersucht, ob die ermittelten Cyp58-Interaktionspartner einen Einfluss auf die enzy-
matische Aktivitdt der PPIlase-Doméne von Cyp58 haben. Dazu wurde die PPlase-Aktivitit von
Cypb8 in Gegenwart von GST-14-3-3-Protein 8, GST-14-3-3-Protein «y, Hisg-14-3-3-Protein ¢ und
Hisg-SET-Protein bestimmt. Als Kontrolle wurde die PPlase-Aktivitdt von Cyp58 in Gegenwart
von BSA als nicht interagierendes Protein bestimmt. Die Aktivitdtsbestimmung erfolgte mit dem
Fluoreszenz-basierten Protease-freien PPlase-Test, da der Protease-freie PPlase-Test sehr emp-
findlich gegeniiber hohen Proteinkonzentrationen im Messansatz ist. Die PPlase-Aktivitdt von
Cyp58 im Gemisch mit den Partnerproteinen wurde durch Abzug der durch Verunreinigungen
der Partnerproteine eingebrachten PPlase-Aktivitat korrigiert.

Abbildung 3.38 zeigt die relative PPlase-Aktivitdt von Cyp58 in Anwesenheit von 3 uM des
jeweiligen Interaktionspartners. In Gegenwart von BSA, GST-14-3-3-Protein 5, GST-14-3-3-
Protein v und Hisg-SET-Protein war kaum ein Einfluss auf die Aktivitat von Cyp58 zu verzeich-
nen. Die Anwesenheit von Hisg-14-3-3-Protein ¢ fithrte zu einer leichten Erhéhung der PPlase-

Aktivitat um 28 %.

Der Einsatz hoher Proteinkonzentrationen in diesem Messsystem kann jedoch in Abhéngig-
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keit des eingesetzten Proteins durch die Beeinflussung von Absorptions- und Aggregationsver-
halten die beobachtete Aktivitdt beeinflussen. Deshalb haben die untersuchten 14-3-3-Protein-
Isoformen und SET-Protein wahrscheinlich keinen Einfluss auf die PPlase-Aktivitdt von Cyp58.

Ein geringer Einfluss von Hisg-14-3-3-Protein ( kann aber nicht génzlich ausgeschlossen werden.

3.13 Untersuchung von Cyp58 in humanen Hela-Zellen

Zur Untersuchung von Cyp58 in seiner zelluldren Umgebung wurde sowohl endogenes Cypb8

analysiert als auch exogenes Cypb8 in HeLa-Zellen exprimiert. Dazu wurde der ORF von Cyp58

Isoform 1 in die eukaryotischen Expressionsvektoren pCMV-Tag 2B und pEGFP-C1 kloniert

(Tab. 2.8) und Cyp58 als FLAG-Cyp58 und eGFP-Cyp58 in HeLa-Zellen transient exprimiert.
Zur Ermittlung des besten Zeitpunktes fiir die A 0 24 48 72 h

Zellernte nach transienter Transfektion von HeLa- e epes - EbQE%CYPSB

Zellen wurde der Zeitverlauf der Expression von
: B OB
FLAG-Cyp5b8 bestimmt. Nach Zellernte wurden .Q§ .g§ .g§ .Q§
2 2 2 >
die Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-
Analyse gegen Anti-Cyp58-AK untersucht.

Die Western-Blot-Analyse (Abb. 3.39A) zeigte Abb. 3.39: Expression von FLAG-Cyp58 und
Depletion von Cyp58 in HelLa-Zellen. A Zellen
wurden mit Calciumphosphat-Methode transient
transfiziert und nach verschiedenen Zeitpunkten
Die Expression von FLAG-Cyp58 war deutlich geerntet. B Zellen wurden mit Nanofectin siRNA

mit je 50 nM siRNA-Duplex gegen Cypb8 transient

transfiziert und nach 48h geerntet. Lysate wur-
bei scheinbar zu einer Verringerung des Gehalts den durch SDS-PAGE (10%) und Western-Blot-

an endogenem Cyp58 in HeLa-Zellen. Analyse gegen Anti-Cyp58-AK untersucht.
Auflerdem wurde der Cyp58-Proteingehalt in HeLa-Zellen durch RNA-Interferenz (RNAi)
verringert. Dazu wurden HelLa-Zellen mit drei verschiedenen siRNA-Duplexen gegen Cypb8

und einem scrambled-siRNA-Duplex (siRNA;) als Negativ-Kontrolle transient transfiziert. 48 h

— — ~— Cypb8

zu allen Zeitpunkten eine Expression von FLAG-

Cyp58, mit der stirksten Expression nach 48 h.

starker als von endogenem Cypb8 und fithrte da-
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nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und der Cyp58-Gehalt der Zelllysate durch SDS-
PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Anti-Cyp58-AK untersucht.

Die Western-Blot-Analyse (Abb. 3.39B) zeigte eine deutliche Verringerung des Cyp58-Protein-
gehalts in HeLa-Zellen durch die siRNA-Duplexe 1, 2 und 3 im Vergleich zur siRNAg.-Kontrolle.

3.13.1 Einfluss der Cyp58-Depletion auf Proteingehalte von Interaktionspartnern

Um zu untersuchen, ob die Verringerung des Cyp58-Gehalts in HeLa-Zellen einen Einfluss auf
den Proteingehalt von Cyp58-Interaktionspartnern hat, wurden SDS-PAGE und Western-Blot-
Analyse der RNAi-Proben gegen Anti-SET-AK und Anti-pan14-3-3-AK durchgefiihrt.

Anti-Cyp58-AK | s -

Anti-SET-AK Abb. 3.40: Einfluss der Cyp58-Depletion auf Prote-
R ——— | ingehalte von Interaktionspartner. Hela-Zellen wurden
mit Nanofectin siRNA mit je 50 nM siRNA-Duplex gegen
Cyp58 transient transfiziert und nach 48h geerntet. Ly-

Anti-B-AKtin-AK | s e e e | 53t wurden durch SDS-PAGE (10 %) und Western-Blot-
Analyse gegen die angegebenen Antikorper untersucht.

Anti-pan14-3-3-AK | - - am— —

Die Western-Blot-Analyse der Zelllysate (Abb. 3.40) zeigte, dass die Verringerung des Cyp58-
Proteingehalts in HeLa-Zellen weder einen Einfluss auf den Proteingehalt von 14-3-3-Proteinen
noch von SET-Protein hat. In der Analyse gegen Anti-SET-AK wurden zwei Banden sichtbar,
die den beiden Isoformen TAF-Ia (obere Bande) und TAF-I3 (untere Bande) entsprechen [210].

3.13.2 Proteingehalt von Cyp58 und SET-Protein wahrend des Zellzyklus

Zur Untersuchung des Proteingehalts von Cyp58 und SET-Protein im Verlauf des Zellzyklus er-
folgte zunéchst die Synchronisation von HeLa-Zellen zu Beginn der S-Phase (Abb. 3.41C) durch
einen Thymidin-Block. Nach Entlassung in den Zellzyklus wurden die Zellen zu verschiede-
nen Zeitpunkten geerntet und die Zelllysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen
Anti-Cyp58-AK, Anti-SET-AK und Anti-5-Aktin-AK untersucht. Parallel dazu wurden die ver-
schiedenen Zellzyklusphasen der Zellen durch Durchflusszytometrie bestimmt. Dafiir wurden die
Zellen in Ethanol fixiert und ihre DNA anschliefend mit Propidiumiodid gefarbt.

Die Analyse mit Durchflusszytometrie (Abb. 3.41A) zeigte den DNA-Gehalt der geernteten
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Entlassung in den Zellzyklus. 2h nach Entlassung
hatten die Zellen einen DNA-Gehalt, der zwischen dem doppelten und dem vierfachen Chromo-
somensatz lag, charakteristisch fiir die S-Phase des Zellzyklus. Nach 9h wies der iiberwiegende
Teil der Zellen einen vierfachen Chromosomensatz auf. Damit befanden sich die meisten dieser
Zellen in der G2/M-Phase. 16h nach Entlassung in den Zellzyklus hatten nahezu alle Zellen
einen doppelten Chromosomensatz und befanden sich somit in der G1-Phase. Die nicht syn-
chronisierten Zellen zeigten zum iiberwiegenden Teil einen doppelten Chromosomensatz und

befanden sich damit vorwiegend in der G1-Phase.
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Abb. 3.41: Cyp58- und SET-Proteingehalt wahrend des Zellzyklus. HelLa-Zellen wurden durch Thymidin-
Block zu Beginn der S-Phase arretiert und nach 24 h der Zellzyklus synchron gestartet. Nach verschiedenen
Zeitpunkten wurden Zellen geerntet und sowohl die Lysate durch SDS-PAGE (10 %) und Western-Blot-Analyse
untersucht als auch fiir die Durchflusszytometrie mit 80 % vAs Ethanol fixiert und die DNA mit Propidiumiodid
gefarbt. A Histogramme mit dem DNA-Gehalt von synchronisierten (2, 9 und 16 h nach Entlassung) und
nicht synchronisierten Zellen (@) sowie ihre entsprechende Zellzyklus-Phase. B Western-Blot-Analyse gegen
Anti-Cyp58-AK, Anti-SET-AK und Anti-3-Aktin-AK. C Schema des Zellzyklus mit Zeitpunkt des Arrests.

Die zu verschiedenen Zeitpunkten nach Aufhebung der Zellzyklusblockade entnommenen Pro-
ben zeigten in der Western-Blot-Analyse (Abb. 3.41B) einen leicht schwankenden Proteingehalt
von Cyp58 im Verlauf des Zellzyklus. Im besonderen Mafle war ein hoher Gehalt unmittelbar
nach Aufhebung des Thymidin-Blocks und in der G2/M-Phase zu verzeichnen. Vor und nach
der G2/M-Phase zeigte sich ein verringerter Cyp58-Gehalt. Der SET-Proteingehalt zeigte beim
Fortschreiten im Zellzyklus eine leichte Zunahme mit dem héchsten Gehalt im Anschluss an die
G2/M-Phase. Das Verhéltnis der beiden Isoformen von SET-Protein blieb dabei in etwa gleich.
Somit fielen der Zeitpunkt des niedrigsten Cypb8-Proteingehalts mit dem Zeitpunkt des hochs-
ten SET-Proteingehalts zusammen. Die Western-Blot-Analyse gegen Anti-Aktin-AK zeigte eine

relativ gleichméfBige Beladung des Gels mit geringen Schwankungen zwischen den Proben.

3.13.3 Einfluss von Cyp58 auf den Abbau von Interaktionspartnern

Cyp58 ist mit seiner U-Box-Doméne potentiell in den Stoffwechselweg des Proteinabbaus invol-
viert. Deshalb wurde der Einfluss von Cyp58 auf den intrazelluliren Abbau von Interaktions-
partnern untersucht. Dazu wurden HeLa-Zellen sowohl mit pCMV-Cyp58 fiir eine zusétzliche
Cypb8-Expression als auch mit siRNA-Duplexen zur Cyp58-Depletion transient transfiziert. Als
Negativ-Kontrolle wurden Zellen mit siRNAg., transfiziert. 48 h nach Transfektion erfolgte die
Inhibition der Proteinbiosynthese durch Zugabe von Cycloheximid (CHX). Anschlieffend wur-
den die Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet und die Lysate durch SDS-PAGE und
Western-Blot-Analyse auf ihren Gehalt an Cyp5b8, a-Tubulin, SET-Protein, 14-3-3-Proteinen,
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Histon H3, Histon H2B, -Aktin und GAPDH untersucht (Abb. 3.42).

Durch die Western-Blot-Analyse gegen Anti-Cyp58-AK wurde sowohl die Expression von
FLAG-Cyp58 als auch der verringerte Cyp58-Gehalt in den mit siRNA-Duplexen gegen Cyp58
behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen bestétigt. FLAG-Cyp58 war in diesem
Experiment nur geringfiigig stérker exprimiert als endogenes Cyp58. Im Verlauf der Inkubation

mit CHX war eine Abnahme des Cyp58-Gehalts in HelLa-Zellen zu verzeichnen.
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Anti-Cyp58-AK | MEE = = " e e Y ———— yp——
Anti—a—Tubu|in—AK|--—-—----—-—---||--——~-——--—~‘--|
Anti-SET-AK | i |~
Anti_pan14_3_3_AK|------- — - ---—2"-1--—_ -—— e a— -—-—-—-_——|

Anti—Histon—H3—AK| — . -.———-—."" --—.—.-.—-.—-'|

Anti-Histon-H2B-AK[ — =maben — e — | — mme——— o m— — ——
Anti-B-Aktin-AK | = - [ e = -
Anti-GAPDH-AK | = }

Abb. 3.42: Einfluss von Cyp58 auf den Abbau von Interaktionspartnern. Hela-Zellen wurden mit pCMV-
Cyp58 bzw. siRNA-Duplexen gegen Cyp58 transient tranfiziert und nach 48 h mit 200 ug/ml CHX behandelt.
Die Zellen wurden nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet und die Lysate durch SDS-PAGE (10 %; Anti-
Histon-AK: 12,5 %) und Western-Blot-Analyse gegen die angegebenen Antikérper untersucht.

Die Analysen von a-Tubulin, SET-Protein und 14-3-3-Proteinen zeigten eine hohe Stabilitét
dieser Proteine gegeniiber proteolytischem Abbau nach Blockierung der Protein-Neusynthese
durch CHX. Zwischen Zellen mit unterschiedlichem Cyp58-Gehalt waren kaum Unterschiede im
Gehalt dieser Proteine zu verzeichnen. In den Analysen von Histon H3 und Histon H2B war
flir beide Proteine der gleiche Trend zu beobachten. Histon H3 und Histon H2B waren vor der
Behandlung mit CHX nur sehr wenig présent, der Proteingehalt nahm dann bis zur 8 h-Probe
kontinuierlich zu und ab 16 h Inkubation wieder ab. Die Zunahme des Histon-Gehalts in den
untersuchten Proben wird versténdlich durch die Tatsache, dass bei der Probenvorbereitung das
Zelllysat vorwiegend die 16slichen Bestandteile der Zelle enthélt, Chromatin wird zum groflen
Teil nicht mit analysiert, da es mit den unldslichen Zellbestandteilen abgetrennt wird. Histone
sind deshalb stark unterrepréisentiert. Da CHX Apoptose von Zellen auslést, werden in deren
Verlauf die Histone aus den Nukleosomen freigesetzt [211] und somit im Lysat sichtbar. Auch
hier zeigten sich keine deutlichen Unterschiede zwischen Zellen mit unterschiedlichem Gehalt
an Cyp58. Die Analysen von S-Aktin und GAPDH als Ladekontrollen zeigten vergleichbare
Proteinmengen innerhalb der verwendeten Proben.

Damit konnte in diesen Experimenten kein erkennbarer Einfluss von Cyp58 auf den Abbau

der untersuchten Interaktionspartner festgestellt werden.

3.13.4 Einfluss von Cyp58 auf die Zelllebensfahigkeit

Der Einfluss von Cyp58 auf das Wachstum und die Lebensfidhigkeit von HeLa-Zellen wurde mit-
hilfe eines MTT-Tests untersucht. Dazu wurde sowohl zusétzliches FLAG-Cyp58 in HelLa-Zellen
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3. Ergebnisse

transient exprimiert als auch der Cypb8-Gehalt von HelLa-Zellen durch RNAi verringert. 48 h
nach Transfektion erfolgte der MTT-Test. Der Test beruht auf dem Umsatz des zugesetzten
Farbstoffs MTT in lebenden Zellen zu Formazan. Die Formazan-Bildung ist {iber die Absorpti-
onsanderung bei 570 nm quantifizierbar und ein Maf fiir die Lebensfahigkeit von behandelten
Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen. Parallel wurden Zellen geerntet und durch SDS-PAGE und
Western-Blot-Analyse gegen Anti-Cypb8-AK der Cypb8-Proteingehalt der Zelllysate iiberpriift.
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Die Western-Blot-Analyse der Zelllysate (Abb. 3.43A) bestétigte sowohl die Expression von
FLAG-Cypb8 als auch die Verringerung des Cypb8-Gehalts in HeLa-Zellen durch RNAi. Im
MTT-Test (Abb. 3.43B) war fiir Zellen mit zusétzlichem FLAG-Cyp58 und Zellen mit ver-
ringertem Cypb8-Gehalt im Vergleich zu Kontrollzellen etwa die gleiche Farbstoffbildung zu
beobachten. Somit hat Cyp58 wahrscheinlich keinen Einfluss auf das Wachstum und die Le-
bensfiahigkeit von HeLa-Zellen. Durch RNAi konnte jedoch keine vollstindige Cyp58-Depletion
erreicht werden. Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein geringer Cyp58-Gehalt in

HeLa-Zellen schon ausreicht, um die Lebensfahigkeit der Zellen zu gewéhrleisten.

3.13.5 Subzelluldre Lokalisation von Cyp58 wahrend des Zellzyklus

Fiir exogen exprimiertes Cyp58 in transfizierten Zellen wurde sowohl eine bevorzugte Lokali-
sation im Zellkern [113, 118] als auch eine fast gleichméfige Verteilung zwischen Zellkern und
Cytoplasma beschrieben [121]. Zur Untersuchung der subzelluldren Lokalisation von Cyp58 in
HeLa-Zellen wéhrend des Zellzyklus wurde eine N-terminale Fusion mit enhanced griin fluores-
zierendem Protein (eGFP) verwendet. Eine Bestimmung der Lokalisation von endogenem Cyp58
durch indirekte Immunfluoreszenz war aufgrund einer zu geringer Spezifitidt des Anti-Cyp58-AK

nicht moglich.
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Subzellulare Lokalisation von Cyp58 wahrend der Interphase

Zur Untersuchung der Lokalisation von Cyp58 wahrend der Interphase wurde eGFP-Cyp58 in
HeLa-Zellen transient exprimiert und anschlieflend konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie durch-
gefiihrt. Die korrekte Expression von eGFP-Cyp58 wurde durch SDS-PAGE und Western-Blot-
Analyse gegen Anti-eGFP-AK untersucht.
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Abb. 3.44: Subzelluldre Lokalisation von eGFP-Cyp58 wahrend der Inter-
phase. Exponentiell wachsende Hela-Zellen wurden mit pEGFP-Cyp58 transi-
ent transfiziert und nach 48 h sowohl geerntet als auch durch konfokale Laser-
26 Scanning-Mikroskopie untersucht. A Expression von eGFP-Cyp58. Zelllysate
wurden durch SDS-PAGE (10 %) und Western-Blot-Analyse gegen Anti-eGFP-
Anti-eGFP-AK AK untersucht. B Nukledre Lokalisation von eGFP-Cyp58. Balken: 10 um.

34

Die Western-Blot-Analyse des Lysats von transfizierten Zellen (Abb. 3.44A) zeigte eine ein-
zelne Bande bei ca. 95 kDa. Damit wurde die Expression von eGFP-Cyp58 ohne intrazellularen
Abbau bestétigt (theoretische molekulare Masse: ca. 87kDa). Die Untersuchung der subzel-
luldren Lokalisation von eGFP-Cyp58 in Interphase-Zellen zeigte eine diffuse Lokalisation im
Zellkern (Abb. 3.44B). In den Nucleoli trat eGFP-Cyp58 nicht auf.

Subzelluldre Lokalisation von Cyp58 wahrend der Mitose und der Cytokinese

Zur Untersuchung der Lokalisation von Cypb8 wihrend Mitose und Cytokinese wurde eGFP-
Cypb8 transient in HelLa-Zellen exprimiert. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen
wurde die DNA durch DAPI-Farbung sichtbar gemacht sowie 5-Tubulin und weitere spezifische
Markerproteine durch indirekte Immunfluoreszenz geférbt. Anschlieffend erfolgte die Untersu-
chung durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie.

Die subzelluldre Lokalisation von eGFP-Cyp58 in Mitose und Cytokinese war abhéngig von
der jeweiligen Phase (Abb. 3.45). In Meta-, Ana- und Telophase zeigte eGFP-Cyp58 aufgrund
der aufgelosten Kernmembran eine diffuse Verteilung im gesamten Cytoplasma. Zusétzlich war
es in Meta- und Anaphase am sich ausbildenden Spindelapparat zu beobachten, sichtbar durch
eine Kolokalisation von eGFP-Cyp58 mit S-Tubulin. Am Chromatin zeigte sich hingegen ein
stark verringerter Gehalt an eGFP-Cyp58. Beim Vergleich der Lokalisation von eGFP-Cyp58
mit dem Centrosom-Markerprotein Polo-like kinase 1 (PLK1) in der Metaphase wurde eine Ko-
lokalisation beider Proteine an den Centrosomen sichtbar (Abb. 3.46A). In der Telophase zeigte
eGFP-Cypbh8 eine bevorzugte Lokalisation im Verbindungsbereich der sich teilenden Zellen, noch

immer kolokalisiert mit dem S-Tubulin des Spindelapparats.
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Abb. 3.45: Subzellulare Lokalisation von eGFP-Cyp58 wihrend Mitose und Cytokinese. Exponenti-
ell wachsende eGFP-Cyp58 exprimierende Hela-Zellen wurden mit 4 % wA Paraformaldehyd fixiert und mit
Methanol permeabilisiert. DNA wurde mit DAPI, B-Tubulin mit Anti-3-Tubulin-AK und Rhodamine Red™'-
X-konjugiertem Anti-Kaninchen-lgG-AK gefarbt. Die Untersuchung erfolgte durch konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie. WeiBe Pfeile markieren die bevorzugte Lokalisation von eGFP-Cyp58 in den verschiedenen Phasen.
Balken: 10 um.
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In der frithen Cytokinese lokalisierte eGFP-Cyp58 bevorzugt in den sich neu bildenden Zell-
kernen, zusammen mit dem dekondensierten Chromatin. Die Kolokalisation von eGFP-Cyp58
mit B-Tubulin war aufgehoben, obwohl der Spindelapparat zwischen den beiden vor der Tren-
nung stehenden Zellen noch intakt war. Ein Teil von eGFP-Cyp58 konzentrierte sich jedoch an
der Position genau zwischen den beiden Zellen, an der sich der Midbody (Flemming-Kérper)
befindet. Der Vergleich der Lokalisation von eGFP-Cyp58 mit dem Midbody-Markerprotein mi-
totic kinesin-like protein 1 (MKLP1) in der frithen Cytokinese zeigte eine Kolokalisation beider
Proteine am Midbody (Abb. 3.46B). In der spaten Cytokinese war eGFP-Cyp58 vollstandig in
den neuen Zellkernen lokalisiert, vom cytoplasmatischen S-Tubulin separiert. Eine Lokalisation

im Verbindungsstiick der beiden Tochterzellen war nicht mehr nachweisbar.

eGFP-Cyp58 PLK1 Uberlagert
o -..
eGFP-Cyp58 MKLP1 Uberlagert

frithe
Cytokinese

Abb. 3.46: Kolokalisation von eGFP-Cyp58 mit Markerproteinen. A Kolokalisation von eGFP-Cyp58
mit PLK1 an den Centrosomen. B Kolokalisation von eGFP-Cyp58 mit MKLP1 am Midbody. Exponen-
tiell wachsende eGFP-Cyp58 exprimierende Hela-Zellen wurden mit 4 % wA Paraformaldehyd fixiert und
mit Methanol permeabilisiert. Die Farbung von DNA erfolgte mit DAPI, von PLK1 mit Anti-PLK1-AK
und Rhodamine Red™-X-konjugiertem Anti-Kaninchen-IgG-AK sowie von MKLP1 mit Anti-MKLP1-AK und
Rhodamine Red™-X-konjugiertem Anti-Kaninchen-lgG-AK. Die Untersuchung erfolgte durch konfokale Laser-
Scanning-Mikroskopie. Balken: 10 pum.

3.13.6 Subzelluldre Lokalisation von Cyp58-Interaktionspartnern

Damit eine Interaktion von Cyp58 mit seinen Interaktionspartnern moglich ist, ist die rdumli-
che Néhe der Proteine innerhalb der Zelle erforderlich. Deshalb wurde die subzelluldre Loka-
lisation von 14-3-3-Proteinen und SET-Protein bestimmt. Zur Untersuchung der Lokalisation
von 14-3-3-Proteinen wurden HeLa-Zellen fixiert und permeabilisiert, die DNA durch DAPI-
Farbung sichtbar gemacht und 14-3-3-Proteine durch indirekte Immunfluoreszenz gefarbt. Die
Untersuchung der Lokalisation von SET-Protein erfolgte zusammen mit Cyp58 im Verlauf des
Zellzyklus. Es wurde eGFP-Cypb8 in HelLa-Zellen transient exprimiert und nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen die DNA durch DAPI-Farbung sichtbar gemacht und SET-Protein
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Abb. 3.47: Subzelluldre Lokalisation von 14-3-3-Proteinen (A) sowie von eGFP-Cyp58 und SET-
Protein wihrend des Zellzyklus (B). A Exponentiell wachsende Hela-Zellen wurden mit 4 % wis Paraformal-
dehyd fixiert und mit Methanol permeabilisiert. DNA wurde mit DAPI, 14-3-3-Proteine mit Anti-pan14-3-3-AK
und TRITC-konjugiertem Anti-Maus-lgG-AK gefarbt. B Exponentiell wachsende eGFP-Cyp58 exprimierende
HelLa-Zellen wurden mit 4 % wi Paraformaldehyd fixiert und mit Methanol permeabilisiert. DNA wurde mit
DAPI, SET-Protein mit Anti-SET-AK und Rhodamine Red™-X-konjugierten Anti-Kaninchen-lgG-AK gefarbt.
Die Untersuchung erfolgte durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie. WeiBe Pfeile markieren die bevorzugte
Lokalisation von eGFP-Cyp58 und SET-Protein in den verschiedenen Phasen. Balken: 10 um.
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durch indirekte Immunfluoreszenz gefarbt. Die Untersuchung der Zellen erfolgte durch konfokale
Laser-Scanning-Mikroskopie.

14-3-3-Proteine zeigten wahrend der Interphase eine Verteilung innerhalb der gesamten Zelle
mit einem verringerten Gehalt im Zellkern (Abb. 3.47A). Damit ist eine intrazelluldre Interaktion
von kernlokalisierten 14-3-3-Proteinen mit nukledrem Cyp58 mdoglich.

Die subzelluldre Lokalisation von SET-Protein zeigte sich im Verlauf des Zellzyklus wenig
verdnderlich (Abb. 3.47B). In der Interphase war SET-Protein vornehmlich diffus im Zellkern
lokalisiert. Wahrend Prometaphase, Metaphase und frither Cytokinese war fiir den {iberwiegen-
den Teil von SET-Protein eine diffuse Verteilung im Cytoplasma zu beobachten, im Gegensatz
zu eGFP-Cypb8 aber unabhéngig von der Chromatin-Lokalisation. Zusétzlich zeigte sich in
Prometa- und Metaphase eine deutliche Kolokalisation von SET-Protein mit eGFP-Cyp58 am
Centrosom. Eine Midbody-Lokalisation, wie sie in der frithen Cytokinese fiir eGFP-Cypb8 auf-
trat, war fir SET-Protein hingegen nicht zu beobachten. Damit liegt wihrend des gesamten
Zellzyklus eine rdumliche Nahe von SET-Protein zu Cyp58 innerhalb der Zelle vor, wodurch

eine intrazelluldre Interaktion beider Proteine ermoglicht wird.

3.13.7 Einfluss der Cyp58-Depletion auf die Lokalisation von SET-Protein

SET-Protein lokalisiert vornehmlich im Zellkern, kann aber unter bestimmten Bedingungen auch
ins Cytoplasma migrieren [212]. Deshalb wurde untersucht, ob die Verringerung des Cyp58-
Proteingehalts in HeLa-Zellen einen Einfluss auf die subzellulédre Lokalisation von SET-Protein
hat. Zur Cyp58-Depletion wurden die Zellen mit drei verschiedenen siRNA-Duplexen gegen
Cypb8 und siRNAg.; als Negativ-Kontrolle transient transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden
die Zellen fixiert und permeabilisiert, die DNA durch DAPI-Farbung sichtbar gemacht und
SET-Protein durch indirekte Immunfluoreszenz gefarbt. Die Untersuchung der Zellen erfolgte
durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie. Parallel dazu wurde die Verringerung des Cyp58-
Proteingehalts der HeLa-Zellen durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse gegen Anti-Cyp58-
AK {iberpriift.

Die Western-Blot-Analyse der Zelllysate (Abb. 3.48A) bestétigte die Verringerung des Cyp58-
Gehalts in den mit siRNA-Duplexen gegen Cyp58 behandelten Zellen im Vergleich zu den Kon-
trollzellen.

In Abbildung 3.48B ist die subzelluldre Lokalisation von SET-Protein in den mit den vier
verschiedenen siRNA-Duplexen transfizierten HeLa-Zellen in jeweils zwei repriasentativen Aus-
schnitten wiedergegeben. In allen untersuchten Zellen lokalisierte SET-Protein iiberwiegend im
Zellkern, nur ein geringer Teil lag im Cytoplasma vor. Zwischen den verschieden transfizier-
ten Zellen waren kaum Unterschiede in der Verteilung von SET-Protein zwischen Zellkern und
Cytoplasma auszumachen. Tendenziell war in den Zellen mit reduziertem Cyp58-Gehalt die Ver-
teilung im Vergleich zu den Kontrollzellen leicht in Richtung Cytoplasma verschoben. Deshalb
kann ein Einfluss von Cyp58 auf die subzelluldre Lokalisation von SET-Protein nicht génzlich

ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.48: Einfluss der Cyp58-Depletion auf die subzellulare Lokalisation von SET-Protein. Exponen-
tiell wachsende Hela-Zellen wurden mit siRNA-Duplexen gegen Cyp58 transient transfiziert und nach 48h
sowohl geerntet als auch mit 4 % wi Paraformaldehyd fixiert und mit Methanol permeabilisiert. A Cyp58-Pro-
teingehalt der HeLa-Zellen. Zelllysate wurden durch SDS-PAGE (10 %) und Western-Blot-Analyse gegen Anti-
Cyp58-AK und Anti-3-Aktin-AK untersucht. B Jeweils zwei reprasentative Ausschnitte fixierter HeLa-Zellen.
DNA wurde mit DAPI, SET-Protein mit Anti-SET-AK und Rhodamine Red™-X-konjugierten Anti-Kaninchen-
lgG-AK gefarbt. Die Untersuchung erfolgte durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie. Uberlagert wurden
Phasenkontrastbild (nicht gezeigt), SET-Immunfluoreszenz und DAPI-Farbung. Balken: 10 um.
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4 Diskussion

Cyp58 ist ein Multidoménen-Cyclophilin, das tiber seine U-Box-Doméne E3-Aktivitiat aufweist
[118]. Da Cyp58 bisher noch wenig charakterisiert ist, wurden im Rahmen dieser Arbeit die
proteinchemischen Eigenschaften von Cyp58 analysiert. Dabei konnte erstmals eine PPlase-
Aktivitdt von Cyph8 gezeigt werden. Somit ist Cypd8 nach dem gegenwartigen Wissensstand
neben Cyp358 die einzige humane PPlase, die zwei katalytische Aktivitdten beherbergt. Fiir die
beiden katalytischen Doménen wurde gezeigt, dass sie unabhéngig voneinander arbeiten und
sich gegenseitig nicht beeinflussen. Ein weiterer Fokus dieser Arbeit war die Identifizierung von
Proteinen, die mit Cyp58 wechselwirken. Dabei konnten 14-3-3-Proteine und SET-Protein als
Interaktionspartner von Cypb8 identifiziert werden. Als entscheidend fiir die Interaktion mit

beiden Proteinen wurde die C-terminale Erweiterung der PPIase-Domaéne von Cyp58 bestimmt.

4.1 Charakterisierung der Proteineigenschaften von Cyp58

Zur Analyse der Eigenschaften von Cyp58 wurde die in der Literatur beschriebene und nach
UniProt-Datenbank als kanonisch angegebene Isoform des Enzyms kloniert [113, 118, 120, 121].
Die verwendete Isoform 1 unterscheidet sich in ihren C-terminalen 31 Aminoséuren von der
um sieben Aminosduren grofferen Isoformen 2. Die Reinigung von in F. coli exprimiertem, re-
kombinantem Cyp58 erfolgte unter Anwendung verschiedener Fusionssysteme und chromatogra-
phischer Trennverfahren. Durch die Verwendung einer Hisg-SUMO-Fusion und von Puffern mit
hoher Ionenstérke konnte die Reinigung unter denaturierenden Bedingungen mit anschlielender
Riickfaltung vermieden und die Ausbeute an gereinigtem Protein deutlich gesteigert werden.
Puffer mit hoher Ionenstéirke wirkten sich positiv auf Loslichkeit und Ausbeute von Cyp58 aus.
Auflerdem konnte Cyp58 iiber das Hisg-SUMO-Fusionssystem mit nativem N- und C-Terminus
erhalten werden.

Zur Klarung der Doménenstruktur von Cyp58 wurde eine limitierte Proteolyse durchgefiihrt.
Limitierte Proteolyse ist ein wichtiges Werkzeug zur Identifizierung von stabilen Strukturen
innerhalb von Proteinen, wie sie Doménen darstellen. Dabei wird die erhéhte proteolytische
Stabilitdt dieser kompakten Strukturelemente im Vergleich zu flexibleren, weniger strukturier-
ten Bereichen genutzt [213]. Die limitierte Proteolyse von Cyp58 durch Trypsin resultierte in
genau zwei definierten Fragmenten (Abb. 3.19A). Nach chromatographischer Trennung wurden
diese beiden Fragmente mittels ESI-MS und ISD als U-Box- (Cyp582¢7137) und PPIase-Domiine
(Cyp58%73449) yon Cyp58 identifiziert. Die ermittelten Grenzen beider Doménen weichen deut-
lich von den in der UniProt-Datenbank angegebenen Doménengrenzen fiir U-Box- (Cyp5835108)
und PPlase-Doméne (Cyp58278433) ab (Abb. 3.19C), beide durch limitierte Proteolyse identi-

fizierte Doménen enthalten zusétzliche Aminosduren. Die mdglichen Schnittstellen fiir das fiir
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Lysyl- bzw. Arginyl-Reste spezifische Trypsin sind unregelméflig iiber die Cyp58-Sequenz ver-
teilt. Dennoch befinden sich mehrere potentielle Schnittstellen in unmittelbarer Nachbarschaft
zu den in UniProt angegebenen Doménengrenzen. Am N-Terminus der in UniProt angegebenen

U-Box-Domine befinden sich Lys?®, Arg3® und Arg®® sowie am C-Terminus Arg'?°

als Trypsin-
sensitive Reste. Am N-Terminus der in UniProt angegebenen PPlase-Doméne befinden sich
die Reste Lys?™", Lys®™® und Lys?™ als potentielle Schnittstellen, am C-Terminus liegen keine
weiteren basischen Schnittstellen vor. Das deutet darauf hin, dass N- und C-terminal der in
UniProt angegebenen U-Box- und N-terminal der PPlase-Doméne weitere Aminoséurereste an
der Ausbildung stabiler Doménenstrukturen beteiligt sind. Unter Verwendung der ermittelten
Doménengrenzen wurden zur weiteren funktionalen Untersuchung der individuellen Doméanen
verschiedene Cypb8-Fragmente kloniert, exprimiert und gereinigt.

Fiir alle gereinigten Cyp58-Proteine und Cyp58-Fragmente wurde durch Fern-UV-CD-Spek-
troskopie die Ausbildung von Sekundérstrukturelementen bestatigt (Abb. 3.5A). Das Spektrum
der PPIase-Domine von Cyp58, Hisg-Cyp58273-449
ne sehr hohe Ahnlichkeit zum Spektrum von Cypl8 [214, 215]. Da die PPlase-Dominen von

Cyclophilinen alle sehr dhnliche dreidimensionale Strukturen besitzen, zeigt sich durch die ver-

, zeigt nach Form und Signalintensitit ei-

gleichbare Priasenz von Sekundéarstrukturelementen die korrekte Faltung der PPIase-Doméne von
Cypb8. Das Spektrum des Volllingenproteins unterscheidet sich hingegen deutlich vom Spek-
trum des Multidoménen-Cyclophilins Cyp40 [215]. Dieser Unterschied erklért sich durch das
Vorhandensein unterschiedlicher zusétzlicher N- und C-terminaler Bereiche, unter anderem der
U-Box-Doméne von Cyp58 und den TPR-Motiven von Cyp40, die unterschiedliche Sekundéar-
strukturen ausbilden. Das Spektrum des U-Box-Doméne enthaltenden Fragments Cyp58' 272
zeigt mit seinem Minimum bei 205 nm deutliche Ahnlichkeit zu einem Fragment von ScPrpl9
(Aminosauren 1-133), das eine U-Box-Doméne enthélt [216]. Daher kann auch fir die U-Box-
Doméne eine korrekte Faltung angenommen werden. Die algebraische Addition der Spektren
des N- und des C-terminalen Fragments von Cypb8 resultiert in einem dem Volllangenprotein
sehr dhnlichen Spektrum. Deshalb ist anzunehmen, dass beide Teile von Cyp58 unabhéngige
Doménen bilden, die ihre Sekundarstrukturzusammensetzung gegenseitig kaum beeinflussen.
Zusétzlich wurde die thermische Stabilitdt von Cyp58 und Cyp58-Fragmenten durch Fern-
UV-CD-Spektroskopie untersucht (Abb. 3.5B). Cyp58! 272 zeigte mit einem Beginn der Dena-
turierung ab ca. 57 °C die hochste Stabilitdt verglichen mit ca. 49 °C fiir das Volllangenprotein
sowie ca. 46 °C fiir Hisg-Cyp58273449 und Hisg-Cyp58273 220, Die fiir das Volllingenprotein und
die PPIase-Domine bestimmten Werte sind in guter Ubereinstimmung mit der von DAVIS et al.
fiir die PPIase-Doméne von Cyp58 bestimmten Stabilitét bis 50,9 °C [56]. Durch die ermittelten
thermischen Stabilitdten wurde der Erhalt der strukturellen Integritdt der Proteine in allen in

dieser Arbeit durchgefiihrten funktionalen Untersuchungen bestétigt.

Cyp58 als aktive PPlase

Cyclophiline zeichnen sich durch die Féhigkeit zur Katalyse der cis/trans-Isomerisierung von
Prolyl-Bindungen aus. Eine PPlase-Aktivitdt wurde bisher fiir die Cyp58-Orthologen CeCyp-4,
DiCyp-3 und AtCyp65 gezeigt [217-219]. DAVIS et al. konnten fiir die PPlase-Doméne von
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Cyp58 in einer NMR-basierten Analyse keine enzymatische Aktivitdt nachweisen [56]. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde fiir Cyp58 eine PPlase-Aktivitdt mit einer katalytischen Effizienz von
4 x 10° M~ !s7! gegeniiber dem Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA bestimmt.

Die in den verschiedenen Untersuchungsmethoden ermittelten PPlase-Aktivitdten von Cyp58
unterscheiden sich voneinander (Tab. 3.2). Im Protease-freien PPIase-Test konnte gegeniiber
dem gleichen Substrat nur ca. 75 % der Aktivitéit des Protease-gekoppelten Tests erreicht werden.
Beide Test-Systeme unterscheiden sich aufgrund der Gegenwart bzw. Abwesenheit hoher Kon-
zentrationen an a-Chymotrypsin deutlich. Ein weiterer Unterschied besteht in der beobachteten
Reaktion. Im Protease-gekoppelten PPlase-Test wird aufgrund der proteolytischen Spaltung des
trans-Isomers nur die cis— trans-Isomerisierung beobachtet. Im Protease-freien Test wird hinge-
gen als Geschwindigkeitskonstante die Summe der cis—trans- und der trans— cis-Isomerisierung
beobachtet. JANOWSKI et al. haben fiir Cypl8 in beiden Untersuchungsmethoden dhnliche Spe-
zifitdtskonstanten, mit leicht hoherer Aktivitdt im Protease-freien Test, ermittelt [179]. Eine
mogliche Ursache der Unterschiede in den Aktivitéitstests ist die proteolytische Freisetzung der
PPlase-Doméne von Cypb58 durch a-Chymotrypsin im Protease-gekoppelten Test (Abb. 3.8),
wenn diese eine hohere katalytische Effizienz als das Ursprungsprotein besitzen wiirde. Aller-
dings zeigten sich die Aktivitdtsunterschiede auch bei der Analyse der katalytischen Aktivi-
tédt der PPlase-Doméne unter Verwendung von Trypsin als Hilfsprotease. Da Trypsin auch zur
Festlegung der Doméanengrenzen genutzt wurde, ist in diesem Experiment keine proteolytische
Verkiirzung der PPlase-Doméne zu erwarten. Deshalb ist die wahrscheinlichste Ursache fiir die
Unterschiede in den Aktivitdtstests, dass die Gegenwart hoher Konzentrationen eines zusétzli-
chen Proteins im Protease-gekoppelten Test die Aggregation von Cypb8 oder seine Adsorption
an die Gefawénde verhindert.

Der Unterschied zwischen der Aktivitdt im Protease-freien und der Aktivitdt im Fluoreszenz-
basierten Protease-freien PPlase-Test beruht wahrscheinlich auf den verschiedenen, fiir diese Un-
tersuchungsmethoden verwendeten Substraten. Diese unterscheiden sich in ihrem N-terminalen
anionischen Succinyl- bzw. aromatischen 2-Aminobenzoyl-Rest. Das kann zu unterschiedlichen
Affinitéten zu Cyp58 fithren und damit die Spezifitdtskonstante keat/Km beeinflussen.

Ob die ermittelte PPTase-Aktivitat von Cyp5b8 der tatsdchlichen Aktivitdt entspricht oder
ob nur ein Teil des eingesetzten Cypb8 enzymatisch aktiv ist, konnte nicht bestimmt werden,
da aufgrund der schwachen Bindung von CsA an Cyp58 (Abb. 3.9) eine Titration des aktiven
Zentrums zur Bestimmung des Anteils an aktivem Enzym nicht moglich war.

Fir Cyp58 und seine Fragmente wurde sowohl im Protease-gekoppelten als auch im Protease-
freien Test eine Zunahme der PPlase-Aktivitdt mit steigender NaCl-Konzentration im Messan-
satz beobachtet. Eine Ausnahme zu dieser beobachteten Ionenstérke-Abhangigkeit bildet die
PPIase-Aktivitit von Hisg-Cyp58273 449 im Protease-gekoppelten Test. Hier ist die PPlase-
Aktivitat vollig unabhéngig von der Ionenstéirke (Abb. 3.7). Damit ist die Ionenstarke-Abhén-
gigkeit von Cyp58 hochstwahrscheinlich nicht auf nétige ionische Interaktionen, sondern auf
Adsorptionseffekte in der Messkiivette zuriickzufithren. Hohe Ionenstirken verhindern die Ad-
sorption von Cypb8 an die Gefialwande. Das im Protease-gekoppelten Test eingesetzte a-Chy-
motrypsin, dessen Beitrag zur lonenstirke im Messansatz zu vernachlédssigen ist, verhindert

ebenfalls die Adsorption, aber in geringerem Mafle. Fiir das kleinste PPlase-Doménen-Fragment
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Hisg-Cyp58273 449 ist die Gegenwart von a-Chymotrypsin schon ausreichend auch ohne zusétzli-
ches NaCl die Adsorption zu unterbinden und volle Aktivitdt zu zeigen. Fiir groflere Fragmente
ist die Anwesenheit von NaCl im Messansatz hingegen unverzichtbar.

Zur Einordnung der ermittelten enzymatischen Aktivitdt von Cyp58 ist in Tabelle 4.1 ein
Vergleich mit bekannten Spezifitdtskonstanten weiterer Cyclophiline angegeben. Cyp58 hat eine
Aktivitdt in der gleichen Gréflenordnung wie andere Multidoménen-Cyclophiline. Cyp40, Cyp88,
Cypl65 und Cyp358 zeigen katalytische Effizienzen im Bereich von 10° bis 10 M~!s~! [58,
88, 96, 108]. Demgegeniiber hat das prototypische Cypl8 mit einer katalytischen Effizienz von
1,4 x 107 M~ 's™! eine 35-fach hohere Aktivitit als Cyp58 [48]. Das Orthologe DiCyp-3 zeigt eine
sehr dhnliche Aktivitat wie Cyp5h8 [218], wihrend das Orthologe CeCyp-4 nur 5% der Aktivitat
von Cyp58 aufweist [217].

Protein kcat/Km  rel. Aktivitat  Ref.
(M~1s7h) (%)

Cyp58 4,0 x10° 100

CeCyp-4 1,9 x 10* 5 [217]

DiCyp-3  3,9x10° 98 [218]
Tab. 4.1: Vergleich der PPlase-Aktivitst von Cyp40 1,9 x 10° 475 [58]
Cyp58 mit seinen Orthologen, anderen huma-  Cy 88 1,0 x 10° 250 [88]
nen Multidomanen-Cyclophilinen und Cyp18. Cvpl65 74 % 105 185 108
Bekannte Spezifitatskonstanten von rekombinan- ypP X [108]
ten Cyclophilinen oder deren PPlase-Dominen, be-  Cyp358 8,3 x 10% 21 [96]
stimmt im Protease-gekoppelten PPlase-Test ge- Cypl8 1,4 x 107 3500 [48]

geniiber dem Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA.

Cypb8 besitzt alle Aminosdurereste, die fiir Cypl8 als fiir die PPlase-Aktivitadt wichtig be-
schrieben wurden, mit Ausnahme von Trp'2! [115, 185]. Dieser Rest ist in Cyp58 gegen einen
Tyrosyl-Rest (Tyr®®?) ausgetauscht (Abb. 3.1). DAVIS et al. konnten durch den Austausch von
Tyr38? gegen Trp in einer NMR-basierten Analyse eine enzymatische Aktivitit der PPlase-
Doméne von Cyp58 detektieren, was ihnen mit dem Wildtyp nicht moéglich war [56]. Dieses
Resultat unterstiitzt die Hypothese, dass dieser Rest einen grofien Anteil an der deutlich ver-
ringerten Aktivitdt von Cyp58 im Vergleich zu Cypl8 hat. Bei Cypl8 fithrt der Austausch von
Trp'?! gegen Ala zu einer Reduktion der Aktivitit auf 9% [116].

In Cypl8 ist das Vorhandensein von Arg® entscheidend fiir die PPIase-Aktivitiat. Zur Er-
zeugung einer Cyp58-Variante mit verringerter PPlase-Aktivitdt wurde durch ortsspezifische

323 I®323A wyurde eine Restakti-

Mutagenese Arg®*® gegen Ala ausgetauscht. Fiir Hisg-Cyp58-Strepl
vitat von 3% im Vergleich zum Wildtyp bestimmt (Tab. 3.5). In der Literatur ist fiir diesen
Austausch in Cypl8 (ArghbAla) eine Verringerung der PPlase-Aktivitat auf 0,1 % beschrieben
[115]. Diese im Vergleich zu Cypl8%2°A hohe Restaktivitit von Hisg-Cyp58-StrepIIR3234A erklirt
sich moéglicherweise durch Kontaminationen aufgrund der Prédparation aus E. coli. Cyp58 hat
eine deutlich geringere Aktivitdt als Cypl8 und Kontaminationen damit einen verhéltnisméfig
groBeren Anteil an der Gesamtaktivitit. Fiir Cypl8R55A wurde gezeigt, dass die Restaktivitét
von 0,1 % zum grofien Teil auf Verunreinigungen durch E. coli CypA zuriickzufiihren ist und

tatsichlich nur < 0,02 % Aktivitédt im Vergleich zu Cyp18™* vorliegt [185].
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Evaluierung der Substratspezifitdat von Cyp58

Die Substratspezifitidt von PPlasen wird in erster Linie durch den der Prolyl-Bindung voraus-
gehenden Aminosédurerest (P1-Position [186]) bestimmt [187]. Cyp58 bevorzugt Substrate, die
ungeladene aliphatische Reste, wie Alanyl- oder Leucyl-Reste, in P1-Position aufweisen. Eine
Préferenz fiir Alanyl-Prolyl-Bindungen ist auch fiir zahlreiche weitere Cyclophiline beschrieben
[220, 221]. Substrate mit ungeladenem Glycyl- oder aromatischem Phenylalanyl- bzw. Histidyl-
Rest werden durch Cyp58 deutlich schlechter umgesetzt als Substrate mit aliphatischem Rest
in P1-Position. Zusétzlich zeigt Cypb8 eine Praferenz fiir den positiv geladenen Lysyl-Rest N-
terminal zur Prolyl-Bindung. Das Substrat mit negativ geladenem Glutamyl-Rest wird hingegen
von allen getesteten Substraten am schwéchsten umgesetzt.

In Abbildung 4.1 ist die Substratspezifitit von Cyp58 im Vergleich mit dem Orthologen
DiCyp-3 [218] und dem prototypischen Cypl8 [188] dargestellt. Cyp58 und Cypl8 zeigen eine
nahezu identische Spezifitit gegeniiber Substraten mit ungeladenen aliphatischen und aromati-
schen Resten in P1-Position. DiCyp-3 zeigt gegeniiber diesen Substraten eine d&hnliche Spezifitét,
Substrate mit aromatischen Resten in P1-Position werden von Cyp58 aber besser umgesetzt. Ge-
geniiber Substraten mit geladenen Resten in P1-Position zeigt DiCyp-3 eine dhnlich Préferenz
wie Cyp58, aber in geringerem Mafle. Im Gegensatz dazu zeigt Cypl8 eine diametrale Préfe-
renz fir diese Substrate. Cypl8 bevorzugt den negativ geladenen Glutamyl-Rest in P1-Position
gegeniiber dem positiv geladenen Lysyl-Rest.

120
Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA mm  Cyp58
S 3 DiCyp-3
NS i
100 EE  Cypls
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Abb. 4.1: Vergleich der Substratspe-
zifitaten von Cypb58, DiCyp-3 und
Cyp18. Relative Aktivitdt im Protease-
# gekoppelten PPlase-Test gegeniiber Sub-

0- _ straten vom Typ Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-
Xaa= Ala  Leu Phe His Gly Lys Glu pNA [188, 218]. # nicht bestimmt.

relative PPlase-Aktivitat (%)
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Im Gegensatz zum Aminosdurerest in P1-Position hat der Rest C-terminal zum Prolyl-Rest
(P2’-Position) einen deutlich geringeren Einfluss auf die Aktivitat von PPlasen [187]. Zusétzlich
zu den Substraten mit aromatischem Phenylalanyl-Rest in P2’-Position wurde die Aktivitit
von Cyp58 gegeniiber einem Substrat mit positiv geladenem Arginyl-Rest in dieser Position
untersucht (Tab. 3.2). Dabei wurde eine Priferenz von Cyp58 fiir den Arginyl-Rest in P2’-
Position festgestellt. Das ist in Ubereinstimmung mit der fiir Cypl8 gemachten Beobachtung
von SCHMIDPETER et al., dass dhnliche Aminoséure-Austausche vor und nach dem Prolyl-Rest
dhnliche Auswirkungen auf die Aktivitdt haben. Cypl8 bevorzugt Substrate mit Phenylalanyl-
Rest in P2’- und P1-Position gegeniiber Substraten mit Arginyl-Rest in diesen Positionen [187].
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Aufgrund der Préferenz fiir Substrate mit Lysyl-Rest in P1-Position besitzt die PPlase-
Aktivitdt von Cyph8 moglicherweise eine Funktion fiir die Aufrechterhaltung der korrekten Kon-
formation von Prolyl-Bindungen in Zielsequenzen fiir die Ubiquitinylierung, die an Lysyl-Resten
stattfindet. XU et al. haben in einer globalen Analyse von Ubiquitinylierungsstellen ein erhéhtes
Auftreten von Lysin-Ubiquitinylierungen in Regionen festgestellt, die mit kleinen hydrophoben
Resten, wie Ala, Leu, Gly, Pro und Val, angereichert sind [222]. Gegeniiber Alanyl-, Leucyl- und
Lysyl-Prolyl-Bindungen zeigte Cyp58 die hochste katalytische Effizienz.

A Cypl8 4 PTVFFDIAVDGEPLGRVSFELFADKVPKTAENFRALSTGEKGFGYKGSCFHRIIP 58
Cyp58 278 KKGYVRLHTNK---GDLNLELHCDLTPKTCENFIRLCK--KHY-YDGTIFHRSIR 326

Cypl8 59 GFMCQGGDFTRHNGTGGKSIYGEKFEDE-NFILKHTGPGILSMANAGPNTNGSQF 112
Cyp58 327 NFVIQGGDPTG-TGTGGESYWGKPFKDEFRPNLSHTGRGILSMANSGPNSNRSQF 380

Cypl8 113 FICTAKTEWLDGKHVVFGKVKEGMNIVEAMERFGS--RNGKTSKKITIADCGQ 163
Cyp58 381 FITFRSCAYLDKKHTIFGRVVGGFDVLTAMENVESDPKTDRPKEEIRIDATTV 433

Asp420
Gly150

GIn331y %
GIn63 Y&

= he328
7\ Phe60
' N Tyr389\
Glu343 % & Trpl21
Lys76 | ’ﬂ .

Abb. 4.2: Evaluierung der Substratspezifitdat von Cyp58. A Proteinsequenzvergleich von Cypl8 mit der
PPlase-Domane von Cyp58. Erstellt mit dem Programm ClustalW2. Positiv geladene Reste in Cypl8 und
negativ geladene Reste in Cyp58 sind fett hervorgehoben. Austausch von positiven Resten in Cypl8 gegen
negative in Cypb8 sind in rot, von positiven in Cypl8 gegen neutrale in Cyp58 oder negativen in Cypb8
gegen neutrale in Cypl8 in orange, kein Austausch der geladenen Reste oder Beibehaltung der Ladung in grau
dargestellt. B Uberlagerung der Kristallstrukturen von Cyp5828%43% in griin (PDB: 1ZKC) [56] und Cyp18 in
grau mit gebundenem Substrat Suc-Ala-Gly-Pro-Phe-pNA in schwarz (PDB: 1ZKF). C,- und Cg-Atome der
Reste im aktiven Zentrum von Cypl8 (Arg55, Phe®, GIn®3, Phell3, Trp121, Hisl26) wurden manuell den C,-
und Cs-Atomen der Reste im aktiven Zentrum von Cyp58 (Arg323, Phe3?8, GIn331, Phe38l, Tyr389 His3%4)
angeglichen. C Aktives Zentrum von Cypl8 (grau) und Cyp58 (griin) mit gebundenem Substrat (schwarz).
Dargestellt sind die iberlagerten Reste des aktiven Zentrums und Positionen mit geladenen Resten im Bereich
von 16 A vom Gly-C,-Atom in P1-Position (Glu3*3/Lys™®, Pro3*/Lys®?, Asp*2°/Gly'®0).

Als strukturelle Ursache der diametralen Préaferenzen von Cyp58 und Cypl8 fiir geladene
Reste in P1-Position des Substrats kénnen Unterschiede in der Ladungsverteilung im aktiven
Zentrum der beiden Enzyme vermutet werden. Dabei ist sowohl ein direkter Austausch eines
positiv geladenen Rests im aktiven Zentrum von Cypl8 gegen einen negativ geladenen in Cyp58,
aber auch nur der Verlust eines positiv geladenen Rests in Cypl8 oder ein zuséatzlicher negativ

geladener Rest in Cyp58 denkbar. Der Proteinsequenzvergleich beider Proteine (Abb. 4.2A) zeigt
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fiinf positiv geladene Reste von Cypl8, die in Cyph8 gegen negativ geladene Reste ausgetauscht
sind. Acht weitere positive Reste von Cypl8 liegen in Cyp58 als neutrale Reste vor. Cyp5h8
besitzt vier positiv geladene Reste, die in Cypl8 durch neutrale Reste ersetzt sind, und einen
zusétzlichen positiven Rest.

Bei der Uberlagerung der Kristallstrukturen von Cypl8 mit gebundenem Substrat Suc-Ala-
Gly-Pro-Phe-pNA und der PPIase-Doméne von Cyp58 [56] (Abb. 4.2B&C) zeigen sich drei
Aminosdurepositionen, die sich in der Nédhe des aktiven Zentrums befinden und sich fiir die
verschiedenen Priferenzen von Cyp58 und Cypl8 verantwortlich zeigen kénnten: Glu343 /Lys7,
Pro3* /Lys®? und Asp??°/Gly'® (Cyp58/Cypl18). Die beiden erstgenannten Positionen haben
mit mindestens 15 A einen relativ groBen Abstand zum C,-Atom des Glycyl-Rests in P1-Posi-

420 yon Cyph8 betrigt dieser Abstand nur

tion. Fiur den senkrecht zu P1 stehenden Rest Asp
ca. 10 A. Damit ist Asp*?° die wahrscheinlichste Ursache fiir die Préferenz von Cyp58 fiir einen
Lysyl-Rest in P1. Diese Hypothese wird dadurch gestiitzt, dass DiCyp-3 und Cypl8 in dieser
Aminosiureposition einen Glycyl-Rest (Gly*?°/Gly'%%) besitzen und beide eine sehr dhnliche
Sperzifitat fiir Substrate mit einem Lysyl-Rest in P1 zeigen (Abb. 4.1). Bei der Diskussion der
Ausrichtung und Abstdnde der Aminosdurereste muss jedoch beachtet werden, dass die Kris-
tallstrukturen nur den Grundzustand von Protein und gebundenem Substrat wiedergeben. Ob
wahrend der Katalyse eine Konformationsédnderung des aktiven Zentrums stattfindet und welche

Konformation der Enzym/Substrat-Komplex im Ubergangszustand annimmt, ist nicht bekannt.

Cyp58 als Cyclophilin mit schwacher CsA-Bindung

Cyclophiline verdanken ihren Namen der Bindung von CsA, die zur Inhibition ihrer PPlase-
Aktivitat fuhrt [12-14]. Fur die Inhibition der PPlase-Aktivitdt von Cyp58 durch CsA wurde
im Protease-gekoppelten Test ein IC5o-Wert von 26,7 uM bestimmt. Im Fluoreszenz-basierten
Protease-freien Test wurde mit IC59-Werten von 10,2 und 11,4 uMm fiir PPlase-Doméne bzw.
Volllaingenprotein hingegen eine 2,5-fach stirkere Inhibition gefunden (Abb. 3.9). In der Literatur
sind fiir beide Untersuchungsmethoden dhnliche Konstanten fiir die Inhibition von Cyclophilinen
durch CsA beschrieben [179]. Deshalb ist der Unterschied wahrscheinlich auf die verschiedenen
Tonenstédrken in den verwendeten Messpuffern zuriickzufiihren. Eine Erhéhung der Ionenstérke
verstirkt die inhibitorische Kraft von CsA gegeniiber Cyp58.

Tabelle 4.2 gibt einen Uberblick iiber die inhibitorische Wirkung von CsA auf die enzyma-
tische Aktivitdt von verschiedenen Cyclophilinen. Im Vergleich zu anderen Cyclophilinen wird
die PPIase-Aktivitdt von Cyp58 nur sehr schwach durch CsA inhibiert. Tatséchlich zeigt Cyp58
unter den bisher charakterisierten humanen Cyclophilinen die geringste Empfindlichkeit gegen-
tiber CsA. Die Inhibitionskonstante liegt vier GroBenordnungen iiber der von Cypl8 [55]. Fiir
das Orthologe DiCyp-3 ist mit einer Inhibitionskonstante groler 100 uM eine noch schwéchere
Bindung von CsA beschrieben [218].

Als Ursache fiir die schwache Bindung von CsA kénnen Aminoséure-Austausche im aktiven
Zentrum von Cyp58 vermutet werden. PFLUGL et al. identifizierten 13 Reste im aktiven Zentrum
von Cypl8, die an der Bindung von CsA beteiligt sind [224]. Zehn dieser Reste sind in Cyp58 kon-

serviert. Unter den drei in Cyp58 nicht konservierten Resten von Cypl8 (Met®!, Alal®3 Trp!2!)
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Protein ICs0/Kgq homol. Position  Ref.
(nm)  zu Cypl8 Trpt?!

Cyp58 2,7 x 10% Tyr389
DiCyp-3 >1x10° Tyr3%0 [218]
Cypl8 2,9 Trp!2! [55]
Cypl8.1 1,4 x10* His!10 §
Cypl18.2a 9,8 Trpt?! [55]
Cyp19.2 91 Trpt33 [55]
Cyp22 6,7 Trpl63 [55]
Cyp22a 7,7 Trpl®® [55]
Cyp23 8,4 Trpto! [55]
Tab. 4.2: Inhibition der PPlase-Aktivitit von ~ Cyp33 37,3 Trp?7 [223]
Cyclophilinen durch CsA. Bekannte Inhibitions- Cyp40 247 Hisl4l §
bzw. Bindekonstanten von CsA gegeniiber rekombi- Cyp73 168% Trp0lL 56
nanten Cyclophilinen oder deren PPlase-Domanen, yp P [56]
bestimmt im Protease-gekoppelten bzw. Protease-  Cyp88 220 His!33 [88]
freien PPlase-Test gegeniiber dem Substrat Suc- Cypl65 770 Hisl32 [108]

Ala-Ala-Pro-Phe-pNA oder durch ITC.

§ personl. Mitteilung von Dr. C. SCHIENE-FISCHER
# bestimmt durch ITC

gilt Trp'?! als kritischer Rest fiir die hochaffine Bindung von CsA an Cypl8. Fiir den Austausch
von Cypl8 Trp!?! zu Ala ist eine Erhohung der Inhibitionskonstante um das 200-fache beschrie-
ben [116]. Dieser Rest, der auch einen grofien Einfluss auf die PPIase-Aktivitdt von Cypl8 hat,
ist in Cyp58 durch einen Tyrosyl-Rest ersetzt. Auch in anderen Cyclophilinen ist Cypl8 Trp!?!
durch Tyrosyl- oder Histidyl-Reste ersetzt. Der Vergleich der Inhibitionskonstanten von CsA ge-
geniiber verschiedenen Cyclophilinen zeigt in Bezug auf diese Aminosdureposition einen klaren
Trend (Tab. 4.2). Ein Tryptophyl-Rest in dieser Position ist mit Inhibitionskonstanten im ein-
und zweistelligen nanomolaren Bereich optimal fiir die CsA-Bindung. Ein Histidyl-Rest fiihrt
hingegen zu einer um ein bis zwei GréBenordnungen schwécheren CsA-Bindung. Cyp58 und sein
Orthologes DiCyp-3 kénnen mit ihrem Tyrosyl-Rest CsA nur noch sehr schwach binden. DAvIs
et al. konnten fiir Cyp58 keine Bindung von CsA durch ITC nachweisen, nach Austausch von
Tyr3® gegen His bzw. Trp aber eine Bindung im einstelligen mikromolaren Bereich (K4 von
6,6 uM bzw. 1,6 uM) erzielen [56]. Diese Aminosdureposition ist also sehr wichtig fiir die CsA-
Bindung von Cyclophilinen, die Einfiihrung eines Tryptophyl-Rests in dieser Position ist aber
allein nicht ausreichend fiir eine CsA-Bindung im nanomolaren Bereich. Andere Reste miissen

ebenfalls einen wichtigen Beitrag leisten.

Aufgrund der schwachen Bindung von CsA an Cyp58 waren verschiedene funktionale Unter-
suchungen, wie die Titration des aktiven Zentrums oder die selektive Inhibition von Cyp58 im
zelluldren System, nicht durchfithrbar. Deshalb wurde nach einem potenten Inhibitor fiir Cyp58
gesucht. Die untersuchten CsA-Derivate, hochpotente Inhibitoren von Cypl8, zeigten zwar eine
starkere Bindung an Cyp58 als CsA, ein hochaffiner Inhibitor konnte aber nicht identifiziert
werden (Abb. 3.11).
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Cypb8 als aktive Ubiquitin-Protein-Ligase

Cypb8 verfiigt neben seiner PPlase-Doméne iiber eine U-Box-Doméne. U-Box-Doménen-Pro-
teine sind Ubiquitin-Protein-Ligasen (E3), von denen einige zusétzlich als E4 die Polyubiquiti-
nylierung von bereits durch andere E3 ubiquitinylierte Proteine vermitteln kénnen [118, 147].
HATAKEYAMA et al. und WIBORG et al. haben fiir Cyp58 und sein Orthologes AtCyp65 bereits
eine E3-Aktivitat gezeigt. Dazu wurde ein in vitro-Aktivitatstest verwendet, der E. coli-Lysat als
Ziel fiir die Ubiquitinylierung nutzt [118, 219]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die E3-Aktivitét
von Cyp58 durch Autoubiquitinylierung gezeigt. Die Eigenschaft von E3, ihre eigene Ubiquiti-
nylierung zu fordern, wird hdufig genutzt, um E3-Aktivitdt in vitro zu zeigen, besonders wenn

physiologische Substrate unbekannt sind [193].

HATAKEYAMA et al. haben fiir Cypb8 eine Préferenz fiir UbcH2B, UbcH3 und UbcH7 be-
stimmt [118]. Die Untersuchung der Autoubiquitinylierung von Cyp58 (Abb. 3.13) zeigte eben-
falls eine hohe E3-Aktivitdt in Gegenwart von UbcH3, aber auch in Gegenwart von UbcHb5a,
UbcHb5b, UbcH5¢, UbcH6 und UbcH10. In Anwesenheit von UbcH1, UbcH2, UbcH7, UbcHS
und UbcH13 war hingegen nur eine geringe Autoubiquitinylierung von Cyp58 zu beobachten.

Die Autoubiquitinylierung erzeugte vornehmlich zwei Spezies mit groflerer molekularer Masse
als Cyp5b8. Die kleinere der beiden Spezies entspricht ihrer durch das Laufverhalten in der SDS-
PAGE charakterisierten molekularen Masse nach einem monoubiquitinylierten Cyp58. Die gro-
Bere Spezies entspricht entweder einem diubiquitinylierten oder einem di-monoubiquitinylierten
Cyp58. Durch Monoubiquitinylierung kénnen viele zelluldre Prozesse, wie subzelluldre Lokalisa-
tion, DNA-Reparatur, Histon-Funktion, Genexpression oder Rezeptor-vermittelte Endozytose,
regulieren werden [161, 225]. Mono- und Multi-Monoubiquitinylierung kann aber auch zum pro-
teasomalen Abbau von Proteinen fithren [134]. Da bei der Autoubiquitinylierung von Cyp58
hoéhermolekulare Spezies nur in geringem Mafle auftreten, muss der Anbau von Ubiquitin an
Cyp58 weitere Ubiquitinylierungen blockieren.

Fiir das hier verwendete in vitro-Ubiquitinylierungssystem wurde UbcH3 als E2 ausgewéhlt, da
sowohl in den Autoubiquitinylierungsexperimenten als auch in der Literatur eine hohe Préaferenz
von Cyp58 fiir UbcH3 gezeigt wurde [118]. Gestiitzt wird diese Wahl durch die Identifizierung von
UbcH3 als potentiellen Interaktionspartner von Cyp58 (Tab. 3.6). UbcH3 ist bekannt dafiir, in S.
cerevisiae zusammen mit dem SCF-Komplex als E3 den Ubiquitin-abhéngigen Abbau des Cyclin-
abhingige Kinase-Inhibitors Sicl zu vermitteln, der essentiell fiir den Ubergang von der G1- zur
S-Phase des Zellzyklus ist [226]. UbcH3 kann ausschlieflich Lys*®-verkniipfte Ubiquitinketten
erzeugen, wie sie fiir den proteasomalen Abbau von Zielproteinen notwendig sind [227]. Daher
lasst sich fiir Cyp58 eine Funktion im intrazelluldren Proteinabbau vermuten.

Zur Bestimmung der durch Autoubiquitinylierung modifizierten Lysyl-Reste von Cyp58 wurde
ein Alaninscan der vier wahrscheinlichsten Modifizierungspositionen durchgefithrt (Abb. 3.17).
Die vier Lys— Ala-Einzelvarianten zeigten jedoch keine Verringerung der Autoubiquitinylierung
von Cyp58. Das deutet darauf hin, dass die Modifizierung an Positionen stattfindet, fiir die eine
geringe Wahrscheinlichkeit der Ubiquitinylierung vorhergesagt wurde. Bei der Vierfachvariante
konnte eine leichte Verringerung der Autoubiquitinylierung beobachtet werden. Das lésst eine

teilweise Ansteuerung dieser vier untersuchten Reste als Modifizierungspositionen vermuten. Es
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kénnen aber nur maximal zwei modifizierte Reste pro Cyp58-Molekiil vorliegen, da die Auto-
ubiquitinylierung vornehmlich zu mono-, di-mono- oder diubiquitinyliertem Cyp58 fithrt. Somit
kann angenommen werden, dass nicht ein einzelner Lysyl-Rest von Cypb8 das Ziel der Auto-
ubiquitinylierung ist, sondern mehrere Ubiquitinylierungsstellen alternativ angesteuert werden

konnen.

Analyse einer funktionalen intramolekularen Domaneninteraktion

Die in Cyp5b8 vorliegende Kombination von PPlase- und U-Box-Doméne auf einer Polypeptid-
kette lasst eine funktionale Kopplung beider Doménen vermuten. Deshalb wurde sowohl der
Einfluss der U-Box-Doméne auf die PPlase-Aktivitat als auch der Einfluss der PPlase- Aktivitét
auf die Autoubiquitinylierung von Cyp58 untersucht.

Der Vergleich der PPlase-Aktivitdt von Cyp58-Fragmenten unterschiedlicher Doménen-Zu-
sammensetzung (Tab. 3.2) zeigte kaum Unterschiede zwischen Proteinen mit und ohne zusétzli-
cher U-Box-Domine. In parallelen Untersuchungen, in denen ein starker Uberschuss an isolierter
U-Box-Doméne gegeniiber der isolierten PPIase-Doméne vorlag (Abb. 3.12), konnte ebenfalls
kein Einfluss der U-Box-Doméne auf die enzymatische Aktivitiat der PPlase-Doméne von Cyp58
festgestellt werden. Auch die Inhibition der PPIlase-Aktivitdt durch CsA wurde durch die An-
wesenheit der U-Box-Doméne nicht beeinflusst, da fiir die isolierte PPlase-Doméne und das

Volllingenprotein &hnliche Inhibitionskonstanten ermittelt wurden (Abb. 3.9).

Fir die Untersuchung des Einflusses der PPlase-Aktivitdt auf die Autoubiquitinylierung von
Cyp58 wurde mit Hisg-Cyp58-StrepIIt3234 eine Variante generiert, deren PPlase- Aktivitéit stark
verringert ist (Tab. 3.5). Beim Vergleich der Autoubiquitinylierung von Hisg-Cyp58-StrepI[R3234
mit dem Wildtyp zeigten sich keine Unterschiede im Zeitverlauf und im Muster der Ubiquiti-
nylierung (Abb. 3.18). Somit konnte in diesem Experiment kein Einflusses der PPIase-Aktivitat
auf die Autoubiquitinylierung von Cyp58 festgestellt werden. Aufgrund der vorhandenen PPIase-
Restaktivitit von Hisg-Cyp58-StrepIIR3234 von ca. 3% ist es aber moglich, dass diese Aktivitét
ausreichend ist, die E3-Aktivitdt von Cyp58 aufrecht zu erhalten. Zusétzlich wurde die Auto-
ubiquitinylierung von Cyp58 und einem Cyp58-Fragment, dem die PPIase-Doméne fehlt (Hisg-
SUMO-Cyp58!272), vergleichend untersucht (Abb. 3.16). Dabei war die Autoubiquitinylierung
von Hisg-SUMO-Cyp58' 272 deutlich geringer als beim Volllingenprotein, fithrte aber ebenfalls
zu zwei distinkten Produkten. Dies konnte einen Einfluss der PPlase-Aktivitdt auf die Auto-
ubiquitinylierung von Cyp58 vermuten lassen. Hisg-SUMO-Cyp58! 272 stehen aber im Vergleich
zu Cypb8 aufgrund der kiirzeren Sequenz weniger mogliche Modifizierungspositionen zur Ver-
fligung und wahrscheinlich unterscheiden sich auch die Stabilititen beider Proteine. Deshalb
konnen aus diesem Vergleich nur begrenzt Riickschliisse auf den Einfluss der PPlase-Aktivitét
auf die Autoubiquitinylierung von Cypb8 gezogen werden.

Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit keine gegenseitige Beeinflussung der funktionalen Do-
ménen von Cyp58 nachgewiesen werden. Das deutet darauf hin, dass beide Doménen unabhéngig
voneinander arbeiten. Eventuelle synergistische Effekte konnten sich aber bei der Interaktion mit

spezifischen Substraten ergeben.
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Cypb58 als monomeres Protein

E3-Proteine sind bekannt dafiir, Dimere zu bilden. Fiir RING-Doménen-Proteine sind sowohl
Homodimere, wie das Ragl-Dimer, also auch Heterodimere, wie die Brcal/Bardl- oder Ringlh/
Bmil-Dimere, beschrieben [194]. Die U-Box-Doménen-Proteine CHIP und ScPrp19 bilden Ho-
modimere aus. Bei CHIP erfolgt die fiir die E3-Aktivitdt essentielle Dimerisierung iiber zwei
verschiedene Segmente, die U-Box-Doméne und eine coiled coil-Region [228, 229]. ScPrpl9 di-
merisiert ebenfalls iiber die U-Box-Doméne, bindet iiber eine coiled coil-Region aber ein weiteres
ScPrpl19-Dimer zu einem Tetramer [216]. Die U-Box-Doméne von Ube4B dimerisiert hingegen
nicht [230, 231]. Fiir CHIP und ScPrpl9 gilt die coiled coil-Region als hauptsichliche Ursache
fiir die Dimerisierung [228, 232]. Die Neigung der U-Box-Doménen zur Dimerisierung ist deutlich
schwécher und wird erst durch coiled coil-Regionen-induzierte rdumliche Néhe von U-Box-Paaren
deutlich gesteigert [216].

Die Dimerisierung der U-Box-Doméne von ScPrpl9 basiert auf einer Gruppierung von vier
langen hydrophoben Aminosiureresten (Leu'®, Ile??, Val!, 1le?®) [216]. Cyp58 besitzt in diesen
Positionen drei lange hydrophobe Reste und ein Cysteinyl-Rest (Cys®*, Val®, 11e®?) Leu®!) und
damit eine potentielle Dimerisierungsoberfliche. Auflerdem verfiigt Cyp58 iiber eine potentielle
coiled coil-Region als weitere Moglichkeit der Dimerisierung.

Initiale Untersuchungen zum oligomeren Zustand von Cypb8 durch Gréflenausschluss-Chro-
matographie und BN-PAGE (Abb. 3.20 & 3.21) lielen einen dimeren Zustand des Proteins
vermuten. Diese beiden Methoden sind aber abhéngig von der Gestalt des untersuchten Prote-
ins. Deshalb erfolgte zusétzlich eine Untersuchung durch analytische Ultrazentrifugation (Abb.
3.21). Fur Cypbh8 wurde unter der verwendeten Konzentration (5pM) ein monomerer Zustand
bestimmt. Der durch NIKOLAY et al. erbrachte Nachweis der Dimerisierung von CHIP {iber die
coiled coil-Region fand im gleichen Konzentrationsbereich (2-8 uM) statt [228]. Deshalb kann
davon ausgegangen werden, dass Cypb8 als Monomer vorliegt. Das Migrationsverhalten von
Cyp58 in Groéflenausschluss-Chromatographie und BN-PAGE deutet auf einen deutlich héhe-
ren hydrodynamischen Radius hin als fiir ein monomeres globuldres Protein dieser molekularen

Masse zu erwarten wére. Das legt eine gestreckte Form von Cyp58 nahe.

Cyp58 im zellularen System

Cyp58 ist ein in hoheren Eukaryoten konserviertes Protein [39, 117]|, was auf eine wichtige
biologische Funktion hindeutet. Das Fehlen eines Cyp58-Orthologen in S. cerevisiae lésst eine
Funktion in einem Stoffwechselweg vermuten, der nicht in S. cerevisiae vorkommt. Damit ist
Cyp58 wahrscheinlich keine essentielle Komponente des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS),
da S. cerevisiae iiber ein solches verfiigt [233]. Zur Untersuchung der Relevanz von Cyp58 fiir
die Zelle wurde sowohl zusétzliches FLAG-Cyp58 in HeLa-Zellen exprimiert als auch der Cyp58-
Gehalt durch RNAi erheblich reduziert. Dies hatte weder einen Einfluss auf die Lebensfahigkeit
noch wurde das Wachstum der Zellen spiirbar beeinflusst (Abb. 3.43). Ein Einfluss auf die
Morphologie der Zellen konnte ebenfalls nicht festgestellt werden (Abb. 3.48). Diese Resultate
sind in Ubereinstimmung mit der in der Literatur beschriebenen funktionellen Redundanz von

PPIasen. Die Gen-Deletionen aller zwolf Cyclophiline und FKBP in S. cerevisiae beeinflusste die
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Lebensfahigkeit von Hefen kaum [32]. Einzig das verbliebene Pinl-Orthologe Essl ist essentiell
in S. cerevisiae [234]. Der durch Gen-Deletion erzeugte Verlust von Ess1 konnte jedoch durch die
Uberexpression des Cyp18-Orthologen Cprl ausgeglichen werden [33]. Da die innerhalb dieser
Arbeit durchgefithrte Cypb8-Depletion durch RNAi nicht vollsténdig war, ist es aber mdglich,
dass der Restgehalt an Cypb8 ausreichend war, die zelluldren Funktionen aufrecht zu erhalten.
So wurde fiir Essl beschrieben, dass weniger als 400 Molekiile pro Zelle fiir das Wachstum von
S. cerevisiae ausreichend sind [235].

Fir Cyp58 wurde sowohl eine nukledre Lokalisation als auch eine gleichméfBige Verteilung
zwischen Zellkern und Cytoplasma beschrieben [113, 118, 121]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
durch die transiente Expression einer eGFP-Fusion in Hela-Zellen die bevorzugte subzellulére
Lokalisation von Cyp58 im Zellkern bestétigt (Abb. 3.44).

Wihrend Mitose und Cytokinese zeigte eGFP-Cyp58 eine verdnderliche subzelluldre Lokali-
sation (Abb. 3.45). In Meta-, Ana- und Telophase lokalisierte eGFP-Cyp58 zusammen mit dem
B-Tubulin des Spindelapparats. Diese Kolokalisation ist in Ubereinstimmung mit der Identi-
fizierung von Tubulinen als potentielle Cyp58-Interaktionspartner (Tab. 3.6). Auflerdem loka-
lisierte eGFP-Cyp58 in der Metaphase an den Centrosomen (Abb. 3.46A). Centrosomen sind
die wichtigsten Mikrotubuli-organisierenden Zentren in tierischen Zellen und spielen eine wich-
tige Rolle fiir die Funktion des Spindelapparats, die asymmetrische Zellteilung, die Cilienbil-
dung und die Zellzyklus-Regulation. Das Centrosom besteht aus zwei Centriolen, die von einer
dichten Proteinmatrix, dem pericentrioldren Material (PCM), umgeben sind. Das PCM ist als
eine aus coiled coil-Proteinen bestehende fibrése Struktur beschrieben, die zu Beginn der Mito-
se an Grofie zunimmt (Centrosomen-Reifung) [236, 237]. Cyp58 enthélt eine potentielle coiled
coil-Region und tritt wahrscheinlich erst im Zuge der Centrosomen-Reifung zum PCM, da die
Centrosomen-Lokalisation nur wéihrend der Mitose zu beobachten ist. Das PCM fungiert als
Verankerung und Keim fiir die Mikrotubuli-Nukleation, bindet regulatorische Komponenten fiir
diese und beeinflusst die Kontrolle der Centriolen-Zahl [236, 237]. Die Ubiquitin-Ligase- Aktivitét
von Cypb8 koénnte ebenfalls eine Rolle bei der Centrosomen-Reifung spielen. Fiir das RING-E3
Brcal/Bardl wurde die Ubiquitinylierung von ~-Tubulin beschrieben, was zur Inhibition der
Mikrotubuli-Nukleationsaktivitdt des Centrosoms fiithrt [238].

Wiéhrend der frithen Cytokinese fand eine Lokalisation von eGFP-Cyp58 am Midbody statt
(Abb. 3.46B). Der Midbody ist die zentrale Region der interzelluldren Briicke zwischen kurz
vor der Teilung stehenden Zellen und beinhaltet Proteine, die unverzichtbar fiir Cytokinese,
Zellteilung und Chromosomen-Segregation sind [239]. Am Midbody konzentrieren sich E1 und
das Proteasom, was auf eine erhohte Aktivitat des UPS hindeutet [240, 241]. Das RING-E3
BRUCE lokalisiert ebenfalls am Midbody und wurde als wichtiger Regulator fiir die Abtrennung
der Tochterzellen identifiziert [242].

BANNON et al. haben fiir Cyp18 eine dem eGFP-Cyp58 sehr dhnliche subzelluldre Lokalisation
wahrend Mitose und Cytokinese beschrieben. Cyp18 lokalisiert wihrend der Metaphase und der
frithen Anaphase an den Centrosomen und den Spindelpolen, migriert in der spdten Anaphase
zur Spindel-midzone und in der Telophase zum Midbody. Die PPlase-Aktivitdt von Cypl8 ist
nicht notwendig fiir die Lokalisation an Centrosomen und Midbody, aber essentiell fiir den
zeitlichen Abschluss der Cytokinese [243].
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Die Analyse der subzelluldren Lokalisation von endogenem Cyp58 war aufgrund zu geringer
Spezifitdt des Anti-Cypb8-AK nicht moglich. Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die beobachtete Zellzyklus-abhidngige Lokalisation von Cyp58 auf die exogen exprimierte eGFP-
Fusion zuriickzufiihren ist. Der Nachweis von centrosomaler bzw. Midbody-Lokalisation iiber
eGFP-Fusionsproteine ist aber eine iibliche Methode [242-244].

Bei der Untersuchung des Cyp58-Proteingehalts von HeLa-Zellen im Verlauf des Zellzyklus
wurde besonders in der G2/M-Phase ein leicht erhohter Gehalt beobachtet (Abb. 3.41). Im
Anschluss an die G2/M-Phase war der Cyp58-Gehalt am geringsten. Der erhéhte Gehalt von
Cyp58 withrend der G2/M-Phase ist in Ubereinstimmung mit der verinderlichen subzelluliren
Lokalisation wahrend Mitose und Cytokinese und ldsst eine Funktion in dieser Zellzyklusphase
vermuten. Nach der Zellteilung wird Cyp58 wahrscheinlich nicht mehr bendtigt und abgebaut.
RusTICT et al. haben fiir das Cyp58-Orthologe SpCyp8 einen kaum verdnderten mRNA-Gehalt
im Verlauf des mitotischen Zellzyklus gezeigt [233, 245]. Das lédsst eine posttranslationale Regu-
lation des Cyp58-Proteingehalts vermuten. Das bisher einzige beschriebene Zellzyklus-regulierte
Cyclophilin ist Cyp88, das wihrend der Mitose spezifisch phosphoryliert wird [246]. Hinweise
auf eine Phosphorylierung von Cyp58 haben sich aber nicht ergeben. Ein verdndertes Laufver-
halten in der SDS-PAGE, das héufig als Indiz fiir Phosphorylierung zu finden ist, konnte fiir
endogenes Cypb8 weder im Verlauf des Zellzyklus noch im Vergleich zu nicht phosphoryliertem

rekombinant gewonnenem Cyp58 beobachtet werden.

4.2 Protein-Protein-Interaktionen von Cyp58

Um weitere Hinweise auf die zelluldre Funktion von Cyp58 zu erhalten, war ein Ziel dieser Arbeit
die Identifizierung von Proteinen, die mit Cyp58 wechselwirken. Durch Pulldown/MS-Experi-
mente wurden nukledre Proteine als auch Chaperone, Ubiquitinylierungs-, Struktur- und Signal-
transduktionsproteine als potentielle Interaktionspartner von Cyp58 identifiziert (Tab. 3.6). Die
Identifizierung von nukleiren Proteinen und einem Importin ist in Ubereinstimmung mit der
Kernlokalisation von Cyp58. Die identifizierten Ubiquitinylierungsproteine, Spleififaktoren und
hnRNP stehen im Einklang mit der vermuteten Funktion von Cyp58 im UPS bzw. Spleiflosom
[76]. Fir Cypl8 wurde ebenfalls eine Interaktion mit hnRNP A2 beschrieben [247]. Auch die
Interaktion mit verschiedenen Hitzeschockproteinen, die hdufig gemeinsam in Heterokomplexen
aufgefunden werden, stimmt mit der bereits beschriebenen Interaktion von Cyp58 mit Hsp90
[120] iiberein. Die potentielle Interaktion mit Tubulinen wird gestiitzt durch die Kolokalisierung
von Cypb8 mit S-Tubulin wihrend der Mitose (Abb. 3.45). Fiir die PPlasen FKBP52 und Parl7
sind ebenfalls Interaktionen mit Tubulinen beschrieben [248, 249].

Die meisten durch Pulldown/MS-Experimente identifizierten Peptide entfielen auf 14-3-3-Pro-
teine und SET-Protein. Diese wurden fiir weitere Untersuchungen ausgewéhlt. 14-3-3-Proteine
werden héufig in Protein-Protein-Interaktionsstudien als Bindepartner identifiziert [195, 196].
Deshalb wurde die Ausbildung dieser Komplexe durch verschiedene Interaktionsstudien besté-

tigt.
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Interaktion von Cyp58 mit 14-3-3-Proteinen

14-3-3-Proteine sind eine Familie von ubiquitiren eukaryotischen Proteinen mit einer sehr grofien
Anzahl an beschriebenen Bindepartnern. Viele Interaktionspartner von 14-3-3-Proteinen sind in
Primédrmetabolismus, Signaltransduktion, Transkription oder Transport involviert. Im Menschen
gibt es sieben 14-3-3-Protein-Isoformen, die sowohl als Homodimere als auch als Heterodimere in
spezifischen Kombinationen vorliegen. Fiir 14-3-3-Proteine sind drei Kategorien von zelluldren
Funktionen beschrieben: (1) Induktion von Konformationsanderungen in gebundenen Proteinen,
zur Beeinflussung von deren Struktur und katalytischer Aktivitét; (2) Maskierung von Signal-
sequenzen oder Interaktionsstellen gebundener Proteine, unter anderem zur Beeinflussung von
deren subzelluldrer Lokalisation; (&) Koordination von Protein-Protein-Interaktionen iiber die
dimere Struktur von 14-3-3-Proteinen [195].

14-3-3-Proteine sind dafiir bekannt, ihre Liganden iiber Phospho-Seryl- oder Phospho-Threo-
nyl-Motive zu binden [250, 251]. Da das zur Detektion der Interaktion mit 14-3-3-Proteinen ver-
wendete Cyph8 nach heterologer Expression in E. coli nicht phosphoryliert vorliegt (Tab. 3.1),
muss diese Interaktion phosphorylierungsunabhéngig sein. Eine solche Interaktion ist moglich,
es wurden bereits zahlreiche nicht-phosphorylierte Bindepartner von 14-3-3-Proteinen beschrie-
ben [252]. So bindet 14-3-3-Protein { phosphorylierungsunabhéngig (Bindemotiv: DALDL) die
ADP-Ribosyltransferase Exoenzym S (ExoS), ein durch Pseudomonas aeroginosa sekretiertes
Cytotoxin [253, 254]. Die Aktivitdt von ExoS ist abhéngig von der Bindung an 14-3-3-Proteine
und fihrt zum Zelltod [255, 256]. Weitere Beispiele sind die Bindung von 14-3-3-Protein ¢ am
C-Terminus der GPIba-Untereinheit des Thrombozyten-Membranrezeptor-Komplexes Glyco-
protein Ib-IX-V (Bindemotiv: GHSL) [257, 258] sowie die Bindung und Aktivierung der 43-kDa-
Inositol-polyphosphat-5-phosphatase durch 14-3-3-Protein ¢ (Bindemotiv: RSESEE) [259].

Im zelluldren Kontext sind 14-3-3-Proteine rdumlich in der Lage, mit dem kernlokalisierten
Cyp58 in Kontakt zu treten. Im Rahmen dieser Arbeit zeigten Untersuchungen zur subzelluléren
Lokalisation von 14-3-3-Proteinen eine Verteilung innerhalb der gesamten Zelle. Sie sind auch
im Zellkern zu finden, jedoch in geringerem Mafle als im Cytoplasma (Abb. 3.47A). Auch in der
Literatur sind zahlreiche Interaktionen mit nukledren Proteinen belegt, obwohl eine iiberwiegend
cytosolische Lokalisation von 14-3-3-Proteinen in Interphase-Zellen beschrieben ist [260]. DU et
al. haben gezeigt, dass 14-3-3-Protein ¢ in der Metaphase mit dem Spindelapparat assoziiert
ist und sich wihrend der Cytokinese am Midbody konzentriert [261]. Damit ist in Mitose und

Cytokinese eine Interaktion mit dem an Centrosom und Midbody lokalisierten Cyp58 mdoglich.

Interaktion von Cyp58 mit SET-Protein

SET wurde erstmals als transloziertes putatives Onkogen in akuter undifferenzierter Leukdmie
identifiziert [262]. Seitdem wurden fiir SET-Protein zahlreiche zellulére Funktionen beschrieben,
verbunden mit verschiedenen alternativen Bezeichnungen. SET-Protein (TAF-I, template acti-
vating factor I) stimuliert als Wirtsfaktor, durch Interaktion mit viralen basischen Proteinen,
die Initiation und die Elongation der DNA-Replikation von Adenoviren [263]. Als putativer cyto-
plasmatischer Ligand des MHC-Klasse-11-Rezeptors (PHAPII, putative HLA class 11 associated

protein II) ist SET-Protein moglicherweise in die Signaltransduktion involviert [264].
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Fir SET-Protein sind zwei Isoformen beschrieben, die sich in einer kurzen N-terminalen
Region unterscheiden. Zur ndheren Untersuchung der Interaktion mit Cyp58 wurde Isoform 2
von SET-Protein (TAF-13) gewdhlt, da diese in HeLa-Zellen eine stirkere Expression zeigte
(Abb. 3.40) und besser untersucht ist als Isoform 1.

SET-Protein und das ebenfalls als potentieller Cyp58-Interaktionspartner identifizierte nukle-
dre Phosphoprotein pp32 (IfPQA, PHAPI) sind Hauptkomponenten des nukledren inhibitor of
acetyltransferase (INHAT)-Komplexes. INHAT bindet an Histone und blockiert so den Zugang
fir Histon-Acetyltransferasen. Dies verhindert die Dekondensation von Chromatin und fiihrt
zu Transkriptionsrepression [203]. Zusétzlich interagieren SET-Protein und pp32 mit Histon-
Deacetylasen. In diesem Zusammenhang wird eine Funktion als Vermittler transkriptioneller
Repression diskutiert [265]. SET-Protein wurde auflerdem als Chromatin-Umgestaltungsfaktor
identifiziert, der als Histon-Chaperon Histone zu nackter DNA transferieren kann [202, 266].
Im Gegensatz zur Funktion von INHAT wurde fiir SET-Protein auch eine Chromatin-Dekon-
densationsaktivitdt und eine Funktion als Aktivator der Transkription beschrieben [201, 267].
SET-Protein bindet bevorzugt an Histon H3, kann aber auch die anderen Kern-Histone binden
[200]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Cyp58 auf die Bindung der Histone
H3 und H2B an SET-Protein durch Pulldown-Analyse untersucht. Die SET /Histon-Interaktion
wurde jedoch durch die Gegenwart von Cyp58 nicht beeinflusst (Abb. 3.34).

Bereits fiir mehrere PPlasen wurde gezeigt, dass sie eine Funktion bei der Chromatin-Um-
gestaltung und einen Einfluss auf die Genexpression haben. Das FKBP Fpr4d aus S. cerevisiae
hat Histon-Chaperon-Aktivitdt und ist notwendig fiir die Genrepression am rDNA-Lokus. Beide
Funktionen werden durch die PPTase-Doméne von ScFpr4 reguliert [268, 269]. ScFpr4 bindet die
Histone H3 und H4 und katalysiert die Isomerisierung von Prolyl-Bindungen im N-Terminus
von Histon H3. Diese Isomerisierung fiihrt zur Inhibition der Histon-Methylierung eines be-
nachbarten Lysyl-Rests und verhindert damit die Transkription [270]. S. cerevisiae CypA regu-
liert mithilfe seiner PPlase-Aktivitdt das meiotische Genprogramm, um eine effiziente Sporu-
lation zu begiinstigen. Dazu interagiert ScCypA mit den die Meiose kontrollierenden Histon-
Deacetylase-Komplexen Sin3-Rpd3 und Set3C und reguliert deren Aktivitdt in Gen-Silencing
[33, 271]. Das Cyp73-Orthologe in A. thaliana, AtCypT7l, ist als Repressor fir homdootische
Gene essentiell fiir die Pflanzen-Organogenese. AtCyp71 interagiert mit Histon H3 und beein-
flusst die Histon-Methylierung am Ziellokus [272]. AuBerdem interagiert A¢Cyp71 mit LHP1
und CAF-1, wichtige Faktoren fiir Histon-Modifikation bzw. Chromatin-Assemblierung, und
hilft diese zum Chromatin zu dirigieren [273]. Cyp33 reguliert iiber seine PPlase-Aktivitit die
Konformation der Histon-Methyltransferase MLL1, zur Ausbildung eines terndren Komplexes
von Cyp33, MLL1 und methyliertem Histon H3. Dieser Komplex fiihrt durch Rekrutierung von
Histon-Deacetylasen zu einer Genrepression in vivo [83, 84]. Fir Cyp358 wurde die SUMOylie-
rung der Histon-Deacetylase 4 gezeigt, notwendig fir volle Histon-Deacetylase- und Transkrip-
tionsrepressionsaktivitit [274]. Aufgrund dieser Beispiele ist fiir Cyp58 als Interaktionspartner
von SET-Protein ebenfalls eine Funktion bei der Chromatin-Umgestaltung denkbar, auch weil
sich Histon H2B unter den potentiellen Interaktionspartnern von Cypb8 befindet. Experimen-
telle Hinweise, wie die Beeinflussung des Zellwachstums, sind jedoch fiir eine solche Funktion

nicht detektiert worden.
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Als weitere Eigenschaft von SET-Protein (IEP%) ist eine spezifische, nicht-kompetitive Inhi-

bition von PP2A (IC59 = 2nM) beschrieben [204, 205]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine
Inhibition von PP2A durch SET-Protein erzielt werden (Abb. 3.35). Deshalb konnte auch nicht
untersucht werden, ob Cyp58 SET-Protein bei dieser Inhibition beeinflussen kann. Mogliche
Ursachen fiir die fehlende PP2A-Inhibition sind in den Eigenschaften der verwendeten Kompo-
nenten SET-Protein und PP2A zu suchen. Fiir SET-Protein ist keine enzymatische Aktivitét
beschrieben, die eine native Faltung fiir rekombinant gewonnenes Hisg-SET-Protein bestéitigen
konnte. Es konnte aber die Ausbildung von Sekundérstrukturelementen gezeigt werden (Abb.
A.2B Anhang). Der verwendete N-terminale Hisg-tag fiir SET-Protein hat wahrscheinlich kei-
nen Einfluss auf die Inhibition [275], auch wenn eine N-terminale GST-Fusion zum Verlust der
Inhibitor-Aktivitat fithrt [276]. In der Literatur wurden &hnliche Reaktionsbedingungen und das
gleiche Substrat fiir die PP2A-Inhibition verwendet [204]. Somit ist die verwendete PP2A die
wahrscheinlichste Ursache fiir die fehlende Inhibition. PP2A wird durch verschiedene regulato-
rische Untereinheiten und post-translationale Modifikationen (Phosphorylierung, Methylierung)
stark in ihrer Substratspezifitdt, subzellularen Lokalisation und katalytischen Aktivitéit regu-
liert [277]. Die verwendete PP2A entstammt aus Schweinehirn und hat damit eventuell eine
andere Untereinheiten-Zusammensetzung oder einen anderen Modifizierungsstatus als die in der
Literatur verwendete PP2A aus Rinderniere bzw. -herz [204, 275]. Die verschiedenen Ursprungs-
organismen spielen wahrscheinlich keine Rolle, da PP2A hoch konserviert ist [277].
SET-Protein ist in den Stoffwechselweg des Caspase-unabhédngigen Zelltods involviert. Beim
Angriff von cytotoxischen T-Lymphozyten auf Zellen werden Granzyme, Serin-Proteasen aus in-
trazelluldren Granula, in die Zielzelle injiziert. Eines der Ziele von Granzym A (GzmA) ist SET-
Protein in einem cytosolischen Multiproteinkomplex (270-420kDa), welcher auch die DNase
GAAD (Granzyme A-activated DNase) enthélt. GzmA hydrolysiert SET-Protein vornehmlich
C-terminal des Rests Lys!", was in N- und C-terminalen Spaltprodukten mit 21 und 13kDa
resultiert. Das 21-kDa-Fragment kann durch Spaltung nach Lys” und Lys!! weiter verkiirzt
werden. Die Spaltung von SET-Protein bewirkt die Wanderung von GAAD und einem Spalt-
produkt von SET-Protein in den Zellkern und fiithrt zu Einzelstrangbriichen in chromosomaler
DNA. Somit wirkt SET-Protein als DNase-Inhibitor [207-209]. In der hier vorliegenden Arbeit
wurde untersucht, ob Cyp58 einen Einfluss auf die Proteolyse von SET-Protein durch GzmA
hat. Die Spaltung von Hisg-SET-Protein fiihrte dabei zu drei Fragmenten (apparente molekule
Massen: 22-28kDa), die wahrscheinlich dem beschriebenen 21-kDa-Hauptfragment und seinen
beiden Degradationsprodukten entsprechen. Die Gegenwart von Cyp5b8 hatte keinen Einfluss auf
die entstehenden Produkte und den Zeitverlauf der Proteolyse von SET-Protein (Abb. 3.36).
SET-Protein ist ubiquitér in verschiedenen Geweben und Zelllinien exprimiert [278]. Inner-
halb der Zelle ist fiir SET-Protein sowohl eine bevorzugt nukledre Lokalisation als auch eine
Lokalisation in der perinukledren Region des Cytoplasmas beschrieben [208, 278]. Im Rahmen
dieser Arbeit war SET-Protein wihrend der Interphase zum {iberwiegenden Teil im Kern lokali-
siert, wodurch eine Interaktion mit nukledrem Cyp58 moglich ist. In der Metaphase wurde eine
Kolokalisation von SET-Protein und eGFP-Cyp58 an den Centrosomen beobachtet (Abb. 3.47).
SET-Protein verfiigt wie Cyp58 iiber eine coiled coil-Region und konnte ebenfalls iiber diese mit

dem pericentrioldren Material in Kontakt treten.
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4. Diskussion

Fir SET-Protein ist neben der Migration vom Cytosol in den Zellkern nach dem Angriff
von cytotoxischen T-Lymphozyten auf die Zelle [209] auch eine Wanderung vom Zellkern ins
Cytoplasma beschrieben. Nach Aktivierung der Rho-GTPase Racl transloziert SET-Protein
vom Kern zur Zellmembran, um die Racl-induzierte Zellwanderung zu verstérken [212]. In der
hier vorliegenden Arbeit hatte die Depletion von Cyp58 keinen Einfluss auf die subzelluldre
Lokalisation von SET-Protein in HeLa-Zellen (Abb. 3.48).

Die Untersuchung des SET-Proteingehalts im Verlauf des Zellzyklus zeigte einen leichten An-
stieg des Gehalts vom Beginn der S-Phase bis zum Maximum beim Ubergang zwischen G2/M-
und G1-Phase (Abb. 3.41). Cyp58 zeigte zum gleichen Zeitpunkt den geringsten Gehalt in
der Zelle. Das deutet auf einen moglichen funktionalen Zusammenhang beider Proteine, be-
sonders im Hinblick auf die vermutete Funktion von Cyp58 im UPS. Das Verhéltnis beider
SET-Protein-Isoformen blieb im Verlauf des Zellzyklus unverandert. Unterschiede in der ermit-
telten Zellzyklus-Abhéngigkeit des SET-Proteingehalts im Vergleich zu Daten aus der Literatur

konnen mit abweichender Durchfiihrung der Experimente erkliart werden [210].

Charakterisierung der Interaktionen von Cyp58 mit Partnerproteinen

Aufgrund der Mehrdoménen-Struktur von Cyp58 stellte sich die Frage, welche Doméne an der
Interaktion mit SET-Protein und 14-3-3-Proteinen beteiligt ist. Durch Pulldown-Experimente
wurde sowohl fiir SET-Protein als auch fiir 14-3-3-Protein~y die C-terminale Erweiterung der
PPlase-Doméne von Cyp58 (Cyp584°0-520) als entscheidend fiir die Bindung identifiziert (Abb.
3.31 & 3.26). Dieser Bereich beinhaltet keine bekannten Interaktionsmotive und ist wahrschein-
lich relativ unstrukturiert, da sie keine Protease-stabile Einheit wahrend der durchgefiithrten
limitierten Proteolyse bildete (Abb. 3.19). Die einzige Strukturinformation aus diesem Bereich
ist die Existenz einer ausgedehnten a-Helix (Cyp58439745%) direkt C-terminal des konservierten
Bereiches der PPIase-Domiine in der Kristallstruktur von Cyp5828%-457 (Abb. 1.4) [56].

Ergénzend zu den Pulldown-Experimenten wurden Bindungsstudien mit Oligopeptid-Biblio-
theken durchgefiihrt. Dabei wurden zahlreiche, iiber die gesamte Sequenz von Cypb8 verteilte
Bereiche als potentielle Interaktionsstellen mit SET-Protein und 14-3-3-Protein 8 identifiziert
(Abb. 3.32 & 3.27). Aufgrund der Ergebnisse aus den Pulldown-Analysen sind die Sequenzbe-
reiche aus der C-terminalen Erweiterung der PPIase-Doméne von Cyp58 die wahrscheinlichsten
Interaktionsstellen. FEine Beteiligung der Bereiche im N-terminalen Bereich von Cypb8 an der
Bindung von Interaktionspartnern ist aber ebenfalls moglich, da die potentiellen Interaktions-
stellen im nativen Cyp58 in rdumlicher Ndhe zueinander stehen und eine gemeinsame Bindeo-
berfliche bilden kénnten. Um eine solche Moglichkeit genauer einschétzen zu kénnen, fehlt aber
eine Struktur von Volllingen-Cyp58. Mehrere Sequenzbereiche von Cypd8 wurden sowohl als
potentielle Interaktionsstelle mit SET-Protein als auch mit 14-3-3-Protein 8 identifiziert. Das
koénnte ein Hinweis auf ein allgemeines Protein-Bindemotiv in Cyp58 sein.

Bedingt durch die Methode kénnen Bindungsstudien mit Peptid-Bibliotheken zu falsch-posi-
tiven Resultaten fithren. Die ermittelten potentiellen Interaktionsstellen miissen deshalb durch
weitere Methoden validiert werden. Zwei der potentiellen Interaktionsstellen mit SET-Protein

im C-terminalen Bereich von Cyp58 wurden ausgewéhlt, um ihre Relevanz fiir die Cyp58/SET-
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4. Diskussion

Interaktion néher zu untersuchen. Durch den Austausch der Aminosdurereste in den ermittelten
Positionen durch Alanyl-Reste und anschliefender vergleichender Pulldown-Analyse konnte fiir
die beiden Sequenzbereiche E**RKT*! und E**8TK V46! von Cyp58 kein bedeutender Beitrag
zur Interaktion mit SET-Protein festgestellt werden (Abb. 3.33). Deshalb sind zur Identifizierung
der Interaktionsstellen zwischen Cyp58 und seinen Interaktionspartnern weitere Untersuchungen
erforderlich.

In den Pulldown/MS-Experimenten zur Identifizierung von Cyp58-Interaktionspartnern wur-
den fiinf der sieben humanen 14-3-3-Protein-Isoformen (3, v, ¢, n, 6) spezifisch identifiziert.
Interaktionen mit den anderen beiden Isoformen (e, o) sind aber nicht ausgeschlossen, da durch
MS auch viele Peptide identifiziert wurden, die in mehreren 14-3-3-Protein-Isoformen konser-
viert sind (Abb. A.1 Anhang). Dieser Befund lésst vermuten, dass Cyp58 zwischen verschiedenen
Isoformen nur wenig diskriminiert. Durch vergleichende Pulldown-Analysen mit vier verschie-
denen 14-3-3-Protein-Isoformen wurde fiir Cypb8 eine dhnlich gute Bindung der untersuchten
Isoformen mit leichter Préferenz fiir 14-3-3-Proteiny und /5 beobachtet (Abb. 3.25).

Die Untersuchung der Interaktionsstelle von 14-3-3-Protein 8 mit Cyp58 identifizierte Sequenz-
bereiche, die sich vornehmlich in der Ligandbindetasche von 14-3-3-Protein 8 befinden (Abb.
3.28). Drei identifizierte Bereiche beinhalten bzw. befinden sich in unmittelbarer Nachbarschaft
zu den vier fiir die Phosphatbindung von phosphorylierten Liganden verantwortlichen Resten
von 14-3-3-Protein 8 (Lys®!, Arg®®, Arg!??, Tyr!30) [199]. Die Ligandbindetasche von 14-3-3-
Proteinen ist hoch konserviert zwischen den verschiedenen Isoformen [195], was die geringe
Diskriminierung von Cypb58 gegeniiber diesen erklart. Liganden zeigen héufig dhnliche Affinitéa-
ten zu mehreren Isoformen, wenn auch nicht zu allen. So binden die Proteinkinasen A-Raf und
C-Raf sowie das pro-apoptotische Protein BAD die sieben 14-3-3-Protein-Isoformen annidhernd
gleich [279]. Auch das Docking-Protein Cas zeigt d&hnliche Affinitéten fiir die Isoformen £, n und
¢, jedoch kaum Bindung von 14-3-3-Protein o [280]. Das apoptotische Protein A20 wiederum
bevorzugt deutlich die Isoformen 7 und ¢ iiber die Isoformen 3, v und ¢ [281].

Interaktionspartner von Cyp58 sind potentielle Zielproteine der E3-Aktivitit. Jedoch konnte
weder fiir SET-Protein noch fiir 14-3-3-Proteine eine Ubiquitinylierung durch Cyp58 nachge-
wiesen werden (Abb. 3.37A). Moglicherweise sind weitere Faktoren fiir eine Ubiquitinylierung
notwendig. Die Stabilitidt von SET-Protein und 14-3-3-Proteinen in der Zelle wurde durch Cyp58
aber nicht beeinflusst (Abb. 3.40 & 3.42). Ubiquitinylierung ist eine gangige Histon-Modifikation,
die mit der Verdnderung der Nukleosomenstruktur in Verbindung gebracht wird [282]. Cyp58
zeigte keine Ubiquitinylierung von Histonen mit dem verwendeten E2 UbcH3 (Abb. 3.37B) und
beeinflusste auch nicht die Stabilitdt der Histone H2B und H3 innerhalb der Zelle (Abb. 3.42).
Die beobachtete Ubiquitinylierung von Histonen in Abwesenheit von Cyp58 begriindet sich mit
der beschriebenen Fahigkeit von UbcH3, Histone E3-unabhéngig zu ubiquitinylieren [283].

Zusatzlich wurde untersucht, ob die Interaktionspartner von Cyp58 einen Einfluss auf dessen
PPlase-Aktivitdt haben. Dabei konnte kein Einfluss von SET-Protein und 14-3-3-Proteinen auf
die PPIase-Aktivitdt von Cyp58 gefunden werden (Abb. 3.38). Um proteolytischen Abbau im
PPlase-Test auszuschlielen, wurde eine Protease-freies Messsystem verwendet.

Cypb8 interagiert in vitro physikalisch mit SET-Protein und 14-3-3-Proteinen. Auflerdem sind

diese Interaktionen innerhalb der Zelle rdumlich moglich. Ein funktionaler Zusammenhang zwi-
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schen den Proteinen konnte aber nicht nachgewiesen werden. Fiir SET-Protein ist ein enormen
Funktionsspektrum beschrieben, weshalb nur eine begrenzte Auswahl an Funktionen auf den
Finfluss von Cypb8 untersucht werden konnte. 14-3-3-Proteine sind als Bindeproteine beschrie-
ben, die Liganden in rdumliche N&he zueinander bringen kénnen. Somit wire eine Funktion von
14-3-3-Protein-Dimeren als Adaptoren zu PPlase-Substraten oder physiologischen Zielprotei-
nen der E3-Aktivitdt von Cyp58 denkbar. Zur Bestimmung der physiologischen Relevanz dieser

Protein-Interaktionen von Cyp58 sind weitere Studien erforderlich.

4.3 Cyp58 als Multidomanen-Protein

Mindestens zwei Drittel aller eukaryotischen Proteine sind Multidoménen-Proteine [284]. Die-
se haben gegeniiber Einzeldoménen-Proteinen mehrere Besonderheiten. Durch die Vereinigung
mehrerer Doménen auf einer Polypeptidkette wird eine funktionale Kopplung erméglicht, die
unter anderem zur allosterischen Regulation der katalytischen Aktivitdt beitragen kann. So
wird die Aktivitdt der PPIase-Doméne von Cyp33 durch die Bindung von mRNA an sein RNA-
Erkennungsmotiv stimuliert [82]. Die PPlase-Aktivitdt von FKBP38 wird wiederum erst durch
die Komplexbildung mit Ca?*/Calmodulin induziert [285]. Fiir Cyp58 wurde in der vorliegenden
Arbeit keine gegenseitige Beeinflussung der beiden funktionalen Doménen festgestellt. Gegen-
iiber spezifischen, noch unbekannten Substraten kénnte sich aber eine gegenseitige Beeinflussung
der Ubiquitin-Protein-Ligase- und der PPlase-Aktivitit ergeben.

Multidoménen-Proteine haben auflerdem die Fahigkeit zur multivalenten Bindung von Ligan-
den. Die Bindung von Partnerproteinen iiber mehrere Stellen in der Cypb8-Sequenz koénnte eine
vorteilhaftere Interaktion bewirken und die lokalen Konzentrationen beider Interaktionspart-
ner erhohen. Fiir das Zweidoménen-Parvulin Pinl wurde von DAUM et al. eine stark erhoh-
te Ligandaffinitdt durch bivalente Bindung gezeigt [286]. So kénnte neben der Héaufigkeit des
Zusammentreffens zwischen Substrat und PPlase-Doméne auch die Selektivitdt fiir Substrate
erhoht und die katalytische Effizienz der PPIlase-Doméne beeinflusst werden. Allerdings ist es
nicht gelungen ein zelluldres Zielprotein als Substrat von Cypb8 zu identifizieren. Weder erfolg-
te eine Cypb8 vermittelte Ubiquitinylierung der gefundenen Interaktionspartner noch konnte
in ihrer Sequenz eine Prolyl-Bindung als Ziel der PPlase-Aktivitat identifiziert werden. Daher
konnte kein funktionales Zusammenspiel der Doménen von Cyp58 gegeniiber Proteinsubstraten
untersucht werden.

Ein weiterer Vorteil von Multidoméanen-Proteinen ist die Moglichkeit, iiber Interaktionsdo-
ménen Funktionen zu bestimmten Zellkompartimenten oder Signalwegen zu rekrutieren. Damit
konnte fiir Cypb8 iiber die Interaktion der U-Box-Doméne mit E2-Proteinen eine Lokalisierung
der PPlase-Aktivitdt zum UPS stattfinden. Dies wiirde sich mit der Beobachtung decken, dass
Cypb8 eine breite Spezifitdt gegeniiber verschiedenen E2-Proteinen zeigt. Genauso wére auch
der umgekehrte Fall moglich, dass eine Lokalisierung des UPS zu spezifischen Substraten der
PPIlase-Doméne von Cyp58 erfolgt. Die Identifizierung des C-terminalen Bereiches von Cyp58
als Vermittler der Bindung zu den Interaktionspartnern SET-Protein und 14-3-3-Proteinen deu-
tet darauf hin, dass eine Verankerung von Cyp58 an bestimmten Zielproteinen unabhéngig von

den funktionalen Doménen erfolgen kann.
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Zusammenfassung

Cyclophiline sind Faltungshelfer-Enzyme, die an einer Vielzahl zelluldrer regulatorischer Prozesse
beteiligt sind. Die Ubiquitin-Protein-Ligase Cyp58 ist ein in héheren Eukaryoten konserviertes
Multidoménen-Cyclophilin, das aus einer N-terminalen U-Box-Doméne und einer C-terminalen
PPIase-Doméne besteht. Das Ziel dieser Arbeit war eine proteinchemische Charakterisierung

von Cypb8 sowie die Identifizierung von physiologischen Interaktionspartnern des Proteins.

o In der vorliegenden Arbeit wurde Cyp58 rekombinant in E. coli exprimiert und gereinigt.

o Fiir Cyp58 konnte erstmals eine PPlase-Aktivitdt mit einer katalytischen Effizienz von

4 x 10> M~ 's™! gegeniiber dem Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA gezeigt werden.

e Cypb8 bevorzugte sowohl Substrate mit ungeladenen aliphatischen als auch mit positiv

geladenen Resten N-terminal zur Prolyl-Bindung.

e Die PPlase-Aktivitdt von Cyp58 konnte mit einem IC59-Wert von 27 uM nur sehr schwach

durch Cyclosporin A inhibiert werden.

e In einem Modellsystem fiir Ubiquitin-Protein-Ligase-Aktivitdt zeigte Cypb8 eine Auto-

ubiquitinylierung in Gegenwart aller Komponenten des Ubiquitinylierungssystems.

e Nach Bestimmung der Doménengrenzen von Cypb8 durch limitierte Proteolyse wurden
Cypb8-Fragmente, die die separate U-Box- und PPlase-Doméne enthalten, rekombinant

in F. coli exprimiert und gereinigt.

o Cyph8 sowie seine beiden separaten Doménen wurden in Bezug auf eine funktionale Kopp-
lung zwischen PPlase-Aktivitdt und Ubiquitin-Protein-Ligase-Aktivitdt analysiert. Dabei
agierten beide Doménen unabhéngig voneinander in den verwendeten Modell-Aktivitats-
tests. Weder hatte die PPIlase-Aktivitdt einen Einfluss auf die Autoubiquitinylierung von
Cyp58 noch zeigte die U-Box-Doméne einen Einfluss auf die PPIase-Aktivitit von Cyp58.

e Durch analytische Grofienausschluss-Chromatographie, BN-PAGE und analytische Ultra-
zentrifugation wurde fiir Cyp58 ein monomerer Zustand mit einer gestreckten Form be-

stimmt.

o Mittels transienter Expression einer eGFP-Fusion in HeLa-Zellen wurde fiir Cyp58 in der
Interphase eine diffuse Lokalisation im Zellkern mit Ausnahme der Nucleoli ermittelt.
Wiéhrend der Mitose wurde eGFP-Cyp58 im gesamten Cytoplasma vorgefunden mit einer
teilweisen Kolokalisation mit den Centrosomen und dem S-Tubulin des Spindelapparats.
Waiéhrend der frithen Cytokinese lokalisierte eGFP-Cyp58 am Midbody.
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Zusammenfassung

Die Untersuchung des Proteingehalts von Cyp58 im Verlauf des Zellzyklus zeigte eine leich-
te Erhohung in der S-Phase unmittelbar nach Aufhebung des Thymidin-Blocks und in der
G2/M-Phase. Der geringste Gehalt war im Anschluss an die G2/M-Phase zu beobachten.

Das Wachstum und die Lebensfédhigkeit von HeLa-Zellen wurde weder durch die zusétzliche
Expression von FLAG-Cyp58 noch durch die Verringerung der Cyp58-Proteingehalts durch
RNAi beeinflusst.

Durch Pulldown/MS-Experimente wurden 14-3-3-Proteine und SET-Protein als Interak-
tionspartner von Cyp58 in HeLa-Zelllysat identifiziert.

Cypb8 zeigte dhnliche Affinitdten zu verschiedenen 14-3-3-Protein-Isoformen.

Die C-terminale Erweiterung der PPlase-Domaéane von Cypb8 wurde als entscheidend fiir
die Bindung von 14-3-3-Proteinen und SET-Protein identifiziert. Die Bindung von Cyp58
erfolgte iiber die Ligandbindetasche von 14-3-3-Proteinen.

Weder fiir 14-3-3-Proteine noch fiir SET-Protein konnte ein Einfluss auf die PPlase-
Aktivitdt von Cyp58 oder eine direkte Ubiquitinylierung durch Cyp58 beobachtet werden.

Cypb8 hatte keinen Einfluss auf verschiedene Funktionen von SET-Protein, zeigte aber

eine Kolokalisation mit SET-Protein an den Centrosomen wéhrend der Metaphase.
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Anhang

1433Beta MTMDKSELVQKAKLAEQAERYDDMAAAMKAVTEQGHELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSS 60

1433Zeta - -MDKNELVQKAKLAEQAERYDDMAACMKSVTEQGAELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSS 58
1433Theta --MEKTELIQKAKLAEQAERYDDMATCMKAVTEQGAELSNEERNLLSVAYKNVVGGRRSA 58
1433Sigma --MERASLIQKAKLAEQAERYEDMAAFMKGAVEKGEELSCEERNLLSVAYKNVVGGQRAA 58
1433Eta -MGDREQLLQRARLAEQAERYDDMASAMKAVTELNEPLSNEDRNLLSVAYKNVVGARRSS 59

1433Gamma -MVDREQLVQKARLAEQAERYDDMAAAMKNVTELNEPLSNEERNLLSVAYKNVVGARRSS 59
1433Epsilon —MDDREDLVYQAKLAEQAERYDEMVESMKKVAGMDVELTVEERNLLSVAYKNVIGARRAS 59

* o * ******** o % * % * o * *********‘k‘k * ek oo

1433Beta WRVISSIEQKT--ERNEKKQQMGKEYREKIEAELQDICNDVLELLDKYLIPNATQP--ES 116
1433Zeta WRVVSSIEQKT--EGAEKKQQMAREYREKIETELRDICNDVLSLLEKFLIPNASQA--ES 114
1433Theta WRVISSIEQKT--DTSDKKLQLIKDYREKVESELRSICTTVLELLDKYLIANATNP--ES 114
1433Sigma WRVLSSIEQKSNEEGSEEKGPEVREYREKVETELQGVCDTVLGLLDSHLIKEAGDA--ES 116
1433Eta WRVISSIEQKTMADGNEKKLEKVKAYREKIEKELETVCNDVLSLLDKFLIKNCNDFQYES 119
1433Gamma WRVISSIEQKTSADGNEKKIEMVRAYREKIEKELEAVCQDVLSLLDNYLIKNCSETQYES 119
1433Epsilon WRIISSIEQKEENKGGEDKLKMIREYRQMVETELKLICCDILDVLDKHLIPAANTG——ES 117

** ****** . ** * ** .« % ek ek **
. N . . . e

1433Beta KVFYLKMKGDYFRYLSEVASGDNKQTTVSNSQQAYQEAFEISKKEMQPTHPIRLGLALNF 176
1433Zeta KVFYLKMKGDYYRYLAEVAAGDDKKGIVDQSQQAYQEAFEISKKEMQPTHPIRLGLALNF 174
1433Theta KVFYLKMKGDYFRYLAEVACGDDRKQTIDNSQGAYQEAFDISKKEMQPTHPIRLGLALNF 174
1433Sigma RVFYLKMKGDYYRYLAEVATGDDKKRIIDSARSAYQEAMDISKKEMPPTNPIRLGLALNF 176
1433Eta KVFYLKMKGDYYRYLAEVASGEKKNSVVEASEAAYKEAFEISKEQMQPTHPIRLGLALNF 179
1433Gamma KVFYLKMKGDYYRYLAEVATGEKRATVVESSEKAYSEAHEISKEHMQPTHPIRLGLALNY 179
1433Epsilon KVFYYKMKGDYHRYLAEFATGNDRKEAAENSLVAYKAASDIAMTELPPTHPIRLGLALNF 177

kkokkk KNhkhkkhkkhkk khkhkkok X KXo o . * % * ek o kkekkkkkkkkko

1433Beta SVFYYEILNSPEKACSLAKTAFDEAIAELDTLNEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSENQG 236
1433Zeta SVFYYEILNSPEKACSLAKTAFDEAIAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDTQG 234
1433Theta  SVFYYEILNNPELACTLAKTAFDEAIAELDTLNEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDSAG 234
1433Sigma  SVFHYEIANSPEEAISLAKTTFDEAMADLHTLSEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTADNAG 236
1433Eta SVFYYEIQNAPEQACLLAKQAFDDAIAELDTLNEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDQQD 239
1433Gamma  SVFYYEIQNAPEQACHLAKTAFDDAIAELDTLNEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDQQD 239
1433Epsilon SVFYYEILNSPDRACRLAKAAFDDAIAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDMQG 237

kkhkkokkk *x ko * hkhkk okkoekeoekek khk kokkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkoo

1433Beta DEG-DAGEG-EN------ 246 ) o o
1433Zeta  DEA-EAGEGGEN------ 245 identifizierte Peptide in
1433Theta  EEC-DAAEGAEN------ 245 mehr als einer Isoform
1433Sigma  EEGGEAPQEPQS------ 248

1433Eta EEA---GEGN-------- 246 Isoform-spezifische
1433Gamma DDG---GEGNN------- 247 identifizierte Peptide

1433Epsilon DGEEQNKEALQDVEDENQ 255

Abb. A.1: Proteinsequenzvergleich von 14-3-3-Protein-Isoformen. Erstellt mit Programm ClustalW2.
Durch Strepll-Pulldown-Experimente, SDS-PAGE, In-Gel-Verdau, Nano-LC-ESI-MS/MS und MASCOT 2.2
identifizierte Peptide sind fett (blau, isoform-spezifisch; rot, nicht isoform-spezifisch) hervorgehoben.
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Abb. A.2: Sekundarstruktur der gereinigten rekombinanten Proteine. Fern-UV-CD-Spektren von 1,5—
3 uM Protein (5 mM Kaliumphosphatpuffer pH7,4) aufgenommen in Quarzkiivetten mit 1 mm Schichtdicke
bei 20°C. Es wurden jeweils 50 Spektren akkumuliert. Zur Korrektur wurde ein Pufferspektrum subtrahiert.
A Hisg-14-3-3-Protein {, GST-14-3-3-Proteine 5 und 7. B Hisg-UbcH3, Hisg-SET-Protein, GST-SET-Protein.
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Abb. A.3: Strukturen der verwendeten CsA-Derivate.
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