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Bemerkungen:

Die in der Fachliteratur allgemein verwendeten Abkirzungen fir chemische oder
biochemische Sachverhalte und Begriffe sind nicht im Abkurzungsverzeichnis enthalten. Die
im Text verwendeten Anglizismen sind durch kursive Schreibweise gekennzeichnet. Sie sind
auch genannt, wenn ein dquivalenter deutscher Ausdruck oder Fachbegriff existiert. Teilweise
sind diese Anglizismen Bestandteil der deutschen Fachsprache in zusammengesetzten
Wortern und sind in diesen ebenfalls durch kursive Schreibweise gekennzeichnet. Zahlen mit

Dezimalstellen sind durch einen Punkt getrennt.
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Einleitung
1.  Einleitung

Die gesteigerte Lebenserwartung der Menschen in den Industrieldndern von knapp 49 Jahre
auf 76 Jahre 1im 20. Jahrhundert und die laut dem Bundesministerium fiir
Bevolkerungsforschung weiterhin steigende Lebenserwartung der Menschen in Deutschland
und der Welt lidsst die altersbedingten Krankheiten in der heutigen Zeit stark ansteigen
(Selkoe 2001). Hierzu gehort auch die Alzheimer-Krankheit, die durch weitere alterstypische
Erkrankungen wie Diabetes begiinstigt wird (Querfurth, LaFerla 2010). Da in Zukunft mit
mehr dlteren und mehr erkrankten Menschen gerechnet werden muss, ergibt sich die
Notwendigkeit, neben Erkrankung-vorbeugenden Lebensgewohnheiten auch eine wirksame
multifaktorielle Therapie der Alzheimer-Erkrankung zu entwickeln. Die Probiodrug AG
forscht seit vielen Jahren an Wirkstoffen, die bei Erkrankungen wie Diabetes und Alzheimer
helfen konnen. Als potentielles farget fiir die Entwicklung von Therapien der Alzheimer-
Krankheit wird die Glutaminylzyklase (QC, EC 2.3.2.5) in den Laboratorien der Probiodrug
AG untersucht. Die QC modifiziert den N-Terminus verschiedener Proteine und Peptide,
indem sie die Umwandlung von N-terminalem Glutamin oder Glutaminsdure in zyklisches

Pyroglutamat katalysiert (Abb. 1). Hierbei handelt es sich um eine posttranslationale Protein-
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Abb. 1: Die durch die QC katalysierte Reaktion. Durch die Zyklisierung von N-terminalen Glutaminyl- oder
Glutamylresten entsteht ein 5-gliedriger Lactamring, der generisch auch Pyroglutamat oder 5-Oxo-Prolin
genannt wird. Diese Reaktion spielt in der Reifung von Hormonen eine wichtige Rolle (Dissertation Stephan
Schilling von 2004).
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modifikation. Die Alzheimer-Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung, die mit dem
Verlust von Neuronen einhergeht. Als eine Ursache fiir das Sterben der Neuronen werden
Ablagerungen von AP angesehen. A entsteht durch die Prozessierung des membranstindigen
amyloid precursor protein. Dabei entsteht zum Grofiteil das AP mit einer Linge von 40
Aminosduren. Durch N-terminalen Aminosdure-Abbau konnen aber auch verkiirzte Formen
auftreten. Im Fall von ABs.44, fithrt die Umwandlung des N-Terminus zu Pyroglutamat zu
einer stirkeren Fibrillenbildung und einem erschwerten Peptidabbau (He, Barrow 1999). Eine
Inhibierung der QC hilft somit AP-Ablagerungen zu verhindern (Dissertation Stephan
Schilling von 2004). Ein weiterer potentieller Therapieansatz ist ebenfalls eine
posttranslationale Proteinmodifikation, das Isoaspartat (isoAsp, Dis,,) bzw. dessen
Reparaturenzym, die Protein-L-isoaspartyl-O-methyltransferase (PIMT, EC 2.1.1.77). In
Abb. 2 ist die durch PIMT katalysierte Reaktion vereinfacht dargestellt.

0
o] 0O

O OH OH \

NH R PIMT

+ SAM @ @———= NH + SAH
~ - CH,0H )
NH 0 + H2 0] \
—NH O
L-Isoaspartyl- L-Aspartyl-

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der durch PIMT katalysierten Reaktion. PIMT bringt das isoAsp-Substrat und
den Cofaktor SAM in rdumliche Ndhe. Das SAM fibertragt eine Methylgruppe auf die Seitenkette des isoAsp-
Restes, welcher spontan Methanol abspaltet. Nach weiteren Schritten entstehen L-Aspartyl- und SAH.

Posttranslationale Modifikationen konnen durch eine Vielzahl heterogener chemischer
Reaktionen entstehen. Zu den posttranslationalen Modifikationen zéhlen: das Anfiigen
einzelner funktioneller Gruppen (z.B. Methylierung, Phosphorylierung), die Abspaltung von
einzelnen Aminosduren oder ganzer Signalsequenzen (z.B. Prokollagen zu Kollagen) und die
Anlagerung grofler Molekiile (z.B. Anlagerung der Ham-Gruppe). Dabei wirken sich
posttranslationale Modifikationen nicht immer positiv auf die biologische Funktion von
Proteinen aus. Das spiegelt sich in diversen Krankheitsbildern, wie Krebs, Katarakt oder, wie
bereits erwdhnt, der Alzheimer-Krankheit wider. In dieses Feld reiht sich die Bildung von
Isoaspartat aus Asparagin oder Asparaginsdure ein. Um den Schaden ungewollter
posttranslationaler =~ Modifikationen zu verringern, hat die Natur verschiedene

Reparaturmechanismen hervorgebracht. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der
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posttranslationalen Modifikation isoAsp, deren Reparatursystem PIMT, die Verbindung
beider zur Alzheimer-Krankheit, sowie Uberlegungen zu therapeutischen Ansitzen und

Charakterisierungsmoglichkeiten von isoAsp und PIMT-Effektoren.

1.1 Die posttranslationale Modifikation L-Isoaspartat und deren Bedeutung fur die

Funktion von Proteinen

Asparagin (Asn) und Asparaginsdure (Asp) innerhalb einer Peptidkette sind unter
physiologischen Bedingungen relativ instabil. Die Seitenketten dieser Aminoséuren neigen
dazu, spontan Ammoniak bzw. Wasser abzuspalten und ein zyklisches Intermediat,
Succinimidyl, zu bilden. Begiinstigt wird die Deamidierung bzw. Dehydratation durch kleine,
unpolare Aminosduren (Gly, Ala) auf der C-terminalen Seite von Asx. Eine quantitative
Analyse wurde durch Robinson ef al. im Jahr 2001 vorgelegt, nachdem sie 800 synthetische
Pentapeptide auf ihre Isomerisierungsgeschwindigkeit hin untersucht haben. Demnach gilt die
Reihenfolge der Geschwindigkeit: Gly > His > Ser > Ala (Robinson, Robinson 2001). Auch
beschleunigen erhohte pH-Werte, eine erhohte Ionenstirke und eine erhdhte Temperatur die
Zyklisierung (Patel, Borchardt 1990; Meinwald et al. 1986). In Sekundérstrukturen wie o-
Helix oder B-Faltblatt entstehen kaum isoAsp-Reste (Xie, Schowen 1999). Das Succinimidyl-
Intermediat hydrolysiert dann spontan zu Asp oder zu isoAsp in einem Verhéltnis von 30:70
(Brennan, Clarke 1995; Geiger, Clarke 1987; Stephenson, Clarke 1989). Genauer konnte das
Verhiltnis von L-isoAsp : L-Asp : D-isoAsp : D-Asp durch Vigneswara und Kollegen mit
70:20:5:5 bestimmt werden (Vigneswara et al. 2006). IsoAsp fiigt eine zusitzliche
Methylengruppe in das Peptidriickgrat des betroffenen Proteins ein und bedingt dadurch eine
Strukturidnderung, die gegebenenfalls die Funktion des Proteins beeinflusst. Aufgrund dessen
haben sich zwei verschiedene Hypothesen entwickelt: die DAMAGE&REPAIR- und die
DEGRADATION&REGULATION-Hypothese (Reissner, Aswad 2003). Im Fall der
DAMAGE&REPAIR-Hypothese wird davon ausgegangen, dass isoAsp eine ungewollte
Proteinmodifikation ist, die durch das Enzym PIMT repariert werden kann. Hingegen wird in
der DEGRADATION&REGULATION-Hypothese vermutet, dass isoAsp-Reste in Peptiden
und Proteinen ,,bewusst durch die Natur eingefligt wurden, um Proteine gezielt an- und
abzustellen bzw. nach einer gewissen Zeit abbauen zu konnen. Dabei sprechen die meisten
Verdffentlichungen fiir die DAMAGE&REPAIR-Hypothese, obwohl eine Tatsache die
Ergebnisse relativiert: isoAsp kann nur zu Asp ,,repariert werden, egal ob es aus Asn oder

Asp entstanden ist.
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Abb. 3: Entstehung von Isoaspartyl- aus Asparagin- oder Asparaginsdureresten. Das Peptidriickgrat ist in Blau
und die Aminoséurereste sind in Schwarz dargestellt. Durch Abspaltung von Wasser oder Ammoniak entsteht ein
zyklisches Intermediat, L-Succinimidyl-. Dieses kann in zwei Enolformen vorliegen, wobei die prochirale L-
Form thermodynamisch begiinstigt ist. Das Succinimidyl- hydrolisiert spontan zu Aspartyl- oder
Isoaspartylresten in L- oder D-Konfiguration. Thermodynamisch entstehen circa 70 % L-Isoaspartyl-, 20 % L-

Aspartylreste und jeweils 5 % der beiden Aminoséurereste in der D-Konfiguration.

Argumente fiir die DEGRADATION&REGULATION-Hypothese liefern die Beobachtungen
der Arbeitsgruppe um Robinson. Die Bildung von isoAsp bzw. isoGlu kann die biologische
Lebensdauer von Proteinen herabsetzen bzw. biologische Prozesse zeitabhidngig an- oder
abschalten (Robinson et al. 1970). Das konnte in vivo fiir den Umsatz von Cytochrom C
(Flatmark, Sletten 1968; McKerrow, Robinson 1974) und der Aldolase aus Hasenmuskel

(McKerrow, Robinson 1974; Midelfort, Mehler 1972) gezeigt werden. Weiterhin konnten
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Kinzel et al. zeigen, dass die Deamidierung von PKA-C (cAMP-abhingige Proteinkinase)
keinen Einfluss auf deren Aktivitdt, aber auf deren zelluldre Lokalisierung hat, so ist die
native Form stiarker im Zellkern vertreten als die deamidierte Form (Kinzel et al. 2000; Kinzel
et al. 1987). Corti und Curnis konnten 2011 ein neues Argument fiir diese Hypothese liefern.
Die beiden Autoren hatten beobachtet, dass die Deamidierung der NGR-Sequenz zur isoDGR-
Sequenz das RGD-Motiv imitiert, welches ein bekanntes Integrin-Bindemotiv ist (Corti,

Curnis 2011). So konnen Stimuli bestimmter Zelltypen zeitabhingig initiiert werden.

In den meisten Fillen bedeutet die Bildung von isoAsp den Funktionsverlust fiir das
betreffende Protein, denn die Bildung von isoAsp bedingt nicht nur eine strukturelle
Anderung des Proteins, sondern im Fall der Deamidierung von Asn auch eine
Ladungsénderung (Desrosiers, Fanelus 2011). Mit der Zeit sammeln sich diese nicht
funktionalen Proteine in der Zelle an, was ein Grund des Alterungsprozesses und vieler
Erkrankungen ist. So bedingt akkumuliertes D-isoAsp-haltiges a-A-Crystallin moglicherweise
das Krankheitsbild Katarakt (Fujii et al. 2000). Das a-A-Crystallin arbeitet normalerweise als
Chaperon. Bilden sich nun vermehrt isoAsp-Reste in diesem Chaperon aus, steigt die Tendenz
zur Akkumulation, wodurch die Linse nach und nach getriibt wird. IsoAsp-Reste in Proteinen
konnten ebenfalls mit Autoimmunerkrankungen, Krebs und Morbus Alzheimer in Verbindung
gebracht werden (Cimmino et al. 2008; Doyle et al. 2007; Mamula et al. 1999; Shimizu et al.
2000; Zhao et al. 2008; Roher et al. 1993; Lee et al. 2012). So beobachteten Mamula et al.
eine starke Autoimmunantwort von B- und T-Zellen der Maus, wenn sie das murine
Cytochrom-Peptid 90-104 mit einem isoAsp an Position 93 einsetzten. Die Arbeitsgruppe um
Lee konnte 2012 zeigen, dass hohe Mengen PIMT den Ausgang einer Krebserkrankung
verschlechtert (Lee et al. 2012). Dabei reguliert PIMT die Menge an p53 durch Methylierung
von N29 (isoD29) und N30 (isoD30). Hier konnte eine schnelle Deamidierung an einer
untypischen Aminosiuresequenz beobachtet werden. Die Methylierung erhdht die Interaktion
von p53 mit HDM2 und somit den Grad der Ubiquitinylierung und letztendlich die Stabilitét
von p53. Damit konnte PIMT nicht nur als potentielles Onkogen und Regulator der p53-
Aktivitdat, sondern auch als Zielprotein der Wirkstoffforschung dargestellt werden. Des
Weiteren konnten Roher et al. 1993 groflere Mengen isoAsp an Position 1 und 7 von AP in
dessen plaques per RP-HPLC detektieren. Die einhergehende Strukturanderung des Ap wurde
mit seiner Tendenz zur Ablagerung und der weiteren Stabilitdt gegeniiber Proteasen in

Verbindung gebracht.
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1.2 Alzheimer-Krankheit (Morbus Alzheimer)

Alois Alzheimer beschrieb 1905 den ersten Fall einer neurodegenerativen Erkrankung, die
spéter als Alzheimer-Krankheit bekannt wurde. Die Symptome sind eine voranschreitende
Verschlechterung des Erinnerungsvermogens und der kognitiven Fahigkeiten, ein verdndertes
soziales Verhalten, Paranoia und Wahnvorstellungen, sowie eine zunehmende Verringerung
der sprachlichen Fihigkeiten. Die histologischen Merkmale der Krankheit sind amyloide
(senile) plaques aus AP und neurofibrilldre fangles aus dem Tau-Protein. Offensichtlich
spielen eine Vielzahl von pathophysiologischen Verdnderungen bei der Entstehung des
Krankheitsbildes eine Rolle: Entziindungsreaktionen, oxidative Prozesse, Fehlfunktion von
Mitochondrien, vaskuldre Effekte und Abbau von Neurotrophin und Neurotransmittern um
nur einige zu nennen (Selkoe 2001; Querfurth, LaFerla 2010). Diese Prozesse verursachen
offenbar den Verlust von Synapsen und schlielich die Degeneration von Neuronen (Abb. 4),

was langfristig zum Verlust der kognitiven Féhigkeiten und letztendlich zum Tod fiihrt.

Laut der ,,Amyloid-Hypothese* wird angenommen, dass das Amyloid B der Ausldser der
Erkrankung ist (Abb. 5). AP entsteht durch mehrstufige Proteolyse des amyloid precursor
protein (APP), welches in der Zellmembran lokalisiert ist. In der physiologischen Reaktion
wird das APP zunichst durch die a-Sekretase zu einem extrazelluldren Teil, SAPPa, und
einem membranstindigen C83-Fragment hydrolysiert. AnschlieBend spaltet die innerhalb der
Zellmembran lokalisierte y-Sekretase das C83-Fragment in das intrazellulire AICD (amyloid
intracellular  domain), welches in den Zellkern transloziert und dort eine
Transkriptionsaktivierung vermittelt, und das extrazelluldre p3-Peptid. Diesen Weg der APP-
Spaltung nennt man auch den nicht-amyloidogenen Weg, weil keine unloslichen oder
aggregationsanfilligen Produkte entstehen. Eine alternative Prozessierung beruht auf der
APP-Spaltung durch eine B-Sekretase, wie z.B. BACE-1 (f-site amyloid precursor protein-
cleaving enzyme 1) oder Cathepsin B (Bohme et al. 2008b; Hook et al. 2008). Durch die
Spaltung entstehen ein verkiirztes extrazelluldres SAPPP und ein membranstindiges C99-
Fragment. Dieses ist ebenfalls ein Substrat der y-Sekretase, welche es in die AICD und das AB
hydrolysiert. Das 16sliche AP kann sowohl in das Zellinnere als auch in die extrazelluldre

Matrix entlassen werden.
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Abb. 4: Darstellung von gesundem und erkranktem Neuron (www.alzheimer-forschung.de, modifiziert).

Physiologisch soll das Ap vermutlich die excitatorische Transmission ddmpfen, um vor einer
neuronalen Hyperaktivitit zu schiitzen (Kamenetz et al. 2003). Ap wird durch zwei Proteasen,
dem Neprilysin (monomeres und oligomeres APB) und dem Insulin-abbauenden Enzym
(monomeres AP), weiter proteolytisch prozessiert. Interessanterweise konnte gezeigt werden,
dass die Reduzierung der beiden Proteasen in vermehrtes Auftreten von AP bzw. deren
Uberexpression in einem Schutz vor plague-Bildung miindet (Kanemitsu et al. 2003; Iwata et

al. 2001; Qiu et al. 1998; Farris et al. 2003; Leissring et al. 2003).


http://www.alzheimer-forschung.de/
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Abb. 5: Amyloid-Hypothese nach Querfurth & LaFerla (Querfurth, LaFerla 2010).

Im gesunden Organismus liegt ein Gleichgewicht von AB-Produktion und AB-Abbau vor.
Wird dieses Gleichgewicht gestort, kann das aggregationsanfillige AP Fibrillen bilden. Dabei
haben sich verschiedene AB-Spezies als besonders aggregationsanfillig herauskristallisiert,
wie das AP;.42 oder N-terminal modifizierte AB-Spezies, wie das pGlu-Af;.x oder das isoAsp-
APi-x (Schilling et al. 2006; Saido et al. 1996). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass
nicht die AB-Fibrillen, sondern vielmehr die AB-Oligomere cytotoxisch fiir die Synapsen sind
(Klyubin et al. 2008; Walsh et al. 2005). AB-Oligomere und die sich daraus bildenden
intermedidren Formen korrelieren mit dem Schweregrad der Alzheimer-Erkrankung und nicht
die Menge an A an sich (Lue et al. 1999). Nichtsdestotrotz zielen klinische Studien darauf ab
die Menge an AP zu reduzieren. So werden y-Sekretase-Inhibitoren, AB-Antikorper aber auch
Aggregationsblocker erforscht (McGeer, McGeer 2003; Siemers et al. 2006; Hock et al.
2003).

Ein weiteres Merkmal der Alzheimer-Erkrankung und anderer Tauopathien ist das Auftreten
von neurofibrilldren tangles, die hauptsdchlich aus dem hyperphosphorylierten Protein Tau
bestehen. Tau sorgt vermutlich fiir den Aufbau und die Stabilisierung der Mikrotubuli und des
Vesikeltransportes. Hyperphoshoryliertes Tau hingegen ist unldslich und verliert die Fahigkeit
an Mikrotubuli zu binden und lagert sich zu PHFs (paired helical filaments) zusammen. Wie
bei dem Peptid AP sind nicht die unldslichen Ablagerungen die cytotoxische Spezies, sondern
die 16slichen intermedidren Aggregate des hyperphosphorylierten Tau Proteins. Die PHFs sind
sogar in der Lage, die intermedidren Aggregate zu binden und wirken somit moglicherweise
protektiv (Lee et al. 2005). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Akkumulation von
8
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AP die Aggregation von Tau bedingt und vorantreibt (Gotz et al. 2001; Oddo et al. 2003;
Lewis et al. 2001).

Neben dem N-terminalen Pyroglutamat im Af;.42, das zu 51 % in neuritischen AB- und zu
20 % in vaskuldren AB-Ablagerungen von Alzheimer-Patienten zu detektieren ist (Roher et al.
1993; Kuo et al. 1998; Kuo et al. 1997), soll ein weiteres potentielles target der Alzheimer-
Erkrankung, das Protein PIMT, in dem nachfolgenden Abschnitt vorgestellt werden. In Abb. 6
sind die drei Aminosédurereste innerhalb des AP;-4,-Peptids, welche Ziele der PIMT-Reparatur

sein konnen, dargestellt.

A2E3F4RSI-]6 SSGQYIOE 1 1V12H13H1 4Q ISK 16[‘ 17V1 SF 19F20A21E22 VQAGZSSMNZ'IKZSGZQAM)[S 1132633L34M35V36V37G38639V40V41 A42

Abb. 6: AB;-4-Peptid mit den Isoaspartat-hotspots (rote Buchstaben)

Durch die Arbeiten von Kuo et al. und Roher ef al. konnten in neuritischen Ap-Ablagerungen
20% und in vaskuldren AP-Ablagerungen 6 % der AP-Spezies mit einem isoAsp an
Position 1 detektiert werden (Kuo et al. 1997; Roher et al. 1993). Weiterhin konnte beobachtet
werden, dass in neuritischen AB-Ablagerungen an Position 1 und 7 des AP ~75 % isoAsp
vorhanden ist, wovon ~25 % in der p-Konfiguration vorkommen (Lowenson et al. 1994;
Roher et al. 1993). Dariiber hinaus konnte eine schnellere Aggregation (Fabian et al. 1994)
und eine erhohte Protease-Resistenz (Kuo et al. 1998) mit Pyroglutamat und isoAsp am N-
Terminus von AP in Verbindung gebracht werden. Neben dem AP konnten auch in Tau-
Ablagerungen isoAsp-Modifikationen detektiert werden, die moglicherweise zu dessen

Aggregation gefiihrt haben (Shimizu et al. 2000).

Diese Ergebnisse spiegeln die Relevanz der beiden posttranslationalen Modifikationen in der
Alzheimer-Krankheit wider und begriinden die Notwendigkeit einer genauen Analyse von

Pyroglutamat und isoAsp bzw. der QC und der PIMT.

1.3 Protein-L-isoaspartyl-(D-aspartyl)-O-methyltransferase

Die isoAsp-Modifikation stellt offenbar einen wesentlichen Schritt in der Proteinalterung und
-inaktivierung dar. Um dem Funktionsverlust entgegenzuwirken, werden isoAsp-Reste
spezifisch methyliert und spontan zu Asp umgebildet. Die Methylierungsreaktion wird durch
das Enzym PIMT katalysiert, wobei SAM zu SAH verbraucht und Methanol gebildet wird.
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Bereits 1965 entdeckten die beiden Wissenschaftler Axelrod und Daly ein Methanol-bildendes
Enzym in Extrakten aus der Hypophyse (lat.: Glandula pituitaria) (Axelrod, Daly 1965). In
den néchsten flinf Jahren entdeckten zwei weitere Arbeitsgruppen die gleiche Enzymaktivitdt
und konnten zeigen, dass die Methylierungsreaktion an den Carboxylgruppen von Asp und
Glu geschieht. Dabei nahmen sie an, dass die Carboxylgruppen der Seitenketten methyliert
werden (Liss et al. 1969; Kim, Paik 1970). Im Jahr 1984 zeigten zwei Studien iiber die
Methylierung von Adrenocorticotropin (ACTH) und synthetischen Peptiden, dass die freie a-
Carboxylgruppe von isoAsp methyliert wird (Murray, Jr., Clarke 1984; Aswad 1984). Ab
diesem Zeitpunkt spricht man in der Literatur von Protein-L-isoaspartyl-O-methyltransferase
(PIMT oder PCMT, EC 2.1.1.77). PIMT ist ein ubiquitdr exprimiertes Reparaturenzym. Es
konnte sowohl in Tieren, Pflanzen, Bakterien als auch in Archaebakterien identifiziert werden
(O'Connor 1987; Ichikawa, Clarke 1998; Griffith et al. 2001; Li, Clarke 1992; Villa et al.
2006). Im Menschen sind bis heute fiinf verschiedene Isoformen bekannt (Abb. 8). Ob es
Funktionsunterschiede zwischen den verschiedenen Isoformen gibt, ist dabei noch ungeklért.
PIMT bendtigt fiir die Katalyse den Cofaktor S-Adenosyl-L-methionin (SAM). Bei der
Katalyse bringt PIMT den Cofaktor und das isoAsp-Substrat in rdumliche Nihe, so dass eine
Methylgruppe des SAM auf die Seitenkette des isoAsp-Substrates iibertragen werden kann.
Die dadurch aktivierte Seitenkette spaltet schnell Methanol ab und bildet das cyclische
Succinimidyl-Intermediat, welches zu einem Asp- oder isoAsp-Peptid hydrolysiert. Das
cyclische Intermediat, Succinimidyl-, kann in zwei Enolformen vorliegen. Eine Enolform
unterliegt der Racemerisierung, so dass Asp und isoAsp sowohl in der D- als auch der L-
Konfiguration auftreten konnen. In Abb. 7 ist der Mechanismus der isoAsp-Entstehung und

der Zeitpunkt der PIMT-Reparatur veranschaulicht.

Bisher sind fiinf Isoformen der humanen PIMT identifiziert worden. Diese sind in Abb. 8
zusammen mit der murinen Isoform 1 verglichen. Die unterstrichenen Sequenzen der
humanen Isoform 1 und 2 wurden in der Literatur hauptsdchlich untersucht. Wobei die
Isoform 1 von PIMT in der Literatur am hiufigsten erwahnt wird. Dabei handelt es sich um
ein monomeres Protein von 226 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 24.6 kDa.
Der N-Terminus der PIMT ist dabei acetyliert (Ingrosso et al. 1989). Die Isoform 2 endet mit
den Aminosduren RDEL und ist damit um eine Aminosdure ldnger. Da RDEL wie KDEL eine
bekannte Retentionssequenz fiir das Endoplasmatische Retikulum ist, wird vermutet, dass die
Isoform 2 wunter anderem im Endoplasmatischen Retikulum oder einem anderen

Kompartiment lokalisiert ist und dort isoAsp-haltige Proteine ,,repariert™ (Potter et al. 1992).
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L-Aspartyl- L-Asparaginyl-
0 (8] 0 0
OH NH, \
NH NH
\ R \\ R
——NH 0 —NH o
15-30 % -H,0
+H,0 -NH,
0
O
N L-Succmimidyl-
Tt R
0
-H,0 -CH,OH
70-85%
O 0

NH R

NH O

L-Isoaspartyl- L-Isoaspartylmethylester

Abb. 7: Mechanismus der Isoaspartat-Entstehung und Zeitpunkt der PIMT-Reaktion. Das Succinimidyl-
Intermediat entsteht durch Deamidierung von Asn oder Dehydratation von Asp. Dieses kann iiber eine Enolform
von der L- in die D-Konfiguration wechseln und durch Hydrolyse zu Asp oder isoAsp zerfallen. PIMT katalysiert
die Ubertragung einer Methylgruppe vom SAM auf die freie o-Carboxylgruppe des isoAsp-Restes. Durch
Abspaltung von Methanol entsteht das zyklische Succinimidyl-Intermediat und der Kreislauf kann erneut

beginnen.
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Aminoséuren. Die Isoformen 3-5 sind nicht ndher charakterisiert worden.
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Abb. 8: Alignment der fiinf bekannten Isoformen aus dem Menschen (1-5) und der Isoform 1 aus der Maus (6)
(Quelle: www.pubmed.org). 1 hat eine Lange von 285 Aminoséuren, 2 eine Lange von 286 Aminosduren, 3 eine
Lénge von 250 Aminoséuren, 4 hat ebenfalls 250 Aminosduren und 5 hat eine Lange von 251 Aminosduren. Die
unterstrichenen Sequenzen sind die, welche bei kristallographischen und enzymologischen Untersuchungen

exprimiert und analysiert wurden. Dabei hat die Isoform 1 226 Aminosduren und die Isoform 2 227

Im Jahr 1989 konnten Ingrosso et al. mittels Edman-Abbau und massenspektrometrischen
Methoden die Primérstruktur der Isoform 1 der humanen PIMT bestimmen. Durch
zu bekannten Strukturen von Methyltransferasen konnte
Doménenstruktur abgeleitet werden, die in Abb. 9 dargestellt ist. Dabei besitzt die Isoform 1

der humanen PIMT drei AdoMet-bindende Doménen. Prinzipiell besteht die humane PIMT


http://www.pubmed.org/
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aus einer doppelt gewundenen o/P/a-sandwich-Struktur (Abb. 10), wie es fiir die
Superfamilie dieser Enzymfamilie zu erwarten ist (Ryttersgaard et al. 2002; Smith et al.
2002). Dieser Befund stimmt auch mit den Kristallstrukturen fiir PIMT aus Thermatoga
maritima, dem Archeaebakterium Pyrococcus furiosus, Drosophila melanogaster und
Eschericha coli Giberein (Skinner et al. 2000; Griffith et al. 2001; Fang et al. 2010; Bennett et
al. 2003).

Weiterhin konnten man fiir die Aminosduren auf Position 22 (Leu & Ile) und 119 (Val & Ile)
potentielle Polymorphismen feststellen. Im Fall von Val,;9 bzw. Ile;;9 konnte dies bestdtigt
werden (DeVry, Clarke 1999). Mit Valin an Position 119 ist die humane PIMT

temperaturlabiler und hat eine geringere Aktivitit.

1 81 89 150 157 171 180 226

Ac— AdoMet AdoMet AdoMet

N C

Abb. 9: Doménenstruktur der Isoform 1 der humanen PIMT. Die Isoform 1 der humanen PIMT besteht aus 226
Aminoséduren, sie ist unterteilt in drei AdoMet-bindende Doménen und besitzt einen actetylierten N-Terminus

(Desrosiers, Fanelus 2011).

Isoleucin an Position 119 bedingt eine hohere Aktivitét, die PIMT ist flexibler und stabiler
gegeniiber erhohter Temperatur (Rutherford, Daggett 2009). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass Val/Val-Genotypen ein verringertes Risiko haben, an Spina Bifida zu erkranken und dass
eine Mischung aus den Varianten Val;j9 und Ilejq, also ein heterozygoter Genotyp, flir ein

gesundes Altern von Vorteil ist (Zhu et al. 2006a; Shimizu et al. 2005; DeVry, Clarke 1999).

PIMT verfiigt iiber eine Vielzahl unterschiedlicher endogener Substrate, was durch mehrere
Arbeitsgruppen gezeigt wurde. Darunter fallen Proteine, die zur Aufrechterhaltung des
Energie- und Stickstoffmetabolismus, der Entwicklung, der Signalweiterleitung, der Struktur
des Cytoskeletts, der pH-Homdostase und der Proteinfaltung benétigt werden (Vigneswara et
al. 2006; Reissner et al. 2006; Zhu et al. 2006b; Najbauer et al. 1996; Lanthier, Desrosiers
2004; Lanthier et al. 2002; Yamamoto et al. 1998). Beispiele sind das Tau-Protein, das
Mikrotubuli-assoziierte Protein 2, a- und B-Tubulin, Collagen Typ I, Synapsin Ia-IIb,  und y-
Aktin, die Aldolase A und C, das Amyloid  und viele andere (Zhu et al. 2006b). Mit dieser

13
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Anzahl an unterschiedlichen Substraten ist es nicht verwunderlich, dass PIMT mit
unterschiedlichen Krankheiten und Storungen, wie Katarakt, Diabetes, verschiedenen
Autoimmunerkrankungen und neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-
Krankheit in Verbindung gebracht werden konnte (B6hme et al. 2008a; Kosugi et al. 2008;
Wagner et al. 2007; Tomidokoro et al. 2010).

Neben den zahlreichen Berichten, in dem die PIMT als Reparaturenzym dargestellt wird,
hdufen sich die Verdftentlichungen, in denen Funktionen der Regulation fiir die PIMT

beschrieben werden.

Abb. 10: Kristallstruktur der humanen PIMT (1I1N). Die Abbildung wurde mit dem Programm ,,Chimera‘“
erstellt. Alle a-Helices sind mit Griin und alle B-Faltblétter mit Rot dargestellt. Die AdoMet-Bindedoménen sind
in Rosa und das SAH in Gelb hervorgehoben. Links befindet sich der N- und rechts der C-Terminus.

So haben Lee ef al. 2012 beschrieben, dass PIMT die p53-Stabilitit durch Methylierung
beeinflusst und als potentielles Onkogen in Frage kommt (Lee et al. 2012). Weiterhin wurde
gezeigt, dass deamidiertes bzw. isomerisiertes Bcl-xL durch PIMT ,repariert wird und
dadurch seine Funktion als Antiapoptosefaktor wieder ausfithren kann (Cimmino et al. 2008).
Im Jahr 2011 konnte PIMT durch Khare et al. als Signalgeber in dem Insulin-/ike Signalweg
beschrieben werden (Lee et al. 2012; Khare et al. 2011; Cimmino et al. 2008). Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass durch isoAsp-Bildung und anschlieBender PIMT-Reparatur
Proteine, wie z.B. die PKA, reguliert werden konnen. Ebenfalls wurde beobachtet, dass durch

die Bildung von isoAsp Funktionsgewinne entstehen. So ist Fibronektin nach isoAsp-Bildung
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in der Lage an Integrin zu binden, wodurch dann unter anderem das Zellwachstum beeinflusst

wird, was eine wichtige Rolle in der Tumortherapie spielen kdnnte (Corti, Curnis 2011).

1.4 PIMT als Zielprotein der Wirkstoffentwicklung

In diesem Abschnitt soll die Bedeutung von PIMT in verschiedenen Organismen und das
daraus resultierende Interesse an der Entwicklung von PIMT-Effektoren herausgestellt
werden. PIMT knock-out Méause leiden an einem vergroBertem Gehirn und schweren bis
todlichen Krampfen. In allen Zellen und Geweben lassen sich isoAsp-haltige Peptide und
Proteine finden, aber nur im Gehirn fithren diese Anhdufungen zu lebensbedrohlichen
Schadigungen, wodurch die Tiere nach 4-12 Wochen sterben (Zhu et al. 2006b;Kim et al.
1997;Reissner et al. 2006;Yamamoto et al. 1998). In Escherichia coli verbessert PIMT die
Uberlebenschancen bei sekundirem Umweltstress, wie Hitze (42 °C) oder oxidativem Stress
(Visick et al. 1998;Kindrachuk et al. 2003). Ebenso in Drosophila melanogaster, hier wird die
Lebensspanne bei 29 °C im Vergleich zur Kontrolle verldngert (Chavous et al. 2001). PIMT
scheint ebenfalls ein wichtiges Protein in der Stressantwort héherer Organismen zu sein, so
lassen sich erhohte PIMT-Konzentration in Arabidopsis thaliana und Caenorhabditis elegans
bei Hitzestress beobachten (Villa et al. 2006; Gomez et al. 2008). Im Fall von Caenorhabditis
elegans konnte dessen Lebensspanne durch Uberexpression von PIMT verlingert werden
(Kagan, Clarke 1995). Da mit steigendem Alter die fehlerfreie Funktion und Expression von
Proteinen im Allgemeinen sinkt, und so auch die der PIMT, scheint es sinnvoll zu sein,
Wirkstoffe zu entwickeln, die a.) die Expression von PIMT oder b.) eine Steigerung der
Aktivitit von PIMT bewirken. Die Novartis Corporation hat 1997 unter der Patentnummer
US5780500 ein Patent fiir eine Familie von Verbindungen angemeldet, die die Aktivitdt von
PIMT beeinflussen konnen (Abb. 11). Dabei sollte je nach Bedarf die Expression / Aktivitét
von PIMT gesteigert oder gesenkt werden. Da gezeigt werden konnte, dass PIMT die
Apoptose von Zellen verhindern kann, sollte in degenerativen Erkrankungen, wie z.B.
Alzheimer, die Aktivitit von PIMT gesteigert, in proliferierenden Erkrankungen, wie Krebs
hingegen die Aktivitdt verringert werden. Nach meinem Kenntnisstand wurden diese
Wirkstoffe jedoch nie in Medikamenten verarbeitet. Weitere Patente in diese Richtung wurden
bereits 1996 von der Ciba-Geigy AG unter der Patentnummer EP0726265A1 und 2002 von
Bayer AG unter der Patennummer W02002052016A2 verdffentlicht.
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alk~ R

Abb. 11: PIMT- Effektor: Dibenzooxepin-Grundgeriist

Das Interesse an der Beeinflussung der PIMT-Aktivitdit mit Hilfe von Effektoren ist
offensichtlich nicht nur bei der Probiodrug AG vorhanden.

Im néchsten Abschnitt wird zusammenfassend die Zielstellung der vorliegenden Arbeit
umrissen.

1.5  Zielstellung der Dissertation

Die Probiodrug AG ist ein Unternechmen, das niedermolekulare Wirkstoffe entwickelt, die
Enzyme in ihrer Aktivitidt beeinflussen. Neben Diabetes ist in den letzten Jahren auch
Alzheimer in den Fokus der Wirkstoffentwicklung bei der Probiodrug AG geriickt. Zunéchst
wurde hier vor allem die QC als therapeutisches Ziel bearbeitet. Nachdem vermehrt isoAsp in
ApB-Ablagerungen nachgewiesen werden konnte und wir selbst isoAsp als Grund fiir die
alternative und verstirkte Spaltung von APP ausmachen konnten (Bohme et al. 2008b; Bohme
et al. 2008a), riickte das isoAsp und somit auch dessen Reparaturenzym PIMT immer mehr in
den Fokus der Arbeiten der Probiodrug AG. Mit dem Ziel der Entwicklung einer
kontinuierlichen Aktivitdtsbestimmung fiir das Protein PIMT und der Frage, ob das in AB-
Ablagerungen beobachtete isoAsp vor oder nach der APP-Prozessierung entsteht, wurde diese

Dissertation begonnen.

In der Wirkstoffentwicklung ist die Verwendung von kontinuierlichen und optischen
Enzymaktivititsassays von Vorteil. Die momentan vorhandenen PIMT-Aktivititsassays sind
diskontinuierlich, benétigen radioaktive Substrate oder beinhalten eine zeitverbrauchende
chromatographische Trennung der Reaktionspartner. Daher sollte wéhrend dieser

Promotionsarbeit ein kontinuierlicher PIMT-Aktivitdtsassay entwickelt werden, welcher nicht
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auf den Umsatz von SAM zu SAH basiert, um Effektoren fiir das Protein PIMT, welches nicht
nur in Alzheimer, sondern auch in anderen Erkrankungen wie grauer Star,
Autoimmunerkrankungen und Krebs von Bedeutung ist, charakterisieren und hinsichtlich

ihrer Eignung fiir Medikamente bewerten zu konnen.

Parallel dazu sollte die Frage geklart werden, ob isoAsp auch am N-Terminus von Peptiden,
wie in den AB-Ablagerungen, entstehen kann oder ob die Umlagerung von Asp zu isoAsp nur
innerhalb der Peptidkette moglich ist. Hierfiir musste zunéchst eine geeignete Methode zur

Analyse von Peptidgemischen aus Asn, Asp und isoAsp etabliert und validiert werden.
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2.  Materialien & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Peptide, Enzyme, Mikroorganismen, Oligonukleotide

Chemikalien Hersteller

Agar-Agar Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Agarose PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Ammoniumsulfat Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Ampicillin, Natriumsalz Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
D,0 (Deuteriumoxid) Sigma-Aldrich Co., USA

deuterierte Salzsdure Sigma-Aldrich Co., USA

deuterierte Essigsdure Sigma-Aldrich Co., USA

DTE Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Essigsédure (100 %) Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
EDTA, Dinatriumsalz Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Kanamycinsulfat Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Salzsdure, rauchend (37 %) Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Tris Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Mes Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
ultrapures Wasser Merck KGaA, Darmstadt
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Peptide
Acetyl-DGEF-NH,
Acetyl-DisoGEF-NH,;
Acetyl-NGEF-NH;
H-A-AMC
H-AADA-AMC
H-AAD;,A-AMC
H-AADGEF-NH,
H-AAD;GEF-NH,;
H-AANGEF-NH,
H-ADA-AMC
H-ADjs,A-AMC
H-AEDA-AMC
H-AEDj,A-AMC
H-AEDA-NH,
H-AEDjs,A-NH,
H-ARDA-AMC
H-ARDj5,A-AMC
H-DAEF-NH,
H-DjscAEF-NH,
H-DGEF-NH,
H-Dome)GEF-NH,

H-D;scGEF-NH;

Material & Methoden

Hersteller

Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)

Probiodrug AG, Halle (Saale)
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H-GG-OH
H-GR-OH
H-HY-OH
H-NAEF-NH,
H-NGEF-NH,
H-SAADA-AMC
H-SAAD;s, A-AMC
Enzyme

EcoRI

BamHI
Mikroorganismen
E.coli DH5a
E.coli BL21

Oligonukleotide

Material & Methoden

Bachem AG, Schweiz
Bachem AG, Schweiz
Bachem AG, Schweiz
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Probiodrug AG, Halle (Saale)
Hersteller

New England Biolabs

New England Biolabs
Hersteller

New England Biolabs

New England Biolabs

Tab. 1: Sequenzen und Namen aller verwendeten Oligonukleotide. Die Oligonukleotide wurden von der Firma

GATC synthetisiert.

Name

Sequenz (5°¢...3°)

qRT-PCR sense

qRT-PCR anti-sense

hPIMT (pcDNA) sense
hPIMT1-EGFP sense
hPIMT1-EGFP anti-sense
hPIMT1 (pcDNA) anti-sense
hPIMT?2 (pcDNA) anti-sense
hPIMT1-FLAG anti-sense
hPIMT2-FLAG anti-sense

mPIMT]1 sense
N-FLAG-hPIMT

GCTACAGACCGCTCCCACTA

ACATCCAACCATACGTGCAA
ATATGAATTCATGGCCTGGAAATCCGGC
ATATGCGGCCGCAACTTCCACCTGGACCAC
ATATGCGGCCGCAACAATTCATCCCTGGACCACTGCTTTTC
ATATGCGGCCGCTCACTTCCACCTGGACCA
ATATGCGGCCGCTTACAATTCATCCCTGGACCACTGCTTTTC
ATATGCGGCCGCTCACTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCCTTCCACTG

ATATGCGGCCGCTCACTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCCAATTCATC
CCTGGACCA

ATATGAATTCATGCCGGGAGCGCGCATT

ATATGAATTCATGGATTACAAGGATGACGATGACAAGGCCTGGAAAT
CCGGCGGC
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2.1.2 Gerate

Zentrifugen
Optima™ Max Ultrazentrifuge
Avanti™ J-301
Avanti™ J-20
Biofuge fresco

Micro Zentrifuge

CD-Spektropolarimeter
Jasco J-710

UV/Vis-Spektrometer
NanaDrop2000
Lambda 20

SmartSpec™ 3000

Plattenleser
Polarstar
Sunrise
Waagen
AT261 DeltaRange®
LP3200D
Sonstige Gerite
Titrator DL50 Graphix

P/ACE™ MDQ Glycoprotein

Beckman Coulter Inc., USA
Beckman Coulter Inc., USA
Beckman Coulter Inc., USA
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Jasco Inc., USA

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Perkin Elmer Inc., USA

Bio-Rad Inc., USA

BMG Labtech

Tecan

Mettler-Toledo International Inc., USA

Sartorius AG, Gottingen

Mettler-Toledo International Inc., USA

Beckman Coulter Inc., USA
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System (Kapillarelektrophorese)
UV-Transilluminator UvP
(BioDoc-It™ Imaging System)

Sonorex RK 255 (Ultraschallbad)  Bandelin electronic GmbH & Co KG, Berlin
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2.2 Methoden

2.2.1 Untersuchungen zur Isoaspartat-Bildung

2.2.1.1 Synthese der Modellpeptide

Die Mehrzahl der verwendeten Peptide wurde durch Hans-Henning Ludwig (Probiodrug AG,
Halle/Saale) synthetisiert und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die Peptide konnten
als C-terminale Amide im 0.5 mmol Ansatz an einem automatisierten Peptid-Synthesizer
(Endeavour 90, AAPPTec) nach der Fmoc-Strategie generiert werden. Die Synthese der
Peptide erfolgte an einem Rink Amide MBHA Harz (MERCK Biosciences). Ein zweifacher
Uberschuss an Fmoc-AA-OH und 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium
Tetrafluoroborat (TBTU) in Dimethylformamid (DMF) und 4 eq. N,N-Diisopropylethylamin
wurden fiir den Kupplungsprozess verwendet. Die Reaktionszeit betrug circa 25 min und
jeder Kupplungsschritt wurde einmal wiederholt. Die Entfernung der Schutzgruppe Fmoc
erfolgte mit einer 20 %igen Piperidinldsung in DMF. Die Peptide wurden in 95 %
Trifluoressigsdure (TFA), 2.5 % Wasser und 2.5 % Triisopropylsilan (TIS) fiir 2 h vom Harz
abgespalten. Nach Evaporation der Losungsmittel wurde das Produkt in kaltem
Methanol/Ether erneut kristallisiert und abschlieBend mittels RP-HPLC an einer Luna 10 pm
C18-Saule (100A, 250 x 21.20 mm, Phenomenex) durch einen Acetonitril/Wasser-Gradienten
(0.04 % TFA) gereinigt.

2.2.1.2 Analyse der isoAsp-Bildung mittels Kapillarelektrophorese (CE-UV)

Die Modellpeptide wurden bei 37 °C in einem 3-Komponenten-Puffer mit 12.5 mM
Natriumacetat, 12.5 mM  2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES) und 25.0 mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) inkubiert, um {iber einen breiten pH-Bereich eine
gleichbleibende Ionenstirke gewihrleisten zu kénnen (Ellis, Morrison 1982). Zusétzlich
erhielten die Peptidansidtze 0.02 % (w/v) Natriumazid, um mikrobielles Wachstum zu
verhindern. Die Inkubationszeit schwankte zwischen Minuten bis Monate in Abhédngigkeit
vom inkubierten Peptid und dem gewihlten pH/pD-Wert. Aus Griinden, die im Ergebnisteil
kurz erldutert werden, entschieden wir uns zur Analyse der Peptidproben fiir die
Kapillarelektrophorese mit angeschlossenem Diodenarray. Die Kapillarelektrophorese wurde
an einem P/ACE™ MDAQ Glycoprotein System (Beckman Coulter, USA) mit einer Kapillare

von 30 cm Lénge und einen inneren Durchmesser von 50 pm durchgefiihrt. Die Trennung der
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Peptide erfolgte bei 20 °C. H-NGEF-NH,, H-Dome GEF-NH,, H-DGEF-NH,, H-D;sGEF-
NH,, H-NAEF-NH,, H-DAEF-NH,, H-Di,AEF-NH,, Acetyl-NGEF-NH,, Acetyl-DGEF-
NH,, Acetyl-DicGEF-NH,, H-AANGEF-NH,, H-AADGEF-NH, und H-AAD;,GEF-NH;
wurden in 50 mM Citrat/HCI pH 2.0 getrennt. H-AEDA-AMC, H-AED;;,A-AMC, H-AEDA-
NH, und H-AEDj,A-NH, wurden in 50 mM Citrat/NaOH pH 3.0 getrennt, da hier eine
bessere Basislinientrennung erfolgte. Die Injektion der Probe erfolgte mit 1 psi fiir 10 s. H-
NGEF-NH,, H-Dome)GEF-NH,, H-DGEF-NH,, H-D;,GEF-NH,, H-NAEF-NH,, H-DAEF-
NH,, H-DiscAEF-NH;, H-AEDA-AMC, H-AED;;,A-AMC, H-AEDA-NH,, H-AED;,A-NH;,
Acetyl-NGEF-NH, Acetyl-DGEF-NH, und Acetyl-D;s,GEF -NH, konnten bei 20 kV und
0.2 psi innerhalb von 10 min getrennt werden. Die Kapillare wurde nach jedem Lauf mit
0.2 M NaOH, 1 N HCI und Laufpuffer gespiilt. In Abb. 12 ist der schematische Aufbau einer
CE-Apparatur dargestellt. Mit Hilfe des internen Standards H-HY-NH, und den erstellten
Standardgeraden fiir jedes Peptid konnte die Konzentration durch die Auswertung der

Integrale der einzelnen Peptide im Verhiltnis zum Integral von H-HY-NH, bestimmt werden.

Detektor

Kapillare

Elektrode

Probengefal  Puffergefil

Hochspannung

Abb. 12: Schematische Darstellung einer CE-Apparatur.
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2.2.1.3 Kernspinresonanzspektroskopie

NH

HO H,N

~
y
(o]

NH

HO H,N

Abb. 13: "H-NMR als unabhingiger Nachweis von isoAsp. Dargestellt sind die drei Peptidspezies, die mit Hilfe
der '"H-NMR unterschieden werden konnten. Das Protonensignal von Glu-C, (E2, rote Ellipsen) mit einer
chemischen Verschiebung von 4.15 ppm wurde dabei als interner Standard verwendet. Die Protonensignale von
Asn- C, (N2, schwarze Ellipse, oben) mit einer chemischen Verschiebung von 4.25 ppm und Dj,- C, (iD3,
schwarze Ellipse, unten) mit einer chemischen Verschiebung von 4.05 ppm konnten gut unterschieden werden.
Das Protonensignal von D2 (schwarze Ellipse, mittig) kann aufgrund der geringen Konzentration vernachlassigt

werden. Die Auswertung erfolgte durch den Vergleich der normierten Intensititen der Protonensignale.

Die Beobachtungen aus der CE-UV zur Bildung von isoAsp mussten durch eine zweite
unabhingige Methode bestitigt werden. Hierfiir wurde die '"H-NMR genutzt. Die 'H-NMR-
Spektren wurden an einem Agilent VNMRS 600-MHz Spektrometer bei 25 °C aufgenommen.
Die NMR-Proben enthielten 1.726 mM Peptid in 25 mM Tris, 12.5 mM Essigsdure und
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12.5 mM Mes pH 7. Es wurden 40 Spektren je Probe aufgezeichnet. Das Wasser-Signal
wurde durch einen 2 s Vor-Séittigungsimpuls unterdriickt. Ein 90°-Anregungsimpuls (6.1 us)

mit einer Impulsfolge von 15 s wurde angewendet.

2.2.1.4 Bestimmung des pKs der freien N-Termini von Modellpeptiden mittels pH-

Titration

Die Auswertung der pH-Abhéngigkeit der isoAsp-Bildung aus 2.2.1.2. forderte eine pKs-

Bestimmung des freien N-Terminus der Modellpeptide.

Die Titrationen wurden an einem Mettler Toledo DL50 Graphix mit einer DG111-SC Glass-
Elektrode durchgefiihrt. Als MaBlosungen wurden 0.1 N NaOH und 0.1 N HCI der Firma
Roth verwendet. Die Peptide wurden in bi-destilliertem Wasser gelost und bei 37 °C
inkubiert. Die Titration wurde ebenfalls bei 37 °C durchgefiihrt und erfolgte mindestens im

Triplett. Die Ermittlung des pKs-Wertes erfolgte durch die Software des Gerites.

2.2.1.5 Losungsmittel-I1sotopie-Effekt (KIE) und proton inventory

Um den kinetischen Losungsmittel-Isotopie-Effekt (KIE) des Isomerisierungsprozesses zu
bestimmen, wurden alle Puffer sowohl mit destilliertem Wasser als auch Deuteriumoxid
hergestellt. Der pD-Wert wurde entsprechend der Formel: pD = (pH-Wert) + 0.4 (Cook 1991)
eingestellt. Der KIE fiir die isoAsp-Bildung (kp20y/km20y) wurde fir H-NGEF-NH, und H-
Dome)GEF-NH; in 3-Komponenten-Puffer (25 mM Tris, 12.5 mM Essigséure, 12.5 mM Mes)
pH/pD 8.0 bestimmt. Zusitzlich wurde der KIE fiir H-NGEF-NH, auch in Tricinpuffer pH/pD
8.0 bestimmt, um den Einfluss von Pufferionen auszuschlieBen. Die Inkubation erfolgte bei
37 °C. Nach Minuten bis Tagen, je nach Peptid, erfolgte die Probenentnahme. Dazu wurden
die Proben sofort in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt, um die Reaktion zu stoppen. Der Transport
zur CE-UYV erfolgte im Transportblock bei -20 °C.

Um die Anzahl der beteiligten Protonen bei der isoAsp-Bildung zu bestimmen, wurde ein
proton inventory durchgefiihrt. Dazu wurde 1 mM des Peptides (H-NGEF-NH, oder H-
Dome)GEF-NH») in 3-Komponenten-Puffer pH/pD 8, hergestellt mit H,O und D,O, gelost.
Beide Peptidlosungen wurden sowohl rein als auch in den folgenden Mischverhiltnissen
untersucht: 80 % (v/v) H,O zu 20 % (v/v) D,O, 60 % (v/v) H,O zu 40 % (v/v) DO, 40 %
(v/v) H,O zu 60 % (v/v) D,O und 20 % (v/v) H,O zu 80 % (v/v) D,0. Die Peptidlosungen
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wurden bei 37 °C inkubiert und sukzessiv mittels Kapillarelektrophorese analysiert. Fiir die
Auswertung wurde die Geschwindigkeit der isoAsp-Bildung gegen die D>O-Molfraktionen
aufgetragen. Der resultierende Plot wurde mit dem Programm “GraphPad Prism 4” von

GraphPad Software Inc. dargestellt und analysiert.

2.2.2 Praparation von rekombinanter humaner PIMT (rhPIMT)

Der Vektor pQE31-APIMT (Isoform 1) war bereits im Labor vorhanden und konnte von
Probiodrug zur Verfiigung gestellt werden. Dieser wurde mit Hilfe der , Hitzeschock*-
Methode in chemokompetente E.coli BL 21 transformiert. Die transformierten Zellen wurden
auf einer LB-Agar-Platte mit 50 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und iiber Nacht im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Eine 100 ml Kultur diente zur Inokulation einer Hauptkultur.
Die 6 1-Hauptkultur (50 pg/ml Ampicillin) wurde mit 60 ml der Uber-Nacht-Kultur inokuliert.
Die Hauptkultur wurde bis zu einer ODgo von 0.6 bei 37 °C und 200 rpm inkubiert, dann
wurde durch Zugabe von IPTG bis zu einer finalen Konzentration von 1 mM die Expression
der rhPIMT gestartet. Die Expression des Zielproteins erfolgte fiir 4 h bei 37 °C und 200 rpm.
Zur Zellernte wurde die Zellsuspension fiir 20 min bei 8000 g zentrifugiert. Der Uberstand

wurde verworfen und das Zellsediment bis zum Aufschluss bei -20 °C gelagert.

Das Zellsediment wurde in Lysispuffer (50 mM Tris/HCI pH 8, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl,
I mM DTT, 1 mM Pefabloc SC®) (10 ml Puffer je 1 g Zellsediment) resuspendiert. Lysozym
wurde bis zu einer finalen Konzentration von 0.1 mg/ml zur Zellsuspension gegeben und fiir
40 min bei 4 °C inkubiert. Der finale Aufschluss erfolgte entweder durch Ultraschall mit
dreimal 10 s bei 90 % Leistung oder durch french press bei einem Druck von 1 bar. Bei
beiden Verfahren wurde die Zell-/Proteinsuspension zwischen den Aufschlusszyklen auf Eis

gekihlt. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 100 000 g fiir 40 min und 4 °C.

Der Uberstand nach der Zentrifugation wurde einer Ammoniumsulfat-Fillung unterzogen.
Dazu wurde sehr langsam fein gemorsertes Ammoniumsulfat bis zu einer Séttigung von 70 %
der Proteinlosung zugefiihrt und anschlieBend fiir 30 min bei RT und 100 rpm inkubiert.
AnschlieBend wurde die Proteinlosung fiir 40 min bei 4 °C und 100 000 g zentrifugiert.

Das Proteinsediment wurde in Sdulenpuffer 1A (10 mM BisTris/HCI pH 7.2, 1.5 mM MgCl,,
2mM DTT) resuspendiert und gegen 2 1 des Selbigen iiber Nacht dialysiert. Das Dialysat
wurde anschlie8end auf eine Q-Sepharose FF—Saule (V=53 ml) aufgetragen.
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Nachdem die Proteinlosung auf die IEC-Sdule aufgetragen und mit Sdulenpuffer 1A
gewaschen wurde, konnte durch Verwendung von Siulenpuffer 1B (10 mM BisTris/HCI pH
7.2, 1.5 mM MgCl,, 2 mM DTT, 0.3 M NaCl) die Elution mit steigender Salzkonzentration
von 0 mM NacCl bis 0.3 M NaCl iiber 150 ml durchgefiihrt werden. Die Fraktionierung wurde
bei 280 nm verfolgt und die einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE analysiert.

Die PIMT-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und mit Hilfe von Vivaspin 20-Réhrchen
(Sartorius AG, Deutschland, Ausschlussgrofle: 10 kDa) konzentriert. Das Proteinkonzentrat

wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
2.2.3 Préaparation von rekombinanter muriner PIMT (rmPIMT)

Der Vektor pET28-mPIMT wurde mittels ,,Hitzeschock™ in chemokompetente E.coli BL21
transformiert. Die transformierten Zellen wurden auf einer LB-Agar-Platte mit 100 pg/ml
Kanamycin ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die weitere Zellanzucht und

Zellernte erfolgte analog zur APIMT.

Der Aufschluss des Zellsedimentes erfolgte durch Frost-Tau-Lyse. Daflir wurde das
Zellsediment in Lysispuffer (50 mM NaH,PO4, 1 mM EDTA, 1 mM DTE, 100 mM NaCl,
1 mg/ml Lysozym, pH 7.6) resuspendiert und dreimal in fliissigen Stickstoff eingefroren und
im Wasserbad (30 °C) aufgetaut. Das Lysat wurde 45 min bei 100 000 g zentrifugiert. Der
Uberstand (Proteinrohextrakt) wurde abgenommen und dessen Proteinkonzentration mittels
BRADFORD-Reagenz (Sigma) bestimmt. Das Sediment aus Zellbruchstiicken und nicht-
aufgeschlossen Zellen wurde verworfen. Der Uberstand wurde verdiinnt und auf eine EBA-

IMAC-Saule aufgetragen.

Die EBA-IMAC-Séule wurde mit Equilibrierungspuffer (300 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.6)
invers eingespiilt. Der verdiinnte Proteinrohextrakt wurde mit 12 ml/min ebenfalls invers
aufgetragen bis die Adsorption bei 280 nm wieder den Ausgangswert erreichte. Der
Waschschritt erfolgte in normaler Richtung mit 300 mM NaCl, 50 mM Imidazol, 50 mM
Tris/HCI pH 7.6 mit 10 ml/min bis der Grundwert der Adsorption bei 280 nm wieder erreicht
wurde. Die erste Elution erfolgte mit 100 mM NaCl, 100 mM Imidazol, 50 mM Tris/HCI pH
7.6 und die zweite Elution mit 100 mM NaCl, 200 mM Imidazol, 50 mM Tris/HCI pH 7.6
ebenfalls mit 10 ml/min. Die beiden Elutionsfraktionen wurden iiber Nacht gegen 25 mM Tris

pH 8.3 dialysiert.
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Fir die Dialyse wurden Dialyse-Membranen von Spectrum Laboratories Inc.; CA/USA
(Spectra/Por®Dialysis Membrane, 6-8000 Da-PorengroBe) benutzt. Die Dialyse der beiden
Elutionsfraktionen erfolgte gegen 25 mM Tris pH 8.3 im Verhéltnis 1:1600 tiber Nacht bei 4-
8 °C im Kiihlraum. Die dialysierten Proteinlésungen wurden fiir 45 min bei 100 000 g

zentrifugiert und dann iiber eine IEC-Sdule weiter gereinigt.

Die Equilibrierung der IEC-Saule erfolgte mit 40 mM Tris pH 8.3. Die dialysierten
Proteinlosungen wurden auf die Sédule gegeben. Der Durchlauf wurde aufgefangen und mit
Hilfe von Vivaspin 20-Rohrchen (Sartorius AG, Deutschland, Ausschlussgrofe: 10 kDa)

konzentriert. Das Proteinkonzentrat wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Alle Schritte der Reinigung wurden mit Hilfe von SDS-PAGE und dem APN-gekoppelten
PIMT-Aktivititsassay dokumentiert.

2.2.4 PIMT-Aktivitatsassays

2.2.4.1 Gekoppelter optischer Test mit Aminopeptidase N

Bei der Aminopeptidase N (EC 3.4.11.2; Aminopeptidase M, CD 13) handelt es sich um eine
membrangebundene Metallopeptidase vom Typ II. Sie spaltet Peptidbindungen vom N-
Terminus her, kann jedoch eine Isopeptidbindung nicht hydrolysieren. Diese Eigenschaft
wurde ausgenutzt, um einen optisch gekoppelten PIMT-Aktivititsassay zu entwerfen. IsoAsp-
Substrate mit dem Fluorophor Aminomethylcoumarin (AMC) am C-Terminus wurden
generiert. Diese konnen erst nach der Reparatur durch PIMT von der APN vollstindig
abgebaut werden, wodurch das AMC freigesetzt wird. Dieses kann dann bei 365 nm angeregt
werden und emittiert Licht mit der Wellenlinge 440 nm. Die Fluoreszenz des
Ausgangssubstrates ist vernachldssigbar. Fiir die Versuche wurde ebenfalls der 3-
Komponenten-Puffer aus 12.5 mM Essigsdure, 12.5 mM MEs und 25 mM Tris mit
unterschiedlichen pH-Werten gewdhlt. Die Reparaturreaktion der PIMT wurde nach
unterschiedlichen Zeitpunkten durch Inkubation bei 95 °C fiir 5 min irreversibel beendet. Bis
zur Quantifizierung der Konzentration an repariertem isoAsp-Peptid, blieben die gestoppten
Proben auf Eis. Die Analyse der Proben erfolgte mittels APN (0.06 U) bei pH 7 und 37 °C in
klaren 96-Well-Platten von NUNC in einem Plattenlesegerit ,,Polarstar® von BMG Labtech.
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XXDiSOX)(@ _APN DiSOX)(@ +2X
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Abb. 14: Prinzip des APN-gekoppelten PIMT-Aktivitdtsassays. APN kann keine iso-Peptidbindung spalten. Die
PIMT ,repariert isoAsp im Substrat, APN kann die Peptidbindungen nacheinander hydrolysieren bis das
Fluorophor 4-Amino-7-methylcoumarin (AMC) freigesetzt wird. Das AMC kann nach Anregung bei 365 nm
Licht der Wellenldnge 440 nm emitieren. Die Emission kann bei 440 nm quantifiziert werden. Da PIMT kein N-
terminales isoAsp methylieren kann, muss die durch PIMT katalysierte Reaktion durch Inaktivierung der PIMT
fiir 5 min bei 95 °C abgestoppt werden. Erst danach kann das Hilfsenzym APN zugesetzt werden.

2.2.4.2 Analyse mittels Kapillarelektrophorese

Fiir die Analyse der Reparatur von H-AED;,A-AMC zu H-AEDA-AMC wurden die Proben
in 50 mM Citrat/NaOH pH 3.0 bei 20 kV und 0.2 psi bei 20 °C getrennt. Die Trennung wurde
bei einer Absorption von 200 nm detektiert.

2.2.4.3 Nachweis von S-Adenosyl-L-homocystein mittels HPLC-UV

Die HPLC-Trennungen erfolgten an einem HITACHI D-7000 HPLC-System. Fiir die RP-
HPLC wurde eine C-18-Sdule LiChroCART 125-4 von Merck verwendet. Die Sdule wurde
mit 2 % AcN (0.1 % TFA) und 98 % H,O (0.1 % TFA) equilibriert. Nachdem 20 pl der Probe
injiziert wurden, wurde ein Gradient zu 12 % AcN (0.1 % TFA) und 88 % H,O (0.1 % TFA)
iiber 11 min durchgefiihrt. Danach wurde die Saule fiir 5 min mit 95 % AcN (0.1 % TFA) und
5 % H,0 (0.1 % TFA) gewaschen und fiir weitere 5 min mit 2 % AcN (0.1 % TFA) und 98 %
H,O (0.1 % TFA) erneut equilibriert. Der HPLC-Lauf erfolgte bei Raumtemperatur und

wurde bei 260 nm verfolgt.

2.2.5 Molekulare und biochemische Charakterisierung von PIMT

Um die Protein-L-isoaspartyl-O-methyltransferase aus Mensch und Maus charakterisieren und
potentielle Unterschiede in der zelluldren Verteilung der menschlichen Isoformen 1 und 2 in

Zellkultur untersuchen zu konnen, mussten verschiedene Plasmide generiert werden. Tab. 1

30



Material & Methoden

listet alle Oligonukleotide auf, die wéhrend dieser Promotionsarbeit verwendet wurden, um

die bendtigten Plasmide generieren zu kdnnen.

2.2.5.1 Klonierung der Plasmide

polymerase chain reaction (PCR) (Generierung der Zielsequenz)

Zur Generierung der Plasmide fiir die Expression in E.coli und Siugerzellkultur wurde der

folgende Ansatz standardmifBig benutzt:

= V=50upul
10 ul High Fidelity Puffer
1 ul ANTP-Mix
2.5 ul sense primer (20 M)
2.5 pl anti-sense primer (20 pM)
x ul Vektor, cDNA oder Zellextrakt
0.5 ul Phusion-DNA-Polymerase
ad 50 pl gereinigtes Wasser

=  Programm:

2 min 98 °C initiale Denaturierung

10s 98 °C Denaturierung

30563 °C primer-Bindung 30-35 Zyklen
30s 72 °C Elongation

5 min 72 °C finale Elongation

w04 °C Lagerung

Die Restriktion von Vektor und Zielfragment wurde mit den Endonukleasen der Firma
Promega oder NEB durchgefiihrt. Nach der Restriktion wurden die Ansdtze mit einem
Plasmidpréparations-Kit gereinigt und anschlieBend mit einem Ligations-Kit von NEB oder
Promega zusammengefiigt. Es folgte die Transformation der Ligationsansitze in E.coli und
die Kontrolle des Erfolges der Transformation per Kolonie-PCR und Testverdau. Alle
Reaktionen erfolgten nach den Vorgaben der Hersteller. Die Kontrolle des
Klonierungserfolges erfolgte stets durch eine Kolonie-PCR und ein Testverdau nach Protokoll
(Promega, NEB).
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Der Ansatz fiir eine typische Kolonie-PCR:

e V=10ul
o 2 ul 5x Reaktionspuffer
o 1 ul 10 mM dNTP-Mix
o x uwl primer forward
o y ul primer reverse
o z ul DNA-Polymerase
o 1 ul einer resuspendierten E.coli-Kolonie
o ad 10 pl gereinigtes Wasser
e Programm wie in 2.2.5.1

e Die Analyse der PCR erfolgte per Agarosegel-Elektrophorese
Der typische Ansatz eines Testverdau:

= V=10pl
o 1 pl 10x Reaktionspuffer
o x pl Restriktionsenzym A
o y ul Restriktionsenzym B
o zul 10 mM MgCl,
o 2 pl Plasmid
o ad 10 pl gereinigtes Wasser
= T=37°Cfirl-2h

Waren sowohl Kolonie-PCR als auch Testverdau positiv, erfolgte die Sequenzierung der
entsprechenden Plasmide durch die Firma GATC Biotech (www.gatc-biotech.com). Die
erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Programm ,,Chromas* von Connor McCarthy (Griffith

Universitét, Australien) ausgewertet.
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2.2.5.2 Lokalisation von PIMT

quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR)

Die gRT-PCR wurde durchgefiihrt, um die Konzentration der PIMT-mRNA in den
verschiedenen Organen und ausgewéihlten Gehirnarealen der Maus bestimmen zu konnen.
Dabei verwendet man wéhrend der PCR primer, die auf dem Ziel-Transkript relativ nah
beieinander liegen. Da die mRNA instabil ist, wird diese vorher zu cDNA umgeschrieben. Die
cDNA und die primer durchlaufen zusammen mit der Polymerase, den dNTPs und dem
Fluoreszenzfarbstoff mehrere PCR-Zyklen. Der Fluoreszenzfarbstoff interkaliert in die PCR-
Produkte, wodurch nach jedem Zyklus (real time) die Intensitit der Fluoreszenz gemessen
werden kann. Die Intensitdt der Fluoreszenz wird dann mit dem Standard verglichen, dadurch
kann auf die Konzentration der Ziel-mRNA geschlossen werden. Der Standard wird durch
verschiedene Ansidtze der Zielsequenz mit bekannter Konzentration (Plasmid) und den

spezifischen primer erstellt.

Verschiedene Organe und Hirnareale von drei ménnlichen und drei weiblichen
Wildtypmiusen vom Stamm C57BL6/N wurden mittels Precellys-Keramikkugel-System
homogenisiert. Die Zentrifugation des Homogenats erfolgte fiir 10 min bei 10 000 g. Die
mRNA-Isolation wurde fiir fast alle Proben mit dem Nucleo-Spin® RNA II Kit von Machery-
Nagel (Diiren) durchgefiihrt. Bei den fibrosen Geweben von Herz- und Skelettmuskel wurde
das RNeasy Micro-Kit von Qiagen benutzt. Die erhaltene mRNA wurde mittels random
primer (Roche) und Superscript III RT (Invitrogen) in ¢cDNA iiberfiihrt. Hierfiir wurden
500 ng mRNA je aufgeschlossenem Gewebe/Hirnareal benutzt. Die Durchfiihrung erfolgte
nach der Beschreibung des Herstellers. Fiir die eigentliche quantitative PCR (qRT-PCR)
wurde die kodierende Sequenz der mPIMT in den Vektor pJetl.2 eingebracht und als Standard
mitgefiihrt. Dadurch konnte auf die tatsdchliche Menge mRNA zuriickgeschlossen werden.
Fiir die qRT-PCR wurden jeweils 14 ul Mastermix (primerMix, SybrGreenMix, Wasser) und
1 pl cDNA-Probe bzw. Referenzplasmid gemischt und gemessen. Die Messung wurde an
einem Rotogene3000 von Corbett Research durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde ein 2 % (w/v)
Agarosegel mit den PCR-Produkten beladen und analysiert.

Western Blot nach fraktioniertem Zellaufschluss

Mittels fraktioniertem Zellaufschluss sollte herausgefunden werden, ob die untersuchten

Isoformen der humanen PIMT in unterschiedlichen Kompartimenten lokalisiert sind. Durch

33



Material & Methoden

einen schonenden Aufschluss der Zellen und eine verschieden starke Zentrifugation des
Zelllysates kann dies erreicht werden. Die Plasmide pcDNA3.1, pcDNA3.1-APIMT1-EGFP,
pcDNA3.1-APIMT2-EGFP, pcDNA3.1-hPIMT1-FLAG und pcDNA3.1-APIMT2-FLAG
wurde mit Hilfe von Lipofectamine2000® (Invitrogen) in HEK293-Zellen nach Protokoll des
Herstellers transfiziert. Nach der Transfektion inkubierten die Zellen noch 1-2 Tage in
komplementiertem DMEM bei 37 °C und 5 % CO,. Danach erfolgte das Waschen der Zellen
mit PBS, sowie die Ablosung der Zellen von der Wand des InkubationsgefdBes. Nach der
Zentrifugation bei 500 g und 4°C fiir 5min wurde der Uberstand abgenommen und
verworfen. Das Zellsediment wurde in 1 ml Resuspensionspuffer (50 mM Tris, 50 mM KCI, 5
mM EDTA, 2 mM MgCl,, pH 7.6, RP) aufgenommen und fiir 10 min inkubiert. Danach
folgten 30 crushes mit dem Potter Cell Homogenizer. Die Suspension wurde bei 700 g und
4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Das Sediment wurde in 300 pl RP resuspendiert und mit ,,D*
fiir debris gekennzeichnet. Der Uberstand wurde bei 20000 g und 4°C fiir 30 min
zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 200 pul RP resuspendiert und mit ,,HM* fiir heavy
membrane gekennzeichnet. Es folgte eine weitere Zentrifugation des Uberstandes bei
100 000 g und 4 °C fiir 1 h. Das Sediment wurde in 200 ul RP resuspendiert und mit ,,LM*
fiir light membrane gekennzeichnet. Der Uberstand erhielt die Kennzeichnung ,.S* wie
soluble. Die Fraktionen D, HM und LM wurden fiir 10 sec mittels Ultraschall behandelt. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Bradford® ermittelt. 30 pg Gesamtprotein pro Tasche
wurden auf ein 15 %iges SDS-PAGE-Gel geladen und 90 min bei 50 mA getrennt.
AnschlieBend wurden die Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulose-Membran mittels einer
Semi-Dry-Blot-Apparatur bei 39 mA fiir 90 min {ibertragen. Die Inkubation der Membran
erfolgte iiber Nacht mit dem primdren Antikorper (o-EGFP, o-FLAG) in 5 %iger
Milchpulver-TBST-Losung im Kiihlraum unter stindigem Drehen. Am néchsten Tag folgte
das Waschen der Membran (3 x 5 min TBS-Puffer) und die Inkubation mit dem sekundéren
Antikorper fiir 1 h bei RT unter stindigem Drehen. Nach dreimaligem Waschen mit TBS
wurde das Substrat zugegeben und das Chemolumineszenz-Signal mittels lichtempfindlichen

Materials dokumentiert.
Immunfluoreszenz

Die zelluldre Lokalisierung der Isoformen 1 und 2 der humanen PIMT sollte in diesem
Abschnitt per Immunfluoreszenz untersucht werden. LN405 und COS7-Zellen wurden mit
den Plasmiden pcDNA3.1-APIMT1-EGFP und pcDNA3.1-APIMT2-EGFP  mittels

Lipofectamine™2000 (Invitrogen) transfiziert und fiir 1-2 Tage bei 37 °C und 5 % CO; in
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FBS und Gentamycin inkubiert. Danach wurde das Medium abgenommen, die Zellen
zweimal mit PBS (Invitrogen) gewaschen und danach entweder mit eiskaltem (-20 °C)
Methanol oder Formaldehydlosung fiir 10 min fixiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS
erfolgte die DAPI-Farbung fiir 30 sec. Nach abermaligem Waschen mit PBS wurden die
Préparate versiegelt und bis zur Analyse dunkel bei 4 - 8 °C gelagert. Die Analyse erfolgte mit

Hilfe eines Epi-Fluoreszenz-Mikroskops oder eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops.

2.2.5.3 Biochemische Charakterisierung von PIMT
Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie nutzt die unterschiedliche Absorption von zirkular polarisiertem Licht
durch optisch aktive (chirale) Zentren in Proteinen (Peptidbindung), Peptiden und anderen
Molekiilen aus. Der Unterschied in der Absorption von links- und rechtspolarisiertem Licht
wird als Elliptizitdit wiedergegeben. Bestimmt man die Elliptizitit eines Molekiils bei
verschiedenen Wellenlédngen erhdlt man ein CD-Spektrum. Im Bereich von 160 — 250 nm
(Fern-UV) konnen mit Hilfe der CD-Spektroskopie die Sekundirstrukturen von Proteinen
bestimmt werden, da hier die n — n* und n — n*-Uberginge der Peptidbindungen liegen,

welche Chiralitdt aufweisen (Lottspeich, Engels 2006).

Die CD-Spektroskopie ist weiterhin gut geeignet um strukturelle Anderungen von z.B.
Proteinen bei Temperaturinderungen zu detektieren. Um Anderungen der PIMT-Aktivitit bei
verschiedenen Temperaturen besser einordnen zu kdnnen, wurde die thermische Stabilitit der
PIMT mittels UV-CD-Spektroskopie bestimmt. Die Aufnahme der Fern-UV-CD-Spektren
erfolgte an einem J-710-CD-Spektrometer (Jasco Inc., USA). Dabei konnten die strukturellen
Verdnderungen der PIMT iiber einen Temperaturbereich von 20 - 80 °C verfolgt werden. Die
Aufzeichnung vollstindiger CD-Spektren erfolgte alle 10 °C. Alle 2 °C wurde die Elliptizitit
bei 221 nm akkumuliert gemessen, da hier die grofften Verdnderungen in der Elliptizitét

auftraten. Fiir die Messungen wurden 0.1 mg/ml PIMT (human und murin) in Wasser gelost.

Isothermale Titrationskalorimetrie (isothermal titration calorimetry, ITC)

Mit Hilfe der ITC kann eine genaue Charakterisierung der Interaktion zweier Bindungspartner
in Losung realisiert werden. Das Prinzip der ITC ist die Messung der entstehenden
Bindungswirme. Hierflir haben ITC-Geriéte zwei isolierte Zellen. Eine Referenzzelle und eine

Probenzelle. Beide Zellen haben die gleiche Temperatur (isotherm). Diese wird in beiden
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Zellen durch eine elektrische Heizung konstant gehalten. Kommt es nun nach Zugabe von
einem Bindungspartner zum zweiten Bindungspartner in der Zelle zu einer
Wirmeentwicklung, muss die Probenzelle weniger beheizt werden. Die Differenz im Bedarf
an elektrischer Energie kann dann der entstandenen Wiarmemenge gleichsetzt werden.
Umgekehrt wird bei endothermen Reaktionen mehr elektrische Energie benétigt (Rehm

2006).

Mit Hilfe der ITC sollten die Kp-Werte und weitere Parameter der Interaktion von PIMT mit
SAM und SAH bestimmt werden. Diese sollten anschlieend mit kinetisch bestimmten K-

bzw. IC5y-Werten korreliert werden.

Die ITC-Messungen wurden an einer VP-ITC von Microcal durchgefiihrt. Zuvor wurden 3 ml
einer 30 uM Hisg-rAPIMT-Losung gegen 150 mM NacCl, 25 mM Na,HPO,, 25 mM KH,PO4
und 1 mM EDTA, pH 7.4 liber Nacht bei 4 - 8 °C dialysiert. SAM und SAH wurden im
Dialysepuffer gelost und entsprechend auf 300 uM und 200 uM eingestellt. PIMT wurde
entsprechend auf 30 uM (fliir Messung mit SAM) oder 20 uM (fiir Messung mit SAH)
eingestellt, abhdngig vom titrierten Cofaktor. Die Versuche wurden bei 20 °C und mit einer
Rotationsgeschwindigkeit der Injektionsspritze von 290 rpm nach einer Anfangspause von
600 s durchgefiihrt. Nach der ersten Injektion von 2 ul (Abfall) wurden 14 weitere Injektionen
mit einem Volumen von 21 pl und einer Dauer von 9.5 s durchgefiihrt, zwischen den
einzelnen Injektionen wurde 5 min Abstand gelassen. Die Referenzleistung wurde auf 10 oder
2 pcal/s, abhingig von der PIMT-Konzentration in der Zelle mit dem feedback mode auf
,hoch® eingestellt. Nach Integration der Signale durch die Gerétesoftware wurde die
Punkteverteilung nach einer Gleichung fiir ein omne-site-Model angepasst. Alternative

Bindemodelle, die ebenfalls beriicksichtigt wurden, ergaben keine sinnvollen Ergebnisse.
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3.  Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Isoaspartat-Bildung

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, konnte in AP-Ablagerungen von Alzheimer-
Patienten isoAsp detektiert werden. Nach weiteren Untersuchen in den Laboratorien von
Probiodrug konnte beobachtet werden, dass isoAsp anstelle von Asp im APP zu einer
alternativen Prozessierung des APP durch Cathepsin B fiihrt. Zu Beginn der Studie stellte sich
daher die Frage, ob am freien N-Terminus von Peptiden und Proteinen, im Besonderen von
AP, isoAsp entstehen kann oder ob das beobachtete isoAsp am N-Terminus von AP bereits
vor der APP-Prozessierung innerhalb der Peptidkette entstanden ist. Aus diesem Grund wurde
im ersten Schritt NGEF bei 37 °C und pH 9 inkubiert, da hier die Bedingungen fiir eine
is0Asp-Bildung laut Literatur am giinstigsten sind. Um zu zeigen, dass isoAsp entsteht,
musste zundchst eine geeignete Methode etabliert werden, mit welcher Substrat (Asn oder
Asp) und Produkt (isoAsp) isoliert und analysiert werden konnen. Aspartat und Isoaspartat
haben sehr dhnliche physikalische und chemische Eigenschaften. Aus diesem Grund ist es
schwer, entstehendes isoAsp in einem Peptid zu identifizieren. Nachdem keine geeignete
Methode zur Trennung/Detektion der drei Tetrapeptide NGEF, DGEF und D;,,GEF mittels
HPLC und MS (Daten nicht gezeigt) entwickelt werden konnte, wurde die
kapillarelektrophoretische Trennung mit UV-Detektion als geeignete Methode etabliert. Dabei
wurde der Unterschied in der Nettoladung der Peptide bei saurem pH-Wert ausgenutzt. Dies
ist durch die unterschiedlichen pKa-Werte der Carboxylgruppen (z.B.: Asp: pKa, ¢-coon = 1.99,
pKa, p-coon = 3.90; Asn: pK,, o«coon = 2.10) (Wagenknecht, Knapp 2009) bedingt. Spater
konnte auch mittels 'H-NMR die Entstehung von D;,GEF eindeutig nachgewiesen werden.
Im weiteren Verlauf wurden alle Modellpeptide in einem 3-Komponenten-Puffer (25 mM
Tris, 12.5 mM Essigsdure, 12.5 mM Mes) in einem pH-Bereich von 3 bis 9 und 37 °C in
einem Zeitraum von wenigen Stunden bis mehreren Monaten inkubiert und mittels
Kapillarelektrophorese hinsichtlich der isoAsp-Bildung analysiert. In Abb. 15 ist die
Grundlinientrennung von internem Standard HY, den Substraten NGEF und DGEF sowie dem
Produkt D;s,GEF abgebildet, welche Voraussetzung fiir eine weitere Analyse der N-terminalen
Isomerisierung war. Die Etablierung dieser Methode erlaubte nun eine detailliertere Analyse
der N-terminalen Isomerisierung. Um die Bildung von isoAsp quantifizieren zu koénnen,

wurden Standardgeraden fiir die Substrat- und Produktpeptide erstellt, welche in Abb. 16
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dargestellt sind. In Abb. 16 wird eine lineare Abhingigkeit der Integrale von NGEF, DGEF,
Dome)GEF und Djs,GEF zum Integral des internen Standardpeptides HY deutlich.
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Abb. 15: Trennung von NGEF, DGEF, D;;,GEF und HY mittels CE-UV. Die Messungen wurden bei 20 °C in
50 mM Citrat/NaOH pH 2.0 mit 20 kV und 0.2 psi an einem P/ACE™ MDQ Glycoprotein System von Beckman
Coulter durchgefiihrt. Die verwendete Kapillare hatte eine Lange von 30 cm und einen inneren Durchmesser von
50 um. Die Peptide HY, NGEF, DGEF und D;;,GEF konnten innerhalb von 10 min elektrophoretisch getrennt

werden. Die Migrationszeiten wurden auf die Migrationszeit des Standardpeptides, HY, normiert.
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Abb. 16: Standardgeraden fiir die Kapillarelektrophorese. Fiir die Standardgeraden wurde 1 mM HY mit
absteigenden Konzentrationen Modellpeptid gemischt und per CE-UV aufgetrennt und detektiert. Die
Konzentrationen an Modellpeptid wurden gegen die HY -normierten Intensititen der Modellpeptide aufgetragen.
Dabei kam es zu einer fast perfekten Deckung der vier Standardgeraden. Somit kann davon ausgegangen

werden, dass die vier verschiedenen Peptidspezies gleiche Absorptionseigenschaften haben.
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Weiterhin  wird durch Abb. 16 deutlich, dass die vier Peptide sehr &hnliche
Absorptionseigenschaften  haben, somit lassen sich die Integrale aus der
Kapillarelektrophorese direkt miteinander vergleichen. In Abb.17 ist exemplarisch der Verlauf
des NGEF-Zerfalls dargestellt. Dabei zerfdllt das NGEF in einem Verhiltnis von 90 %
DisoGEF und 10 % DGEF, was den Angaben in der Fachliteratur entspricht (Meinwald et al.
1986).
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Abb. 17: Zeitlicher Verlauf des NGEF-Zerfalls in D;;, GEF und DGEF bei 37 °C und pH 7 in 3-Komponenten-
Puffer. Exemplarische Darstellung (CE-UV-Messungen) der Verteilung von Edukt und Produkt nach 3 h, 49 h
und 118 h Reaktionszeit.
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Abb. 18: Zeitlicher Verlauf der Umwandlung von NGEF in DGEF und D;,GEF in Abhéngigkeit von der
Reaktionszeit bei 37 °C in 3-Komponentenpuffer und pH 9.0. Die Anfangskonzentration von NGEF betrug
1 mM. Der Zerfall von NGEF wurde mittels CE-UV untersucht. Die Konzentration an NGEF ist mit schwarzen
Quadraten, die Konzentration an DGEF mit schwarzen Dreiecken und die Konzentration an D;,GEF mit
schwarzen Kreisen dargestellt. Beim vollstindigen Zerfall von NGEF entstehen sowohl DGEF als auch D;,,GEF

in einem Verhéltnis von ungeféhr 1:9.

In Abb. 18 ist der Zerfall von 1 mM NGEF zu DGEF und D;,GEF dargestellt. Dabei ist das
NGEF bei 37 °C und pH 9 nach circa drei Tagen vollstindig zerfallen. Es entstehen in etwa
90 % DisoGEF und 10 % DGEF.

Zur weiteren Untermauerung der durch CE-UV ermittelten Ergebnisse wurden Proben der
Standardpeptide NGEF, DGEF und D;s,GEF sowie Proben von NGEF nach verschiedenen
Reaktionszeiten mittels 'H-NMR analysiert. Zur Quantifizierung wurden die integralen
Intensitdten der gut getrennten H-o-Signale von N und Djg, genutzt, welche auf das Integral
des iiberlagerten H-a-Signals von E, aus NGEF und Djs,GEF, normalisiert wurden. Abb. 19
veranschaulicht die vollstdndige Trennung der verschiedenen H-a-Signale, dabei kann das H-
a-Signal von N bei einer chemischen Verschiebung von 4.23 ppm, das H-a-Signal von Djg,
bei einer chemischen Verschiebung von 4.05 ppm und das H-a-Signal von E bei einer
chemischen Verschiebung von 4.16 ppm beobachtet werden. In Tab. 2 sind die ermittelten
Konzentrationen an isoAsp-Produkt nach Inkubation von 1 mg/ml NGEF bei 37 °C und pH 7
nach der benutzten Methode (CE-UV oder '"H-NMR) gegeniibergestellt.

Auf Basis dieser zusitzlichen Ergebnisse wurden weitere Untersuchungen zur spontanen

1soAsp-Bildung mit Hilfe der CE-UV durchgefiihrt. Die Charakterisierung erfolgte fiir
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Aspartyl- und Asparaginylreste am N-Terminus und innerhalb der Peptidkette von

verschiedenen Modellpeptiden.
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Abb. 19: Nachweis der Entstehung von D;GEF aus NGEF mit Hilfe von '"H-NMR. Das H-o-Signal von N ist
dabei durch eine chemische Verschiebung von 4.23 ppm (N2), das H-a-Signal von Djy, durch eine chemische
Verschiebung von 4.05 ppm (iD3) und das H-a-Signal von E durch eine chemische Verschiebung von 4.16 ppm
(E2) gekennzeichnet. Da das H-a-Signal von E bei allen drei Peptidspezies (NGEF, DGEF und D;,,GEF)

vorhanden ist, kann auf dieses Signal normalisiert werden.

Tab. 2: Quantitative Analyse der isoAsp-Bildung mittels CE-UV und 'H-NMR. Gezeigt ist der prozentuale
Anteil an gebildetem isoAsp aus 1 mg/ml NGEF nach 24h, 48 h und 72h bei 37°C und pH 7. Die
Quantifizierung basierte auf CE-UV bzw. 'H-NMR. Die Daten zeigen eine nahezu perfekte Ubereinstimmung,

Somit konnte die Methode der CE-UV zur Quantifizierung von isoAsp als validiert angesehen werden.

Inkubationszeit (d) "H-NMR [Dis, GEF] (%) CE-UV [Dis,,GEF] (%)
1 15 18
2 24 26
3 37 40
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Der Vergleich der Quantifizierung von isoAsp, basierend auf "H-NMR bzw. CE-UV, ist in
Tab. 2 gegeniibergestellt. Die Werte sind nahezu identisch, so dass weitere Quantifizierungen
ausschlieBlich mit der leichter durchzufiihrenden CE-UV angefertigt wurden. In Abb. 20 und
Abb. 21 ist die Abhdngigkeit des Zerfalls von NGEF und DGEF und somit die Generierung
von isoAsp-Peptiden vom pH-Wert in linearisierter Form dargestellt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Geschwindigkeit des Zerfalls von NGEF mit steigendem pH-Wert

zunimmt. Dies ldsst sich auch quantitativ verdeutlichen. Fiir diese Reaktion 1. Ordnung ergibt
sich nach der Gleichung: t;, = lnTz eine Halbwertszeit von 277 Tagen bei pH 3 und eine

Halbwertszeit von ca. 1 Tag bei pH 7. Im Gegensatz dazu wurde mit DGEF ein Minimum der
Zerfallsgeschwindigkeit bei pH 6 beobachtet, hier konnte eine Halbwertszeit von 75 Tagen
ermittelt werden. Der Zerfall beschleunigt sich sowohl bei saureren als auch bei basischeren

pH-Werten (t;, bei pH 3 = 8 Tage; t;, bei pH 9 = 25 Tage).
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Abb. 20: Kinetische Auswertung des Zerfalls von NGEF bei verschiedener pH-Werten. Zur besseren
Visualisierung der Kinetiken wurde eine linearisierte Darstellung gewéhlt. Exemplarisch sind die
Zerfallsgeschwindigkeiten bei pH 9, 7, 5 und 3 dargestellt. A, ist dabei die Konzentration von NGEF zum

Zeitpunkt 0 und X ist die Konzentration an entstandenen Produkten zum Zeitpunkt X.

In Tab. 3 sind die Geschwindigkeitskonstanten des Zerfalls aller untersuchten Peptide
dargestellt. Wie bereits erwihnt ist zu beobachten, dass die Geschwindigkeitskonstante des
Zerfalls von Asparagin-Peptiden direkt abhidngig vom pH-Wert ist, im sauren pH-Bereich
kommt der Zerfall fast zum Erliegen wéhrend mit zunehmendem pH-Wert die
Zerfallsgeschwindigkeit sehr stark zunimmt. Bei den Aspartat-Peptiden kann man eine

parabolische Abhédngigkeit der Zerfallsgeschwindigkeit mit seinem Minimum im pH-Bereich
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zwischen 5 und 7 beobachten. Unter neutralen pH-Bedingungen ist eine 60fach hoéhere
Zerfallsgeschwindigkeit fiir NGEF als fiir DGEF zu bestimmen. Dieses Verhéltnis ist fiir das
Peptidpaar NAEF und DAEF dreifach geringer, was einen starken Einfluss der zweiten
Aminosdure auf die Geschwindigkeit der Isomerisierung bestitigt, dies konnte bereits durch
andere Gruppen gezeigt werden (siehe Einleitung). Bei pH 3 zerfdllt DGEF jedoch schneller
als NGEF bzw. DAEF schneller als NAEF.
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Abb. 21: Kinetische Auswertung des Zerfalls von DGEF bei verschiedener pH-Werten. Zur besseren
Visualisierung der Kinetiken wurde eine linearisierte Darstellung gewahlt. Exemplarisch sind die
Zerfallsgeschwindigkeiten bei pH 9, 7, 5 und 3 dargestellt. A, ist dabei die Konzentration von NGEF zum

Zeitpunkt 0 und X ist die Konzentration an entstandenen Produkten zum Zeitpunkt X.

Um den Einfluss der freien a-Aminogruppe von NGEF auf die Zerfallsgeschwindigkeit zu
untersuchen, wurde das N-terminal acetylierte Peptid aNGEF unter verschiedenen pH-
Bedingungen, bei 37 °C inkubiert. Die pH-Abhéngigkeit dhnelt der von NGEF, jedoch ist die
Geschwindigkeit der Isomerisierung bei pH 7 circa achtfach langsamer. Damit entspricht es
der Zerfallsrate von AANGEF. AANGEF hat sowohl qualitativ als auch quantitativ die
gleiche pH-Abhiéngigkeit wie (o NGEF. Daraus kann man schlielen, dass Peptide mit freiem
N-terminalen Asp oder Asn bei gleichbleibender pH-Abhéingigkeit schneller isomerisieren.
Des Weiteren wurde der Zerfall von dem Peptid D(ome)GEF verfolgt, um die Bedeutung der -
Carboxylgruppe fiir die Bildung von Dj,,GEF zu untersuchen. Dieses Peptid weist eine
aktivierte Seitenkette auf, da der Saureester leicht hydrolysiert. Die Methylierung der
Seitenkette von D in DGEF bedingt eine Beschleunigung der Isomerisierung um den Faktor

14 bzw. 740 im Vergleich zu NGEF bzw. DGEF bei pH 7. Bei pH 9 wurde sogar eine
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Beschleunigung um den Faktor 3000 im Vergleich zu DGEF beobachtet. Um heraus zu
finden, ob der
geschwindigkeitsbestimmend ist, wurden NGEF und Dome)GEF in Deuteriumoxid untersucht

(Abb. 22). Die Geschwindigkeit der Isomerisierung von NGEF und Dome)GEF ist dabei in

wihrend N-terminalen  Isomerisierung ein  Protonentransfer

D,O0 signifikant geringer. Die quantitative Analyse der Isomerisierung ergab einen kinetischen
Isotopieeffekt (KIE) von 2.46 fiir NGEF und 2.42 fiir D(ome)GEF. Das ldsst die Vermutung zu,

dass zu mindestens ein Proton an der Isomerisierungsreaktion beteiligt ist.

Tab. 3: Darstellung der Zerfallsgeschwindigkeiten verschiedener Ap-dhnlicher Peptide bei 37 °C und
verschiedenen pH-Werten in 3-Komponentenpuffer (25 mM Tris, 12.5 mM Essigsdure, 12.5 mM Mes, 0.02 %
NaN;). Die Sequenzen sind vom N-Terminus des AP-Peptides (DAEF...)) abgeleitet. Die
Zerfallsgeschwindigkeiten fiir AADGEF konnten bei pH 8, 6 und 5 aufgrund von mangelnden Messdaten nicht

bestimmt werden (n.b. = nicht bestimmt).

. NGEF  DGEF  NAEF  DAEF  DouoGEF 4 NGEF AANGEF AADGEF
P k@)l [k@H] [k@H] k@] [k (d™] [k (d™] [k (d™)] [k (d™)]
0 121 0.028 0.045 0.0145 83.42 0.493 0.484 0.0173 +
+£0.04  +£0.003  +£0.001 +0.0004 +2.07 +0.015 +0.014 0.0005
g 0.937 0.025 0.0411 0.0127 13.13 0.268 0.293 -
+0.017  +£0.003 +0.0004 =0.0002 +0.18 +0.019 +0.01
. 0.568 0.0097 0.0291 0.0088 7.135 0.0746 0.0873 0.015 +
+£0.009 +£0.0004 +0.0007 =+ 0.0004 +0.094 +£0.0030  +0.0054 0.001
0.227 0.0092 0.0177  0.00111 4.434 0.0194 0.0305
6 +0.007  +£0.0001 +0.0003 =+ 0.00004 +0.056 +0.0006 +0.0012 nb.
0.044 0.0158 0.0060  0.00156 1.28 0.0032 0.0064
> +£0.001  +0.0007 +0.0002 =+ 0.00002 +0.04 +£0.0007  +0.0004 nb.
) 0.0099 0.042 0.0036  0.0034 0.328 0.00173 0.00230 0012 +
£0.0003 £0.001  +£0.0001 =+0.0001 +0.013 +£0.00007 % 0.00007 0.001
5 0.0025 0.083 0.0022  0.0097 0.082 0.00074 0.00102 0.017+
£0.0001  £0.005 +£0.0001 =+0.0004 +0.002 +£0.00004  +0.00005 0.002
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Abb. 22: Kinetische Auswertung des Zerfalls von NGEF und DomeGEF bei pH 8 (H,O) und pD 8 (D,0). Zur
besseren Visualisierung der Kinetiken wurde eine linearisierte Darstellung gewdhlt. A, ist dabei die
Konzentration von NGEF oder Dom;GEF zum Zeitpunkt 0 und X ist die Konzentration an entstandenen
Produkten zum Zeitpunkt X. Die quantitative Analyse der Isomerisierung ergab einen kinetischen Isotopieeffekt

von 2.46 fiir NGEF und 2.42 fiir Do GEF.

In einem weiteren Versuch wurde die Abhingigkeit der Isomerisierung von pD-Wert
untersucht (Tab. 4). Die Ergebnisse bestétigen die Resultate, welche in H,O erhalten wurden,
langsamere Isomerisierung bei sinkenden pD-Werten. Des Weiteren kann ein stirkerer Abfall
der Isomerisierungsgeschwindigkeit im saureren pD-Bereich beobachtet werden. Dies wird

durch den ansteigenden kinetischen Isotopieeffekt verdeutlicht.

Tab. 4: Darstellung der Zerfallsgeschwindigkeit von Dome)GEF in D,O und der daraus resultierende kinetische
Isotopieeffekt (KIE) bei bekannten Geschwindigkeitskonstanten in HyO-Puffer (siehe Tabelle 3). Wie bereits im
H,O-Puffer beobachtet, verringert sich auch die Geschwindigkeit des Zerfalls von Dome)GEF mit sinkenden pD-

Werten.
pD/pH-Wert Dome)GEF [kp20 (d'l)] KIE [kn20/kp20]
8 5.42+£0.04 24+0.1
7 2.79£0.03 2.6+0.1
5 0.38+0.01 3.36 £0.03
3 0.0218 £0.0004 3.75+0.02
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Abb. 23: Proton inventory von NGEF und DmeGEF. 1 mM beider Peptide wurde in verschiedenen
Mischungen von H,O und D,O bei 37 °C in 3-Komponenten-Puffer (25 mM Tris, 12.5 mM Essigsdure, 12.5 mM
Mes, pH/pD 8.0) inkubiert und die Isomerisierungsreaktion mittels CE-UV analysiert. Die erhaltenen
Geschwindigkeitskonstanten wurden gegen die Molfraktionen an D,O aufgetragen. Die erhaltenen Graphen

konnten sehr gut nach einem Modell fur eine Ein-Proton-Transfer-Reaktion angepasst werden.

Zur weiteren Analyse des kinetischen Isotopieeffektes wurden NGEF und DowmeGEF in
verschiedenen Mischungen von D,O und H;O untersucht. Die resultierenden
Geschwindigkeitskonstanten der Isomerisierungsreaktion wurden den eingesetzten
Molfraktionen an D,O gegeniibergestellt (Abb. 23). Das proton inventory wurde nach
verschiedenen Modellen angepasst, wobei sich das Modell fiir den Transfer eines Protons als

am besten geeignet herausstellte.
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3.2 Praparation von rhAPIMT

Die Préparation von rAPIMT erfolgte analog zur Pridparation der humanen PIMT aus
Escherichia coli von Smith und Kollegen aus dem Jahr 2002 (Smith et al. 2002). Hierfiir
wurden Escherichia coli (Stamm BL21 (DE)) mit dem Expressionsvektor pQE31, der die
cDNA der humanen PIMT (Isoform 1) enthielt, transformiert. Der transformierte Stamm
wurde in einer 6-Liter-Kultur angezogen. Nach der Zellernte wurde eine Feuchtmasse von
26 g erhalten. Sowohl der Aufschluss als auch die Ammoniumsulfat-Féallung wurden analog
zu Smith et al. durchgefiihrt. Entgegen den Erwartungen erfolgte keine Bindung des
Zielproteins an einem starken Anionenaustauscher (Q-Sepharose) bei pH 7.2. Das Protein
befand sich im Durchlauf (Abb. 24 und 25) und nach Konzentration konnten 97 mg
rekombinate humane PIMT mit einer Reinheit von ca. 95 % (Abb. 25, Bahn 7 und 8) erhalten
werden. Da die Reinigung nicht reproduzierbar war, wurde ein PIMT-Konstrukt mit sechs
His-Resten  generiert und die weitere Reinigung erfolgte mittels Metall-
Affinitatschromatographie. Die Konzentration des gewonnen Proteins wurde mit dem
NanoDrop2000-Gerdt von Fisher Scientific liberpriift. Da das Verhéltnis von 280 nm zu

260 nm > 1 ist, ist die Proteinlosung relativ frei von Nukleinsduren (Abb. 26).

3.0
2.5-.
2.0-
1.5+
1.0+

0.5+

L

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
t (ml)

Absorption bei 280 nm (a.u.)

Abb. 24: Priparation von rAPIMT mittels Anionenaustauschchromatographie an einer Q-Sepharose FF-Saule
(V=54 ml). Die Priparation wurde bei 280 nm optisch verfolgt. Blau = Beladen der Siule mit dem
Proteinextrakt; Orange = Waschen mit 10 mM BisTris/HCI pH 7.2, 1.5 mM MgCl,, 2 mM DTT; Griin = Elution
mit steigender Salzkonzentration (= 0.3 M NaCl).

47



Ergebnisse

Anzucht Beladen Elution
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Abb. 25: Priparation von rhPIMT, dokumentiert mittels SDS-PAGE (15 %iges Gel). Die Abbildung stellt
sowohl die Expression in Escherichia coli und die Ergebnisse der Ammoniumsulfat-Féllung als auch den Verlauf
der Isolation mittels Anionenaustauschchromatographie dar. Legende: M = Proteinstandard von Fermentas,
1 = alte ¥hPIMT-Préparation (zusitzlicher marker), 2 = Pellet nach Aufschluss, 3 = Uberstand nach Aufschluss,
4 = Sediment nach Ammoniumsulfat-Fillung, 5 = Uberstand nach Ammoniumsulfat-Fillung, 6 = Durchlauf 1,
7 =Durchlauf 2, 8 =Fraktion 5, 9=Fraktion 10, 10= alte rAPIMT-Priparation (zusitzlicher marker),
11 = Fraktion 15, 12 = Fraktion 18, 13 = Fraktion 20, 14 = Fraktion 24, 15 = Fraktion 28, 16 = Fraktion 32,
17 = Fraktion 35, 18 = Nachlauf, 19 = vAQC (zusétzlicher marker)

Absorption (a.u.)

0.5+

0.0 T T T T T T T —1
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Abb. 26: UV-Spektrum von gereinigter rAPIMT. Isoliert wurde die Isoform 1 der humanen Protein-L-
isoaspartyl-O-methyltransferase aus E.coli. Das Spektrum wurde mit Hilfe eines NanoDrop 2000-Gerétes von

Fisher Scientific aufgenommen. Die Probe enthielt ca. 1.6 mg/ml humane PIMT.

Um die Konzentration der gewonnenen humanen PIMT bestimmen zu konnen, wurde mit

Hilfe des Programms »ProtParam* (http://web.expasy.org/protparam/) ein
48
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Extinktionskoeffizient von 27055 M 'em™ in H,O bei 280 nm errechnet. Nach dem Lambert-
Beer‘schen-Gesetz ist E = € * d * ¢, somit entspricht eine Konzentration von 1 mg/ml einer
Absorption von 1.098 bei 280 nm. Erginzend wurden die Proteinkonzentrationen auch nach
Bradford (Bradford 1976) bestimmt. Hierbei wurden nahezu identische Werte ermittelt, was
fiir eine saubere Proteinpréparation spricht. Zum Zeitpunkt der Priparation der »APIMT war
der hauseigene Aktivititsassay noch nicht verfligbar, so dass hier keine Reinigungstabelle

erstellt wurde.

3.3 Praparation von rmPIMT

Die Anzucht und die Expression der rmPIMT wurden wie im Methodenteil beschrieben
durchgefiihrt. Escherichia coli wurde mit dem Vektor pET28, der die cDNA vom Isoenzym 1
der murinen PIMT enthielt, transformiert. Aus 6 1 Medium konnten 27.85 g feuchte Zellmasse
gewonnen werden. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mittels Frost-Tau-Lyse. Wie im SDS-
PAGE-Gel zu sehen ist (Abb. 28), wurden wihrend der Expression des Zielproteins
vermutlich inclusion bodies gebildet bzw. war der Aufschluss nicht ganz vollstindig, da in
Bahn 5 (unlosliche Fraktion nach Zellaufschluss) eine starke Bande bei einer GréBe von circa
28 kDa zu beobachten ist, welche mit der GroBe des Zielproteins iibereinstimmt. Mittels
,ProtParam*“ wurde sowohl das Molekulargewicht (28.047 kDa) als auch der theoretische
isoelektrische Punkt (pl, 8.54) der Hisg-rmPIMT bestimmt. Wie das Elutionsprofil der EBA-
IMAC (Abb. 27) und die dazugehorige SDS-PAGE-Gel-Analyse (Abb. 28) zeigen, werden
groBe Mengen Fremdprotein durch die Methode der Metall-Affinitdtschromatographie vom
Zielprotein abgetrennt. Zwar werden auch Teile des Zielproteins durch den Waschschritt mit
300 mM NaCl und 50 mM Imidazol eluiert, dennoch verbleibt der weitaus grofite Anteil
Zielprotein auf der Sdule. Nach der Elution mit 100 mM und 200 mM Imidazol wurden
wieder nahezu bandenreine Proteinlosungen erhalten. Fraktionen 8 und 9 (Abb. 28) enthielten

445 mg rekombinante murine PIMT.
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Abb. 27: Dokumentation der Reinigung von Hisg-rmPIMT mittels IMAC. Die Reinigung wurde bei 280 nm
verfolgt. Legende: Blau = Beladen der Saule (V = 130 ml) mit dem Proteinrohextrakt, Orange = Waschen mit
50 mM Imidazol, 100 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI] pH 7.6; Hellgriin = Elution mit 100 mM Imidazol, 100 mM
NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 7.6; Dunkelgriin = Elution mit 200 mM Imidazol, 100 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI
pH 7.6.
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Abb. 28: Isolation von Hisg-#mPIMT anhand einer SDS-PAGE-Analyse dokumentiert. 15 %iges SDS-Gel der

Reinigung von Hisg-rmPIMT: Legende: M = Proteinstandard von Fermentas, 1 = nicht-induzierte Zellen, 2 = 2h
nach Induktion, 3 = 18 h nach Induktion, 4 = Uberstand nach Zellaufschluss, 5 = Sediment nach Zellaufschluss,
6 = Durchlauf der EBA-IMAC, 7 = Waschfraktion EBA-IMAC, 8 = Eluat mit 100 mM Imidazol, 9 = Eluat mit
200 mM Imidazol.-
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Abb. 29: Elutionsprofil der Reinigung von rmPIMT mittels Anionenaustauschchromatographie. Die IEC-Séule
wurde mit 40 mM Tris pH 8.3 equilibriert. Die dialysierte Proteinlosung wurde auf die Sdule gegeben (Blau).
Nachlauf mit Equilibrierungspuffer (Gelb) und Elution/Reinigung der UnoQ (Griin).

Eluat 1 (Abb. 28, Bahn 8), das fast ausschlieBlich Zielprotein enthielt, wurde nach der
Metallaffinitdtschromatographie gegen 25 mM Tris pH 8.3 dialysiert und anschlieend mittels
Anionenaustauschchromatographie (UnoQ) weiter gereinigt. In Abb. 29 ist gezeigt, dass nach
dem Auftragen der Proteinlosung (blau & gelb), Verunreinigungen abgetrennt werden
konnten. Das wird durch Abb. 30 bestitigt, wie durch den Vergleich von Bahn 1 (vor der
UnoQ) und Bahn 2 (nach der UnoQ) deutlich wird.

Mit dem kalkulierten Extinktionskoeffizienten (ProtParam) von 26930 Mlem™ in H,0O bei
280 nm konnte die Konzentration der Proteinlosung bestimmt werden (A280 von 0.96 =
1 mg/ml). Wie in Abb. 31 gut zu erkennen ist, ist der Quotient von der Absorption bei 280 nm
und der Absorption bei 260 nm > 1, das weist auf eine geringe Verunreinigung durch

Nukleinséduren hin.

Um die spezifische Aktivitit der PIMT einzelner Reinigungsfraktionen zu bestimmen, wurde
eine Reinigungstabelle mit dem neu entwickelten APN-gekoppelten PIMT-Aktivitdtsassay
(siehe 3.4.1) erstellt (Tab. 5). Die Proteinkonzentration in jeder zu analysierenden Probe
wurde mittels Bradford (Bradford 1976) bestimmt. Es fillt auf, das die Gesamtaktivitit
(Proteinextrakt) geringer ist als die Summe der einzelnen Fraktionsaktivitdten. Das kann auf
Reste an EDTA oder andere inhibierende Substanzen, wie z.B. SAH, zuriickzufiihren sein.

Weiterhin ist eine geringere spezifische Aktivitdt in der zweiten Elution (200 mM Imidazol)
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im Vergleich zur ersten Elution (100 mM Imidazol) zu beobachten. Hier bedingt das Imidazol

wohlmoglich eine kompetitive Inhibierung im aktiven Zentrum der PIMT.

1 2 3 4 M I[kDa]

250 & 150
— 100

70

- 40

Hise-rmPIMT = ' 30

Abb. 30: Gelelektrophoretische Uberpriifung der Reinigung von Hisg-7mPIMT mittels SDS-PAGE-Analyse
(15 %iges SDS-PAGE-Gel): 1=Eluat mit 100 mM Imidazol nach Dialyse, 2 = Durchlauf der UnoQ

(konzentriert), 3 = Durchlauf Konzentrator, 4 = Eluat der UnoQ (stark konzentriert), M = Proteinstandard von

Fermentas, 40 pl Proteinlosung je Bahn.
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Abb. 31: Absorptionsspektrum von gereinigter Hisg-7mPIMT in bidest. Wasser. Die Isoform 1 der murinen
Protein-L-isoaspartyl-O-methyltransferase wurde in E.coli hergestellt. Das Spektrum wurde mit Hilfe eines

NanoDrop 2000-Gerites von Fisher Scientific aufgenommen. Die Konzentration der Probe betrédgt ca. 1 mg/ml.
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Nach der Reinigung der zweiten Elution iiber eine UnoQ-Sdule ist ein Abfall in der
spezifischen Aktivitdit zu beobachten. Moglicherweise kommt es aufgrund der lédngeren
Reinigungsphase zu einer weiteren Denaturierung des Proteins. Bei der Dialyse gibt es bei
beiden Elutionen, wie erwartet, Verluste in der Proteinmenge. Die Unterschiede in der

spezifischen Aktivitit sind minimal und zu vernachléssigen.

Tab. 5: Reinigungstabelle fiir die Reinigung von muriner PIMT.

Schritt Proteinmenge spezifische Aktivitit Ausbeute Reinigungsfaktor
(mg) (mU/mg) (“o)
Proteinextrakt 1418 0.03 100 0
Elution 1
120 0.26 72 9
(EBA-IMAC)
Elution 2
325 0.12 94 4
(EBA-IMAC)
Elution 1 117 0.25 69 8
(nach Dialyse)
Elution 2
212 0.13 89 4
(nach Dialyse)
Elution 1
93 0.20 45 6
(nach UnoQ)

3.4  PIMT-AKktivitatsassay

3.4.1 APN-gekoppelter PIMT-Aktivitatsassay

Die Aminopeptidase N (APN, EC 3.4.11.2) ist eine in der membranverankerte
Metalloprotease vom Typ II. APN hydrolysiert Peptidbindungen vom N-Terminus des
jeweiligen Peptids oder Proteins ausgehend und ist nicht in der Lage Isopeptidbindungen zu
hydrolysieren. Diese Eigenschaft bildete die Grundlage fiir die Entwicklung des
Aktivitsassays flir die PIMT. PIMT ist nicht bzw. kaum in der Lage N-terminales isoAsp zu
reparieren, da sonst auch ein kontinuierlicher Assay realisierbar gewesen wire. Wie im
Methodenteil beschrieben (2.2.4.1), wurde im ersten Schritt die Reparaturreaktion der PIMT
durchgefiihrt. Daflir wurden AMC-gebundene PIMT-Substrate verwendet. Die Reaktion
wurde durch Hitzedenaturierung der PIMT bei 95 °C fiir 5 min beendet. Im Anschluss konnte
die Konzentration an ,repariertem* Substrat durch die Bestimmung der Konzentration an
freiem AMC, welches durch die APN freigesetzt wurde, mittels Fluoreszenz bestimmt

werden. Nachfolgend der schematische Ablauf des APN-gekoppelten PIMT-Aktivititsassays:
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In Abb. 32 ist die Ermittlung der optimalen APN-Aktivitdt fiir die Quantifizierung des
reparierten isoAsp-Substrates graphisch dargestellt. Ausgehend von 0.485 U wurde die APN-
Konzentration schrittweise halbiert. Wie zu erkennen ist, wird selbst mit 0.03 U ein
vollstdndiger Umsatz nach 36 h erreicht. Da es sich um einen diskontinuierlichen Assay
handelt, muss die PIMT-Reaktion gestoppt werden. Das kann sowohl chemisch als auch
physikalisch erfolgen. Wir haben uns dafiir entschieden, die PIMT-Reaktion durch schnelle
Temperaturerhohung auf 95 °C zu stoppen. Dabei wird die PIMT irreversibel denaturiert. In
Abb. 33 ist die relative PIMT-Aktivitit nach Inkubation des Proteins bei 95 °C fiir
verschiedene Zeitspannen abgebildet. Nach 1 min bei 95 °C ist der Aktivitatsverlust gering,
nach 90 s ist PIMT inaktiviert. Fiir den Assay wurde eine Inkubationszeit von 5 min bei 95 °C

gewdhlt, um ganz sicher zu sein, dass keine Restaktivitit der PIMT vorhanden ist.
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Abb. 32: Zeit-Umsatz-Kurve. Umsatz von 25 uM H-AEDA-AMC durch bovine APN bei 37 °C in 0.1 M
Tris/HCI pH 8. Ausgehend von 0.485 U wurde die Menge an APN schrittweise halbiert. Im Bereich von 0.061 —
0.485 U kann ein vollstdndiger Umsatz nach ca. 12 h beobachtet werden. Mit 0.030 U wird ein vollstédndiger

Umsatz erst nach 36 h erreicht.
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Abb. 33: PIMT-Aktivitdt in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit im Heizblock bei 95 °C. Abgebildet ist die
relative Aktivitdt rekombinanter humaner PIMT nach Inkubation bei 95 °C. Nach 30 s ist kein Aktivitdtsverlust
zu beobachten. Selbst nach 1 min bei 95 °C ist kaum eine Verringerung der Aktivitit vorhanden. Nach 90 s fdllt
die Aktivitdt schlagartig auf fast Null ab. Unter Assaybedingungen wurde fiir 5 min bei 95 °C inkubiert, um eine
Restaktivitdt der PIMT auszuschlieBen.

In Abb. 34 ist exemplarisch die Zeit-Umsatz-Kurve fiir die Reparatur von 20 uM AEDjs,A-
AMC zu AEDA-AMC durch 1 uM Hisg-7hPIMT abgebildet. Die Quantifizierung erfolgte
durch APN. Man kann deutlich erkennen, dass der ausgewertete Anstieg im linearen Bereich
der Reaktion liegt. Unter Assaybedingungen wurde darauf geachtet, dass sich die

auszuwertenden Anstiege stets im linearen Bereich befinden. Man kann erkennen, dass der
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Startpunkt der Reaktion nicht bei 0 uM AMC liegt. Das kann auf eine Verunreinigung in der
Synthese des Substrates hindeuten.
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Abb. 34: Zeit-Umsatz-Kurve. Umsatz von 20 uM AED;,,A-AMC durch 1 uM Hisg-7APIMT in 0.1 M Tris/HCI
pH 8 bei 37 °C. Die Quantifizierung erfolgte durch APN. Der ausgewertete Bereich der Reaktion liegt deutlich

im linearen Bereich der Zeit-Umsatz-Kurve.

Als néchstes wurde die Abhédngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der PIMT-
Konzentration untersucht. In Abb. 35 sind die Zeit-Umsatz-Kurven fiir verschiedene PIMT-
Konzentrationen und gleichbleibende Substrat und Cosubstrat-Konzentrationen bei 37 °C in
0.1 M Tris/HCI pH 8 dargestellt. Auch hier kann man einen Anstieg in der Startfluoreszenz
erkennen. Das ist vermutlich zum einen durch die Eigenfluoreszenz der PIMT und zum
anderen durch die Eigenfluoreszenz des Substrates bedingt. Weiterhin ist zu beobachten, dass
hier keine lineare Abhingigkeit zwischen PIMT-Konzentration und Umsatzgeschwindigkeit
vorliegt (Abb. 35). Die Umsatzgeschwindigkeit strebt mit steigender PIMT-Konzentration
einem Maximum entgegen. Nach einer Michaelis-Menten-Analyse konnte ein Vg von
0.77£0.02 uM/min und ein Ky von 1.101+0.071 uM PIMT ermittelt werden. Fiir eine
genauere Analyse sind weitere Experimente notwendig. So wire die Durchfiihrung einer
analytischen Ultrazentrifugation mit steigender PIMT-Konzentration sinnvoll, um zu sehen,

ob PIMT Oligomere bildet.
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Abb. 35: Zeit-Umsatz-Kurven in Abhdngigkeit verschiedener PIMT-Konzentrationen. Dargestellt sind die Zeit-
Umsatz-Kurven von 500 uM AED;;,A-AMC und 1 mM SAM mit verschiedenen PIMT-Konzentrationen in
0.1 M Tris/HCI pH 8.0 und bei 37 °C. Sowohl die Substrat/Cosubstrat- als auch die PIMT-Losung wurden fiir
10 min bei 37 °C pré-inkubiert. Die PIMT-Reaktion wurde nach 5, 13, 21, 29, 27 und 45 min durch Kochen bei
95 °C fiir 5 min gestoppt. Die Quantifizierung des ,,reparierten isoAsp-Substrates erfolgte mit 0.061 U APN fiir
24 h und die AMC-spezifische Fluoreszenzdetektion wurde an einem Polarstar Plattenleser von BMG Labtech

durchgefiihrt.
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Abb. 36: Abhingigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von der PIMT-Konzentration. Untersucht wurde die
Abhingigkeit der Umsatzgeschwindigkeit mit 500 uM AED;,A-AMC und 1 mM SAM bei verschiedenen
Konzentrationen 7APIMT 1. Die Untersuchungen wurden in 0.1 M Tris/HCI pH 8.0 und 37 °C durchgefiihrt. Die
Umsatzgeschwindigkeit strebt mit steigender PIMT-Konzentration einem Maximum entgegen. Dieses liegt nach
einer Michaelis-Menten-Analyse bei einem V,,, von 0.77+0.02 pM/min. Der Ky liegt bei 1.101+0.071 uM
PIMT.
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Nachdem gezeigt wurde, dass AED;s,A-AMC durch PIMT zu AEDA-AMC repariert werden
kann und man innerhalb einer Stunde einen linearen Anstieg nach der

Quantifizierungsreaktion erhélt, wurde eine Ky-Bestimmung fiir AED;s,A-AMC und rAPIMT
durchgefiihrt.
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Abb. 37: v/S-Charakteristik des Umsatzes von AED;,A-AMC zu AEDA-AMC durch rhPIMT. Die
Quantifizierung der Menge an entstandenem Produkt wurde mittels APN durchgefiihrt. Nach Freisetzung des
AMC konnte dessen Fluoreszenz detektiert werden. Die Versuche wurden in 0.1 M Tris/HCI pH 8.0 und 37 °C
durchgefiihrt. Die Anfangskonzentration von SAM lag bei 500 uM und die Konzentration von PIMT bei 1 pM.

Es konnte ein Ky von 6244 uM und ein k., von 0.184+0.003 min”' bestimmt werden.

Abb. 37 zeigt die v/S-Charakteristik fiir den Umsatz von AED;,,A-AMC zu AEDA-AMC
durch »APIMT. Ergénzend ist der dazugehorige Lineweaver-Burk-Plot abgebildet, der die
Qualitit der Ky-Bestimmung unterstreicht. Es konnte ein Ky von 6244 uM und ein ke, von
0.184:+0.003 min"' bestimmt werden. Zur Verifizierung der Methode wurde diese Ky-

Bestimmung auch mittels Kapillarelektrophorese und HPLC durchgefiihrt.

3.4.2 Trennung von H-AEDA-AMC und H-AED;s,A-AMC via CE-UV

Ahnlich wie im APN-gekoppelten PIMT-Aktivititsassay kann man das ,,reparierte” isoAsp-

Substrat auch per CE-UV quantitativ nachweisen. Hierbei wird wie unter 3.1 beschrieben
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Abb. 38: Darstellung der Reparatur von AED;,,A-AMC zu AEDA-AMC durch PIMT mittels CE-UV. Oben:
Gezeigt sind exemplarisch fiinf CE-UV-Laufe mit Proben von verschiedenen Inkubationszeiten des Substrates
AED;;,A-AMC (12 puM) mit 7APIMT (1 uM) und SAM (500 uM) bei 37 °C in 0.1 M Tris/HCI1 pH 8. Man kann
deutlich die Zunahme des Produktsignals (AEDA-AMC, 6.05 min) und die Abnahme des Substratsignals
(AED,A-AMC, 6.4 min) erkennen. Die CE-UV-Léaufe wurden in 50 mM Citrat/HCl pH 3.0 bei 20 °C mit
20 kV und 0.2 psi durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte bei 200 nm. Die Auswertung erfolgte anhand einer
Standardkurve, die unter Assaybedingungen generiert wurde. Dafiir wurden mehrere CE-Léufe mit 1000 uM
AED;,A-AMC und steigenden Konzentrationen an AEDA-AMC (0-1000 pM) durchgefiihrt. Die Quotienten der
Peakflachen wurden gegen die Konzentration an AEDA-AMC aufgetragen und linear angepasst. Unten:
Resultierende P/t-Kurve aus den Primérdaten der CE-UV. Innerhalb von 60 min Reaktionszeit liegt ein linearer

Anstieg vor, dieser Zeitraum wurde fiir die Auswertungen benutzt.
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die unterschiedliche Nettoladung der beiden Peptidspezies ausgenutzt. In Abb. 38 (oben) ist
die erfolgreiche Reparatur von AED;s,A-AMC zu AEDA-AMC durch PIMT mittels CE-UV
dargestellt. Mit zunehmender Inkubationszeit verringert sich die Peakhohe des Substrates
AED;s,A-AMC, andererseits erhoht sich das Signal des Produktes AEDA-AMC. Die
ermittelten Peakflichen konnten mit Hilfe einer Standardgeraden in Konzentrationen
umgewandelt werden. Die Konzentration wurde gegen die Reaktionszeit aufgetragen
(Abb. 38, unten), wodurch die Umsatzgeschwindigkeit von AED;,A-AMC ermittelt werden
konnte. Damit konnte unabhingig vom APN-Assay die Reparatur von AED;,,A-AMC zu
AEDA-AMC durch PIMT bestétigt werden.
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Abb. 39: v/S-Charakteristik des Umsatzes von AED;,,A-AMC zu AEDA-AMC durch rAPIMT. Produkt und
Substrat wurden mit Hilfe der CE-UV in 50 mM Citrat/HC1 pH 3.0 bei 20 kV, 0.2 psi und 20 °C voneinander
getrennt. Die erhaltenen Peakfldchen konnten mit Hilfe einer Standardgeraden in Konzentrationen umgewandelt
werden. Die Versuche wurden in 0.1 M Tris/HCI pH 8.0 und 37 °C durchgefiihrt. Die Anfangskonzentration von
SAM lag bei 500 uM und die Konzentration von PIMT bei 1 pM. Die Konzentration des Substrates AED;,,A-
AMC wurde zwischen 0 — 1.5 mM variiert. Es konnte ein Ky; von 62+3 pM und ein k., von 0.227+0.003 min”

bestimmt werden.

Um zu zeigen, dass der APN-Assay valide ist, wurde die Ky-Bestimmung von AED;,A-AMC
und 7APIMT auch mittels CE-UV durchgefiihrt. Wie in Abb. 39 graphisch dargestellt ist,
konnte mittels CE-UV fiir den Umsatz von AED;,cA-AMC zu AEDA-AMC durch vAPIMT ein
Ky von 62+3 uM und ein kg, von 0.227+0.003 min”' bestimmt werden. Diese Werte sind fast
identisch zur Ky-Bestimmung mittels APN-gekoppelten PIMT-Aktivititsassay. Somit
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konnten die Ergebnisse mittels des APN-gekoppelten PIMT-Aktivitdtsassays durch die CE-
Analyse bestétigt werden. Nachfolgend ist die Ky-Bestimmung fiir AED;s,A-AMC und PIMT
mittels HPLC-UV beschrieben.

3.4.3 Nachweis von S-Adenosyl-L-homocystein mittels HPLC-UV

Als zweite unabhingige Methode konnten wir die HPLC-UV nutzen, um das entstehende
SAH vom SAM und der PIMT zu trennen und zu quantifizieren. Hierfiir nutzten wir ein
modifiziertes Protokoll nach Schurter und Aswad (Schurter, Aswad 2000). Dadurch konnten
auch Substrate ohne AMC kinetisch untersucht werden. In Abb. 40 ist die Trennung des
entstehenden SAH von den restlichen Komponenten des Inkubationsansatzes veranschaulicht.
Es liegt eine Basislinientrennung zwischen SAH und den anderen Komponenten vor. Mit
Hilfe dieser Trennungs- und Detektionsmethode konnten nachfolgend v/S-Charakteristiken
fiir mehrere PIMT-Substratpeptide generiert werden. Abb. 41 zeigt exemplarisch die v/S-
Charakteristik des Umsatzes von AED;;cA-AMC und SAM durch rekombinante humane
PIMT. Hierfiir wurden die Integrale des SAH-Signals aus den HPLC-Messungen mit Hilfe
einer Standardgeraden (nicht gezeigt) in molare Konzentrationen SAH umgerechnet. Die
molaren Konzentrationen wurden gegen die Inkubationszeiten aufgetragen und einer linearen
Gleichung angepasst. Die daraus ermittelten Umsatzgeschwindigkeiten (v) wurden dann
gegen die Substratkonzentration, wie in Abb. 41 abgebildet, aufgetragen und nach einer
Michaelis-Menten-Kinetik analysiert. Zur weiteren Qualitdtskontrolle der generierten Daten
ist ebenfalls die Lineweaver-Burk-Darstellung abgebildet. Es konnte mittels HPLC-UV ein
Ky von 6744 uM und ein kg von 1.06+0.02 min” bestimmt werden. Der ermittelte Ky
bestitigt die erhaltenen Werte durch den APN-gekoppelten Assay und der Quantifizierung
durch CE-UV. Damit konnte der APN-gekoppelte Assay durch eine zweite unabhéngige
Methode bestitigt werden. Der k., ist circa fiinfmal so hoch wie in den beiden anderen
Methoden. Das liegt daran, dass zur erfolgreichen Reparatur von isoAsp mehrere
Reparaturzyklen durchlaufen werden miissen, da das Succinimidyl-Intermediat wieder zu

70 % in i1soAsp zerfallt.
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Abb. 40: Abhingigkeit der PIMT-katalysierten Bildung von SAH von der Reaktionszeit. Reparatur von
NLD;;, AEFRH zu NLDAEFRH mittels Detektion von SAH via HPLC-UV. Oben: Dargestellt sind sechs HPLC-
UV-Léufe von thermisch gestoppten (95 °C, 5 min) Inkubationsansitzen mit PIMT (1 uM), SAM (500 uM) und
NLD;;,, AEFRH (1.5 mM) in 0.1 M Tris/HCI pH 8 bei 37 °C. Nach 2 min werden PIMT und SAM und nach
7.9 min wird SAH eluiert. Die HPLC-UV-Léufe wurden bei Raumtemperatur und einem Gradienten von 2 %
AcN /98 % H,O (0.1 % TFA) zu 12 % AcN /88 % H,O (0.1 % TFA) iber 11 min an einer C-18-Séule
durchgefiihrt. Unten: Die Peakflichen vom SAH-Signal konnten anhand einer Standardgeraden in molare
Konzentrationen tiberfiihrt werden. Diese wurden gegen die Reaktionszeit aufgetragen. Innerhalb von 60 min ist
der Anstieg linear (Ausschnitt). Dieser Anstieg wurde fiir weitere Berechnungen verwendet. Der Schnittpunkt

mit der y-Achse liegt nicht im Koordinatenursprung, da das verwendete SAM nicht zu 100 % rein war.
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Abb. 41: v/S-Charakteristik des Umsatzes von SAM zu SAH durch APIMT in Abhéngigkeit der Konzentration
an AED;;,A-AMC. Die Geschwindigkeit der PIMT-Reaktion wurde durch die Menge an entstandenem SAH
mittels HPLC-UV ermittelt. Die erhaltenen Peakflichen konnten mit Hilfe einer Standardgeraden in
Konzentrationen umgewandelt werden. Die Versuche wurden in 0.1 M Tris/HCI pH 8.0 und 37 °C durchgefiihrt.
Die Anfangskonzentration von SAM lag bei 500 uM und die Konzentration von PIMT bei 1 puM. Die
Konzentration des Substrates AEDisoA-AMC wurde zwischen 0 — 1.5 mM variiert. Es konnte ein Ky von

67+4 uM und ein k., von 1.06+0.02 min”' bestimmt werden.

Tab. 6: Darstellung der kinetischen Parameter des Umsatzes von AED;;,A-AMC zu AEDA-AMC durch rAPIMT,
bestimmt mittels eines gekoppelten enzymatischen Test, HPLC-UV und CE-UV.

Ky (WM)  Vyax (@M/min) — keye (min™)  keo/ Ky (uM ' *min™)

APN-Assay 62+4 0.184+0.003 0.184+0.003  3.0*10° + 0.8*107®

CE-UV 6243 0.227+0.003 0.227+0.003  3.7*10* £ 0.9*10°*

HPLC-UV 67+4 1.06+0.02 1.06+0.02 16*%1073 £ 4*107

Wie Tab. 6 veranschaulicht, sind die erhaltenen Daten fiir den APN-gekoppelten PIMT-Assay
und die Aktivitdtsbestimmung mittels CE-UV fast identisch. Zusitzlich konnte der Ky fiir
AED;,A-AMC ebenso durch die HPLC-UV-Messungen bestétigt werden. Der circa fiinffach
erhohte kq¢ bei den HPLC-Messungen kann durch die mehrmalige Reparatur des isoAsp-
Substrates erkldrt werden. Damit kann davon ausgegangen werden, dass der APN-gekoppelte

PIMT-Aktivitdtsassay valide ist. Zusétzlich konnten weitere Ky-Werte fiir verschiedene
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PIMT-Substrate mit dem APN-gekoppelten PIMT-Aktivititsassay generiert und mittels
HPLC-UV-Assay bestétigt werden (Tab. 7). Auch hier konnten vier- bis sechsfach erhdhte
kear-Werte bei der HPLC-Methode beobachtet werden. Mit Hilfe der HPLC-Methode konnten
weiterhin Vergleiche zwischen dem PIMT-Substrat mit und ohne AMC-Kopplung aufgestellt
werden. Interessanterweise scheint das AMC-gekoppelte AEDj,A  (Kvy= 67 uM;
keat=1.06 min'l) ein besseres PIMT-Substrat zu sein als das AEDj,A (Kv=212 uM;

keat=0.38 min™") an sich.

Tab. 7: K\ und k., verschiedener PIMT-Substrate. Die Konstanten wurden in 0.1 M Tris / HC1 pH 8 und 37 °C
bestimmt. Alle Konstanten der AMC-Substrate wurden sowohl durch den APN-gekoppelten PIMT-
Aktivitatsassay als auch durch den Nachweis von entstchendem SAH bestimmt. Das AED;;,A-AMC konnte

zusatzlich mittels CE-UV vermessen werden.

Substrat Ky (uM) ko (min™)
Fluoreszenz  HPLC CE Fluoreszenz HPLC CE
SAM 259+15 268+15 - 0.38+0.01  2.15+0.04 -
SAM (LS) 116£12 118+8 - 0.25+0.01  0.88+0.01 -
AED;,, A-AMC 62+4 67+4 62+3 0.184+0.003 1.06+0.02 0.227+0.003

ARD;,A-AMC 60+3 64+3 = 0.217+0.003  1.53%0.02 =
AED;,A - 212+19 - - 0.38+0.01 -
AAD;, A-AMC 78+4 73+9 = 0.217+0.003  1.36+0.04 =

AAAD;,A-AMC 62+4 62+8 - 0.231+0.004 1.46+0.04
KMD;,,AEFRH = 127430 - - 1.30+0.09 s
NLD;,, AEFRH - 120£20 - - 1.25+0.06 -
EFRHD;,,AGEV = 83+3 = = 1.29+0.01 =
D, AEF - 35334330 - - 0.06+0.01 -

Zwischen den acht und neun Aminosduren langen Substraten mit internem isoAsp sind die
Unterschiede in Ky und kc,; eher minimal. Das trifft auch fiir die AMC-Substrate zu. Auffillig

ist, dass N-terminales isoAsp ein eher schlechtes PIMT-Substrat darstellt (Ky=3533 uM;
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k.2=0.06 min'l). Weiterhin konnten wir zeigen, dass der Ky fir SAM mit steigender
Konzentration des zweiten Substrates zunimmt. So konnte mit 60 pM eingesetztem AEDjs,A-
AMC ein Ky von 120 uM und ein kg, von 0.25 min” fiir SAM und PIMT bestimmt werden.
Bei 250 uM eingesetztem AED;s,A-AMC stieg der Ky auf ca. 260 uM und der k., auf ca.
0.38 min"'. Damit erhdhte sich der Ky liber das Doppelte und der k.,; auf das Anderthalbfache.
Nimmt man die HPLC-Methode stieg der k., sogar auf das Zweieinhalbfache. Die Ergebnisse
werfen mehrere Fragen auf. Wieso ist der Ky von SAM so hoch? Laut Literaturangaben sollte
dieser bei circa 2 uM liegen (Ichikawa, Clarke 1998). Ist eine Einsubstratreaktion des SAM
moglich? Nach der Publikation von Smith et al. verliuft die Ubertragung der Methylgruppe
von SAM auf das isoAsp nach einem SN>-Mechanismus in geordneter Reihenfolge (Smith et
al. 2002). Denkbar wire eine Ubertragung der Methylgruppe des SAM auf H,O im aktiven
Zentrum. Fiir eine Kldrung dieser Fragen miissten noch weitere Experimente durchgefiihrt

werden.
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Abb. 42: Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICsg) von SAH auf »APIMT unter den
genannten Bedingungen (keine Séttigung). 100 pM AED;,, A-AMC, 250 uM SAM und 1 pM Hisg-rAPIMT
wurden mit verschiedenen Konzentrationen an SAH (0 mM - 10 mM) in 0.1 M Tris/HCI pH 8 bei 37 °C
inkubiert. Die Umsatzgeschwindigkeit wurde gegen den dekadischen Logarithmus der SAH-Konzentration
aufgetragen und analysiert. Nach der Analyse konnte ein ICsy von 131+£6 uM bestimmt werden. Die

Umsatzgeschwindigkeiten wurden mit Hilfe des APN-gekoppelten PIMT-Aktivitétsassays bestimmt.

Letztendlich sollten mit Hilfe des APN-gekoppelten PIMT-Aktivititsassays Effektoren von
PIMT untersucht werden. Zur Messung der Effektivitidt von Inhibitoren verwendet man die
ICsp-Bestimmung. In Abb. 42 ist die Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration

(ICsp) fir SAH, SAM und PIMT graphisch dargestellt.
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Als zweites Substrat wurden 100 uM  AED;,A-AMC  eingesetzt. Fiir die
Anfangskonzentration von SAM wurden 250 uM gewdhlt. Die Konzentration an Inhibitor
(SAH) wurde zwischen 0 — 10 mM variiert. Der Logarithmus der Inhibitorkonzentration
wurde gegen die ermittelte Umsatzgeschwindigkeit aufgetragen. Der erhaltene sigmoide

Verlauf konnte nach der Gleichung:
f(x) = v(min) + (v(max) — v(min))/(1 + 10&*~108UC50)))

ausgewertet werden, wodurch sich ein ICsy von 131+6 uM ergab. Damit liegt der ICsy circa
bei der Hélfte der Konzentration des eingesetzten SAM. Leider stehen hier in der Literatur
noch keine Vergleichswerte zur Verfiigung. Der APN-gekoppelte Assay ist fiir die

Bestimmung von kinetischen Konstanten von Effektoren geeignet.

3.4.4 Bestimmung von pH- und Temperaturoptimum der durch PIMT katalysierten
Reaktion mittels CE-UV, HPLC-UV und APN-gekoppelten PIMT-
Aktivitatsassay

Zur Uberpriifung der Validitit des APN-gekoppelten PIMT-Aktivititsassays und zur
Komplettierung der biochemischen Parameter des PIMT-Proteins wurden sowohl das
Temperatur- als auch das pH-Optimum der enzymkatalysierten Substratumsetzung durch
PIMT durch die drei zur Verfligung stehenden Methoden bestimmt. Gerade in Hinblick auf
mogliche therapeutische Anwendungen der PIMT ist es interessant, seine biochemischen
Eigenschaften besser zu kennen. In Abb. 43 ist die Temperatur, bei der die PIMT-Reaktion
durchgefiihrt wurde, gegen die relative PIMT-Aktivitdt aufgetragen. Dabei konnte durch alle
drei Methoden ein Temperaturoptimum von circa 46 °C ermittelt werden. In der Arbeit von
Thapar ef al. 2001 wurde fiir das humane Protein ein Wert von 55 °C und fiir das pflanzliche
Protein aus Mais, Getreide und Karotte ein dhnliches Optimum um die 45 °C ermittelt
(Thapar et al. 2001). Aus diesem Grund wurde in dem néchsten Teilabschnitt (3.4.5) eine
Analyse der thermischen Stabilitdt mittels Fern-UV-CD durchgefiihrt. In Abb. 44 ist der pH-
Wert gegen die relative PIMT-Aktivitit aufgetragen. Das pH-Optimum der PIMT-Reaktion
liegt demnach um 9.5. Literaturwerte zum humanen Protein liegen nicht vor, jedoch konnte
fiir das Protein aus Escherichia coli ein pH-Optimum von 5.5 und fiir das Protein aus Cicer
arietimum ein pH-Optimum von 9 bestimmt werden (Ichikawa, Clarke 1998;Verma et al.
2010).
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Abb. 43: Bestimmung des Temperaturoptimums der durch PIMT katalysierten Reaktion. Der Versuch wurde in
0.1 M Tris/HCI pH 8 durchgefiihrt. Dabei konnte ein Temperaturoptimum von 46.1£0.6 °C durch den APN-
gekoppelten PIMT-Aktivitdtsassay, 45.9+0.6 °C durch den Nachweis von SAH mittels HPLC-UV und
45.840.7 °C durch die Trennung von AEDA-AMC und AED;;,A-AMC mittels CE-UV bestimmt werden.
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Abb. 44: Bestimmung des pH-Optimums der durch PIMT katalysierten Reaktion mittels APN-gekoppelten
PIMT-Aktivitdtsassay und SAH-Nachweis iiber HPLC. Mit dem APN-gekoppelten PIMT-Aktivitédtsassay ergab
sich dabei ein pH-Optimum von 9.4+0.1 und mittels SAH-Nachweis iiber HPLC-UV ergab sich ein Optimum
von pH 9.7£0.3.

3.4.5 Strukturelle Untersuchungen mittels Circulardichroismus

Im vorigen Abschnitt konnte fiir die humane PIMT ein Temperaturoptimum von 46 °C
bestimmt werden. Da in der Literatur bereits ein Wert von 55 °C vorliegt, wurden zusétzlich
thermische Stabilitidtsuntersuchen an der humanen PIMT durchgefiihrt. Zur Bestimmung der

Sekundérstruktur der PIMT wurden verschiedene CD-Messungen im Fern-UV (190 nm —
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260 nm) durchgefiihrt. Hier konnen Unterschiede in den Verhiltnissen der verschiedenen
Sekundirstrukturen bestimmt werden. Im Bereich von 190-240 nm absorbiert die
Peptidbindung in Proteinen und Peptiden, mit einem Maximum bei 190 nm. Die a-Helix hat
ein Maximum bei 192 nm und zwei Minima bei 209 und 222 nm. B-Faltblétter haben ein
Maximum bei 196 nm und ein Minimum bei 218 nm. Hingegen haben Random-Coil-
Strukturen ein Minimum bei 195 nm und ein Maximum bei 212 nm. Nach Literaturangaben
besteht die humane PIMT (Isoform 1 & 2) aus 13 a-Helices und 7 B-Faltblittern
(Ryttersgaard et al. 2002; Smith et al. 2002).
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Abb. 45: (links) Fern-UV-CD-Spektren der rAPIMT bei verschiedenen Temperaturen. 0.1 mg/ml rAPIMT
wurden in reinem Wasser bei Temperaturen zwischen 20 und 80 °C mittels Fern-UV-CD gemessen. (rechts) CD-
Signal bei 221 nm mit einem Messpunkt je Grad Celsius. Bei 221 nm weisen die CD-Spektren mit zunehmender
Temperatur die groften Unterschiede auf, daher wurde diese Wellenldnge fiir die Bestimmung der thermischen
Stabilitit ausgewdhlt. Der sigmoide Verlauf des Temperaturiiberganges der rAPIMT wurde nach Boltzmann

analysiert. Dabei wurde unter den hier verwendeten Bedingungen ein T}, von 50.0£0.2 °C ermittelt.

Die in Abb. 45 dargestellten Spektren entsprechen unter den verwendeten Bedingungen dem
eines Proteins mit a-Helices und B-Faltblittern. Dafiir sprechen die Maxima zwischen 190
und 200 nm und das breite Minimum zwischen 209 und 222 nm. Die thermische Stabilitat fiir
rhPIMT konnte dabei, durch Verfolgung des CD-Signals bei 221 nm und stufenweiser
Erwdrmung der Proteinlésung, mit einem T, von ca. 50 °C bestimmt werden. Diese
Beobachtung macht ein Temperaturoptimum der PIMT-katalysierten Reaktion bei 46 °C

wahrscheinlicher als ein Optimum von 55 °C.
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Abb. 46: (links) Fern-UV-CD-Spektren der Hisg-7ZPIMT bei verschiedenen Temperaturen. 0.1 mg/mL His4-
rhPIMT wurden in reinem Wasser bei Temperaturen zwischen 20 und 80 °C mittel Fern-UV-CD gemessen.
(rechts) CD-Signal bei 221 nm ein Messpunkt je Grad Celsius. Bei 221 nm weisen die CD-Spektren mit
zunehmender Temperatur die groften Unterschiede auf, daher wurde diese Wellenldnge fiir die Bestimmung der
thermischen Stabilitdt ausgewihlt. Der sigmoide Verlauf des Temperaturiiberganges der Hisg-7APIMT wurde

nach Boltzmann analysiert. Dabei wurde unter den verwendeten Bedingungen ein Ty, von 53.620.2 °C ermittelt.
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Abb. 47: (links) Fern-UV-CD-Spektren der Hisg-rmPIMT bei verschiedenen Temperaturen. 0.1 mg/mL Hise-
rmPIMT wurden in reinem Wasser bei Temperaturen zwischen 20 und 80 °C mittel Fern-UV-CD gemessen.
(rechts) CD-Signal bei 221 nm ein Messpunkt je Grad Celsius. Bei 221 nm weisen die CD-Spektren mit
zunehmender Temperatur die groften Unterschiede auf, daher wurde diese Wellenldnge fiir die Bestimmung der
thermischen Stabilitdt ausgewahlt. Der sigmoide Verlauf des Temperaturiiberganges der Hisg-rAPIMT wurde

nach Boltzmann analysiert. Dabei wurde unter den verwendeten Bedingungen ein T/, von 60.420.2 °C ermittelt.

Der Vergleich zur thermischen Stabilitdt der His-getagten #APIMT in Abb. 46 liefert einen um
3.6 °C groBBeres Ty,. Dadurch lédsst sich vermuten, dass die thermische Stabilitdt durch die
sechs Histidin-Reste erhoht wird. Ansonsten unterscheiden sich die CD-Spektren in Abb. 45
(links) und Abb. 46 (links) kaum voneinander, so dass man davon ausgehen kann, dass der
His-Tag nur einen sehr geringen Einfluss auf die Sekundirstruktur der PIMT hat.
Unterschiede in der Aktivitdt konnten nicht beobachtet werden.
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Abb. 47 zeigt den Temperaturiibergang von Hisg-rmPIMT. Dabei gibt es abermals einen
Anstieg des Tj,-Wertes um 6.8 °C im Vergleich zur Hisg-#APIMT. Vergleicht man Abb. 46
(links) und Abb. 47 (links) fdllt auf, dass bei der Hisg-rmPIMT die Sekundirstruktur

schlagartig zwischen 60 °C und 70 °C zusammenbricht.

Sowohl die Reversibilitét der thermischen Entfaltung als auch die Bildung von Aggregaten
wurde wihrend dieser Arbeit nicht untersucht. Weitere Experimente sollten dies jedoch

beriicksichtigen.
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3.4.6 Thermodynamische Analyse der Bindung von SAM sowie SAH an PIMT mittels

Isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC)

Sowohl die Hohe und die Variabilitdt des Ky-Wertes fiir SAM als auch die in der Literatur
angegebene Form der Inhibierung (kompetitiv) machten eine Untersuchung mittels ITC
unumgénglich. In Abb. 48 sind die Titrationskurven von SAH und Hisg-rAPIMT (links) und
SAM und Hisg-7APIMT (rechts) dargestellt.
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Abb. 48: (links) Titration von SAH zu His¢-7APIMT. (rechts) Titration von SAM zu Hisg-7APIMT. Die
Titrationen wurden bei 20 °C und 290 rpm durchgefiihrt. Das molare Verhéltnis von PIMT zu SAH bzw. SAM
wurde gegen die bendtigte Energie pro Mol Injektant aufgetragen. Der erhaltene Graph wurde nach einem one
site-Model analysiert. Fiir SAH und Hiss-#APIMT ergibt sich ein Kp von 59.5 nM und fiir SAM und Hisg-
rhPIMT ergibt sich ein Kp von 1.35 pM.
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Die Kurven wurden nach einem one site-Model analysiert. Die Analyse lieferte einen Kp von
59.5 nM fiir SAH an Hise-7APIMT und 1.35 uM fiir SAM an Hisg-7APIMT. Dabei fillt jedoch
die Stochiometrie von 0.637 bei der Bindung von SAH auf. Hier wére es ratsam gewesen im

Bereich der Basislinie weitere Messungen durchzufithren, um in Hinblick auf die

Stochiometrie eine bessere Analyse anfertigen zu konnen.

Ahnliche Beobachtungen wurden fiir die Bindung von SAH an Hisg-#mPIMT und SAM an
Hisg-rmPIMT gemacht. Die Titrationskurven sind in Abb. 49 dargestellt. Hier konnte ein Kp
von 42.5 nM fiir die Bindung von SAH an PIMT und 2.12 uM fiir die Bindung von SAM an
PIMT ermittelt werden. Dabei fillt wieder die Stochiometrie von 0.342 bei der Bindung von

SAH an PIMT auf, wohingegen die Stochiometrie bei der Bindung von SAM an PIMT mit

0.97 nahezu ideal ist.
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Abb. 49: (links) Titration von SAH zu Hisg-rmPIMT. (rechts) Titration von SAM zu Hiss-rmPIMT. Die
Titrationen wurden bei 20 °C und 290 rpm durchgefiihrt. Das molare Verhéltnis von PIMT zu SAH bzw. SAM
wurde gegen die benétigte Energie pro Mol Injektant aufgetragen. Der erhaltene Graph wurde nach einem one

site-Model analysiert. Fiir SAH und Hisg-rmPIMT ergibt sich ein Kp von 42.5 nM und fiir SAM und Hiss-

rmPIMT ergibt sich ein Kp von 2.12 pM.
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35 Lokalisierungsstudien von PIMT mittels RT-PCR, Western Blot-Analyse und

Fluoreszenzmikroskopie

3.5.1 Zelluldre und Subzelluladre Lokalisation von PIMT

PIMT ist ein ubiquitir vorkommendes Enzym, jenes konnte bereits durch mehrere
Arbeitsgruppen gezeigt werden. Die Probiodrug AG arbeitet im Bereich der Alzheimer-
Forschung. Erste Verbindungen zwischen dem Entstehen der Krankheit Alzheimer und dem
Auftreten der posttranslationalen Modifikation isoAsp konnten bereits durch mehrere
wissenschaftliche Gruppen aufgezeigt werden (siehe Einleitung). Nun stellte sich die Frage,
ob isoAsp im APP repariert werden kann bzw. ob PIMT und APP iiberhaupt in rdumliche
Néhe gelangen. Hierflir wurden die Lokalisierungsstudien durchgefiihrt.
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Abb. 50: mRNA-Konzentration in verschiedenen Mausorganen, muriner Hirnareale und primérer Neuronen aus
der Maus (Linie C57BL6/N). Nach der PCR-Analyse zeigten sich besonders groBe Konzentrationen PIMT-
mRNA im Gehirn, der Muskulatur und den Hoden.
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Zur Vervollstdndigung dieser Promotionsarbeit wurden die Organe von sechs Mausen (Linie
C57BL6/N) sowie primire Neuronen aus Mausfeten auf ihre PIMT-Expression hin
untersucht. Wie erwartet, konnte in allen Organen PIMT-mRNA detektiert werden. Dabei
zeigten sich besonders hohe Konzentrationen in den Hoden und im Gehirn. Die Ergebnisse

sind in Abb. 50 graphisch dargestellt.

Kontrolle hPIMT1 hPIMT?2
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55 - 35

Abb. 51: Western Blot-Analyse zur Charakterisierung der subzelluldre Lokalisation von humaner PIMT mit
EGFP-tag in HEK 293-Zellen. Legende: M = Proteinmarker (Fermentas), DB =debris (Zellfragmente),
HM = heavy membrane, LM = light membrane, S = soluble. Sowohl die Isoform 1 als auch die Isoform 2 der

humanen PIMT wurden ausschlielich in der cytosolischen Fraktion detektiert.
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Abb. 52: Western Blot-Analyse zur Charakterisierung der subzelluldren Lokalisation von humaner PIMT mit C-
terminalem FLAG-ftag in HEK293-Zellen. Legende: M = Proteinmarker (Fermentas), DB = debris
(Zellfragmente), HM = heavy membrane, LM = light membrane, S = soluble, C = hQC mit FLAG-tag (Kontrolle
des FLAG-Antikorpers). Sowohl die Isoform 1 als auch die Isoform 2 der humanen PIMT wurden ausschlieBlich

in der cytosolischen Fraktion detektiert.

In Abb. 51 kann man erkennen, dass sich das PIMT-EGFP-Fusionsprotein ausschlielich in
der cytosolischen Fraktion des fraktionierten Zellaufschlusses befindet. Als Kontrolle wurde
das Plasmid pcDNA3.1, auf dessen Basis der PIMT-Expressionsvektor generiert wurde, in die
HEK293-Zellen transfiziert und ebenfalls fraktioniert aufgeschlossen. PIMT und EGFP haben
ein Molekulargewicht von 52 kDa (24.6 kDa + 26.9 kDa), damit migriert das Fusionsprotein
etwas unter dem 55 kDa-Marker auf der richtigen Hohe. Bestitigt wird diese Beobachtung
durch FLAG-markierte PIMT, in welcher die Lokalisierung der beiden Isoformen mit C-
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terminalen FLAG-fag mittels fraktioniertem Zellaufschluss und Western Blot-Analyse
gezeigt werden konnte (Abb. 52). Auch hier kdnnen beide Proteine ausschlieBlich im Cytosol
beobachtet werden. Demnach hat die ER-Retentionssequenz der Isoform 2 offenbar keinen

Finfluss auf die zellulare Lokalisation.

3.5.2 Lokalisierungsstudien mittels Immunfluoreszenz

Nachdem in der Literatur viele PIMT-Substrate aus dem Cytosol und dem Zellkern publiziert
wurden, sollte nun auch die Lokalisierung der humanen PIMT und genauer die
(unterschiedliche) Lokalisierung der beiden Isoformen zellbiologisch untersucht werden. Mit
Hilfe des fraktionierten Zellaufschlusses mit anschlieBender Western Blot-Analyse konnten
bereits erste Hinweise auf die Lokalisierung der PIMT entdeckt werden. Nun wurden die
Fusionsproteine aus Isoform 1 der humanen PIMT oder Isoform 2 der humanen PIMT mit
dem eukaryotischem griinfluoreszierenden Protein (EGFP) in humanen Glioblastoma-
Astrocyten (LN-405) transfiziert und anschlieSend mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Hier sollte die Verteilung der PIMT durch Fluoreszenz
visualisiert werden bzw. sollten Co-Lokalisierungen mit bestimmten Kompartiment-Marker-
Proteinen (zum Bsp.: ER) realisiert werden und auch mit APP. Abb. 53 zeigt die Verteilung
des Fusionsproteins aus PIMT Isoform 1 und EGFP. Dabei kann das Fusionsprotein sowohl
im Zellkern als auch im Cytoplasma beobachtet werden. Hier fallen cytoskelettdhnliche
Strukturen auf. Diese Beobachtung konnte auch durch andere Kollegen der Arbeitsgruppe
bestitigt werden (Cynis & Lommatzsch, unveroffentlicht). Auch die Isoform 2 der humanen
PIMT, wie in Abb. 54 dargestellt, kann als Fusionsprotein in der ganzen Zelle, inklusive
innerhalb des Zellkerns, beobachtet werden. Auch hier kann eine cytoskelettdhnliche Struktur
erkannt werden. Jedoch gibt es auch hier, wie in der Western Blot-Analyse, keinerlei Hinweise

auf eine Retention im Endoplasmatischen Retikulum.

Fiir die Isoform 1 der humanen PIMT konnte die zelluldre Verteilung auch in Fibroblasten der
Niere der griinen Meerkatze (COS-7-Zellen, Abb. 55) gezeigt werden. Diese zeigt in COS-7-
Zellen die gleiche Verteilung wie in LN-405-Zellen (Abb. 53). Das Fusionsprotein kann
sowohl im Zellkern als auch im Rest der Zelle beobachtet werden. Auch hier konnen wieder

cytoskelettartige Strukturen vermutet werden.
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Abb. 53: h/PIMTI1-EGFP in LN-405-Zellen. Abgebildet sind die Eigenfluoreszenz des EGFP (griin) und der
angeregte DAPI-Farbstoff (blau). Man kann deutlich erkennen, dass sich das Fusionsprotein sowohl im Cytosol
als auch im Kern (blau) befindet. Es ldsst sich vermuten, dass das Fusionsprotein Interaktionen mit Proteinen des

Cytoskeletts eingeht. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe eines konfokalen /aser-scanning-Mikroskops angefertigt.

Abb. 54: hPIMT2-EGFP in LN-405-Zellen. Abgebildet sind die Eigenfluoreszenz des EGFP (griin) und der
angeregte DAPI-Farbstoff (blau). Man kann deutlich erkennen, dass sich das Fusionsprotein sowohl im Cytosol
als auch im Kern (blau) befindet. Die Aufnhahmen wurden mit Hilfe eines konfokalen laser-scanning-Mikroskops

angefertigt.
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Abb. 55: APIMT1-EGFP in COS-7-Zellen. Abgebildet sind die Eigenfluoreszenz des EGFP (griin) und der
angeregte DAPI-Farbstoff (blau). Man kann deutlich erkennen, dass sich das Fusionsprotein sowohl im Cytosol
als auch im Kern (blau) befindet. Auch in COS-7-Zellen ldsst sich vermuten, dass das Fusionsprotein
Interaktionen mit Proteinen des Cytoskeletts eingeht. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe eines konfokalen /aser-

scanning-Mikroskops angefertigt.

Aus zeitlichen Griinden konnte leider bis zum Abschluss der praktischen Arbeiten zur

Promotionsarbeit keine Colokalisation von APP und PIMT in Zellkultur untersucht werden.
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4, Diskussion

Alzheimer ist eine Krankheit, die vermutlich viele unterschiedliche Ursachen hat. Man nimmt
an, dass eine Ursache davon die Ablagerung von A ist bzw. 16sliche toxische AB-Oligomere
sein kdnnen. Nachdem nicht nur in den AB-Fibrillen N-terminales isoAsp detektiert werden
konnte (Saido et al. 1996), sondern auch innerhalb des amyloid precursor protein isoAsp
identifiziert und als Ursache verstiarkter alternativer Prozessierung durch Cathepsin B
ausgemacht werden konnte (Bohme et al. 2008b; Bohme et al. 2008a), stellte sich die Frage,
ob isoAsp am freien N-Terminus von AP entstehen kann. Der N-Terminus vieler Peptide und
Proteine kann Ziel posttranslationaler Modifikationen sein. In Eukaryoten wird dieser hdufig
durch Acetyltransferasen acetyliert, der N-Terminus kann aber auch myristyliert, palmityliert
oder es kann Pyroglutamat aus N-terminalem Glutamin oder Glutamat gebildet werden. Alle
diese posttranslationalen Modifikationen haben gemeinsam, dass sie durch Enzyme
katalysiert werden. Im Gegensatz dazu ist die Bildung von N-terminalem isoAsp eine
spontane Reaktion, die nach der Deamidierung von Asparagin oder durch Isomerisierung von
Asparaginsdure ablduft. Momentan wird angenommen, dass die Bildung von N-terminalem
iSoAsp in vivo und in vitro gar nicht oder sehr langsam verlduft. In dieser Promotionsarbeit
wurden unter anderem die Geschwindigkeit und der Mechanismus der N-terminalen isoAsp-
Bildung aus Asparagin und Asparaginsdure untersucht, um Riickschliisse auf Ap-

Ablagerungen mit N-terminalem isoAsp ziehen zu kdnnen.

Die bisherigen Analysen von isoAsp innerhalb der Peptidkette wurden durch die Trennung
von Produkt und Substrat mittels HPLC (Stephenson, Clarke 1989; Patel, Borchardt 1990;
Aswad et al. 2000; Capasso et al. 1993) durchgefiihrt oder, wie in kiirzlich veréftentlichten
Arbeiten beschrieben, durch den Abbau der Proteine und Peptide durch die Endoprotease Asp-
N mit anschlieBender Analyse durch ETD-Massenspektrometrie (Sargaeva et al. 2011; Ni et
al. 2010). Da diese Methoden nicht in der Lage sind Peptide mit N-terminalem isoAsp zu
trennen, haben wir, als erste Arbeitsgruppe die CE-UV genutzt, um die verwendeten
Modellpeptide zu analysieren. Dabei wurden die unterschiedlichen pKa-Werte der
Carboxylgruppe der Seitenkette von Asp und isoAsp unter sauren pH-Bedingungen
ausgenutzt. Das Grundprinzip der Trennung beruht dabei auf der unterschiedlichen
Nettogesamtladung des Peptides. So konnte man in einem pH-Bereich von 2-3 nicht nur N-
terminale Asn-, Asp- und isoAsp-Peptide mittels CE-UV trennen und detektieren, sondern

auch Peptide mit einem Asn, Asp oder isoAsp innerhalb der Peptidkette. Somit konnte man
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direkte Vergleiche zwischen der N-terminalen isoAsp-Bildung und der isoAsp-Bildung
innerhalb der Peptidkette aufstellen. Mit den benutzten Parametern konnten die Modellpeptide
innerhalb von acht Minuten analysiert werden, wobei nur 5 pl Probe injiziert werden musste.
Damit bietet diese neu eingefilhrte CE-Methode die Moglichkeit Asx-Isomerisierung
zuverldssig und kostengiinstig zu analysieren, wodurch sich auch Optionen fiir andere
Versuchsautbauten, wie die Reparatur von isoAsp-Stellen in Peptiden und Proteinen durch
PIMT, ergeben. Weitere Vorteile der Methode sind die geringe Probenaufbereitung und der
Verzicht auf radioaktiv-markierte Komponenten. Ein Nachteil ist die begrenzte Lénge der

trennbaren Peptide, da mit steigendem Molekulargewicht die Trennung erschwert wird.

Die isoAsp-Bildung am N-Terminus findet unter physiologischen pH-Bedingungen statt. Die
berechneten Halbwertszeiten bei diesem pH-Wert liegen zwischen 79 Tagen fiir die AP-
Sequenz DAEF und 140 min fiir DomeGEF. Obwohl wir fiir NGEF im Vergleich zum
(aoNGEF und AANGEEF eine beschleunigte isoAsp-Bildung beobachten konnten, liegen die
Halbwertszeiten im Rahmen von Beobachtungen vieler anderer Peptide und Proteine
(Stephenson, Clarke 1989; Geiger, Clarke 1987). Hier wurden Halbwertszeiten von 1-100
Tage fiir Asparagin und 40-300 Tage fiir Asparaginsdure in Abhédngigkeit von der
Aminosiuresequenz ermittelt. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen sind Asx-Gly-
Sequenzen schnell isomerisierende Bereiche in Proteinen oder Peptiden. Daher ist
anzunehmen, dass die N-terminale isoAsp-Bildung und isoAsp-Bildung innerhalb der
Peptidkette den gleichen Bedingungen und dem gleichen Mechanismus folgen. Dieser Schluss
konnte ebenfalls durch unsere initialen mechanistischen Untersuchungen bestitigt werden.
Die Daten zeigen eine unterschiedliche pH-Abhéngigkeit der Isomerisierungsreaktion von
Asn und Asp. Im Vergleich dazu bedingt die Modifizierung von Asp, wie in Dome)GEF, eine
dhnliche pH-Abhangigkeit wie Asn. Folglich ist die Isomerisierungsgeschwindigkeit generell
abhingig von der Elektrophilie des [-Carbonylkohlenstoffes. Gleichermallen ist die
Seitenkette von Asp bei einem pH-Wert unter 3 protoniert, wodurch die Elektrophilie und
somit die Bildung des Succinimidyl-Intermediates begiinstigt wird. Die signifikante
Beschleunigung der isoAsp-Bildung beim DomeGEF und die pH-Abhingigkeiten sind
konsistent mit einer geschwindigkeitsbestimmenden Bildung des Succinimidyl-Intermediates,
welches sowohl beim NGEF und DGEF als auch beim Dowme)GEF auf die gleiche Weise
gebildet wird. Weiterhin wird angenommen, dass die Deprotonierung des angreifenden
Stickstoffes bei pH <3 moglichweise fiir die Gesamtreaktion geschwindigkeitsbestimmend
sein konnte (Capasso et al. 1993). Die kinetischen Isotopieeffekte und die beiden proton

inventories in diesem Teil der Promotionsarbeit unterstiitzen diese Annahme. Die nahezu
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identische Grofle der Isotopieeffekte und die parallelen Anstiege der proton inventories von
NGEF und DomeGEF bekriftigen die Annahme, dass ein Proton im tranmsition state
iibertragen wird. Dariiber hinaus ist die Beobachtung eines geschwindigkeitsbestimmenden
Protonentransfers nicht iiberraschend, da fiir viele beschriebene Acyltransferreaktionen ein
solcher Faktor ermittelt wurde (Barnett, Jencks 1969; Cox, Jencks 1978; Satterthwait, Jencks
1974). Es bleibt jedoch weiterhin unklar, ob N-terminales isoAsp die Funktion von Proteinen
in der gleichen Weise beeinflusst wie isoAsp innerhalb der Peptidkette (Velazquez et al. 1997,
Weber, McFadden 1997; Corti, Curnis 2011; George-Nascimento et al. 1990). Wenn man die
Halbwertszeiten der N-terminalen isoAsp-Bildung von Tagen bis Monaten betrachtet, ist der
Lebenszyklus der meisten Proteine vermutlich zu kurz, um N-terminales isoAsp in messbaren
Konzentrationen zu bilden (Varshavsky 1996). Im Gegensatz dazu wurden AB-Peptide mit N-
terminalem isoAsp oder isoAsp innerhalb der Peptidkette im extrazelluliren Raum
beschrieben, vermutlich weil sie kaum oder gar nicht abgebaut wurden (Lowenson, Clarke
1990; Saido et al. 1996; Roher et al. 1993). Das ist konsistent mit den ermittelten
biochemischen Eigenschaften und der zelluldren Verteilung von PIMT. Bisherige
Untersuchungen der Substratspezifitdt der PIMT lassen darauf schlielen, dass die ,,Reparatur*
von isoAsp stark von der Grofe und der Primérsequenz des Substrates abhingig ist
(Lowenson, Clarke 1990; Lowenson, Clarke 1991). Zum Beispiel konnten wir fiir das
Substrat Dis,AEF nur eine geringe Affinitit der PIMT beobachten (Tab.7). Weiterhin konnten
verschiedene Studien PIMT hauptsdchlich in intrazelluliren Kompartimenten zeigen,
moglicherweise wird es auch im Endoplasmatischen Retikulum zuriickgehalten (Potter et al.
1992; MacLaren et al. 1992; Lowenson et al. 1994). Daraus ergibt sich, dass extrazellulires
AP moglicherweise der Reparatur durch PIMT entgehen kann (Lowenson et al. 1994). Neben
der isoAsp-Bildung wurden auch andere posttranslationale Modifikationen von AP
beschrieben (He, Barrow 1999; Kummer et al. 2011; Schilling et al. 2006). Von diesen
wecken N-terminal verkiirzte und zu Pyroglutamat (pE) cyclisierte AB-Spezies (AB3pE-42)
aufgrund ihrer Tendenz zur Aggregation und ihrer Oligomer-Toxizitdt vermehrt Interesse
(Schilling et al. 2008; Schlenzig et al. 2009; Nussbaum et al. 2012). Verglichen mit der
spontanen pE-Bildung am N-Terminus von AP mit einer Halbwertszeit um die 10 Jahre bei
pH 7 (Seifert et al. 2009), ist die spontane isoAsp-Bildung am N-Terminus des Ap-
Modellpeptides DAEF (AB1-4) bei neutralem pH mit einer Halbwertszeit von 78 Tagen eher
schnell. Im Gegensatz zur isoAsp-Bildung konnte fiir die Bildung von pE in vivo ein Enzym,
die Glutaminylcyclase, ausgemacht werden (Schilling et al. 2008; Schilling et al. 2004).

Folglich kénnen die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit mit einer spontanen N-terminalen
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1soAsp-Bildung nach der Ablagerung von AP im Krankheitsbild von Alzheimer in Einklang
gebracht werden. Es sollte jedoch nicht auBer Acht gelassen werden, dass frithere
Untersuchungen zeigen konnten, dass isoAsp-Modifikationen im AB-Vorldufer-Protein (APP)
den Umsatz und die Freisetzung von A beeinflussen konnen (Béhme et al. 2008b; Bohme et
al. 2008a). Dieser Befund wird durch weitere epidemiologische Studien ergidnzt, die zeigen,
dass die Primérsequenz um die B-secretase cleavage site eine entscheidende Rolle fiir die
Bildung des N-Terminus von A spielt (Haass et al. 1995; Difede et al. 2009; Jonsson et al.
2012). Damit kann nicht ausgeschlossen werden, dass zu mindestens teilweise bereits vor der
Ablagerung von AP isoAsp entsteht, welches, wie beschrieben, zelluldre Ablaufe beeinflussen
kann. Zusammengefasst wurde in diesem Teil der Promotionsarbeit zum ersten Mal eine
quantitative Analyse zur isoAsp-Bildung am N-Terminus von Modellpeptiden durchgefiihrt.
Diese wurde durch den Einsatz der CE-UV zur Trennung und Quantifizierung von Substrat
und Produkt ermdéglicht. Die ermittelten Halbwertszeiten zur isoAsp-Bildung am N-Terminus
von Asx-Peptiden waren im Vergleich zur Bildung innerhalb der Peptidkette kiirzer, jedoch
immer noch innerhalb der Halbwertszeiten, welche in anderen Studien verdffentlicht wurden.
Durch die hier generierten Daten kdnnen weitere Riickschliisse auf das Vorhandensein von N-
terminalem isoAsp bei abgelagerten amyloiden Peptiden gezogen werden und moglicherweise
auch auf eine Vielzahl anderer Proteine, welche eine hohere Lebensspanne haben oder fiir
langere Zeit gelagert werden, wie zum Beispiel Antikorper oder Medikamente auf

Proteinbasis.

Methyltransferasen (EC 2.1.1.X) haben eine wichtige Funktion in einer Vielzahl von
biologischen Prozessen. Sie methylieren DNA, kleine Molekiile, Polysaccharide, Lipide und
Proteine, und dabei setzen viele den Cofaktor S-Adenosyl-L-methionin (SAM) als
Methylgruppendonator um. Aufgrund dieser Diversitdt, filhrt eine Fehlregulation oder
strukturelle Veranderung dieser Proteine meist zu verschiedenen Krankheitsbildern. Umso
wichtiger ist die Erforschung dieser Enzymgruppe und umso bessere Analysemethoden
werden bendtigt. Dazu gehort auch ein schneller und valider Aktivitdtsassay. Die momentan
zur Verfliigung stehenden PIMT-Aktivititsassays benutzen den Cofaktor SAM oder das
entstehende Methanol um die Aktivitdt der PIMT durch Radiographie, UV/Vis-Detektion oder
Fluoreszenz messbar zu machen. Dieser Teil der Promotionsarbeit beschreibt einen neuen
Ansatz der Detektion der PIMT-Aktivitdt, bei dem das Produkt der PIMT-vermittelten
Reaktion nach APN-Abbau durch Fluoreszenz quantifiziert wird. Dabei konnten neue
Einblicke auf die Effektivitit der PIMT-Reaktion gewonnen und eine weitere biochemische

Charakterisierung der PIMT durchgefiihrt werden. Der hier vorgestellte Aktivitdtsassay beruht
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darauf, dass die APN nicht in der Lage ist Isopeptidbindungen zu spalten. Somit konnten
Ansidtze mit isoAsp-Peptiden, SAM und PIMT dazu benutzt werden, die PIMT-Aktivitat
durch zeitabhéngige Probenentnahme zu bestimmen. Parallel konnte die Menge an
entstehendem SAH durch einen modifizierten HPLC-UV-Assay nach Schurter & Aswad
(Schurter, Aswad 2000) bestimmt werden. Dadurch war es moglich alle AMC-Substrate mit
zwel verschiedenen Methoden zu untersuchen. Dabei wurden nahezu identische Ky-Werte fiir
die Substrate ARDj,,A-AMC (60 & 64 uM), AADj,,A-AMC (78 & 73 uM) und AAAD;s,A-
AMC (62 & 62 uM) ermittelt. Bei Verwendung des PIMT-Substrates AED;s,A-AMC konnte
sogar eine dritte Methode, CE-UV, benutzt werden, um den APN-gekoppelten PIMT-
Aktivititsassay zu validieren. Wie in Tab. 6 veranschaulicht liefern die Ky-Bestimmungen per
APN-gekoppelten Assay, per HPLC-UV und per CE-UV mit 62, 67 und nochmal 62 uM
nahezu identische Ky-Werte. Diese liegen auch im Bereich von anderen endogenen PIMT-
Substraten, wie HPr-2 (isoAsp-12, -38) mit 197 uM und Ovalbumin mit 30 puM (Brennan et
al. 1994; Thapar, Clarke 2000), welche mit Hilfe des radioaktiven vapor-diffusion-assays
nach Lowenson & Clarke bei 37 °C und pH 7.4 bestimmt wurden (Lowenson, Clarke 1990).
Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass der APN-gekoppelte PIMT-Aktivititsassay valide ist.
Zur weiteren Uberpriifung der Validitit des APN-gekoppelten PIMT-Aktivitéitsassays wurde
das pH- und das Temperaturoptimum der durch PIMT vermittelten Reaktion zusammen mit
zwel weiteren voneinander unabhidngigen Methoden bestimmt. Dabei konnte ein optimaler
pH-Wert von circa 9.5 und ein Temperaturoptimum von 46 °C ermittelt werden.
Interessanterweise liegen diese Werte nicht im physiologischen Bereich, sondern entsprechen
extremen Situationen in der Zelle. Passend hierzu steigt, wie im ersten Abschnitt dieser
Promotionsarbeit gezeigt, im basischen pH-Bereich die Bildung von isoAsp an, wodurch
vermehrt beschidigte Proteine und somit Substrate fiir die PIMT entstehen. Daher ist es
sinnvoll, wenn gleichzeitig die Aktivitdit des Reparatursystems steigt. Im Fall des
Temperaturoptimums verhélt es sich &hnlich. Dieses liegt mit 46 °C weit iiber dem
physiologischen Wert von 37 °C. Auch hier werden bei erhohter Temperatur vermehrt
beschidigte Proteine generiert, die repariert werden miissen. Demnach kommt der PIMT eine
Funktion als Hitzeschockprotein zu. Diese Funktion konnte auch fiir E.coli gezeigt werden,
das bei wiederholten Stresssituationen auf das Vorhandensein der PIMT angewiesen ist
(Kindrachuk et al. 2003; Hicks et al. 2005; Kern et al. 2005). In der Pflanze Arabidopsis
thaliana, die normalerweise zwischen 16-25 °C wichst, konnte auch ein Aktivitdtsmaximum
der PIMT bei 50 °C bestimmt werden, indem die Pflanze nach lidngerer Exposition bei

hoheren, nicht letalen Temperaturen kurzzeitig letalen Temperaturen iiber 45 °C ausgesetzt
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wurde (Villa et al. 2006). Auch hier vermuten die Autoren, dass PIMT zu einem
Stressabwehrsystem der Pflanze gehort. Die doppelt gewundene o/B/o-sandwich-Struktur der
PIMT, wie in Abb. 10 gezeigt, zeichnet sich durch mehrere a-Helices und B-Faltblitter aus.
Das konnte durch die Messungen im Fern-UV-Bereich des CD-Spektrometers bestitigt
werden (Abb. 45-47). Dariiber hinaus konnte die Verfolgung der Anderung der
Sekundérstruktur der PIMT benutzt werden, um die Temperaturstabilitdt von drei PIMT-
Konstrukten (humane PIMT, nativ; humane PIMT mit His-tag; murine PIMT mit His-tag) zu
bestimmen. Hier konnte ein mittlerer Temperaturiibergang von 50 °C fiir das native humane
Protein bestimmt werden (Abb. 45). DeVry et al. konnten das ebenfalls bereits 1999 zeigen
(DeVry, Clarke 1999). Die Stabilitit konnte durch den His-tag um weitere 3 °C gesteigert
werden (Abb. 46). Das murine Protein hat sogar eine um 10 °C erhohte Stabilitidt (Abb. 47).
Hier liegen in der Literatur keine Vergleichswerte vor. Allerdings passen die ermittelten
Stabilitdtstemperaturen zu dem beobachteten Temperaturoptimum der humanen PIMT, was
die Beobachtung zum Temperaturoptimum der durch PIMT katalysierten Reaktion bekréftigt.
Weiterhin konnte mit Hilfe des APN-gekoppelten PIMT-Aktivitatsassays der Ky von SAM
bestimmt werden. Dabei stellte sich heraus, dass der Ky stark von der Konzentration des
isoAsp-Substrates abhéingig ist. Bei einer isoAsp-Substratkonzentration von 250 uM wurde
dabei ein Ky fiir SAM zwischen 259 — 268 uM und bei einer isoAsp-Substratkonzentration
von 60 uM zwischen 116 — 118 uM bestimmt, sowohl durch den APN-gekoppelten PIMT-
Aktivitatsassay als auch mittels SAH-Quantifizierung durch HPLC-UV. In der Literatur sind
Ky-Werte zwischen 2 — 2.2 uM publiziert, die damit deutlich niedriger liegen (Ichikawa,
Clarke 1998; Thapar, Clarke 2000; Thapar et al. 2002). Auch diese Werte wurden mittels
radioaktiven vapor-diffusion-assay bestimmt. Interessanterweise stimmen diese mit den von
uns bestimmten Kp-Werten fiir SAM und PIMT zwischen 1.35 — 2.12 uM (Abb. 48 & Abb.
49) tberein. Lowenson und Clarke benutzten bei ihren Bestimmungen hochaffine PIMT-
Substrate (Ky < 20 uM). Vermutlich gelang ithnen deshalb eine Ky-Bestimmung fiir SAM, die
am Kp-Wert desselbigen liegt. Wir vermuten, dass sich die beiden Substrate bei der Bindung
behindern, da der Ky groBBer wird, gleichzeitig steigt jedoch auch die Umsatzgeschwindigkeit
des einzelnen Substrates. Das an PIMT gebundene Substrat oder Cosubstrat begiinstigt also
die Katalyse des anderen. Nach Smith ef a/. lauft die PIMT-Reaktion nach einem geordneten
sequentiellen Mechanismus ab. (1) Ubertragung der Methylgruppe (2) Freilassung des
methylierten isoAsp-Restes (3) Konformationsinderung um das SAH freizusetzen (4)
Bindung von neuem SAM-Substrat (5) Riickbildung der Konformation (6) Bindung von
neuem 1SsoAsp-Substrat (Smith et al. 2002). Moglicherweise wird der Austausch der

83



Diskussion

verbrauchten Substrate durch das Vorhandensein einer grofleren Konzentration unverbrauchter
Substrate durch die Reduzierung der Produkthemmung begilinstigt und damit auch die
Umsatzgeschwindigkeit. Um diese Hypothese zu bestitigen, miissen jedoch noch weitere
Experimente durchgefiihrt werden. Bei ihren Untersuchungen stellten Lowenson und Clarke
auch fest, dass PIMT bei der Reparaturreaktion mit 6 Resten interagiert (isoAsp™ — isoAsp ™)
(Lowenson, Clarke 1991). Ein Modell der Substraterkennung der PIMT ist in Abb. 56
dargestellt. Besonders einflussreich sind dabei die Positionen isoAsp™, isoAsp ' und isoAsp ™
Das erkldrt auch, weshalb Dj,,AEF mit einem Ky von 3533 uM ein wenig affines PIMT-
Substrat ist und den mehr als dreimal so hohen Ky von AEDjs,A (212 uM) im Vergleich zu
AEDj,A-AMC (67 uM). Nachdem wir bei der Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante
fiir PIMT und SAM eine Konzentrationsabhiangigkeit festgestellt hatten, lag eine Bestimmung
der Bindungskonstante nahe. Dabei stellten wir eine wesentlich schlechtere Bindung fiir den
Cofaktor SAM mit einem Kp von 1.35 uM fiir das humane Protein und 2.13 uM fiir das
murine Protein fest. Eine stirke Bindung konnte fiir den verbrauchten Cofaktor, SAH, mit
einem Kp zwischen 40-60 nM ermittelt werden, woraus sich vermutlich auch die relativ starke
kompetitive Hemmung ableiten ldsst. Des Weiteren konnte mit Hilfe des neuen PIMT-
Aktivitatsassays ein ICsg fiir SAH von 131 uM bestimmt werden, wenn man 250 uM SAM,
100 uM AED;s,A-AMC und 1 uM Hisg-7APIMT einsetzt. Der APN-gekoppelte PIMT-
Aktivitdtsassay ist somit zur Bestimmung von Effektoren geeignet, die an der SAM/SAH-

Bindungsstelle interagieren.

—-'NH—CII-(If—NH-CH—C—NH—CH
o]

Abb. 56: Modell der isoAsp-Substraterkennung der PIMT von Lowenson & Clarke, 1991.

Im Rahmen der Assay-Validierung stellten wir eine nicht-lineare Konzentrationsabhingigkeit

der PIMT-Aktivitét fest, die vermutlich auf die Aggregation von PIMT zuriickzufiihren ist.
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Kontrovers dazu konnten Furuchi et al. in ihrem HPLC-Ansatz eine Linearitit bis 8§ uM
hPIMT nachweisen (Furuchi et al. 2009), jedoch haben sie den Umsatz nach einer Minute
gegen die Konzentration #/PIMT aufgetragen. Hierbei muss beachtet werden, dass sich nach
den Daten von Furuchi et al. die PIMT-Reaktion in eine schnelle und eine langsame Phase
unterteilt. Die schnelle Phase der Reaktion ist innerhalb einer Minute abgeschlossen und geht
dann nach und nach in eine langsame Phase iiber, die ab fiinf Minuten linear verlduft.
Wohlméglich, dass die schnelle Phase der PIMT-Reaktion linear abhéngig und die langsame
nicht-linear abhéngig ist. Zusammengefasst konnte im zweiten Teil der Promotionsarbeit ein
neuartiger, nicht radioaktiver PIMT-Aktivitdtsassay etabliert und durch zwei unabhingige
Methoden validiert werden. Dabei kann die Reparaturreaktion der PIMT auf ihre Effektivitat
hin untersucht werden, da nicht wie in den bisherigen Aktivititstests der verbrauchte Cofaktor
oder das entstehende Methanol detektiert werden, sondern das erfolgreich reparierte Substrat.
Weiterhin konnte der hier beschriebene Assay benutzt werden, um die kinetischen Parameter
Ky und kg fiir verschiedene PIMT-Substrate, den ICsp-Wert fiir SAH, sowie pH- und
Temperaturoptimum der durch PIMT katalysierten Reaktion zu ermitteln. Der APN-
gekoppelte PIMT-Aktivititsassay bietet in Verbindung mit den bereits verwendeten Assays
die Moglichkeit, die Effizienz der PIMT-Katalyse zu beurteilen, was im Bereich des protein
engineerings genutzt werden konnte, um z.B. den Erfolg einer PIMT-Strukturdnderung zu
ermitteln. Weiterhin bietet der Assay die Moglichkeit, Effektoren der PIMT mittels
Hochdurchsatzanalysen zu untersuchen, da er auf Mikrotiterplatten durchgefiihrt wird, die
keine weiteren Sicherheitsmafinahmen erfordern und die in automatisierten Systemen zur

Anwendung kommen.

Die PIMT ist ein weit verbreitetes Enzym in Eukaryoten, Prokaryoten und sogar
Archaebakterien (Li, Clarke 1992; Griffith et al. 2001). Im Menschen und in der Maus
kommt es ebenfalls vor. Aus diesem Grund haben wir zunédchst die Organe von sechs Méusen
auf das Vorhandensein und die Menge an PIMT-mRNA mittels RT-PCR untersucht. Dabei
haben wir besonders hohe Mengen in den verschiedenen Gehirnarealen, dem Herz- und
Skelettmuskel und vor allem in den Hoden beobachten konnen. Diese Verteilung konnte
teilweise durch Kim ef al. und Boivin ef al. bestitigt werden, die eine hohe PIMT-Aktivitit
im Gehirn und im Herzmuskel bzw. hohe PIMT-Konzentrationen mittels Western Blot im
Gehirn, dem Herzen und den Hoden detektierten. Zusétzlich beobachteten Kim et al. im
Gehirn und im Herzen von PIMT-KO-Méuse auch hohe Konzentrationen an beschidigten
Proteinen (Kim et al. 1997; Boivin et al. 1995). Die hohe Konzentration an PIMT-mRNA im

Gehirn ist nur konsequent, da dort auch viele PIMT-Substrate, wie Synapsin und Tubulin,
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lokalisiert sind (Zhu et al. 2006b). Des Weiteren ist das Gehirn auch der Ort, wo beschidigte
Proteine, den meisten Schaden anrichten. So haben PIMT-KO-Maiuse eine stark verkiirzte
Lebenserwartung, die Tiere sterben nach durchschnittlich 42 Tagen an tddlichen Anfillen
(Kim et al. 1997) bzw. entwickeln sie bei PIMT-Mangel eine fatale progressive Epilepsie und
sterben nach 4-12 Wochen (Yamamoto et al. 1998). In den Hoden werden vermutlich
hinsichtlich der Lagerung grof3ere PIMT-Mengen benétigt, um die reifen Spermien fruchtbar
zu halten. So konnte in Spermien ein einzigartiges PIMT-Transkript entdeckt werden. Weitere
Analysen ergaben, dass PIMT nicht fiir die Entwicklung als vielmehr fiir Aufrechterhaltung

der Proteinfunktionen im Spermium bendétigt wird (Chavous et al. 2000).

Nachdem die makroskopische Verteilung der PIMT im Organismus geklért war, widmeten wir
uns der subzelluldren Verteilung. Hier wollten wir unter anderem kldren, ob PIMT und APP
colokalisiert sind. Weiterhin wird vermutet, dass die beiden PIMT-Isoformen aufgrund der
unterschiedlichen C-Termini moglicherweise eine andere Lokalisierung innerhalb der Zelle
haben. Hierfiir haben wir EGFP- und FLAG-getagte PIMT-Konstrukte in HEK293-Zellen
transfiziert und diese anschlieBend mittels fraktioniertem Zellaufschluss und Western Blot
analysiert. Dabei konnten wir die Konstrukte ausschlieBlich in der cytosolischen Fraktion
detektieren (Abb. 51 & 52). Im Widerspruch dazu lassen sich beide PIMT-Konstrukte mit der
konfokalen Laserrastermikroskopie sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern visualisieren.
Dabei fallen Strukturen auf, welche dem Cytoskelett dhneln (Abb. 53-55). Auf Grund der
vielen unterschiedlichen endogenen Substrate von PIMT, zu denen auch das Tubulin
(Najbauer et al. 1996), das Aktin (Zhu et al. 2006b) und das Tau-Protein (Yamamoto et al.
1998) gehoren, welche alle am Aufbau und der Stabilisierung des Cytoskeletts beteiligt sind,
war das zu erwarten. Die Lokalisierung von PIMT im Zellkern konnte auch in der Pflanze
Arabidopsis thaliana gezeigt werden (Xu et al. 2004). Des Weiteren ist PIMT ein monomeres,
globuldres Protein mit einer Grofe von nicht mehr als 25 kDa. Damit sollte es frei durch die
Kernporen in den Zellkern gelangen konnen, da kleine Proteine bis zu einer Gréfle von ca.
40 kDa hierfiir keine Kern-Lokalisierungssequenz bendtigen (Koolman, Réhm 2003). Das
konnte auch erkldren, weshalb man die EGFP- und FLAG-markierten PIMT-Konstrukte nur
im Cytoplasma detektieren konnte, da moglicherweise ein Grofteil der PIMT-Molekiile
wihrend der Prédparation aus dem Zellkern diffundiert ist oder herausgedriickt wurde. Die
Konzentration der PIMT-Konstrukte in anderen Kompartimente war dann vermutlich so
gering, dass keine Detektion erfolgen konnte. Interessanterweise haben Boivin et al
membrangebundene PIMT gefunden, die vermutlich eine hydrophobe Bindung zur

Zellmembran eingeht, da sie nur mit Detergenzien, nicht aber mit Salz oder Harnstoff von der
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Zellmembran getrennt werden konnte (Boivin et al. 1995). Daher stellt sich verstirkt die
Frage, weshalb man keine Spur von PIMT in den anderen Fraktionen fand. Mdglicherweise
wurde durch die Fusion von PIMT und EGFP bzw. dem FLAG-tag die hydrophobe
Interaktion mit der Zellmembran gestort oder die Interaktionsstelle von PIMT und
Zellmembran stort die Bindung des Antikorpers. Zusammengefasst konnte im letzten Teil der
Promotionsarbeit gezeigt werden, dass die PIMT sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern
lokalisiert ist. Bei genauerer Betrachtung der Verteilung innerhalb der Zelle fillt zusétzlich
eine cytoskelettdhnliche Struktur auf. PIMT hat also eine Vielzahl von unterschiedlichsten
Substraten in allen Bereichen eines Organismus. Erstaunlich ist dabei, dass die PIMT in
Situationen vermehrter Substratbildung, basischem pH oder erhohter Temperatur die eigene
Aktivitdt steigert. Gebremst wird die Aktivitit nur durch die Produktion des kompetitiven
Inhibitors SAH. Somit muss bei zukiinftigen Therapieansitzen die Konzentration von SAH
und SAM in der Zelle stirker beriicksichtigt werden. Es kann ebenfalls versucht werden, die
Affinitdt der PIMT fiir SAH durch gezielte Verdnderung der Proteinstruktur zu verringern
oder die Affinitit fiir SAM zu erhdhen.
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5.  Zusammenfassung & Ausblick

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Promotionsarbeit zum ersten Mal gezeigt
werden, dass die N-terminale Isoaspartbildung von physiologischer Relevanz ist, sofern es
Proteine betrifft, die eine hohe Lebensdauer haben, wie z.B. extrazelluldres AP, Proteine in
den Erythrozyten, der Augenlinse oder den Zdhnen. Es wurde zum ersten Mal eine
quantitative Analyse der isoAsp-Bildung am N-Terminus von Modellpeptiden mittels CE-UV
angefertigt, die Riickschliisse auf andere Proteine mit langer Lebensdauer zulédsst. So miissen
Medikamente auf Proteinbasis hinsichtlich ihrer Potenz zur isoAsp-Bildung, auch am N-
Terminus, untersucht und bewertet werden, um Nebenwirkungen von Medikamenten zu
minimieren. Weiterhin bietet der in dieser Promotionsarbeit etablierte und validierte APN-
gekoppelte PIMT-Aktivititsassay die Moglichkeit einer genaueren Analyse der PIMT. Der
Assay benoétigt keine radioaktiv markierten Substanzen, wenig Probenmaterial und ist fiir eine
automatisierte Analyse von verschiedenen Effektoren der PIMT geeignet. In Verbindung mit
den bereits vorhandenen Assays konnen weitere Riickschliisse auf die biochemischen
Eigenschaften der PIMT geschlossen werden. Mit Hilfe des neuen Assays konnten sowohl
diverse kinetische Parameter verschiedener PIMT-Substrate, das Temperatur- und pH-
Optimum der durch PIMT katalysierten Reaktion als auch der ICso-Wert von SAH bestimmt
werden. Im letzten Teil der Promotionsarbeit konnte mittels Western Blot und
Laserrastermikroskopie gezeigt werden, dass die PIMT sowohl im Cytoplasma als auch im
Zellkern lokalisiert ist, wobei eine cytoskelettdhnliche Struktur erkennbar wurde. Eine hohe
PIMT-mRNA-Konzentration konnte zudem vermehrt im Gehirn, dem Skelett- und
Herzmuskel sowie dem Hoden beobachtet werden. Damit stellt sich PIMT als ein sehr
interessantes Enzym da, da es zum einen dort starker lokalisiert ist, wo Proteindefekte stirkere
Auswirkungen haben, wie im Gehirn oder dem Herzmuskel, und zum anderen passt sich die
Aktivitdat der PIMT den Bedingungen fiir das verstiarkte Auftreten von Fehlfaltungen, wie ein
erhohter pH-Wert oder eine erhohte Temperatur, an. Die Frage nach der Co-Lokalisation von

PIMT und APP konnte nicht abschlieBend geklart werden.

Die grofle Anzahl an unterschiedlichen Substraten fiir die PIMT und die damit verbundene
Involvierung in die verschiedensten Krankheiten macht PIMT zu einem &uf3erst interessanten
Ziel fiir die Entwicklung von Therapeutika. Daher muss weiter versucht werden einen

kontinuierlichen Aktivititsassay fiir die PIMT zu entwickeln, damit das Enzym weiter im
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Detail untersucht und die Suche nach Aktivatoren bzw. Inhibitoren vorangetrieben werden

kann.
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6. Anhang

6.1  Kontinuierlicher MDH-gekoppelter PIMT-Aktivitatsassay

Anzucht und Zellernte

Methylobacterium extorquens (DSM 1337) wurde ausplattiert und von Kontaminationen
befreit. Danach konnte der Stamm in 2x 1.65 1 Kultivierungsmedium iiber 3 Tage bei 30 °C
und 200 rpm kultiviert werden. Die Kultur verfarbte sich rosa bis rot. Die Zellen wurden

mittels Zentrifugation bei 7000 g geerntet. Aus 3.3 1 Fliissigkultur konnte eine Zellmasse von

9.18 g gewonnen werden.

Kultivierungsmedium:

e 0.57 g/l NaH,PO4 * 2 H,0O

e 3.00 g/l NH4Cl

o 1.53 g/l K;HPO,

e 0.20 g/l MgSO,4 * 7 H,O

e 1 %o (v/v) Spurenelementlosung (DSM
141 + 0.2 % (v/v) FeCl, * 4 H,0)

Abb. 57: Geerntetes Methylobacterium extorquens.
Aufschluss und Reinigung

Das Zellpellet wurde mit 50 ml Puffer A (100 mM Mes pH 5.5) versetzt und resuspendiert.
Zusétzlich wurden standardméBig Proteinase-Inhibitoren hinzugefiigt. Der Ansatz wurde auf
in Eiswasser gelagert. Der Aufschluss erfolgte per french press mit 3x 700 bar. Das Zelllysat
wurde 40 min bei 108 000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde iiber einen
Acetatfilter (0.45 um, 30 mm Durchmesser) gereinigt. Danach wurden die circa 80 ml
Proteinlésung mit Hilfe eines Superloops auf die SP-Sepharose-Sédule (V=5 ml) mit 1 ml/min
gegeben. AnschlieBend wurde mit 200 ml Puffer A mit 2 ml/min gewaschen. Die Elution
erfolgte iiber einen Gradienten iiber 100 ml (0-50 % Puffer B (100 mM Mes pH 5.5, 250 mM

NaCl)) mit 2 ml/min. Es wurden 2 ml-Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen wurden mittels
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SDS-PAGE analysiert. Danach wurden die Fraktionen 15-20 vereinigt, konzentriert und in
20 mM Phosphat-Puffer pH 7 umgepuffert. Insgesamt konnten circa 7 ml mit einer

Konzentration von 4 mg/ml gereinigt werden, also ungefihr 28 mg gereinigte native MDH.

[kDa] [kDa]
ﬁg M P U F DLW 10 12 14 16 M 20 22 24 26 28 3033 36 39 A B K M ﬁg
v SR N\ | Sk g w
50 E - .-.- e = ®.
37 & ! 37
*  MDH-o -—
25 - “ 25
20 a 20
— — -
15 ‘l &3 MDH-B \ — e o — s
0 - U Bl - 0

Abb. 58: SDS-PAGE der Reinigung der MDH aus dem Methylobacterium extorquens. Verwendet wurde ein
15 %iges Trenngel. M = Proteinstandard (Biorad #161-0363), P = Sediment nach 40 min, 4 °C, 108000 g,
U = Uberstand nach 40 min, 4 °C, 108000 g, F = Uberstand nach Filterung, DL = Durchlauf der SP-Sepharose-
Saule, W = Waschfraktion der SP-Sepharose-Séule, A = Durchlauf des 10 kDa-Konzentrators, B = Durchlauf des
50 kDa-Konzentrators, K = MDH-Konzentrat

DCPIPH,

Abb. 59: Idee des MDH-gekoppelten PIMT-Aktivitdtsassays. Nachdem das isoAsp-Substrat durch PIMT und
SAM methyliert worden ist, sollte das entstandene Methanol durch die MDH (EC 1.1.99.8) zu Formaldehyd
oxidiert werden. Die reduzierte MDH wiirde danach durch das Phenazinmethosulfat (PMeS) regeneriert werden.
Das reduzierte PMeS koénnte dann durch DCPIP regeneriert werden und man konnte die Reaktion optisch bei

595 nm verfolgen (blau > farblos).
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Ergebnis der initialen Tests
Die Reaktion lduft bereits ohne Zugabe von Methanol ab. Auch das Entgasen der Puffer

konnte daran nichts dndern.

6.2 Titration der N-Termini von NGEF, DGEF, NAEF & DAEF

Die Titrationen wurden mit jeweils 2 mM Peptid bei 37 °C in 25 ml bidestilliertem Wasser

durchgefiihrt.

Titrationskurven fiir das Peptid NGEF: pK ~ 6.8

T

o]

©

=z

=

— #NaOH pK 6,748
o

= = HCI pK 6,749
2 NaOH pK 6,756
N  HCI pK 6,807
<)

-

E

pH-Wert

Titrationskurven fiir das Peptid DGEF: pK ~ 7.8

01

0,7
T
% 0,6
=z 05 ¢ NaOH pK 7,975
= mHCI pK 7,814
—
s 04 NaOH pK 7,883
5 03 % HCI pK 7,779
T x NaOH pK 7,833
S 02
2 @ HCI pK 7,773
o
E

pH-Wert
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Titrationskurven fiir das Peptid NAEF: pK ~ 6.6

T
o)
[+
zZ
= o NaOH pK=6,740
— pPK=0,
2 ® HCI pK=6,603
5 NaOH pK=6,699
S HCI pK=6,534
i
S
|
E

0 2 4 6 8 10 12 14

pH-Wert

x NaOH pK=7,613

T

o}

5]

2

- *NaOH pK=7,63
;‘ m NaOH pK=7,642
= HCI pK=7,634
S % HCI pK=7,647
=

—

S

—

=

Ergebnis: Der pK-Wert der N-Termini der Asn- und Asp-Peptide unterscheidet sich um circa 1
pH-Einheit.
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6.3 Kinetischer Isotopieeffekt von NGEF in Tricinpuffer

Um eine Abhéngigkeit des kinetischen Isotopieeffektes von den Pufferionen auszuschliefen,
wurden die Messungen in Tricinpuffer mit identischer lonenstirke im Vergleich zum 3-

Komponenten-Puffer durchgefiihrt.

Tab. 8: Isomerisierungsgeschwindigkeit von NGEF in 23 mM Trincinpuffer pH/pD 8.

23 mM Tricin 1 mM NGEF 1 mM NGEF KIE
pH/pD 8.0 in H,O in D,O
k (d'l) 0.0329 + 0.0004 0.0134 £ 0.0001 247
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