Konfor mer spezifitéat der Proteinphosphatase 2A bei der
Dephosphorylierung prolinspezifischer Phosphorylierungsstellen

elektronisches
dokument

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturaium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt dem

Fachbereich Biochemie/Biotechnologie
der Mathematisch-Naturwissenschaftlich-Technischen Fakul tét
der Martin-Luther-Universitét Halle-Wittenberg

von Andreas Werner

geb. am 5. Juni 1971
in Karl-Marx-Stadt (heute Chemnitz)

Gutachter:

1. Prof. Dr. G. Fischer
Forschungsstelle ,, Enzymologie der Proteinfaltung” der Max-Planck-Gesellschaft, Halle
2. Prof. Dr. R. Wetzker
Friedrich-Schiller-Universitdt Jena, Arbeitsgruppe ,, Molekulare Zellbiologie*
3. Prof. Dr. E. Mandelkow
Arbeitsgruppen fur Strukturelle Molekularbiologie der Max-Planck-Gesellschaft, Hamburg

Halle (Salle), Oktober 2001 verteidigt am 19. 02. 2002

urn:nbn:de:gbv:3-000003115
[http://nbn-resolving.de/urn/resol ver.pl 2urn=nbn%3A de%3A gbv%3A 3-000003115]



Inhaltsver zeichnis

Abkurzungsverzeichnis

L EINLEITUNG . .. e e

1.1 Phosphatgruppentransfer als Regulationsprinzip . . . .........coiii ...
1.2. DieProteinphosphatase 2A (PP2A) . . ... oo e e
1.3. Prolinund prolinspezifische Enzyme. . . ... . i
1.4. Konformationelle Heterogenitét nativer Proteine und isomerspezifische Prozesse . . .
15 Zidstelung der Arbeit . .. ... e

[I.MATERIAL UND METHODEN .. ... . e

2.1. Verwendete Chemikalien, Peptideund Proteine. .. ..........................
2.2. ProteinreiNiQUNG . . . ..o ettt e e e e
221 Isolierungder PP2A; . . ..ot
2.2.2. Isolierung der katalytischen Untereinheit PP2Ac. .. .. ...t
2.3. Proteinchemische ANalyse . . . .. ..o
2.3 L SDS PAGE . ..
2.3.2. SEgUENZANAlY e . . . ot e
2321 Edman-Abbau . . ...
2.3.2.2. Sequenzanalyse mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie. . ... ...
2.3.3. Bestimmung der Proteinkonzentration . .. ............. ...,
2.3.3.1. Titration der aktiven Konzentration an PP2A; und PP2Ac..........
2.3.3.2. Titration der aktiven Chymotrypsinkonzentration ... ..............
2.4. Messung der Phosphataseaktivitat . . ...
24.1. AllgemeineBemerkungen . .. ... . e
2.4.2. Aktivitét gegentber 4-Nitrophenylphosphat (pNPP) .. ...................
2.4.2.1. pH-Abhangigkeit des molaren Extinktionskoeffizienten
von4-Nitrophenol . ......... ... .
2.4.2.2. Messungen mit 4-Nitrophenylphosphat . ... .....................
2.4.3. Aktivitat gegentiber Phosphopeptiden . . .............. .. ... i
2.4.3.1. Chymotrypsingekoppelter Test . .. ... ...
24,3 2. HPLC . . .
2.4.3.3. Molybdat — Ascorbinsaure —Test . . ...,
2.5. Untersuchungen zur Isomerspezifitdtder PP2A . ... ... ... ...
2.5.1. Isomerspezifische Proteolyse. . ... ..o
2.5.2. Herstellung von cis-Xaa-Xaa-Thr(POsHz)-Pro-Phe-NH-Np . . .. ...........
2.5.2.1. AlaAla-Thr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np . .. .. .. .. ... .. ool
2.5.2.2. Pro-Leu-Thr(POsH2)-Pro-Phe-NH-Np . . . .. .. ... ool
2.5.3. Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten Kqps der |somerisierung
von cisAla-AlaThr(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np . . .. .. ... ... ... ool
2.5.4. Untersuchungen zur Konformerspezifitét von Phosphatasen .. ............

. ERGEBNISSE . . ...

3.1. Reinigung und Charakterisierungder PP2A1 . .. ... ... i i
311 . Reinigung der PP2A1 . . ..ot
3.1.2. Identifizierung der Untereinheiten. .. .......... ... ...
3.1.3. Isolierung der katalytischen Untereinheit PP2Ac . .. .. ... ..ol



3.1.4. Inhibierbarkeit durch Okadasdureund Calyculin A . ..................... 37

3.1.5. Titration der aktiven Konzentration an PP2A; und PP2Ac . . .............. 38
3.1.6. Beeinflussung der Phosphataseaktivitét durchHiston.................... 40
3.1.7. Einfluss des pH-Wertes und der lonenstarke auf die PP2A-Aktivitét .. ... ... 41
3.2. Untersuchungen zur Substratspezifitét der PP2A .. ... ... .. ... 42
3.2.1. Einfluss der P+1 Position auf die Dephosphorylierung .. ................. 42
3.2.2. Bestimmung der katalytischen Konstanten fir ausgewahlte Peptide. . ... .. .. 45
3.3. Untersuchungen zur cis/trans Konformerspezifitét von Phosphatasen . ........... 49
3.3.1L AllgemeineBemerkungen . . ... e 49
3.3.2. Herstellung von cis-Ala-Ala-Thr(POzH)-Pro-Phe-NH-Np . ... ............ 50
3.3.3. Bestimmung der | somerisierungsgeschwindigkeit von
cisAlaAlaThr(POzH,)-Pro-Phe-NH-Npbei O°C .. .................... 51
3.3.4. Untersuchungen zur Konformerspezifitat der PP2A; . ... ... .t 52
3.3.5. Einfluss von Pinl und seinen Mutanten auf die Dephosphorylierung
des Cdc25-Peptids Pro-Leu-Thr(POsH)-Pro-Phe-NH-Np . . .. ............ 55
IV.DISKUSSION . .. e 58
4.1. Die PP2A —Isolierung und Substratspezifitat . .. ..........c oo 58
4.2. Die PP2A —eine prolinspezifische Phosphatase ?. . ... ... .ot 64
4.3. |somerspezifische Dephosphorylierung - ein neuer Regulationsmechanismus. . . . .. 68
V. ZUSAMMENFASSUNG . . ..o e e 76

VI LI TERATUR . e e 79



ACN

Bis-Tris-Propan (BTP)
BSA

Cdc25

Cdk

CHES

DTT

Eo
ICso

P+1 Position
P:, P>, Ps-Position

PAGE
pNPP
PP1
PP2A
PP2A,

PP2Ac
PP2Ap
PPlase
PR55/PR65

pSer/pThr
PTPA
RP-HPLC
S

DS
TCA
TFA

Thr(P03H2)/Ser(P03H2)

Tris
UE
v
Xaa

Abkurzungsver zeichnis

Acetonitril

1,3-bi 5{ tris(Hydroxymethyl)methylamino} propan

bovine serum abumin, Rinderserumalbumin

cell division cycle 25, eine dual spezifische Phosphatase

cyclin dependent kinase, Cyclinabhangige Kinase
2-(N-Cyclohexylamino)ethansulfonsaure

Dithiothreitol

Anfangsenzymkonzentration

Inhibitorkonzentration, die eine 50 %ige Inhibierung des Enzyms
bewirkt

Geschwindigkeitskonstante

Katalysekonstante

I nhibitionskonstante

Michaeliskonstante

Mitogen-activierte Proteinkinase
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure

4-Nitroanilidrest

4-Nitrophenylrest

der Phosphorylierungsstelle C-terminal benachbarte Aminosaure
Aminosdurereste, die mit den Bindungsstellen der Protease
wechselwirken, Nomenklatur nach Schechter und Berger (1967)
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

4-Nitrophenylphosphat

Protei nphosphatase-1

Proteinphosphatase 2A

heterotrimere PP2A mit einer regulatorischen Untereinheit der B-
Familie

katalytische Untereinheit der PP2A

dimere PP2A aus katalytischer und Strukturuntereinheit
Peptidyl-Prolyl cis/trans |somerase

regulatorische Untereinheiten der PP2A (Molekulargewicht ca. 55
bzw. 65 kDa)

phosphorylierter Threonin- bzw. Serinrest
Protein-Tyrosinphosphatase-Aktivator

Umkehrphasen-Hochl el stungsfl issigchromatographie
Substratkonzentration

Natriumdodecylsulfat

Trichloressigsdure

Trifluoressigsaure

phosphorylierte Threonin- bzw. Serinrest
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

Untereinheit

Geschwindigkeit einer Enzymreaktion

beliebiger Aminosaurerest



EINLEITUNG 1

|. Einleitung

1.1 Phosphatgruppentransfer als Regulationsprinzip

Eine Zelle hat wahrend ihres Lebens vielfédtige Aufgaben zu erflllen. Die Voraussetzung fir
das Funktionieren aller zelluldren Ablaufe stellt eine genaue Regulation aller beteiligten
Prozesse dar. Jahrzehnte nach der Entdeckung der ersten phosphorylierten Proteine und der
Regulation von Enzymaktivitdéten durch  Phosphorylierung am  Beispid  der
Glycogenphosphorylase (Fischer, E. H. und Krebs, 1955; Sutherland und Wosilait, 1955), ist
die Uberragende Rolle der reversiblen Proteinphosphorylierung bel der Koordination des
zelluléren Geschehens unumstritten. Die enorme Bedeutung wird durch die grof3e Anzahl von
Proteinkinasegenen in eukaryotischen Genomen verdeutlicht. In Drosophila melanogaster,
Saccharomyces cerevisiae und Caenorhabditis elegans gehdren Proteinkinasen zu den
Proteinfamilien mit den meisten Vertretern. In allen drei Organismen stellen sie 2 % des
Proteoms dar (Rubin et al., 2000). Wahrscheinlich enthalten bis zu 30 % aller zellularen
Proteine kovalent gebundenes Phosphat, ein abnormer Phosphorylierungsgrad ist eine der
Ursachen oder Konsequenzen haufiger Krankheiten, wie Krebs, Diabetes, Alzheimer oder
rheumatischer Arthritis (Cohen, P., 2000). Die Modifikation durch einen Phosphatrest kann
ganz unterschiedliche Auswirkungen auf das Zielprotein haben. Sehr haufig reguliert
Phosphorylierung die Aktivitdt von Enzymen (Gabrielli et a., 1997; Sugiura et al., 1999;
Davis, R. J., 2000). Des weiteren werden sowohl die Stabilitét (Szilak et al., 1997; Nosworthy
et al., 1998; Brondello et a., 1999) als auch die Fahigkeit zur Wechselwirkung mit anderen
Proteinen (Di Paolo et a., 1997; Kann et al., 1999) oder DNA (Steegenga et al., 1996), zur
Bindung von Metallionen (Taborsky, 1991) oder zur Translokation zwischen verschiedenen
zelluldren Kompartimenten (Jans, 1995; Petersen et a., 1999) durch Phosphorylierung
beeinflusst. Es sind verschiedene Proteine und Proteindomanen bekannt, die ihre
Bindungspartner innerhalb zellulérer Signalkaskaden nur in phosphorylierter Form erkennen
(Ubersichtsartikel: Yaffe und Cantley, 1999; Yaffe und Elia, 2001; Yaffe und Smerdon,
2001). Beispiele fur solche spezifischen Module sind die SH2-Doménen (Schaffhausen,
1995), WW-Doméanen (Lu, P. J. et a., 1999b), FHA-Doméanen (Durocher et al., 2000) oder
14-3-3 Proteine (Aitken, 1996; Y affe et al., 1997a).

Die haufigsten Phosphorylierungen in  Eukaryoten erfolgen an Seitenketten von
Serin-/Threonin- oder Tyrosinresten. Die Dephosphorylierung dieser beiden unterschiedlichen
Seitenketten erfolgt nach verschiedenen Mechanismen (Ubersichtsartikel: Denu et al., 1996b;
Barford et al., 1998). Die Tyrosinphosphatasen bilden nach einem nukleophilen Angriff eines
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Thiolat-Anions einer Cysteinseitenkette am Phosphoratom ein kovalentes Phospho-Enzym-
Intermediat (Denu et al., 1996a), wahrend bel den Serin/Threonin-Phosphatasen der
nukleophile Angriff am Phosphoratom durch ein von zwel Metallionen aktiviertes
Wassermolekill erfolgt und es deshalb zu keiner voribergehenden Ubertragung des
Phosphates aufs Enzym kommt (Egloff et al., 1995; Griffith et a., 1995).

1.2. Die Proteinphosphatase 2A (PP2A)
Die PP2A gehdrt zusammen mit der PP1, der PP2B (Calcineurin), der PP4 und der PP5 zur
PPP-Familie der Protein-Serin/Threonin-Phosphatasen. Die Vertreter dieser Familie haben
keinerlei Sequenzhomologie zur PPM-Familie, zu der u.a die M¢f*-abhéngige PP2C gehort
(Ubersichtsartikel: Wera und Hemmings, 1995; Barford, 1996; Zolnierowicz und Bollen,
2000).
Die PP2A ist en heterotrimeres Enzym mit vielfdtigen zelluld&ren Funktionen
(Ubersichtsartikel: Mayer-Jaekel und Hemmings, 1994; Goldberg, Y., 1999; Millward et .,
1999; Zolnierowicz, 2000; Virshup, 2000; Sontag, 2001; Janssens und Goris, 2001). Von der
katalytischen Untereinheit (PP2Ac) mit eéinem ungefahren Molekulargewicht von 36 kDa sind
in Sdugern zwei Isoformen (a und b) bekannt, die sich nur in 8 von insgesamt 309
Aminosauren unterscheiden (Stone et al., 1987). Beide werden in allen Geweben exprimiert,
wobei alerdings die a-lsoform in hoheren Konzentrationen auftritt (Khew-Goodall und
Hemmings, 1988). Trotz hoher Sequenzhomologie zur b-lsoform ist die a-Isoform ein
essentielles Protein. 1hre Abwesenheit kann von der b-lIsoform nicht vollstandig kompensiert
werden. So ist z. B. die Deletion der a-lIsoform letal in Mausembryonen (Gotz et al., 1998).
Die Ursache dafur scheint die unterschiedliche Lokalisation der beiden Isoformen zu sein
(Gotz et a., 2000). Sequenzvergleiche mit PP2Ac aus niederen Eukaryoten wie
Saccharomyces cerevisiae (Sneddon et al., 1990), Schizosaccharomyces pombe (Kinoshita et
al., 1990), Xenopus laevis (Vanhoof et al., 1995b), Drosophila melanogaster (Orgad et al.,
1990) oder Pflanzen wie Arabidopsis thaliana (Perezcallgjon et al., 1998) und Brassica napus
(MacKintosh, R. W. et al., 1990) zeigen, dass die PP2Ac zu den am hochsten konservierten
Enzymen wahrend der Evolution gehort.
Die PP2A ist ein Metalloenzym mit Fe?* und Zr?* im aktiven Zentrum (Nishito et al., 19993;
Nishito et al., 1999b).
Die katalytische Untereinheit ist relativ fest mit einer strukturellen Untereinheit von rund 65

kDa (PR65 oder A-Untereinheit) assoziiert, von der in Sdugern ebenfalls zwei 1soformen mit
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87 % Sequenzidentitdt vorliegen (Hemmings et a., 1990). Die scheinbare
Dissoziationskonstante dieser Wechselwirkung liegt bel ungeféhr 85 pM (Turowski et al.,
1997).

Kurzlich konnte die dreidimensionale Struktur der A-Untereinheit aufgeklart werden (Groves
et a., 1999). Ihr aul3eres Erscheinungsbild ist ein langgestrecktes, hakenformig gebogenes
Molekil. Sie besteht aus einer Abfolge von 15 HEAT-Motiven von 39 Aminosdauren Lange.
HEAT (untingtin/ elongation/ A subunit/ target of rapamycin)-Motive wurden nach den
ersten Proteinen benannt, in denen sie gefunden wurden (Andrade und Bork, 1995; Groves
und Barford, 1999). Sie sind repetitive Sequenzen mit einer Lange von 37-43 Aminosauren,
die in Proteinen in 3- bis 22-facher Wiederholung gefunden wurden. Alle 15 HEAT-Motive
der A-Untereinheit bilden prinzipiell eine ahnliche Struktur, ndmlich zwe antiparallele
Helices. Diese sind parallel zu ihren Gegenlbern im benachbarten Motiv angeordnet, so dass
sich eine Struktur ergibt, die an eine Doppelschicht aus a-Helices erinnert. Die Loops
zwischen beiden Helices eines Motives enthalten konservierte Aminosauren und exponierte
hydrophobe Oberflachen und stellen somit wahrscheinlich die Interaktionsstellen mit
katalytischer und regulatorischer Untereinheit dar.

PR55
a,b,gd

‘ | PR61 (B56)
a,bl/2,g1-3,d, e

PR72/PR130,
PR59, PR48

PR93/SG2NA
PR110/Striatin

Abb. 1.1 Zusammensetzung der PP2A-Holoenzyme
Griechische Buchstaben zeigen verschiedene Isoformen an. Eine Nummerierung bedeutet die
Existenz mehrerer Spleil3varianten eines Gens.

Das Dimer aus katalytischer und A-Untereinheit (auch Kerndimer oder PP2Ap) stellt bereits
einen Tell der zelluléar vorhandenen PP2A dar (Kremmer et a., 1997). Das komplette

heterotrimere Holoenzym wird durch Assoziation des Dimers mit einer regulatorischen
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Untereinheit gebildet. Bisher sind in Saugern drei verschiedene Familien von Untereinheiten
(B/PR55, B'/PR61/B56 und B'‘/PR72) bekannt, die untereinander keine Sequenzhomologie
aufweisen. Alle Familien bestehen aus verschiedenen Isoformen, von denen zum Teil mehrere
Splei3varianten existieren (Abb. 1.1). Trimere Holoenzyme mit B-Untereinheit werden oft
auch als PP2A;, solche mit B*-Untereinheit haufig als PP2A, bezeichnet.

Die vier Isoformen der B-Familie werden gewebespezifisch exprimiert (Mayer et a., 1991;
Zolnierowicz et al., 1994, Strack et al., 1999) und enthalten 6 WD-Repeats (Neer et al., 1994).
Diese schwach konservierten Sequenzmotive aus ungeféhr 40 Aminosduren dienen
wahrscheinlich der Interaktion mit anderen Proteinen (Smith, T. F. et a., 1999). So wurde fir
die Ba-Untereinheit eine Assoziation mit dem Typl-TGF-b-Rezeptor gezeigt, die in ener
Phosphorylierung der Phosphataseuntereinheit durch die Rezeptorkinase resultiert (Griswold-
Prenner et al., 1998).

Die B‘-Familie besteht aus mindestens vier Genprodukten (McCright und Virshup, 1995;
Csortos et al., 1996; Tehrani et al., 1996). Ihre Vertreter besitzen einen homologen zentralen
Bereich, der wahrscheinlich fir die Interaktion mit dem PP2A-Dimer verantwortlich ist, und
variable N- und C-Termini (Zolnierowicz et a., 1996). Fast alle Vertreter sind in vivo
Phosphoproteine, die in unterschiedlichen Kompartimenten lokalisiert sind (McCright et al.,
1996).

Zur Familie der B‘‘-Untereinheiten gehdren die Proteine PR72 und PR130, die
wahrscheinlich Spleif3produkte eines Gens sind (Hendrix et al., 1993a) sowie die vor kurzem
mittels Hefe-Zwei-Hybrid System identifizierten Proteine PR59 und PR48 (Voorhoeve et al.,
1999; Yan et a., 2000).

Kurzlich wurde die Existenz einer vierten Untereinheitsfamilie B*** postuliert. Die beiden
Verteter Striatin und SG2NA (§G;2 nuclear autoantigen) enthalten konservierte Epitope, die
auch in der B'-Familie zu finden sind, besitzen WD-Repeats wie die B-Familie und
interagieren mit PP2Ap (Moreno et al., 2000).

Ein weiteres Protein, welches an die dimere (und in geringerem Mal%e an die monomere)
PP2A bindet, ist der PTPA (Protein- Tyrosinphosphatase- Aktivator) (Cayla et a., 1990). Seit
langem ist bekannt, dass die PP2A eine intrinsische Tyrosinphosphataseaktivitét besitzt, die
sich von der Serin-/Threoninaktivitét hinsichtlich ihrer katalytischen Eigenschaften und
Thermostabilitét unterscheidet (Hermann et al., 1988; Goris et al., 1988). Der PTPA aktiviert
die Tyrosinphosphataseaktivitdt der dimeren PP2A, ohne die Aktivitdt gegenlber

Phosphoserin-/Phosphothreoninsubstraten  zu  beeinflussen. Er wurde urspringlich aus
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Kaninchenmuskel isoliert, homologe Proteine existieren aber auch im Krallenfrosch, in der
Fruchtfliege und in Hefe (Hoof et al., 1994; Vanhoof et al., 1995a; Hoof et al., 2000).

Ein weiterer Effektor der PP2A in Sauger- und Hefezellen ist der second messenger Ceramid.
Eine Aktivierung der Phosphatase durch Ceramide ist fur die monomere, dimere sowie die
trimere Form der PP2A beschrieben (Law und Rossie, 1995; Dobrowsky et al., 1993).
Zdlulédre Ziele der Ceramid-aktivierten PP2A sind die Transkriptionsfaktoren c-myc (Wolff
et al., 1994) und c-Jun (Reyes et al., 1996) sowie das antiapoptotische Protein Bcl2 (Ruvolo et
al., 1999).

Fur die PP2A existieren zwei zelluldre hitzestabile Proteininhibitoren, die in Analogie zu
Inhibitoren der PP1 als L™"** und L™ bezeichnet wurden (Li et al., 1995). Sie inhibieren
adle Holoenzymformen der PP2A durch Bindung an die katalytische Untereinheit.
Interessanterweise kénnen beide Inhibitoren in Gegenwart von Mrf* die Aktivitét der PP1
gegentiber ausgewahlten Substraten stimulieren (Katayose et al., 2000). M 6glicherweise sind
die beiden Proteine an der Koordination verschiedener zelluldrer Phosphatasen oder
Signalwege beteiligt.

AulRerdem wird die PP2A in vivo durch posttranslationale Modifikationen reguliert. Die
katalytische Untereinheit wird am C-terminalen Leucinrest reversibel methyliert (Lee und
Stock, 1993; Xie und Clarke, 1994). Mittlerweile sind die spezifische Methyltransferase und
Methylesterase identifiziert (Baere et al., 1999; Ogris et a., 1999). Der Methylierungsgrad ist
in bestimmten Phasen des Zellzyklus (Go/G:- und Gi/S-Ubergang) erniedrigt (Turowski et al.,
1995). Welche Rolle die Methylierung bei der Regulation der PP2A spielt, bedarf allerdings
weiterer Untersuchung. Kontrovers diskutiert wird im Moment der Einfluss auf die
Phosphataseaktivitdt. Methylierung verursachte sowohl geringe Aktivierung (Favre et al.,
1994) as auch Inaktivierung (Zhu et al., 1997) der PP2A oder blieb ohne Einfluss auf die
Aktivitdt (Baere et a., 1999). Wahrscheinlich reguliert die Methylierung die
Phosphataseaktivitét nicht direkt, sondern indirekt, indem sie die Zusammensetzung des
Holoenzyms beeinflusst (Tolstykh et al., 2000; Wu et al., 2000; Ogris et a., 1997; Chung et
al., 1999).

Die Enzymaktivitdt der PP2Ac wird aulRerdem durch Phosphorylierung reguliert. Die
katalytische Untereinheit kann von den Tyrosinkinasen pp60"°, pp56%, EGF- und
Insulinrezeptor am Tyr*®” invitro phosphoryliert und damit inaktiviert werden (Chen, J. et al.,
1992). In vivo wurde diese Phosphorylierung transient beobachtet in aktivierten humanen T-
Zéllen, nach EGF-Stimulation oder Transformation von Fibroblasten mit pp60'° (Chen, J. et
al., 1994) sowie nach Stimulation von Muskelzellen mit Insulin (Begum und Ragolia, 1999).
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In vitro wurde auRerdem eine Threoninphosphorylierung durch die autophosphorylation
activated protein kinase gefunden (Guo und Damuni, 1993). Bisher sind weder die genaue
Phosphorylierungsstelle noch die physiologische Funktion bekannt. Allerdings fuhrte die
Phosphorylierung ebenfalls zur Inaktivierung der PP2Ac (Damuni et al., 1994). Neben der
katalytischen Untereinheit werden auch die regulatorischen Untereinheiten (besonders der B*-
Familie) phosphoryliert (McCright et al., 1996). Fir die PR61la wurde eine Interaktion mit
der PKR (double-stranded-RNA-dependent protein kinase) in vitro und in vivo gezeigt. Die
Phosphorylierung erhohte die Aktivitdt der trimeren PP2A gegenuiber den untersuchten
Proteinsubstraten (Xu und Williams, 2000). Auch fur die 74 kDa B*'d Untereinheit ist eine in
vitro-Phosphorylierung durch Proteinkinase A an mehreren Positionen und damit
einhergehende Anderung der katalytischen Aktivitat beschrieben worden (Usui et al., 1998).

Die PP2A ist ein essentielles Enzym, das an der Regulation von fast allen zellularen
Prozessen beteiligt ist (Janssens und Goris, 2001). Eine grol3e Erleichterung bei der Suche
nach der Funktion der PP2A und anderer Protein-Serin/Threoninphosphatasen in vivo brachte
die Anwendung natirlich vorkommender Inhibitoren. Der meistgenutzte ist die Okadasdure,
ein aus marinen Dinoflagellaten isolierter Polyether (Cohen, P. et a., 1990). Sie inhibiert die
PP2A mit einem K; von 0.2 nM und die PP1 mit einem K; von 2 nM, wéahrend Calcineurin
wesentlich schlechter (K; = 10 uM) und die PP2C gar nicht inhibiert wird. Auch die
Tyrosinphosphataseaktivitét der PP2A wird mit Okadasaure mit vergleichbarem K; inhibiert
(Takai und Mieskes, 1991). Neben der Okadasdure existieren noch andere natirliche
Phosphataseinhibitoren, wie z.B. Calyculin A, Microcystin, Nodularin, Tautomycin,
Cantharidin, die die Phosphatasen unterschiedlich gut inhibieren (MacKintosh, C. R. W.,
1994; Zolnierowicz, 2000). Die Anwendung dieser Inhibitoren zur Untersuchung der in vivo
Funktion einzelner Phosphatasen ist trotz der unterschiedlichen Inhibierungskonstanten sicher
problematisch, da die exakte Einstellung einer intrazelluldaren Inhibitorkonzentration
schwierig ist, und auf3erdem mehrere der in letzter Zeit neu entdeckten Proteinphosphatasen
ebenfalls sensitiv gegeniiber diesen Inhibitoren sind (Cohen, P. T. W., 1997). Trotzdem sind
wahrscheinlich Effekte, die durch Verabreichung solcher Inhibitoren erzielt wurden, auf die
Inhibierung sensitiver Phosphatasen zuriickzufihren. (Tapia et al., 1999; Kim et al., 1999;
Pryde et a., 1998; Sonodaet a., 1997).

Der Aufbau der PP2A aus verschiedenen Untereinheiten ermdglicht eine Regulation durch

unterschiedliche Zusammensetzung des Holoenzyms. Tatséchlich entscheidet in vielen Falen
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die variable Untereinheit Uber Enzymaktivitdt gegentiber bestimmten Substraten und die
zellulére Lokalisation.

Fur alle drei Untereinheiten der PP2A sind eine Vielzahl von Wechselwirkungspartnern
beschrieben, von denen jeder spezifische Auswirkungen hat (Ubersichtsartikel: Millward et
al., 1999; Janssens und Goris, 2001). Einige beeinflussen die Aktivitét/ Substratspezifitat oder
die Lokalisation, wie die Inhibitoren 177 und 1,774 (Li et a. 1995), der
Transkriptionsfaktor HOX11 (Kawabe et al., 1997), der Terminationsfaktor eRF1
(Andjelkovic et a., 1996) oder die viraen Proteine E4orf4 (Shtrichman et al., 1999) und vpr
(Hrimech et al., 2000); andere sind Substrate, wie z.B. das Filamentprotein Vimentin
(Turowski et a., 1999), die p70 S6 Kinase (Westphal et al., 1999), die Ca**/Camodulin
abhangige Kinase IV (Westpha et a., 1998) oder das Mikrotubuli-assoziierte Protein tau
(Sontag et al., 1999). Fur die Caspase 3 (Santoro et al., 1998), die PKR (Xu und Williams,
2000), die PP2A-Methylesterase-1 (Ogris et a., 1999) und die Janus-Kinase-2 (Begum und
Ragolia, 1999) stellt die PP2A selbst ein Substrat dar.

1.3. Prolin und prolinspezifische Enzyme

Unter den 20 proteinogenen Aminosauren nimmt Prolin als einzige Iminosaure eine
besondere Position ein. Das an der Peptidbindung zur vorherigen Aminosaure beteiligte
Stickstoffatom ist gleichzeitig Tell eines relativ starren Pyrrolidinringes und kann auf3erdem
nicht mehr als Wasserstoffbriickendonor wirken. Die Drehbarkeit um die N-C,-Bindung ist
sehr stark eingeschrénkt. Diese einzigartigen Eigenschaften des Prolins haben strukturelle
Konsequenzen in Proteinen. In Polypeptidketten wird Prolin héufig als N-terminae
Begrenzung von a-Helices (Forood et al., 1993), als Helixbrecher (Gunasekaran et al., 1998)
oder in b-Schleifen (Rose et a., 1985) gefunden.

Aufgrund der von anderen Aminosauren abweichenden Eigenschaften kénnen prolinhaltige
Substrate von Enzymen oft nicht oder nur mit geringer Effizienz umgesetzt werden. So
verhindert z. B. die Anwesenheit eines Prolins in bestimmten Positionen innerhalb einer
Polypeptidkette die Hydrolyse durch die meisten Peptidasen und Proteasen (Yaron und
Naider, 1993; Perona und Crak, 1995). Serin- und Threoninreste mit C-terminal
benachbartem Prolin kdnnen von den meisten Protein-Serin/Threonin Kinasen nicht
phosphoryliert werden (Pinna und Ruzzene, 1996). Sowohl im Fall der Peptidasen as auch
der Kinasen existieren prolinspezifische Vertreter, die im aktiven Zentrum auf die Erkennung

und Umsetzung prolinhaltiger Substrate spezialisiert sind. Die prolinspezifischen Peptidasen
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hydrolysieren ihre Substrate entweder N-terminal vom Prolin (Prolidase, Aminopeptidase P,
HIV-Protease) oder C-termina vom Prolin (Prolinase, Prolin-Iminopeptidase, Prolyl-
Oligopeptidase, Carboxypeptidase P) (Medrano et al., 1998; Yaron und Naider, 1993;
Cunningham und Oconnor, 1997).

Die Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro Motiven wird von prolinspezifischen Kinasen
katalysiert, die im Lauf der letzten Jahre immer mehr in den Mittelpunkt des
wissenschaftlichen Interesses gertickt sind, weil alle Vertreter der beiden bekannten Familien
SchlUsselpositionen innerhalb zellulérer Signalkaskaden besetzen. Die cyclinabhéngigen
Proteinkinasen sind entscheidend an der Regulation des Zellzyklus beteiligt, besonders beim
Ubergang zwischen den einzelnen Phasen (Pines, 1995; Morgan, 1997; Yang und Kornbluth,
1999). Beim Eintritt in die Mitose werden durch die stark erhdhte Aktivitat der Cdc2 Kinase
eine Vielzahl von Proteinen an Ser/Thr-Pro Motiven phosphoryliert und damit die
nachfolgenden mitotischen Prozesse ausgelést (Norbury und Nurse, 1992). Die
Konsensussequenz  fir die  Phosphorylierung durch die Cdc2 Kinase st
-Ser/Thr-Pro-Xaa-Lys/Arg-.

Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP Kinasen) sind Schlisselenzyme eines
Netzwerkes, das der Weliterleitung von Signalen von der Zelloberflache zum Zellkern dient
(Schaeffer und Weber, 1999; Garrington und Johnson, 1999). Die MAP Kinase ERK2
phosphoryliert ihre  Substrate  vorwiegend an Motiven der Sequenz
-Leu/Pro-Xaa-Ser/Thr-Pro-.

Die Verknipfung zweler Aminosauren Uber eine Peptidbindung tragt partiellen
Doppelbindungscharakter. Daraus resultiert die planare Anordnung der Peptidbindung und ein
mogliches Vorliegen in cis oder trans Konformation (w = 0 bzw. 180 °) (Abb. 1.2). Wéhrend
in nicht prolinhaltigen Peptidbindungen das trans Konformer energetisch bevorzugt ist, sind
in Peptidyl-Prolyl Bindungen beide Konformere von vergleichbarer thermodynamischer
Stabilitét (Stein, 1993). Das fuhrt zu einer stark erhthten Wahrscheinlichkeit fur das
Auftreten von Peptidyl-Prolyl Bindungen in cis Konformation (MacArthur und Thornton,
1991, Fischer, G., 2000). Aufgrund einer hohen Rotationsbarriere von ungeféhr 80-90 kJ/mol
ist die cigtrans-lsomerisierung von Prolylbindungen ein relativ langsamer Prozess, der
alerdings von Peptidyl-Prolyl cistrans Isomerasen (PPlasen) katalysiert werden kann
(Ubersichtsartikel: Fischer, G., 1994; Galat und Metcafe, 1995; Hunter, 1998; Gothel und
Marahiel, 1999; Schiene und Fischer, 2000).
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Die Einteilung der PPlasen in die Familien der Cyclophiline, der FK506 bindenden Proteine
(FKBPs) und der Parvuline beruht auf spezifischen Inhibitoren und Seguenzhomologien
innerhalb der Familien. Cyclophiline werden spezifisch von Cylosporin A, FKBPs von
FK506 und Rapamycin inhibiert. Parvuline kénnen durch Juglon inhibiert werden, allerdings
beinhaltet diese Inhibierung eine irreversible Modifikation von Cysteinseitenketten und ist
deshalb nicht unbedingt spezifisch fur diese Enzymfamilie (Hennig et a., 1998).

1S
’ w
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o/ o=C A C - 0=C_
/ /
trans cis

Abb. 1.2 Die cig/trans Isomerisierung der Peptidyl-Prolyl Bindung (nach Fischer, G., 1994)

Vertreter der Parvulinfamilie sind mittlerweille aus vielen Organismen  bekannt
(Ubersichtsartikel: Schelbert, 2001). Aus verschiedenen Prokaryoten konnten neben dem
namengebenden Parvulinl10 aus E. coli (Rahfeld et al., 1994b; Rahfeld et al., 1994a) mehrere
homologe Proteine mit unterschiedlicher Lokalisation und Funktion beschrieben werden
(Lazar und Kolter, 1996; Dartigalongue und Raina, 1998; Kontinen und Sarvas, 1993).

In Eukaryoten konnen hinsichtlich der Spezifitdt fir phosphorylierte Substrate zwei Klassen
von Parvulinen unterschieden werden. VVon grof3er Bedeutung fur diese Arbeit sind digjenigen
Parvuline, die bevorzugt die Isomerisierung von Prolylbindungen in phosphorylierten
Substraten katalysieren. Zu ihnen gehdren die Proteine Pinl aus Mensch (Lu, K. P. et al.,
1996), Maus (Fujimori et al., 1999), und Xenopus laevis (Winkler et a., 2000), Essl/Ptf1 aus
Saccharomyces cerevisiae (Hani et a., 1995), Dodo aus Drosophila melanogaster (Maeszka
et a., 1996), PINA aus Aspergillus nidulans (Crenshaw et al., 1998), Sspl aus Neurospora
crassa (Kops et a., 1998), sowie AtPinl aus Arabidopsis thaliana (Landrieu et a., 2000),
DIPar13 aus Digitalis lanata (Metzner et a., 2001) und MdPinl aus Malus domestica (Y ao et
a., 2001). Kurzlich wurde mit dem humanen Parvulinl4 das erste eukaryotische Parvulin
identifiziert, das nicht pSer(pThr)-spezifisch ist, sondern positiv geladene Aminoséuren vorm
Prolin bevorzugt (Uchida et al., 1999), obwohl die Proteinstruktur groRe Ahnlichkeit zur
| somerasedoméne von hPinl aufweist (Sekerinaet al., 2000; Terada et a., 2001).
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Pinl wurde urspringlich entdeckt als Bindungspartner der NIMA Kinase, die in Aspergillus
nidulans essentiell an der Mitose beteiligt ist (Lu, K. P. et a., 1996). Das homologe Protein
aus Hefe Ptf1 wurde entdeckt bei einer Suche nach essentiellen Faktoren, die an der mRNA
3’-Prozessierung/Transkriptionstermination in S. cerevisiae beteiligt sind (Hani et al., 1999).
Humanes Pinl besteht aus 163 Aminosduren, die eine N-terminale WW-Doméne und eine C-
terminale PPlase-Domane bilden (Ubersichtsartikel: Zhou et a., 1999). WW-Doméanen
vermitteln Proteininteraktionen durch Bindung von prolinhaltigen Motiven. Sie werden
aufgrund ihrer Spezifitdten in verschiedene Gruppen aufgeteilt (Sudol und Hunter, 2000). Ihr
charakteristisches Merkmal sind zwei Tryptophanreste im Abstand von 20-22 Aminosduren.
Die dreidimensionale Struktur wird von einem dreistréngigen antiparallelen b-Faltblatt
gebildet (Zarrinpar und Lim, 2000). Die FErkennung und Bindung von
Wechselwirkungspartnern durch die WW-Domane von Pinl setzt die Phosphorylierung von
Ser/Thr-Pro-Motiven durch prolinspezifische Kinasen in den Substraten voraus (Lu, P. J. et
al., 1999b). Vor kurzem konnte die Struktur von humanem Pinl im Komplex mit dem an der
WW-Domane gebundenen Peptid Tyr-pSer-Pro-Thr-pSer-Pro-Ser gel6st werden (Verdecia et
al., 2000). Dieses Peptid entspricht dem phosphorylierten Heptamer, das in vielfacher
Wiederholung die C-terminale Doméane (CTD) der RNA-Polymerase Il bildet und dort
wahrscheinlich das Bindungsmotiv fur Pinl darstellt (Morris et a., 1999). Bei alen bisher
bekannten pflanzlichen Pinl-homologen Proteinen fehlt die WW-Doméne (Landrieu et al.,
2000; Metzner et al., 2001; Yao et ., 2001).

Die PPlase-Aktivitét von Pinl ist gekennzeichnet durch eine sehr deutliche Bevorzugung von
phosphorylierten Serin- oder Threoninresten N-terminal vom Prolin (Y affe et al., 1997b). Die
Uberexpression von Pinl in HelLa Zellen und Xenopus-Extrakten bewirkt eine Inaktivierung
der Phosphatase Cdc25 und verhindert damit den Eintritt in die Mitose (Lu, K. P. et a., 1996;
Shen et al., 1998). Die Depletion in S. cerevisiae oder HeLa Zellen fihrt zu einem Arrest in
der Mitose (Lu, K. P. et a., 1996). Pinl ist in humanen Tumoren Uberexprimiert und an der
Regulation der Transkriptionsaktivitét von c-Jun gegentiber Cyclin D1 beteiligt (Wulf et a.,
2001). Es interagiert mit einer Vielzahl regulatorischer Proteine, u. a. Cdc25, Weel, Mytl,
Pkl (Shen et al., 1998), rab4 (Gerez et al., 2000), mit der C-terminaen Doméne (CTD) der
RNA-Polymerase Il (Albert et a., 1999) und dem Transkriptionsfaktor NFAT (Liu et a.,
2001) sowie mit dem Mikrotubuli-assoziierten Protein tau (Lu, P. J. et a., 1999a). Die
Voraussetzung for die Interaktion ist die Phosphorylierung der Zielproteine an
prolinspezifischen Phosphorylierungsstellen. Mit dem Antikdrper MPM-2, der ebenfalls
pSer/pThr-Pro Motive erkennt, konnte gezeigt werden, dass sich die Anzahl dieser Epitope
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am G/M-Ubergang des Zellzyklus aufgrund der erhohten Aktivitat der prolinspezifischen
Proteinkinasen um ein Vielfaches erhoht (Davis, F. M. et a., 1983; Stukenberg et al., 1997;
Yaffe et a., 1997b).

1.4. Konformationelle Heter ogenitat nativer Proteine und isomer spezifische Prozesse
Einige Proteine existieren in mehreren nativen Zustanden, die sich nur in der Konformation
einer oder mehrerer Peptidbindungen voneinander unterscheiden. Diese durch cigtrans
Isomerisierung von Peptidbindungen hervorgerufene konformationelle Heterogenitat wird
auch als native-state Isomerisierung bezeichnet (Schiene, 1999). Einige Beispiele fir
Proteine, die in mehreren isomeren Formen vorliegen, sind die Staphylokokken-Nuklease
(Evans, P. A. et al., 1987), das Calcium bindende Protein Calbindin Dy (Chazin et al., 1989),
verschiedene Toxine (O'Keefe et a., 1996; Adjad] et a., 1997; Dementieva et al., 1999), das
Cytokin Interleukin-3 (Feng et al., 1997), eine Lipase aus Candida rugosa (Grochulski et al.,
1994), die Adenylat Kinase (Sheng et al., 1997), der Gerinnungsfaktor Prothrombin (Evans,
T. C. und Nelsestuen, 1996), das HIV-1 Capsid Protein (Gitti et al., 1996), das Vitamin K-
abhangige Protein S (Muranyi et al., 2000), die TB- (transforming growth factor b binding
protein-like) Doméne (Yuan et al., 1998), der Angiotensin Il AT;a Rezeptor (Franzoni et d.,
1999), verschiedene Lectine (Ng und Weis, 1998; Bouckaert et al., 2000) sowie Cytochrom
¢554 aus Nitrosomonas europaea (Iverson et al., 2001). In vielen der aufgezdhlten Beispiele
hat die Isomerisierung einer Peptidbindung betrachtliche strukturelle oder funktionelle Folgen
fur das Protein. Am Beispiel des Subtilisins E konnte kiirzlich gezeigt werden, dass aus einer
Aminosauresequenz zwei strukturell unterschiedliche native Proteine mit verschiedener
Sekundérstruktur, Thermostabilitét und Substratspezifitdt entstehen konnen (Shinde et al.,
1997).

In letzter Zeit konnte an mehreren Beispielen gezeigt werden, dass die durch eine relativ hohe
Rotationsbarriere getrennten cis und trans Konformere in biochemischen Reaktionen
unterschiedlich reagieren. Fir viele Proteasen wurde eine ausgeprégte Selektivitdt fur das
trans Konformer in prolinhaltigen Substraten festgestellt, dabei ist die Selektivitét keineswegs
auf die zu hydrolysierende Peptidbindung beschrankt. Auch die Konformation weiter entfernt
liegender Bindungen (z. B. zwischen P, und P; Position) ist entscheidend fir eine effiziente
Hydrolyse des Substrates (Fischer, G. et al., 1984a; Merker et al., 1993; Yaron und Naider,
1993; Vance et a., 1997). Fir den intestinalen H/Peptid Symporter PEPT1 konnte gezeigt

werden, dass er selektiv trans Konformere von Dipeptiden bindet und transportiert (Brandsch
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et a., 1998). Auch die Bindung von Peptiden an Peptidrezeptoren ist sensitiv gegentber der
Konformation des Peptidriickgrates. Die Rezeptor-bindende bioaktive Form kann sowohl das
cis Konformer (Liakopoulou-Kyriakides und Galardy, 1979; Yamazaki et a., 1993; Frank,
1999), als auch das trans Konformer sein (Ottleben et al., 1997; Tong et a., 2000). Im Fall
des Hormons Oxytocin binden méglicherweise cis und trans Konformer am Rezeptor, wirken
aber unterschiedlich, das trans Konformer als Agonist und das cis Konformer als Antagonist
(Belec et d., 2000). Auch Antikorper sind in der Lage, zwischen cis und trans Konformeren
von Xaa-Pro Bindungen in linearen und zyklischen Peptiden zu unterscheiden (Wittelsberger
et al., 2000).

Indirekte Hinweise auf isomerspezifische Reaktionen liefern Untersuchungen, bei denen
katalytisch aktive PPlasen andere Proteine beeinflussen. So werden zum Beispiel der EGF-
und der TGFb-Rezeptor von der PPlase FKBP12 reguliert. In beiden Falen wird bei
Verwendung katalytisch inaktiver Mutanten oder in Anwesenheit der FKBP12-Inhibitoren
FK506 oder Rapamycin kein FK BP12-Effekt beobachtet (Lopezilasaca et al., 1998; Chen, Y.
G.etal., 1997).
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1.5. Zidstellung der Arbeit

Durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen werden eine Vielzahl
zelluldrer Prozesse reguliert. Sowohl die beteiligten Kinasen und Phosphatasen als
Katalysatoren der Reaktion, as auch die Auswirkungen der posttrandationalen Modifikation
auf die Zielproteéine werden seit langer Zeit intensiv untersucht. Uber die fur die
Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro Motiven verantwortlichen prolinspezifischen Kinasen
konnten in letzter Zeit viele neue Erkenntnisse gewonnen werden. Fur viele Vertreter der
MAP Kinasen und der cyclinabhangigen Kinasen konnten die Signalkaskaden, die zu ihrer
Aktivierung fuhren, vervollstéandigt oder in vivo Substrate identifiziert werden. Verglichen mit
dem Wissen Uber prolinspezifische Kinasen ist wenig dariber bekannt, wie die
Dephosphorylierung der pSer/pThr-Pro Motive erfolgt. Einige der bekannten Proteinp-
hosphatasen sind zwar durchaus in der Lage, diese Motive zu dephosphorylieren, jedoch
werden in dlen Falen nicht prolinhaltige Substrate wesentlich effizienter umgesetzt. Deshalb
ist es durchaus vorstellbar, dass bisher unbekannte Phosphatasen existieren, die as direkte
Gegenspieler der prolinspezifischen Kinasen wirken. Aus diesem Grund sollte eine
Proteinphosphatase mit hoher Aktivité gegeniber pSer/pThr-Pro Motiven isoliert und
charakterisiert werden. Die Substratspezifitét sollte mit Hilfe verschiedener Peptide naher
untersucht werden.

Ein weiterer wesentlicher Teil bestand in der Untersuchung der Konformerspezifitét der
gereinigten Phosphatase. Die Besonderheiten der Peptidyl-Prolyl Bindung férdern das
gleichzeitige Auftreten von cis und trans Konformer in Peptiden und Proteinen. An Peptiden
konnte gezeigt werden, dass sowohl die Dynamik des Peptidriickgrates, als auch die Lage des
|somerengleichgewichtes durch Phosphorylierung beeinflusst wird. In dieser Arbeit sollte
zum ersten Mal untersucht werden, ob die Dephosphorylierung prolinspezifischer Motive
konformerspezifisch verlauft. Die einzigen bisher bekannten Enzyme, die wéhrend ihres
Katalysezyklusses zwischen cis und trans Konformer unterscheiden, sind die Proteasen.
Sollten die beiden Konformere des pSer/pThr-Pro Motives bel der Dephosphorylierung
unterschiedlich reagieren, kénnten sich aus dem Zusammenspiel von Phosphatasen (und
moglicherweise  Kinasen) und Peptidyl-Prolyl cisitrans Isomerasen vollig neue

Regulationsmechanismen fir Proteine ergeben.
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1. Material und Methoden

2.1. Verwendete Chemikalien, Peptide und Proteine

Alle gangigen Chemikalien, Puffer und Salze stammen aus den Ublichen kommerziellen

Quellen. Weiterhin wurden verwendet:

Fluka (Deisenhofen): pNPP (Dinatriumsal z)
Diisopropylfluorphosphat

Biomol (Hamburg): Okadasaure
Cayculin A

Merck (Darmstadt): Trypsin (aus Rinderpankreas)
Chromatographiematerialien: Fractogel EMD-Propyl 650(S);
EMD DEAE 650(M); TSK HW-55(S)

Boehringer Mannheim ~ Chymotrypsin

Endoproteinase Lys C (sequencing grade)
Alkalische Phosphatase (aus Kéa berdarm)
Saure Phosphatase (aus Kartoffel)

Sigma (Deisenhofen):  EglinC
Subtilisin (bakterielle Protease Typ VIII)
Histon H1 (aus Kdberthymus)

(Mannheim):

Humanes rekombinantes Pinl wurde freundlicherweise von Dr. J. Rahfeld und Dr. G. Stoller,
die verwendeten Pinl-Mutanten (Glutathion S-Transferase-Fusionsproteine) von der
Arbeitsgruppe um K. P. Lu (Boston) zur Verfligung gestellt.

Die Peptide Ala-Ala-Thr(POsH>)-Pro-Phe-NH-Np und Ala-Ala-Ser(POsH;)-Pro-Phe-NH-Np
wurden nach Ublichen Verfahren in Losung synthetisiert (Werner, 1996). Die Peptide der
Serie Ala-Ala-Thr(POsH;)-Xaa-Phe-Gly-NH, wurden freundlicherweise von M. Drewello
nach Synthese an der festen Phase als Rohpeptide zur Verfligung gestellt. Sie wurden vor
ihrer Verwendung Uber praparative HPLC aufgereinigt.

Alle weiteren verwendeten Peptide wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Dr. M.
Schutkowski / Dr. F. Bordusa synthetisiert und zur Verfigung gestellt.
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2.2. Proteinreinigung
2.2.1. Isolierung der PP2A;

Die Isolierung der PP2A; erfolgte aus frischem Schweinehirn, das bis zur Verwendung bei
-80 °C gelagert wurde. Alle Reinigungsschritte wurden bel 6 °C durchgefuhrt. 150 g
Schweinehirn wurden zerkleinert und nach Zugabe von 300 ml Puffer A (50 mM TrigHCl, 1
mM DTT, pH 7.5) homogenisiert. Nach Ultrazentrifugation (60 min, 100000 = g) wurde zum
Uberstand langsam unter standigem Riihren Ammoniumsulfat bis zu einer Sittigung von 25
% zugegeben und danach weitere 30 min gerthrt. Die ausgefallenen Proteine wurden durch
Zentrifugation entfernt (45 min, 100000 ~ g). Der Uberstand wurde auf eine Fractogel EMD-
Propyl 650(S)-Saule (20 © 2.5 cm, equilibriert mit zu 25 % geséttigtem Ammoniumsulfat in
Puffer A) aufgetragen. Nach griindlichem Spiilen der Saule mit Equilibrierungspuffer wurden
die gebundenen Proteine mit einem 540 ml Gradienten (25 — 0 % Ammoniumsulfat, 0 — 30 %
(v/v) Ethylenglykol, 0 — 0.1 % (v/v) Triton X-100,) bei einer FluRrate von 2 ml/min euiert.
Die Fraktionen mit Phosphataseaktivitét gegentber dem Peptid Ala-Ala-Thr(POsH;)-Pro-Phe-
NH-Np wurden vereint, tber Nacht gegen 6 | Puffer B (10 mM Tris/HCI, 1 mM DTT, 0.1 %
(v/v) Triton X-100, pH 7.5) dialysiert und auf eine Fractogel EMD-DEAE 650(M)-Saule
(equilibriert mit Puffer B) aufgetragen. Die Saule wurde mit 150 mM KCI in Puffer B gesplllt,
bis im Durchlauf keine Proteine mehr nachweisbar waren. Die gebundenen Proteine wurden
mit einem Salzgradienten (150 -550 mM KCI, 400 ml) bei einer Flurate von 1 ml/min
eluiert. Die Fraktionen mit Phosphataseaktivitét eluierten bei ungefdhr 450 mM KCI. Sie
wurden vereint, mittels einer Filtron-Zelle (Omegacell, 10 kDa Ausschluf3volumen) auf 1.5
ml eingeengt und auf eine Fractogel TSK HW-55(S)-Gdlfiltrationssaule (95 ©~ 1.6 cm,
equilibriet mit 150 mM KCI in Puffer B) mit 0.6 ml/min aufgetragen. Die
phosphataseaktiven Fraktionen wurden vereint und erneut auf eine Fractogel EMD-DEAE
650(M)-Saule (7 © 1 cm, equilibriert mit 150 mM KCI in Puffer B) aufgetragen und mit
einem 200 ml Gradienten von 150-700 mM KCI duiert (1 ml/min). Die Homogenitét der
Fraktionen mit PP2A; wurde durch SDS-PAGE mit anschlief3ender Silberfarbung tberprift.
Die Phosphatase wurde aliquotiert und bei —80 °C gelagert.

2.2.2. Isolierung der katalytischen Untereinheit PP2Ac
Die katalytische Untereinheit wurde aus dem trimeren Holoenzym isoliert. Als
Ausgangsmaterial dienten Fraktionen, die nach Reinigung entsprechend Punkt 2.2.1. noch
Fremdproteine enthielten und deshalb nicht fir Messungen verwendet werden konnten. Die

Fraktionen wurden durch Lyophilisation rund 3fach konzentriert und in 50 ul Aliquots auf
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eine Superdex 75 Gdfiltrationssaule (30 ©~ 0.32 cm, SMART System, Pharmacia)
aufgetragen. Die Gelfiltration erfolgte in 10 mM CHES, 1 M NaCl, 2 mM MgCh, 2 mM
CaCl,, 1 mM DTT, pH 9.0 bei 10 °C und einer Fluf¥ate von 40 pl/min. Die Fraktionsgrofie
betrug 40 pl. Durch Vorlegen von 1 M TrigHCI, 1 mM DTT, pH 7.5 in den Sammelgeféfden
wurde der pH-Wert unmittelbar nach der Trennung wieder auf 7.5 eingestellt. Die Fraktionen
mit homogener PP2Ac (Uberprift durch SDS-PAGE mit anschlief3ender Silberfarbung) von
20 Gdfiltrationdaufen wurden vereint, mit Triton X-100 bis zu einer Endkonzentration von
0.1 % (v/v) versetzt und in Aliquots bel —80 °C gelagert.

2.3. Proteinchemische Analyse

2.3.1. SDS-PAGE
Die SDS-PAGE erfolgte nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970). Die verwendeten
Acrylamidkonzentrationen lagen zwischen 10 und 17.5 %. Verwendet wurde eine LAsung aus
30 % Acrylamid mit 0.8 % Bisacrylamid (roti phores;eo Gel 30) der Firma ROTH (Karlsruhe).
Als Molekulargewichtsmarker dienten Trypsin-Inhibitor aus Rinderlunge (6,5 kDa),
Cytochrom C (12,5 kDa), Trypsin-Inhibitor aus Sojabohne (21 kDa), Carboanhydrase (29
kDa), Albumin aus Huhnerei (45 kDa), Rinderserumalbumin (67 kDa) und Phosphorylase b
(92,5 kDa). Die Anfarbung der Gele erfolgte durch Coomassie- oder Silberfarbung (Werner,
1996).

2.3.2. Sequenzanalyse

2.3.2.1. Edman-Abbau
Die automatische Aminosauresequenzierung wurde freundlicherweise von P. Ricknagel
(MPG, Hale) durchgefuhrt. Die gereinigte PP2A; wurde mit TCA geféalt. Nach
Pyridylethylierung wurden die Untereinheiten durch RP-HPLC an einer Nucleosil 500-5Cs-
PPN Saule (125~ 2 mm) von Macherey-Nagel (Diren, BRD) aufgetrennt. Als Ldsungsmittel
dienten 0.09 % TFA in H,O (A) und 0.08 % TFA in Acetonitril (B). Die Saule war
aquilibriert mit 1 % B. Die Untereinheiten wurden mit einem linearen Gradienten von 30-60
% Acetonitril in 30 min bei 40 °C und einer Flul¥ate von 0.2 mi/min euiert. Sie wurden Uber
Nacht in 100 mM Ammoniumcarbonat pH 8.5 mit Trypsin (Endkonzentration 250 pg/ml)
verdaut. Die entstandenen Peptide wurden mittels RP-HPL C aufgetrennt und einige von ihnen
mit einem 476A Gasphasensequenzer der Firma Applied Biosystems (Foster City, USA)

sequenziert.
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2.3.2.2. Sequenzanalyse mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie
Die massenspektrometrischen Anaysen wurden freundlicherweise von T. Pfeifer (MPG,
Halle) durchgefuhrt. Die getrennten Untereinheiten wurden Uber Nacht mit Endoproteinase
LysC verdaut und das entstandene Peptidgemisch direkt analysiert. Die Messungen wurden an
einem MALDI-TOF Reflex Massenspektrometer der Firma Bruker (Bremen, BRD),
ausgestattet mit einem N»-UV Laser (337 nm), im linearen Modus durchgefihrt. PSD-
Spektren (post source decay) zur Sequenzierung einzelner Peptide wurden im Reflektormodus
aufgenommen. Als Matrix diente a-Cyano-4-hydroxyzimtséure. Die beobachteten Spektren
wurden mit bekannten Sequenzen von PP2A-Untereinheiten und ihren theoretischen
Verdaumustern, die mit Hilfe des Programmes »MS-Digest”
(http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml 3.4/msdigest.htm) erstellt wurden, verglichen.
Die ESI-Massenspektren synthetisierter Peptide wurden an einem VG BIO-Q-Spektrometer

(Fisons Instruments) aufgenommen.

2.3.3. Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford
(Bradford, 1976) mit BSA als Standard.

2.3.3.1. Titration der aktiven Konzentration an PP2A; und PP2Ac
Die Konzentrationen der PP2A;- und PP2Ac-Stamml dsungen wurden durch Titration mit dem
hochaffinen Inhibitor Okadasdure bestimmt (Takai und Mieskes, 1991). Hochaffine
Inhibitoren bewirken schon in geringen Konzentrationen eine Inhibierung. Wenn die
Inhibitorkonzentration geringer als die Enzymkonzentration ist, wird ein betrachtlicher Tell

des Inhibitors enzymgebunden vorliegen:

Itota] = Ifrei + I gebunden (1)
Nach (Henderson, 1972) gilt:
Y 0
lfrei =Kig—0-li (2)
Vi 2
und
& v, 0
I gebunden = Etotalgl- V_Og (3)

wobel w und v die Reaktionsgeschwindigkeiten in Ab- und Anwesenheit des Inhibitors und

Eota die Enzymkonzentration sind. K; ist die scheinbare Dissoziationskonstante des
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Inhibitors, die von der Substratkonzentration abhangig ist. Unter den Bedingungen Eota >> K
und liota < Eota SiNd ale Inhibitormolekile an das Enzym gebunden (Goldstein, 1944), d.h.
V., I

i = 1 _ total (4)
VO EtotaJ

Aus einer Auftragung vi/Vp gegen lioia kann somit Eig aus dem Schnittpunkt der
Verlangerung des linearen Abschnittes mit der Abszisse ermittelt werden.

Eine andere Auftragung wurde von Henderson vorgeschlagen (Henderson, 1972):

Aus den Gleichungen (1), (2) und (3) folgt

& v o0 0/ 0
lota = Eio - —xt+ K, 0.1+ (5)
total total V, 5 gV_. P
Division durch (1-v/vp) ergibt:

Lot &/, 0

: t\alj_ ) S Kig_oi (6)

- i 9

VO

Die Auftragung von lia/(1-V/Vo) gegen Volvi ergibt eine Gerade mit Eoa dsS
Ordinatenschnittpunkt.
Die Titration wurde an einem Specord S10 Spektrometer (Carl Zeiss Jena) mit 4-
Nitrophenylphosphat als Substrat bei 30 °C durchgefihrt. Ein typischer Ansatz zur Titration
einer PP2A;-Stammldsung enthielt folgende Komponenten:
530 ul 50 mM Bis-Tris-Propan pH 7.5
80 pl BSA-L6sung (5 mg/ml)
100 plI 4-Nitrophenylphosphat (40 mM in 50 mM Bis-Tris-Propan pH 7.5)
90 ul PP2A;
Zu diesem Ansatz wurde Okadasdure (11000 Verdinnung einer 1 mM Stammlésung in
DMSO) kumulativ in Aliquots von 1 pl zugegeben. Nach jeder Zugabe wurde der Ansatz
grindlich durchmischt und die Extinktionsanderung bei 405 nm (Referenzwellenlange 510
nm) zwischen 3 und 10 min lang verfolgt (Abb. 2.1).
Die Titration der PP2Ac erfolgte in Gegenwart von 100 mM MgCh, 2 mM DTT, 0.2 mg/ml
BSA und 8 mM 4-Nitrophenylphosphat.
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Abb. 2.1 Titration einer PP2A;-L6sung.

Genaue Beschreibung im Text. Die Spitzen zwischen den einzelnen linearen Abschnitten
resultieren aus der Unterbrechung des Lichtstrahles durch Zugabe von 1 ul Okadasaure und
dem anschlief3enden Rihren des Ansatzes. Ohne Zugabe von Okadasiure wurde im gesamten
Zeitintervall eine gleichbleibende Phosphataseaktivitét beobachtet.

2.3.3.2. Titration der aktiven Chymotrypsinkonzentration
Bel der Hydrolyse von Estern durch Chymotrypsin ist die Deacylierung des Serinrestes im
aktiven Zentrum der geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Hartley und Kilby, 1954). Das
kann zur Bestimmung der aktiven Chymotrypsinkonzentration ausgenutzt werden. Die
Titration der in dieser Arbeit verwendeten Enzymcharge mit 4-Nitrophenylacetat an einem
HP 8452A Diodenarray-Spektrometer (Bernhardt, 1997) ergab einen Gehalt an aktivem
Chymotrypsin von 62 %.

2.4. Messung der Phosphataseaktivitét
2.4.1. Allgemeine Bemer kungen
Sofern nichts anderes vermerkt ist, erfolgten ale Aktivitdtsmessungen mit PP2A; in 50 mM
Bis-Tris-Propan pH 7.5 bei 30 °C, fur Messungen mit der katalytischen Untereinheit PP2Ac
wurden 100 mM MgCh und 2 mM DTT zugesetzt. Alle Analysen und Kurvenanpassungen
von Mefdaten, sowie die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit dem Programm
SigmaPlot 2.0 (Jandel Corp.).
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2.4.2. Aktivitat gegentiber 4-Nitrophenylphosphat (pNPP)
2.4.2.1. pH-Abhéngigkeit des molaren Extinktionskoeffizienten von 4-Nitrophenol
Zur Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten von 4-Nitrophenol bel
unterschiedlichen pH-Werten wurde eine 4-Nitrophenolstammldsung (2.8 mM) mit 50 mM
Bis-Tris-Propan im pH-Bereich 6.3 — 9.5 auf eine Endkonzentration von 47 uM verdinnt und
an einem Specord S10 Spektrophotometer (Carl Zeiss Jena) die Extinktion bei 405 nm
gemessen (Abb. 2.2).

21000

® [ J
18000 - o °*
[ ]
_ 15000 | .
g pH eAOSnm
~ 12000 + (Mtem?)
s °
c 6.3 4150
2 6.7 7360
o 9000 71 11150
7.5 14470
g 7.9 16510
i 8.3 17740
6000 87 18340
9.1 18700
i 9.5 18860
3000
T T T T T
6 7 8 9 10

pH

Abb. 2.2 pH-Abhangigkeit des molaren Extinktionskoeffizienten von 4-Nitrophenol.
Die erhaltenen Werte fir e bei den jeweiligen pH-Werten sind Mittelwerte einer
Doppel bestimmung.

2.4.2.2. Messungen mit 4-Nitrophenyl phosphat
Zur Messung der pNPP-Aktivitdét wahrend der Proteinreinigung wurden in einer
Mikrotiterplatte 20 pl Fraktion mit 100 pl einer 5 mM Losung von pNPP in 50 mM Bis-Tris-
Propan pH 7.5 versetzt und die Extinktionsanderung bei 405 nm mit einem
Mikrotiterplattenleser MR7000 (Dynatech, Chantilly, USA) verfolgt. In Titerplatten ist die
Schichtdicke der Probe vom Probenvolumen abhangig. Zur Berechnung von
Enzymaktivitdten wurden alle gemessenen Extinktionsanderungen Uber folgende Beziehung
(Gleichung 7) auf 1 cm Schichtdicke umgerechnet.

E 374

- Kavitat
Volumen, i (inm)

()

Icm

Die Bestimmung der kinetischen Konstanten erfolgte an einem Specord S10
Spektrophotometer (Carl Zeiss Jena). Dem Reaktionsansatiz wurden 0.5 mg/ml BSA

zugesetzt. Die beobachteten Extinktionsanderungen bei 405 nm wurden mit einem molaren
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Extinktionskoeffizienten von 14500 M ~ cm? (fur pH-Wert 7.5) in Konzentrations-

anderungen umgerechnet.

2.4.3. Aktivitat gegeniiber Phosphopeptiden
2.4.3.1. Chymotrypsin gekoppelter Test

Zur Messung der Phosphataseaktivitét gegentiber Phosphopeptiden bel der Reinigung der
PP2A diente ein in der Arbeitsgruppe entwickelter Protease-gekoppelter Test (Werner, 1996).
Peptide der Sequenz AlaAlaSer/Thr-Pro-Phe-NH-Np stellen  gute  Substrate  fir
Chymotrypsin dar, da Chymotrypsin Substrate mit aromatischen Aminosauren in P, Position
rasch hydrolysiert. Die Freisetzung des 4-Nitroanilins kann spektroskopisch bei 390 nm
verfolgt werden. Liegt der Serin- oder Threoninrest in Bs-Position in phosphorylierter Form
vor, verschlechtern sich die Substrateigenschaften des Peptids. Nach Phosphorylierung
erniedrigt sich der kea/Km Wert fur die Hydrolyse durch Chymotrypsin im Fall des
Serinsubstrates um Faktor 45 im Fall des Threoninsubstrates um Faktor 8 (Bernhardt, 1997).
Bel niedrigen Chymotrypsinkonzentrationen wird in einem Gemisch aus phosphoryliertem
und unphosphoryliertem Peptid aso nur das unphosphorylierte Peptid detektierbar
hydrolysiert. Unter der Bedingung, dass die verwendeten Peptidkonzentrationen unterhalb des
Km-Wertes fur Chymotrypsin liegen, besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der
Konzentration des unphosphorylierten Peptids im Gemisch und dem Anfangsanstieg der
Proteolyse durch Chymotrypsin. Der Phosphatasetest besteht somit aus zwei Schritten. Erst
wird das Phosphopeptid mit der Phosphatase fur eine definierte Zeit inkubiert. Danach erfolgt
die Zugabe von Chymotrypsin. Aus dem beobachteten Anfangsanstieg der Proteolyse wird
Uber eine Eichkurve die im Ansatz vorhandene Konzentration an unphosphoryliertem Peptid
bestimmt und die Phosphataseaktivitédt errechnet. Die Mef3zeit der Proteolyse sollte gegentber
der Inkubationszeit mit Phosphatase kurz gehalten werden, um Fehlbestimmungen durch
wahrend der Proteolyse entstehendes unphosphoryliertes Peptid zu vermeiden.

Die Aktivitdtsmessungen wurden in Titerplatten folgendermal3en durchgefihrt:

5 pl Peptid-Stammlésung (1.5 mM)

150 pl 20 mM TrispH 7.5
20 pl Phosphatase

5- 60 min bei Raumtemperatur inkubieren.

Starten der Proteolyse durch Zugabe von 25 pl Chymotrypsin (Stammldsung
von 7 mg/ml unmittelbar vor Gebrauch 1/1500 verdinnt)
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Aus den bel 390 nm gemessenen Anfangsanstiegen konnen unter Verwendung einer
Eichkurve (Abb. 2.3) und der Inkubationszeit die Phosphataseaktivitaten berechnet werden.
Dieser Test ist aufgrund der Limitierung der verwendbaren Substratkonzentrationen fir
enzymkinetische Messungen nur bedingt anwendbar. Sein grofl3er Vorteil liegt im wesentlich
geringeren Arbeits- und Zeitaufwand bel hohem Probendurchsatz, verglichen mit anderen
Phosphataseaktivitétstests (Freisetzung von Radioaktivitdt, HPLC, CE).

3e-4 —

2e-4

dE/s bei 390 nm

le-4

Oe+0 I L B —
0 10 20 30 40
[AATPF-NH-Np] (M)

Abb. 2.3 Eichkurve des Chymotrypsin-gekoppelten Phosphataseaktivitétstests
Substratgemische mit gleicher Peptidkonzentration (37.5 pM), aber unterschiedlichen
Antellen an phosphoryliertem und unphosphoryliertem Peptid wurden mit 0.58 pg/ml
Chymotrypsin versetzt. Der Anfangsanstieg der Proteolyse wurde bei 390 nm gemessen.
Dargestellt sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung + Standardabwei chung.

2.4.3.2. HPLC
Die Bestimmung der katalytischen Konstanten fir die Dephosphorylierung verschiedener
Phosphopeptide durch die PP2A erfolgte im diskontinuierlichen Test mittels RP-HPLC.
Puffer und Substrat wurden im Wasserbad bei 30 °C temperiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von PP2A gestartet. Es kamen PP2A-Konzentrationen zwischen 27 pM und 10 nM
zum Einsatz. Nach mindestens drel verschiedenen Zeiten wurden Aliquots zwischen 30 und
300 pl entnommen, durch Zugabe von 1 bis 10 ul 25 %iger (v/v) TFA abgestoppt und mittels
RP-HPLC an einem LC-10A HPLC System der Firma Shimadzu (Kyoto, Japan) analysiert.
Die Trennung der phosphorylierten und unphosphorylierten Peptide erfolgte an einer
Nucleosil 300-5 Cy5 Saule (125~ 3 mm) der Firma Macherey-Nagel (Diren, BRD) mit einer
Flu¥rate von 0.5 ml/min. Als Eluenten dienten 0.09 % (v/v) TFA und ACN mit 0.08 % (v/v)
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TFA. Die Steilheit der verwendeten Gradienten lag zwischen 0.7 und 2 % Zunahme an ACN
pro Minute.

Die Detektion der Peptide erfolgte bei 215 nm. Zur Quantifizierung der Umsétze wurden die
integrierten Peakfldchen verwendet. Die Integration erfolgte mit Hilfe der Software von
Shimadzu. Im untersuchten Bereich bestand ein linearer Zusammenhang zwischen
eingespritzter Peptidmenge und beobachteter Peakflache (Abb. 2.4). Die Berechnung der
Konzentration des unphosphorylierten Peptides (Cunphosph.peptid) €rfolgte nach Gleichung (8),
wobel Csypara die Substratkonzentration im Ansatz zu Beginn der Reaktion darstellt.

Peskfléche

unphosphPeptid - (8)

- C
+ Peakflache Substrat

unphosph Peptid

c

unphosphPeptid = =
prosparep Peakflache oo pepia

Die Phosphataseaktivitdt wurde aus der linearen Auftragung der Konzentration an
unphosphoryliertem Peptid gegen die Inkubationszeit ermittelt. Um den linearen
Zusammenhang zu gewahrleisten, wurden die Phosphatasekonzentrationen so gewahlt, dass
im untersuchten Zeitraum maximal 15 % des Substrates dephosphoryliert werden konnten.
Zur Bestimmung der kinetischen Konstanten wurden die Enzymaktivitdten bei mindestens
sechs Substratkonzentrationen (im Bereich 0.3 bis3 " Ky) bestimmt. Die Konstanten Ky und
Vmax Wurden aus der nichtlinearen Anpassung der Messwerte nach Michaelis-Menten
berechnet.

2.0e+7

1.5e+7

1.0e+7

5.0e+6
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Abb. 2.4 Linearer Zusammenhang zwischen eingespritzter Peptidmenge und beobachteter
Peakflache bel 215 nm.

Auf die Saule aufgetragen wurden 10 bis 200 pl einer 55 UM Ldsung des Peptids Ala-Ala
Ser(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np. Da sich der Extinktionskoeffizient des unphosphorylierten
Peptids bei 215 nm nicht von dem des phosphorylierten unterscheidet, gilt dieser
Zusammenhang auch fir das unphosphorylierte Peptid.
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2.4.3.3. Molybdat — Ascorbinsdure -Test

Mit dieser Methode erfolgte die Bestimmung der Kkinetischen Konstanten der
Dephosphorylierung von Phosphopeptiden durch Alkalische und Saure Phosphatase. Die
Methode beruht auf der Reduktion eines Phosphat-M olybdat-K omplexes durch Ascorbinsaure
in saurer Losung und der Detektion der dabei auftretenden Farbanderung (Saheki et al., 1985;
Drueckes et al., 1995).

Unmittelbar vor Gebrauch wurden 6 Teile LGsung A (10 % Ascorbinsdure in HO) mit 1 Tell
Loésung B (0.42 % Ammoniumheptamolybdat-tetrahydrat in 1 N HSO4) gemischt. 100 pl
dieser LAsung wurden in einer Mikrotiterplatte zu 10 pl Probe gegeben und fur 20 min bel 38
°C inkubiert. Mit einem Mikrotiterplattenleser MR7000 (Dynatech, Chantilly, USA) wurde
die Extinktion bei 630 hm gemessen und die in der Probe enthaltene Phosphatkonzentration
mittels einer Eichkurve ermittelt (Abb. 2.5).

Die kinetischen Konstanten der Alkalischen Phosphatase wurden in 50 mM Bis-Tris-Propan
pH 7.5, die der Sauren Phosphatase in 50 mM MES pH 5.2 bestimmt. Es wurden die
Umsatzgeschwindigkeiten bel mindestens sieben Substratkonzentrationen gemessen. Nach
Vorinkubation des Ansatzes bei 30 °C wurde die Reaktion durch Phosphatasezugabe
gestartet. Nach verschiedenen Zeiten wurden 10 pl Aliquots enthommen und die
Konzentration an freigesetztem Phosphat ermittelt. Die Phosphataseaktivitdten wurden aus
den linearen Anfangsanstiegen der Produkt-Zeit-Kurven berechnet. Die Konstanten Vinax und

Kwm wurden aus der Anpassung nach Michaelis-Menten berechnet.
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Abb. 2.5 Eichreihe zur Phosphatbestimmung mittels Molybdat-A scorbinsdure-Test
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2.5. Untersuchungen zur |somer spezifitat der PP2A
2.5.1. | somer spezifische Proteolyse
Die Bestimmung der Geschwindigkeit der cis/trans Isomeriserung und des cis-Gehaltes
prolinhaltiger Peptide erfolgte mittels isomerspezifischer Proteolyse (Fischer, G. et a.,
1984b). In einem ersten schnellen Schritt wird alles vorhandene trans-Konformer wéhrend
der Mischzeit hydrolysiert, fir die weitere Hydrolyse ist die cig/trans Isomerisierung
geschwindigkeitsbestimmend. Die Geschwindigkeitskonstante Kgsatrans Wird — durch
nichtlineare Regression nach einem Geschwindigkeits-Zeit-Gesetz erster Ordnung ermittelt.
Der cis-Gehalt ergibt sich aus dem Amplitudenverhaltnis zwischen langsamer und schneller
kinetischer Phase. Fur Messungen mit Ala-AlaThr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np wurde a-
Chymotrypsin, fir Pro-Leu-Thr(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np wurde a-Chymotrypsin  oder
Subtilisin Carlsberg verwendet. Nach Temperierung von Puffer und Protease wurde die
Reaktion durch Zugabe des Substrates aus einer Stammlésung in HO oder Puffer gestartet.
Die Messungen erfolgten in 50 mM Bis-Tris-Propan pH 7.5 bei 10 °C an einem HP 8452A
Diodenarray-Spektrometer bei 390 nm dber enen Zetraum von 10 min. Die

Substratkonzentration im Ansatz betrug 37.5 uM.

2.5.2. Herstellung von cis-Xaa-Xaa-Thr (POsH2)-Pro-Phe-NH-Np
2.5.2.1. Ala-Ala-Thr(POsH.)-Pro-Phe-NH-Np
Die Hesdlung von cisAla-AlaThr(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np  erfolgte  mittels
isomerspezifischer Proteolyse durch a-Chymotrypsin. Alle Reaktionen wurden bei 0 °C in
einem Wasser/Eis-Bad durchgefuhrt. Alle verwendeten Lésungen wurden mindestens 10 min
vortemperiert. Der Reaktionsstart erfolgte durch Zugabe einer 1.5 mM Peptidstammlésung in
H20 zu einer Losung von 43 puM Chymotrypsin (Stammlésung 3.2 mM in 1 mM HCI) in 50
mM Bis-TrissPropan pH 7.5. Die Peptidkonzentration im Ansatz betrug 75 puM. Die
Herstellung von cisAlaAla-Thr(POsHz)-Pro-Phe-NH-Np  zur  Bestimmung  der
| somerisierungsgeschwindigkeit bei 0 °C erfolgte in Gegenwart von 9.8 uM Chymotrypsin
und 0.5 M NaCl. Nach dem Reaktionsstart wurde kraftig gemischt. Nach 2 min war das trans
Konformer vollstdndig an der 4-Nitroanilidbindung hydrolysiert und Chymotrypsin wurde
durch Zugabe eines 1.4 fachen molaren Uberschusses an Eglin C (Stammlésung 1.16 mM in
05 mM HCI) inaktiviert. Das verbleibende cis-Ala-Ala-Thr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np
isomerisiert nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung bis zur Wiedereinstellung

des cig/trans-Gleichgewichtes.
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2.5.2.2. Pro-Leu-Thr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np
Die Herstellung von cis-Pro-Leu-Thr(POsH2)-Pro-Phe-NH-Np erfolgte analog zu 2.5.2.1.
aulBer dass statt Chymotrypsin Subtilisin Carlsberg in einer Konzentration von 49 uM
verwendet wurde. Die Reaktion wurde 150 sec nach dem Start durch Zugabe von
Diisopropyl-fluorphosphat (Stammldsung 5.4 M) bis zu einer Endkonzentration von 7.2 mM
abgestoppt.

2.5.3. Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante kqps der | somerisierung von
cisAla-Ala-Thr (PO3sH;)-Pro-Phe-NH-Np bei 0 °C

Das Peptid cisAla-AlaThr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np wurde wie in 2.5.2.1. beschrieben
hergestellt und bel 0 °C inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten wurden Aliquots von 1.3 ml
entnommen und mittels isomerspezifischer Proteolyse der Antell an cis Isomer ermittelt. Nach
Abgleichen des Spektrometers auf die bereits gelb geféarbte Losung erfolgte der Start durch
Zugabe von 25 pl einer 3.2 mM Chymotrypsinlésung. Das entspricht einem 4.3 fachen
molaren Uberschul3 gegeniiber dem vorhandenen Eglin C. Zwischen Entnahme der Aliquots
und Start der Reaktion vergingen weniger als 40 sec. Wahrend dieser Zeit kann nur ungefahr
1 % des vorhandenen Peptids von cis nach trans isomerisieren. Die Endextinktion in der
Klvette nach der Reaktion betrug ungefahr 0.86.

Zur Beschleunigung der cis/trans Isomerisierung wurde in einigen Experimenten 2 min vor

Entnahme des ersten Aliquots humanes Pinl in einer Konzentration von 135 nM zugesetzt.

2.5.4. Untersuchungen zur Konfor mer spezifitat von Phosphatasen

Zur Untersuchung der Isomerspezifitét wurde das Peptid cisAla-Ala-Thr(POsH-)-Pro-Phe-
NH-Np wie in Punkt 25.2.1. beschrieben hergestellt und bei 0 °C inkubiert. Nach
verschiedenen Zeiten wurden Aliquots von 600 pl entnommen und fir 2 min mit 1.3 nM
PP2A; inkubiert. Durch Zugabe von 5 pl Trifluoressigsaure wurde die Phosphatasereaktion
abgestoppt. Zur Untersuchung der Alkalischen Phosphatase wurden 300 pl Aliquots des
Peptids fur 3 min mit 10 pl Phosphatase (Stammldsung 20 U/ul) inkubiert.

Die Untersuchungen mit dem vom Cdc25 abgeleiteten Peptid Pro-Leu-Thr(POsH,)-Pro-Phe-
NH-Np wurden in analoger Weise durchgefuhrt. Zu verschiedenen Zeiten nach dem
Abstoppen der isomerspezifischen Proteolyse wurden 600 pl der &aquilibrierenden
Peptidldsung fir 3 min mit 6.2 nM PP2A; inkubiert.
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Den entnommenen Aliquots wurden in enigen Fdlen 2 min vor dem Starten der
Phosphatasereaktion humanes rekombinantes Pinl oder Pinl-Mutanten in Konzentrationen
zwischen 135 nM und 260 nM zugesetzt.

Die Analyse dler Aliquots erfolgte mittels RP-HPLC analog zu Punkt 2.4.3.2. Nach dem
Auftragen der Probe wurde die Saule 10 min mit 20 % ACN gespiilt. Anschlief3end folgte ein
ACN-Gradient von 20%-40% ACN in 30 min. Die Detektion der Peptide erfolgte bei 320 nm,

dem Absorptionsmaximum des 4-Nitroanilids.
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[11. Ergebnisse

3.1. Reinigung und Charakterisierung der PP2A;
3.1.1. Reinigung der PP2A;

Die reversible Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro Motiven spielt eine SchlUsselrolle bei der
Regulation verschiedenster zelluldrer Vorgange. Verglichen mit den prolinspezifischen
Kinasen, die hinsichtlich Funktion, Struktur und Substratspezifitédt relativ gut erforscht sind,
ist wenig dartber bekannt, wie die Dephosphorylierung dieser prolingerichteten
Phosphorylierungsstellen in der Zelle erfolgt. Bisher sind keine Phosphatasen bekannt, die,
analog zu den Kinasen, aufgrund ihrer eng definierten Substratspezifitét als prolinspezifisch
bezeichnet werden konnten. Deshalb sollte im Verlauf dieser Arbeit eine Phosphatase mit
hoher Aktivitéat gegenuber pSer/pThr-Pro-Motiven gereinigt werden. Als Substrat dienten
dabel das Peptid Ala-Ala-Thr(POsH-)-Pro-Phe-NH-Np und 4-Nitrophenylphosphat ©NPP)
zur Detektion unspezifischer Phosphatasen. Die Detektion der Phosphataseaktivitét gegentiber
dem Phosphopeptid erfolgte mit Hilfe eines gekoppelten Tests, der die unterschiedlichen
Eigenschaften von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Peptid als Substrat von
Chymotrypsin ausnutzt (s. Kap. 2.4.3.1.). Obwohl dieser Test fir exakte enzymkinetische
Messungen aufgrund seiner vielen Limitierungen nur beschrankt anwendbar ist, stellt er ein
hervorragendes Werkzeug zur Reinigung von Phosphatasen dar, da er verglichen mit
herkdmmlichen Tests (HPLC, CE, Radioaktivitét) die Messung vieler Proben in wesentlich
kirzerer Zeit und mit geringem Aufwand ermdglicht.

In Vorversuchen wurden verschiedene tierische Gewebe auf Phosphataseaktivitdten getestet,
die hochste Aktivitdat wurde in Schweinehirn detektiert. Eine Fraktionierung dieser Aktivitat
durch lonenaustauschchromatographie ergab einen Aktivitdispeak gegeniber dem
Phosphopeptid und mehrere mit pNPP (Werner, 1996).

Die Phosphatase mit hoher Aktivité gegenlber dem Peptidsubstrat konnte gereinigt werden.
Als absolut notwendig erwies sich dabei die Verwendung von ganz frischem Schweinehirn,
da in Uber mehrere Stunden bel 5 °C gelagertem Materia kaum noch Aktivitat mef3bar war.
Im Verlauf der Reinigung kamen eine Falung mit zu 25 % geséttigtem Ammoniumsulfat,
hydrophobe  Interaktionschromatographie, Anionenaustauschchromatographie und Gel-
filtration zur Anwendung. Die Tabelle 3.1 zeigt das Reinigungsschema einer typischen
Préparation. Unspezifische Phosphatasen mit hoher Aktivitét gegentber pNPP und geringer
Aktivitat gegeniiber dem Peptid wurden durch Ammoniumsulfatfallung und hydrophobe

I nteraktionschromatographie entfernt. In allen nachfolgenden Schritten konnte nur noch eine
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Phosphatase detektiert werden, die allerdings gegeniiber beiden verwendeten Substraten aktiv

war. Nach dem letzten Reinigungsschritt waren mittels SDS-PAGE in den aktiven Fraktionen
noch drei Proteine mit Molekulargewichten von ungefdahr 36 kDa, 55 kDa und 65 kDa

nachweisbar, die nachfolgend als Untereinheiten der PP2A identifiziert werden konnten

(Abb. 3.1). Aus 150 g Schweinehirn konnten in typischen Praparationen zwischen 100 pg und

400 ug heterotrimere PP2A gereinigt werden.

Schritt Volumen Protein | pNPP-Akt. spez. pNPP-Akt.  Faktor | pTP-Akt. spez. pTP-Akt. Faktor
(ml) (mg) (mU) (mU/mg) (pPNPP) (mU) (mU/mg) pTP
Homog. 175 21875 9020 041 1
Fallg. 175 19687 5340 0.27 0.7 - - -
Propyl 115 126 141 1.1 2.7 91 0.7 1
DEAE 42 23 288 13 31 127 5.6 7.7
Gelfiltr. 20 21 151 71 172 97 45 63
DEAE 11 0.28 72 262 637 43 156 217

Tab. 3.1 Reinigungstabelle einer typischen PP2A-Praparation
Dargestellt sind die Phosphataseaktivitdten gegentber den Substraten pNPP und Ala-Ala
Thr(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np (pTP).

Abb. 3.1 Silbergefarbtes SDS-Gel der gereingten heterotrimeren PP2A aus Schweinehirn

67 kDa

45 kDa

29 kDa

21 kDa

12 kDa

M PP2A
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3.1.2. Identifizierung der Untereinheiten
Zur genaueren ldentifizierung der Untereinheiten wurde ein Teil der gereinigten Phosphatase
mit Trichloressigsaure geféllt und die Proteine nach Reduktion der Disulfidbriicken und
Umsetzung der SH-Gruppen mit 4-Vinylpyridin mittels RP-HPL C aufgetrennt (Abb. 3.2).

A B
1000 | % 3
217 £ «— 925kDa
177
mAU , L, . %m «— 67KkDa
. '
317 — i
SCD- s a
w.s ——
@ — 29kDa
O.
0 10 20 0 min 177 217 233 305 317 M

Abb. 3.2 Trennung der Untereinheiten der heterotrimeren PP2A; mittels RP-HPLC zur
Identifizierung der jewelligen Isoform (A) und Coomassie-geféarbtes SDS-Gel der erhaltenen
Fraktionen im Vergleich zum Molekulargewichtsstandard M (B).

Die einzelnen Untereinheiten sind im Gel mit B (regulatorische UE), C (katalytische UE) und
A (Struktur-UE) beschriftet.

Dader Versuch einer N-terminalen Sequenzierung fir die Proteine von 36 kDa und 55 kDa an
einer N-terminalen Modifikation scheiterte, wurden diese mit Trypsin verdaut und nach
Auftrennung der Spatprodukte fir jedes Protein ein internes Peptid sequenziert. Die
erhaltenen Peptidsequenzen AHQLVMEGYNWCHDR fur das 36 kDa Protein und
GEYNVYSTFQSHEPEFDYLK fir das 55 kDa Protein identifizieren diese beiden eindeutig
as katalytische und als regulatorische B-Untereinheit der PP2A (Abb. 3.3 und 3.5). Das
Protein mit einer Grole von 65 kDa wurde daraufhin nicht sequenziert, da mit grof3er
Wahrscheinlichkeit anzunehmen war, dass es sich um die A-Untereinheit handelt und aus der
Literatur bekannt ist, dass diese in vielen Féllen ebenfalls N-terminal blockiert ist (Hemmings
et al., 1990).

Von alen PP2A-Untereinheiten sind mehrere Isoformen bekannt. Die beiden sequenzierten
Peptide befinden sich in stark konservierten Regionen und erlauben keine Aussage darlber,
welche Isoformen die isolierte PP2A enthélt. Deshalb wurden ale drei Untereinheiten separat
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mit Endoproteinase Lys C verdaut und das entstandene Peptidgemisch direkt mittels MALDI-
Massenspektrometrie analysiert. Die Aminosauresequenzen der PP2A-Untereinheiten vom
Schwein sind entweder bekannt oder sehr stark homolog zu den bekannten humanen
Sequenzen. Deshalb konnten durch den Vergleich des theoretischen Spaltmusters der
einzelnen Isoformen mit den experimentell ermittelten Peptidmassen ale drei Untereinheiten
eindeutig identifiziert werden (Abb. 3.3/ 3.4/ 3.5, Tab. 3.2). Das 65 kDa Protein wurde als a-
Isoform der strukturellen A-Untereinheit identifiziert. Die B-Untereinheit war ebenfalls die a -
Isoform. Die katalytische Untereinheit erwies sich als Gemisch aus a- und b-lsoform. Der
Antell beider Isoformen der katalytischen Untereinheit im heterotrimeren Komplex konnte
aus diesen Daten nicht ermittelt werden. Die isolierte Phosphatase ist somit eine PP2A; der
Zusammensetzung Ca/bAaBa.

Die Massen der N-terminalen Peptide der A- und B-Untereinheit waren verglichen mit der
theoretischen Masse um jeweils 42 Da zu grol3, was auf eine Acetylierung hindeutet. Das N-
terminale Peptid der katalytischen Untereinheit konnte aufgrund seiner geringen Grof3e nicht
detektiert werden. Allerdings mul3 die katalytische Untereinheit auch N-terminal modifiziert
sein, da sonst eine N-terminale Sequenzierung moglich gewesen wére.

Ein zusdtzlich aufgetretener Peak, der anhand seiner Masse keinem erwarteten Peptid
zugeordnet werden konnte, hatte eine um 14 Da grof3ere Masse als das gefundene C-terminale
Peptid. Da diese Massendifferenz genau der erwarteten fur eine Carboxymethylierung des C-
Terminus entspricht, kann mit grof3er Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass die
isolierte PP2A teilweise die in der Literatur beschriebene Carboxymethylierung am C-
terminalen Leu’® aufweist.

Waéhrend bel den regulatorischen A- und B-Untereinheiten die Sequenzunterschiede zwischen
den verschiedenen Isoformen eine eindeutige Identifizierung ermdglichen, sind die a- und b-
Isoform der katalytischen Untereinheit sehr stark homolog. Sie unterscheiden sich in lediglich
8 von 309 Aminosauren, wobei sich 7 Austausche am N-Terminus befinden. Um das
Vorhandensein beider Isoformen der katalytischen Untereinheit zweifelsfrei zu zeigen,
wurden zwei Peptide der kritischen Region mittels post source decay — Analyse sequenziert
(Tab. 3.2).
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Unter-  Pep- m/z Sequenz  Sequenz I'so-
einheit tid theoret. beob. position form
C C1 1754.0 1754.0 9-212 ELDQWIEQLNECK a
Cc2 1740.0 1739.9 9-21 ELDQWVEQLNECK b
C3 1680.9 1680.7 22-34° QLNENQVRTLCEK b
C4 39125 39123 42-74 ESNVQEVRCPVTVCGDVHGQFHDLMELFRIGGK a/b
C5 34319 34319 75-104 SPDTNYLFMGDYVDRGYYSVETVTLLVALK a/b
C6 4106.7 4107.3 105-136 VRYRERITILRGNHESRQITQVY GFYDECLRK a
C7  4047.7 4048.2 105-136  VRYPERITILRGNHESRQITQVY GFYDECLRK b
C8 3167.6 31674 284-309  YSFLQFDPAPRRGEPHVTRRTPDY FL a/b
3181.6° 31819
A Al 35710 35711 1-32° AAADGDDSLYPIAVLIDELRNEDVQLRLNSIK a
A2 8093.3 8092.8 34-106 LSTIALALGVERTRSELLPFLTDTIYDEDEVLLALAE a
QLGTFTTLVGGPEYVHCLLPPLESLATVEETVVRDK
A3 2870.2 2870.0 107-132  AVESLRAISHEHSPSDLEAHFVPLVK a
A4 34340 34337 133-162 RLAGGDWFTSRTSACGLFSVCYPRVSSAVK a
A5 59328 5933.0 202-254  SEIIPMFSNLASDEQDSVRLLAVEACVNIAQLLPQE a
DLEALVMPTLRQAAEDK
A6 1377.7 13784 280-291 TDLVPAFQNLMK a
A7 14927 14927 292-304 DCEAEVRAAASHK a
A8 3086.7 3086.8 307-330 EFCENLSADCRENVIMTQILPCIK a
A9 1866.2 1866.5 358-373 DNTIEHLLPLFLAQLK a
Al10 4832.6 48325 374-415 DECPEVRLNIISNLDCVNEVIGIRQLSQSLLPAIVELA  a/b
EDAK
A1l 3095.7 3095.8 416-441  WRVRLAIIEYMPLLAGQLGVEFFDEK al/b
Al2 29255 2925.8 442-466 LNSLCMAWLVDHVYAIREAATSNLK a
A13 3982.7 39829 485-518 VLAMSGDPNYLHRMTTLFCINVLSEVCGQDITTK a
Al4 2538.1 2538.5 519-541 HMLPTVLRMAGDPVANVRFNVAK a
Al5 21956 2195.9 546-565  IGPILDNSTLQSEVKPILEK a
B B1 1886.1 1886.0 2-18° AGAGGGNDIQWCFSQVK a
B2 3090.3 3090.4 19-48 GAVDDDVAEADIISTVEFNHSGELLATGDK a
B3 16328 1633.1 49-62 GGRVVIFQQEQENK a
B4 31634 31634 63-88 IQSHSRGEYNVY STFQSHEPEFDY LK a
BS 9412 941.1 99-105 IRWLPQK a
B6 23448 2344.9 249-267 GTIRLCDMRASALCDRHSK a
B7 28741 28744 268-292 LFEEPEDPSNRSFFSEIISSISDVK a
B8 29223 2922.6 310-332 IWDLNMENRPVETYQVHEYLRSK a
B9 17741 17743 333-345 LCSLYENDCIFDK a/blg
B10 1103.3 1102.9 419-427 ILHTAWHPK a
B11 2068.3 2068.2 428-445 ENITAVATTNNLYIFQDK a

# Die Sequenz dieser Peptide wurde durch post source decay Analysen bestétigt. b Entspricht einer C-terminalen
Carboxymethylierung.

¢ N-terminale Peptide liegen in acetylierter Form vor.

Tab. 32

Identifizierung

der

Massenspektrometrie nach Verdau mit Endoproteinase LysC

PP2A;-Untereinheiten mittels MALDI-TOF
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1 15 16 30 31 45 46 60 61 75
Ca (SS, HS) MXEKVFTKELDOW E QL NECKQLSESQVKS LCEKAKEI LTKESNV CEVRCPVTVCGDVHG QFHDLMELFRI GGKS
G (HS) N B M AN \ A \ A = B N

76 90 91 105 106 120 121 135 136 150

Ca (SS, HS) PDTNYLFMEDYVDRG YYSVETVTLLVALKV_RYRERI TI LRGNHES RQ TQVYGFYDECLR KYGNANWKYFTDLF
@ (HS) S ) A S S S
151 165 166 180 181 195 196 210 211 225

Ca (SS,HS) DYLPLTALVDAQ FC LHGGELSPSI DTLDH  RALDRLQEVPHEGPM CDLLWSDPDDRGGWSG | SPRGAGYTFGQDI S
@ (HS) A S

226 240 241 255 256 270 271 285 286 300
Ca (SS, HS) ETFNHANGLTLVSFA HQLVMEGYNWCHDRN WTI FSAPNYCYRCG NQAAI MELDDTLKYS FLCQFDPAPRRGEPHV
@G (HS) i . i cocooooiDonrririiiiiiiroviiiiiiiiviiue

301 309
Ca (SS, HS) TRRTPDYFL
@ (HS) Lo

Abb. 3.3 Identifizierung der katalytischen Untereinheit der PP2A als Gemisch aus a- und b-lIsoform durch
Vergleich der Sequenzen (Swissprot P05323, P11082) mit dem gefundenen Spaltmuster (HS — Mensch; SS —
Schwein).

Die Schweinesequenz der b-Isoform existiert in Swissprot nur als Fragment ab Leu'’ (P11493), ab dort ist sie
aber identisch zur humanen Sequenz. Das grau unterlegte Peptid wurde durch Aminosduresequenzanalyse nach
tryptischem Verdau sequenziert. Unterstrichene Peptide wurden im Peptidgemisch nach LysC-Verdau durch
MALDI-TOF Massenspektrometrie anhand ihrer Massen identifiziert. Ein zusétzliches Peptid mit einer um 14
DagroReren Masse als das C-terminale Peptid deutet auf eine teilweise Carboxymethylierung des Leu>®.

1 15 16 30 31 45 46 60

PR65a AAADCGDDSLYPI AVL | DELRNEDVQLRLNS | KKLSTI ALALGVER TRSELLPFLTDTI YD

PR65b [NSTELVAVAS €] € SiV/ N € € S A

61 75 76 90 91 105 106 120 121 135

PR65a EDEVLLALAEQLGIF TTLVGGPEYVHCLLP PLESLATVEETWWRD KAVESLRAI SHEHSP SDLEAHFVPLVKRLA

PR65b :::::iiiiiiiiN G DRA i i T Qi@ VAT

136 150 151 165 166 180 181 195 196 210

PR65a GEDWFTSRTSACAF SVCYPRVSSAVKAEL RQYFRNLCSDDTPMW/ RRAAASKLCGEFAKVL ELDNVKSEI | PMFSN

PR65b S::::iiiiiiiiir siiiii ANl s HIS i i S VELE T

211 225 226 240 241 255 256 270 271 285

PR65a LASDEQDSVRLLAVE ACVNI AQLLPCQEDLE ALVMPTLRQAAEDKS WAVRYMVADKFTELQ KAVGPEI TKTDLVPA
PR65b :::::iiiiiiiiiir i SiiiiS D ociiiiiiiiiiiiiy ot S i RIKGLN L

286 300 301 315 316 330 331 345 346 360

PR65a ngLM<DCEAEVRAA ASHKVKEFC,EI\LSAD CRENVI MTQ LPC K ELVSDANQHVKSALA SVI MELSPI LGKDNT

PR65b ::: PIE G TI::N:::::: :::::T:sssii:: 2T E L

361 375 376 390 391 405 406 420 421 435

PR65a | EHLLPLFLAQLKDE CPEVRLNI | SNLDCV NEVI G RQLSQSLLP Al VELAEDAKVRVRL Al | EYMPLLAGQLGV
PR6Sb :::icricririin TiTiTTiUiiTiUIL o TToirioiiiiiiinoTiiiiiiiiiiiiiioniiiiiiiiiiiooln

436 450 451 465 466 480 481 495 496 510
PR65a EFFDEKLNSLCVAW. VDHVYAI REAATSNL KKLVEKFGKEWAHAT | | PKVLAVBGDPNYL HRMITLFCI NVLSEV
PR65b ::::i:iiiiiiiir i N M QT QN Ve VEAN D i A

511 525 526 540 541 555 556 570 571 588
PR65a CGQDI TTKHMLPTVL RVAGDPVANVRFNVA KSLQKI GPI LDNSTL QSEVKPI LEKLTQDQ DVDVKYFACQEALTVL SLA
PR65b :::E:::Q::T:7 K- Q: i t:iiiii:iTDA tE::V:Q:G:E:M::::::::1S: A

Abb. 3.4 Identifizierung der A-Untereinheit der PP2A als a-Isoform durch Vergleich der Sequenzen (Swissprot
P54612, P54613; Schwein) mit dem gefundenen Spaltmuster.

Unterstrichene Peptide wurden im Peptidgemisch nach LysC-Verdau durch MALDI-TOF Massenspektrometrie
anhand ihrer Massen identifiziert.
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Abb. 3.5 ldentifizierung der B-Untereinheit der PP2A als a-lIsoform durch Vergleich der
Sequenzen (Swissprot P50409, Q00005, P54614, P50410) mit dem gefundenen Spaltmuster
(HS—Mensch; SS— Schwein; OC - Kaninchen).
Die Schweinesequenz firr die a-Isoform existiert in Swissprot nur as Fragment ab Asp®
(Q29090). Ab daist sie allerdings identisch zur humanen Sequenz. Das grau unterlegte Peptid
wurde durch Aminosduresequenzanalyse nach  tryptischem Verdau sequenziert.
Unterstrichene Peptide wurden im Peptidgemisch nach LysC-Verdau durch MALDI-TOF
Massenspektrometrie anhand ihrer Massen identifiziert.
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3.1.3. Isolierung der katalytischen Untereinheit PP2Ac

Die katalytischen Eigenschaften der PP2A gegeniber vielen Substraten werden von den
regul atorischen Untereinheiten variiert. Um den Einfluss auf die katalytischen Konstanten der
Dephosphorylierung genauer zu untersuchen, sollte die trimere PP2A; mit der katalytischen
Untereinheit verglichen werden. Die Reinigung der katalytischen Untereinheit aus Geweben
wurde mehrfach beschrieben (Tung, H. Y. et al., 1984; Stone et a., 1987). In alen diesen
Féllen konnte sie von dimeren und trimeren Formen durch Anionenaustauschchromatographie
getrennt werden. Allerdings wird angenommen, dass die katalytische Untereinheit in der Zelle
nicht frei vorliegt (Kremmer et al., 1997), da die strukturelle Untereinheit sehr fest an die
katalytische gebunden ist (Turowski et a., 1997). Oft wird in den publizierten
Reinigungsprotokollen deshalb neben der trimeren auch die dimere PP2A angereichert (Tung,
H.Y.L.etad., 1985; Usui et a., 1988, Mumby et al., 1987; Waelkens et a., 1987; Hendrix et
a., 1993b). Das Auftreten der separaten katalytischen Untereinheit in den oben genannten
Falen stellt wahrscheinlich einen durch die Préparation verursachten Artefakt dar.

Bei der Reinigung der PP2A; aus Schweinehirn wurde zu keiner Zeit der Prozedur eine
Aufspaltung der Aktivitét in mehrere Peaks beobachtet. Auch die Isolierung der katalytischen
Untereinheit aus dem trimeren Komplex durch eine Ethanolfallung nach (Cohen, P. et al.,
1988) gelang im Verlauf dieser Arbeit nicht. Die wahrscheinlichste Ursache dafir ist die

geringe Proteinkonzentration der verwendeten Phosphatase.
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Abb. 3.6 Isolierung der katalytischen Untereinheit PP2A: aus teilgereinigten PP2A;-
Fraktionen mittels Gelfltration.

Die Trennung erfolgte in 10 mM CHES, 1 M NaCl, 2 mM MgCh, 2 mM CaChk, 1 mM DTT,
pH 9.0 an einer Superdex 75-Saule am Smart-System (Pharmacia). Die Uberprifung der
beiden erhaltenen Aktivitatsmaxima (PNPP as Substrat) mittels silbergefarbter SDS-PAGE
identifizierte den zweiten Peak (Fraktion 19) as reine katalytische Untereinheit. Die beiden
durchgehenden Banden im hohermolekularen Breich des Gels sind keine Proteine in der
Probe sondern Artefakte der Silberféarbung.
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Die Préparation der katalytischen Untereinheit aus teilgereinigten PP2A;-Fraktionen gelang
schliefdich mittels Gelfiltration bel pH 9 in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen, sowie von
DTT, M¢f*, und Ca?* (Abb. 3.6). Unmittelbar nach der Trennung wurde der pH-Wert wieder
auf 7.5 eingestellt, so dass die Phosphatase den relativ drastischen Bedingungen nur wéahrend
des Gelfiltrationslaufes (rund 30 min) ausgesetzt war.

Das Elutionsprofil der Gelfiltration zeigte zwei voneinander getrennte Aktivitdtsmaxima mit
dem Substrat pNPP, von denen das erste noch komplette trimere Phosphatase enthielt, das
zweite aber aus sauberer katalytischer Untereinheit bestand.

Mit dieser Methode konnte also keine vollstandige Zerstérung aller PP2A-Heterotrimeren
erreicht werden, aber es konnten fir enzymkinetische Untersuchungen ausreichende Mengen
an reiner katalytischer Untereinheit gewonnen werden. Diese erwies sich bel Lagerung und
wahrend den Messungen stabil, zeigte alerdings, verglichen mit der trimeren Form, ein
anderes Verhalten gegentiber MgCh und DTT. Wéhrend die Aktivitét der PP2A; durch DTT
nicht beeinflusst wird und 100 mM MgCh eine drastische Inhibierung bewirken, wird die
Aktivitat der PP2Ac durch gleichzeitige Zugabe von 2 mM DTT und 100 mM MgCh zum
Dephosphorylierungsansatz um den Faktor 2.5 erhtht (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Einfluss von MgCL/DTT auf die Aktivitét der PP2A; und PP2Ac gegenlber dem
Peptid Ala-Ala-Thr(PO3zH,)-Pro-Phe-NH-Np.

Das Peptid (12.8 uM) wurde mit 0.1 nM PP2A; oder 1 nM PP2Ac in 50 mM BTP pH 7.5in
Ab- oder Anwesenheit von 100 mM MgCh/2 mM DTT bei 30 °C inkubiert. Nach
verschiedenen Zeiten wurden Aligquots enthomen und mittels HPLC analysiert. Dargestellt
sind (A) die Produkt-Zeit-Kurven der Reaktion und (B) der Vergleich der Aktivité in Ab-
und Anwesenheit von 100 mM MgChL/2 mM DTT. Ausgemate Symbole zeigen
Abwesenheit und offene Symbole Anwesenheit der Effektoren.
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3.1.4. Inhibierbarkeit durch Okadasdure und Calyculin A

Die aus Schweinehirn gereinigte PP2A; zeigte noch Aktivitdt gegentber dem
tyrosinphosphatanal ogen pNPP. Obwohl im SDS-Gel keine Fremdproteine erkennbar waren
und eine intrinsische Tyrosinphosphataseaktivitét der PP2A seit langem bekannt ist (Goris et
al., 1988), konnte zum jetzigen Zeitpunkt eine Verunreinigung der Prgparation durch geringe
Mengen an Alkalischer Phosphatase nicht ausgeschlossen werden. Eine Unterscheidung
zwischen Proteinphosphatasen und Alkalischer Phosphatase ist durch Anwendung von
spezifischen Inhibitoren moéglich. Unter anderem sind die Naurstoffe Okadasaure und
Calyculin A ausgezeichnete Inhibitoren der PP2A, wéahrend sie die Alkalische Phosphatase
nicht beeinflussen (Bialojan und Takai, 1988). Urspringlich wurden Okadasdure und
Cdyculin A aus den marinen Schwémmen Halichondria okadii und Discodermia calyx
isoliert (Ishihara et al., 1989). Wahrscheinlich werden sie aber von marinen Dinoflagellaten
produziert und im Verlauf der Nahrungskette angereichert. Beide Verbindungen sind trotz
unterschiedlicher Struktur (Abb. 3.8) hochaffine Inhibitoren der PP1 und PP2A
(Ubersichtsartikel: Cohen, P. et al., 1990; MacKintosh, C. R. W., 1994).

Abb. 3.8 Strukturformeln der Okadasdure (A) und des Calyculin A (B)

Die Inhibierungsversuche wurden mit pNPP als Substrat durchgefihrt. Die aus Schweinehirn
isolierte PP2A; wurde durch Okadasaure bzw. Cayculin A mit 1Cso-Werten von 0.8 nM bzw.
15 nM inhibiert (Abb. 3.9). Die vollstandige Inhibierbarkeit der PP2A; durch beide
Inhibitoren zeigt, dass die relativ hohe Aktivitdt gegentiber dem kinstlichen Substrat pNPP
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intrinsisch ist und nicht von ener Verunreinigung der Prdparation durch Alkalische

Phosphatase verursacht wird.
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Abb. 3.9 Inhibierung der pNPP-Aktivitét der PP2A; durch Okadasaure (A) und Calyculin A
(B)

Die Messungen erfolgten in 20 mM Tris, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 0.1 mg/ml BSA pH 7.5
in Gegenwart von 5 mM pNPP und 9 nM PP2A; bei 30 °C. Die Daten stellen Mittelwerte +

Standardabweichungen von Dreifachbestimmungen dar.

3.1.5. Titration der aktiven Konzentration an PP2A; und PP2Ac

Fir enzymkinetische Messungen ist die Kenntnis der mdglichst exakten Proteinkonzentration
unbedingt erforderlich. Bekannterweise sind viedle Methoden zur Proteinbestimmung
erheblich fehlerbehaftet, sei es, weil die Probe abweichende Eigenschaften von verwendeten
Eichproteinen (Farbstoffbindung) aufweist oder katalytisch inaktives Protein enthdlt. Eine
genaue Methode zur Proteinbestimmung stellt die Titration der aktiven Enzymmolekile mit
hochaffinen Inhibitoren dar. Im Fall der PP2A steht mit der Okadaséure ein solcher Inhibitor
zur Verfugung. Sie inhibiert die PP2A mit einem Ki-Wert von 32 pM (Taka und Mieskes,
1991; Taka et a., 1992). Deshab wurden ale verwendeten PP2A-Stammldsungen vor
Verwendung titriert. Alle in dieser Arbeit angegebenen bzw. zur Berechnung von Konstanten
benutzten PP2A-K onzentrationen stellen katalytisch aktive Enzymkonzentrationen dar.

Die Titration wurde mit pNPP as Substrat durchgefiihrt, da die Aktivitat in diesem Fall
kontinuierlich mittels eines Spektrometers gemessen werden kann. Die Inhibierungskurve
wurde in einem Mef3ansatz aufgenommen, die Zugabe von Okadasdure erfolgte kumulativ
(Takai und Mieskes, 1991). Die Auswertung der Messungen erfolgte durch Auftragung der
Restaktivitét in Gegenwart des Inhibitors gegen die jeweilige Okadasdurekonzentration (Abb.
3.10 A/B). Nach Gleichung (4) (Kap. 2.3.3.1.) sollte sich eine Gerade ergeben, deren
Schnittpunkt mit der Abszisse die aktive Enzymkonzentration darstellt. Die reell beobachtete
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Abweichung von der Linearitét bei hoheren Inhibitorkonzentrationen ist zurtickzufihren auf
die Veringerung der Phosphatasekonzentration im Ansatz durch Inhibitorbindung. Damit ist
die Bedingung fur die Linearitdt Bota >> Ki nicht mehr erfillt. Eine aternative Methode zur
Auswertung ist die Auftragung nach Henderson (Henderson, 1972) (Kap. 2.3.3.1. Gleichung
(6)), bel der die Phosphatasekonzentration aus dem Schnittpunkt der Geraden mit der
Ordinate ermittelt wird (Abb. 3.10 C/D). Die Konzentrationen aler verwendeten PP2A;-
Stammldsungen lagen zwischen 50 und 70 nM und waren damit teilweise bis zu Faktor 3
niedriger als die mittels Bradford-Test ermittelten Proteinkonzentrationen. Die Konzentration

der PP2Ac-Stammldsung betrug 57 nM.
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Abb. 3.10 Titration einer PP2Aj-Losung (A, C) und einer PP2Ac-Losung (B, D) mit
Okadasaure.

Die detaillierte Beschreibung ist im Text zu finden. Die Auftragung der Restaktivitét gegen
die vorhandene Inhibitorkonzentration und nachfolgende Extrapolation des linearen
Abschnittes zur Abszisse ergeben eine PP2A;-Konzentration von 7.7 nM (A) und eine
PP2Ac-Konzentration von 0.7 nM (B) in der Kivette. Die Auftragung der Messwerte nach
Henderson (Kap. 2.3.3.1.) ergibt vergleichbare Werte (C, D).
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3.1.6. Beeinflussung der Phosphataseaktivitét durch Histon

Zur weiteren Charakterisierung der gereinigten PP2A; wurde der Einfluss von Histon H1 auf
die Phosphataseaktivitdt untersucht. Dieses basische Protein kann genau wie Heparin oder
Polykationen (Protamin) verschiedene Holoenzyme der PP2A aktivieren. Es wurden die
beiden Substrate pNPP und Ala-Ala-Thr(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np getestet. Messungen mit
pNPP erfolgten spektroskopisch in der Titerplatte, Messungen mit Peptidsubstrat wurden
mittels HPLC-Methode durchgefihrt, d.h. der Ansatz wurde fur bestimmte Zeit inkubiert,
abgestoppt und danach mittels HPLC analysiert. Alle Messungen erfolgten in 20 mM Bis
Tris-Propan, 1 mM DTT, 100 mM KCI, pH 7.5 bel 30 °C. Wahrend das Kontrollprotein BSA
keinen Einfluss auf die Phosphataseaktivitét hatte, konnte durch Zusatz von Histon H1 eine
bis zu 2.5fach héhere PP2A;-Aktivitdt gegentiber pNPP erzielt werden (Abb. 3.11.).
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Abb. 3.11 Einfluss von Histon H1 auf die Aktivitét der PP2A;.

Die Messungen erfolgten in 20 mM BTP, 1 mM DTT, 100 mM KClI, pH 7.5 bei 30 °C. Die
Ergebnisse stellen Mittelwerte einer Dreifachbestimmung dar.

(A) Die Aktivitdt gegeniber pNPP (5 mM) wurde in der Titerplatte spektroskopisch
gemessen. Zur Kontrolle, dass kein Wandeffekt vorliegt, wurde die Messung auch mit BSA
durchgefihrt. Die PP2A; (9 nM) wurde vor dem Starten der Reaktion durch Substrat fir 10
min mit Histon vorinkubiert.

(B) Die Aktivitéat gegentber Ala-AlaThr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np (25 uM) wurde mittels
HPL C-Methode gemessen. Nach 10minttiger Vorinkubation der PP2A; (0.14 nM) mit Histon
wurde die Reaktion durch Substratzugabe gestartet.

Die Abhangigkeit von der Histonkonzentration ergab eine Optimumskurve. Die maximale
Aktivierung erfolgte bei einer Histonkonzentration von 15 pg/ml. Im Gegensatz dazu
bewirkten dhnliche Histonkonzentrationen eine fast 50 %ige Inhibierung der PP2A;-Aktivitét
gegeniber dem Peptid Ala-Ala-Thr(POsH-)-Pro-Phe-NH-Np. Die wahrscheinliche Ursache



ERGEBNISSE 41

fur diese Effekte ist die Dissoziation der B-Untereinheit vom Komplex und die dadurch
veranderte Substratspezifitéat der PP2A.

3.1.7. Einfluss des pH-Wertes und der lonenstérke auf die PP2A-Aktivitat

Die Ermittlung des pH-Optimums der PP2A; erfolgte fur die beiden Substrate pNPP und Ala-
Ala-Ser(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np. Die Abhéangigkeit fir das Peptidsubstrat wurde mittels
HPLC-Methode gemessen. Bel der spektroskopischen Bestimmung des pH-Optimums fir
PNPP ist zu beachten, dass der molare Extinktionskoeffizient des pNPP unterhalb pH 9 selbst
abhangig vom pH-Wert ist (vgl. Abb. 2.2). Aus diesem Grunde wurde der Aktivitatstest
diskontinuierlich durchgefiihrt. Nach Inkubation der PP2A; mit pNPP bei den jeweiligen pH-
Werten wurden die Proben durch Zugabe von KOH akalisiert und damit gleichzeitig
abgestoppt und auf den gleichen alkalischen pH-Wert eingestellt. Die gemessenen
Extinktionen konnen jetzt direkt verglichen werden, ohne dass eine Korrektur des
Extinktionskoeffizienten notig ist.

Der Vergleich der pH-Abhéangigkeiten fir pNPP und das Peptid Ala-Ala-Ser(POsH2)-Pro-
Phe-NH-Np (Abb. 3.12) zeigt das sehr @hnliche Verhalten beider Substrate. Mit dem
Peptidsubstrat ist die maximale Aktivitéat bei pH 7.5 zu finden, bei pNPP ist dieses Maximum
lediglich etwas ins Saure zu pH 7.1 verschoben. Bei beiden Substraten ergibt sich ein relativ

enges Optimum mit steil abfallenden Flanken.
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Abb. 3.12 Abhangigkeit der PP2A;-Aktivitdt vom pH-Wert.

Die Messungen erfolgten in 50 mM MES (zwischen pH 5.2 und 5.9) oder BTP (zwischen pH
6.3 und 9.1) bei 30 °C.

Die Aktivitét gegentiber Ala-Ala-Ser(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np (A) wurde mittels HPLC-
Methode in Gegenwart von 50 uM Substrat und 9 nM PP2A; gemessen. Die maximae
Aktivitat von 233 nM ~ min* wurde as 100 % gesetzt. Die Aktivitét gegeniiber pNPP (B)
wurde spektroskopisch in Gegenwart von 5 mM Substrat und 2.5 nM PP2A; gemessen. Die
hochste Aktivitat von 451 nM ~ mint wurde als 100 % gesetzt.
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Ahnlich wie bei Proteinkinasen bewirken hohe Salzkonzentrationen eine dramatische
Verminderung der enzymatischen Aktivitét der PP2A;. Dies wurde am Beispie des
Einflusses von NaCl auf die Aktivitét gegentiber dem Peptid Ala-Ala-Thr(POsH,)-Pro-Phe-
NH-Np gezeigt Abb. 3.13). Bereits bel einer NaCl-Konzentration von 0.5 M betragt die
Restaktivitdt der PP2A; nur noch 53 %. Madoglicherweise behindern  hohe
lonenkonzentrationen die Erkennung und Bindung des Substrates, die ja zum grof3en Teil auf
ionischen Wechselwirkungen zwischen Phosphatrest im Substrat und positiven

Aminosaureseitenketten im Protein beruht.
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Abb. 3.13 Einfluss von NaCl auf die Aktivitét der PP2A; gegentber dem Peptid Ala-Ala-
Thr(PO3zH,)-Pro-Phe-NH-Np.

Das Peptid (25 uM) wurde in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen an NaCl in 50 mM
BTP pH 7.5 fur 5 bzw. 10 min mit 0.14 nM PP2A; inkubiert. Nach dem Abstoppen wurde der
Ansatz mittels HPLC anaysiert. Das eingeflgte Bild zeigt die Produkt-Zeit-Kurven. Die
Aktivitat in Abwesenheit von NaCl (0.21 pM ~ mint) wurde als 100 % gesetzt.

3.2. Untersuchungen zur Substratspezifitat der PP2A

3.2.1. Einflussder P+1 Position auf die Dephosphorylierung
Untersuchungen zur Substratspezifitét sind heutzutage Standardmethode bei  der
Charakteriserung von Enzymen, da sie oftmals wichtige Rickschlusse beziglich
Anforderung an native Substrate, Reaktionsmechanismen oder Aufbau des aktiven Zentrums
erlauben. Fur die meisten zum jetzigen Zeitpunkt bekannten Proteinkinasen ist die
Substratspezifitat sehr gut untersucht. Basierend auf diesen Untersuchungen wurden fur diese
Kinasen Konsensussequenzen der bevorzugten Phosphorylierungsmotive definiert und in
Nachschlagewerken erfal3t (Kreegipuu et al., 1998; Kreegipuu et a., 1999). Oft |&3t sich

anhand dieser Konsensussequenzen vorhersagen, welche Proteinkinase fur die
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Phosphorylierung des interessierenden Motives verantwortlich ist (Blom et a., 1999). Im
Vergleich dazu existieren relativ wenige Arbeiten, die die Substratspezifitét von Protein-
Serin/Threonin-Phosphatasen  systematisch mit Peptidsubstraten untersuchen. Uber den
Einfluss eines C-terminal zur phosphorylierten Aminosdure gelegenen Prolinrestes auf die
Dephosphorylierung von Substraten liegen unterschiedliche Ergebnisse mit PP2A-Enzymen
vor. Aus diesem Grunde sollte fur die PP2A der Einfluss der der Phosphorylierungsstelle
folgenden Aminosaure auf die Substrateigenschaften genauer untersucht werden. Die
Versuche wurden mit Hexapeptiden der allgemeinen Sequenz Ala-Ala-Thr(POsH,)-Xaa-Phe-
Gly-NH, , in denen Xaa durch jede proteinogene Aminosaure auf3er Cystein ersetzt wurde,
durchgefuhrt. Diese Substrate wurden freundlicherweise von M. Drewello als Rohpeptide zur
Verfigung gestellt. Sie wurden mittels préparativer HPLC aufgereinigt. Vor ihrer
Verwendung wurde die Reinheit durch analytische HPLC und ESI-Massenspektrometrie
bestétigt.

Zur Untersuchung des Einflusses der der Phosphorylierungsstelle benachbarten Aminosaure
auf die Dephosphorylierung des Substrates wurden fir alle Peptide die kea/Ku-Werte der
Dephosphorylierung durch die PP2A bestimmt. Die Phosphataseaktivitét wurde mittels RP-
HPLC gemessen. Dazu wurden die Substrate bel 30 °C mit PP2A inkubiert. Nach
verschiedenen Zeiten wurden Aliquots entnommen, durch Ansduern abgestoppt und mittels
HPLC analysiert (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14 Messung der Phosphataseaktivitét mittels RP-HPLC.

Die Dephosphorylierung wurde durch Zugabe von 0.11 nM PP2A; zu einer aquilibrierten
Losung von Ala-AlaThr(POsH-)-Pro-Phe-NH-Np (10.8 uM) gestartet. Nach 3 (a), 6 (b) and
9 (¢) min wurden Aliquots von 55 pl entnommen, durch Zugabe von 1 pl 25 %iger (v/iv) TFA
abgestoppt und mittels RP-HPL C, wie im Methodentell beschrieben, analysiert. Die Peaks bei
Elutionszeiten von 7.9 and 9.2 min entsprechen dem phosphorylierten und dephosphorylierten
Peptid. Die Menge an unphosphoryliertem Peptid wurde aus den integrierten Peakflachen
berechnet und gegen die Inkubationszeit aufgetragen (eingefiigtes Bild). Aus der Auftragung
wurde eine Phosphataseaktivitét von 0.1 uM ~ min errechnet.
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Bel Verwendung kleiner Substratkonzentrationen (S << Ky) kann kea/Ky direkt aus den
gemessenen Initialgeschwindigkeiten berechnet werden (Gl. 9).

kcat V

Ky B S
Um Schwankungen des Peptidgehaltes der verschiedenen synthetischen Peptide zu

(Gl. 9)

berticksichtigen, wurden die tatsachlichen Konzentrationen der Peptidstammldsungen
spektroskopisch bestimmt. Als Messsignal diente die Absorption des in alen Peptiden
vorhandenen Phe bel 257 nm, im Falle des Tyr- und Trp-haltigen Peptids die Absorption bei
275 und 280 nm. Die so erhatenen Peptidgehalte der Stammldsungen betrugen zwischen 61
% (Xaa = Trp) und 97 % (Xaa = Phe). Sie wurden in die Berechnung der ka/Ky-Werte
einbezogen (Gl. 10).

Kt %

Ku Eo St PepL.gen.

Skinwaage - €iNgEWogene Substratkonzentration
Pept.geh.: Peptidgehalt

(Gl. 10)

Um den Einfluss der regulatorischen Untereinheiten auf die Substratspezifitét zu bestimmen,
wurden sowohl die trimere PP2A; als auch die monomere PP2Ac untersucht, die verwendete
Substratkonzentration betrug 5 pM. Um die Glltigkeit der Voraussetzung S << Ky zu
bestétigen, wurde die Messreihe bei einer Peptidkonzentration von 10 uM wiederholt. Wie fir
die doppelte Substratkonzentration erwartet, wurden doppelte Initialgeschwindigkeiten und
damit identische kea/Km-Werte fir ale Peptide gefunden (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der Messreithen (Tab. 3.3) zeigen einen grofen Einfluss der C-termina zur
Phosphorylierungsstelle gelegenen Aminosaure auf die Substrateigenschaften der Peptide.
Bestes (Xaa = lle) und schlechtestes Substrat (Xaa = Asp) der PP2A; unterscheiden sich im
kea/Km-Wert ungefdhr um Faktor 13. Relativ schlechte Substrate enthalten Gly, Pro oder Asp,
bei dem besonders der grof3e Unterschied zum Glu Uberrascht. Die besten Substrate enthalten
in der untersuchten Position hydrophobe oder positiv geladene Aminosauren.

Generell fuhrt die Abwesenheit der regulatorischen Untereinheiten zu einer Verschlechterung
der enzymatischen Eigenschaften der PP2A, allerdings scheint die Spezifitét, zumindest in
dieser Position, weitgehend unbeeinflusst von den regulatorischen Untereinheiten zu sein. Ein
Vergleich der Spezifitétskonstanten relativ zu Ala in der untersuchten Position zeigt ungefahr
gleiches Muster fur die beiden PP2A-Formen (Abb. 3.15). Zwei Ausnahmen sind das Serin-
und das Tryptophan-haltige Peptid. Sie werden von der PP2A; besser, von der PP2A¢ jedoch
schlechter as das Alanin-haltige Peptid dephosphoryliert. Auferdem scheinen in
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Anwesenheit der regulatorischen Untereinheiten (PP2A1) in einigen Féllen die aktivierenden
(Phe, Tyr, Thr) oder inhibierenden Effekte (Gly) grof3er zu sein.

-Xaar Kea/Ky in (UM~ min) ™ Quotient
PP2A; PP2Ac PP2A1/PP2Ac
lle 548.1 29.8 184
Val 5444 30.9 17.6
Met 514.8 28.8 179
Arg 455.6 254 17.9
Lys 440.7 22.8 19.3
Tyr 425.9 17.2 24.8
Leu 422.2 22.1 19.1
Phe 388.9 17.2 22.6
Thr 3815 17.0 22.4
GIn 355.6 20.2 17.6
Ser 288.9 12.1 23.9
His 288.9 17.2 16.8
Trp 250.0 111 225
Glu 2111 12.3 17.2
Ala 200.0 125 16.0
Asn 168.6 111 15.2
Pro 85.2 4.6 185
Gly 50.0 6.1 8.2
A 42.6 3.1 13.7

Tab. 3.3 Dephosphorylierung von Peptiden der Sequenz Ala-Ala-Thr(PO3zH,)-Xaa-Phe-Gly-
NHz durch PP2A; and PP2A¢ bei 30 °C.

Die Peptidkonzentration betrug 5 uM. Die PP2A; und die PP2Ac wurden in Konzentrationen
von 27 pM und 570 pM eingesetzt. Die Standardabweichungen sind zur besseren
Ubersichtlichkeit nicht gezeigt, liegen aber generell unter 6 %. Die Wiederholung der
Messreihe mit 10 uM Substratkonzentration ergab vergleichbare Resultate.

3.2.2. Bestimmung der katalytischen Konstanten flir ausgewahlte Peptide

Zur genaueren Analyse der Substratspezifitét wurden fur mehrere Phosphopeptide und pNPP
die katalytischen Konstanten einzeln bestimmt. Mit Ausnahme des pNPP, fir das
spektrometrische Aktivitatsmessungen durchgefiihrt wurden, erfolgte dies wiederum mit Hilfe
der RP-HPLC (s. auch Kap. 2.4.3.2.). In dlen Falen wurden die Phosphataseaktivitéten bei
mindestens sechs Substratkonzentrationen (im Bereich 0.3 bis 3 © Ky) bestimmt. In Abb.
3.16 ist dies am Beispie des Peptids Pro-Leu-Thr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np gezeigt. Die
katalytischen Konstanten wurden aus der nichtlinearen Anpassung der Messwerte nach
Michaelis-Menten ermittelt.
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= Ala
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Abb. 3.15 Einfluss der P+1 Position auf die Dephosphorylierung von Peptiden der Sequenz
Ala-Ala-Thr(POzH,)-Xaa-Phe-Gly-NH,. Die kq/Ky-Werte sind relativ zu dem von Xaa =
Aladargestellt.
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Abb. 3.16 v-S-Charakteristik der Dephosphorylierung von Pro-Leu-Thr(POsH,)-Pro-Phe-NH-
Np durch PP2A;.

Peptidkonzentrationen zwischen 3.8 uM und 69.9 uM wurden fir 5 bzw. 10 min mit 0.32 nM
PP2A; inkubiert, mit TFA abgestoppt und mittedls RP-HPLC anaysiet. Die
Phosphataseaktivitéten wurden aus der Auftragung der Menge an dephosphoryliertem Peptid
gegen die Inkubationszeit errechnet (eingefugtes Bild). Im untersuchten Zeitraum wurden bei
allen Peptidkonzentrationen weniger as 15 % der Gesamtmenge umgesetzt, um lineare
Abhangigkeit zu garantieren.
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Um den Einfluss der regulatorischen Untereinheiten zu untersuchen, wurden die Konstanten
fir mehrere Substrate sowohl fur die trimere as auch die monomere PP2A bestimmt (Tab.
3.4). Das Entfernen der regulatorischen Untereinheiten bewirkt eine Verschlechterung der
katalytischen Eigenschaften der PP2A gegeniber allen untersuchten Peptidsubstraten.
Lediglich fur pNPP bewirkt die Abwesenheit der regulatorischen Untereinheiten eine
Verbesserung des Kea/K m-Wertes trotz einer schlechteren Substratbindung. Der Vergleich der
Konstanten fur AApTPF-NH-Np und AApSPF-NH-Np zeigt die deutliche Bevorzugung von
Phosphothreonin  gegentiber Phosphoserin  aufgrund besserer Bindung und schnellerer
Umsetzung. Ein Prolinrest C-terminal der phosphorylierten Aminosaure fuhrt zwar,
verglichen mit Alanin, zu einer zwei- bis dreifachen Verringerung des Kca/Ku-Wertes,
alerdings stellen die untersuchten Peptide AApTPF-NH-Np und AApTPFG-NH, mit kea/Ku-
Werten von 2900 und 2500 (mM ~ s)™ nach wie vor ausgezeichnete Substrate der PP2A; dar.
Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass der fur die spéteren Untersuchungen zur
Isomerspezifitdt wichtige C-terminale 4-Nitroanilinrest kaum negative Auswirkungen auf die
Substrateigenschaften der Peptide hat. Viel drastischere Effekte bewirkt eine weltere
Verkirzung des Peptidrickgrates von AApTPF-NH-Np oder AApTPFG-NH, auf ein reines
Pentapeptid. Dies resultiert in einem 7fach (PP2Ac) bzw. 18fach (PP2A;) hdheren Ky-Wert.
Die generell niedrigere Effizienz (kea/Km) der monomeren PP2A. fir alle Peptidsubstrate ist

das Resultat eines schlechteren K- und keg-Wertes.
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K Ko Kea/Ku
(HM) (sh (mM -~ 9
PP2A;  pNPP 1400 % 200 3702 26+03
AAPTPF-NH-Np 13+ 3 37.9+39 2900 + 380
AAPSPF-NH-Np 233 + 14 205+ 0.7 88.0+ 2.3
AAPTAF-NH-Np 44+ 18 253.3+ 38.3 5800 + 1800
AAPTPF-OH 239 + 54 69.5+ 9.0 290 + 22
AAPTPFG-NH;, 23+ 2 57.9+0.7 2500 + 100
AAPTAFG-NH, 49+ 3 343.8+5.2 7000 + 254
PLpTPF-NH-Np 13+ 0.7 11.9+0.3 940 + 35
PP2Ac  pNPP 4000 + 300 17.1£05 43%02
AApPTPF-NH-Np 32+6 49+0.4 150 + 16
AApPSPF-NH-Np 1700 + 400 103+ 1.7 6.1+ 0.4
AAPTAF-NH-Np 84 + 29 29.3+ 4.6 350 + 58
AAPTPF-OH 241 +22 58+ 0.3 241+ 1.1

Tab. 3.4 Kataytische Konstanten der Dephosphorylierung verschiedener Phosphopeptide und
pNPP durch PP2A; und PP2A¢ bei 30 °C.

Die angegebenen Ky-Werte fir prolinhaltige Peptide resultieren aus Messungen mit
aquilibrierten Gemischen aus cis und trans-1somer. Da das cis-1somer nicht dephosphoryliert
wird (s. Kap. 3.2.2.3) mifden die Ky-Werte um den cis-Gehalt korrigiert werden. Dieser
betragt allerdings bei den verwendeten Peptiden und Bedingungen weniger als 10 %, so dass
der korrigierte Ky-Wert sich kaum vom angegebenen unterscheidet und in jedem Fall
innerhalb des Messfehlers der Bestimmung liegt.

Verglichen mit der PP2A zeigen unspezifische Phosphatasen (Alkalische und Saure
Phosphatase) eine hohere Aktivitéat gegenuber dem kinstlichen Substrat pNPP, sowie eine
deutlich geringere Aktivitdt gegentber Phosphopeptiden (Tab. 3.5). Die katalytischen
Konstanten der Alkalischen Phosphatase aus Kélberdarm und der Sauren Phosphatase aus
Kartoffel wurden mittels Molybdat-Ascorbinsdure-Test bestimmt (vgl. Kap.2.4.3.3.). Fur die
Alkalische Phosphatase erfolgten die Messungen bel pH 7.5, fur die Saure Phosphatase bei
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pH 5.2. Diese Phosphatasen bevorzugen im Gegensatz zur PP2A Phosphoserin gegentber
Phosphothreonin. In friheren Untersuchungen konnten mit anderen Peptiden teillweise sogar
grofRere Unterschiede als bei den hier verwendeten Substraten detektiert werden (Donella-
Deanaet d., 1991; Pinna und Donella-Deana, 1994).

Kyv (MM) Kea (ST Kea/Kn (MM~ 5)"

Alkalische  pNPP 0.017 + 0.001 124+0.2 721+ 41
Phosph.

AApPTPF-NH-Np 19+05 0.74+£0.1 0.39 + 0.06

AApPSPF-NH-Np 12+0.2 26+0.2 22+0.3
Saure PNPP 0.54+0.05 192+ 05 358+29
Phosph.

AApPTPF-NH-Np 90+14 0.58 + 0.06 0.064 £ 0.004

AApPSPF-NH-Np 24+05 0.21 £ 0.02 0.085 £ 0.008

Tab. 3.5 Katalytische Konstanten der Dephosphorylierung verschiedener Substrate durch
Alkalische Phosphatase (bel pH 7.5) und Saure Phosphatase (bei pH 5.2)

3.3. Untersuchungen zur cis/trans Konfor mer spezifitat von Phosphatasen
3.3.1. Allgemeine Bemerkungen

Die ausgezeichneten Substrateigenschaften des Peptids Ala-Ala-Thr(POsH;)-Pro-Phe-NH-Np
waren Voraussetzung, um die Konformerspezifitdt der PP2A an diesem Substrat zu
untersuchen. Neben den PPlasen, die die cis/trans Isomerisierung der Peptidyl-Prolyl
Bindung katalysieren, sind die Proteasen die bisher einzige Enzymklasse, fur die eine
Konformerspezifitdt bei der Katalyse beschrieben ist. Von vielen Proteasen ist seit langem
bekannt, dass sie ihre Substrate nur hydrolysieren, wenn diese in trans Konformation
vorliegen. Dabei ist die Selektivitdt keineswegs auf die zu hydrolysierende Peptidbindung
beschrankt, auch die Konformation weiter entfernt liegender Peptidbindungen ist von
entscheidender Bedeutung fir die Proteolyse. Da alle Peptide mit Peptidyl-Prolylbindungen in
Losung als Gemisch aus cis und trans Isomer vorliegen, sollte untersucht werden, ob die
PP2A beide Konformere des pThr-Pro-Motives als Substrate akzeptiert, oder ob sie zwischen
ihnen unterscheiden kann.

Die grofdte Schwierigkeit bei der Untersuchung der Konformerspezifitét besteht darin, dass
die beiden Isomeren keine stabilen Verbindungen darstellen, sondern miteinander im

Gleichgewicht stehen. Die Lage des Gleichgewichtes und die | somerisierungsgeschwindigkeit
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hangen nicht nur von den auf3eren Bedingungen wie Temperatur und Lésungsmittel, sondern
auch von der Aminosauresequenz des Peptids ab (Reimer et al., 1997; Reimer et a., 1998).

3.3.2. Herstellung von cis-Ala-Ala-Thr (PO3H>)-Pro-Phe-NH-Np
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die isomerspezifische Proteolyse zur Herstellung von reinem
cis Isomer aus einem aquilibrierten Gemisch von cis und trans Konformer genutzt. Diese
Methode findet seit langem Anwendung bei der Messung von Peptidyl-Prolyl cis/trans
Isomerase-Aktivitéten (Fischer, G. et al., 1984b). Sie nutzt die Tatsache, dass Serinproteasen
wie Chymotrypsin, Trypsin oder Subtilisin Peptide nur hydrolysieren, wenn die
Peptidbindung zwischen B und Rs-Position (entsprechend der Nomenklatur nach Schechter
und Berger, 1967) in trans Konformation vorliegt.
Um die aktive Proteasekonzentration zu bestimmen, wurde das verwendete Chymotrypsin mit
4-Nitrophenylacetat titriert (Bernhardt, 1997). Es enthielt 62 % katalytisch aktives Enzym.
Fur das  Substratpeptid  Ala-AlaThr(POsHz)-Pro-Phe-NH-Np  konnte  mittels
isomerspezifischer Proteolyse eine Geschwindigkeitskonstante fur die cis nach trans
Isomerisierung von (1.7 = 0.3) © 10 s und ein cis-Gehalt von 5.7 + 0.4 % (bei 10 °C und
pH 7.8) bestimmt werden (Schutkowski et al., 1998). Der cis-Gehalt konnte auf 10.5 + 0.2 %
erhoht werden, wenn die isomerspezifische Proteolyse mit in Wasser geldstem Peptid
gestartet wurde, da das Peptid als TFA-Salz vorliegt und beim Ldsen in Wasser en stark
saurer pH-Wert resultiert.
Die Hedsédlung von cisAlaAlaThr(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np  erfolgte  durch
isomerspezifische Proteolyse mit Chymotrypsin. Sollte das cisKonformer zur Bestimmung
der Isomerisierungsgeschwindigkeit eingesetzt werden (Kap. 3.3.3), wurden dem Ansatz 0.5
M NaCl zugesetzt, da in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen die Hydrolyse von
Phosphopeptiden schneller verlauft und somit die Proteasekonzentration im Ansatz verringert
werden konnte. Die Isomerisierungsgeschwindigkeit wird davon nicht beeinflusst (Bernhardt,
1997). Die Herstellung des cisKonformers fir einen nachfolgenden Phosphataseassay
erfolgte wegen der Inhibierung der PP2A; durch hohe Salzkonzentrationen (vgl Kap. 3.1.7)
ohne Zusatz von NaCl. Nach dem Reaktionsstart erfolgte die Hydrolyse des vorhandenen
trans-Ala-Ala-Thr(POsH)-Pro-Phe-NH-Np unter Freisetzung von 4-Nitroanilin. Das
verbleibende  cisAla-Ala-Thr(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np  isomerisert  nach  einem
Geschwindigkeitsgesetz  erster  Ordnung bis zur Wiedereinstellung des cig/trans
Gleichgewichtes. Um welitere Proteolyse des entstehenden trans-Konformers zu verhindern,

muf3 das Chymotrypsin schnell und vollstandig inhibiert werden. Dazu wurde Eglin C, ein
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Proteaseinhibitor aus dem Blutegel Hirudo medicinalis (Rink et al., 1984) verwendet. Durch
Zugabe eines mindestens 1.4fachen molaren Uberschusses an Eglin C erfolgte eine sofortige
und vollstandige Inaktivierung des Chymotrypsins (Abb 3.17). Damit liegt unmittelbar nach
dem Abstoppen des Chymotrypsins alles vorhandene Ala-Ala-Thr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np in
cisKonformation vor. Die Gesamtkonzentration betragt allerdings nur noch 105 % der

urspringlich fur die Proteolyse eingesetzten Konzentration.
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Abb. 3.17 Abstoppen der isomerspezifischen Proteolyse von Ala-AlaThr(POsH2)-Pro-Phe-
NH-Np

Die Hydrolyse des Peptids (37.5 pM) erfolgte in Gegenwart von 0.5 M NaCl bel 10 °C.
Unmittelbar nach Zugabe von 5 uM Chymotrypsin (active site titriert) wird das trans-
Konformer hydrolysiert. Das verblelbende cis-Konformer isomerisiert nach einem
Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung, dabei entstehendes trans-Konformer wird sofort
hydrolysiert (a). Die Zugabe von 7.9 uM Eglin C 40 sec nach dem Start der Reaktion (Pfeil)
bewirkt eine sofortige und vollsténdige Inhibierung des Chymotrypsins. Nachfolgend
entstehendes trans-Konformer wird nicht hydrolysiert (b).

3.3.3. Bestimmung der |somerisierungsgeschwindigkeit von
cisAla-Ala-Thr(PO3sH;)-Pro-Phe-NH-Np bei 0 °C
Das durch isomerspezifische Proteolyse hergestellte cis-Ala-Ala-Thr(POsH2)-Pro-Phe-NH-Np
isomerisiert nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung mit Kops = Keise trans + Kiranse cis
bis zur Wiedereinstellung des cig/trans Gleichgewichtes. Die Voraussetzung fur die spéteren
Untersuchungen zur Konformerspezifitét der PP2A war die genaue Kenntnis der isomeren
Zusammensetzung der Substratlésung zu beliebigen Zeitpunkten. Aus diesem Grund wurde
die Isomerisierungsgeschwindigkeit fur das Peptid bestimmt. Um die Isomerisierungs-
geschwindigkeit so weit wie moglich zu verlangsamen, wurden ale Reaktionen bel 0 °C
durchgefuihrt. Zur experimentellen Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten bei 0 °C
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wurde das cis-Konformer in einem Wasser/Eis Gemisch inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten
wurden Aliquots entnommen und mittels isomerspezifischer Proteolyse der cis-Gehalt
bestimmt. Dazu wurde zu den Aliquots erneut Chymotrypsin in einem 4.3fachen molaren
Uberschu® zum vorhandenen Eglin C gegeben und die Reaktion spektroskopisch verfolgt
(Abb. 3.18). Die Anpassung der Ergebnisse nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster

Ordnung ergab eine Geschwindigkeitskonstante fir die cis/trans Isomerisierung von ks =

0.020 + 0.002 min* sowie einen cis-Gehalt im Gleichgewicht von 10.3 + 1.8 %.
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Abb. 3.18 Bestimmung der Isomerisierungsgeschwindigkeit von cis-Ala-Ala-Thr(POsHy)-
Pro-Phe-NH-Np bei 0 °C

Das cisKonformer des Substrates wurde bel 0 °C inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten
wurden Aliquots entnommen und der Anteill an cis-Ala-Ala-Thr(POsH2)-Pro-Phe-NH-Np
mittels isomerspezifischer Proteolyse bestimmt. Die Mef3kurven fir die Proteolyse nach 0, 20,
40, 60, 90 und 150 min Inkubation (von unten nach oben) sind im eingefligten Bild gezeigt.
Die erhaltenen Daten (n = 3) wurden nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung
angepasst.

3.3.4. Untersuchungen zur Konformer spezifitat der PP2A;
Um festzustellen ob die Konformation der pThr-Pro-Bindung im Substrat einen Einfluss auf
die Dephosphorylierung durch die PP2A; hat, wurde das cisAla-Ala-Thr(POsH-)-Pro-Phe-
NH-Np wie oben beschrieben hergestellt und bel 0° C inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten
wurden Aliguots entnommen, fir kurze Zeit mit PP2A; inkubiert und anschlief3end mittels
RP-HPLC anaysiert. Die selektive Detektion der Dephosphorylierung des Substrates in
einem Gemisch aus vielen Komponenten in hohen Konzentrationen (hydrolysiertes Peptid
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und freies 4-Nitroanilin, Chymotrypsin, Eglin C) erfolgte anhand des C-terminalen 4-

Nitroanilidrestes, der bei 320 nm sein Absorptionsmaximum besitzt (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19 Messung der Isomerspezifitdt von Phosphatasen mittels HPLC.

Gezeigt sind die Elutionsprofile des Substrates nach zweiminitiger Inkubation mit PP2A;.
Vor dem Start der Phosphatasereaktion wurde die Isomerisierung des Substrates fur 0, 40, 90
und 150 min ermdglicht. Die Peaks bel 16.7 min und 21.5 min (im eingefugten Bild)
entsprechen dem Substrat Ala-Ala-Thr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np und dem unphosphorylierten
Produkt. Dies wurde bestétigt durch Vergleich der Elutionszeiten mit Referenzsubstanzen und
Untersuchung mittels ESI-Massenspektrometrie. Die selektive Detektion des 4-Nitroanilids
bei 320 nm ermdglichte die Messung der Dephosphorylierung selbst in einem komplexen
Substanzgemisch.

In den Aliquots, die mit PP2A; inkubiert wurden, war die Peptidkonzentration konstant,
lediglich die Isomerenzusammensetzung, d. h. der Anteil cis bzw. trans Konformer, anderte
sich. Mit 7.5 uM lag die Substratkonzentration unterhalb des Ky-Wertes fur die PP2A;.
Folglich sollten schon geringe Anderungen der Substratkonzentration, verursacht durch die
Isomerisierung, zu detektierbaren Aktivitétsveranderungen fuhren, wenn beide Konformere
unterschiedliche Substrateigenschaften besitzen. Andererseits sollte die Isomerisierungszeit
keinen Einfluss auf die Phosphataseaktivitdt haben, wenn beide |somere gleich gute Substrate
fur die Phosphatase darstellen.

Die Untersuchungen mit der PP2A; ergaben eine nahezu absolute Spezifitét fur das trans
Konformer. Mit zunehmender Isomerisierungszeit (und damit zunehmendem trans-Gehalt)
erhdhte sich die Phosphataseaktivitét (Abb 3.20 A). Die gemessenen Enzymaktivitaten
konnten nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung angepasst werden. Die

Kurvenanpassung ergab eine Geschwindigkeitskonstante von 0.022 + 0.003 min?, die
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identisch zur Geschwindigkeitskonstante kops der cis/trans Isomerisierung unter diesen
Bedingungen ist. Damit ist unter diesen Bedingungen die Isomerisierung
geschwindigkeitsbestimmend fir die Dephosphorylierung des Substrates.

Eine kurze Vorinkubation des cisAla-AlaThr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np mit katalytischen
Mengen der fur pSer/pThr-Pro Motive spezifischen Peptidyl-Prolyl cis/trans Isomerase Pinl
bewirkt die sofortige Einstellung des cis/trans Gleichgewichts und damit auch volle Aktivitét
der PP2A; gegenuiber dem Substrat (Abb. 3.20 B). Die PP2A; ist damit eine trans-spezifische
Phosphatase, deren Aktivitét durch Pinl-katalysierte Isomerisierung erhéht werden kann.

Fur die Alkalische Phosphatase aus K& berdarm wurde zu jedem Zeitpunkt der Isomerisierung
die gleiche Enzymaktivitdt gemessen. Eine Anderung der |somerenzusammensetzung von
100 % cis zu 10 % cis-Konformation hatte keinen Einfluss auf die Dephosphorylierung des
Substrates, obwohl die Substratkonzentration mit 7.5 UM sehr weit unterhalb des Ky-Wertes
von 1.9 mM lag. Die Alkalische Phosphatase ist also wahrend ihres Katalysezyklusses nicht

in der Lage, zwischen cis und trans Konformer zu unterscheiden.
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Abb. 320 Abhangigkeit der Phosphataseaktivitdt von der  zeitabhangigen
| somerenzusammensetzung des Peptids Ala-Ala-Thr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np.

(A) Das cis-Konformer von Ala-Ala-Thr(POzH;)-Pro-Phe-NH-Np wurde bei 0 °C bis zur
Einstellung des Gleichgewichtes belassen (ausgemalte Kreise, Kurve entnommen aus Abb.
3.18). Wahrend dieser Reaktion wurden zu verschiedenen Zeiten Aliquots entnommen und fir
2 min mit 1.3 nM PP2A; (offene Kreise) oder fir 3 min mit Alkalischer Phosphatase (0.32
mg/ml, Quadrate) inkubiert. Nach dem Abstoppen der Reaktion mit TFA wurden die Aliquots
mittels RP-HPL C analysiert und die Enzymaktivitéten berechnet.

(B) Die Experimente wurden analog zu (A) und Abb. 3.18 durchgefihrt, allerdings wurde der
Ansatz vor Entnahme des ersten Aliquots fir 2 min mit 135 nM humanem rekombinantem
Pinl inkubiert.
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Um zu Uberpriifen, ob die hthere Aktivitét der PP2A; in Gegenwart von Pinl in Abb. 3.20 B
tatsichlich nur auf die Isomeriserung des Substrates und damit die Bereitstellung einer
hoheren Substratkonzentration zurtickzufiihren ist, und nicht auf einer direkten Aktivierung
der PP2A; durch Pinl beruht, wurde die Enzymaktivitédt der PP2A; gegenliber einem
nichtprolinhaltigen Substrat gemessen. Im Peptid Ala-Ala-Thr(POsH)-Ala-Phe-NH-Np
liegen ale Peptidbindungen in trans-Konformation vor und Pinl kann die Isomerisierung
nichtprolinhaltiger Peptide nicht katalysieren (Scholz et al., 1998). Wiein Abb. 3.21 zu sehen
ist, hat die Anwesenheit von Pinl in diesem Fall innerhalb der Fehlergrenzen keinen Einfluss
auf die Aktivitat der PP2A;.
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Abb. 3.21 Einfluss von Pinl auf die Dephosphorylierung des nicht prolinhaltigen Peptids
Ala-Ala-Thr(POsH)-Ala-Phe-NH-Np.

100 uM Phosphopeptid wurden in 50 mM Bis-Tris-Propan pH 7.5 in Gegenwart von 235 nM
BSA oder Pinl mit 45pM PP2A; inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten wurden Aliquots
abgestoppt, mittels HPLC analysiert und mit Hilfe der integrierten Peakflachen die
Phosphataseaktivitéten berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte = Standardabweichung
(n = 3). Zur Gewahrleistung linearer Abhangigkeiten betrug der Gesamtumsatz weniger as
10 %.

3.3.5. Einfluss von Pinl und seinen Mutanten auf die Dephosphorylierung

des Cdc25-Peptids Pro-L eu-Thr (PO3zH>)-Pro-Phe-NH-Np
Die dualspezifische Phosphatase Cdc25C ist ein wichtiges Regulatorprotein beim Eintritt der
Zelle in die Mitose. lhre Regulation erfolgt durch reversible Phosphorylierung an mehreren
Ser/Thr-Pro Motiven. Eine dieser in vivo Phosphorylierungsstellen ist das Thr*® des Xenopus-
Cdc25C (Kumagai und Dunphy, 1992; 1zumi und Maller, 1993). Diese Position ist auf3erdem
eine bevorzugte Bindungsstelle fir Pinl (Lu, P. J. et al., 1999b) und Sie ist zwischen Xenopus
und Mensch konserviert (Abb. 3.22).
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Cdc25 xen PEQPLT*8pPVT

Cdc25 hum * DV* RT*®* * G
Abb. 3.22 Sequenzalignment der Phosphorylierungsstelle T* des Cdc25C aus Xenopus
(Swissprot-Eintrag P30309) und Mensch (Swissprot-Eintrag P30307)

Mit Hilfe des Peptids Pro-Leu-Thr(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np, das von dieser
Phosphorylierungsstelle abgeleitet wurde, sollte der Einfluss verschiedener Pinl-Mutanten
auf die Regulation der Dephosphorylierung dieses Substrates untersucht werden. Die
Charakteriserung des Peptids mittels isomerspezifischer Proteolyse ergab eine
Geschwindigkeitskonstante kise rans = 1.5~ 10° s* (bei 10 °C) sowie einen cis-Gehalt von
11.1 % (beim Start der Proteolyse mit in Wasser gelostem Peptid). Analog zu Kap. 3.3.4
wurde die Konformerspezifitét der PP2A; untersucht.
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Abb. 3.23 Isomerspezifitéat der PP2A; und Einfluss von Pinl gegentiber dem Cdc25-Peptid
Pro-Leu-Thr(POsH2)-Pro-Phe-NH-Np.

(A) Reines cisKonformer des Cdc25-Peptids wurde bei O °C bis zur Einstellung des
Gleichgewichts belassen. Zu verschiedenen Zeiten wurden der Ldsung Aliquots entnommen
und far 3 min mit 6.2 nM PP2A; inkubiert (Messung zum Zeitpunkt O min war nicht méglich,
S. Text). Nach dem Abstoppen der Reaktion mit TFA wurden die Phosphataseaktivitéten
mittels HPLC quantifiziert (Kreise). In einigen Experimenten wurde vor Zugabe der PP2A;
fir 2 min mit 260 nM Pinl inkubiert (Dreiecke). Die Aktivitdten sind Mittelwerte einer
Dreifachbestimmung, die Standardfehler sind kleiner als 5 %.

(B) Ein Gemisch aus 79 % cis- und 21 % trans-Konformer des Cdc25-Peptids wurde fir 2
min mit Kontrollpuffer (BSA), Pinl oder verschiedenen Pinl-Mutanten inkubiert, bevor es as
Substrat fir PP2A; eingesetzt wurde. Als Kontrolle (K) ist die Aktivitéat der PP2A; gegeniiber
einer ohne Isomerasezusatz equilibrierten Substratlésung (ca. 7 % cis-Konformer) mit
gezeigt.
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Allerdings musste zur Herstellung des cisKonformers anstelle von Chymotrypsin die
verwandte Protease Subtilisn verwendet werden, da die katalytische Aktivitéd des
Chymotrypsins gegentiber diesem Peptid sehr schlecht war. Zur Inhibierung des Subtilisins
wurde Diisopropylfluorophosphat benutzt. Leider konnte damit die Proteasereaktion nicht so
plotzlich wie im Falle des Eglin C abgestoppt werden. Trotz Einsatz eines 147fachen molaren
Uberschusses an Inhibitor konnte bei spektroskopischen Vorversuchen zur Inhibierung noch
bis 10 min nach Inhibitorzugabe eine geringe Proteaserestaktivitét gemessen werden. Da
sowohl die PP2A; as auch Pinl proteaselabil sind, konnten in dieser Zeit keine
Aktivitdtsmessungen vorgenommen werden. Trotzdem ergibt sich mit dem Cdc25-Peptid ein
zu Kap. 3.3.4 identisches Bild.

Die PP2A; dephosphoryliert bevorzugt das trans-Konformer, alerdings kann das cis-
Konformer in Gegenwart von Pinl in ein gutes Substrat umgewandelt werden (Abb. 3.23 A).
Die Anpassung der Kurve fur die gemessenen Phosphataseaktivitdten in Abhangigkeit von
der Isomerisierungszeit nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung ergab eine
Geschwindigkeitskonstante von 0.020 + 0.004 min'>.

Um zu Uberprtfen, ob wirklich die Isomerisierung des cis-Substrates zum trans-Substrat die
Ursache flr die erhdhte PP2A-Aktivitét ist, wurden mehrere Pinl-Mutanten untersucht (Abb.
3.23 B). Als Substrat diente ein Gemisch aus 79 % cis und 21 % trans Isomer des Cdc25-
Peptids. Dieses Gemisch entstand durch isomerspezifische Proteolyse von Pro-Leu-
Thr(POsHy)-Pro-Phe-NH-Np mit Subtilisin, Zugabe von Diisopropylfluorophosphat und 15
mindtige Inkubation zur vollstdndigen Inhibierung der Protease. Die maximale PP2A;-
Aktivitdt konnte nur nach kurzer Vorinkubation mit Pin1-Wildtyp oder mit der katalytisch
voll aktiven Mutante Pin1®™* erreicht werden. Die Vorinkubation mit den katalytisch
inaktiven Mutanten Pin1Re¥%* (Restaktivitat 0.4 %) und Pin1%E (Restaktivitit 0.3 %)
brachte keine nennenswerte Erhéhung der Phosphataseaktivitét. Die katalytische Aktivitét
von Pinl und damit die Isomerisierung eines Substrates von der cis- zur trans-Konformation
ist Voraussetzung fur eine effektive Dephosphorylierung durch die PP2A;.
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V. Diskussion

4.1. Die PP2A — I solierung und Substratspezifitat

Am Beginn der Arbeit stand die Aufgabe, eine prolinspezifische Phosphatase zu isolieren. Als
Substrat fur diese Suche wurde das Pentapeptid Ala-AlaThr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np
benutzt. Die héchste Phosphataseaktivitdt gegentiber diesem Substrat wurde in Schweinehirn
gefunden. In diesem Gewebe sind zweifelsfrei die meisten bekannten Protein-Serin/Threonin
Phosphatasen in relativ hoher Konzentration vorhanden (Price und Mumby, 1999). Trotzdem
konnte nur ein Peak mit hoher Aktivitdt gegenlber dem prolinhaltigen Phosphopeptid
detektiert werden. Mit dem artefiziellen Substrat pNPP wurden dagegen mehrere
Aktivitdtspeaks beobachtet. Verantwortlich fir diese Aktivitdten konnten alkalische
Phosphatasen oder Tyrosinphosphatasen sein, aber auch fur die Serin/Threonin Phosphatasen
Calcineurin und PP2A ist eine Aktivitat gegentiber diesem tyrosinphosphatanalogen Substrat
beschrieben (Hengge und Martin, 1997; Hermann et al., 1988). Die Phosphatase mit hoher
Aktivitdt gegentber dem Phosphopeptid konnte gereinigt und as Mitglied der PP2A-Familie
identifiziert werden. Diese multifunktionale Familie spielt eine Schltsselrolle bei der
Kontrolle zellulérer Vorgange. Die PP2A ist z.B. beteiligt an der Regulation der Apoptose
(Deng et d., 1998), der DNA-Replikation (Lin et a., 1998), des Zellzyklus (Clarke et al.,
1993; Bastians et al., 1999) und der Neurofilament-Organisation (Saito et al., 1995b). Sie ist
ein entscheidender Angriffspunkt viraler Proteine bei der Transformation von Zellen durch
SV 40 oder Polyomaviren (Campbell et al., 1995; Rundell und Parakati, 2001), ein putativer
Tumor Suppressor (Wang, S. S. et al., 1998) und mdglicherweise mit beteiligt an der
Entstehung der Alzheimer'schen Krankheit (Billingsley und Kincaid, 1997; Merrick et a.,
1997).

PP2A-Holoenzyme wurden schon aus verschiedenen Organismen und Geweben, u.a
Skelettmuskel vom Kaninchen (Tung, H. Y. L. et a., 1985), Ratten- und Mausehirn (Galadari
et a., 1998; Nishiwaki et al., 1991), Herzmuskel vom Rind (Mumby et a., 1987) oder
humanen Erythrocyten (Usui et al., 1988) isoliert.

Eigentlich sind die katalytische und einige regulatorische Untereinheiten der PP2A schon
relativ lange bekannt. Allerdings zeigt die stdndig wachsende Zahl von neu identifizierten
Untereinheiten und Bindeproteinen sowie die komplizierter werdende Verflechtung mit
anderen Proteinen, dass die vielfédtigen physiologischen Funktionen dieses Enzymes bis heute
nur ansatzweise verstanden sind. Das Dimer aus der katalytischen und der

Strukturuntereinheit (von beiden existieren in Sdugern je zwei Isoformen) kann mit einer



DISKUSSION 59

Vielzahl von regulatorischen Untereinheiten assoziieren (Ubersichtsartikel: Janssens und
Goris, 2001).

Die Untereinheiten der gereinigten PP2A wurden mittels Aminosduresequenzanayse und
MALDI-TOF-Massenspektrometrie genau identifiziert. Das Kerndimer aus einem Gemisch
von a und b Isoform der katalytischen Untereinheit sowie der a-Isoform der

Strukturuntereinheit ist mit der a-1soform der B-Untereinheit (PR55) assoziiert (Abb. 4.1).

Abb. 4.1 Zusammensetzung des PP2A;-Holoenzyms aus Schweinehirn aus katalytischer (C),
Struktur- (A) und regulatorischer (B) Untereinheit.

Trimere Komplexe mit Vertretern der B-Familie regulatorischer Untereinheiten werden in der
Literatur auch als PP2A; bezeichnet. Die beiden Isoformen der katalytischen Untereinheit
werden ubiquitéar exprimiert, allerdings schwankt der Gehalt in den unterschiedlichen
Geweben. AuRerdem konnte in vielen Geweben ein zehnfacher Uberschu an a-Isoform im
Vergleich zur b-Isoform detektiert werden (Khew-Goodall und Hemmings, 1988). Die
Gegenwart beider Isoformen in einer Prdparation erscheint aufgrund des ubiquitdren
Vorkommens und der duf3erst hohen Identitét beider Proteine sehr wahrscheinlich und ist auch
bereits beschrieben (Kamibayashi et a., 1992). Auch die beiden Isoformen der
Strukturuntereinheit (PR65), die in Sdugern ungeféhr 87 % Sequenzidentitét aufweisen,
werden ubiquitér exprimiert (Hemmings et al., 1990). Da auch hier die a-Isoform in hdheren
Konzentrationen as die b-Isoform vorliegt, wird sie auch vorrangig in gereinigten Enzymen
gefunden (Hendrix et al., 1993b). In Xenopus Oocyten scheint die b-Isoform die vorrangige
Untereinheit zu sein, alerdings wechseln die Zellen zur verstarkten Expression der a-Isoform
wahrend der spéteren Entwicklung (Bosch et al., 1995).
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Die regulatorische Untereinheit ist von entscheidender Bedeutung fir die subzelluldre
Lokalisation und die Substratspezifitét der PP2A (Ubersichtsartikel: Sontag, 2001). Der in
dieser Arbeit isolierte heterotrimere Komplex mit der a-1soform der B-Untereinheit (PR55a)
stellt das bisher haufigste und am weitesten verbreitete PP2A-Holoenzym dar. Die Ba und die
Bd-Untereinheit sind in allen Geweben vorhanden, wéhrend die Bo und die ByUntereinheit
im Gehirn angereichert sind (Mayer et al., 1991; Zolnierowicz et a., 1994; Strack et al.,
1999). Ba, Bb und Bg sind jeweils in unterschiedlichen Regionen des Gehirns und
verschiedenen Kompartimenten von Neuronen angereichert, auf3erdem werden Bo und Bg im
Gegensatz zu Ba entwicklungsspezifisch exprimiert (Strack et al., 1998). Die Ba-
Untereinheit scheint fur die Assoziation an Mikrotubuli verantwortlich zu sein (Sontag et al.,
1995). Die Anwesenheit einer B-Untereinheit ist notwendig fir die effiziente Bindung und
Dephosphorylierung des Filamentproteins Vimentin (Turowski et al., 1999). Die Abwesenheit
von funktioneller B-Untereinheit fuhrt in Hefe und Drosophila zu Stérungen im Ablauf der
Mitose (Wang, Y. C. und Burke, 1997; Mayer-Jaekel et al., 1993; Mayer-Jaekel et al., 1994).

Die Regulation der PP2A kann nicht nur durch die Zusammensetzung des Holoenzyms
erfolgen, sondern auch durch posttrandationale Modifikationen. Mindestens vier
verschiedene Proteinkinasen wurden als direkte Interaktionspartner der PP2A identifiziert
(Heriche et a., 1997; Westphal et al., 1998; Westpha et al., 1999). Die katalytische
Untereinheit kann in vitro von den Tyrosinkinasen p60'SC, pp56™*, EGF- und Insulin-

Rezeptor am Tyr=%’

phosphoryliert und damit inaktiviert werden (Chen, J. et a., 1992). In vivo
wurde Tyrosinphosphorylierung beobachtet nach der Wachstumsstimulation oder v-src
Transformation von Fibroblasten (Chen, J. et al., 1994) oder als Antwort auf Interleukin-1
und Tumornekrosefaktor a (Guy et a., 1995) oder Insulin (Begum und Ragolia, 1999).
Zusdtzlich kann die katalytische Untereinheit an einem oder mehreren Threoninresten
phosphoryliert werden, die genaue Position ist alerdings noch unklar (Guo und Damuni,
1993).

In der gereinigten PP2A; konnten nach Verdau mit der Endoproteinase Lys C und der
Identifizierung der erhaltenen Peptide keine Hinweise auf eine Phosphorylierung gefunden
werden, allerdings konnten auch nicht alle threoninhaltigen Peptide detektiert werden. Ein
phosphoryliertes Peptid ist aufgrund der um 80 Da grof3eren Masse relativ einfach zu
identifizieren, wenn es in ausreichender Menge vorliegt. An alen bisher bekannten
Phosphorylierungsstellen  der  katalytischen  Untereinheit  wurde ene  rasche

Autodephosphorylierung durch die PP2A beobachtet. Aus diesem Grund ist wahrscheinlich
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die Renigung einer phosphorylierten Form nur in standiger Gegenwart hoher
Inhibitorkonzentrationen maoglich.

In dem durch Proteaseverdau der katalytischen Untereinheit erhaltenen Peptidgemisch wurde
ein Peptid gefunden, das genau 14 Da groRer as das C-terminale Peptid Tyr?®*-Leu*®® war
und keinem anderen Peptid zugeordnet werden konnte. Diese Massendifferenz entspricht
genau der erwarteten fur eine C-terminale Carboxymethylierung, so dass die gereinigte PP2A
sicherlich teilweise am Let?® carboxymethyliert vorliegt. Die reversible Methylierung dient
wahrscheinlich zur Regulation der Holoenzymzusammensetzung der PP2A (Tolstykh et al.,
2000; Wu et d. 2000). Der Methylierungsgrad variiert wahrend verschiedener
Zellzyklusphasen (Turowski et al., 1995). Neben enem intakten C-Terminus der
katalytischen Untereinheit (Ogris et al., 1997; Evans, D. R. H. und Hemmings, 2000) scheint
auch die Carboxymethylierung des Leu’® eine Voraussetzung firr die Bindung der Ba-
Untereinheit zu sein (Bryant et al., 1999; Yu, X. X. et a., 2001). In S cerevisiae fuhrte die
Deletion der Methyltransferase zur massiven Reduktion der Bindung von Cdcb5p (B-
Untereinheit der Hefe-PP2A) und Tpd3p (Strukturuntereinheit der Hefe-PP2A) an die
katalytische Untereinheit der PP2A und damit zur Auspragung eines Phanotyps dhnlich einer
Deletion von Cdc55 oder Tpd3 (Wel et a., 2001).

Neben der katalytischen kdnnen auch einige regulatorische Untereinheiten in phosphorylierter
Form vorliegen. Das trifft besonders fur die B*-Familie zu (McCright et a., 1996). Bisher
einziges bekanntes Beispiel fur die Phosphorylierung einer regulatorischen Untereinheit der
B-Familie ist die Phosphorylierung von Ba durch den TGF-Rezeptor (Griswold-Prenner et
al., 1998). Die proteinchemische Analyse der regulatorischen und der Strukturuntereinheit in
der gereinigten PP2A ergab aul3er einer N-terminalen Blockierung, die auch in friheren
Arbeiten schon detektiert wurde (Hemmings et al., 1990; Kamibayashi et al., 1991), keinen
Hinweis auf weitere posttranslationale Modifikationen. Die N-terminalen Peptide der beiden
Untereinheiten wurden beide mit einer um 42 Da groferen Masse detektiert, was ener
Acetylierung entspricht.

Um den Einfluss der regulatorischen und der Strukturuntereinheit auf die Substratspezifitét
der PP2A zu untersuchen, wurden beide Untereinheiten von der katalytischen Untereinheit
abgetrennt. In viden Falen wurde wahrend der Préparation der PP2A eine Aufspaltung in
mehrere Aktivitdtspeaks beobachtet. Diese Auftrennung wurde durch das gleichzeitige
Vorhandensein mehrerer  PP2A-Holoenzyme (monomer, dimer und trimer) verursacht
(Tamura et al., 1980; Mumby et al., 1987; Usui et al., 1988). Nicht endguiltig geklart ist, ob
die Abspaltung einzelner Untereinheiten Artefakte der Préparation darstellen oder ob alle
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Enzymformen bereits in der Zelle vorliegen. Das Vorkommen der isolierten katalytischen
Untereinheit in der Zelle wird bezweifelt (Sontag, 2001), eher wird das Vorhandensein einer
bestimmten Menge an dimerer PP2A vermutet, die je nach zelluldrem Bedarf mit
verschiedenen Untereinheiten wechselwirkt (Kremmer et a., 1997). So wurde zum Beispiel
waéhrend der Differenzierung von HL-60 Zellen ein transienter und reversibler Austausch der
regulatorischen B- gegen eine B*-Untereinheit beobachtet (Zhu et a., 1997). Aufgrund der
sehr festen Assoziation der katalytischen mit der Strukturuntereinheit erfordert die Isolierung
der katalytischen Untereinheit aus dem dimeren oder trimeren Komplex ziemlich drastische
Methoden, wie die Behandlung mit 80 % EtOH (Cohen, P. et al., 1988), 6 M Harnstoff (Chen,
S. C. etal., 1989) oder 2 M MgCh (Virshup und Kelly, 1989). In dieser Arbeit erfolgte die
Isolierung mittels Gelfiltration bel hohen Salzkonzentrationen und basischem pH-Wert. Die
gereinigte katalytische Untereinheit zeigte volle katalytische Aktivitét nur in Gegenwart von 2
mM DTT und 100 mM MgCh, wéhrend das heterotrimere Enzym von DTT nicht beeinflusst
wird und diese MgCh-Konzentration inhibierend wirkt.

Auch durch Langzeitlagerung inaktivierte PP2A  kann durch Zugabe zwewertiger
Metallionen, wie Mrf* oder Co?*, sowie durch Inkubation mit Fe** in Gegenwart von
Ascorbat oder DTT reaktiviert werden (Cai et al., 1995; Yu, J. S., 1998). Die pNPP-Aktivitét
einer dimeren PP2A wird durch Zugabe millimolarer Mcf*-K onzentrationen gesteigert (Cayla
et a., 1990). Bel der eng verwandten Proteinphosphatase-1 (49 % ldentitdt zur PP2A in der
katalytischen Domane) ist die Aktivitéat der rekombinant hergestellten Form abhangig vom
Vorhandensein von Mrf*-lonen (Zhang et al., 1996). Die Kristallstruktur der PP1 zeigt, dass
die Bindungsstellen der beiden fir die Katalyse essentiellen Metallionen relativ weit an der
Oberflache des Proteins liegen und die Metalle damit moglicherweise ziemlich anfélig fur
komplexierende Reagenzien und Puffer sind (Goldberg, J. et a., 1995; Egloff et a., 1995).
Die Aktivitat verschiedener PP2A-Holoenzyme kann von unterschiedlichen Effektoren
beeinflusst werden. Der second messenger Ceramid aktiviert die monomere, dimere und
trimere PP2A (Dobrowsky et al., 1993; Law und Rossie, 1995). Die Aktivierung einer
mitochondrialen PP2A durch Ceramid fuhrt zur Dephosphorylierung des Anti-Apoptose
Proteins Bcl2 und damit wahrscheinlich zur Einleitung der Apoptose in HL-60 Zellen
(Ruvolo et a., 1999).

Auch Histone, Protamin oder Heparin konnen die Aktivitdt der PP2A in vitro beeinflussen.
Wahrend Protamin auf alle untersuchten PP2A-Formen aktivierend wirkt (Tung, H. Y. L. et
a., 1985; Usui et al., 1988), hatte Heparin unterschiedliche Wirkung. Es aktivierte die trimere

PP2A, die dimere und monomere Form dagegen wurden nicht beeinflusst oder leicht
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inhibiert. Die Ursache fur die Aktivierung durch Heparin ist wahrscheinlich die Dissoziation
der regulatorischen Untereinheit (Pelech und Cohen, 1985; Kamibayashi et a., 1991). Die in
dieser Arbeit isolierte PP2A zeigte bei Zugabe von Histon H1 eine bis zu 2.5fach hohere
Aktivitét gegentiber pNPP als Substrat. Bei Verwendung eines Phosphopeptidsubstrates und
ahnlichen Histonkonzentrationen resultierte eine fast 50 %ige Inhibierung. Dieser Effekt
konnte ebenfalls durch die Dissoziation der regulatorischen Untereinheit erklart werden, da
pNPP fir die entstehende dimere PP2A ein besseres, das Phosphopeptid dagegen ein
schlechteres Substrat darstellt.

Die Aktivitdt und Substratspezifitét der PP2A wird in starkem Mal3e von der Anwesenheit
und Identitét der Struktur- und der regulatorischen Untereinheit beeinflusst (Usui et al., 1988;
Kamibayashi et al., 1991; Zolnierowicz et al., 1996; Turowski et a., 1997; Inoue et al., 1999).
Allerdings scheinen die Proteinphosphatasen allgemein keine so eng begrenzten
Substratspezifitdten aufzuweisen wie die Proteinkinasen, so dass die Ermittlung von
Konsensussequenzen fir die Phosphatasen bisher nicht mdglich war.

Leider existieren keine umfassenden systematischen Untersuchungen dartiber, welchen
Einfluss die der Phosphorylierungsstelle benachbarten Aminosduren auf die
Substraterkennung und -umsetzung durch verschiedene Proteinphosphatasen haben. AulRer
dem schon erwéhnten Effekt des Prolinrestes ist fur die PP2A lediglich bekannt, dass
Glutamatreste an beiden Seiten der phosphorylierten Aminosaure toleriert werden und
mehrere N-terminale Argininreste zu einer schnelleren Umsetzung des Substrates fihren
(Ubersichtsartikel: Pinna und Donella-Deana, 1994).

Deshalb wurde mit einer Serie von Peptiden der Sequenz Ala-AlaThr(POsH)-Xaa-Phe-Gly-
NH, der Einfluss der C-terminal zur Phosphorylierungsstelle gelegenen Aminosdure
untersucht. Es konnte ein relativ grofer Effekt dieser Position beobachtet werden,
schlechtestes und bestes Substrat unterschieden sich im kea/Ku-Wert um Faktor 13. Als
besonders vorteilhaft fur eine Dephosphorylierung des Substrates durch die PP2A erwiesen
sich hydrophobe (lle, Val, Met) oder positiv geladene Reste (Arg, Lys). Die mit Abstand
schlechtesten Substrate enthielten Aspartat, Glycin oder Prolin. Verglichen mit der trimeren
PP2A; zeigte die katalytische Untereinheit alein deutlich geringere Effizienz gegentiber alen
Substraten. In Abwesenheit der Struktur- und der regulatorischen Untereinheit erniedrigten
sich die kea/Km-Werte etwa um Faktor 20. Dagegen blieb die Substratspezifitét nach
Abtrennung der Untereinheiten weitestgehend erhalten. Die isolierte katalytische Untereinheit
wies die gleichen Vorlieben und Abneigungen auf wie die trimere PP2A. Die Steigerung der

katalytischen Effizienz der PP2A gegenuber den Phosphopeptiden nach Komplexierung mit
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den regulatorischen Untereinheiten ist auf bessere Substratbindung und schnellere Umsetzung
zurtckzufihren. Obwohl ein Prolinrest verglichen mit Alanin zur Halbierung der
katalytischen Effizienz gegentiber den Peptiden fuhrt, sind diese Peptide in Anwesenheit der
Struktur- und der regulatorischen Untereinheit immer noch ausgezeichnete Substrate.
Wesentlich drastischere Verschlechterungen der Substrateigenschaften als die Einflhrung
eines Prolinrestes scheint die Verkirzung eines Hexapeptides oder Pentapeptid-4-nitroanilids
zum Pentapeptid zu verursachen. Diese Verkirzung des Substrates beeintréchtigt kaum die
Katalysekonstante, vergrofiert jedoch dramatisch den Ky-Wert. Mdoglicherweise wird mit
dieser Verkirzung die kritische Lange von Substraten, die fur eine effektive Bindung nétig
ist, unterschritten.

Der artefizielle C-terminae 4-Nitroanilidrest hat dagegen kaum Einfluss auf die
Substrateigenschaften, wie aus dem Vergleich der katalytischen Konstante fir AlaAla
Thr(POsH)-Pro-Phe-NH-Np und  Ala-Ala-Thr(POsH,)-Ala-Phe-NH-Np mit  AlaAla
Thr(PO3zH,)-Pro-Phe-Gly-NH, und Ala-Ala-Thr(POsH,)-Ala-Phe-Gly-NH, hervorgeht.

4.2. Die PP2A — eine prolinspezifische Phosphatase ?

Eine Reithe von Enzymen hat sich im aktiven Zentrum auf die Erkennung und Umsetzung von
prolinhaltigen Substraten speziadisiert. Die Peptidasen Prolidase, Aminopeptidase P,
Prolinase, Prolin-Iminopeptidase, Prolyl-Oligopeptidase und Carboxypeptidase P gelten dle
as prolinspezifisch. Sie hydrolisieren ihre Substrate nur N- oder C-terminal vom Prolin,
wahrend prolinhaltige Substrate gegentiber den meisten anderen Aminopeptidasen resistent
sind (Ubersichtsartikel: Yaron und Naider, 1993; Cunningham und Oconnor, 1997). Die
Prolyl-Oligopeptidase erkennt ihre Substrate an einer furs Prolin mal3geschneiderten Tasche
sowie am Fehlen eines Wasserstoffbriickendonors in S1-Position (Fulop et al., 1998).

Die Enzymfamilie der PPlasen katalysiert die cis/trans Isomeriserung von Peptidyl-
Prolylbindungen. Auch bei diesen Enzymen scheint Prolin wichtig fur den Erkennungs- und
Katalysemechanismus zu sein, da nach bisherigem Erkenntnisstand die |somerisierung
»hormaler* Peptidbindungen von ihnen nicht katalysiert wird (Fischer, G., 1994; Scholz et al.,
1998; Pappenberger et al., 2001). Obwohl je nach Substrattyp die Konformation des
Grundzustandes, in der Substrate vorzugsweise gebunden werden, unterschiedlich ist, ist klar,
dass beide |somere umgesetzt werden (Kakalis und Armitage, 1994; Konno et al., 1996; Zhao,
Y. D. und Ke, 1996; Zhao, Y. et a., 1997; Ranganathan et a., 1997).



DISKUSSION 65

Das Phanomen der Prolinspezifitét ist keineswegs auf Enzymreaktionen beschrankt, sondern
wird auch bel Protein-Interaktionen beobachtet. Sowohl in Drosophila melanogaster als auch
in Caenorhabditis elegans sind prolinreiche Regionen die am héaufigsten gefundenen
Proteindoméanen (Rubin et al., 2000). Die Erkennung und Bindung prolinreicher Regionen
erfolgt mittels spezifischer Doméanen. Die am besten untersuchten sind die SH3- sowie die
WW-Domane (Sudol, 1996; Aghazadeh und Rosen, 1999; Zarrinpar und Lim, 2000; Sudol
und Hunter, 2000). Die Konsensussequenzen fur die Bindung dieser Module sind PXXP
(SH3) und PPXY oder PPLP (WW). Die Bindung wird verhindert, wenn die Proline gegen
andere Aminosauren ausgetauscht werden (Yu, H. et al., 1994).

Die Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro Motiven wird von prolinspezifischen Proteinkinasen
katalysiert zu denen die cyclinabhangigen Kinasen und die MAP Kinasen gehodren. Alle
Vertreter dieser Familien phosphorylieren ihre Substrate nur an Serin- oder Threoninresten
unmittelbar vor einem Prolinrest. Vor kurzem wurde eine neue Kinase identifiziert, die keine
Homologien zu bisher bekannten Vertretern aufweist. Untersuchungen zur Substratspezifitét
dieser Kinase KIS kinase interacting with stathmin) mit Peptiden ergaben eine deutlich
bevorzugte Phosphorylierung von Serinresten N-terminal zum Prolin (Maucuer et al., 2000).
Auch die Glykogensynthase-Kinase-3b (GSK-3) wurde in einigen Arbeiten as
prolinspezifische Kinase bezeichnet, da sie Ser/Thr-Pro Motive im Mikrotubuli-assoziierten
Protein 2 und tau phosphorylieren konnte (Sanchez et a., 1996; Singh et al., 1996;
Godemann et al., 1999; Schneider et al., 1999). Allerdings ist die GSK-3b auch zur
Phosphorylierung vieler anderer Sequenzmotive in der Lage und deshalb nicht unbedingt
prolinspezifisch (Williams et al., 1999). Wahrscheinlich toleriert sie im Gegensatz zu anderen
Kinasen einfach ein Prolin in P+1 Position (Harwood, 2001; ter Haar et al., 2001; Dagani et
al., 2001).

Die molekularen Ursachen der engen Substratspezifitét der prolinspezifischen Kinasen
konnten kurzlich anhand zweier Rontgenkristallstrukturen verdeutlicht werden. Am Beispiel
eines Komplexes aus phosphorylierter Cdk2, Cyclin A und dem Substrat HHASPRK, sowie
der Struktur der aktivierten MAP Kinase ERK2 mit einem modellierten Thr-Pro-Dipeptid
konnten die Ahnlichkeiten im Substraterkennungsmechanismus der beiden Familien
prolingerichteter Kinasen gezeigt werden (Brown et a., 1999; Canagargjah et d., 1997). Die
Spezifitét der Cdk2 fur Prolin in P+1-Position kann durch eine passend geformte Tasche
erklart werden (Abb. 4.2). Der Rest Va'® der Cdk2 nimmt eine ungewohnliche
Konformation (F = 72.5°, Y = 130.8°) ein, die in einer Orientierung des Carbonylsauerstoffs

weg vom Substrat resultiert. Diese besondere Anordnung, die durch zwei zusdtzliche
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Wasserstoffbriickenbindungen kompensiert wird, hat zur Folge, dass die Bindung jedes
Restes auf3er Prolin in P+1-Position wegen einer unkompensierten Wasserstoffbriicke vom
Stickstoff im Substratriickgrat unvorteilhaft wére. Die Situation im aktiven Zentrum der
aktivierten ERK 2 ist ahnlich. Der Rest Ala'®’ hat eine hnliche ungewshnliche Konformation
wie Val'® in der Cdk2. Damit steht fir die P+1-Position des Substrates kein
Wasserstoffbriickenakzeptor zur Verfligung, eine Bindung wére fur alle Aminosauren auf3er
Prolin deshalb energetisch unvorteil haft.

Abb. 4.2 Aktives Zentrum des phospho-Cdk2-CyclinA3 Komplexes mit dem Substratpeptid
HHASPRK (PDB-Eintrag 1QMZ). Deutlich zu sehen ist die Ausrichtung des Serins (gelb)
zur g-stdndigen Phosphatgruppe des ATP sowie die Bindungstasche fur Prolin in P+1
Position.

Die Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro-Motiven wird bel bestimmten Prozessen drastisch
erhoht. Wahrend des G,/M-Ubergangs des Zellzyklus werden durch einen plotzlichen Anstieg
der Aktivitdt der cdc2 Kinase eine Vielzahl dieser Motive in unterschiedlichen Proteinen
phosphoryliert und bilden damit ein gemeinsames Epitop fur den Antikorper MPM-2 aus
(Davis, F. M. et d., 1983; Stukenberg et al., 1997; Yaffe et a., 1997b). Wenn die
Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro Motiven ein besonderes Signal in der Zelle darstellt, ist
zwangs aufig auch die Dephosphorylierung von grof3er Bedeutung fir eine exakte Regulation.
Wahrend mittlerweile fur viele Phosphorylierungsstellen die verantwortlichen Kinasen
bekannt sind (Pinna und Ruzzene, 1996; Smith, C. M. et a., 1997; Kreegipuu et a., 1999), ist
in vielen Fallen unklar, wie die Dephosphorylierung erfolgt. Bisher sind keine im engen Sinne
prolinspezifischen Phosphatasen bekannt, d.h. Phosphatasen, die ausschliefdlich
phosphorylierte Aminosduren vorm Prolin als Substrat akzeptieren. Allerdings scheinen

Phosphatasen generell keine so eng definierte Substratspezifitét wie Kinasen zu besitzen.
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Deshalb wéare auch denkbar, dass bereits bekannte Proteinphosphatasen, eventuell im
Komplex mit spezifischen Untereinheiten, fur die Dephosphorylierung prolinspezifischer
Motive zustdndig sind.

Die anhand einer hohen Aktivitét gegenuber prolingerichteten Phosphorylierungsstellen
isolierte PP2A; der Zusammensetzung CabAaBa dtellt wahrscheinlich die vorrangige
Isoform im Gehirn dar (Kamibayashi et a., 1994). Sie wurde bereits in einigen Arbeiten as
moglicher Gegenspieler prolingerichteter Kinasen betrachtet. Sie dephosphoryliert effizient
die mittels cyclinabhangiger Kinasen phosphorylierten Substrate Histon H1 und Caldesmon
(Solaet a., 1991; Ferrigno et al., 1993) sowie Neurofilamentproteine (Veeranna et al., 1995).
Die DrosophilaMutanten aarl und twinsP, die aufgrund von beschadigten Genen der B-
Untereinheit einen reduzierten Proteingehalt dieser Untereinheit besitzen, weisen mitotische
Defekte auf. Die PP2A-Aktivitdt in Zellextrakten dieser Mutanten gegentiber Substraten, die
von cdc2 phosphoryliert wurden, ist im Vergleich zu Wildtypfliegen deutlich reduziert. Die
Aktivitat gegeniiber Phosphorylase aist dagegen in beiden Extrakten gleich (Mayer-Jaekel et
a., 1994). Neben Calcineurin ist die PP2A verantwortlich fir die Dephosphorylierung
prolingerichteter Phosphorylierungsstellen im Mikrotubuli-assoziierten Protein tau (Goedert
et a., 1995; Saito et a., 1995a; Yamamoto et al., 1995). Die heterotrimere PP2A; ist dabei
effizienter als andere trimere oder dimere PP2A-Isoformen (Drewes et a., 1993). Auch bei
der Verwendung verschiedener von Cdc2 Substraten abgel eiteter Phosphopeptide wird fr die
trimere PP2A im Vergleich zur dimeren und monomeren Form eine wesentlich grof3ere
Dephosphorylierungsgeschwindigkeit beobachtet (Agostinis et al., 1992).

Im scheinbaren Widerspruch zur Rolle der PP2A als Gegenspieler der prolinspezifischen
Kinasen steht die Beobachtung, dass ein C-termina zur phosphorylierten Aminosdure
stehendes Prolin im Vergleich zu anderen Aminosduren (Valin, Glutamat) eine drastische
Verschlechterung der Substrateigenschaften bewirkt bzw. dazu fihrt, dass das Peptid
Uberhaupt nicht mehr dephosphoryliert wird, ein N-terminal benachbartes Prolin hat keinen
Effekt (Agostinis et al., 1987; Donella-Deana et a., 1990; Ansai et al., 1996). Tatsachlich
fuhrt das Vorhandensein eines Prolins in P+1-Position verglichen mit Alanin zu einer etwa
sechsfach geringeren Katalysekonstante, allerdings wird dieser Nachteil durch einen zwei- bis
dreifach besseren Ky-Wert teilweise ausgeglichen. Obwohl Substrate mit Prolin in P+1-
Position von der PP2A weniger effizient as andere umgesetzt werden, bewirkt die
Anwesenheit der Struktur- und der regulatorischen Untereinheit eine rund 20fache Steigerung
der katalytischen Effizienz gegenlber der isolierten katalytischen Untereinheit. Damit stellen
fur die trimere PP2A; auch prolinhaltige Peptide ausgezei chnete Substrate dar.
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Trotzdem stellt die PP2A im engeren Sinne keine prolinspezifische Phosphatase dar, da sie,
im Gegensatz zu den prolinspezifischen Kinasen, die nur Substrate mit Prolin in P+1-Position
akzeptieren, Substrate mit anderen Aminosduren in P+1-Position teilweise wesentlich
effizienter dephosphoryliert. Bisher als prolinspezifisch bezeichnete Enzyme akzeptieren
dagegen ausschliefdlich prolinhaltige Substrate.

Trotzdem spielt die PP2A eine entscheidende Rolle bel der Dephosphorylierung von
pSer/pThr-Pro Motiven. Die regulatorische Untereinheit, die fir eine hohe Effizienz
gegenlber diesen Substraten verantwortlich ist, scheint die B-Untereinheit zu sein. In direkten
Vergleichen verschiedener Holoenzyme stellt die B-haltige PP2A; die beste Phosphatase fir
pSer/pThr-Pro Motive dar und Experimente mit Mutanten der B-Untereinheit zeigen eine
Beteiligung dieser Untereinheit an der  Dephosphorylierung  prolingerichteter
Phosphorylierungsstellen.

4.3. | somer spezifische Dephosphorylierung - ein neuer Regulationsmechanismus
Peptidbindungen liegen wegen ihres partiellen Doppelbindungscharakters ausschliefdich in
cis oder trans Konformation (w = O bzw. 180 °) vor. Wahrend bel den meisten
Peptidbindungen das trans-Konformer energetisch bevorzugt ist, sind beide Konformere in
Peptidyl-Prolyl Bindungen von vergleichbarer Energie. In prolinhaltigen Peptiden werden aus
diesem Grund bis zu 50 % cis Konformer gefunden (Fischer, G., 2000). Die Analyse von
Proteinstrukturen zeigte, dass zwischen 5.2 % und 6.5 % aler Xaa-Pro Bindungen in cis
Konformation vorliegen. Nicht prolinhaltige Bindungen liegen dagegen nur zu 0.03 %-0.05 %
in cis Konformation vor (Stewart et a., 1990; MacArthur und Thornton, 1991; Jabs et al.,
1999). Die beobachtete Zahl von cis Konformationen liegt dabei fur die Xaa-Pro Bindungen
um Faktor 6 und fir XaanichtPro Bindungen um Faktor 50 niedriger as bel den
thermodynamischen Konstanten zu erwarten wére. Eine Ursache dafir kdnnten zum einen
zusétzliche Einschrankungen in den Proteinstrukturen darstellen, andererseits wére denkbar,
dass vidle cis Bindungen in Proteinen aufgrund ungentgender Auflosung oder getroffener
Annahmen in verwendeten Protokollen der Strukturaufklarung bisher unentdeckt blieben.
Tatsachlich wurde kirzlich ein Zusammenhang zwischen Auflésung der Proteinstruktur und
Zahl der gefundenen cis Bindungen publiziert. In Strukturen mit einer Auflosung unter 2 A
war der cis Anteil von Xaa-Pro fast doppelt und von Xaa-nichtPro mehr als dreimal so hoch

wie in Strukturen mit einer Auflésung tber 2.5 A (Weiss et al., 1998).
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Die cig/trans Isomerisierung von Prolylbindungen ist ein relativ langsamer Prozess. Sie ist in
vielen Féllen der limitierende Schritt wahrend der Proteinfaltung (Lang et al., 1987; Scholz et
al., 1997). Der Grund dafir ist die hohe Rotationsbarriere zwischen cis und trans Isomer von
ungefdhr 80-90 kJ/mol (Stein, 1993). Sie ist auch die Ursache dafir, dass beide Konformere
in biochemischen Reaktionen unterschiedlich reagieren konnen. Isomerspezifische Prozesse
wurden direkt beobachtet bei Protein-Ligand- oder Enzym-Substrat-1nteraktionen (Yaron und
Naider, 1993; Brandsch et a., 1998; Stoddard und Pietrokovski, 1998; Charbonnier et a.,
1999; Frank, 1999; Wittelsberger et al., 2000) und wahrend der Proteinfaltung (Schmid,
1993). Indirekte Hinweise lieferte die Beeinflussung nativer Proteine durch katalytisch aktive
PPlasen (Chen, Y. G. et d., 1997; Lopezilasaca et a., 1998).

Molekile mit koexistierenden cis/trans Isomeren schlief3en sowohl native Proteine, als auch
Peptidketten verschiedener Faltungszusténde und Lange ein (Evans, P. A. et a., 1987; Gitti et
a., 1996; Adjadj et a., 1997; Ng und Weis, 1998; Cheetham et a., 1998). Obwohl
strukturelle Daten bisher fehlen, ist zu vermuten, dass phosphorylierte Ser/Thr-Pro Motive
eine adhnliche isomere Heterogenitét aufweisen konnen. Die Dephosphorylierung des
Transkriptionsfaktors NFAT1 an mehreren  pSer-Pro  Motiven  bewirkt  eine
Konformationsdnderung und Freilegung eines Kernlokalisierungssignals. Eine kurzliche
Untersuchung dieses Prozesses schlug einen Mechanismus vor, bel dem vollstéandig
phosphoryliertes NFAT1 sowohl in einer aktiven als auch einer inaktiven Konformation
vorliegen kann, die Wahrscheinlichkeit for den aktiven Zustand ist im phosphorylierten
Protein gering, erhéht sich aber durch Dephosphorylierung (Okamura et al., 2000). An
Modellpeptiden konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro Motiven
die Dynamik des Peptidriickgrates beeinflusst. Die Geschwindigkeitskonstanten der cis/trans
Isomerisierung waren nach Phosphorylierung der Peptide bis zu Faktor 8 geringer
(Schutkowski et al., 1998) und auch das thermodynamische Gleichgewicht (cis-Gehalt)
anderte sich (Ramelot und Nicholson, 2001). Interessanterweise sind sowohl die
Isomerisierungsgeschwindigkeit as auch der cisGehat der Phosphopeptide im
physiologischen Bereich sehr stark abhangig vom pH-Wert. Normaerweise ist die
Prolylisomerisierung unphosphorylierter Peptide unabhangig vom pH-Wert (Reimer et a.,
1998).

Im Verlauf dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Dephosphorylierung
von pSer/pThr-Pro Motiven durch die PP2A; isomerspezifisch verlduft. Von zwei sich nur in
der Konformation unterscheidenden Substraten wird ausschliefdich das trans Konformer

dephosphoryliert. Neben den PPlasen, die die cigtrans Isomerisierung katalysieren, waren
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Proteasen bisher die einzigen bekannten Enzyme, die bei der Umsetzung ihrer Substrate eine
strikte |somerspezifitét aufweisen (Fischer, G. et al., 1984a; Merker et a., 1993; Cunningham
und Oconnor, 1997; Vance et a., 1997).

Die Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Proteinen erfolgt oft sehr rasch nach einem
»Alles oder nichts‘-Mechanismus und fihrt zur sofortigen Aktivierung oder Deaktivierung
(Ferrell, 1996). Damit konnen Zellen auf3erordentlich schnell auf verénderte Bedingungen
reagieren. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass aufgrund der Selektivitét der
PP2A; fir Subdtrate in trans Konformation fir eine sofortige und vollsténdige
Dephosphorylierung aller in einem Konformerengleichgewicht stehender Substratmolekdile
die Hilfe einer pSer/pThr-Pro-spezifischen PPlase nétig ist, da sonst die relativ langsame cis-
trans Isomerisierung zur limitierenden Grofde wird. Der am besten untersuchte Vertreter
dieser speziellen PPlasen ist das humane Parvulin Pinl. Es katalysiert ausschliefdich die
Isomerisierung von pSer/pThr-Pro Motiven. Im Verlauf der Arbeit konnte an zwel
verschiedenen Peptiden gezeigt werden, dass in Anwesenheit katalytischer Mengen Pinl alle
vorhandenen cis Konformere in trans und damit in PP2A; Substrate umgewandelt werden.
Die Verwendung von katalytisch inaktiven Pinl-Mutanten, sowie nichtprolinhaltigen
Substraten zeigte eindeutig, dass die Prolylisomerisierung die Ursache fir die erleichterte
Dephosphorylierung durch die PP2A; darstellt. Das Peptid Ala-Ala-Thr(POzH,)-Pro-Phe-NH-
Np wurde fur die Untersuchungen verwendet, weil es ein ausgezeichnetes Substrat fur die
PP2A; und Pinl darstellt. Das zweite Peptid Pro-Leu-Thr(POsH>)-Pro-Phe-NH-Np wurde aus
der Sequenz um das Thr*® der Phosphatase Cdc25 aus Xenopus laevis abgeleitet. Cdc25 wird
duch Mehrfachphosphorylierung reguliert und ist Schiiisselenzym beim G/M-Ubergang des
Zelzyklus. Das Thr*® des Cdc25 ist sowohl in vivo Phosphorylierungsstelle (Izumi und
Maller, 1993) als auch bevorzugte Bindungsstelle fur Pinl (Lu, P. J. et al., 1999b).

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit konnten wir gemeinsam mit der Gruppe um K.
P. Lu (Boston) zeigen, dass Pinl auch die Dephosphorylierung der Proteine Cdc25 und tau
beeinflusst (Zhou et a., 2000). Die dualspezifische Phosphatase Cdc25 und das Mikrotubuli
assoziierte Protein tau sind sowohl physiologisches Substrat der PP2A (Clarke et a., 1993;
Karaiskou et al., 1999; Sontag et al., 1999) als auch physiologischer Bindungspartner von
Pinl (Shen et al., 1998; Lu, P. J. et a., 1999a). Die Dephosphorylierung von Cdc25 und tau
durch die PP2A an prolingerichteten Phosphorylierungsstellen wurde in Gegenwart von
katalytisch aktivem Pinl beschleunigt. Weder katalytisch inaktive Mutanten noch die isolierte
WW-Doméne von Pinl zeigten diesen Effekt. Sowohl von Cdc25 als auch von tau ist

bekannt, dass sie an mehreren prolinspezifischen Motiven phosphoryliert werden kdnnen
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(Dunphy, 1994; Billingsley und Kincaid, 1997). Um zu untersuchen, ob der Einfluss von Pinl
auf die Dephosphorylierung an das Vorhandensein bestimmter pSer/pThr-Pro Motive
gebunden ist, wurden Substratmutanten verwendet. Wahrend die Doppel mutante Cdc25"#¢7Y
mittels mitotischem Extrakt kaum noch phosphoryliert werden konnte und deshalb eine
Untersuchung der Dephosphorylierung nicht maglich war, wurde bei der Dephosphorylierung
von tau' > kein Effekt von Pinl auf die Dephosphorylierung detektiert. Diese Mutante ist
noch an drei weiteren prolinspezifischen Motiven phosphoryliert, bindet aber nicht mehr an
RPinl (Lu, P. J. et d., 1999a).

Diese Experimente lassen vermuten, dass die Dephosphorylierung des pThrk-

Pro Motives
von Pinl reguliert wird. Die Ubrigen Motive sind entweder nicht fir Pinl zugénglich oder
befinden sich bereits in trans Konformation und konnen auch ohne Pinl effizient
dephosphoryliert werden. Die Existenz verschiedener Konformere von tau wurde bereits nach
Experimenten mit dem Antikorper AT100, der spezifisch PHF-tau erkennt, vermutet. Das
Epitop fur diesen Antikorper kann durch Phosphorylierung von tau mit verschiedenen
Kinasen erzeugt werden, interessanterweise ist dabel die Reihenfolge wichtig. Das fuhrte zu
der Vermutung, dass bestimmte Phosphorylierungen Konformationsdnderungen verursachen
und dadurch nachfolgende Phosphorylierungen verhindern (Zheng-Fischhofer et a., 1998). In
Untersuchungen mit dem Peptid tauf?*2* wurde fir die Thr?®X-Pro Bindung ein cis-Gehalt
von 4-5 % in wassriger Losung bestimmt. Die Lage des Gleichgewichts war allerdings stark
von der Umgebung abhangig, mit zunehmender Hydrophobizitét erniedrigte sich der cis-
Gehalt (Daly et al., 2000).

Weitere Hinweise auf eine Beteiligung von Pinl an der Dephosphorylierung von Proteinen
durch die PP2A in vivo wurden von der Guppe um K. P. Lu in genetischen Experimenten
gefunden. Sie konnten in Hefezellen zeigen, dass temperatursensitive PP2A-Mutanten durch
Uberexpression von Pinl teilweise kompensiert werden und die Uberexpression von PP2A
temperatursensitive Mutanten des Pinl-homologen Proteins ESSI/PTF1 fast vollsténdig
kompensiert (Zhou et al., 2000).

Kirzlich konnte eine weitere Gruppe eine konformationelle Anderung des phosphorylierten
Cdc25 durch Pinl feststellen. Ccd25 zeigte in Anwesenheit von Pinl ein verandertes
Spaltmuster beim Proteaseverdau des nativen Proteins sowie eine verstérkte Reaktivitét
gegentber dem MPM-2 Antikorper, der analog zu Pinl pSer/pThr-Pro Epitope erkennt.
Aullerdem beeinflusste Pinl die Phosphataseaktivitdt von Cdc25. In Abhangigkeit vom
Phosphorylierungsstatus erfolgte eine leichte Inhibierung oder eine fast zweifache
Aktivierung (Stukenberg und Kirschner, 2001). Leider ist bisher die Proteinstruktur der N-
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terminalen regulatorischen Doméne von Cdc25, in der die Mehrzahl der Ser/Thr-Pro Motive
liegt, nicht gelost. Moglicherweise verhindert eine flexible Konformation die Kristallisation,
da die Strukturen der katalytischen Domanen zweier Isoenzyme bereits ermittelt wurden
(Fauman et al., 1998; Reynolds et a., 1999).

Im Drosophila-Ei bewirkt das Pinl-homologe Protein Dodo bei Signalkaskaden Uber den
EGF-Rezeptor eine  Konformationsanderung des Transkriptionsfaktors Cf2 nach der
Phosphorylierung durch eine MAP Kinase. Wahrscheinlich ist diese Konformationsanderung
(und nicht die initiale Modifikation durch einen Phosphatrest) das Signal fur die
Ubiquitinylierung und den nachfolgenden Abbau von Cf2 (Hsu et a., 2001).
Zusammengenommen mehren sich die Hinweise, dass Pinl in der Lage ist, pSer/pThr-Pro
Bindungen in gefalteten Proteinen zu isomerisieren. Eine direkte Analyse der Konformationen
von Prolylbindungen ist bisher nur mit strukturellen Methoden mit atomarer Aufldsung
moglich. Von alen existierenden Ser/Thr-Pro Motiven ist bisher nur en Bruchtel in
Proteinstrukturen vorhanden. Der aus thermodynamischen Daten und Datenbankanalysen
geschétzte cis-Anteil dieses Motives liegt zwischen 5 und 20% (Reimer et al., 1998; Reimer
et a., 1997; Zhou et a., 2000).

Die Konformerspezifitdat von Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsreaktionen scheint
weit verbreitet zu sein. Untersuchungen mit der PPl, einer der PP2A verwandten
Phosphatase, fihrten zu @hnlichen Ergebnissen. Das trans-Konformer eines prolinhaltigen
Peptids wird gegentiber dem cis-Konformer deutlich bevorzugt (Werner, unvertffentlichte
Ergebnisse). Wahrscheinlich wird diese Ubereinstimmung durch die hohe Homologie dieser
Phosphatasen in der katalytischen Doméne und den &hnlichen Katalysemechanismus
verursacht. Alle Aminosauren, die in der Proteinstruktur der PPl als wesentlich fur die
Komplexierung der Metalionen im aktiven Zentrum und den Katalyseprozess selbst
identifiziert wurden, sind in der PP2A und PP2B (Calcineurin) streng konserviert (Goldberg,
J. et a., 1995; Egloff et al., 1995; Griffith et al., 1995; Barford et al., 1998).

Die Alkalische Phosphatase, die vorrangig nicht die Funktion einer Proteinphosphatase
besitzt, trotzdem aber zur Dephosphorylierung von Proteinen in der Lage ist (Chan und
Stinson, 1986), akzeptiert cis und trans Konformer gleichermalden als Substrat. Mdgliche
Ursache ist die sehr breite Substratspezifitét und ein komplett anderer Katalysemechanismus
Uber ein kovalentes Zwischenprodukt. Die Erkennung von Substraten durch die Alkalische
Phosphatase beruht eher auf der Bindung des Phosphatrestes in der Seitenkette as auf
Wechselwirkungen mit dem Peptidrickgrat (Coleman, 1992; Holtz und Kantrowitz, 1999).



DISKUSSION 73

Untersuchungen mit prolinspezifischen Kinasen zeigten, dass auch die Phosphorylierung
vorm Prolin abhéngig von der Konformation des Peptidriickgrates ist. Sowohl fur die MAP
Kinase ERK2 (Weiwad et al., 2000) als auch die cyclinabhangige Kinase Cdc2 (M. Weiwad,
personliche Mitteilung) konnte eine strenge Bevorzugung des trans Isomers detektiert
werden. Diese experimentell ermittelten Daten stimmen dabel sehr gut mit den
veroffentlichten Kristallstrukturen Gberein. Im Komplex aus phosphorylierter Cdk2, Cyclin A
und dem Substrat HHASPRK ist das Peptid in trans Konformation gebunden (Brown et al.,
1999). Die Rontgenstruktur der voll aktivierten MAP Kinase ERK2 wurde zwar ohne Substrat
gel6st, anhand des modellierten Tripeptides Thr-Pro-Ala konnte aber gezeigt werden, dass nur

die trans Konformation gebunden werden kann (Canagargjah et a., 1997).

Cyclophiline

ERK2 H PP2A,, PP1 ? ﬁ AP (?)

pSer/pThr-Pro
spezif. Parvuline
(Pinl)

Abb. 4.3 Modell zur Regulation der reversiblen Phosphorylierung prolinspezifischer Motive.
Wahrend Ser/Thr-Pro (bzw. pSer/pThr-Pro) Motive in trans Konformation sowohl von
prolinspezifischen Proteinkinasen (ERK2) als auch von Proteinphosphatasen (PP2A1, PP1)
erkannt werden, missen Motive in cis Konformation durch spezifische PPlasen nach trans
isomerisiert werden, bevor sie umgesetzt werden konnen. Die Existenz cis-spezifischer
Proteinkinasen und -phosphatasen ist bisher nicht nachgewiesen. In vitro konnte zwar die
Alkalische Phosphatase pSer/pThr-Pro Motive in cis Konformation dephosphorylieren, es
existieren aber bisher keine Hinweise auf eine Betelligung der Alkalischen Phosphatase an
der Dephosphorylierung von pSer/pThr-Pro Motiven in vivo.

I

I

Die Ergebnisse dieser Arbeit schlagen einen neuen Kontrollmechanismus bel  der
Dephosphorylierung von prolingerichteten Phosphorylierungsstellen durch die PP2A vor, der
moglicherweli se auch fir weitere Proteinphosphatasen und auch fir die Phosphorylierung von
Ser/Thr-Pro Motiven zutrifft (Abb. 4.3). Dieser Mechanismus beruht auf der Regulation der

Phosphorylierung oder Dephosphorylierung durch eine vorangeschaltete |somerisierung.
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Bisher galt alein die Phosphorylierung oder Dephosphorylierung eines Proteins und die
dadurch verursachte Strukturanderung als Ausldser einer Aktivierung oder Inaktivierung. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass zumindest im Fall prolinspezifischer Motive die
Dephosphorylierung an eine bestimmte Konformation des Peptidriickgrates gekoppelt ist und
damit durch Isomerisierung reguliert werden kann. Es ist ein mindestens temporér
gleichzeitiges Vorliegen von aktiver Phosphatase und phosphoryliertem Substrat (in cis
Konformation) denkbar. Erst ene durch spezifische PPlasen katayserte
Konformationsénderung des Peptidrickgrates fuhrt zur effektiven Dephosphorylierung des
Substrates. Moglicherweise ist dies ein Mechanismus, der in den bisher entdeckten
Komplexen aus Kinasen (CK2, CaM Kinase IV, PAK, p70 S6 Kinase) und PP2A ein
gleichzeitiges Wirken von Kinase und Phosphatase und damit ein ,Leerlaufen” des
Komplexes verhindert (Lebrin et al., 1999; Westphal et al., 1998; Westphal et al., 1999).

In diesem Zusammenhang ist auch zu erwdahnen, dass Cyclophiline in Pflanzen als
Bindungspartner und Regulatoren von PP2A-homologen Phosphatasen identifiziert wurden
(Jackson und Soll, 1999; Vener et a., 1999). Die Proteinphosphatase 5, eine zur PP2A
verwandte Phosphatase, besitzt eine Region mit Homologie zur PPlase-Doméne des FKBP52,
mit der es auch zur FK506-Bindung befahigt ist (Silverstein et al., 1997).

In der kirzlich gelosten Kristallstruktur von Pinl mit dem an der WW-Doméane gebundenen
Peptid Tyr-Ser(POsH2)-Pro-Thr-Ser(POsH-)-Pro-Ser, die sich leicht von der Struktur ohne
Peptid unterscheidet, wurde gezeigt, dass beide phosphorylierten Ser-Pro Motive nur in trans
Konformation binden konnen (Verdecia et al., 2000). Viel langer bekannt ist die Katalyse der
cis nach trans Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl Bindungen durch die katalytische Doméne
von Pinl (Y affe et a., 1997b). Die selektive Bindung von Phosphopeptiden durch die WW-
Doméne von Pinl in trans Konformation konnte einen Mechanismus zur Auswahl von
Motiven zur nachfolgenden Isomeriserung oder auch zur Stabiliserung der zur

Dephosphorylierung notwendigen Konformation darstellen.

Neben der Bedeutung der Konformerspezifitdt von Phosphatasen (und Kinasen) bel der
Regulation von Proteinen ist eine Anwendung bel der Aufkldrung von native-state
Isomerisierungen vorstellbar. Viele native Proteine existieren in mehreren Konformationen
mit moglicherweise unterschiedlichen Eigenschaften oder biologischen Funktionen. Zur
Aufkléarung solcher native-state Isomerisierungen werden hauptsachlich spektroskopische
Methoden verwendet (Fluoreszenz, NMR, Roéntgenstrukturanalyse). Die Anwendung dieser

Techniken setzt voraus, dass entweder fluoreszierende Seitenketten an der
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Konformationsdnderung beteiligt sind, ausreichend hohe Anteile an allen Konformeren zur
sicheren Detektion vorhanden sind, oder dass sich alle in Losung vorhandenen Konformeren
gleichermal3en gut kristallisieren lassen. Am Beispiel einer Acylphosphatase konnte kiirzlich
gezeigt werden, dass die cigtrans Umwandlung von Prolylbindungen, obwohl
spektroskopisch unsichtbar und fur die Gesamtstruktur unbedeutend, Uber Aktivitét oder
Inaktivitét eines Proteins entscheiden kann (Chiti et al., 1999). Mdglicherweise lassen sich
durch die Verwendung konformerspezifischer Enzyme bei der Untersuchung von native-state
Isomerisierungen  leichter  Aussagen  Uber  cigtrans  Gleichgewichte  oder

| somerisierungsgeschwindigkeiten in nativen Proteinen erzielen.
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V. Zusammenfassung

Die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Serin- und Threoninresten N-terminal
von Prolin (Ser/Thr-Pro Motiven) stellt einen zentralen Mechanismus bei der Regulation
zellulérer Ablaufe dar. Die prolinspezifischen Proteinkinasen, deren Vertreter in die
cyclinabhéngigen Kinasen und die MAP Kinasen unterteilt werden, sind Schllisselenzyme bei
der Kontrolle des Zellzyklus und bel der Aktivierung spezifischer Transkriptionsfaktoren
nach Stresss oder Wachstumssignalen. Die Phosphorylierung von Substraten durch
prolinspezifische Kinasen fihrt zu enzigartigen strukturellen Merkmalen, die an
Phosphorylierungsstellen ohne Prolin nicht beobachtet werden. Es sollte untersucht werden,
inwieweit die enzymkatalysierte Dephosphorylierung neben der bekannten Primaér-,
Sekundér- und Stereospezifitdt noch eine Spezifité hinsichtlich der Konformation um die
reaktive pSer/pThr-Seitenkette aufweist.

Hochaktive Proteinphosphatase 2A; wurde in der heterotrimeren Form CGa/bAaBa aus
Schweinehirn isoliert und molekular charakterisiert. Hinsichtlich Inhibierbarkeit durch
Okadasdure und Cayculin A, sowie des Einflusses von Histon H1 auf die
Phosphataseaktivitét zeigte die gereinigte Phosphatase die typischen Eigenschaften von
PP2A-Holoenzymen. Durch Gelfiltration bei basischem pH-Wert und in Gegenwart
zweiwertiger Metdlionen und hoher Salzkonzentrationen konnte die katalytische

Untereinheit von den beiden regulatorischen Untereinheiten separiert werden.

Mit einer Serie von Peptiden der Sequenz Ala-Ala-Thr(PO3sH,)-Xaa-Phe-Gly-NH, (Xaa =
dle proteinogenen Aminosduren auller Cystein) erfolgte die erste systematische
Untersuchung des Einflusses der C-terminal zur Phosphorylierungsstelle gelegenen
Aminosaure auf die Dephosphorylierung von Substraten durch die PP2A. Es wurden
kea/K w-Werte zwischen 548.1 (WM ~ min)? (Xaa = Ile) und 42.6 (uM ~ min)* (Xaa =
Asp) fur die trimere PP2A; bestimmt. FUr die isolierte katalytische Untereinheit wurden
kea/K w-Werte zwischen 30.9 (uM ~ min)* (Xaa=Va) und 3.1 (UM ~ min)* (Xaa = Asp)
gemessen.

Die Anwesenheit der regulatorischen Untereinheiten verbessert lediglich die Effizienz der
Dephosphorylierung durch die PP2A, sie hat keinen wesentlichen Einfluss auf die
Substratspezifitdt gegenuber den Peptiden. Die Bestimmung der kinetischen
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Einzelkonstanten fir einige ausgewdhite Peptide zeigte klar, dass die effizientere
Dephosphorylierung durch die trimere PP2A; das Ergebnis eines verbesserten k4 und
Km-Wertes ist.

Zur Untersuchung der Konformerspezifitdt der PP2A wurden das Peptid Ala-Ala
Thr(POsH>)-Pro-Phe-NH-Np und das von einer in vivo Phosphorylierungsstelle der an der
Mitoseregulation beteiligten Phosphatase Cdc25 abgeleitete Peptid Pro-Leu-Thr(POsHy)-
Pro-Phe-NH-Np verwendet. Mittels isomerspezifischer Proteolyse durch Chymotrypsin
bzw. Subtilisin wurden die reinen cis-Konformere aus einem equilibrierten Gemisch von
cis und trans Isomer hergestellt. Die beobachtete Geschwindigkeitskonstante erster
Ordnung Kops = Kis trans + Kiran cis fUr die Wiedereinstellung des Gleichgewichtes fur cis-
Ala-Ala-Thr(POsH,)-Pro-Phe-NH-Np betrug (0.020 + 0.002) min*.

Durch Untersuchung der Phosphataseaktivitdt in Abhangigkeit von der Isomeren-
zusammensetzung der Substrate konnte eine nahezu absolute Spezifitdt der PP2A; fir das
trans Konformer bestimmt werden. Fir eine Dephosphorylierung von Substraten, die in

cis Konformation vorliegen, ist die cis/trans | somerisierung geschwindigkeitsbestimmend.

Die pSer/pThr-Pro-spezifische PPlase Pinl katalysiert die cistrans Isomerisierung der
Phosphopeptide und ermdglicht dadurch die Dephosphorylierung von Substraten in cis
Konformation durch die PP2A;. Die Verwendung katalytisch inaktiver Pinl-Mutanten,
sowie eines nichtprolinhaltigen Substrates zeigte eindeutig, dass die Prolylisomerisierung
durch Pinl die Ursache fur die erleichterte Dephosphorylierung von cis-Konformeren
durch die PP2A; darstellt.

Im Gegensatz zur PP2A; zeigte die Alkalische Phosphatase keine Spezifitdt hinsichtlich
der Konformation des Substrates. Das cis und trans Konformer des Peptids Ala-Ala
Thr(PO3sH,)-Pro-Phe-NH-Np wurden mit gleicher Geschwindigkeit dephosphoryliert.

Aufgrund der in dieser Arbeit erstmalig gezeigten Konformerspezifitét der PP2A; kann
ein neues Regulationsprinzip fur Proteine mit prolinspezifischen Phosphorylierungsstellen
postuliert werden. Das gleichzeitige Vorkommen und Aufeinandertreffen von aktiver
Proteinkinase oder -phosphatase und Substratmolekil muss nicht zwansléufig zu einer

Umsetzung fuhren. Ein zumindest temporér gleichzeitiges Vorliegen von aktiver
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Phosphatase und phosphoryliertem Substrat ist méglich. Die Dephosphorylierung des
Substrates ist an eine bestimmte Konformation des Peptidriickgrates gebunden und kann
durch von PPlasen katalysierte | somerisierungsprozesse reguliert werden.
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