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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Taspase1 stellt die bisher einzige Typ2-Asparaginase mit proteolytischer Aktivitat dar. Das
wichtigste Substrat der Taspasei1 ist das MLL-Protein, einem Homolog des Trithorax-
Proteins aus Drosophila melanogaster, das auch dort eine wichtige Rolle bei
Differenzierungsprozessen spielt.

Bei Patienten mit einer t(4;11)-Translokation ist Taspase1 malgeblich an der Ausbildung
einer t(4;11)-assoziierten Leukamie beteiligt. Die Inhibierung der proteolytischen Aktivitat der
Taspase1 kdonnte daher einen Ansatzpunkt flir eine neuartige Krebstherapie darstellen.
Aufgrund der ungewodhnlichen Eigenschaften von Taspase1 ist es bisher nicht gelungen
einen selektiven Inhibitor flir das katalytische Zentrum der Taspase1 zu identifizieren. Unter
nativen Bedingungen (ca. 50 mM NaCl) befindet sich Taspase1 bereits in einem nahezu
vollstandig inhibierten Zustand, da im katalytischen Zentrum der Taspase1 ein Chloridion
komplexiert ist. Dieses Chloridion wird einzig und allein nach Interaktion mit dem naturlichen
Substrat MLL aus dem Kkatalytischen Zentrum verdrangt, was zu einer kurzfristigen
Aktivierung der Taspase1 fuhrt. Nach Ablauf der hydrolytischen Spaltung des Substrates
nimmt das Chloridion wieder seine Position im katalytischen Zentrum ein. Unter diesen
Bedingungen ist aus sterischen Grinden die Bindung eines potentiellen Inhibitors im
katalytischen Zentrum nicht mdglich.

Durch Herstellung von Mutanten der Taspase1l und deren Substrats konnte der
Mechanismus der katalytischen Spaltung durch Taspase1 aufgeklart werden. Dabei
erwiesen sich drei Aminoduren als essentiell fir die Hydrolyse. Interessanterweise ist die
Anwesenheit des Substrates, insbesondere des Aspartates an Position Sieben der cleavage
sites CS1 bzw. CS2 notwendig um den katalytischen Prozess zu starten. Das negativ
geladene Aspartat, verdrangt zunachst das Chloridion von seiner Position und aktiviert
dadurch das katalytische Zentrum (Rotation von Threonin 234). Erst dadurch wird Threonin
234 zu einer katalytisch aktiven Aminosaure und kann einen nukleophilen Angriff auf die
Peptidbindung zwischen Aspartat und Glycin des Substrates durchfiihren. Die Hydrolyse
wird dabei durch die OH-Gruppe des Serins 252 durch Wechselwirkung mit dem
Carboxylsauerstoff unterstitzt.

Durch Mutation beider Aspartate an Position sieben im artifiziellen Substrat 2CL zu Glycin
oder Lysin fuhrte zu einem vollstandigen Verlust der hydrolytischen Spaltung an CS1 und zu
einem starken Rickgang der hydrolytischen Spaltung an CS2.

Die Mutationen T234D und S252D der Taspase1 fuhrten beide zum vollstandigen Verlust der
katalytischen Spaltung, sowohl in cis, als auch in trans.

Unter Verwendung des Taspase1l-Aktivitatsassays konnte der transkriptionelle Regulator

MLL4 als potentielles Substrat der Taspase1 identifiziert werden.
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2 Einleitung

2.1 Leukamie

Leukédmie ist eine Erkrankung des blutbildenden Systems im Knochenmark. Die
Bezeichnung Leukamie bedeutet Weiliblltigkeit und wurde 1845 von ihrem Entdecker Rudolf
Virchow gepragt. Grund fur die weillliche Farbung des Blutes ist die unkontrollierte
Vermehrung von Leukozyten, die letzten Endes die roten Erythrozyten verdrangen.

Die Klassifikation der Leukdmien basiert auf morphologischen und immunologischen
Eigenschaften der Leukamiezellen. In den letzten Jahren gewinnen auch zunehmend
zytogenetische und molekularbiologische Merkmale an Bedeutung. Je nach beteiligtem
Zelltyp unterscheidet man zunachst myeloische und lymphatischen Leukamien. Myeloische
Leukdmien gehen von den Vorlauferzellen der Granulozyten, im weiteren Sinne auch der
Erythrozyten und Thrombozyten aus, lymphatische Leukamien betreffen die Lymphozyten
und ihre Vorlauferzellen.

Des Weiteren werden Leukamien nach ihrem Krankheitsverlauf in akute und chronische
Leukamien unterteilt. Wahrend akute Leukamien unbehandelt innerhalb weniger Wochen
oder Monate zum Tode fiihren, kann sich der Verlauf einer chronischen Leukamie Uber viele
Jahre hinziehen. So lassen sich Leukamien grob in akute lymphatische (ALL), akute
myeloische (AML), chronische lymphatische (CLL) und chronische myeloische (CML)

Leukamien klassifizieren.

2.2 Chromosomale Translokationen

Bei der Entstehung von leukamischen Erkrankungen spielen chromosomale Translokationen
eine entscheidende Rolle. So sind etwa 65% der akuten Leukadmien auf chromosomale
Translokationen zurtckzufuhren (Look, 1997; Tenen, 1997). Zu Beginn einer Translokation
findet je ein DNA-Doppelstrangbruch an zwei unterschiedlichen Chromosomen statt. Solche
DNA-Doppelstrangbriiche kénnen durch ionisierende Strahlung oder cytotoxische Agenzien
erzeugt werden, finden aber auch spontan statt. Anschlielend findet eine Reparatur der
Briche statt, bei der die beiden Chromosomenfragmente reziprok an die
Ausgangschromosomen wieder angefiigt werden. Diese reziproke Rekombination kann in
der betroffenen Zelle auf zweierlei Art zu einem malignen Wachstum fuhren. In seltenen
Fallen gelangt dabei ein Protoonkogen, wie z.B. cMYC oder BCL2 in den Einflussbereich
eines effektiven  Enhancers, wodurch unkontrolliertes Wachstum oder eine
Apoptoseresistenz ausgeldst wird. Diese Art der Translokation bezeichnet man als Typ-I-

Translokation. Bei der haufiger vorkommenden Typ-ll- Translokation hingegen entsteht ein
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Fusionsgen aus zwei Teilen der von den DNA-Doppelstrangbriichen betroffenen Gene.
Diese Gene werden spater entsprechend in Fusionsproteine mit neuen Eigenschaften
translatiert, die in besonderen Fallen zu einer Entartung der Zelle fihren kénnen (Rabbits,
1994). Ein  prominentes Beispiel fir eine  Typ-ll-Translokation ist das
Philadelphiachromosom, das durch reziproke Rekombination zwischen Teilen der

Chromosomen 9 und 22 zustande kommt (Rowley, 1973; Bartram, 1985; Teyssier, 1985).

2.3 Translokationen des Typs t(4;11)(q21;923)

Ein weiteres Beispiel fir eine Typ-lI-Translokation ist die Translokation t(4;11), also zwischen
Chromosom 4 und 11, auf den Chromosomenbanden (g21;923). Diese wurde erstmals 1979
bei der akuten lymphatischen Leukamie eines Kleinkindes beschrieben (Van den Berghe,
1979). Im Jahre 1991 schliellich konnte durch Kartierungsexperimente die Beteiligung des
Gens MLL (Mixed Lineage Leukemia) festgestellt werden (Ziemin van der Poel, 1991).
Nachdem Sequenzanalysen auffallende Homologien zwischen dem MLL-Gen und dem
Trithorax-Gen aus Drosophila melanogaster aufzeigten, wurde es zunachst HTRX1 (human
trithorax gene1) genannt (Djabali, 1992). Nach Veréffentlichung der vollstandigen cDNA-
Sequenz wurde das MLL-Gen auch als ALL-1 (acute lymphoblastic leukemia-1; Gu, 1992),
bzw. HRX (human trithorax; Tkachuk, 1992) bezeichnet.

Der andere Fusionspartner in einer t(4;11)-Translokation, das AF4 (ALL-1 fused gene on
chromosome 4; Gu, 1992) stellt mit etwa 40% den haufigsten Translokationspartner des
MLL-Gens dar (Dimartino & Cleary, 1999).

Obwohl in der Fachliteratur oft nur auf eines der beiden Translokationsprodukte eingegangen
wird, existieren in der Zelle doch stets beide Fusionsprodukte. Diese werden, je hachdem
welches Chromosom betroffen ist, entweder als Derivat 4 (der4) oder Derivat 11 (der11)
bezeichnet. Die daraus resultierenden Proteine bestehen folglich entweder N-terminal aus
MLL- und C-terminal aus AF4- (MLL/AF4 bzw. der11), bzw. N-terminal aus AF4- und C-
terminal aus MLL-Sequenzen (AF4/MLL bzw. der4; siehe Abb. 2.7).

Wahrend flr das AF4-Gen kein weiterer Fusionspartner bekannt ist, existieren fir das MLL-
Gen eine Vielzahl anderer Translokationspartner. Ein Grofteil der Bruchpunkte im MLL-Gen
liegt dabei in einem Bereich, der sich Uber 6 kb zwischen Exon 9 und 12 erstreckt (Reichel,
2001). Dieser Bereich wird als ,bcr* (breakpoint cluster region) bezeichnet (Gu, 1992).

Die haufigsten MLL-Fusionspartner-Gene sind AF9, ENL, AF10, AF4, AF5 und ELL. Diese
Gene kodieren fir Faktoren des Aktivierungskomplexes der RNA-Polymerase 2 (Bitoun,
2007). Der Mechanismus der Leukamieentstehung durch die Expression der vielen
verschiedenen durch Translokation entstandenen Fusionsgene, ist aber trotzdem bislang

weitgehend ungeklart.
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Abb. 2.1 Entstehung einer t(4;11) Translokation

Schematischer Ablauf der Entstehung einer t(4;11) Translokation. Jeweils zwei der beiden homologen
Chromosomen 4 bzw. 11 erliegen zeitgleich einem DNA-Doppelstrangbruch innerhalb des Genes
AF4, auf Chromosom 4 und des Genes MLL auf Chromosom 11. Nach Anlaufen der zellularen
Reparaturmechanismen werden nun die beiden Chromosomenfragmente reziprok wieder angefligt.
Dadurch entstehen an den Fusionsstellen zwei illegitime Rekombinationen zwischen den beiden
betroffenen Genen, die beiden Derivate der4 und der11.

2.4 Klinisches Erscheinungsbild einer t(4;11)-Leukamie

Die Bande 23 ist besonders haufig von Translokationen betroffen. Neben der zuvor
erwdhnten t(4;11) (921;q23) Translokation kann es noch zu einer Vielzahl anderer
Translokationen, wie t(9;11) (921;23) oder t(11;19) (923;913) kommen. Dadurch kommt es
zu unterschiedlichen Auspragungen von Leukamie (Thirmann, 1993; Mitelman, 1994).
Wahrend eine t(4;11) Translokation typisch flir eine Erkrankung des lymphatischen Zweiges
des blutbildenden Systems ist, finden sich t(9;11) Translokationen Uberwiegend in
myeloischen Zellen. Eine t(11;19) Translokation hingegen ist in beiden Linien anzutreffen.

Insgesamt sind padiatrische Leukdmien im Sauglingsalter sehr selten. So besagt eine Studie
aus den USA gegen Ende der 90er Jahre, dass bei 1 Million Kleinkindern bis zum Alter von 1
Jahr nur etwa 37 eine Leukamie entwickeln (Gurney, 1997). Von diesen Fallen weisen nur
2,5 bis 5% eine ALL und 6 bis 14% eine AML auf (Felix, 1999). Dabei kann man bei 80% der
ALLs und bei 50% der AMLs eine Translokation unter Beteiligung des MLL-Gens feststellen
(Ross, 1998; Rowley, 1998). Der mit 30 bis 40% groRte Teil der t(4;11)-assoziierten
Leukdmien wurde bei Kleinkindern diagnostiziert, hingegen nur ca. 5% bei alteren
Patientengruppen. Diese 5% wiesen jedoch eine Sekundarleukamie als Folge einer
Chemotherapie auf (Felix, 1995; Johansson 1998). Klinische Merkmale einer t(4;11)-
assoziierten Leukamie sind, neben dem geringen Alter der Patienten, eine Hyperleukozytose
(>5x10"%/l), Hepatosplenomegalie, starke ZNS-Infiltration und ein sehr schlechter
Therapieverlauf (Chen, 1993b; Rubnitz, 1996 ; Felix, 1999; Reaman, 1999). Obwohl die
Heilungschancen fir ALL und AML in jlingster Zeit auf 80 bzw. 40% angestiegen sind,
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blieben die Heilungschancen flr eine t(4;11)-assoziierte Leukdmie unverandert schlecht. Ein
entscheidender Faktor fir den Verlauf der Therapie scheint dabei das Alter der Patienten zu
sein. Besonders bei Patienten mit einem Alter unter 2 und tber 40 Jahren besteht nur eine
geringe Aussicht auf Heilung, wahrend Kinder zwischen dem 2. und 9. Lebensjahr immerhin

mit einer Wahrscheinlichkeit von 75% geheilt werden kdnnen (Johansson, 1998).

2.5 Die Wildtypproteine MLL und AF4

Das MLL-Gen ist auf der Bande q23 des Chromosoms 11 lokalisiert und erstreckt sich tber
92 kb (Nilson, 1996; Rasio 1996; Marschalek, 1997). Sein offener Leserahmen mit 12.015 bp
erstreckt sich Uber 37 Exons und kodiert dabei flir 4005 Aminosauren, was einer
Molekilmasse von etwa 435 KDa entspricht (Tkachuk, 1992; Nilson, 1996).

8]
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Abb. 2.2 Modularer Aufbau des MLL-Proteins

Das MLL-Protein besitzt drei AT-Haken, eine MT-Doméane fiir die Bindung nicht methylierter CpG-
Inseln und eine SNL zur subnucledren Lokalisation. Die PHD-Finger, die Bromodomane und die
transkriptionaktivierende Domane TAD vermitteln Protein-Protein Interaktionen. Die SET-Domane
dient zur Methylierung von Histon H3 am Lysinrest 4. Nach Aktivierung durch Taspase1 vermitteln
FYR-N, FYR-C und die SET-Doméane die Bildung eines Hetrodimers der beiden MLL-
Proteinfragmente, das als Gerust fir die Anlagerung weiterer Proteine zum MLL-Multiproteinkomplex
dient.

Das MLL-Protein tragt nach der Aminosaure 2.702 und 2.749 zwei hochspezifische
Schnittstellen fir die Threonin-Aspartase Taspase1 (Hsieh, 2003). Diese Schnittstellen
werden als cleavage site 1 und 2 (CS1 und CS2) bezeichnet. Durch die katalytische Aktivitat
der Taspase1 entstehen so drei Proteinfragmente. MLL-N mit 300 KDa, MLL-C mit 180 KDa
und das kleine Fragment zwischen den beiden cleavage sites mit ca. 7 KDa (Nakamura,
2002 und Hsieh 2003). Die beiden Proteinfragmente MLL-N und MLL-C lagern sich zu einem
Heterodimer zusammen und bilden so eine Plattform flr die Bildung eines MPSC (Multi-
Protein-Super-Complex) aus etwa 30 weiteren Proteinen. Fir die Interaktion sind die N-
terminale FYRN-Domane (Aminosauren 2.007-2.027) und die C-terminale FYRC-Domane
(Aminosauren 3.692-3.846) notwendig. Beide Interaktionsdomanen sind reich an
Aminosauren mit aromatischen Resten (Nakamura, 2002; Yokoyama 2002; Hsieh 2003).
Sequenzanalysen des MLL-Gens und des Trithorax-Genes (Trx) von Drosophila
melanogaster ergaben eine Homologie von 81% innerhalb des C-Terminus (Gu, 1992;
Tkachuk, 1992).
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Zu den konservierten Domanen des MLL-Proteins zahlen die SET-Domane (Suppressor of
variegation, Enhancer of zeste and Trithorax), mit H3K4-Methyltransferaseaktivitat (Milne,
2005; Nakamura, 2002). Die zwei Zinkfinger stellen keine klassischen DNA-Bindedomanen
dar, sondern PHD-Finger (Plant Homeo Domain) mit transaktivierender Aktivitat. Zwischen
den Aminosauren 202 und 344 befinden sich 3 AT-Haken, die an AT-reiche DNA-Sequenzen
in der kleinen Furche der DNA binden kdnnen (Zeleznik-Le, 1994, Aravind und Lansman,
1998). Ein cysteinreicher Sequenzabschnitt besitzt Homologien zur DNA-Cytosin-5
Methyltransferase und wird daher als MT-Domane bezeichnet (siehe Abb. 2.2).

Der wichtigste Translokationspartner fir MLL, das AF4-Gen, lokalisiert auf der Bande g21
des Chromosoms 4 und erstreckt sich Uber einen Genabschnitt von 300 kb (Nilson, 1997;
Werner, Diplomarbeit 1999). Sein offener Leserahmen mit 3.636 bp erstreckt sich Gber 23
Exons und kodiert dabei fur 1.212 Aminosauren, was einer Moleklilmasse von etwa 140 KDa
entspricht (Nakamura, 1993). AF4 ist Mitglied der ALF-Proteinfamilie (AF4, LAF4 und
EMR2). Es wird ubiquitar exprimiert und ist hauptsachlich am Zellkern lokalisiert (Chen,
1993a; Frestedt, 1996; Nilson, 1997). Neben MLL ist auch AF4 maligeblich bei der
Regulation der Hamatopoese beteiligt (Isnard, 2000). So bleiben von AF4-knockout-Mausen
etwa 80% symptomfrei, wahrend die Ubrigen 20% spatestens 10 Tage nach der Geburt aus
bisher ungeklarter Ursache sterben. Untersuchungen an den toten Mausen ergaben jedoch

eine Storung der B- und T-Zell-Entwicklung.

2.6 Aufgaben des Wildtypproteins MLL

Das zu groRRen Teilen mit MLL homologe Trithorax-Gen ist bei Drosophila maligeblich an
Differenzierungsprozessen, speziell bei der Ausbildung der Segmentierungen beteiligt
(Kuzin, 1994). Dabei bindet das Trx-Protein in Vorlduferzellen an transkriptionell aktive
Chromosomenbereiche, wodurch eine stabile Vererbung des Expressionsmusters an die
Tochterzellen wahrend der Mitose erreicht wird (Paro, 1993; Tschiersch, 1994). Auf diese
Weise wird durch die Etablierung eines spezifischen Histon- und DNA-Methylierungsmusters
ein sogenanntes ,transkriptionelles Gedachtnis“ erzeugt. Das transkriptionelle Gedachtnis
hilft dabei, die Gewebespezifitdt langfristig aufrechtzuerhalten. Trx gehoért zu einer ganzen
Gruppe von Trithorax-Proteinen (TrxG), deren Antagonisten durch die Gruppe der Polycomb-
Gruppe (PcG) reprasentiert wird. Wahrend Proteine der TrxG also fiir die Vererbung der
aktiven Chromatinabschnitte verantwortlich sind, sind die Vertreter der PcG fir die
Vererbung reprimierter Chromatinabschnitte zustandig. Insgesamt fiihrt das Zusammenspiel
der Aktivitdten der Trx- und Pc-Proteine zu aktiven und inaktiven Abschnitten auf den

Chromosomen.
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Der hohe Grad an konservierten Domanen zwischen MLL und Trx legt eine &hnliche
Aufgabe fur MLL nahe. Ein homozygoter Mll-knockout fuhrt bei Mausen zu einem Verlust der
HOX-Gen-Expression (Vertreter einer Gruppe von Genen mit einer konservierten Domane,
der sogenannten Homoobox, die mehrere andere, funktionell zusammenhangende Gene im
Verlauf der Morphogenese steuern) und ist bereits am Tag 10,5 der Embryonalentwicklung
lethal. Dabei wird die Expression der HOX-Gene zwar regular gestartet, kann aber aufgrund
des fehlenden MIl-Proteins nicht aufrechterhalten werden (Yu, 1998). Heterozygote Mil-
knockout-Mause hingegen Uberleben, zeigen jedoch eindeutige Wirbel- und
Skelettdeformationen (Yu, 1995). Dies ist bemerkenswert, da die Ausbildung der Wirbelsaule
ebenfalls einen Segmentierungsprozess darstellt. Neben den zahlreichen Homologien ist die
Steuerung der Segmentierung also eine phanotypisch sichtbare Gemeinsamkeit der
Aktivitdten von MLL und Trx.

Im Menschen beruht die Steuerung von Differenzierungsprozessen durch MLL auf der
Regulation von HOX-Genen, die fur Transkriptionsfaktoren kodieren. So bindet MLL an die
Promotoren von HOXA9 und HOXCS8, wo es einerseits fur die Acetylierung von Histon H3
und H4 (Petruk, 2001), sowie die Methylierung von Histon H3 an der Position K4 (Lysin 4)
sorgt (Milne, 2002; Nakamura, 2002). Auf diese Weise wirkt MLL aktivierend auf die
Expression der entsprechenden HOX-Gene. Diese wiederum steuern die Entwicklung durch
Regulation anderer Gene. Mutationen in HOX-Genen sind daher meist tddlich oder haben
gravierende Auswirkungen auf die Entwicklung (Ayton, 2001). Auch die Differenzierung und
Proliferation hamatopoietischer Vorlauferzellen ist im Wesentlichen abhangig von einer
geregelten HOX-Gen-Expression (Fidenza, 1996).

Mit Hilfe von MLL-ASET-Mutanten konnte die Methyltransferaseaktivitdt der SET-Doméane
eindeutig festgestellt werden (Terranova, 2006). Anders als Taspase”-Mause zeigen ASET™
-Mause aulerlich keine phanotypischen Veranderungen gegeniber Wildtypmausen. Sie
zeigen normales Verhalten, sind lebensfahig und fertil. Untersucht man jedoch deren Skelett,
fallen deutliche Deformationen der Wirbelsaule, Rippen und Brustbeine auf. Der Grund fir
diese Deformationen ist die fehlende Methyltransferaseaktivitat der MLL-ASET-Mutante und
die damit verbundene Anderung der HOX-Gen-Expression. Es besteht kein Unterschied in
der Gesamtmenge an Methylierungen zwischen ASET”-Mausen und Wildtypm&usen.
Vielmehr findet wahrend der Ontogenese in ASET”-Mausen eine ortsspezifische
Veranderung der Methylierungsmuster an Promotorbereichen bestimmter HOX-Gene statt.
Diese Veranderungen kdnnen sowohl zu einer erhdhten als auch reprimierten HOX-Gen-

Expression flhren.
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2.7 Die Protease Taspase1

Spezifische, proteolytische Spaltungen spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation vieler
biologischer Prozesse. Dazu gehdren die Aktivierung von Blutgerinnungsfaktoren, die
Blutdruckregulation durch Spaltung von Angiotensinogenen, die cholesterinabhangige
Freisetzung des sterol response element-binding protein (SREBP) aus dem
endoplasmatischen Retikulum (Brown, 2000), die ligandenabhangige Spaltung und
Freisetzung der intrazellularen Domane von Notch (Brown, 2000), die Reifung des hedgehog
signaling molecule (Ye, 2000), die Regulation des Zellzyklus durch Freisetzung von HCF-1
(Julien, 2003) und die Aktivierung von Caspase bei Apoptoseprozessen (Thornberry, 1998).
Die Identifizierung und Charakterisierung der verantwortlichen Endopeptidasen kann daher
nicht nur zum besseren Verstandnis biologischer Prozesse beitragen, sondern auch
Ansatzpunkte fur eine Therapie entsprechender Erkrankungen liefern.

Bei Patienten mit einer t(4;11)-Translokation ist die Protease Taspase1 mafigeblich an der
Entstehung der ALL beteiligt (Bursen, 2004). Bislang reprasentiert Taspase1 den einzigen
Vertreter der Typ2-Asparaginasefamilie mit proteolytischer Aktivitdt (Hsieh, 2003). Das
Taspase1-Gen ist lokalisiert auf der Bande p12.1 des Chromosoms 20 und erstreckt sich
Uber 250 kb. Sein offener Leserahmen mit 1.260 bp erstreckt sich iber 14 Exons und kodiert
dabei fir 420 Aminosduren, was einer Molekilmasse von etwa 50 KDa entspricht. Eine
weitere Besonderheit von Taspase1 ist eine autokatalytische Aktivitat. Durch sie wird die
Taspasel1 zwischen Asparaginsdure 233 und Threonin 234 gespalten, wodurch zwei
Proteinfragmente mit 233 und 186 Aminosauren Lange bzw. einer Molekulmasse von 28 und
22 KDa entstehen. Diese autokatalytische Spaltung ist essentiell fir die Entstehung der
vollen katalytischen Aktivitdt der Taspase1, da erst durch diesen Schritt die katalytisch aktive
Aminosaure das Threonin 234, innerhalb des aktiven Zentrums freigesetzt wird. Die beiden
daraus resultierenden Proteinfragmente bilden ein Heterodimer. Zwei diser Heterodimere
lagern sich zu einem Tetramer zusammen und bilden auf diese Weise die katalytisch aktive
Taspase1 (Khan, 2005; siehe Abb. 2.3). Um die Wirkungsweise der Taspase1 zu verstehen,
wurden verschiedene Mutationen innerhalb des aktiven Zentrums der Taspase1
durchgefiihrt. Durch die Mutationen der Aminosauren D233A, D233N, T234A, T234S und
T234C wurde zwar die autokatalytische Spaltung der Taspasel (in cis) komplett
unterbunden jedoch flirten nur die Mutationen T234A und T234V zum vollstandigen Verlust
der Taspaseaktivitat in trans (Hsieh, 2003; Khan, 2005). Die Ubrigen Mutanten zeigten
hingegen immer noch eine, wenn auch stark verminderte, proteolytische Aktivitat. Die
Freisetzung des Threonin 234 als Nukleophil scheint folglich entscheidend fiir die volle
Entfaltung der Taspase1-Aktivitdt zu sein. Inhibierungsversuche der Taspase1 mit Hilfe

handelstblicher Proteaseinhibitoren und verschiedener Ld&sungsmittel blieben bisher
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erfolglos. Nur eine Hitzeinaktivierung bei 70°C, fir 30 Minuten (Hsieh, 2003) bzw. eine
Chloridionenkonzentration von 500 mM (Khan, 2005) fahrt zum Verlust jeglicher Taspase1-
Aktivitat. AuRerdem konnte durch Mutationen am MLL-Protein (DG2.702AA) an CS1 und
(DGV2.754AAA) an CS2 eine proteolytische Spaltung von CS1 und CS2 verhindert werden
(Hsieh, 2003). Dies zeigt, dass den hoch konservierten Domanen CS1 und CS2 eine

wichtige Rolle bei der Erkennung und Spaltung durch Taspase1 zukommt.

1! o TVGA 420 ungeschnittene, katalytisch
inaktive Taspase1
1w233 autokatalytische Aktivierung
von Taspase1
234 P24 420

E |
™ aktive Taspase1
‘sohneidet

— | —

Abb. 2.3 Autokatalytische Aktivierung von Taspase1

Das Rohprotein Taspase1 mit 420 Aminosauren ist im Hinblick auf sein Substrat inaktiv. Erst durch
eine autokatalytische Aktivierung, bei der sich die Taspase1 selbst zwischen Aminosaure 233 und 234
schneidet, wird das eigentlich katalytisch aktive Threonin an der Position 234 freigesetzt. Die dadurch
entstehenden Fragmente lagern sich dann zu einem Heterodimer zusammen (Hsieh, 2003).
Schlielich lagern sich zwei Heterodimere zu einem Tetramer zusammen, die die eigentliche, aktive
Taspase1 bilden (Khan, 2005).

2.8 Strukturelle Besonderheiten der Taspase1

Die Strukturen des Taspase1-Proenzyms und der katalytisch aktiven Taspase1 sind nahezu
identisch. Bei der autokatalytischen Aktivierung finden nur geringe, aber entscheidende
strukturelle Veranderungen, besonders im Bereich des katalytischen Zentrums statt.

Sequenzanalysen ergaben eine 27%ige Ubereinstimmung zwischen der humanen Taspase1
und der humanen, lysosomalen Aspartylglucosaminidase, einem weiteren Vertreter der
Typ2-Asparaginasefamilie. Taspase1 ist der einzige Vertreter dieser Familie, der
proteolytische Aktivitat in frans, also gegen ein Substrat entwickelt. Strukturell sind alle Typ2-
Asparaginasen sehr ahnlich. Wie alle Typ2-Asparaginasen, weist auch die Taspase1 eine
vierschichtige affa Struktur auf. Dabei werden zwei zentrale, antiparallele B-Faltblatter, an
den beiden gegeniberliegenden Seiten von zwei a-Helices eingefasst. Strukturell jedoch fallt

die Taspase1 hinsichtlich ihres katalytischen Zentrums etwas aus dem Rahmen. Dieses

13



Einleitung

zeigt Homologien zum aktiven Zentrum von Proteasomen die ebenfalls ein katalytisches
Threonin tragen (Lowe, 1995; Wlodawer, 1995).

Die Rontgenkristall-Strukturanalyse von Taspase1 ergab, dass im aktiven Zentrum ein
Chlorid-lon mit drei Aminosauren komplexiert vorliegt. Die Komplexierung wird dabei zum
einen durch die Peptidbindungen des Glycin 49 und Asparagin 100 bewerkstelligt und zum
anderen durch die Seitenkette des katalytisch aktiven Threonin 234, das dadurch seine

katalytische Eigenschaft nicht entfalten kann (Khan 2005).

N\

D G

S8

|
Abb. 2.4 Kristallstruktur der Taspase1

Kristallstruktur der Taspase1, bestehend aus den beiden Heterodimeren in Blau bzw. Griin. Die
katalytisch aktiven Threonine in den beiden aktiven Zentren sind in Rot dargestellt, die
komplexierten Chloridionen in Gelb (links).

Oberflachenmodell eines der beiden aktiven Zentren der Taspase1 (rechts).

Taspase1-Aktivitdtsmessungen ergaben flr Chlorid-lonen einen ICsp-Wert von 26 mM, was
der physiologischen Chloridkonzentration entspricht. Unter physiologischen Bedingungen,

liegt die Taspase1 also teilweise inhibiert vor (Faundez, Hartzell, 2004).

2.9 Rolle der Taspase1 bei der Aktivierung von MLL

Das wichtigste Substrat der Taspase1 ist das MLL-Protein. Dieses besitzt zwei
Schnittstellen, namlich hinter Aspartat 2.702 und Aspartat 2.754. Die Schnittstellen befinden
sich in den jeweils hoch konservierten Bereichen cleavage site 1 (CS1) bzw cleavage site 2
(CS2) (Hsieh, 2003).

14



Einleitung

Proteolytische
Spaltung
2694 | | 2713
RGKRSAEGQVD ¢ GADDLSTSDEDDLY
CS1

Proteolytische

Spaltung
2746 | | 2765
QCDLPKISQLDGVDDGTESDTSVTA
CS2

Abb. 2.5 Aufbau und Position der beiden cleavage sites CS1 und CS2

Schematische Darstellung der beiden konservierten Bereiche CS1 und CS2, mit den beiden
Schnittstellen fir Taspase1 nach Aspartat 2.666 (CS1) und Aspartat 2.718 (CS2).

Die beiden cleavage sites sind evolutiondr hoch konserviert. Man findet identische
Sequenzen bei Fliegen, Fischen und verschiedenen Saugetieren. Nach proteolytischer
Spaltung an CS1 und CS2 entstehen drei Proteinfragmente, das N-terminale Fragment mit
320 KDa (N320), das C-terminale Fragment mit 180 KDa (C180) und ein kleines Fragment
aus dem Bereich zwischen CS1 und CS2, mit einer Lange von 52 Aminosauren, was einer
Molekulmasse von etwa 7 KDa entspricht. Wahrend dieses kleine Fragment wahrscheinlich
proteasomal abgebaut wird, lagern sich die beiden grolen Fragmente N320 und C180 zu
einem Heterodimer zusammen. Als wichtigste Interaktionsbereiche konnten die Domanen
FYRN auf N320 und FYRC auf C180 identifiziert werden, (Nakamura, 2002; Yokoyama
2002; Hsieh, 2003). Diese Heterodimerisierung ist entscheidend flr die Stabilisierung von
N320, dessen nukleare Lokalisation und folglich auch flr eine geregelte HOX-Gen-
Expression (Hsieh, 2003). Des Weiteren dient das Heterodimer als Plattform fur die Bildung
eines Multiproteinkomplexes, der sich aus mehr als 30 weiteren Faktoren zusammensetzt
(Nakamura, 2002). Dieser Komplex wirkt nun tGber H3K4-Trimethylierung an entsprechenden
Promotorbereichen, aktivierend auf die Expression der HOX-Gene und ca. 2.000 anderer
Gene (Glnther, 2005).

15



Einleitung

= =]
= ? = % 5 %E cs18Cs2 E B
AR < of [Eed | Ml [

Taspase1 MLL wird an zwei spezifischen

v Doménen (CS1 & CS32)

G e ——

N320 ﬂ C180

geschnitten

Interaktion zwischen N- und
C-Terminus von MLL und
Bildung der Plattform des
MLL Multiproteinkomplexes

Formierung des MLL
Multiproteinkomplexes

Abb. 2.6 Entstehung des MLL-Multiproteinkomplexes

Das MLL-Protein wird an zwei hochspezifischen Schnittstellen (CS1 und CS2) proteolytisch gespalten.
Dabei entstehen im Wesentlichen die Proteinfragmente N320 und C180, die sich anschlieRend Uber
die beiden Interaktionsdomanen FYRN und FYRC zu einem Heterodimer zusammenlagern
(Nakamura, 2002; Yokoyama 2002; Hsieh 2003). Dies ist entscheidend fir die Stabilitdt von N320 und
dessen Lokalisation im Zellkern (Hsieh, 2003). AuRerdem wird dadurch eine Plattform fiir die Bildung
eine MLL-Multiproteinkomplexes geschaffen, der aus Uber 30 weiteren Faktoren aufgebaut ist
(Nakamura, 2002). Der MLL-Multiproteinkomplex bindet an Histone im Promotorbereich von z.B.
HOX-Genen und wirkt dort durch H3K4-Trimethylierung aktivierend auf deren Expression.

In Taspase1-knockout-Experimenten konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der
Taspase1-Aktivitat und endogener HOX-Gen-Expression gezeigt werden (Takeda, 2006).
Homozygote Taspase’-Méause zeigten grundlegende Deformationen im Bereich der Wirbel
und der Rippen, also eine eindeutige Stérung von Segmentierungsvorgangen. Diese
Deformationen sind nahezu identisch mit den Skelettdeformationen der MI-ASET"-Mause.
Dies zeigt, dass die Prozessierung von MIl einen ganz entscheidenden Faktor fur die
Entfaltung der Methyltransferraseaktivitdt des MIl-Protein darstellt. Als weiteres
phanotypisches Merkmal wiesen die Versuchstiere eine deutlich verminderte Kdrpergroflie
auf. Cytologische Untersuchungen ergaben, dass diese Taspase”-Mause eine deutlich
verringerte Expression von Cyclin A, B und E aufweisen (Takeda, 2006). Diese Cycline
wirken nach  Assemblierung mit cyclinabhdngigen Kinasen aktivierend auf
Transkriptionsfaktoren, die fir die Kontrolle der Zellproliferation verantwortlich sind.

Zusatzlich findet eine Uberexpression der Kinaseinhibitoren p16™? p21 und p27 statt.
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Beide Vorgange zusammen bewirken dann einen deutlich verlangsamten Zellzyklus und die
signifikant geringere KorpergroRe (Takeda, 2006).

Die Ursache flir die gestdrte Expression der Cycline und Kinaseinhibitoren liegt in der
fehlenden Prozessierung von MLL durch Taspase1 und einer damit verbundenen
Verminderung der H3K4-Trimethylierungsaktivitit innerhalb der Taspase™-Zellen. Damit
stellt die Taspase1 den ersten Fall einer Protease dar, die durch ihre spezifische Aktivitat
ganz entscheidend in genregulatorische Prozesse eingreift (Takeda, 2006).

Ein weiteres Substrat der Taspase1 stellt der allgemeine Transkriptionsfaktor TF2A dar.
TF2A besteht aus den drei Untereinheiten a,8 und y, wobei die beiden Untereinheiten a und
B nach proteolytischer Spaltung durch Taspase1 entstehen. Die flir Taspase1 typische
Erkennungssequenz QXDGXXD (X steht fur jede beliebige Aminosaure), sitzt im Bereich
zwischen Aminosaure 271 und 279. Genauso wie bei MLL wird nach Aspartat an Position 3
innerhalb der Erkennungssequenz gespalten (Zhou, 2006). Die Aufgabe von TF2A liegt in
der transkriptionellen Aktivierung verschiedener Gene, die eine Rolle bei Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen spielen (Kobayashi, 1995; Lieberman, 1994). So fiihrt ein
knockdown von TF2A bei Xenopus laevis zu diversen phanotypischen Defekten. In der Zelle
liegt stets ein gewisser, wenn auch geringer Anteil nicht prozessierten TF2As vor. Nicht nur
prozessiertes, sondern auch ungeschnittenes TF2A besitzt transkriptionsaktivierendes
Potential. Dieses reicht jedoch aus, das fiir das Uberleben der Zelle notwendige Grundlevel
an Expression aufrechtzuerhalten. Man geht daher davon aus, dass die katalytische
Aktivierung von TF2A durch Taspase1 u.a. an der Feinregulierung der Genexpression
beteiligt ist. Des Weiteren wird durch die Spaltung durch Taspase1 die Voraussetzung flr
einen spateren proteasomalen Abbau von TF2A gelegt, was eine weitere Moglichkeit der
Regulation darstellt (Hoiby, 2004).

210 Taspasel1 ist maRgeblich an der Ausbildung einer t(4;11)-assoziierten

Leukamie beteiligt.

Mit Hilfe von Transfektionsexperimenten konnte das onkogene Potential des AF4-MLL-
Proteins eindeutig festgestellt werden (Bursen, 2004; Gaussmann, 2007). Eine wichtige
Rolle bei der Transformation der Zelle spielt dabei die starke Akkumulation der AF4MLL-
Fusionsproteine in den betroffenen Zellen.

Genau wie das Wildtyp-MLL-Protein besitzt auch das AF4-MLL-Fusionsprotein die beiden
spezifischen Schnittstellen fir Taspase1. Im nicht prozessierten Zustand, also vor
proteolytischer Spaltung durch Taspase1, werden AF4<MLL-Fusionsproteine innerhalb
kurzer Zeit nach Anlagerung der E3-Ligasen SIAH1 bzw. SIAH2 ubiquitinyliert und

anschliellend proteasomal abgebaut. Nach Taspase1-Spaltung entstehen im Wesentlichen
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die beiden Proteinfragmente der4+N (p178) und MLL+C (p134), die ebenfalls Uber die beiden
Interaktionsdomanen FYRN und FYRC heterodimerisieren. Dadurch ist die Voraussetzung
fur die Bildung eines der4N/MLL-C-Komplexes gegeben. Dieser ist gegeniber der SIAH1-
vermittelten Degradation durch das Proteasom stabil, akkumuliert innerhalb der Zelle und

kann auf diese Weise sein onkogenes Potential entfalten (Bursen, 2004).
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Kein proteasomaler Abbau
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Herabsetzen der Differenzierugsrate
Kompetition um Faktoren des MLL- und AF4-Multiproteinkomplexes
Transformation

Abb. 2.7 Pathomolekulares Modell zur Entstehung einer t(4;11)-assoziierten Leukdamie

Das noch nicht von Taspase1 prozessierte der4 wird durch SIAH1-vermittelte Ubiquitinylierung
proteasomal abgebaut und ist deshalb in der Zelle praktisch nicht nachweisbar. Erst nach
proteolytischer Spaltung durch Taspase1 kommt es nach Bildung des der4«N/MLL+C-Komplexes zu
einer Stabilisierung und Akkumulation von der4. Auf diese Weise kann der4 sein onkogenes
Potential entfalten und zur Transformation der betroffenen Zelle fihren (Bursen, 2004).

Der genaue Ablauf der Wachstumstransformation ist bisher noch unklar. Der Komplex zeigt
jedoch verschiedene Eigenschaften, die vermuten lassen, dass eine globale H3K4-
Trimethylierung zu einer Dedifferenzierung der betroffenen Zelle fiihrt. Des Weiteren kann
man davon ausgehen, dass durch die starke Akkumulation eine Kompetition um die
Komponenten des MLL- und AF4-Multiproteinkomplexes stattfindet, was einem funktionellen
knockout des endogenen MLL und AF4 entsprache. Zusammenfassend kann man sagen,
dass die Aktivitat der Taspase1 bzw. des daraus resultierenden AF4<MLL-Fusionsproteins,
zellulare Prozesse massiv beeinflussen kann (Bursen, 2004).
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211 Zielsetzung der Arbeit

Der Taspase1 kommt bei der Entstehung einer t(4;11)-assoziierten Leukamie die Rolle eines
molekularen Auslosers zu. Die Taspaseaktivitat ist zwingende Voraussetzung fur eine
Stabilisierung des AF4<MLL-Fusionsproteins und damit zur Entfaltung eines onkogenen
Potentials. Dies legt die Vermutung nahe, dass durch eine Inhibierung der Taspase1 die
Transformation der Zelle nach einer t(4;11)-Translokation unterbunden werden kénnte.

Des Weiteren wird Taspase1 in vielen Krebszelllinien Gberexprimiert. Moglicherweise kommt
auch dort der Taspasel eine entscheidende Rolle bei der Entstehung maligner
Eigenschaften zu. Die Inhibierung von Taspase1 kdnnte daher sogar einen allgemeinen
Ansatzpunkt fir eine Krebstherapie darstellen.

Die Zielsetzung der Arbeit war deshalb die Etablierung eines Testsystems mit dessen Hilfe
die Aktivitat der Taspase1 sichtbar gemacht werden kann. Dieses Testsystem wurde
anschlielend dazu verwendet, eine Reihe potentieller Taspaseinhibitoren unter
unterschiedlichen Bedingungen auf ihre Wirksamkeit hin zu testen.

Um Hinweise auf die Funktionsweise der Taspase1 zu erlangen, wurden verschiedene
Mutanten der Taspase1l und deren Substrat hergestellt, um anschlielend deren

Funktionalitat im Testsystem zu untersuchen.
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3 Ergebnisse

3.1 Inhibierung von Taspase1

Um Taspase1 inhibieren zu kénnen, wurde zunachst ein Taspase1-Aktivitatsassay etabliert,
mit dessen Hilfe die Taspase1-Aktivitdt und spater auch eine Inhibierung der Taspase1

sichtbar gemacht werden sollte.

3.1.1 Etablierung eines Aktivitidtsassays fiir Taspase1

Fur die Etablierung des Taspase1-Aktivitdtsassays wurden zunachst Taspase1 und ihr
artifizielles Substrat 2CL, als 6xHis-Tag-Fusionsproteine rekombinant hergestellt.

Fur die Klonierung von Taspasel wurde ihr offener Leserahmen in einer PCR unter
Verwendung der Primer Taspase-Ndel*3 und Taspase-Xhol*5 und cDNA aus SEM-Zellen
amplifiziert und Gber die Restriktionsschnittstellen Nde | und Xho | in den Expressionsvektor
pET22b" kloniert. Die Expression fand im Expressionsstamm BL21*DE3 statt.

Far die Klonierung von 2CL wurde sein offener Leserahmen in einer PCR unter Verwendung
der Primer 2CL-EcoRI*3 neu und 2CL-Xhol*5 mit pUHD3-4-MLL als Template amplifiziert
und Uber die Restriktionschnittstellen EcoR | und Xho | in den Expressionsvektor pGEX5T
kloniert. Die Expression fand im Expressionsstamm W3110 statt.

Das artifizielle Substrat 2CL ist ein 6xHis-GST-Fusionsprotein mit einer Lange von 405
Aminosauren bzw. einem Molekulargewicht von 50 KDa. Es beinhaltet ein 158 Aminosauren
langes MLL-Fragment (Aminosauren 2.650-2.808), das die beiden Taspase1-
Erkennungssequenzen DGVDD (CS1) und DGADD (CS2) enthalt. 2CL wurde verwendet, da

das gesamte MLL-Protein fir die vorgesehenen Versuche ungeeignet war.

6xHis+GST Cs1 Ccs2

A B C
Abb. 3.1 Schematische Darstellung des Substrates 2CL

Das 2CL-Molekill ist ein Fusionsprotein aus 6xHis-GST (in Rot) und einem 158 Aminosauren langen
Fragment von MLL (in Blau). Seine Gesamtlange betragt 405 Aminosduren, was einem
Molekulargewicht von 50 KDa entspricht. 2CL wird von den beiden cleavage sites (CS1 und CS2) in
die drei Abschnitte A, B und C unterteilt.
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Sowohl Taspase1 als auch 2CL wurden anschlieBend Uber native Nickelchelat-
Affinitadtschromatographie aufgereinigt. Zur Kontrolle wurden die Aufreinigungsschritte per
SDS-PAGE analysiert.

A B
kba M Du Wi W2 E1 E2 E3 E4 kba M Ly Du W1 W2 E1 E2 E3
175 | m— 175

~~ s e e | 2CL (50 kDa)

32

hydrolysierte Taspase1
(28 & 22 kDa) 16

25

a3 83
. -
47 | - ungeschnittene Taspase1
-y = (50 kDa) "
§
-

— R — } 25

Abb. 3.2 Test der nativen Aufreinigungen von Taspase1 und 2CL im SDS-PAGE

A Test der Taspase1-Aufreinigung mit Hilfe eines 12%igen SDS-PAGE. Aufgetragen wurden ein
Langenstandard (M), der Durchlauf (Du), die beiden Waschfraktionen (W1 und W2) und die 4
Elutionsschritte (E1 bis E4). Die Elutionsfraktionen beinhalten die drei fur Taspase1 typischen
Banden mit 50 KDa, fir die noch nicht autokatalytisch aktivierte Taspase1 und die beiden
Schnittprodukte mit 22 und 28 KDa, die aus der autokatalytischen Spaltung resultieren.

B Test der 2CL-Aufreinigung mit Hilfe eines 12%igen SDS-PAGE. Aufgetragen wurden ein
Langenstandard (M), das Lysat (Ly), der Durchlauf (Du), die beiden Waschfraktionen (W1 und
W2) und die 3 Elutionsschritte (E1 bis E3). Die Elutionsfraktionen beinhalten das 2CL mit 50 KDa.

Durch photometrische Messungen konnte sowohl fiir die aufgereinigte Taspase1 als auch fir
2CL eine Konzentration von ca. 50 uM ermittelt werde, was bei einem Elutionsvolumen von
400 bis 500 pul etwa einer Menge von 1 ug entspricht.

Um die Taspaseaktivitat zu ermitteln, wurden die aufgereinigte Taspase1 und 2CL im
Taspase1-Aktivitatsassay eingesetzt und anschlieRend im SDS-PAGE analysiert. Da jede
Taspase1-Aufreinigung geringfligig unterschiedliche Ausbeuten ergab, wurde Taspase1 im
Aktivitdtsassay in unterschiedlichen Konzentrationen (unverdinnt bis zu einer Verdiinnung
von 1:64) eingesetzt. Die Konzentration der Taspase1l im Assay betrug dabei 2,5 pM
(unverdiinnt) bis 0,78 uM (1:64 verdinnt). 2CL wurde stets mit einer Konzentration von 5 pM

eingesetzt.
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Abb. 3.3 Taspase-Aktivititsassay

Um die Aktivitat einer gereinigten Taspase1 zu ermitteln, wurde sie in verschiedenen Konzentrationen
im Taspase1-Aktivitatsassay eingesetzt und die Schnittprodukte mit einem 12%igen SDS-PAGE
analysiert. Aufgetragen wurden ein Langenstandard (M) und die Schnittprodukte nach Einsatz einer
Taspase1 in verschiedenen Konzentrationen, von unverdiinnt (uv.) bis zu einem Verdiinnungsfaktor
von 1:64. Typisch fur dieses Assay sind drei Banden mit 50 KDa, 38 KDa und 28 KDa (roter Kasten).
Die Bande mit 50 KDa entspricht dem ungeschnittenen 2CL, die Bande mit 38 KDa dem
Schnittprodukt nach Schneiden an CS2 und die 28 KDa-Bande dem Schnittprodukt nach Schneiden
an CS1. Auf der rechten Seite ist 2CL mit den Positionen der beiden Schnittstellen dargestellt.

Wie man an der Intensitat der Schnittprodukte in Abb. 3.3 erkennen kann, wurde 2CL von
Taspase1 mit hoherer Affinitdt an CS2 als an CS1 geschnitten. Die Banden der Taspase1
sind nicht zu sehen, da sie in zu geringen Mengen eingesetzt wurde.

Insgesamt zeigte die Taspase1 eine relativ geringe Kkatalytische Aktivitat. Unter
Standardbedingungen des Taspase1-Aktivitdtsassays war das eingesetzte Substrat erst

nach ca. 50 Minuten vollstandig umgesetzt (Abb. 3.4).

= 5 s £ £ = = £
= E g = g = E g E
kba M o e 2 8 & 8 < = 2
83
62| .
A7 | oy — s « 2CL ungeschnitten
. e Ja— e = Schnittprodukt CS2
Schnittprodukt CS1
25

Abb. 3.4 Taspase1-Zeitkinetik

Taspase1 Aktivitdtsassay, bei dem die Inkubationszeiten abweichend von den Standardbedingungen
zwischen 5 Minuten und 60 Minuten variiert wurden. Aufgetragen wurden die Schnittprodukte nach
verschiedenen Inkubationszeiten zwischen 5 Minuten und 60 Minuten.

Betrachtet man die Abnahme des ungeschnittenen Substrates 2CL in der Taspasei-
Zeitkinetik (Abb. 3.4) fallt auf, dass erst nach ca. 60 Minuten kein ungeschnittenes Substrat
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mehr Ubrig war. Bedenkt man, dass unter gegebene Testbedingungen Taspase1 und 2CL im
Verhaltnis 1:2 vorlagen, ergibt dies nur vier katalytische Spaltungsereignisse pro Enzym und
Stunde. Mit Hilfe des Taspase1-Aktivitatsassays konnte die Aktivitat der Taspase1 sichtbar
gemacht werden. Damit war die Voraussetzung fir die Etablierung eines Taspase1-
Inhibierungsassays gegeben. Durch Zugabe potentieller Taspase1-Inhibitoren sollte deren

Wirkung im Taspase1-Aktivitatsassay untersucht werden.

3.1.2 Suche nach Taspase1-Inhibitoren

Das Taspase1-Aktivitdtsassay wurde verwendet, um verschiedene Substanzen auf ihre
inhibierende Wirkung bezuglich Taspase1 zu testen. Dazu wurde die Taspase1 zunachst fur
eine halbe Stunde bei 37°C zusammen mit dem potentiellen Inhibitor vorinkubiert. Dadurch
war gewabhrleistet, dass der potentielle Inhibitor, ohne Kompetition mit dem Substrat an die
Taspase1 binden kann um das Enzym zu inhibieren. Die Inhibierung kann dabei entweder
allosterisch sein oder aber durch direkte Bindung innerhalb des aktiven Zentrums der
Taspase1 erzeugt werden. Nach der Vorinkubation wurde schliefdlich das Substrat 2CL
zugegeben und erneut fir 30 Minuten inkubiert. Die Wirkung der potentiellen Inhibitoren
sollte dann im SDS-PAGE und anhand der Intensitdt der Schnittproduktbanden ermittelt
werden.

Da Taspase1 eine Protease ist, wurden zunachst handelstbliche Proteaseinhibitoren wie
MG132, Gliotoxin und Epoxomicin mit einer Konzentration von 10 yM und 100 pM im
Taspase1-Inhibierungsassay eingesetzt. Auflerdem wurden die Losungsmittel DMSO, in
einer Konzentration von 10 und 20 Vol.% und Aceton, Acetaldehyd und Chloroform jeweils in
einer Konzentration von 10 und 100 uM getestet. DMSO mit 10 und 20 Vol.%, wurde auf
seine inhibierende Wirkung hin untersucht, da alle weiteren potentiellen Taspase1-

Inhibitoren in DMSO geldst vorlagen.
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Abb. 3.5 Inhibierung von Taspase1 mit Proteaseinhibitoren und Lésungsmitteln

Ergebnis der Taspase1-Inhibierungsversuche mit den Proteaseinhibitoren MG132, Gliotoxin und

Epoxomicin und den Ldsungsmitteln Aceton, Acetaldehyd und Chloroform, jeweils in einer
Konzentration von 10 yuM und 100 pM. Das Lésungsmittel DMSO wurde in einer Konzentration von 10
und 20 Vol.% eingesetzt. Als Kontrolle dienten Versuchsanséatze ohne Inhibitor bzw. ohne Taspase1.

Vergleicht man die Taspase1-Aktivitaten in den Ansatzen mit 10 yM und 100 pM MG132,
Epoxomicin und Gliotoxin mit der in der Kontrolle ohne Inhibitor (Abb. 3.5 A) fallt auf, dass

mit allen drei Proteaseinhibitoren eine geringe Taspase1-Inhibierung erzielt werden konnte.

Durch 10 uM Aceton konnte eine schwache inhibierende Wirkung erzielt werden.
Die Taspase1l-Aktivitaten in den Ansatzen mit 10 yM und 100 puM Acetaldehyd und
Chloroform entsprachen der Aktivitat in der Kontrolle ohne Inhibitor (Abb. 3.5 B). Nur durch
Einsatz von 10% oder Vol.20% DMSO bzw. 100 uM Aceton konnte eine geringe Inhibierung

von Taspasel1 erreicht werden. Um die inhibierende Wirkung von DMSO genauer zu

untersuchen,

eingesetzt.

wurde eine DMSO-Verdiinnungsreihe

im Taspase1-Inhibierungsassay
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DMSO-Verdinnungsreihe
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Abb. 3.6 Konzentrationsabhidngige Taspase1-Inhibierung durch DMSO

Konzentrationsabhangige Wirkung von DMSO auf die Taspase1-Aktivitat. Eingesetzt wurde DMSO in
unterschiedlichen Konzentrationen von 0% bis 20 Vol.%.

DMSO besal} eine geringe inhibierende Wirkung auf Taspase1. Erst ab einer Konzentration
von 20 Vol.% wurde ein nahezu vollstandiger Verlust des Schnittproduktes CS1 erreicht. Im
Taspase1-Inhibierungsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 ul wurden stets 2 pl des in
DMSO geldsten potentiellen Inhibitors zugegeben. Die im Inhibierungsassay eingesetzte

DMSO-Menge entspricht also einer Konzentration von 10 Vol.% und war somit nicht kritisch.
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3.1.3 Das Homologiemodell der Taspase1

Die bisherigen Inhibierungsversuche waren ausnahmslos unspezifisch. Da aber ganz gezielt
die Taspase1-Aktivitat blockiert werden sollte, musste eine Moglichkeit gefunden werden,
Taspase1-spezifische Inhibitoren zu identifizieren. Eine Moglichkeit bestand darin, speziell
das aktive Zentrum der Taspase1 durch passende Molekile zu blockieren. Um solche
Substanzen zu finden, wurde in silico ein dreidimensionales Homologiemodell der Taspase1
in Zusammenarbeit mit Steffen Renner aus dem Arbeitskreis von Prof. Gisbert Schneider im
Institut fur Chemieinformatik der Universitat Frankfurt am Main entwickelt. (Anmerkung: die
Kristallstruktur der Taspase1 wurde erst Ende 2005 publiziert, siehe Abb. 3.9)

Abb. 3.7 Homologiemodell der Taspase1

Dreidimensionale Darstellung der Taspase1, basierend auf Homologiedaten. Dargestellt ist das
katalytische Zentrum, in das die Erkennungssequenz CS2 (DGVDD) modelliert wurde.

Die Suche nach Taspase1-Inhibitoren wurde in Zusammenarbeit mit Mitarbeitern des
Arbeitskreises von Prof. Gisbert Schneider im Institut fir Chemieinformatik der Universitat
Frankfurt am Main durchgeflihrt. Das in Abb. 3.7 dargestellte Homologiemodell der
Taspase1 wurde zunachst dazu verwendet, die chemischen Eigenschaften der Aminosauren
im aktiven Zentrum der Taspase1l zu ermitteln. AnschlieRend wurde ein
Pharmakophorscreening durchgefiihrt, bei dem Datenbanken nach Substanzen durchsucht
wurden, deren GréRe und chemische Eigenschaften eine selektive Bindung innerhalb des
aktiven Zentrums der Taspasel1 erlauben. Auf diese Weise wurden insgesamt 86
Substanzen (Abb. 5.1, Abb. 5.2 und Abb. 5.3) vorgeschlagen, die potentiell an zwei

unterschiedlichen Stellen innerhalb des aktiven Zentrums andocken kénnten. Diese sollten
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dann durch sterische Hinderung das Anlagern des eigentlichen Substraten MLL bzw. 2CL

verhindern und somit die hydrolytische Aktivitdt von Taspase1 herabsetzen oder inhibieren.

3.1.3.1 Test der potentiellen Taspase1-Inhibitoren, die anhand des Taspase1-

Homologiemodells ermittelt wurden

Aufgrund des Homologiemodells und dem in silico durchgefiihrten Pharmakophorscreening
wurden potentielle Taspase1-Inhibitoren vorgeschlagen. Diese Substanzen wurden
erworben und als 10 mM Stocklésungen in DMSO angesetzt. Diese Stockldsungen wurden
entsprechend verdunnt im Taspasel-Inhibierungsassay eingesetzt. Alle 86 potentiellen

Inhibitoren wurden so auf ihre inhibitorischen Fahigkeiten Uberprift.

Inhibitoren, abgeleitet vom Taspase- E s

Homologiemodell (200 pM) i =

\ - =

kDa M A1 A2 A3 A4 A5 A6 k= =
62 [N

47 !““‘-'-—---———-m-c-—' 2CL ungeschnitten

B i SRS W | Schnittprodukt CS2
32 |- y
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Abb. 3.8 Taspase1-Inhibierungsassay mit Inhibitoren, die vom Homologiemodell
abgeleitet wurden (Beispiel)

Taspase1-Inhibierungsassay, in dem die vom Homologiemodell abgeleiteten Inhibitoren eingesetzt
wurden. Die Konzentration der Inhibitoren im Assay war 200 uM. Exemplarisch sind hier die Ansatze
mit den Inhibitoren A1 bis A6 dargestellt. Als Kontrollen wurden Ansétze ohne Taspase1 und ohne
Inhibitor verwendet.

Das in Abb. 3.8 dargestellte Inhibierungsassay ist exemplarisch flr alle eingesetzten
potentiellen Taspase1-Inhibitoren, die vom Homologiemodell abgeleitet wurden. Keine der
eingesetzten Substanzen zeigte im Inhibierungsassay eine hemmende Wirkung auf die
hydrolytische Aktivitat von Taspase1 (Vergleich der Intensitat der Schnittproduktbanden der
Ansatze mit und ohne lhibitor).

Grund fir das Misslingen dieser Inhibierungsversuche war moéglicherweise ein fehlerhaftes
Homologiemodell. Die wenig spater veroffentlichte Kristallstruktur (Khan, 2005) zeigte einen

vollig anderen Aufbau der Taspase1, insbesondere ihrer katalytischen Zentren.
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3.1.4 Die Kristallstruktur von Taspase1

Abb. 3.9 Kiristallstruktur der Taspase1

Dreidimensionale Darstellung der Taspase1, basierend auf den Daten der publizierten
Kristallstrukturanalyse (Khan, 2005). Auf der linken Seite ist das vollstdndige Taspase1-Tetramer mit
seiner ABBA-Struktur zu sehen. Eines der beiden aktiven Zentren der Taspase1 ist rot umrandet und
auf der rechten Seite vergroRert dargestellt. Das zweite aktive Zentrum befindet sich auf der Rickseite
des unteren Heterodimeres um etwa 108° um die y-Achse verdreht. Hydrophobe Bereiche des
Molekils sind in Gelb dargestellt, hydrophile Bereiche in Blau und neutrale Bereiche in grau. In das
aktive Zentrum der Taspase1 wurde die Erkennungssequenz CS2 (DGVDD) modelliert.

Eine Besonderheit der Taspase1 stellt die Verteilung der hydrophoben und hydrophilen
Aminosauren im aktiven Zentrum dar (Abb. 3.9). Nach auften wird das aktive Zentrum von
einem Ring hydrophober Aminosauren (gelb) flankiert, wahrend sich im weiter innen
gelegenen Bereich ein tiefes, mit Wasser gefilltes Loch, ausgekleidet mit hydrophilen
Aminosauren (blau), befindet. Ublicherweise besitzen katalytische Zentren eine genau
umgekehrte Verteilung der hydrophilen und hydrophoben Aminosduren mit Ausnahme des
Botulinumtoxins (Prof. Dr. Gisbert Schneider, personliche Mitteilung).

Das Pharmakophorscreening wurde an der Kristallstruktur wiederholt, woraufhin insgesamt
50 Substanzen (Abb. 5.4 und Abb. 5.5) identifiziert wurden, die an zwei unterschiedlichen

Stellen innerhalb des aktiven Zentrums andocken konnen.
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Abb. 3.10 Angriffspunkt der Inhibitoren innerhalb des aktiven Zentrums der Taspase1

Dreidimensionale Struktur der Taspase1 mit jeweils einem der beiden aktiven Zentren. Das katalytisch
aktive Threonin 234 ist rot markiert und die Bereiche, in denen die potentiellen Taspase1-Inhibitoren
andocken konnen, sind in Griin oder Blau hervorgehoben. Der griin markierte Bereich wurde mit deep

hole bezeichnet und der blaue Bereich mit chloride hole

Die Ansatzpunkte fir die Inhibitoren innerhalb des aktiven Zentrums wurden mehr oder

weniger willkirlich ausgewahlt. Die Bezeichnung deep hole bezieht sich auf die tiefe,

hydrophile Grube mit dem darin befindlichen Wasser (siehe Abb. 3.9) und die Bezeichnung

chloride hole auf den Bereich, in dem das Chloridion gebunden ist.

3.1.4.1 Test der potentiellen Taspase1-Inhibitoren im Taspase1-Inhibierungsassay

Auch die nach Pharmakophorscreening der Kiristallstruktur geeignet erscheinenden

Substanzen wurden ebenfalls kauflich erworben, als 10 mM Stocklésungen in DMSO

angesetzt und entsprechend verdiinnt im Taspase1-Inhibierungsassay eingesetzt.
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Abb. 3.11 Taspase1-Inhibierungsassay mit deep hole-Inhibitoren (Beispiel)

Taspase1-Inhibierungsassay, in dem deep hole-Inhibitoren in einer Konzentration von 200 yM
eingesetzt wurden. Exemplarisch sind hier die Ansatze mit den Inhibitoren A1 bis A7 dargestellt. Als

Kontrollen wurden Ansatze ohne Taspase1 und ohne Inhibitor verwendet.
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Vergleicht man die Intensitat der Schnittproduktbanden der Ansatze mit und ohne Inhibitor,
stellt man fest, dass auch hier wieder keine der eingesetzten Substanzen eine inhibierende
Wirkung auf die Taspase1-Aktivitat hatte (Abb. 3.11).

Das in Abb. 3.11 dargestellte Inhibierungsassay ist exemplarisch fiir alle eingesetzten
potentiellen Taspase1-Inhibitoren (deep hole und chloride hole-Inhibitoren). Keine der
getesteten Substanzen zeigte im Inhibierungsassay eine hemmende Wirkung auf Taspase1.

Ein Grund daflir, dass keine der eingesetzten Substanzen auch nur anndhernd in der Lage
war, die Taspase1-Aktivitat zu vermindern, kénnte in diesen Fallen das im aktiven Zentrum
gebundene Chloridion sein. Dieses Chloridion bildet einen stabilen Komplex mit den
Peptidbindungen des Glycins 49 und Asparagins 100 und des katalytisch aktiven Threonins
234 (Khan 2005).

A
8
§ 235 ”
= Y 4
\ ‘ Cl =1
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234 100
—_—
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Abb. 3.12 Komplexiertes Chloridion im katalytischen Zentrum der Taspase1

Lage des Chloridions im katalytischen Zentrum der Taspase1. Auf der linken Seite sind die an der
Komplexierung beteiligten Aminosauren Glycin 49, Asparagin 100 und Threonin 234 als
Strukturmodelle dargestellt. Auf der rechten Seite ist das chloride hole mit dem darin gebundenen
Chloridion abgebildet (Khan, 2005).

Solange das Chloridion sich an dieser Position befindet, ist die Taspase1 katalytisch inaktiv.
Das Chloridion wird durch das naturliches Substrat der Taspase1, (Erkennungssequenz
QVDGADD bzw. QLDGVDD) aus seiner Position verdrangt. Dadurch kann Threonin 234
eine Rotationsbewegung um ca. 180° durchfuhren und gelangt in eine Position, in der die
OH-Gruppe der Seitenkette einen nukleophilen Angriff auf die Peptidbindung zwischen
Aspartat und Glycin des Substrates durchfihren kann. Unter physiologischen Bedingungen
(ca. 50 mM NaCl) ist Taspase1 deshalb nahezu vollstandig inhibiert und kann nur durch sein

Substrat spezifisch aktiviert werden.
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Abb. 3.13 Positionierung des Substrates MLL im katalytischen Zentrum von Taspase1
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A Schematische Darstellung der Taspase1 als Tetramer (blau), mit einem moglichen Verlauf des
Aminosaurerlickgrates des Substrates MLL bzw. 2CL. Die beiden aktiven Zentren der Taspase1 sind
mit Rot hervorgehoben. Aufgrund der antiparallelen Stellung der beiden Taspase1-Molekiile muss das
Substrat ausgehend vom katalytischen Zentrum 1 in einer Schleife in das katalytische Zentrum 2
eingefiihrt werden.

B Lage der CS2-Erkennungssequenz im aktiven Zentrum der Taspasel. Dargestellt ist die
Strukturformel der CS2-Erkennungssequenz DGVDD in Blau und einige fur die Bindung des
Substrates wichtigen Aminosduren des aktiven Zentrums in Schwarz. Das im chloride hole
komplexierte Chloridion ist in Griin dargestellt.

Da die Substrate MLL und 2CL von Taspase1 geschnitten werden, missen die Substrate in
der Lage sein, das Chloridion aus dem aktiven Zentrum zu entfernen.

Auf Grund der raumlichen Anordnung lag die Vermutung nahe, dass dem Aspartat an
Position sieben der beiden Erkennungssequenzen QVDGADD (CS1) bzw. QLDGVDD (CS2)
eine entscheidende Rolle bei der Verdrangung des Chloridions zukommt. Dieses Aspartat
kénnte mit seiner negativen Ladung die Position des Chloridions einnehmen und dieses

damit aus dem aktiven Zentrum verdrangen.
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3.2 Substratmutagenese und ihre Wirkung auf Taspase1

3.21 Mutagenese von 2CL
Um die Rolle des Aspartates an Position Sieben der Erkennungssequenz QVDGADD (CS1)

bzw. QLDGVDD (CS2) zu untersuchen, wurden verschiedene 2CL-Mutanten durch in vitro-
Mutagenese hergestellt. In allen Fallen wurde Aspartat durch zwei andere Aminosauren
ersetzt. Glycin sollte als Aminosaure zu klein sein, um das Chloridion zu verdrangen,
wahrend Lysin aufgrund seines basischen Charakters an Position Sieben das Chloridion

sogar fester binden sollte.

BxHis+GST cs1 CSs2
A B C
QLDGADD QLDGVDD
l in l
QVDGADG QLDGVDG
QVDGADK QLDGVDK
Hergestellte Mutanten: 2CL-D7G-CS1 2CL-D7G-CS1-D7K-CS2
2CL-D7G-CS2 2CL-D7K-CS1-D7G-CS2
2CL-D7K-CS1
2CL-D7K-CS2

Abb. 3.14 Hergestellte 2CL-Mutanten

Schematische Darstellung von 2CL mit der Position der beiden Taspase1-Erkennungssequenzen CS1
(QVDGADD) und CS2 (QLDGVDD). Das Aspartat an Position Sieben beider Taspase1-
Erkennungssequenzen wurde gegen Glycin bzw. Lysin ausgetauscht. Dadurch wurden die
Einzelmutanten 2CL-D7G-CS1; 2CL-D7G-CS2; 2CL-D7K-CS1; 2CL-D7K-CS2 und die
Doppelmutanten 2CL-D7G-CS1-D7K-CS2 und 2CL-D7K-CS1-D7G-CS2 hergestellt.

Die in Abb. 3.14 dargestellten 2CL-Mutanten (2CL-D7G-CS1; 2CL-D7G-CS2; 2CL-D7K-CS1;
2CL-D7K-CS2; 2CL-D7G-CS1-D7K-CS2 und 2CL-D7K-CS1-D7G-CS2) wurden als

Substrate im Taspase1-Aktivitdtsassay eingesetzt.
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Abb. 3.15 Einsatz der 2CL-Mutanten, als Substrate im Taspase1-Aktivitatsassay

Die 2CL-Mutanten wurden als Substrate im Taspase1-Aktivitatsassay eingesetzt. Als Kontrollen
dienten jeweils Ansatze ohne Taspase1, Ansatze mit unmutiertem 2CL und Taspase1 ohne Substrat.
Auf der rechten Seite sind die Substratbanden schematisch dargestellt.

Vergleicht man die Intensitat der Schnittproduktbanden von unmutiertem 2CL und den
Mutanten untereinander, fallt auf, dass alle Mutanten schlechter von Taspase1 geschnitten
wurden als das unmutierte 2CL. Die Einzelmutanten 2CL-D7G-CS1 und 2CL-D7K-CS1
wurden ausschliefdlich an CS2 geschnitten. An CS2 war die volle katalytische Aktivitat
erhalten. Auch die Doppelmutanten 2CL-D7G-CS1-D7K-CS2 und 2CL-D7K-CS1-D7G-CS2
wurden ausschlieBlich an CS2 geschnitten, jedoch wurde an CS2, im Vergleich zum
unmutierten 2CL weniger gut geschnitten. Die Einzelmutanten 2CL-D7G-CS2 und 2CL-D7K-
CS2 weisen im Vergleich zum unmutierten 2CL eine verminderte hydrolytische Spaltung an
CS2 auf, nicht aber an CS1.

Durch Austauschen von Aspartat Sieben gegen Glycin oder Lysin an CS1 konnte also eine
hydrolytische Spaltung durch Taspase1 unterbunden werden, wahrend dieselben Mutationen
an CS2 nur zu einer Verminderung der hydrolytischen Spaltung fuhrten.

Die Ergebnisse in Abb. 3.15 lassen vermuten, dass Peptide, die die Erkennungssequenzen
CS1 oder CS2 und die entsprechenden Mutationen enthalten, als Inhibitoren eingesetzt
werden konnten. Mdglicherweise sind diese Peptide in der Lage, an beide katalytische
Zentren der Taspase1 zu binden und diese selektiv zu blockieren. Da sie nicht mehr oder nur
sehr schlecht hydrolysiert werden, stellen sie kompetitive Hemmestoffe dar.

Entsprechende Peptide wurden von Dr. Peter Henklein der Charité Berlin im Institut fir
Biochemie bezogen und trugen die Bezeichnung MWG6 und MWG7 (siehe Abb. 3.16). Sie
wurden anschlieBend im Taspase1-Aktivitdtsassay getestet.
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3.2.2 Einsatz der mutierten 2CL-Teilfragmente MWG6 und MWG7 im Taspase1
Inhibierungsassay

C3S1 Cs2

QVDGADD QLDGVDD

l !

SAEGQVDGADKLSTS  PKISQLDGVDGGTES
(MWGB) (MWGT)

Abb. 3.16 Sequenz der beiden Peptide MWG6 und MWG7

Die beiden Peptide MWG6 und MWG7 wurden in Konzentrationen von bis zu 200 uM im
Taspase1-Inhibierungsassay eingesetzt.
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A | = = | % S d
£ — a
= 3 = § E® = @2 g ¢
kba vy ® & &« & & & 5 5 %
62 .
47 | o — 2CL ungeschnitten
S S Schnittprodukt CS2
a2 i ————— Schnittprodukt CS1
MWG7 R
| £ & O
B = = = = z &= «
o = =, o = = 2 2 2
kDa M & & (o] & g o S S S
62 | = .
47 v — e 2CL ungeschnitten
© .
w SChnittprOdukt cs2
32 | Schnittprodukt CS1

Abb. 3.17 Taspase1-Inhibierungsassay mit den Peptiden MWG6 und MWG?7 als
Inhibitoren.

Die Peptide MWG6 (A) und MWG?7 (B) wurden als Verdiinnungsreihe zwischen 200 uM und 2 nM

Endkonzentration im Assay eingesetzt. Als Kontrollen dienten Ansatze ohne Inhibitor, ohne Taspase1
bzw. ohne 2CL.
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Vergleicht man die Intensitat der Schnittproduktbanden in Abb. 3.17 A und B mit der
Negativkontrolle ohne Inhibitor, so stellt man fest, dass durch Zugabe von MWG6 und
MWG?7 bis zu einer Konzentration von 200 uM keine Inhibierung der Taspase1 stattfand.
Dies wird wahrscheinlich durch denselben Umstand verursacht wie bei den
vorangegangenen Inhibierungsversuchen. Da die Peptide MWG6 und MWG7 an Position
Sieben keine negativ geladene Aminosaure mehr tragen, wird das Chloridion nicht mehr aus
dem katalytischen Zentrum der Taspase1 verdrangt, was zur Folge hat, dass diese Peptide
maoglicherweise schlechter im katalytischen Zentrum binden kdnnen.

Um dennoch eine Aktivierung des katalytischen Zentrums zu erreichen, wurden MWG6 und
MWG7 gemeinsam als Inhibitor unter zusatzlicher Verwendung des Detergens Triton-X100,

als potentiellen allosterischen Aktivator fir das katalytsche Zentrum der Taspase1
eingesetzt.

MWGE und MWG7

0
0

0,1%

Triton-X10
0,5%

ohne
Triton-X100
Triton-X10

kDa M
62

1%
Triton-X100
nur
Taspase1+2CL
Taspase1+2CL
+0,1% Triton-X100

47 - 2CL ungeschnitten

32 _--—-q——-—-.-—-./ Schnittprodukt CS2

R —— -t i Schnittprodukt CS1

Abb. 3.18 Taspase1-Inhibierungsassay mit MWG6 und MWG7 unter Zusatz von
Triton-X100

Die Peptide MWG6 und MWG7 (je 200 uM) wurden als Inhibitoren, zusammen mit Triton-X100 im
Taspase1-Inhibierungsassay eingesetzt. Zugegeben wurden 0,1%; 0,5% und 1% Triton-X100. Als
Kontrollen dienten Anséatze ohne Triton-X100 und zwei Ansatze ohne MWG6 und MWG7, einmal
ohne und einmal mit 0,1% Triton-X100.

Vergleicht man die Intensitat der Schnittproduktbanden mit und ohne Triton-X100, stellt man
fest, dass unabhangig von der Anwesenheit der beiden Peptide MWG6 und MWG7 Triton-
X100 bis zu einer Konzentration von 1% im Taspase1-Aktivitdtsassay keine Auswirkung auf
die Taspase1-Aktivitat hat. Die Zugabe von Triton-X100 bis zu einer Konzentration von 1%
fuhrt also weder zur Freisetzung des Chloridions aus dem katalytischen Zentrum noch zu

einer Konformationsanderung, die eine Platzierung von MWG6 und MWG7 ermoglichen
wurde.
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Ein weiterer Grund fir das Misslingen der Inhibierung kénnte die Tatsache sein, dass die
Peptide MWG6 und MWG7 nur stark verkirzte Fragmente des 2CL darstellen.
Méglicherweise bewirken andere Teile vom 2CL nach Anlagerung an die Taspase1 eine
Konformationsénderung der beiden katalytischen Zentren, die dann zur Freisetzung des
Chloridions und zur Offnung des katalytischen Zentrums fiilhren. Um dies zu Uberpriifen,
wurden die 2CL-Teilfragmente B (Abschnitt zwischen den beiden cleavage sites) und CS1-B-
CS2 (Abschnitt von CS1 bis CS2) exprimiert und aufgereinigt (sieche Abb. 3.19).

3.2.3 Die 2CL-Teilfragmente 2CL-B und 2CL-CS1-B-CS2

A B

kDa Du W1 W2 E1 E2 E3 kDa
175 175
83
62
47

32

Du W1 W2 E1 E2 E3

M M
S~ —

25
2CL-CS1-B-CS2 (9 kDa)

cs1 B  cs2
L e e e | [T

16
2CL-B (7 kDa)

Abb. 3.19 Aufreinigung der 2CL-Teilfragmente 2CL-B und 2CL-CS1-B-CS2

Aufreinigung der 2CL-Teilfragmente 2CL-B (A) und 2CL-CS1-B-CS2 (B). Aufgetragen wurden
jeweils der Durchlauf, die beiden Waschfraktionen und die drei Eluate. Aufgrund der geringen
Grolle der aufgereinigten Proteine mit 7 bzw. 9 KDa wurde die Auftrennung in einem 15%igen SDS-
PAGE durchgefihrt.

Die 2CL-Teilfragmente 2CL-B und 2CL-CS1-B-CS2 wurden im Taspase1-Inhibierungsassay
in einer Konzentration von 20% eingesetzt, um zu Uberprifen, ob sie sich als allosterische

Aktivatoren des katalytischen Zentrums fiir zu testende Inhibitoren eignen.
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Abb. 3.20 Einsatz der 2CL-Teilfragmente 2CL-B und 2CL-CS1-B-CS2 als allosterische

Aktivatoren fiir das katalytische Zentrum der Taspase1

Ergebnis des Taspase1l-Inhibierungsassays unter Verwendung der 2CL-Teilfragmente 2CL-B
(abgekirzt mit B) und 2CL-CS1-B-CS2 (abgekirzt mit CS). Aufgetragen wurden exemplarisch
Ansatze mit den deep hole-Inhibitoren A1, A2 und A3, stellvertretend fiir alle anderen Inhibitoren.
Als Kontrollen dienten Ansatze ohne 2CL-Teilfragmente (abgekilrzt mit -). Die Auftrennung
erfolgte mit Hilfe eines 15%igen SDS-PAGE.

Die Intensitat der Schnittproduktbanden mit und ohne Einsatz des 2CL-Teilfragmentes 2CL-
B ist identisch. Durch Zugabe des Teilfragmentes 2CL-CS1-B-CS2 konnte hingegen ein
geringer Rickgang der Taspase1-Aktivitat erzielt werden, erkennbar an der geringflgig
schwacheren Bande des Schnittproduktes CS1.

Neben den Ublichen Schnittproduktbanden sind weitere Banden mit 7 KDa zu sehen. Diese
stammen zum einen von den eingesetzten 2CL-Teilfragmenten und zum anderen vom 2CL-
B-Fragment, das durch die hydrolytische Spaltung von 2CL durch Taspase1 entsteht.

Auch beim Einsatz der Peptide MWG6 und MWGY7 als Inhibitoren konnte durch Zugabe der
2CL-Teilfragmente keine Inhibierung der Taspase1 erreicht werden.

Um zu untersuchen, ob die geringe inhibierende Wirkung bei Verwendung des 2CL-
Teilfragmentes 2CL-CS1-B-CS2 in Abb. 3.20 durch das Zusammenspiel von potentiellem
Inhibitor und 2CL-Teilfragment zustande kam oder nur durch einen von beiden verursacht
wurde, wurden verschiedene Taspase1-Aktivitdtsassays als Kontrollen durchgefuhrt (Abb.

3.21).
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Abb. 3.21 Kontrollen zur Wirkung der 2CL-Teilfragmente 2CL-B und 2CL-CS1-B-CS2

als allosterische Aktivatoren fiir das katalytische Zentrum der Taspase1

Ergebnis des Taspase1-Inhibierungsassays bei dem die 2CL-Teilfragmente 2CL-B und 2CL-CS1-B-
CS2 (abgekirzt mit CS) als Inhibitoren eingesetzt wurden. Bei den hier gezeigten Kontrollen wurden
entweder Taspasel (-T) oder 2CL (-2CL) weggelassen. Die mit ,+“ gekennzeichneten Spuren
beinhalten alle Komponenten des Taspase1-Aktivitatsassays. Die Auftrennung erfolgte mit Hilfe
eines 15%igen SDS-PAGE.

Vergleicht man die Intensitat der CS1-Schnittproduktbanden miteinander so fallt auf, dass
durch Einsatz des 2CL-Teilfragmentes 2CL-CS1-B-CS2 im Taspase1 Aktivitdtsassay
ebenfalls eine geringe Inhibierung aufgetreten ist (vorletzte Spur, Abb. 3.21). Diese
entspricht der inhibierenden Wirkung bei Einsatz des 2CL-Teilfragmentes 2CL-CS1-B-CS2
zusammen mit den Inhibitoren A1, A2 und A3 in Abb. 3.20. Die Inhibierende Wirkung muss
also auf dem 2CL-Teilfragmentes 2CL-CS1-B-CS2 beruhen.

3.3 Abhangigkeit der Taspase1-Aktivitat von der Chloridionenkonzentration

Um die Chloridabhangigkeit der Taspase1-Aktivitdt zu untersuchen, wurde eine Taspase1-
Verdiinnungsreihe im Taspase1-Aktivitdtsassay unter Pufferbedingungen mit und ohne
Chloridionen getestet und die Ergebnisse miteinander  verglichen. Die
Chloridionenkonzentration im Taspase1-Aktivitdtsassay betragt unter Standardbedingungen
30 mM.
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Abb. 3.22 Taspase1-Aktivititsassay mit und ohne Chloridionen
Taspase1-Aktivitatsassay unter Verwendung von cleavage-Puffer mit Chloridionen (A) und ohne

Chloridionen (B). Die Taspase1 wurde jeweils als Verdinnungsreihe bis zu einer Verdinnung von
1:32 eingesetzt. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Taspase1.

Vergleicht man die Intensitat der Schnittproduktbanden der beiden Versuchsreihen in Abb.
3.22 miteinander, so fallt auf, dass die Taspase1 in jeder eingesetzten Konzentration die
gleiche Aktivitat aufweist. Eine Chloridionenkonzentration von bis zu 30 mM im Taspase1-
Aktivitatsassay hat also keinen Einfluss auf die hydrolytische Aktivitat von Taspase1. Um zu
Uberprifen, ob hdéhere Chloridionenkonzentrationen Auswirkungen auf die Taspase1-
Aktivitdt haben, wurde ein Taspase1-Aktivitdtsassay unter Einsatz von bis zu 120 mM NaCl
durchgeflhrt.
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Abb. 3.23 Abhangigkeit der Taspase1-Aktivitdt von der Chloridionenkonzentration

Taspase1-Aktivitatsassay unter Einsatz verschiedener NaCl-Konzentrationen von 20 mM bis 120
mM. Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne Chloridionen verwendet.
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Die Intensitat der Schnittproduktbanden in Abb. 3.23 ist bei allen eingesetzten NaCl-
Konzentrationen von 0 M bis 120 mM gleich. Eine Inhibierung von Taspase1 durch eine
physiologische Chloridionenkonzentration von 26 mM (Faundez, Hartzell, 2004) konnte also
nicht bestatigt werden. Im umgekehrten Falle, also bei Durchfihrung des Taspase1l-
Aktivitdtsassays unter nahezu chloridfreien Bedingungen, war keine Zunahme der Taspase1-
Aktivitat zu erkennen. Die Aktivitat der hier verwendeten rekombinanten Taspase1 bleibt also
durch Chloridionenkonzentrationen von nahezu 0 M bis 120 mM unbeeinflusst.

Da alle Versuche, das Chloridion aus dem katalytischen Zentrum der Taspasel zu
entfernen, negativ ausfielen, wurde nach einer Mdglichkeit gesucht, das Chloridion im
katalytischen Zentrum zu fixieren, sodass auch die natirlichen Substrate 2CL bzw. MLL nicht
mehr in der Lage waren, darin Platz zu nehmen. Zu diesem Zweck wurde nach Substanzen
gesucht, die in der Lage waren, sich Uber dem chloride hole des katalytischen Zentrums der
Taspase1 zu platzieren um dort das Chloridion zu fixieren (siehe Abb. 3.24). Insgesamt

wurden 20 Substanzen identifiziert, die als Cager bezeichnet wurden (siehe Abb. 5.6).
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3.4 Inhibierung von Taspase1 mit Cagern

Abb. 3.24 Position der Cager im aktiven Zentrum der Taspase1

Dreidimensionales Modell mit einem der beiden katalytischen Zentren der Taspasel1. Das
katalytisch aktive Threonin 234 ist in Rot hervorgehoben. AuRerdem sind das komplexierte
Chiloridion (griin) und ein Cager (rotes Gitter auf blauen Untergrund), schematisch dargestellt.

Die Cager wurden im Taspase1-Inhibierungsassay in einer Konzentration von 200 pM, in

DMSO gel6st eingesetzt.
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Abb. 3.25 Taspase1-Inhibierungsassay mit Cagern

Taspase1-Inhibierungsassay, in dem Cagern in einer Konzentration von 200 uyM eingesetzt wurden.
Exemplarisch sind hier die Ansatze mit den Inhibitoren A1 bis A6 dargestellt. Als Kontrollen wurden
Ansatze ohne Taspase1 und ohne Inhibitor verwendet.

Der Einsatz der Cager im Taspase1-Inhibierungsassay zeigte ebenfalls keine Wirkung auf

die Taspase1-Aktivitat.
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3.5 Untersuchungen zur Funktionsweise von Taspase1

Der Mechanismus, nach dem Taspase ihr Substrat spaltet, ist weitgehend unbekannt. Der

Vorgang konnte jedoch wie in Abb. 3.26 beschrieben ablaufen.
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Abb. 3.26 Postulierter Mechanismus der hydrolytischen Spaltung von MLL durch

Taspase1.

Maoglicher Ablauf der hydrolytischen Spaltung von MLL durch Taspase1. Aminosauren des Substrates
sind in Blau dargestellt und das katalytisch aktive Threonin 234 der Taspase1 in Schwarz.

Durch Wechselwirkung zwischen der OH-Gruppe von Aspartat 7 und der Amino-Gruppe von
Threonin 234, wird Threonin 234 in eine aktive Orientierung gebracht. Threonin 234 kann in
dieser Orientierung mit Hilfe seiner OH-Gruppe einen nukleophilen Angriff auf die
Peptidbindung zwischen Aspartat und Glycin durchfuhren. Dazu wird ein Proton umgelagert.
AnschlieBend findet ein nukleophiler Angriff des negativ geladenen Sauerstoffs des
Threonins auf das Aminosaureriickgrat der cleavage site zwischen Aspartat 3 und Glycin 4
statt (Abb. 3.26 A). Dies fuhrt zu einem Umklappen der Doppelbindung zur OH-Gruppe des
Threonins und zur Umlagerung des Protons auf seine negative NH,-Gruppe (Abb. 3.26 B).
Die Anlagerung eines Wassermolekdls fuhrt zur Abspaltung des Glycins 4 von Aspartat 3
(Abb. 3.26 C) und zur Trennung des Threonins von Aspartat 3 (Abb. 3.26 D).

Nach der in Abb. 3.13 postulierten Positionierung des Substrates im katalytischen Zentrum
der Taspase1l miisste neben dem Threonin 234 auch dem Serin 252 eine entscheidende
Rolle bei der Anlagerung und katalytischen Spaltung des Substrates zukommen.

Phenylalanin 98 ist flr die Stabilisierung der Helix, die fingerartig Uber das katalytische
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Zentrum der Taspase1 ragt, verantwortlich. Dadurch kénnte eine sterische Hinderung den
Eintritt des Substrates erschweren (Abb. 3.27).

Position der Helix (in Gelb) tUber der Bindetasche des katalytischen Zentrums der Taspase1 in zwei
unterschiedlichen Ansichten (von oben und von der Seite). Auerdem farblich hervorgehoben ist das
katalytisch aktive Threonin 234 (in Rot) und das im katalytischen Zentrum gebundene Chloridion (in
Grun).

3.6 Herstellung der Taspase1-Mutanten F98A; T234D und S$252D

Durch Mutation dieser Aminosduren sollte deren postulierte Wirkung untersucht werden.
Hergestellt wurden die Mutanten F98A; T234D und S252D, die anschliefend im Taspase1-
Aktivitatsassay auf ihre katalytische Aktivitat hin getestet wurden. Durch die Mutation FO8A
sollte die Beweglichkeit der Helix, die Uber das katalytische Zentrum der Taspase1 ragt,
verbessert werden, um den Eintritt des Substrates zu erleichtern.

Die Mutante T234D sollte nicht mehr in der Lage sein einen nukleophilen Angriff auf das
Substrat durchzufihren und durch die Mutation S252D sollte die Wechselwirkung mit dem
Carboxylsauerstoff des Aspartates an der Spaltstelle des Substrates verhindern (siehe Abb.
3.13 B und Abb. 3.26).

43



Ergebnisse

+2CL -2CL
I 1 I 1
< 9 & < 9 8
0 o) Lo - e 6] o) Xp}
2 B & 2 2 E &
kba M + +— F — [ o
62 . |
47 T sy
——— Sl
32 |'.
T — S— m—
25
F

Abb. 3.28 Katalytische Aktivitat der Taspase1-Mutanten F98A; T234D und S$252D

Die katalytische Aktivitdt der Taspase1-Mutanten F98A; T234D und S252D wurde im Taspase1i-
Aktivitatsassay untersucht. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit Wildtyp-Taspase1. Auf der rechten
Seite wurden je 10 pl der aufgereinigten Taspase1-Mutanten ohne 2CL aufgetragen.

Die Taspase1-Mutanten T234D und S252D zeigten im Aktivitatsassay keinerlei katalytische
Aktivitat in trans wahrend die Mutante F98A katalytisch genauso aktiv war wie das Wildtyp-
Enzym (Abb. 3.28). Das gleiche Bild zeichnet sich fir die katalytische Aktivitat der Taspase1-
Mutanten in cis ab. Die Mutante F98A zeigt die volle autokatalytische Spaltung in die beiden
Fragmente mit 28 KDa und 22 KDa, wahrend die Mutanten T234D und S252D keine
autokatalytische Spaltung durchlaufen. Dies zeigt, dass die autokatalytische Spaltung der
Taspase1 essentiell fur die Entfaltung ihrer katalytischen Aktivitat in trans ist. Den beiden

Aminosauren Threonin 234 und Serin 252 kommt dabei eine entscheidende Rolle zu.
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3.7 Klonierung und Expression neuer potentieller Taspase1-Substrate

Um weitere Substrate fir Taspase1 zu finden, wurde die ,Swiss-PROT-Datenbank” nach den
Aminosduresequenzen QXDGXXD und Q[VL]DG durchsucht. X steht dabei fir jede
beliebige Aminosaure und die Suchanfrage Q[VL]DG gibt an, dass sowohl nach der Sequenz
QVDG als auch QLDG gesucht werden soll. Es wurden 172 Proteine mit der
Konsensussequenz QXDGXXD gefunden und 72 Proteine mit der Konsensussequenz
Q[VL]DG. Da Taspase1 im Zellkern Lokalisiert ist, wurden aus dieser Liste die folgenden,
ebenfalls im Zellkern lokalisierten Proteine ausgewahlt: AKNA, DYRK3, MLL4, NXF2 und
TF2A. Per PCR wurden aus cDNA von SEM-Zellen und 293-Zellen Teilbereiche amplifiziert,
ca. 150 bis 240 bp ober- und unterhalb der potentiellen Taspase1-Erkennungssequenzen
und anschlief’end in den Expressionsvektor pGEX5T kloniert. Die Proteine wurden als GST-
Fusionsproteine im Expressionsstamm E.coli W3110 exprimiert und mittels nativer

Nickelchelat-Affinitatschromatographie aufgereinigt.
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Abb. 3.29 Test der nativen Aufreinigungen von AKNA, DYRK3, MLL4, NXF2 und TF2A

Test der Aufreinigungen der Proteine AKNA, DYRK3, MLL4, NXF2 und TF2A mit Hilfe eines 12%igen
SDS-PAGES. Aufgetragen wurden neben dem Langenstandard (M), die Lusate (Lu), der Durchlauf
(Du), die beiden Waschfraktionen (W1 und W2) und die 3 Elutionsfraktionen (E1 bis E3). Die
Elutionsfraktionen beinhalten die Proteine mit einer GroRe zwischen 45 bis 61 KDa.

Die aufgereinigten Proteine wurden als Substrate im Taspase1-Aktivitatsassay eingesetzt.
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Abb. 3.30 Test der potentiellen Taspase1-Substrate imTaspase1-Aktivitatsassay

Die potentiellen Taspase1-Substrate AKNA, DYRK3, MLL4, NXF2 und TF2A wurden im Taspase1-
Aktivitdtsassay eingesetzt. Als Kontrollen dienten Ansatze ohne Taspase1 und ein Ansatz mit dem
Taspase1-Substrat 2CL.

Von den als Substrat eingesetzten Proteinen wurden neben der Positivkontrolle 2CL, nur
MLL4 und TF2A von Taspase1 hydrolytisch gespalten. TF2A war bereits als Taspase1-
Substrat bekannt (Zhou, 2006), neu ist jedoch, dass MLL4 von Taspase1 geschnitten
werden kann.

Um mogliche Gemeinsamkeiten hinsichtlich der Ladung der Aminosauren in den
Konsensussequenzen sichtbar zu machen, wurden Aminosauren mit gleicher Ladung

entsprechend farblich hinterlegt (Tabelle 1).

Protein Konsensussequenz Katalytische Spaltung

MLL (CS1) (ovilcaBB) ja

MLL (CS2) (QLBEGVEB) ja

VL4 (otfcvEB) e

TF2A (ovBeTeR) ja

AKNA (QOBoHOH) nein

DYRK3 (osPGIsh) nein

NXF2 (QLBGLSP) nein

Tabelle 1: Ubersicht iiber die im Taspase1-Aktivititsassay eingesetzten Proteine, mit
ihren Konsensussequenzen

Auflistung der im Taspase1-Aktivitdtsassay eingesetzten Substrate, mit ihren Konsensussequenzen.
Neutrale Aminos&uren sind tirkis hinterlegt, saure Aminosauren mit Rot und basische Aminosauren
mit Gun.
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Vergleicht man die Verteilung der neutralen (tirkis), sauren (rot) und basischen (grun)
Aminosauren der Konsensussequenzen die durch Taspase1 geschnitten werden, mit denen
die nicht geschnitten werden, so sind keine signifikanten Unterschiede erkennbar. Die
Ladungsverteilung innerhalb der Konsensussequenzen scheint also fur die Substratspezifitat
ohne Bedeutung zu sein.
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4 Diskussion

Die Aktivitat von Endopeptidasen spielt eine essentielle Rolle bei vielen biologischen
Prozessen. Speziell im Falle einer t(4;11)-Translokation ist Taspase1 malgeblich an der
Entstehung einer akuten lymphatischen Leukamie beteiligt. Die Aktivitat der Taspase1 ist
Voraussetzung fir die Entfaltung des onkogenen Potentials des AF4+MLL-Proteins (Bursen,
2004). Durch eine Inhibierung der Taspase1 kdnnte also die Transformation der Zelle nach
einer t(4;11)-Translokation verhindert werden.

In dieser Arbeit wurde zunachst ein Testsystem etabliert, mit dem verschiedene potentielle
Taspase1-Inhibitoren getestet werden konnten. Potentielle Taspase1-Inhibitoren wurden
durch Pharmakophorscreenings an Strukturmodellen der Taspase1, die auf Homologie- bzw.

Kristallstrukturdaten basieren, vorgeschlagen.

41 Das Homologiemodell der Taspase1

Das Homologiemodell der Taspase1 stellt ein rein in silico, anhand von Homologiedaten
erstelltes Strukturmodell dar. Die wenig spater verdffentlichte Kristallstruktur der Taspase1
zeigte jedoch einen vollig anderen Aufbau, insbesondere im Bereich des katalytischen
Zentrums der Taspasel (Khan 2005). Die 86 Substanzen, die durch
Pharmakophorscreenings des Homologiemodells ermittelt wurden, waren folglich alle

Taspase1-unspezifisch und konnten daher nicht inhibierend wirken (siehe Abb. 3.8).

4.2 Die Kristallstruktur der Taspase1

Die Kristallstruktur der Taspase1 wurde verwendet um weitere Pharmakophorscreenings
durchzufiihren. Daraus resultierten insgesamt 50 potentielle Inhibitoren, die sich an zwei
unterschiedlichen Stellen innerhalb des aktiven Zentrums (deep hole und chloride hole)
anlagern kénnen. Auch diese Substanzen zeigten keine inhibierende Wirkung auf Taspase1
(siehe Abb. 3.11). Geht man davon aus, dass die Kristallstruktur korrekt ist, kommt als
moglicher Grund fir das Versagen dieser potentiellen Inhibitoren das im katalytischen

Zentrum komplexierte Chloridion in Frage.
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4.21 Das im katalytischen Zentrum komplexierte Chloridion inhibiert Taspase1 unter
physiologischen Bedingungen

Neben der auRergewohnlichen Verteilung der hydrophoben und hydrophilen Aminosauren im
aktiven Zentrum stellt das im katalytischen Zentrum der Taspase1 komplexierte Chloridion
eine weitere Besonderheit der Taspase1 dar. Mdglicherweise ist dieses Chloridion der Grund
daflr, dass alle bisher getesteten Substanzen keinerlei inhibierende Wirkung auf Taspase1
zeigten. Dieses Chloridion kompetitiert unter physiologischen Bedingungen (ca. 50 mM
NaCl) mit dem Substrat bzw. potentiellen Inhibitoren um die Bindung im katalytischen
Zentrum. Dies wirde auch die sehr geringe katalytische Aktivitat der Taspase1 erklaren
(siehe Abb. 3.4).

Im Falle der potentiellen Inhibitoren unterbindet das Chloridion durch sterische Hinderung
eine Positionierung im katalytischen Zentrum. Die Inhibierung bleibt also bei allen
eingesetzten Substanzen aus.

So lange sich das Chloridion an seiner Position befindet, ist die Taspase1 katalytisch inaktiv.
Da das Substrat aber von Taspasel hydrolytisch gespalten wird, muss es einen
Mechanismus geben, nach dem das Chloridion durch das Substrat von seiner Position

verdrangt wird.

4.2.2 Das Aspartat an Position Sieben der cleavage sites CS1 und CS2 ist essentiell

fiir die Aktivierung des katalytischen Zentrums der Taspase1

Die beiden cleavage sites CS1 (QVDGADD) und CS2 (QLDGVDD) besitzen an Position
Sieben je ein Aspartat. Zusammen mit der postulierten raumlichen Orientierung der cleavage
sites innerhalb der katalytischen Zentren der Taspase1 legt dies die Vermutung nahe, dass
das Aspartat fir die Verdrangung des Chloridions verantwortlich ist. Dabei kénnten die
Aspartate 7 mit ihren negativen Ladungen die Positionen der Chloridionen einnehmen,
woraufhin das Threonin 234 eine Rotationsbewegung um 180° durchfiihrt und an eine
Position gelangt, in der die OH-Gruppe einen nukleophilen Angriff auf eine Peptidbindung
des Substrates durchfihren kann.

Die Ergebnisse der Taspase1-Aktivitatsassays, bei denen 2CL-Mutanten eingesetzt wurden,
bei denen Aspartat 7 der cleavage sites gegen Glycin bzw. Lysin ausgetauscht wurden,
konnten diese Vermutung untermauern. Dabei war es unerheblich, welche der beiden
Mutationen durchgefuhrt wurden. Glycin-Austauschmutanten wurden genauso wenig
gespalten wie entsprechende Lysin-Austauschmutanten. Zu erwarten gewesen ware jedoch,
dass die Lysin-Mutanten wesentlich schlechter umgesetzt werden, da davon ausgegangen

werden musste, dass das Lysin aufgrund seines basischen Charakters eine Stabilisierung
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des Chloridions innerhalb des katalytischen Zentrums bewirkt. Da dies nicht der Fall war
muss man davon ausgehen, dass zwar das Aspartat 7 eine essentielle Rolle bei der
Verdrangung des Chloridions spielt, seine negative Ladung jedoch zweitrangig ist.
Moglicherweise sind die Grinde aber struktureller Natur. Man kann annehmen, dass durch
Austauschen des sauren Aspartates gegen das neutrale Glycin bzw. das basische Lysin
geringe strukturelle Anderungen innerhalb des Substrates 2CL stattfinden. Diese kénnten die
Positionierung der cleavage sites innerhalb der katalytischen Zentren der Taspase1
erschweren, und dadurch die Anzahl der hydrolytischen Spaltungen mutierter Substrate
vermindern.

Insgesamt wurde durch die Mutation des Aspartates eine Verminderung der hydrolytischen
Spaltungen sowohl an CS1 als auch an CS2 verursacht. Ein vollstandiger Verlust der
hydrolytischen Spaltung durch Taspase1 konnte nur an CS1 erreicht werde, was
wahrscheinlich darauf zurickzufihren ist, dass die CS1 bereits im unmutierten Zustand

schlechter von Taspase1 geschnitten wird als die zweite Erkennungsstelle CS2.

4.2.3 Das 2CL-Teilfragment 2CL-CS1-B-CS2 stellt das kleinste bekannte Molekiil dar,

das mit Taspase1 selektiv interagieren kann.

Die 2CL-Fragmente MWG6 und MWGY7, die die mutierten cleavage sites CS1 bzw. CS2
beinhalten, wirkten im Taspase1-Aktivitatsassay nicht inhibierend auf die katalytische
Aktivitat von Taspasel1 (siehe Abb. 3.17). Offenbar sind die Peptide MWG6 und MWG7
alleine nicht in der Lage, sich im katalytischen Zentrum zu positionieren. Auch durch Zugabe
von bis zu 1% des Detergens TritonX100 konnte keine Aktivierung der Taspase1 (Offnung
des katalytischen Zentrums und Freisetzung des Chloridions) erzielt werden. Die
denaturierenden Eigenschaften von TritonX100 sind daflr wahrscheinlich zu unspezifisch.
Da offenbar die Peptide MWG6 und MWG7 nicht in der Lage sind sich im katalytischen
Zentrum der Taspasel1 zu positionieren, liegt die Vermutung nahe, dass auch andere
Bereiche des Substrates eine Rolle bei der katalytischen Spaltung durch Taspase1 spielen.
Denkbar ware, dass zuerst durch Anlagern des Substrates 2CL bzw. MLL eine
Konformationsanderung an den beiden katalytischen Zentren der Taspase1 stattfindet und
sich daraufhin die cleavage sites in die katalytischen Zentren der Taspase1 hineinlegen
kdnnen (siehe Abb. 3.13). Geht man davon aus, dass sich 2CL bzw. MLL nach dem in (Abb.
3.13) postulierten Modell an die Taspase1 anlagert, konnte eine entsprechende Aufgabe
dem Bereich zwischen den beiden cleavage sites, der als 2CL-B bezeichnet wurde,
zukommen. Taspasel-Inhibierungsassays zeigten jedoch, dass auch durch Zugabe von
2CL-B keine Verbesserung in der Wirkung der potentiellen Inhibitoren erzielt werden konnte

(Abb. 3.20). Dies entspricht insofern der Hypothese, da das 2CL-B-Fragment auch bei
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katalytischer Spaltung des natlrlichen Substrates entsteht und sich anschlieRend wieder von
der Taspase1 trennen muss, um Platz zu machen fir das nachste Substrat. Eine feste
Bindung dieses Fragmentes an Taspase1 ware deshalb unwahrscheinlich.

Eine geringfugige inhibierende Wirkung konnte nur durch das 2CL-Teilfragment 2CL-CS1-B-
CS2 erzielt werden. Diese inhibierende Wirkung beruhte jedoch nicht auf einer allosterischen
Aktivierung der Taspase1 verbunden mit einer Bindung der eingesetzten Inhibitoren im
katalytischen Zentrum, sondern wahrscheinlich auf einer Kompetition zwischen 2CL-CS1-B-
CS2 und dem Substrat 2CL (Abb. 3.21). Die 2CL-Teilfragmente kénnen also nicht zur
allosterischen Aktivierung der Taspase1 flr Inhibitoren verwendet werden. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass das 2CL-Teilfragment 2CL-CS1-B-CS2 in der Lage ist, an Taspase1
zu binden, da andernfalls keine Kompetition mit dem Substrat 2CL aufgetreten ware.

Weder der Einsatz der Peptide MWG6 und MWG7, noch das 2CL-Teilfragment 2CL-B
(sowohl zusammen als auch getrennt voneinander) zeigten eine inhibierende Wirkung auf
Taspase1. Scheinbar ist eine Bindung an Taspase1 nur moglich, wenn beide cleavage sites
und das 2CL-Teilfragment 2CL-B kovalent miteinander verbunden sind. Das Peptid 2CL-
CS1-B-CS2 stellt damit das kleinste bekannte Molekll dar, das in der Lage ist, das
Chloridion aus dem katalytischen Zentrum zu verdrdngen bzw. die Taspase1-Aktivitat
selektiv zu vermindern. Ein Grund dafir kénnte sein, dass nach Anlagerung des Substrates
an die Taspase1 mechanische Arbeit geleistet wird, durch die schliel3lich die Taspase1 und
insbesondere ihre beiden katalytischen Zentren derart verformt werden, dass die Bindung
der beiden Chloridionen in den katalytischen Zentren gelockert wird. Dadurch ware die
Voraussetzung geschaffen fir eine Verdrangung der Chloridionen durch die beiden cleavage

sites und die katalytische Spaltung des Substrates (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1 Aktivierung der beiden katalytischen Zentren der Taspase1 durch ihr Substrat
bzw. 2CL-CS1-B-CS2

Postulierter Mechanismus, nach dem die katalytische Aktivierung der Taspase1 ablauft. Exemplarisch
ist die Bindung des 2CL-Teilfragmentes 2CL-CS1-B-CS2 an die Taspase1 dargestellt.

A Taspase1 nach Anlagerung des Substrates bzw. des Peptides 2CL-CS1-B-CS2. Beide katalytischen
Zentren sind durch die darin komplexierten Chloridionen (griin) inaktiv.

B Durch Interaktion mit dem Substratteil ,B* (blau) kommt es zu einer Deformation der Taspase1 und
ihrer katalytischen Zentren. Die Bindung der Chloridionen wird gelockert, womit die Voraussetzung
dafiir geschaffen wurde, die beiden cleavage sites (gelb) in den katalytischen Zentren zu platzieren.
Dadurch ist die Voraussetzung fiir eine katalytische Spaltung geschaffen.

Die in den katalytischen Zentren der Taspase1 komplexierten Chloridionen scheinen sehr
fest gebunden zu sein. Durch Dialyse der Taspase1 und Durchflihren der Taspasei-
Aktivitatsassays unter chloridfreien Bedingungen konnte keinerlei erhdhte der Enzymaktivitat
festgestellt werden.

Da alle Versuche, das Chloridion aus dem katalytischen Zentrum der Taspasel zu
entfernen, fehlschlugen, wurde nach Substanzen gesucht, die in der Lage waren, die
Bindung des Chloridions im katalytischen Zentrum der Taspase1 zu stabilisieren, so dass
eine Verdrangung durch das Substrat nicht mehr méglich war.

Da keine dieser neuen Substanzen inhibierend auf die Taspase1-Aktivitat wirkte, muss man
davon ausgehen, dass entweder das auf den Kristallstrukturdaten basierende 3D-Modell der
Taspase1 nicht korrekt ist, oder aber die in Abb. 4.1 postulierte Deformation der Taspase1
so stark ist, dass sich weder Chloridionen noch Cager im katalytischen Zentren halten

kdénnen.
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4.2.4 Die nukleophilen Eigenschaften des Threonin 234 sind essentiell fiir die

proteolytische Aktivitidt der Taspase1

In dem im Abb. 3.26 postulierten Mechanismus kommt den Aminosauren Threonin 234 und
Serin 252 eine entscheidende Rolle bei der katalytischen Aktivitdt der Taspase1 zu. Das
Threonin 234 ist die eigentliche katalytisch aktive Aminosaure, die den nukleophilen Angriff
auf das Aminosaureriickgrat des Substrates durchfiihrt. Dieser nukleophile Angriff sollte
durch Mutation des Threonin 234 in ein Aspartat verhindert werden.

Durch die Mutation des Serins 252 in Aspartat sollte die fur die hydrolytische Spaltung nétige
Wechselwirkung mit dem Carboxylsauerstoff an der Spaltstelle des Substrates verhindert
werden (Abb. 3.13 B und Abb. 3.26).

Beide Mutationen flhrten zum Ausbleiben der katalytischen Spaltung des Substrates (siehe
Abb. 3.28). Der in Abb. 3.26 postulierte Mechanismus der hydrolytischen Spaltung von MLL
durch Taspase1 konnte also bestatigt werden.

Ahnliche Auswirkungen hatten die Mutationen auf die katalytische Aktivitat in cis. Weder die
Taspase1-Mutante T234D, noch S252D wiesen eine autokatalytische Aktivierung auf (Abb.
3.28).

Fir den Verlust der katalytischen Aktivitat in trans, waren dabei sowohl die fehlende
autokatalytische Aktivierung der Taspase1 verantwortlich als auch die Eigenschaften des
durch Mutation an Position 234 bzw. 252 eingesetzten Aspartates. Im Gegensatz zu den
Taspase1-Mutanten T234D und S252D zeigten die Mutanten T234A und T234S zwar auch
keine katalytische Aktivitat in cis, wohl aber in trans (Khan 2005).

Durch Mutation des Phenylalanins 98 in Alanin sollte die Beweglichkeit der Helix GUber dem
katalytischen Zentrum der Taspase1 verbessert werden, um eine mogliche sterische
Hinderung beim Eintritt des Substrates in das katalytische Zentrum zu vermindern und
dadurch eine Erhdéhung der katalytischen Aktivitdt der Taspase1 zu erreichen. Die
entsprechende Mutante zeigte jedoch die gleiche katatalytische Aktivitat wie die Wildtyp-
Taspase1 (Abb. 3.28). Die Helix Uber dem katalytischen Zentrum der Taspase1 scheint also

bei der Positionierung des Substrates keine Rolle zu spielen.
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4.2.5 MLL4 stellt ein neues Substrat fiir Taspase1 dar

Durch Klonierung und Expression verschiedener Proteine mit der Konsensussequenz
QXDGXXD und Q[VL]DG sollten neue Substrate der Taspase1 identifiziert werden. Unter
den vier ausgewahlten Proteinen AKNA, DYRKS3, MLL4 und NXF2 konnte im Taspase1-
Aktivitdtsassay nur bei MLL4 eine Spaltung festgestellt werden (siehe Abb. 3.30).

MLL4 ist ein transkriptioneller Regulator, der durch H3K4-Methylierung aktivierend auf die
Transkription wirkt. Bisher ist jedoch nicht bekannt, ob in der lebenden Zelle MLL4
tatsachlich ein Taspase1-Substrat darstellt. Das hier eingesetzte MLL4-Protein ist stark
verkurzt (50 KDa gegenuber 293,5 KDa). Es ist nicht auszuschlieRen, dass sich die
Taspase1-Erkennungssequenz im Wildtyp-MLL4 im Inneren des Proteins befindet und daher
fur Taspase1 nicht zuganglich ist.

Die Tatsache, dass AKNA, DYRKS3 und NXF2 im Taspase1-Aktivitatsassay in Abb. 3.30 nicht
durch Taspase1 geschnitten wurden, kénnte ebenfalls an einer unglinstigen Faltung der
Proteinfragmente liegen. Die aufgereinigten Proteine bestanden aus ca. 300 Aminosauren
langen Fragmenten der entsprechenden Proteine, die als ca. 50 KDa groRes GST-
Fusionsprotein exprimiert wurden. Mdglicherweise entspricht die Faltung dieser Proteine
nicht der nativen Faltung in der lebenden Zelle. Man muss daher in Betracht ziehen, dass die
entsprechende Konsensussequenz madglicherweise nicht fir Taspase1 zuganglich ist. Es ist
also denkbar, dass AKNA, DYRK3 und NXF2 in der lebenden Zelle doch von Taspase1
hydrolytisch gespalten werden.

Ein Vergleich der Ladungsverteilung innerhalb der Konsensussequenzen von Proteinen, die
durch Taspase1 geschnitten werden, mit denen die nicht geschnitten werden ergab keine
gravierenden Unterschiede. Wahrscheinlich hangt eine Taspase1-Spezifitdt der Substrate
mindestens genauso von ihrer Tertiarstruktur ab wie von der Beschaffenheit der relativ

kurzen Konsensussequenz.
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4.3 Nachwort

Insgesamt sollte nicht aulRer Acht gelassen werden, dass es sich bei dem Taspase1l-
Aktivitatsassay um ein hochgradig artifizielles System handelt. Die ausnahmslos humanen
Proteine wurden in bakteriellen Expressionssystemen hergestellt. Man kann also nicht
ausschlie3en, dass zum einen die Faltung der Proteine, die teilweise nach komplizierten und
bis heute nicht nachvollziehbaren Mechanismen ablauft, nicht den natirlichen, d.h. in
menschlichen Zellen vorkommenden Formen entspricht. Zum Anderen werden viele
posttranslationale Modifikationen, die normalerweise in der menschlichen Zelle ablaufen und
zum Teil entscheidende Auswirkungen auf die Funktion der Proteine haben kdnnen, in der
Bakterienzelle mit grofler Wahrscheinlichkeit nicht stattfinden. Aus technischen Grinden
wurden von allen Taspase1-Substraten nur Teilbereiche, ca. 150 bis 240 bp links und rechts
der potentiellen Taspase1-Erkennungssequenzen, als GST-Fusionsproteine exprimiert. Auch
die Bedingungen unter denen die Proteine aufgereinigt und gelagert wurden, entsprechen
nur teilweise den natirlichen Gegebenheiten. Nichtsdestotrotz stellen die angewandten

Techniken, derzeit gebrauchliche und durchaus leistungsfahige Methoden dar.
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4.4 Ausblick

Eine weitere Moglichkeit eine spezifische Inhibierung der Taspase1 zu erreichen, ware der
Einsatz von Peptidomimetika im Taspase1-Inhibierungsassay. Ein Peptidomimetikum kénnte
z.B. ein Peptid sein, das die cleavage site CS2 beinhaltet, bei der die Peptidbindung an der
Stelle, wo uUblicherweise die hydrolytische Spaltung stattfindet, durch eine andere, nicht
hydrolysierbare Bindung ersetzt wurde. Ein solches Peptidomimetikum sollte sich an das
Taspase1-Molekul anlagern kdénnen und aufgrund der ausbleibenden hydrolytischen
Spaltung nicht mehr davon trennen. Das entsprechende katalytische Zentrum ware dann flr
die Anlagerung des eigentlichen Substrates blockiert.

Einen ahnlichen Ansatz stellten die Peptide MWG6 und MWG7 dar. In diesen Fallen
handelte es sich jedoch um reine Peptide, die nur aufgrund ihrer mutierten
Aminosauresequenz nicht mehr von Taspase1 gespalten werden sollten. Da diese Molekiile
wahrscheinlich aufgrund ihrer zu geringen Lange nicht an die Taspase1 binden konnten
mussten die Versuche mit schrittweise verlangerten Peptiden wiederholt werden.

Letzten Endes bleibt das Problem der in den katalytischen Zentren der Taspase1
komplexierten Chloridionen. Diese werden auch zukiinftig die Platzierung eines Inhibitors
innerhalb der katalytischen Zentren erschweren. Nach dem in Abb. 4.1 postulierten
Mechanismus der katalytischen Aktivierung der Taspase1, ist auf jeden Fall ein Teil des
Substrates noétig, um die Chloridionen aus den katalytischen Zentren zu verdrangen.

Der Taspase1-Inhibitor soll letzten Endes aber als Wirkstoff in der Krebstherapie eingesetzt
werden. Er muss also in eine applizierbare Form gebracht und schlie3lich in die Zellkerne
maligner Zellen eingeschleust werden. Beides ist flir Peptide schwer zu realisieren. Es muss
also weiter nach niedermolekularen Substanzen geforscht werden, die die Taspaseil-
Aktivitdt spezifisch hemmen. Da das katalytische Zentrum der Taspase1 aufgrund der
genannten Probleme als Angriffspunkt fur eine Inhibierung entfallt, kénnte die Lésung in
Substanzen liegen, die eine allosterische Hemmung der Taspase1 bewirken, also spezifisch
an einem Bereich des Taspase1-Molekils andocken, der auflerhalb des katalytischen
Zentrums liegt und trotzdem dessen katalytische Aktivitdt unterbindet. Die Suche nach
solchen Substanzen koénnte ebenfalls durch Pharmakophorscreenins an der Kristallstruktur
der Taspase1 stattfinden. Da diese Screeningmethoden aber sehr aufwendig sind und
praktisch jede beliebige Stelle des Taspase1-Molekiils als Ansatzpunkt flr eine allosterische
Hemmung in Frage kommt, kdnnte alternativ dazu auch ein quantitatives in vitro-Screening
verschiedener Substanzen unter Verwendung des Taspase1-Aktivitatsassays durchgeflihrt
werden.

Ein weiterer Ansatzpunkt fir die Suche nach Inhibitoren flr Taspase1 konnte die

Entwicklung eines 3D-Modells des Substrates MLL, auf Basis von Homologiedaten oder
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einer Kristallstrukturanalyse sein. Durch Dockingsimulationen zwischen Taspase1 und MLL
kénnten dann die Interaktionsbereiche der beiden Proteine identifiziert werden. Durch
gezielte Pharmakophorscreenings dieser Bereiche koénnten entweder potentielle
allosterische Inhibitoren gefunden werden oder aber Substanzen, die die Interaktion
zwischen Taspase1 und MLL selbst unterbinden. Auf die gleiche Weise kénnte auch nach
Substanzen gesucht werden, die die Bildung des Taspase1-Tetramers unterbinden, wodurch

maoglicherweise ebenfalls die Taspase1-Aktivitat verhindert werden konnte.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien, Gerite und ihre Bezugsquellen

Chemikalien

Bezugsquelle (Firma)

A-DNA (fir DNA-Marker)
B-Mercaptoethanol
Acrylamid

Agar

Agarose

Ampicillin

APOD

Bacto-Pepton
Bacto-Trypton
Bisacrylamid
Bromphenolblau

BSA

Coomassie Brillant Blue
DEPC

dNTPs

DTT

EDTA

Epoxomicin

Ethanol

Ethidiumbromid
Gliotoxin

Glycerin 86 %

HEPES

Imidazol

IPTG

Kaliumchlorid

Lysozym
Magnesiumchlorid
Methanol

MG123
Molekulargewichtsmarker fur SDS-PAGE
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphophat
Nickelagarose

PBS

Saccharose

SDS

TEMED (N, N, N', N',-Tetramethylethylendiamin)
Tris

Triton-X100

Tween 20

Yeast Extract

MBI Fermentas
Roth
Roth
Sigma
Invitrogen
Roth
Roth
Difco
Difco
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Roth
Peqglab
Roth
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Roth
Sigma
Saxon
Roth
Sigma
Roth
Merck
Calbiochem
NEB New England Biolabs
Roth
Roth
Sigma
Invitrogen
Roth
Biomol
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Difco
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Potentielle Taspase1-Inhibitoren abgeleitet vom Homologiemodell

Homologiemodell

Abb. 5.1 Potentielle Taspase1-Inhibitoren (A1 bis D02), abgeleitet von
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Homologiemodell
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Abb. 5.2 Potentielle Taspase1-Inhibitoren (D03 bis G05), abgeleitet vom
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Abb. 5.3 Potentielle Taspase1-Inhibitoren (G06 bis H10), abgeleitet vom
Homologiemodell
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Potentielle Taspase1-Inhibitoren fiir deep hole und chloride hole
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chloride hole
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Potentielle Cagern fir Taspase1
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Abb. 5.6 Potentielle Taspase1-Cagern
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Die aufgeflhrten potentiellen Taspase1-Inhibitoren, die vom Homologiemodell abgeleitet
wurden und die potentiellen Taspase1-Inhibitoren flir deep hole und chloride hole wurden
von der Firma ,Asinex“ bezogen und mit einer Konzentration von 10 mM, gel6ést in DMSO

eingesetzt.

Potentielle Taspase1-Inhibitoren in Form von Peptidomimetika

Name Aminosauresequenz
MWG6 SAEGQVDGADKLSTS
MWG7 PKISQLDGVDGGTES

Bezugsquelle

Institut  fur

Biochemie, Universitatsmedizin Charité

Dr. Peter Henklein,
Berlin
Dr. Peter Henklein,

Institut  fur

Biochemie, Universitatsmedizin Charité

Berlin

Die Peptidomimetika MWG6 und MWG7 wurden in verschiedenen Konzentrationen bis 200

MM als Inhibitoren eingesetzt.
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Enzyme Bezugsquelle (Firma)
DNA-Ligase Roche

Dpnl Fa. Stratagene

Lysozym Sigma

Pfu-Ultra™(HF) DNA-Polymerase Stratagene

RNase-free DNase Set Qiagen
Restriktionsendonucleasen (und Puffer) NEB New England Biolabs
RNase Sigma

T4-DNA-Ligase

NEB New England Biolabs

Gerate Hersteller
Brutschranke Heraeus
Elisa-Reader MR5000 Dynatech
Geltrockner Frobel
Gene Quant RNA/DNA-Calculator Pharmacia

PCR-Gerate

pH-Meter

Rotationsschittler

Speed Vac Concentrator
Spectralphotometer Hitachi 2000 Colora
Steril-Gard Hood (LaminAir HB2427)
Tischzentrifuge 5415 C
Ultraschallgerat Sonoplus HD70
UV-Schirm (TFX-20M)

Vortex2 Genie

Waage LC 4200 S

Wasserbad

Zentrifuge J2-HS

Zentrifuge J6-HC

Kits

PE Applied Biosystems
Inolab

Infors

Heraeus

Hitachi

Heraeus
Eppendorf
Bandelin

Life Technologies
Scientific Industries
Sartorius

Julabo

Beckmann
Beckmann

Bezugsquelle (Firma)

BCA Protein Assay Kit

Big Dye Terminator Vcyle Sequencing Kit

Qiagen Gel Extraction Kit
Qiagen PCR Purification Kit
Qiagen RNeasy Mini Kit

Quickchange Site-Directed Mutagenesis Kit

Verbrauchsmaterial

Pierce

Perkin Elmer
Qiagen
Qiagen

Qiagen

Fa. Stratagene

Bezugsquelle (Firma)

3MM Chromatographiepapier
Vivaspin 10.000 MWCO PES Saulchen

Whatman
Sartorius
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5.1.2 Allgemeine Puffer
Puffer

Zusammensetzung

10x Pfu-Ultra™(HF)-Reaktionspuffer

2x 2CL-Puffer

2x 2CL-Puffer ohne CI

2x Lammlipuffer

2x Taspase-Cleavage-Puffer

CaCl,-Transformationspuffer

Lysispuffer (pH 8,0 mit NaOH)

Waschpuffer (pH 8,0 mit NaOH)

Elutionspuffer (pH 8,0 mit NaOH)

200 mM
10 mM
40 mM
20%

10 mM

10 mM
1 mM
20 mM
10%
1TmM

100 mM
200 mM
4%
20%
0,2%

200 mM
10 mM
40 mM
20%

10 mM

=L

50 mM
300 mM
10 mM
10 mg/ml

50 mM
300 mM
25 mM

50 mM
300 mM
250 mM

Fa. Stratagene

Hepes/KOH (pH 7,9)
MgCl,

KCI

Saccharose

DTT

Hepes/KOH (pH 7,9)
MgSO4

K>SO,

Saccharose

DTT

Tris/HCI pH 6,8
DTT

SDS

Glycerin
Bromphenolblau

Hepes/KOH pH 7,9
MgC|2

KCI

Saccharose

DTT

Tris
MgCl,
CaC|2

NaH2PO4
NaCl
Imidazol
Lysozym

NaH2P04
NaCl
Imidazol

NaH2P04

NaCl
Imidazol
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5.1.3 Synthetische Oligonukleotide

Die fir Klonierungen, Sequenzierungen oder PCR-Analysen verwendeten Oligonukleotide
sind im Folgenden aufgelistet. Alle Oligonukleotide wurden in Auftragsarbeit von den Firmen
Pharmacia oder Biospring hergestellt.

Name

SEQUENZ

Taspase1/2-3
Taspase1/2-5
Tasp*3

Tasp*5
DGVDD-Linker*3
DGVDD-Linker*5
TetB|5
pET-T7term
Taspase-Ndel*3
Taspase-Xhol*5
T7-Primer

A-3

A-5

B-3

B-5

C-3

C-5
CS1BCS2*3
CS1BCS2*5
MLL4*3
MLL4*5
TF2AA*3
TF2AA*5
DYRK3*3
DYRK3*5
NXF2*3
NXF2*5
IPPK*3
IPPK*5
DOT1L*3
DOT1L*S
MLL3*3
MLL3*5
MTA70*3
MTA70*5
ZYM3*3
ZYM3*5
UBE3C*3
UBE3C*5
GEX*3

GEX*5
Tasp.F98A-3’
Tasp.F98A-5’
Tasp.T234D-3’
Tasp.T234D-5

5-CAAATGCAGGAATGGGATCT-3
5-GGCAAGGAAAGGTGAACTGA-3
5’-ATGACCATGGAGAAGGGGATGAG-3
5-GTTCACTGGGCTCTCCAGGCGGCA-3’
5-GATCCGAAAATGAGCCAGCTTGATGG-3’
5'-GATCCGTATCGCTCTCCGTGCCATCA-3’
5-AAGCGCTCATGAGCCCGAAG-3
5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3
5-GGAATTCCATATGACCATGGAGAAGG-3
5-CCGCTCGAGGTTCACTGGGCTCTCCA-3’
5-TTAATACGACTCACTATAGG-3
5-CGAATTCCATATGTATCCCCGTCGCAGTGCC-3’
5-GCGGATCCAGCTGATCTCTTGCCTCGCTTC-3
5-CGAATTCCATATGGATGAAGACGACTTATACTATTAC-3’
5’-GCGGATCCTTTTGGAAGATCACACTGTTCCTC-3
5’-CGAATTCCATATGGATACTAGTGTCACAGCCACAAC-3
5-GCGGATCCCTTAGTGACATGTTCTTTCTCC-3
5-GAATTCCATATGGGACAGGTCGATGGGGCC-3
5-CACGGATCCCTCTGTCCCATCATCAACACC-3’
5-CGGGATCCGGACTGAGTGCTGCTGACCTGG-3’
5-CGGAATTCGAGTGACTCCTCTCTAGGGCC-3
5’-GCGGATCCGTACAAGCTCCTGTTATACAGC-3
5’-CGGAATTCGCCATCCTTGAGATGAAATTTCC-3
5-GCGGATCCAGGTTGGGGGATGGTGTCTATG-3’
5’-CGGAATTCCAATAACTCCATGTCTTTTCTTGG-3
5'-GCGGATCCAAGTTGAAGCCAGGCCAAATGG-3'
5-CGGAATTCCACTGGTGCGGATAACTCCG-3’
5-GCGGATCCCTCGGGCCTCAGGGCCCGCG-3
5'-CGGAATTCAGGTCAAGGTCCAGCACAGACACG-3
5'-GCGGATCCCCCAGGAAAGGCTTTCCCG-3'
5-CGGAATTCGGTTGGCCTGCAGGGACATGG-3’
5’-CCCAAGCTTTACTTAGTTCATCCTCGGCTCC-3’
5’-CGGAATTCAAGGCCATTCATGAGAGGCATCC-3
5’-CCCAAGCTTCAGGTCACTGGTTGAACCATGGGAAGG-3
5-CGGAATTCTAAATTCTTAGGTTTAGAGATGATCC-3
5'-GCGGATCCCATTGCTGTGAGGACTTCAAGCG-3’
5-CGGAATTCTGTTCAGGAGGCTCTCGGGC-3’
5-GCGGATCCGGCTATAGAGACAGAAAACAGC-3’
5-CGGAATTCATACCCATTGTGAATCATGTAGTG-3'C
5'-GGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACG-3
5-GCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCG-3’
5-CTTGAGGATTCTCCTGCTACAAATGCAGGAATG-3’
5-CATTCCTGCATTTGTAGCAGGAGAATCCTCAAG-3’
5-CAGGCACTTTGGACGACGTAGGCGCTGTGG-3
5’-CCACAGCGCCTACGTCGTCCAAAGTGCCTG-3’
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Tasp.S252D-3’
Tasp.S252D-5’
2CL-D7G-3
2CL-D7G-5
2CL-D7H-3
2CL-D7H-5’
2CL-Ndel*3
2CL-Xhol*5
2CL-B- Ndel*3
2CL-B-Xhol*5
2CL-CS1BCS2-Ndel*3
2CL-CS1BCS2-Xhol*5
2CL-EcoRI*3
2CL-A53V*3
2CL-A53V*5
2CL-V105A*3
2CL-V105A*5
D7K-CS1*3
D7K-CS1*5
D7K-CS2*3
D7K-CS2*5
AKNA*3

AKNA*5

CHD3*3

CHD3*5

EVI5*3

EVI5*5

SOX10*3
S0OX10*5
TF2AY*3
TF2AY*5

APC*3

APC*5

ATRX*3

ATRX*5

IFIH1*3

IFIH1*5
2CL-EcoRI*3 neu
Ndel-CS1-D7G*3
Ndel-CS1-D7K*3
Xhol-CS2-D7G*5
Xhol-CS2-D7K*5
Ndel-CS1-D7G*3
Ndel-CS1-D7K*3

5-GCTGCTGCTGTCTCCGATGGAGGCTTGGCC-3'
5-GGCCAAGCCTCCATCGGAGACAGCAGCAGC-3
5'-GGATGGGGCCGATGGCTTAAGCACTTCAG-3
5'-CTGAAGTGCTTAAGCCATCGGCCCCATCC-3
5-GGATGGTGTTGATGGTGGGACAGAGAG-3’
5-CTCTCTGTCCCACCATCAACACCATCC-3’
5-GGAATTCCATATGAGGAGGTATCCCCGTCGCAGTGCCCG-3
5’-CCGCTCGAGAACAGAACTCTTAGTGACATGTTCTTTC-3’
5-GGAATTCCATATGGGGGCCGATGACTTAAGCACTTCAGAT-3
5-CCGCTCGAGATCCAACTGTGAGATTTTTGGAAGATC-3’
5-GGAATTCCATATGCAGGTGGATGGGGCCGATGACTTAAG-3’
5’-CCGCTCGAGATCATCAACACCATCCAACTGTGAGA-3
5’-CCGGAATTCAGGAGGTATCCCCGTCGCAGTGCCCGTGC-3
5’-CAGGTGGATGGGGTTGATGACTTAAGC-3’
5-GCTTAAGTCATCAACCCCATCCACCTG-3’
5-CAGTTGGATGGTGCCGATGATGGGACAG-3’
5-CTGTCCCATCATCGGCACCATCCAACTG-3
5’-GGATGGGGCCGATAAGTTAAGCACTTCAG-3'
5-CTGAAGTGCTTAACTTATCGGCCCCATCC-3’
5’-GGATGGTGTTGATAAGGGGACAGAGAG-3’
5’-CTCTCTGTCCCCTTATCAACACCATCC-3'
5-GCGGATCCATGGCCAGCTCGGAGACTGAGATC-3
5-CGGAATTCGTTTCCATGGCCTTCCAAGCTGAG-3’
5’-GCGGATCCCACATTCATTGTCTAAACCCTCCCC-3’
5-CGGAATTCATTCTTCCGCTGGTAGTTTCGATAC-3’
5’-GCGGATCCATTGCAACAAGGATATTTGATATCT-3’
5’-CGGAATTCGCGCTGTTTTAAAAGTCTATTTTC-3’
5'-GCGGATCCATGGCGGAGGAGCAGGACCTATC-3
5-CGGAATTCCCACACCATGAAGGCGTTCATGG-3
5-GCGGATCCATTCTTAAAAATAGGATGTATGGATG-3’
5’-CGGAATTCTTCATTATCACTACTGTTTGTGG-3’
5-GCGGATCCGATGACAATAAAGCAGAGGAAG-3
5-CGGAATTCTTTCAAATTCTGTTTCTTTGAATC-3’
5-GCGGATCCCGAGAAAAATTGAGAGAGGTGAT-3
5-CGGAATTCCAGTTTGTCACACAAAAGAACTG-3’
5-GCGGATCCGTAAGAGAGCTACTAAAAAGGATTGTG-3
5-CGGAATTCGACACTTCCTTCTGCCAAACCTTG-3’
5'-CCGGAATTCCAGGAGGTATCCCCGTCGCAGTGCCCGTGC-3
5-GGAATTCCATATGGAAGGACAGGTGGATGGGGCCGATGG-3
5-GGAATTCCATATGGAAGGACAGGTGGATGGGGCCGATAA-3’
5'-CCGCTCGAGACTCTCTGTCCCCCCATCAACACCATC-3
5-CCGCTCGAGACTCTCTGTCCCCTTATCAACACCATC-3
5-GGAATTCCATATGAAGGACAGGTGGATGGGGCCGATGGG-3
5-GGAATTCCATATGAAGGACAGGTGGATGGGGCCGATAAG-3’
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5.1.4 Verwendete Organismen

Bakterienstamme  Genotyp

BL21*DE3 deficient in lon and ompT proteases; A DE3 (lacl, lacUV5-T7 gene 1,
ind1, sam7, nin5), FA-, dcm, ompT, hsdS(r*- B, m”*- B), galRNaseE
(rne131) mutant

DH5a F', thi-1,(lacU169), (F'":proAB+,laclq)

Top10F+ F' (tet*r), mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC), @ 80 delta lac A M15, A
lacX74deoR, recA1, araD139, A (ara, leu) 7697, galU, galK, A*-, rpSL
(str*r) endA1, nupG

W3110 F-, laclq, lacP L8, ampC::[lambda] cl+; ATCC no. 55151

Medien fir E.coli Zusammensetzung
YT-Medium (fur E.coli) 1% Trypton
0,5% Hefeextrakt
0,5% Natriumchlorid
YTA™-Medium (fiir E.coli) YT-Medium
100 pg/ml Ampicillin
YT-Agar (fur E.coli) YT-Medium
1,2% Agar
Zell-Linie  Zelltyp Medium  Referenz
293 293 ist eine humane embryonale Nierenzellinie mit DMEM Graham,
beinahe triploidem Karyotype und 6% Polyploidie; 69(64- 1977)
B69)XX?X, +1, +6, -10, -13, -16, -18, -20, +21, +22,
+mar,add(?X)(p22),inv(1)(p35943),del(1)(p35),i(5p),del(
6)(q11).-
3’add(8)(g24),add(13)(p13),add(17)(qgter),der(?)t(5;?)(q1
3;7)-3'293T ist eine Derivatzellinie von 293 in die ein
temperatursensitives Gen fur das SV40 T-antigen
transfiziert wurde.
SEM Humane lymphoblastische Leukamie mit RPMI1640 und DMEM (Greil,
einer Translokation t(4;11) 1994)

CD13", CD15", CD19", CD207, CD22*, CD24", CD33",
CDw65", CDw75"

Die Kultivierung aller Saugerzelllinien erfolgte bei 5% CO,, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und
einer Temperatur von 37°C. Alle Nahrmedien wurden mit 10% (v/v) FCS, 1% (v/v)
Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin supplementiert.
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5.1.5 Vektoren und Plasmide

pET22b+ (Novagen) Bakterieller Expressionsvektor

Ava lj158)
Xho l158)
Mot lj188)
Eaq lj168)
Hind l173)
Sal li17y)
Sac lj1ao)
EcoR lj13z2)

Bpu1102 liso)

I'u’lsn: l{225)

/,.f -~ BseR TRa)
= -BspM l{288)

—__Nde l{z88)
— X1 2

Xba lz28) Byl llae2)

= 3grA liaazy

— Sph lisa@)

PAM liaoe)

-ApaB liTos)

Dra 5251},

Sca lias5zm)

o5
Pyl li4478) .
/ cg? \\/Mlu I{1114)
o3 iy
\ '\ ¥—Bel l{1128)

Pst lja353) f,."_“'-::_-. 5 \I ¢
| == Lo \

.'I | {i"l % |I|'| \ BSIE llj1205)

Bsa li41s6)- | = | I\rirgg |If133~253}

Eam1105 |.;¢-..:e_1_|_rJ' pET-22b(+) 5,:.; 1 e

| (5493bp) @ 'lily'l

[ F(BssH llj1525)

\ [ FjBssH igszs

"\ /'I/L Hpa lj1ez20)

AbeM l3831)
PshA l{1a50)

. Psp& llzz21)
o e \Epum lj2321)

BspLU11 Iazis)
Sap l(zoo0)

Bst1107 li2oes i
Tth1 11[I|49E|:n [ BspG li2741)

T7 promoter primer #69348-3

Bgi 1l T7 promoter ) lac operator Xbal rbs

GATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGEGAATTGTGAGCGEATAACAATTCCCCTC TAGAAATAATTTTGT TTAACTT TAAGAAGEAGA
Nde | Horh pelB leader MsciNcol BamH | EcoR| Sacl

TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGLGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCC

MetlLysTyrLeuleuProThrAlaklaAlaGlyleuleuleuleuAl A laGInProAlaMetAl gMetAspl leGlylleAsnSerAspProAsnSerSerser
Eagl Ava I* signal peptidase
_Sall _Hind Il _ Not| _Xho | His*Tag Bpu1102
GTCGACAAGC TTGCGGCCGCACTCGAGCACT ACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGECACCAC TEAGCAATAAL

ValAsplysLeuAloAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

T7 terminator T7 terminator primer #59337-3

TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

PET-22b(+) cloning/expression region

pET22b+-Taspase Bakterieller Expressionsvektor flr ein 6xHis-Tag-Fusionsprotein
mit Taspase1. PCR-Fragment aus einer Reaktion von Taspase-
Ndel*3 und Taspase-Xhol*5 mit cDNA aus SEM-Zellen. Mit Ndel
und Xhol geschnitten und in pET22b+ kloniert.
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pGEX5T Bakterieller Expressionsvektor fur die Herstellung N-terminal
6xHis-GST-markierter Fusionsproteine. (Berthold, 1992)

Tth111|
Aat |

pSj10ABam7Stop?

Pst |

pGEX-5T
4999 bp

Mar |

EcoRV AlwN |

BssH Il

Apal
pBR322

BstE Il e

Miu |

MCS:

Thrombin
| |
CTG GTT CCG CGT GGA TCC GAA GCT TCG AAT TCC CCG GGT CGA CTC GAG GTA CCA
| ] | ] | J1 | | J
BamH | Hind Il EcoRl Smal L— 1 Xho! L
Xma | Sal | Kpn |

pGEX5T-2CL Bakterieller Expressionsvektor flr ein 6xHis-GST-markiertes
Fusionsprotein mit dem MLL-Fragment 2CL (Aminosduren 2.650-
2.808), das die beiden Taspase1-Erkennungssequenzen DGVDD
und DGADD enthalt. PCR-Fragment aus Reaktion von 2CL-
EcoRI*3 neu und 2CL-Xhol*5 mit pUHD3-4-MLL. Mit EcoR | und
Xho | geschnitten und in pGEX5T kloniert.
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5.2 Standardmethoden

5.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die folgenden Standard-Methoden sind, wenn nicht anders gekennzeichnet, den bereits
genannten Protokollsammlungen entnommen (Molecular Cloning von Sambrook 2. Auflage,
1989) und werden nicht ausfluhrlich vorgestellt:

Gelelektrophoresen (DNA und Protein)

Isolierung von Gesamt-RNA mit Trizol (GibcoBRL) und RNeasy Mini Kit (Quiagen)
Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli (Qiagen)

DNAse Verdau (RNase-free DNase Set, Qiagen)

Minilysat Praparation von Plasmid-DNA nach der Methode der alkalischen Lyse
Fallungsmethoden fur Nukleinsduren

Ligationsreaktionen

Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen (Bradford oder BCA)
Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

PCR Analysen

Herstellung von CaCl2- kompetenten E.coli Bakterien

Transformation von E.coli mit CaClz

Protein-Induktionskinetik in E.coli

5.3 Nukleinsauretechniken

5.3.1 cDNA-Synthese

Zur Synthese von cDNA wurde jeweils 1 pg RNA eingesetzt. Eventuelle gDNA-
Verunreinigungen wurden vorher durch DNase I-Verdau entfernt. Der Ansatz wurde mit
DEPC-Hz20 auf ein Volumen von 7 pl aufgefillt. Die RNA wurde zusammen mit 1 yl pd(N)s
Hexamer Primer (100 pmol) fir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Anschlielend wurde der
Ansatz fur 2 Minuten auf Eis inkubiert. Zu dem Ansatz wurde 1 pl RNasin (Promega 40 U/ul),
5X Superscript-Puffer, 4 yl 2,5 mM dNTPs, 2 pyl 100 mM DTT pipettiert. Der Reaktionansatz
wurde zunachst fir 2 Minuten bei 42°C inkubiert und nach Zugabe von 1 ul Superscript-
Reverse Transkriptase (Invitrogen 200 U/ul) bei 42°C 1 h inkubiert. Zuletzt wurde mit DEPC-
H,O auf ein Gesamtvolumen von 50 pl aufgefullt und die Reaktion durch Inkubation (10
Minuten bei 70°C), gestoppt.

5.3.2 Primergerichtete Doppelstrangmutagenese

Fur die primergerichtete Doppelstrangmutagenese wurde das Quickchange Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Stratagene verwendet. Das Protokoll wurde geringfligig
abgewandelt:

Anders als im Protokoll vorgeschlagen wurde keine Kontrollreaktion angesetzt. Stattdessen
wurden die mutierten Plasmide direkt in E.coli-Top10F+ transformiert und anschlieRend einer
Sequenz-Analyse unterzogen.
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Material und Methoden

5.3.3 Sequenzanalyse

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem ABI Prism BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit durchgefuhrt. Die Reaktion erfolgte entsprechend der Hersteller-
Anleitung nach der Kettenterminationsmethode. Sie ermoglicht eine auf unterschiedlichen
Fluoreszenz-Signalen basierende Sequenzierung von Einzel- oder Doppelstrang-DNA im
ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer.
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5.4 Proteintechniken

5.4.1 Proteinaufreinigung durch native Nickelchelat-Affinitatschromatographie

Die rekombinante Expression aller Proteine wurde in einer 250 ml Bakterienkultur der OD =
0,7 mit 1 mM IPTG fir 4 h bei 37°C induziert. Bakterien wurden mit 4.000xg, bei 4°C fur 10
min pelletiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Inkubation der Bakterienpellets mit 5 ml
Lysispuffer. Durch Zentrifugation mit 14.000xg, bei 4°C fir 20 min wurden unlésliche
Bestandteile vom Uberstand abgetrennt. Der Uberstand wurde an eine Nickelchelat-
Affinitatschromatographiesaule (Durchmesser 1 cm, 1 ml Nickelagarose (Sigma)) gebunden,
zweimal mit Waschpuffer gewaschen und in drei 500 ul Fraktionen mit Elutionspuffer eluiert.

5.4.2 Umpuffern nativ aufgereinigter Proteinen

Nativ aufgereinigte Proteine wurden mit Hilfe von ,Vivaspin 10.000 MWCO PES Saulchen*
umgepuffert. Die Proteinproben wurden dazu bei 12.000xg und 4°C auf ein Volumen von 200
Ml eingeengt und anschlieRend um den Faktor 10, auf 2 ml mit dem nativen 2x2CL-Puffer
aufgeflllt. Dieser Vorgang wurde in der Regel zweimal durchgefiuhrt.

5.4.3 Ermittlung der Aktivitat von Taspase1

5.4.3.1 Taspase1-Aktivitatsassay

Zur Ermittlung der Taspase1-Aktivitat wurden 2 ul des Taspase1-Substrates 2CL [30 bis 50
MM] zusammen mit 1 pl, nativ aufgereinigter Taspase1 [30 bis 50 yM] fur 30 min bei 37°C
inkubiert. Die Ubrigen Bestandteile des Assays waren: 10 ul 2x Taspase-Cleavage-Puffer, 2
Ml 100 mM DTT und 5 pl H2O. Nach Abschluss der Inkubation wurden die Schnittprodukte
wenn nichts anderes erwahnt mit Hilfe eines 12% SDS-PAGE analysiert.

5.4.3.2 Taspase1-2CL-Inhibierungsassay

Im Taspase1-2CL-Standard-Inhibierungsassay wurde zuerst 1 pl nativ aufgereinigte
Taspase1 [30 bis 50 pM] fir 30 min bei 37°C zusammen mit 2 pl eines zu testenden,
potentiellen Taspase1-Inhibitors [1 mM bis 0,4 yM], 2 pl 100 mM DTT und 3 ul H,O inkubiert.
Danach wurden 2ul des Taspase1-Substrates 2CL [30 bis 50 yM], das in 8 ul 2x Taspase-
Cleavage-Puffer aufgenommen war, zugegeben und flr 30 min bei 37°C inkubiert. Nach
Abschluss der Inkubation wurden die Schnittprodukte wenn nichts anderes erwahnt, mit Hilfe
eines 12% SDS-PAGE analysiert.
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Abklrzungen

6 Abkurzungen

2CL

ALL
AML
AMP
ATP
BSA
CS1
CS2
der4
der11
DNA
dNTP

DTT
EDTA
DMSO
g

GST

h

HAc
HEPES
IPTG
kb

kD

M
MCS
MEF
min
mol
oD
ORF
RNA
SDS
sec
TEMED
Tris
Upm

MLL-Proteinfragment, 50 AS N- und C-terminal der beiden Taspase1l-

Cleavage sites CS1 und CS2
Akute lymphoblastische Leukamie
Akute myeloische Leukamie
Ampicilin
Adenosin-Triphosphat
Bovines Serum Albumin
cleavagesite 1

cleavagesite 2

Derivat 4

Derivat 11
Desoxyribonucleicacid

Desoxynukleosidtriphosphat (kann Adenosin, Thymidin, Guanosin oder

Cytosin bedeuten).

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Dimethylsulfoxid

Gramm oder Erdbeschleunigung
Glutathion-S-Transferase

Stunde

Essigsaure
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsaure
Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid
Kilobasen

Kilodalton

molar

Multiple cloning site

Embryonale Mausfibroblasten (Mouse Embryonal Fibroblasts)
Minute

Mol

optische Dichte

Open reading frame, offener Leserahmen
Ribonucleic-acid

Natriumdodecylsulfat

Sekunde

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Umdrehungen pro Minute
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