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Zusammenfassung

Die Aufklarung spezifischer Protein-Protein-Interaktionen ist eine Grundvoraussetzung fiur das
Verstandnis vieler zellularer Vorgéange. Durch massenspektrometrische Proteomanalysen wurde eine
Vielzahl von posttranslationalen Proteinmodifikation, wie beispielsweise Phosphorylierungen, entdeckt,
die Protein-Protein-Interaktionen regulieren kénnen. Diese regulatorischen Proteinmodifikationen
erschweren die Analyse der Protein-Protein-Interaktionen weiterhin, da sie in manchen Fallen
Interaktionen erst erméglichen, in anderen Fallen diese jedoch unterdriicken.

Ziel dieser Arbeit war es, mit den Mitteln der Chemischen Biologie und massenspektrometrischer
Proteomanalysen die Protein-Protein-Wechselwirkungen von Histon H3 in Abhé&ngigkeit von
Phosphorylierung zu untersuchen sowie die Bindungspartner des Adapterproteins Four-and-a-Half-
LIM 3 (FHL3) zu identifizieren.

Das erste Projekt dieser Arbeit widmete sich den phosphorylierungs-abhéngigen Interaktionsproteinen
von Histon H3. Histone verpacken DNA in Form von Chromatin und kénnen Genregulation Uber
posttranslationale Modifikationen steuern. Die Phosphorylierung von Serin-10 in Histon H3 ist eine
dieser Modifikationen. In diesem Projekt sollten Proteine identifiziert werden, die vermittelt durch diese
Modifikation an Histon H3 binden. Des Weiteren war geplant Bindeprotein von H3 zu identifizieren, die
durch die Serin-10-Phosphorylierung von Histone H3 unterdriickt werden sowie die zugehdrigen
Phosphatasen, die diese Modifikation entfernen. Dazu wurde Phosphonomethylenalanin (Pma), ein
Mimetikum von Phosphoserin, dass nicht durch Phosphatasen gespalten werden kann, an Position 10
in ein Peptid inkorporiert, das vom N-Terminus von H3 abgeleitet wurde. Nach Funktionstberprifung
dieses Pma-modifizierten Peptids wurde eine Proteomanalyse basierend auf der SILAC-Methode
(Stable isotope labeling by amino acids in cell culture) durchgefiihrt. Durch diese Analyse wurden
diverse 14-3-3-Isoformen als Bindeproteine von Serin-10-phosphorylierten Histon H3 identifiziert.
Phosphatasen konnten hingegen nicht gefunden werden. Differenzielle SILACT Analysen mit H3-
Peptiden synthetisiert aus L- oder D-Aminosauren erlaubten weiterhin die Identifikation vieler Proteine,
die spezifisch an unmodifiziertes H3 binden. Darunter waren Komponenten eines Deacetylase-
Komplexes (NuRD), Hitzeschockproteine (HSC70, APG2), transkriptionellen Aktivatoren (WDRS5,
MYST2) und Repressoren (EHMT2, KDM5B). Mit HAT1 und RBBP7 wurden ferner zwei
Bindeproteine vom unmodifizierten H3 identifiziert, deren Bindung durch die Phosphorylierung von

Serin-10 unterdrickt wurde. In nachfolgenden Validierungsexperimenten konnten diese




Beobachtungen bestétigt werden. Fir ausgewahlte Proteine wurde des Weiteren die Beeinflussung
des Bindungsvermoégens in Abhangigkeit von allen bekannten Phosphorylierungen in H3-Tall

untersucht.

In einem zweiten Projekt wurde das Four-and-a-Half-LIM 3 (FHL3) Protein einer quantitativen SILAC-
Proteomanalyse unterzogen, mit dem Ziel, die bislang noch gréRtenteils unbekannten
Interaktionspartner dieses Adapterproteins zu identifizieren und eine vermutete Interaktion mit
Chromatinkomponenten experimentell zu Uberpriifen. Zunachst konnte gezeigt werden, dass FHL3
sowohl im Zellkern als auch im Cytosol, der fur die Proteomanalyse verwendeten Fibroblastenzelline
(Swiss 3T3) lokalisiert ist. Die nachfolgenden Proteomanalysen erlaubten die reproduzierbare
Identifikation von 484 FHL3-Bindeproteinen in Zellkernextrakten und 244 in den cytosolischen
Fraktionen dieser Zelllinie, wobei die meisten der identifizierten Protein bis jetzt nicht als
Interaktionspartner von FHL3 beschrieben wurden. Eine direkte Interaktion mit Histonen konnte nicht
beobachtet werden, wohl aber Proteine, die an Chromatinprozessierungen beteiligt sind. Ausgewéhite
FHL3-Interaktionspartner wurden durch Pull-Down Experimente und Western Blot Analyse bestatigt.
Darunter befanden sich der transkriptionelle Coaktivator CBP, Schlisselkomponenten der
eukaryotischen DNA-Replikation (MCM3 und POLD1) und die mitotische Serin/Threonin-Kinase TLK1.
Neben diesen kernlokalisierten Proteinen konnte die FHL3-Interaktion der Ubiquitin-Ligase DTX3L im
nuklearen Extrakt und der cytosolischen Fraktion bestatigt werden sowie die FHL3-Bindung der
cytosolischen Polyphosphoinositide-Phosphatase FIG4. Durch diese Proteomanalyse und die
nachgeschalteten Validierungsexperimente konnte FHL3 mit einer Vielzahl essentieller sowie

pathologischer zellularer Prozesse in Verbindung gebracht werden.



Abstract

The identification of specific protein-protein interactions is a basic requirement for a comprehensive
understanding of many cellular processes. Mass spectrometric proteome analyses have uncovered a
multitude of posttranslational protein modifications, such as protein phosphorylation, which regulate
protein-protein interactions. These regulatory modifications add a new layer of complexity because
they can either facilitate or block protein-protein interactions.

The aim of this thesis was the investigation of protein-protein interaction network of histone H3 and its
modulation by protein phosphorylation as well as the identification of binding partners of the adapter
protein Four-and-a-Half-Lim 3 (FHL3) by means of chemical biology and mass spectrometric
proteomic analysis.

The first project of this thesis focused on the phosphorylation-depended interaction proteins of histone
H3. Histones package DNA in form of chromatin and control gene activity via posttranslational
modifications. The phosphorylation of serine-10 is one of those modifications and in this project
proteins should be identified that bind to histone H3 in response to this modification. Furthermore, it
was planned to identify binding proteins of unmodified H3, which are suppressed by serine-10
phosphorylation and to find associated phosphatases which remove this modification. Therefore,
phosphonomethylenalanin  (Pma), a mimetic of phosphoserine that cannot be cleaved by
phosphatases was incorporated at position 10 in a peptide derived from the N-terminus of H3. After
testing the functionality of the Pma-modified peptide, a proteome analysis was performed based on
the SILAC method (stable isotope labeling by amino acids in cell culture). The analysis uncovered
various 14-3-3 isoforms as binding proteins of serin-10 phosphorylated histone H3. However,
phosphatases could not be identified. Differential SILAC analyses with H3 peptides synthesized from
L- or D-amino acids identified many proteins that specifically bind to unmodified H3. Among them are
components of a deacetylase complex (NuURD), heat shock proteins (HSC70, APG2), transcriptional
activators (WDR5, MYST2) and repressors (EHMT2, KDM5B). Furthermore with HAT1 and RBBP7
two binding proteins of the unmodified H3 were identified, whose binding activity was suppressed by
the phosphorylation of serine-10. These observations were confirmed in subsequent validation
experiments. In addition the modulation of binding capability of selected proteins was examined in

dependency of all known phosphorylation sites in H3.



In the second project the Four-and-a-Half-LIM protein 3 was subjected to a quantitative proteome
analysis with the aim to identify the interaction partners of this adapter protein and to verify a putative
interaction with chromatin components. Initially, it has been demonstrated that FHL3 is localized in
both the nucleus and the cytosol of Swiss 3T3 mouse fibroblasts used in this project. The following
484 FHL3 binding proteins were identified in nuclear extracts and 244 in the cytosolic fractions of this
cell line. Most of these reproducibly identified proteins have not been described as interaction partner
of FHL3. A direct interaction with histones could not be observed but several proteins involved in
chromatin processing could be identified. Selected FHL3 interaction partners were confirmed by pull-
down experiments and western blot analysis. These proteins include the transcriptional coactivator
CBP, key components of the eukaryotic DNA replication (MCM3 and POLD1) and the mitotic
serine/threonine kinase TLK1. Beside these nuclear localized proteins, an interaction between FHL3
and the ubiquitin ligase DTX3L could be confirmed in the nuclear and the cytosolic fraction of Swiss
3T3 cells as well as the interaction of FHL3 with the cytosolic polyphosphoinositide phosphatase FIG4.
Based on this proteome analysis and the downstream validation experiments FHL3 could be

connected to a variety of essential, as well as pathological cellular processes.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Chromatin, Histone und Histonmodifikationen

Epigenetik ist das Gebiet, welches sich mit regulatorischen Mechanismen zellularer Prozesse und
ihren Auswirkungen befasst, die nicht durch den Genotyp einer Zelle codiert werden kénnen. Ein sich
stetig vertiefender Einblick in die Entschlisselung epigenetischer Mechanismen bildet das Fundament
bei der Entwicklung neuer Medikamente und adaquater Therapieformen im Bezug auf vielerlei
Krankheitsbilder und stellt insbesondere bei der Bekdmpfung von Tumorerkrankungen einen grof3en
Nutzen dar.

Nach heutigem Verstandnis werden epigenetische Effekte durch DNA-Methylierungen, RNAi und
kovalente Histonmodifikationen vermittelt.

Ausgangspukt fir letztere ist die Organisation des Genoms eukaryotischer Zellen in Form von
Chromatin. Sogenannte Nukleosome stellen die Grundeinheit des Chromatins dar. In Nukleosomen
sind ungefahr 146 DNA-Basenpaare um einen oktameren Protein-basierten Nukleosomenkern
gewunden, welcher aus einem Histon-(H3-H4)-Heterotetramer und zwei flankierenden H2A-H2B-
Heterodimeren besteht.™ Das Linker-Histone H1 sitzt zwischen den Nukleosomen und ist in die
Bildung hoéherer Chromatinstrukturen involviert.” Diese hoheren Organisationsebenen des
Chromatins zeichnen sich durch in Schleifen geformte 30 nm-Chromatinfaser aus. Im dem am
hdchsten kondensierten Zustand sind die Chromosomen, bestehend aus zwei Chromatiden, unter
dem Mikroskop sichtbar. Die Chromatiden werden an einer Stelle, die man als Centromer bezeichnet
und von der aus die vier Chromosomenarme ausgehen, zusammengeschirt. Durch die kompakte
Chromatinstruktur wird die Gesamtlange eines chromosomalen DNA-Strangs, der beim Menschen
einige cm umfasst, auf das ca. acht Tausendstel kondensiert, woraus sich eine Chromosomenlange
von 1,3-10 pm ergibt. In Abb. 1 wird der Chromosomen- und Chromatinaufbau sowie die

Chromatinstruktur schematisch dargestellt.
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Abb. 1: Chromosomen-und Chromatinaufbau und Chromatinstruktur (leicht abgeéandert [3])

Dariiber hinaus werden zusétzlich zwei Zustadnde von Chromatin unterschieden. Das Heterochromatin
nimmt dabei den dichter gepackten Anteil ein, wahrend das sogenannte Euchromation durch eine
lockere Struktur charakterisiert ist, an der die Genexpression stattfinden kann.

Bei den Histonen handelt es sich um relativ kleine Proteine, die viele basische Aminosauren (Arginin,
Lysin) enthalten (Tab. 1). Die daraus resultierende positive Ladung sorgt flr elektrostatische
Wechselwirkung mit dem Phosphodiestern der DNA.

Histon Aminosauren Masse [kDa] % Arg % Lys
H1 215 23 1 29
H2A 129 14 9 11
H2B 125 13,8 6 16
H3 135 15,3 13 10
H4 102 11,3 14 11

Tab. 1: Histone im Kalbsthymus!”

Die vier hoch konservierten Kern-Histonproteine H3, H4, H2A und H2B bestehen groRtenteils aus
globularen Doméanen und weisen auf3erhalb des Nukleosoms liegende N-Termini (histone tails) auf.
Wie in Abb. 2 am Beispiel vom H3-Tail gezeigt, dominieren auch hier die basischen Aminoséauren und
fuhren zu einem erhohten isoelektrischen Punkt (IEP). Des Weiteren sind die Aminosaurereste der

herausstehenden Tails besonders zugénglich fur modifizierende Enzyme.
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H3-Tail: K+R:10 (29,4%) IEP: 12,58
D+E: 0 (0%)

Abb. 2: Ladungsverteilung am H3-Tail

In den letzten zwei Jahrzehnten kristallisierte sich heraus, dass Histone, insbesondere die Histontails,
wichtige Vermittlungsstellen fiir epigenetische Information darstellen und somit maRgeblich an
essentiellen Vorgangen, wie DNA-Replikation, Transkription und Zellteilung beteiligt sind.”! Diese
regulatorische Eigenschaft erhalten die Histone (ber reversible kovalente posttranslationale
Modifikationen (PTM)  der  Aminoséurereste  (Mono-/Di-/Tri-Methylierung,  Acetylierung,
Phosphorylierung, Ubiquitinierung, SUMOylierung, ADP-Ribosylierung u.a.). Abb. 3 zeigt eine
Auswahl der prominentesten Histon H3-Tail-Modifikationen. Darunter sind Methylierungen
unterschiedlichen Grades an Arginin- und Lysinseitenketten, Acetylierungen an Lysinresten sowie
Phosphorylierungen an Serin- und Threoninresten. Die Acetylierung wird generell mit der Aktivierung
der Transkription assoziiert. Es wird davon ausgegangen, dass aufgrund von Acetylierungs-
vermittelter Ladungsminderung, die Bindefahigkeit zur DNA herabsetzt wird, wahrend gleichzeitig die
Zuganglichkeit fir andere Proteine, wie Transkriptionsfaktoren und DNA-Polymerasen, zur DNA

heraufgesetzt wird.

Abb. 3: Ausgewahlte Modifikationen am Histone H3-Tail

Im Fall von einigen bestimmten PTM an Histon H3 konnte inzwischen festgestellt werden, dass sie
eine direkte Beziehung zu fundamentalen zellularen Prozesse aufweisen. So steht beispielsweise die
Methylierung von Lysin-4, die Acetylierung von Lysin-14 und die Phosphorylierung von Serin-10 eng
mit der Transkriptionsaktivierung von bestimmten Genabschnitten in Zusammenhang, wahrend Lysin-
9-Methylierung mit der Genrepression in Verbindung steht.

Die Zuordnung von Histon-Modifikationen zu funktionellen Aufgaben und deren Folge im zellularen

Zusammenhang gewinnt an Komplexitat, da sie auch in Kombinationsmustern auftreten kénnen.
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Diese Modifikationsmuster koénnen zusétzlich an verschiedenen Histontails eines Nukleosoms
lokalisiert sein und dazu von Nukleosom zu Nukleosom inhomogen auftreten. Eine weitere
veranderliche GroRe steuert die Existenz von unterschiedlichen und funktionell-spezifischen
Versionen der Histonproteine bei. Ein Beispiel fir eine solche Histon-Variante von Histon H3 stellt das
exklusiv in Nukleosomen des Centromers vorkommende CENP-A (Histone H3-like centromeric protein
A) dar. Die C-terminale globulare Domane des humanen CENP-A weist 62% ldentitdt mit der von
Histon H3 auf, unterscheidet sich jedoch explizit beziiglich des N-terminalen Histontails.” Kombiniert
ergibt sich durch diese Fakten ein enormes Regulierungspotential der Histone. Die Streuung und das
Verhdltnis von Histonmodifikationen in den verschiedenen Stadien des Zellzyklus werden dabei von
sich funktionell gegenlberstehenden Enzymen reguliert. So wird beispielsweise im Bezug auf die
Acetylierungen von Lysinresten das entsprechende Enzympaar von Histonacetyltransferasen (HAT)
und Histondeacetylasen (HDAC) gestellt, wahrend der Phosphorylierungsgrad an Serin-, Threonin-
und an Tyrosinresten durch Enzyme aus der Familie der Protein-Kinasen (PK) und Protein-
Phosphatasen (PP) gesteuert wird. Der Methylierungsgrad von Lysin- und Argininseitenketten wird
hingegen von Histonmethyltransferasen (HMT) und von Histon-Demethylasen (HDM) eingestellt. In
Abb. 4 ist zur Veranschaulichung die Phosphorylierungsreaktion an Serin, die UN-Acetylierung an
Lysin und die stufenweise < -N-Methylierung von Arginin gezeigt. Bei der HMT-vermittelten
Dimethylierung von Arginin muss zwischen ¥ -N,N-Dimethylierung (asymmetrisch) und ¥-N, N o
Dimethylierung (symmetrisch) unterschieden werden. Fir erstgenannte sind Typ I-Enzyme und flr

zweigenannte Typ II-Enzyme verantwortlich.
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Abb. 4: Beispiele fur Modifizierungen an Serin (S), Lysin (K) und Arginin (R) durch entsprechende Enzyme

Diese und weitere enzymatische Proteine sind es, die das Gleichgewicht des Modifikationsstatus an

den Histonen regeln und somit den Zugang von anderen Regulatorproteinen gewahren oder

verhindern. Diese weisen oftmals konservierte modifikations-spezifische Bindungsdoméanen auf. Zu

den gelaufigsten Bindungsdomanen gehotrt die Chromodomane, die selektiv methyliertes Lysin

erkennt und die u.a. in HP1 (Heterochromatin Protein 1) und der HMT Suv39 (Suppressor of

variegation 3-9) vertreten ist. Acetylierte Lysinreste werden durch Bromodomanen-enthaltende

Proteine wie z.B. die Histonacetyltransferase GCN5 in Hefe und den Nukleosom-Remodelierungs-

Komplex SWI/SNF erkannt.
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Aus Beobachtungen, dass Histon-Modifizierungen einen Einfluss auf die
Chromatinstruktur haben, definierte PTM-Muster an Histontails die
Rekrutierung von bestimmten regulatorischen Proteinen férdern oder
unterbinden und an diesen Proteinen spezifische Bindungsdoméanen
gefunden worden sind, entwickelte si ch di e Theori eCod EFiZzusardneenfassid i
wird durch den Histon-Code beschrieben, dass durch die Art und Positionen der Modifikation(en), die
Reihenfolge der Vorgange und im welchen Kontext die Veranderungen stehen, ein synergistischer
Effekt regulatorischer Natur erzeugt wird.
Im aktuellen Stand der Wissenschaft ist die Theorie des Histone-Codes nicht unumstritten, wird aber
weitgehend anerkannt, auch wenn die vollstandige Entschlisselung aufgrund der beschriebenen

Komplexitat bisher nur ansatzweise gelungen ist.

Die Epigenetik ist ein relativ junges Forschungsfeld das intensiv untersucht wird. Im Rahmen dieser
Arbeit kann aufgrund der Komplexitat der Thematik nur ein Einblick in bisherige Zusammenhénge
geleistet werden. Deshalb wird im weiteren Kontext der Fokus vor allem auf die Phosphorylierung am
Histon H3-Tail gelegt. Dabei wird insbesondere auf die Phosphorylierung von Serin-10 am H3-Tail

eingegangen, welche anteilig auch als Basis zur weiteren Untersuchung in dieser Arbeit gedient hat.

1.2 Die Histone H3-Tail-Phosphorylierung

Seit der erstmaligen Beobachtung von Histon-Phosphorylierung in den Sechzigern[gl wurden einige
Phosphorylierungsstellen, inshesondere an Histone H3 identifiziert: Serin-10 (pSlO)[Q] und Serin-28
(pS28)"%, sowie Threonin-3 (pT3)™, Threonin-11 (pT11)"* und kiirzlich auch Threonin-6 (pT6)." Die
H3-Phosphorylierungen sind im Allgemeinen evolutionar in Tieren und Pflanzen konserviert. lhre
speziellen Funktionen und die Profile nachgeschalteter Signalwege werfen allerdings viele
Kontroversen auf, da sie sich nicht nur zwischen Tieren und Pflanzen, sondern bereits beim Vergleich
von artverwandten Organismen unterscheiden.™**® Somit scheint es bisher unméglich, ihnen eine
universelle Aufgabe zuzuordnen. Dieser Aspekt fuhrt dazu, dass bis heute die funktionelle Aufklarung
der Histon H3-Phosphorylierungen und ihr Zusammenspiel mit anderen PTM noch in den Anfangen

steckt oder anders gesehen noch viel Potential fir Entdeckungen bereithalt.

1.2.1 Phosphorylierung von Serin-10 in Histon H3

Einen besonderen Stellenwert bei der Aufklarung von Funktionen der Histonmodifikationen hat in den
letzten zwei Jahrzehnten die Phosphorylierung von Serin-10 an Histon H3 (H3pS10) eingenommen.
Ihr Auftreten ist in einem breiten Spektrum unterschiedlichster Organismen dokumentiert. Sie wurde
nicht nur in Wirbeltieren und Tetrahymena thermophila, sondern auch in Pflanzen, Caenorhabditis

elegans (C. elegans) und Aspergillus nidulans detektiert.'"24
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Im Gegensatz zur Histonacetylierung, welche eng mit der Genaktivierung verknupft ist?>? ist die
physiologische Funktion der Serin-10-Phosphorylierung trotz anhaltender und vielfacher Erforschung
immer noch nicht hinreichend aufgeklart. Dies hangt auch damit zusammen, dass Serin-10-
Phosphorylierung in Histon H3 in verschiedenen Phasen des Zellzyklus auftritt, in denen die globale
Struktur des Chromatins deutlich variiert. Zum einem, in der fir die transkriptionelle Aktivierung nétige
aufgelockerte, dekondensierte Form der Chromatinfasern, die fir den Zugang von
Transkriptionsfaktoren zur DNA und somit fir die Genexpression nétig ist. Zum anderen, die fir die

Mitose sowie Meiose™® %*

notige kompakte, kondensierte Chromatinstruktur, die erforderlich ist, um
den Chromosomensatz bei der Zellteilung auf die zwei neu entstehenden Zellen zu verteilen. Doch
trotz bisheriger reichhaltiger Untersuchungen konnte gerade wegen dieser Divergenz der Serin-10-
Phosphorylierung keine allgemein giiltige Rolle zugewiesen werden, worauf im Folgenden

eingegangen wird.

1.2.1.1 H3S10-Phosphorylierung wahrend der Mitose und Meiose

Das Auftreten der H3 Serin-10-Phosphorylierung wahrend der Mitose ist mehrfach belegt worden.®

I In Saugetierzellen tritt sie anfanglich in der spaten G2-Phase, zunachst nur lokalisiert am
perizentrischen Heterochromatinregionen, auf. AnschlieRend breitet sie sich bis zur Prophase uber

das gesamte Chromatin aus, Uberdauert Prometa- und Metaphase, bis sie in der spaten Anaphase

teilweise verschwindet und die Dephosphorylierung in der Telophase vollstandig abgeschlossen ist*9

(siehe auch Abb. 5). Ganz &hnlich verlauft die Phosphorylierung in der Meiose.?*
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Abb. 5: Zellzyklus mit Phasen der Mitose

Welche Rolle die Serin-10-Phosphorylierung bei Mitose und Meiose genau spielt, ist nicht eindeutig
geklart und offensichtlich Organismus-abhangig. So fiuhrte die Inhibition von putativen H3pS10-
Kinasen in Untersuchungen an S&ugetierzellen zu ausbleibender Chromosomenkondensation und
verhindert den Ubergang in die Mitose.”? Allerdings wurde die Aussagekraft dieses Experimentes
durch das Argument abgeschwacht, dass nicht ausgeschlossen werden konnte, dass auch andere
Substrate dieser Kinase die Mitose beeinflusst haben konnten. Doch auch an Tetrahymena
thermophila wurde mittels einer nicht phosphorylierbaren H3(S10A)-Mutante direkt gezeigt, dass die

Chromatinkondensation und Segregation in vivo deutlich gestort war.*"

Allerdings zeigte eine
entsprechende H3(S10A)-Mutante in Saccharomyces cerevisiae keinen Einfluss auf den Verlauf der
Mitose (und Meiose). Es wird vermutet, dass H2B-Phosphorylierung das Fehlen von H3pS10
funktional kompensieren konnte.”® Untersuchungen von meiotischen Phasen an Mais Meiozyten
zeigen keine direkte Korrelation mit der Kondensation der Chromosomen, sondern lediglich, dass die
?U Somit bleibt die

Rolle der Serin-10-Phosphorylierung bezuglich der Chromosomendynamik nicht genau definierbar.

Serin-10-Phosphorylierung mit der Schwesternchromatid-Cohesion einhergeht.

Zusétzlich wird diskutiert, ob statt eines direkten Einflusses auf die Chromosomenkondensation, die
Phosphorylierung nicht viel eher indirekt auf die chromosomalen Reorganisationsmechanismen
wirkt."® Durch die Entdeckung zusétzlicher Modifizierungen, die zeitgleich mit der Serin-10-
Phosphorlierungs am selben Histon H3 auftauchen, ergeben sich interessanterweise neue

Perspektiven. Was in einer Tandem-massenspektrometrischen (MS/MS) Untersuchung fur den Fall
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von Acetylierung an K9 oder K14 gezeigt werden konnte.””! Des Weiteren konnte aufgezeigt werden,
dass die Phosphorylierung an Serin-10 auch in Gegenwart von trimethylierten Lys-9 vorkommt und
diese einen regulatorischen Einfluss auf die Bindung des repressiven HP1 (Heterochromatin Protein 1)
zum Heterochromatin hat, indem sie es bei unveranderten Methylierungsgrad wahrend der
Mitosephase vom Substrat (H3K9Me3) verdrangt (Abb. 6).2%

Kinase ‘ Phosphatase

2

o iy,
RKS/TGGGKAP KA‘A‘R\

_—
o3

Abb. 6: Einfluss von Ser-10-Phosphorylierung auf HP1-Bindung (Binarer Methyl/Phospho-Schalter)

Mit einem &ahnlichen Einfluss wirkt sich die Serin-10-Phosphorylierung auch auf die Splicing-Faktoren

SRSF1 und SRSF3 aus, die sich wihrend der mitotischen Phase vom Chromatin l6sen.”®

1.2.1.2 H3S10-Phosphorylierung wahrend der Interphase

Im Vergleich zur eher globalen Phosphorylierung von H3 wahrend des Grof3teils an Mitose- und
Meiosephasen, ist die Phosphorylierung von Serin-10 an H3 wahrend der Interphase auf bestimmte
Regionen im Chromatin beschrankt. Die Phosphorylierung an H3S10 korreliert mit der Aktivierung der
dort gelegenen Gene.®” Sie ist allerdings nicht universal fur die Transkription aller Gene, sondern
taucht nur an spezifischen Promotorregionen von bestimmten Genen auf, was durch
Transkriptionsanalyse in Hefe dargestellt werden konnte.® Untersuchungen zeigten, dass Histon H3
Serin-10-Phosphorylierung mit der Induktion von IER-(Immediate early response)-Genen
einhergeht[sz'ssl, was am Beispiel von stimulierter Aktivierung von MSK1 und 2 (Nuclear mitogen- and
stress-activated protein kinase 1 and 2) an fos-Genen von Saugetierzellen beobachtet wurde.B
MSK1/2 ist eine der Interphase-spezifischen Kinasen von Serin-10 in Histon H3 (siehe
Abschnitt 1.2.2). Bemerkenswert ist, dass die H3-Phosphorylierung an Serin-10 an unterschiedlichen
Regionen (Promoterregion, Enhancerregion) zur Aktivierung des Genes durch ein und denselben
Stimulus beitragen kann, indem durch diesen unterschiedliche Kinasen aktiviert werden konnen.**"
An Drosophila wurde gezeigt, dass unter Einfluss von thermalem Stress ein deutlicher Anstieg an H3-
Phosphorylierungen an Hitzeschock-Loci verzeichnet wird. Dies geht einher mit der Rekrutierung

[38]

entsprechender  Transkriptionsfaktoren und der Reduzierung des restlichen H3-
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Phosphorylierungslevels im restlichen Genom.®™ Doch trotz der Gesamtheit der experimentellen
Daten ist man sich im Unklaren Uber die funktionale Rolle von Phosphorylierungsmarkierungen
wahrend der Interphase. Die Aktivierung von Genen kénnte dadurch induziert werden, wie im Fall von
HP12 beobacht ehosphatyliesunsg rgpr@skie Proteine und Proteinkomplexe vom H3-Tail
und somit vom Promotorgen verdrangt.“m Aufféallig ist allerdings das zuséatzliche Auftreten von Lysin-
14-Acetylierung am selben H3-Tail.®****4 Hinzu kommt die Beobachtung, dass die Rekrutierung von
14-3-3  Adapter-Proteinen zu IER-Genen (c-fos und c-jun) mit H3pS10K14Ac korreliert.*® 14-3-3-
Proteine sind direkte Binder von H3pS10, deren Bindungsaffinitat in diesem Falle durch K14-
Acetylierung zusatzlich verstérkt wird.**! Die Adapter-Proteine kdnnten moglicherweise direkt
andere Proteine oder Proteinkomplexe zum H3-Tail fihren oder diese nach der Bindung rekrutieren
und somit an der Transkription der dort gelegenen Gene beteiligt sein®™! Ahnlich wie in der Mitose wird
ein Zusammenwirken von H3pS10 und H3K14Ac als binarer Schalter vermutet. So bindet GCN5, eine
Histonacetyltransferase aus Hefe, in vitro mit bis zu zehnfacher Substratspezifitdt an den Serin-10-
phosphorylierten H3-Tail, was andeutet, dass die Phosphorylierung die K14-Acetylierung nach sich
ziehen konnte und somit auch Ausloser der einhergehenden Transkriptionsaktivierung sein konnte."
! Andere Daten hingegen sprechen gegen eine kausal beeinflussende Wirkung dieser Modifikationen.
Zum einen &ndert sich die Acetylierungsverteilung an IER-Genen weder durch Rickgang der
Phosphorylierung, mittels Eingriff in den MSK-Kinasesignalweg (durch Kinase-Inhibierung oder
Mutation)®*** noch durch die nur noch an bestimmten Hitzeschock-Genen gebiindelte De-novo-
Phosphorylierung nach Hitzeschock.™ Das deutet darauf hin, dass sich die Phosphorylierung stark
nach dem Transkriptionsbedurfnis der Zelle richten kann, wahrend die genomische Verteilung an

Histonacetylierung eher als weniger dynamisch erscheint.®®

1.2.2 H3S10-spezifische Kinasen

Seit der Entdeckung von H3-Phosphorylierung[8] und der Schilderung Uber die erste in vitro pS10-

phosphorylierenden Kinase!*”

wurden eine Reihe von potentiellen in vivo S10-Kinasen beschrieben.
Diese lassen sich als Mitose- oder Signaltransduktions-spezifische H3pS10-Kinase einteilen. Nach
Kinaseinhibitoreinwirkung oder RNAi-Experimenten, in Bezug auf die Mitglieder der Aurora-Kinasen,
zeigte sich eine drastische Reduktion der H3S10-Phosphorylierung wahrend der Mitose.* *® Damit
haben sich mittlerweile hauptsachlich die Mitglieder der Aurora-Kinase-Familie als spezifische

mitotische H3pS10-Phosphorylierungskinasen herauskristallisiert, wobei Aurora B in Séugern[49],

(0] 49 Aurora A sowie Aurora B in Xenopus®®? und IPL1 in Hefe und

Drosophila™, C. elegans
Nematoden® beschrieben wurden. In Aspergillus nidulans korreliert die Kinase NIMA mit mitotischer
H3-Phosphorylierung und zeigt in vitro eindeutige Kinaseaktivitat an Histon H3."¥ Kinasen, die in der
Interphase aktiv an der S10-Phosphorylierung beteiligt sind, kénnen z.T. als Stimulus-abhangig
eingeteilt werden. Bei S&augern handelt es sich um Stimulus-spezifische Downstream-Kinasen, die
hauptsachlich dem ERK- oder/und p38-MAP-Kinase-Signalweg zugeordnet werden kénnen (Abb.
7).[53'54] Zusatzlich zu MSK1 und 2% kénnen PKA (Protein Kinase A)[SS"SG], RSK2 (ribosomal protein
s6 kinase)® u nd I (IKBKihase U®® zu den Transkriptions-spezifischen H3pS10-Kinasen gezahit
werden. Die Genexpression wird mittels PKA durch das follikelstimulierende Hormon (FSH)

ausgelbstlsg], wéhrend diese Ro | | e b elie CyttoKineGn Form vom Tumornekrosefaktor (TNF)
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iibernehmen.” Die Signalkaskade zur Transkriptionsaktivierung durch RSK2 und MSK1/2 wird
dagegen beispielweise durch den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) oder Stress bewirkt.*® *"! Des
Weiteren zeigten in vitro Untersuchungen, dass Serin-10 in Histon H3 ebenfalls effizient von TLK1

(Tousled-like kinase 1) phosphoryliert wird.!

EGF Stress
bFGF uv
TPA @ / Anisomycin

RASRAF

—>[ ERK1&2J v [ SAPK2 ]<‘ --[ SAPK2 ]

| ?
()

[ ERK1&2 ]——

Zellkern
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Abb. 7: Signalkaskadentibersicht zur H3S10-Phosphorylierung der Interphase (leicht abgeéndert[“])

1.2.3 H3S10-spezifische Phosphatasen

Im Gegensatz zu den H3S10-spezifischen Kinasen ist bisher nur wenig Uber die zugehdrigen
Phosphatasen und ihre regulatorischen Untereinheiten bekannt. Als mdgliche mitotische
Phosphatasen werden die Mitglieder aus der Typ 1 Phosphatase (PP1)-Familie angesehen, da sie
nachgewiesenermal3en in vivo pS10 in H3 in Wirbeltieren, Hefe und C. elegans dephosphorylieren.[zo’
*1.51 Aus dieser Familie stammten sowohl die in Hefe vorkommende GLC7 als auch die in C. elegans
gefundene CeGLC7 Phosphatase, welche die Gegenstiicke zur IPL1-Kinase bilden.?® ®? Die PP1-
Phosphatasen sind nicht nur imstande H3pS10 zu dephosphorylieren, sondern inaktivieren
gleichzeitig Aurora A und B durch Dephosphorylierung.® ®® Es ist bekannt, dass die regulatorischen
Untereinheiten der PP1 durch das Konsensusmotiv R/K-V/I-X-F mit PP1 assoziierten.**® Diese
Sequenz ist auch in den Aurora-Kinasen konserviert, wobei Aurora A gleich zwei solcher Doméanen

aufweist und als direkter PP1-Binder identifiziert worden ist.*® Das ein Komplex zwischen Aurora B
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und PP1 an der Regulierung der mitotischen H3-Phosphorylierung involviert ist, zeigt sich durch
Behandlung von PP1 mit Okadainsaure (einem PP1/PP2A-Inbibitor) und der damit verbundenen
Aktivierung der Kinase.”! Eine direkte Interaktion zwischen Aurora B und PP1 ist dagegen bisher
noch nicht nachgewiesen worden.™ Die vier beschriebenen PP1-Isoformen ( U, 1 fu n @) *hstimmen
in Saugetieren zu ca. 90% Uberein und weisen fast identische katalytische Domé&nen auf,

unterscheiden sich aber besonders stark am C-Terminus.*°

! Im Allgemeinen sind sie wahrend Mitose
und Interphase im Cytoplasma sowie im Nukleus zu finden, wobei davon ausgegangen wird, dass die
Heterogenitat der Termini dafir sorgt, dass sie zu bestimmten Phasen des Zellzyklus an
verschiedenen Orten lokalisiert sind.®!

Uber spezifische Phosphatasen der Interphase ist noch sehr wenig bekannt. Lediglich fiir die globale
Dephosphorylierung nach thermalen Stress und der zugrundeliegenden exklusiven De-novo-
Phosphorylierung an Hitzeschock-Genen in Drosophila melanogaster wird ein Zusammenspiel mit
PP2A (Serin/Threonin-Protein-Phosphatase 2A) vermutet, da sich deren Inhibition oder Mutation
negativ auf den H3-Dephosphorylierungsgrad auszuwirken scheint."® Ferner sind die regulatorischen
Untereinheiten, die mit Phosphatasen Komplexe bilden und somit deren Aktivitat beeinflussen kénnen,

weitestgehend unbekannt.

1.2.4 Weitere Phosphorylierungsstellen am H3-Tail

Die Phosphorylierung an Threonin-11 (T11) und Serin-28 (S28) sind ebenso wie die Phosphorylierung

an Serin-10 wahrend der Mitose!™® *

71-72)

als auch bei der Translationsaktivierung bestimmter Gene
beobachtet worden.?® Somit spielt ihre Funktion durch ihr Auftreten in ebenfalls
gegeniberstehenden Chromosomenzustanden auch eine kontrovers diskutierte Rolle.

Die Phosphorylierung von Serin-28 wird oft mit der Serin-10-Phosphorylierung verglichen, da ihr
Auftreten und ihre Verteilung wahrend der Mitose und Meiose sehr ahnlich sind™ und der mitotische
Phosphorylierungsstatus ebenfalls durch Mitglieder der Aurora Kinasefamilie™® *? und pp1 B
geregelt ist. Dies ist nicht erstaunlich, da die beiden Serine in derselben Konsensussequenz -ARKS-
vorliegen. Serin-28-Phosphorylierung taucht allerdings erst etwas spater auf (Prophase), ist nicht so
verbreitet wie die Phosphorylierung von Serin-10 und verschwindet bereits in der frihen Telophase,
was vermutlich einer hoheren Sensitivitat gegeniiber PP1 zuzuschreiben ist.”® Wahrend das Auftreten
von Methylierungen an Lysin-27 und Lysin-36 in Kombination mit S28-Phosphorylierung am selben

Histon H3-Tail in vivo bereits nachgewiesen wurde®”

, konnte die Existenz von gemeinsam
auftretenden Phosphorylierung in Form von H3pS10pS28 wahrend der Mitose bisher nicht detektiert
werden. Bei Untersuchungen an Mausefibroblasten in der Interphase konnte die Kolokalisation beider

[74]

Phosphorylierungspositionen an einem H3-Tail per Immunfluoreszenz- und Chromatin-

Immunpragzipitations-(ChlP)-Experimenten

allerdings  ausgeschlossen werden. Trotz der
unterschiedlichen lokalen Verteilung der beiden Phosphorylierungen sind diese auch wahrend der
Interphase durch dieselbe Kinase, wie im Fall von TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat)-
stimulierter MSK1/2 gezeigt, induzierbar. Die Serin-28-Phosphorylierung wurde dabei an
Promotorregionen von IER-Genen wie c-jun beobachtet.?* ™!

Ebenso wie pS10 und pS28 korreliert die Threonin-11-Phosphorylierung mit  der

Chromosomenkondensation wahrend der Mitose, unterscheidet sich aber deutlich durch ihre reziproke
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Lokalisierung. Sie ist lediglich auf die Zentromere beschrankt und ist zwischen friiher Prophase und
frher Anaphase existent.™? Die mitotische Threonin-11-Phosphorylierung wird durch die ubiquitar
exprimierte DLK (DAP-like kinase), ein Mitglied der DAP (death-associated protein)-Kinasefamilie,
vermittelt."? Zusatzlich kann die T11-Phosphorylierung in der Interphase durch die Serin/Threonin-
Protein-Kinase CHK1 mit der Genexpressionen an Cyclin B1- und Cdkl-Promotoren in
Zusammenhang gebracht werden. Die Phosphorylierung scheint, ebenso wie die benachbarte
Serin-10-Phosphorylierung, einen Einfluss auf Rekrutierung der Histonacetyltransferase GCN5 und
die dadurch vermittelte Transkriptionsaktivierung zu haben.™ Erniedrigt sich das pT11-Level, durch
DNA-Schadigung induzierte CHK1-Dissoziation von Histon H3, korreliert dies mit der Reduktion der
Acetylierung von Lysin-9 und transkriptioneller Repression.m] Die Kinase PRKL1 (protein kinase C
related kinase 1) hingegen verknupft die pT11-Phosphorylierung mit der Transkription Androgen-
stimulierter Gene durch die Phosphorylierungs-stimulierte Demethylierung von Lysin-9.[77]

Der Ablauf der Phosphorylierung von Threonin-3 wahrend der Mitose ist zeitlich gesehen der von S10
und S28 sehr &hnlich, doch zeigen sich in der lokalen Praferenz deutliche Unterschiede. So beginnt
die Phosphorylierung punktuell, allerdings Uber das ganze Chromosom verteilt, bis sie sich Uber alle
Chromosomenarme ausbreitet. Die starkste Konzentration ist dabei jedoch im inneren Centromer zu
finden.™ In Saugetierzelllinien scheint HASPIN (haploid germ cell specific nuclear protein kinase),
welche ebenfalls am Centromer angereichert zu finden ist, die vermittelnde Kinase zu sein.[™
Interessanterweise  scheinen  laut  massenspektrometrischen  Untersuchungen in  vivo
Doppelphosphorylierungen in Form von H3pT3pS10 zu existieren.””” Welche Rolle die T3-
Phosphorylierung bei der Mitose, insbesondere bei der Chromosomenkondensation, einnimmt ist nicht
ausfuhrlich geklart. Diskutiert werden u.a. die Regulation der Chromosomenorientierung wéhrend der
Metaphase und die Schwesternchromatid-Kohasion sowie der Einfluss auf die Spindelanlagerung.!® %
Inwiefern die T3-Phosphorylierung auf3erhalb des Mitosekontextes zellulare Vorgénge beeinflusst, ist
eher unklar. Eine Rolle der Threonin-3-Phosphorylierung scheint die Beeintrachtigung der
transkriptionellen Repression zu sein, indem durch die Modifikation die Bindung von zwei
Untereinheiten (SET und pp32) des INHAT-(inhibitor of acetyltransferases)®® zum H3-Tail unterdriickt
wird.®Y Die Methylierbarkeit der direkt umgebenden Aminosduren (Arg-2 und Lysin-4) favorisiert

821 dessen Existenz und

Threonin-3 aulerdem als potentiellen Bestandteil eines bindren Schalters
Rolle aber bisher unaufgeklart ist. Tab. 2 gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber das
Auftreten und Verschwinden der H3-Tail-Phosphorylierungen und Uber das korrespondierende

Enzympaar wahrend der Mitose von S&ugetierzellen.
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Phosphorylierungs- Auftritt wahrend Lokalisation Mitotische
stelle Mitose Kinase/Phosphatase
Spéate Perizentrisch
pS10 - Telo Aurora B/PP1?
G2 A ges. Genom
Fruhe Perizentrisch
pS28 Pro - Aurora B/PP1?
Telo A ges. Genom
Frihe Fruhe
pT11 - Zentromer DLK/?
Pro Ana
Gesprenkelte Ausbreitung
Spéate
pT3 G2 - Telo A ges. Chromosom HASPIN/?

(+Zentromer)

Tab. 2: Ubersicht tiber H3-Tail-Phosphorylierungen wahrend der Mitose von S&augetieren

Hinzu kommt eine kirzlich entdeckte neue H3-Modifikation, die Phosphorylierung von Threonin-6,

welche einen maRgeblichen Einfluss auf die Interaktion von H3-Tail-Bindern zu haben scheint.®¥ |

n
Prostatazellen wird die Threonin-6-Phosphorylierung durch P K C BProtein Kinase C beta type |)
vermittelt. Dies fihrt zur Transkription von Zielgenen des Androgenrezeptors, indem es die
Demethylierung von Lsyin-4 durch LSD1 (Lysin-spezifische Demethylase 1) verhindert.™

In CENP-A, der H3-Histonvariante des inneren Kinetochors von Saugetieren, ist Ser-7 im Tail-

Abschnitt konserviert, wobei die Ser-7-Phosphorylierung wéhrend der Mitose der von Ser-10 in H3

folgt (frihe Prophase) und die Dephosphorylierung in der frihen Anaphase schon abgeschlossen

ist.® zuy Beginn der Mitose scheint Aurora A fir die Initiativphosphorylierung von Ser-7 verantwortlich

zu sein, die Aurora B fir die weitere Phosphorylierung an diese Position, rekrutiert®™ PP121 scheint
die korrespondierende Phosphatase zu sein.® Das Ser-7 die Funktion von Ser-10 ersetzt, wird durch

das nicht komplett zeitgleiche Auftreten der Phosphorylierung ausgeschlossen. Dafir wird Ser-7-
Phosphorylierung allgemein eine wichtige Rolle bei der Funktion des Kinetochors zugesprochen, die

allerdings noch nicht genau aufgeklart ist.®s so zeigte sich beispielsweise bei Untersuchungen an
S7A-Mutanten, dass die Zellseparation durch die fehlende Phosphorylierung gestort wird.®®

Sehr deutlich wird die Komplexitat der Funktionen von H3-Phosphorylierungen, wenn man im

Vergleich zu den vielzelligen Tieren (Metazoa) zusatzlich die Pflanzen betrachtet. So ist die rAumliche

Ausbreitung Uber die Chromosomen wahrend der mitotischen Phasen, wie am Beispiel von pT11 und

pS28 in Vicia faba und Arabidopsis thaliana geradezu reziprok zu der in Saugerzellen, was die
Interpretation zulédsst, dass in fast allen Organismen die mechanistische Rolle der Histon H3-

Phosphorylierungen sehr dynamisch wechseln kann.®”!

1.3 Nichtspaltbare Mimetika von pSer, pThr und pTyr

Bei der Untersuchung von phosphorylierten Proteinen, der funktionellen Aufklarung von
Phosphorylierungsreaktionen und bei der Entwicklung von Phosphatase-Inhibitoren hat sich der
Einsatz von Phosphat-Analoga der Aminoséuren Serin, Threonin und Tyrosin als nitzliches Mittel

erwiesen.® ! Fur die 0.9. Anwendungen sollten sich diese mdglichst stabil gegeniiber enzymatischer
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Aktivitat erweisen und sich ebenfalls durch eine hohe Affinitdt auszeichnen. Diese Anforderungen
konnten bereits durch Verbindungen, bei denen der Estersauerstoff gegen eine Methylen- oder
Difluormethylengruppe ausgetauscht worden ist, erfiillt werden. Entsprechende nicht-hydrolysierbare
Phosphatmimetika fir Phosphothreonin und Phosphoserin stellen Phosphonomethylenalanin (Pma)
und Phosphonodifluormethylenalanin (Pfa) sowie Phosphonomethylenphenylalanin  (Pmp) und

Phosphonodifluormethylenphenylalanin (F.Pmp) fir Phosphotyrosin dar (Abb. 8).

,POz* POz
o) R,C
_PO 2 2- /PO32_
e} 3 O/ P03 '/CRZ
PR /( N
HN™ "COzH H,N~ ~CO,H H,N~ ~CO,H H,N~ ~CO,H H,N~ ~CO,H

pThr pSer Pma (R=H) pThr Pmp (R=H)
Pfa (R=F) F.Pmp (R=F)

Abb. 8: Phosphothreonin, -serin und -tyrosin und einige ihrer géngigen Phosphonat-Mimetika

1 kénnen diese an

Mittels Festphasenpeptidsynthese (SPPS, solid phase peptide §ynthes:is)[94
beliebiger Stelle einer jeweiligen Peptidsequenz integriert werden. Diese Phosphonat-haltigen
Verbindungen zeichnen sich durch hohe Resistenz gegeniber Phosphatasen aus und zeigen
hinreichende Bindungseigenschaften zu ausgewahlten phospho-spezifischen Zielproteinen. %!
Schon relative kleine Peptid-basierte Verbindungen mit inkorporieren Pmp oder F,Pmp-Anteil kdnnen
diesen Ansprichen gerecht werden. So haben sie beispielsweise eindeutige Auswirkung auf die

[88]

Insulinrezeptor-Dephosphorylierung durch Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTP)-Inhibierung oder

inhibieren das Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) durch Bindung zur SH2-Domane.*

Da bis jetzt der rekombinante Einbau von Phosphonaten noch nicht erzielt wurde stellen die
chemoselektiven Ligationsstrategien der Proteinsemisynthese die einzige Moglichkeit dar, um diese
Bausteine in Proteine zu inkorporieren. So besteht die Mdglichkeit ausgewéhlte Proteine beziglich
ihnres Phosphorylierungszustandes durch den gezielten Einbau von Phosphonaten zu untersuchen.
Die Mdoglichkeit Proteine mit definierten Proteinmodifizierungen in Form von nicht hydrolysierbaren
Phosphat-Mimetika gezielt herzustellen wurde beispielsweise durch Methoden wie Native Chemische
Ligation (NCL)®® oder Ligation exprimierter Proteine (Expressed Protein Ligation, EPL)®®
geschaffen.®® %%l |m Grunde wird das interessierende Protein aus zwei Teilen erzeugt, ein Teil des
Proteins rekombinant (ohne Modifikationen) und der andere Modifikations-tragende peptidische Anteil
synthetisch. Wie in Abb. 9 anhand eines NCL-Beispielschemas gezeigt, missen die beiden
Bestandteile bestimmte reaktive Gruppen tragen. So wird der synthetische Peptidanteil als C-
terminaler Thioester erzeugt, wahrend das rekombinante Proteinfragment ein N-terminales Cystein
aufweisen sollte. Die eigentliche Ligation der beiden Fragmente erfolgt durch intramolekulare SA N-

Verschiebung einer Thiol-Thioester-Vorstufe.
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H,N—  synthetisch SR H,N
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Semisynthetisches Protein mit
Phosphonat-Modifikation

Abb. 9: Proteinsemisynthese auf Thiol-Thioester-Basis zur Herstellung eines Phosphonat-taggenden Proteins

Folglich kénnen mit einem solchen semisynthetischen Protein  Phospho-spezifische
Interaktionspartner ausfindig gemacht werden und Verknipfungen zu komplexen zellularen
Transduktionswegen aufgeklart werden. So konnte nach dieser Strategie der Serotonin-N-
Acetyltransferase (AANAT)-Phosphorylierung nach Injektion eines entsprechenden semisynthetisch
hergestellten Pma-Konstrukts in Zellen eine stabilisierende Rolle durch 14-3-3-Interaktion zugeordnet
werden und somit wurde auch der Bezug auf die Regulation der Melatoninproduktion offengelegt.ml
Des Weiteren konnten Mikroinjektionsexperimente mit Pmp-modifizierter Tyrosin-Phosphatase SHP-2

den Einfluss einer bestimmten SHP-2-Phosphorylierung auf den MAP-Kinase-Weg zeigen.[sg]

1.4 FHL-(Four-and-a-Half-LIM domain proteins)

1.4.1 Die FHL-Proteinfamilie

DerNameL| M geht aus HrelhlslAMece3riy nh eBeidenrBezeichnungen handelt es
sich um Gene, die fur Tandemkopien des LIM-Motivs (=LIM-Doméne) kodieren.®” %! Charakteristisch
fir Proteine mit LIM-Doméanen ist das Zn**-koordinierende Cystein-reiche Doppel-Zinkfingermotiv,
formal (CXZCX16_23HXzCXZCXZCX16_210X2(C/H/D)).[lOO] Dieses kommt in Wirbellosen sowie
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Saugetieren hoch konserviert vor."® obwohl ihr Aufbau der DNA-bindenden GATA-Zinkfingerstruktur
ahnlich ist™®?, scheinen sie keine entsprechende direkte Affinitat zur DNA aufzuzeigen.[1°3] Es handelt
sich vielmehr um Adapterdoméanen, deren Funktion es ist, als Bindungsvermittler zwischen Proteinen
zu fungieren und die Bildung von Multiproteinkomplexen zu ermdéglichen. Im Allgemeinen sind sie in
wichtige Prozesse der Zelle involviert, wie Genexpression, Signaltransduktion und Umformung des
Cytoskeletts.'®** zy den Vertretern der LIM-Protein-Superfamilie gehoren auch die funf Mitglieder
der Four-and-a-half-LIM domain-Proteinfamilie (FHL1-5). Diese bestehen, wie in Abb. 10 schematisch
dargestellt, jeweils aus einem N-terminalen LIM-Zinkfinger (half-LIM) und vier darauf folgenden LIM-
Domaénen (LIM1-4). Da sie ausschlieRlich aus LIM-Doméanen bestehen, werden sie zur Untergruppe

der LIM-only-Proteine gezahilt.

172LIM LIM1 LM 2 LIM3 LIM4
1 280
1_6\ /275—280
hFHL3 -MSESFDCSQAGP- - -
mFHL3 -MSEAFDCSQAGP---
hFHL1 -MAEKFDCAKKL—-——-
mFHL1 ~-MSEKXKFDCAKKL=-=--~
hFHL2 -MTERFDCGKDI-—--
mFHL2 -MTERFDCGKDI ——-~-
mFHL4 -MSE-FKCARNL----
hACT MTTAHFYCGSGMDTDI
mACT MTSSQFDCGSGADTDA

Abb. 10: Schematische Darstellung der LIM-Doméanen von FHL3

Wahrend FHL1-3 vor allem stark in Muskelzellen exprimiert werden, kommen FHL4 und FHL5 (ACT)
nur im Zellen des Hoden vor. FHL1 und FHL3 befinden sich hauptsachlich in Skelettmuskelzellen,

ist. %21 vergleicht man die

wahrend FHL2 in Herzmuskelzellen angereichert zu finden
Proteinsequenzen von dem am besten untersuchten Vertreter (FHL2) mit denen der anderen vier
Mitgliedern ergibt sich eine Identitat zwischen 50-60%."% An Mausen wurde gezeigt, dass ein FHL2-
Knock-Ou t  u pAdrenozeptoren-Stimulation zur Herzhypertrophie fiihrt und das Fehlen von FHL2,
trotz der Sequenzahnlichkeit, nicht durch eines der anderen zwei Mitglieder kompensiert wird.™ Fiir
FHL2 sind mittlerweile 50 Interaktionspartner bekannt, die allerdings untereinander kaum Homologien
aufweisen und teilweise in viele grundverschiedene regulierende Signalwege (Zellproliferation,
Genexpression, Apoptose) innerhalb der Zelle verwickelt sind."% so agiert FHL2 beispielsweise als
transkriptioneller Coaktivator von CREB/CREM (cAMP-responsive element-binding protein bzw.-
modulator).[llo] Weiterhin wurde gezeigt, dass es als Interaktionspartner von U- u n d-Unbereinheiten
des Integrin-Rezeptors fungiert und der Homodimerisierung unterliegen kann sowie sogar
Heterodimere mit FHL3 gebildet werden konnen.™%* FHL1 in Skelettmuskeln scheint u.a. an der

Ausdifferenzierung von Muskelzellen und an der Sarkomeranordung beteiligt zu sein."****¥ vom
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Cytoplasma-lokalisierten FHL1 sind zwei Splicevarianten (KyoT2 und KyoT3) bekannt. KyoT2 enthalt
nur zwei N-terminale LIM-Domaéanen (LIM1-2) und ist im Cytosol sowie im Kern zu finden, wahrend
KyoT3 vor allem im Kern von Gehirnzellen auftritt.******! FHL5 ist in Mausen subzellular im Nukleus
von Hodenzellen zu finden und Ubernimmt hier die Transkriptionsaktivierung von CREM/CREB unter
Einfluss von CBP (CREB-binding grotein).[m]

1.4.2 FHL3 (Four-and-a-Half-LIM domain protein 3)

Wie bereits erwahnt, gehort das stark in Skelettmuskulatur exprimierte FHL3 (Four-and-a-Half-LIM
domain protein 3), wie vier seiner bisher bekannten Subfamilienmitglieder (FHL1, FHL2, FHL4 und
FHL5), zu einem Vertreter der LIM-Protein-Superfamilie. Humanes FHL3 hat eine molekulare Masse
vom 31 kDa, setzt sich aus 280 Aminosauren zusammen und ist zu 94% mit der Isoform aus der
Maus (289 AS, 32 kDa) identisch. Ein Vergleich mit der aus der Sequenzierung von cDNA
gewonnenen EST(Expressed Sequence Tag)-Sequenz von FHL3 zeigt, dass das FHL3-kodierende
Gen zwischen den Positionen 1p34.2-p32.3 auf Chromosom 1 zu finden ist."*” ™"} Damit sitzt es
zwischen den Allelen von Congenial Ptosis (PTOS1)™® und vom Schwartz-Jampel-Syndrome
(S3S)™ welche beide mit Myopathien (Muskelerkrankungen) in Zusammenhang stehen. Die
subzellulare Lokalisation des FHL3-Proteins in Mausemyoblasten beschrankt sich vor allem auf den
Zellkern sowie Bereiche an der Zellmembran."?” Letzeres schlie3t fokale Adhasionen ein, was mit der
Beobachtung, dass FHL 3 -Adinirr reghlatoristh aeifr Aktiakiindelung aimitken U
kann, harmoniert."® Das vermehrte Auftreten im Nukleus ist konform mit der Beeinflussung von FHL3
auf Transkriptionsfaktoren wie CREB™'%, MzF1*?, BLF3 und CtBP2!**?. Hinzu kommen Interaktionen
mit Muskel-spezifischen Transkriptionsfaktoren. So hat sich beispielsweise herausgestellt, dass FHL3
als Regulator der MyoD-gesteuerten Transkription diese negativ beeinflussen kann und dadurch die
Bildung von Myotuben wahrend der Myogenese behindert.*?¥ AuRerdem ist bekannt, dass sich
resultierend aus der Rekrutierung von FHL3 durch den Transkriptionsfaktor Sox15 ein entsprechender
Komplex formiert, der das Foxkl-Gene coaktiviert, was Einfluss auf die Regenerierung von
Skelettmuskeln in myogenen Vorlauferzellen hat.**? Die Grafik in Abb. 11, generiert mit der STRING-
Datenbank (Version 9.0), gibt einen Uberblick iiber die bisher veroffentlichten, bestatigten bzw.

vermuteten Bindungspartner von FHL3.
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Abb. 11: Ubersicht nachgewiesener und vorhergesagter FHL3-Interaktionspartner (STRING 9.0-Datenbank,
http://string-db.org/)

Vor einigen Jahren wurde die CDC25B2-Phosphatase als weiterer Bindungspartner im Kern von
Mausemyoblasten entdeckt, wobei der Einfluss von FHL3 auf den G2-Zellzyklusregulator allerdings
ungeklart blieb.?®! Aus der Gesamtheit der aufgefiihrten Informationen lasst sich bislang ableiten,
dass FHL3 spezifische Rollen bei der Myogenese und Umformung des Cytoskeletts sowie bei der
Transkriptionsregulierung und dem Zellwachstum Obernimmt. Auf3erhalb des Muskelzell-
Kompartiments, also in anderen Gewebe bzw. Zelltypen, sind Hinweise Uber potentielle
Bindungspartner und der Einfluss von FHL3 auf zellulare Vorgénge sparlich dokumentiert. Die
Tatsache, dass weder eine Vorhersage potentieller Interaktionspartner noch enzymatische Aktivitéten
der FHL-Proteine nachweisbar sind, macht es schwierig sich einen entsprechenden Uberblick iiber die
Funktionalitat von FHL3 innerhalb der Zelle zu verschaffen.

1.5 Protein-Pull-Downs

Durch Affinitats-basierte Immobilisierung kénnen geldste Zielverbindungen mittels einer Festphasen-
gekoppelten Kodderverbindung gebunden und somit aus ihrer Ursprungslésung isoliert werden. Diese
Methode kann zum einen dazu genutzt werden Proteine aufzureinigen (z.B. mit speziell getaggten
Proteinen nach der Proteinexpression in E. coli) und zum anderen kann sie zur Auskunft Gber die
Wechselwirkungen zwischen den Interaktionspartnern genutzt werden. Die Festphasen bestehen aus
kleinen Kugelchen (beads), die sich durch Zentrifugation oder Filtration von Inkubations- und
Waschlésungen abtrennen lassen.

Bei Affinitdtsuntersuchungen werden als Kdder oftmals Proteine, Proteindoméanen oder Peptide
eingesetzt, wobei Veradnderungen in der Proteinsequenz wie z.B. Austausch von einzelnen

Aminosduren (durch Mutation) oder Posttranslationale Modifikationen wie Acetylierungen,
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Phosphorylierungen  oder  Methylierungen  verdnderte  Affinitdten  zur  entsprechenden
Vergleichsverbindung aufweisen kdnnen. Fur Pull-Downs mit Peptiden als Kdder hat es sich als
nitzlich erwiesen, eine kovalente Bindung zwischen Tragermaterial und Peptid herzustellen. Dies ist
z.B. durch Verwendung vom SulfoLink-Kupplungsharz (Pierce) mdglich. Dabei wird dem Peptid ein
meist Sequenz-unabhangiges Cystein N- oder C-terminal zugefligt, welches in diesem Fall als
reaktive Gruppe dient und durch Reaktion mit der lodacetlygruppe der Festphase, in Form einer

Agarosematrix, einen stabilen Thioether bilden kann (Abb. 12).

Kopplungsstelle
(z.B. kovalente Thioetherbindung)

Bead Kéderverbindung ¥
(zB. Agarose) (z.B. Peptid, Protein) g TAAS%
@< + o — @
R - ( Y )
Reaktive Gruppen
(z.B. SulfoLink-lodacetyl + Cystein) Festphasen-gekoppelte Kéderverbindung
N
8 Y r o+ Hs—
o)

Abb. 12: Herstellung Festphasen-gekoppelter Kdoderverbindungen

Die SulfoLink-Methode kann potenziell bei vielen Peptiden angewendet werden, da die relative
Haufigkeit von Cystein (1-2%) in natlrlichen Proteinsequenzen gering ist. Als Alternative, z.B. bei
Sequenzen die im vornerein ein oder mehrere Cysteine enthalten, kénnen auch biotinylierte Peptide
verwendet werden, die an Avidin- oder Streptavidin-Agarose (Kd = 10™*-10 *® mol/L)!**®! mit nahezu
kovalenten Charakter binden. Allerdings sind die Bindungskapazitaten hier etwas niedriger als bei
einer vergleichbare Menge an SulfoLink-Material. Proteinkdder lassen sich in Form von
Fusionsproteinen durch eine relativ starke Protein/Substrat-Affinitat an Festphasen kuppeln, so wie es
z.B mit GST-Fusionsproteinen an Glutathion-Sepharose mdoglich ist.

Bei den Zielverbindungen handelt es sich oft um Proteine oder Proteinkomplexe, welche auch selektiv
aus einer komplexen Ldsung, wie z.B. einem Zellextrakt, isoliert werden kdénnen. Das Pull-Down
( ARu nt eBxperimert Mdsteht darin, dass auch die Zielverbindungen (iber die Koéder an die
Festphase gebunden werden und diese somit aus ihrer urspriinglichen Lésung abgetrennt werden
konnen. Die Pull-Down-Methode wurde beispielsweise fur die Identifikation von speziellen
Histonmodifikations-registrierenden Proteinen schon erfolgreich genutzt und hat sich mittlerweile
etabliert."?”!

In Abb. 13 ist beispielhaft der Vergleich zwischen zwei Pull-Downs gezeigt. Dabei wird als
Festphasen-gekoppelte Kéderverbindung ein Peptid ohne und mit Modifikation (hier Phosphorylierung)
eingesetzt und diese jeweils mit der Proteinmischung inkubiert. In dem Schema wird deutlich, dass
einerseits allein durch den Einfluss der Phosphorylierung Proteine oder Proteinkomplexe
(schematisch dargestellt durch Protein 2) spezifisch an die modifizierte Peptidsequenz binden kénnen

und andererseits Bindungsaffinitaten von anderen Proteinen (Protein 1) erniedrigt werden.
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Abb. 13: Protein-Pull-Down mit unterschiedlich modifiziertem Peptid

Uber solche Vergleiche kénnen nicht nur Proteinwechselwirkungen aufgedeckt werden, sondern auch
oft direkt Ruckschlisse auf die Funktion von Proteinen und Proteinkomplexen sowie von

Proteindoméanen oder Proteinmodifikationen gemacht werden.

1.6 Quantitative Proteomanalyse

Die Gesamtheit aller vorhandenen Proteine in einem Lebewesen, einer Zelle, einem Gewebe oder
einem Zellkompartiment zu einen bestimmtem Zeitpunkt und unter definierten Bedingungen, wird als
Proteom bezeichnet. Das Proteom ist sozusagen eine Momentaufnahme einer dynamischen
Zusammensetzung von Proteinen einer spezifischen Probe. Mit quantitativer Proteomanalyse ist es
mdoglich, Aussagen Uber die Menge der einzelnen Proteine zu machen. Das ist besonders nitzlich,
wenn das Proteom beispielsweise von verschiedenen Zellzyklusstadien oder nach Einwirkung von
auReren Faktoren verglichen werden soll. Die Analysen multipler Verdnderung auf Proteinebene
kdénnen dazu genutzt werden Krankheitsbilder zu definieren. Dies kann fir die Entwicklung von
Therapien genutzt werden. In Kombination mit anderen biologischen Methoden besteht aulerdem die
Moglichkeit die Funktionalitit von Proteinen oder Proteindoménen und ihrer posttranslationalen
Modifikationen (PTM) zu bestimmen sowie ihre Interaktionspartner ausfindig zu machen und somit
komplexe Mechanismen aufzudecken und aufzuklaren. Hierbei hat sich unterdessen die quantitative

(1281291 3l standardisierte Methode

Massenspektrometrie (MS) gegenuber der 2D-Gelelektrophorese
der Wabhl fur replizierbare Ergebnisse etabliert. Die Kopplung von automatisierter nano-HPLC, mit den
mittlerweile sehr sensitiven und hochauflosenden Massenspektrometern in Kombination mit der
Verwendung von stabilen Isotopen zur Proteinmarkierung, machen eine quantitative Analyse unter

relativ einfachen experimentellen Bedingungen mdglich. Der Einsatz von Isotopen ist dabei der
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entscheidende Faktor, um von einer quantitativen Technik zu sprechen. Im Vergleich zu unmarkierten
Proben kénnen unterschiedlich Isotopen-markierte Proben zusammen kombiniert gemessen werden
und somit spielt ungeniigende Reproduzierbarkeit bei der lonisierung keine Rolle mehr. Die
Quantifizierung erfolgt hierbei auf Peptidebene, indem die Proteine vor der MS-Messung mit einer
Protease gespalten werden. Die Markierung kann erst wahrend der enzymatischen Hydrolyse durch
Verwendung von H,®0 (**0-Methode™****¥) oder in vivo durch den metabolischen Einbau von
isotopenmarkierten Aminoséuren wahrend der Zellkultivierung erfolgen. Die zuletzt erwéhnte Methode
wird als SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture)™***! pezeichnet und hat
gegeniiber der '*0-Methode den Vorteil einer héheren Nachweisempfindlichkeit.**® Ein weiterer
Vorzug von SILAC ist die Moglichkeit mehr als zwei Zustande direkt miteinander vergleichen zu

kénnen.™® SILAC wird im folgenden Absatz genauer beschrieben.

1.6.1 SILAC

Das Prinzip von SILAC beruht auf der Kultivierung von Zellen in unterschiedlich Isotopen-markierten
Medien. Der metabolische Einbau der Markierungen erfolgt dabei durch Zugabe definierter
isotopenmarkierter Aminosauren zum Kulturmedium, wobei diese von den Zellen in alle neu
synthetisierten Proteine eingebaut werden. Nach einigen Zellzyklen sind die markierten Aminosauren
somit quantitativ ins Proteom eingefligt. Die unterschiedlich gelabelten Proben werden anschlielRend
im 1:1 Verhaltnis gemischt und nach GroRenauftrennung im SDS-Gel durch ausgewahlte Proteasen
gespalten. Die entstandenen Peptide werden einer massenspektrometrischen Messung unterzogen;
dabei wird fir jedes Peptid ein Signalpaar mit spezifischem Massenunterschied erzeugt. Die
Intensitaten des Signalpaars kdnnen verglichen werden und entsprechende Verhaltnisse in Form von
Anreicherungsfaktoren bestimmt werden. Uber die eindeutige Zuordnung vom den Peptidsignalen zu
den Proteinen Uber sogenannte unique peptides (UP) und dem Abgleich mit Proteindatenbanken
kdénnen quantitative Aussagen zu Proteinmengen getroffen werden. Nachteilig ist, dass die
Sequenzierungsergebnisse nur gegen eine Datenbank abgeglichen werden, was dazu fuhrt, dass
nicht annotierte Proteine nicht identifiziert und quantifiziert werden.

Allgemein kdnnen mehrere verschieden proteomische Zustédnde bzw. unterschiedlich gelabelte
Proben untereinander verglichen werden. Die Mdglichkeiten mehr als funf verschieden Proben!**®!
herzustellen wird allerdings stark durch die Verfiigbarkeit entsprechender isotopenmarkierter
Aminosauren limitiert. ALei cht ef und Aschwer eh Ami nos2uren s ol
Masseneinheiten (4 Da) unterscheiden, um eindeutig von den Signalen der natirlichen
Isotopenverteilung unterschieden werden zu kénnen. Am haufigsten werden die beiden essentiellen
Aminosauren Lysin und Arginin in Kombination mit der Protease Trypsin genutzt. Trypsin spaltet

Proteine C-terminal nach Lysin und Arginin und somit werden Peptide erzeugt die idealerweise

einfach markiert und leicht zuzuordnen sind. Die Quantifizierung der massenspektrometrischen Daten

kann Uber die Auswertungssoftware MaxQuant™**"*%

erfolgen. Das SILAC-Verfahren zur
Untersuchung von unterschiedlichen proteomischen Zustédnden wird im Abb. 14 schematisch

dargestellit.
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Abb. 14: SILAC-basierter Vergleich von unterschiedlichen proteomischen Zustanden

[139-140]

Die SILAC-Methode wurde mittlerweile auch an Mikroorganismen und Pflanzen™*" durchgefihrt.

Am Mausmodel wurde auRerdem gezeigt, dass es auch mdglich, ist einen ganzen Organismus durch

entsprechende Isotopen-Diét der quantitativen Proteomanalyse zuganglich zu machen.™*?

1.6.2 SILAC-Pull-Down

Die Kombination von Isotopen-markierungsabhangiger Massenspektrometrie, wie SILAC und der Pull-
Down-Technik, liefert eine wertvolle Methode um ein weites Spektrum an speziellen
Wechselwirkungen zwischen Proteinen bzw. zwischen Peptiden und Proteinen in einem einzigen
Experiment zu entdecken. Hierbei spiegeln die Zellextrakte den selben proteomischen Zustand wieder,
sind aber unterschiedlich markiert. Bei dem Pull-Down werden zum grof3ten Teil nur die Proteine und
Proteinkomplexe aus dem proteomischen Zelllysat extrahiert und Massen-spektrometrisch analysiert,
die an einen der spezifischen Koder binden. Die Zuordnung wird dariber gesteuert, dass jede
Kdderverbindung mit einem bestimmten markierten Extrakt kombiniert wird. In Abb. 15 dient der
Vergleich zwischen einem unmodifizierten und einem phosphorylierten Peptidkéder zur Anschauung
der SILAC-Pull-Down-Methodik. Das unmodifizierte Koéderpeptid wird mit light-(L)-Extrakt und das
phosphorylierte Kéderpeptid mit heavy-(H)-Extrakt inkubiert. Die Zuordnung der Signale und somit die
Bestimmung Uber das Intensitatenverhdltnis wird, wie zuvor beschrieben, Uber die Isotopen-
Markierung getroffen. Im Beispiel zeigt das Peptid 2 einen deutlich erhdhtes H/L-Verhaltnis (20), d.h.
das korrespondierende Protein 2 ist im direkten Vergleich am phosphorylierten Koderpeptid
angereichert, wahrend das dem Peptid 1 zugeordnete Protein 1 mit ein hohen L/H-Wert (10)
spezifisch an das unmarkierte Kéderprotein bindet. Man kénne der Phosphorylierung funktionell also
nicht nur die Rekrutierung von Protein 2 zuordnen, sondern auch die Verdrangung oder das

Unterbinden der Affinitat von Protein 1 zum Kdderpeptid.
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Abb. 15: Beispiel fir einen SILAC-basierten Pull-Down

Aus einem einzigen SILAC-Pull-Down kann eine enorme Datenmenge resultieren, d.h. es kénnen z.T.

sehr viele Proteine mit besonderen Bindungsaffinititen gefunden werden. Literaturrecherchen,

Analogien der Proteine und bereits aufgeklarte Zusammenhéange zwischen den Proteinen helfen,

spezifische Wechselwirkungen und

Interaktionen auszumachen.

Des Weiteren konnen die

Bindungsaffinitaten durch weitere Detektionsformen (z.B. Western Blotting) verifiziert werden.
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1.7 Aufgabenstellung

1.7.1 Aufgabenstellung: Projekt 1

In dieser Dissertation sollte die Funktion der Phosphorylierung des N-terminalen Tails von Histon H3
und ihr Einfluss bei der Erkennung durch Bindeproteine untersucht werden. Ein besonderer Fokus
sollte dabei auf die Phosphorylierung von Serin-10 gelegt werden. Um dieses Ziel zu erreichen, sollten
die Techniken der quantitativen Proteomanalyse und die Mittel der chemischen Biologie genutzt

werden. Im Detail sollten die folgenden drei Gruppen von Proteinen analysiert werden:

1. Spezifische Bindeproteine, die durch die Phosphorylierung von Serin-10 an Histon H3

rekrutiert werden.

2. Spezifische Bindeproteine des unmodifizierten Histon H3, deren Rekrutierung durch

die Phosphorylierung von Serin-10 in Histon H3 unterbunden wird.
3. Protein-Phosphatasen, die die Phosphorylierung von H3pS10 entfernen.

Fir die letzte Klasse von Proteinen sollte untersucht werden, inwieweit das nicht hydrolysierbare
Analogon von phosphorylierten Serin  Phosphonomethylenalanin  (Pma) als Bindestelle fur

Phosphatasen geeignet ist.

1.7.2 Aufgabenstellung: Projekt 2

In einem Projekt sollte das Four-and-a-Half-LIM 3 (FHL3) Protein einer quantitativen Proteomanalyse
unterzogen werden, um bisher unbekannte Interaktionspartner dieses Adapterproteins zu
identifizieren und dadurch Hinweise auf die multiplen Funktionen des FHL3-Proteins zu bekommen.
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2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

2.1 Projekt 1

2.1.1 Strategie (Teil 1):

Mittels der SILAC-Pull-Down-Technik sollte eine quantitative Proteinanalyse beziglich der in der
Aufgabenstellung besagten Proteine vorgenommen werden (Abschnitt 1.7.1). Als Kdder sollten per
SPPS-synthetisierte und immobilisierte H3-Tail-Peptide genutzt werden. Zunachst mussten Fragen

geklart werden, die mit der Aufgabenstellung einhergehen.

U Istein H3pS10-Tail-Peptid ein geeignetes Substrat fur Protein-Phosphatasen? 2.1.1.3
U Mitwelchen Mittel fangt man " in H3p IR ED ¢ 4 z I p (A )

Phosphatasen?
(A 2.1.1.1)

0 Ist Pmaein geeignetes
pS10-Mimetikum

(A 2.1.1.4) H3-PP: H3-Tail-Protein-Phosphatase
ngslo_Bp H3pS10-BP: H3pS10-bindendes Protein
H3-BP: H3-Tail-bindendes Protein
(0}
H3-PP < HOP-oH |—o H3-BP

{ ~ @)

ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGC

0 Wieunterscheidet man spezifische Binder des unmodifizierten H3-Tails von unspezifischen? (A 2.1.1.2)

2.1.1.1 Darstellung von Fmoc-L-Phosphonomethylenalanin (Fmoc-L-Pma)

Die Untersuchung von phosphorylierungs-spezifischen Bindern des H3-Tails setzte voraus, dass die
eingesetzten Koderpeptide, insbesondere die Phosphorylierungsmodifikation, im Umfang der
proteomischen Umgebung stabil bleiben. In Abschnitt 1.3 wurde bereits beschrieben, dass sich die

Fahigkeiten von Phosphonaten, wie u.a. von Pma oder Pfa, als Mimetika fir Phosphoserin in vielen
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verschiedenen Anwendungen bewahrt haben. Diese Resultate, in Bezug auf enzymatische Stabilitat
und Affinitéat zu entsprechenden Bindeproteinen bzw. Bindedomé&nen, sollten auch hier ein geeigneter
Ausgangspunkt sein und in dem Kontext von H3-Peptiden experimentell Uberprift werden. Zusatzlich
sollte durch den Einsatz von Pma das Kriterium erfiillt werden, auf Phosphataseinhibitoren zu
verzichten und gleichsam die Mdglichkeit gegeben sein, H3-Tail-spezifische Phosphatasen und
korrespondierende regulatorische Untereinheiten ausfindig zu machen. Letztere Uberlegung basiere

auf Untersuchungen
[143]

in denen Phosphonate erfolgreich als Inhibitoren fir Serin/Threonin-

Phosphatasen~™" eingesetzt wurden. Pma ist das Phosphonat-Mimetikum von phosphorylierten Serin
und ist in der reinen L-Form kommerziell erhdltlich. Auf die Synthese und Analyse des
entsprechenden Fmoc-(Fluorenylmethoxycarbonyl)-Bausteins fir die SPPS wird im Folgenden
eingegangen.

Wie detailliert wurde

unter Abschnitt 4.2.5.1 beschrieben,

Phosphonomethylenalanin (3) mit Hilfe eines Standardprotokolls

Fluorenylmethoxycarbonyl-L-
044 durch Reaktion von L-
Phosphonomethylenalanin (2) mit N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)succinimid (1) in einer wassrigen
Natriumhydogencarbonatlésung erfolgreich hergestellt (Abb. 16). Die Produktaufarbeitung erfolgte

durch Extraktion mit Ethylacetat.

|l
o 0 HO-P—OH

O
O O)J\O—N Na,CO; o
+ H,O/Aceton O O)J\N C/OH
O o) .OH 2 . H I

0 )
- HO-N
D 2 3
C1oH15NOs C4H;oNOGP o C1oHoNO,P
MW: 337,33 MW: 183 1 MW: 405,34

Abb. 16: Reaktionsgleichung zur Synthese von Fmoc-L-Pma

Die HPLC- und ESI-MS-Daten in Abb. 17 belegten den hohen Reinheitsgrad des Produktes (3). Die
Signale des Eduktes sind vernachlassigbar klein.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abb. 17: HPLC-Chromatogramm und ESI-MS-Spektrum von Fmoc-L-Pma

'H- und *C-NMR-Spektren bestatigten die Identitit der Verbindung. Im *H-NMR-Spektrum (Abb. 18)
konnten alle Kohlenstoff-gebundenen Protonen (1-9) zugeordnet werden. Die CH,-Gruppen der
Seitenkette (1 und 2) bei 1,8-2,2 ppm sind deutlich hochfeldverschoben, wahrend die aromatischen
Protonen der Fmoc-Gruppe (6-9) charakteristisch mit 7,3-7,9 ppm tieffeldverschoben sind. Die Ubrigen
4 Protonen (3-5) fallen hier auf ein Signal bei 4,3 ppm zusammen, was zu einem Pseudo-Singulett-
Signal fuhrt, hinter dem sich ein Multiplett verbirgt. Die Identitdt des breiten Signals bei 7 ppm ist
unklar, kann aber aufgrund der anderen analytischen Daten als Verunreinigung der NMR-Probe
gewertet werden. Das Produkt wurde in einer isolierten Ausbeute von 48% erhalten, was bei der

gewdahlten AnsatzgréfRe von 220 umol 41 mg entsprach.

















































































































































































































































































































































































