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1. EINLEITUNG

Jede zellulire Funktion eines komplexen Organismus, wie z.B. Metabolismus- und
Genregulation, Proliferations-Status, Zytoskelettorganisation, Zellzyklus und Apoptose, wird
durch externe Signale reguliert (Pawson et al. 2000). Die Prinzipien der Signaltransduktion
werden seit liber 50 Jahren intensiv untersucht und stellen das zelluldire Konzept der
Kommunikation und Regulation dar. In der Signaltransduktion werden extra- und interzellulére
Signale von Rezeptoren der Zelle registriert, intrazellulir amplifiziert und durch
Reaktionskaskaden in der Zelle umgesetzt. Als extrazelluldire Signale sind z.B.
niedermolekulare primire Botenstoffe wie Hormone, Zytokine, Ionen und Neurotransmitter,
aber auch sensorische Signale wie Warme, Licht, elektrische und mechanische Reize bekannt.
Intrazelluldr werden Signale durch Protein-Protein Interaktionen aber auch durch sekundére
Botenstoffe, wie z.B. cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat), ¢cGMP (zyklisches

Guanosinmonophosphat) und Ca**-Ionen weitergeleitet.

1.1 DIE CAMP-VERMITTELTE SIGNALTRANSDUKTION

Der sekundire Botenstoff cAMP reguliert bei Sdugern mindestens ein Enzym in jedem
metabolischen Signalweg (Antoni 2000; Newton et al. 2004) und gilt als Prototyp eines
sekunddren Botenstoffes (Chin et al. 2002; Newton et al. 2004). Fiir die Entdeckung und
Erforschung der cAMP-vermittelten Signaltransduktionswege wurden mittlerweile drei

Nobelpreise verliehen:

Der erste Nobelpreis ging 1971 an Earl W. Sutherland fiir die Entdeckung des Prinzips von
sekunddren Botenstoffen und der Rolle von cAMP im Glykogen-Stoffwechsel (Sutherland
1971). Dann 1992 an Edmond Fischer und Edwin Krebs fiir die Entdeckung des Prinzips der
reversiblen Proteinphosphorylierung durch die cAMP-abhéngige Proteinkinase und die daraus
resultierende Regulation von biologischen Prozessen (Fischer 1992; Krebs 1992), und
schlieBlich 1994 an Alfred Gilman und Martin Rodbell fiir die Entdeckung von G-Proteinen
und ihrer Rolle in der cAMP-vermittelten eukaryotischen Signaltransduktion (Gilman 1994;
Rodbell 1994).
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Die Signaliibertragung iiber das cAMP-System ist ein brillant einfaches aber effizientes Prinzip
um ein extrazelluldres Signal intrazelluldr zu amplifizieren und weiter zu leiten (Abbildung 1.1).
Der klassische cAMP-Signalweg beginnt bei der Bindung eines extrazelluldren primédren
Botenstoffes (z.B. des Hormons Adrenalin) an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (G
protein coupled receptor, GPCR, z.B. B-adrenerger Rezeptor), der mit sieben a-Helix Doménen
(7-Transmembran-Rezeptor) die Membran durchspannt ((Lefkowitz 2004; Robidoux et al.
2004; Jacoby et al. 2006), Abbildung 1.1) Der aktivierte B-adrenerge Rezeptor bindet an ein
membranassoziiertes, heterotrimeres Gs-Protein (stimulierendes Guaninnukleotid-bindendes
Protein), bestehend aus jeweils einer a- und By—Untereinheit (Luttrell et al. 2003). Die inaktive
(GDP gebundene) Ga-Untereinheit tauscht auf dieses Signal hin das GDP gegen GTP aus und
initiiert damit seine Dissoziation von der GPy-Untereinheit und dem GPCR (Vetter et al. 2001).
Die Ga-Untereinheit aktiviert dann transmembranassoziierte Adenylylzyklasen (tmAC), die an
der zytosolischen Seite der Membran cAMP aus Adenosintriphosphat (ATP) synthetisieren
(Lipkin et al. 1959; Taussig et al. 1995). Die freigesetzte GPy-Untereinheit besitzt, wie die
Go-Untereinheit, regulatorische Funktionen, zu denen unter anderem die Inhibierung von
tmAC gehoren (Katada et al. 1984a; Katada et al. 1984b; Clapham et al. 1993; Birnbaumer
2007). Die Termination des Synthesesignals erfolgt durch die GTPase Aktivitit der
Ga-Untereinheit und die Reassoziation zum heterotrimeren G-Protein. Eine Amplifikation des
extrazelluldren Signals wird einmal iiber den GPCR erreicht, der mehrere G-Proteine aktivieren

kann sowie iiber die Synthese von cAMP durch die tmAC.

Ein zweiter, noch nicht so lange bekannter, Signalweg zur cAMP-Synthese in Sdugetieren lduft
tiber die Aktivierung von ubiquitdr vorkommenden zytosolischen Adenylylzyklasen (zyAC)
(Buck et al. 1999; Chen et al. 2000; Sinclair et al. 2000; Kamenetsky et al. 2006). Diese zyAC
werden (anscheinend) durch Bicarbonat (Chen et al. 2000) und Ca**-Ionen (Jaiswal et al. 2003;
Litvin et al. 2003) aktiviert und sind insensitiv gegeniiber der Regulation durch G-Proteine
sowie einer Stimulation durch Foskolin, worauf nur die tmAC reagieren (Buck et al. 1999). Die
zyAC sind an diskreten sub-zelluliren Kompartimenten im Zytosol, wie z.B. Mitochondrien
und Mikrotubuli lokalisiert (Zippin et al. 2003). Die Phosphodiesterasen (PDE) terminieren das
cAMP-Signal durch die Hydrolyse und damit Inaktivierung des sekundidren Botenstoffes. Es
gibt 11 verschiedene PDE-Familien mit einer Vielzahl von verschiedenen Isoformen (insgesamt
bis zu 100 (Conti et al. 2007)), die signifikant unterschiedliche zelluldre Verteilung,
Nukleotidspezifitit (cAMP, ¢cGMP) und kinetische Eigenschaften (K, von 0,02-120uM,
(Omori et al. 2007)) aufweisen. (Fiir eine Ubersicht der PDE Familien sieche (Omori et al.
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2007)). Die cAMP-Synthese und Degradation in der Zelle kann aufgrund der Vielzahl von
Enzym-Isoformen der beteiligten Interaktionskaskaden auf bis zu mehreren hundert
verschiedenen Wegen ablaufen (Antoni 2000). Dies gewihrleistet eine sehr feine zeitliche und

rdumliche Modulation des cAMP-Signals (Beavo et al. 2002).

tmAC CNG

Epac

- -.._. —— /l( A‘Mp
| Mitocnon

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der cAMP-vermittelten Signaltransduktion in der
eukaryotischen Zelle.

Die Bindung eines Liganden an die extrazellulire Doméne eines 7-Transmembran-Rezeptors (7TMR)
induziert in der zytoplasmatischen Domine eine Konformationsdnderung. Hier bindet nun das
stimulierende Guaninnukleotid-bindende Protein (Go— und Gy-Untereinheit) und tauscht gebundenes
GDP gegen GTP aus. Durch die Bindung der GoeGTP-Untereinheit an eine transmembranassoziierte
Adenylylzyklase (tmAC) wird diese aktiviert und synthetisiert den sekundéren Botenstoff cAMP. cAMP
kann auch durch zytosolische Adenylylcyclasen (zyAC) synthetitisert werden, die an sub-zelluldren
Kompartimenten wie z.B. dem Mitochondrium verankert sein kénnen. Aktiviert werden die zyAC durch
Bicarbonat (HCO3) und Ca’+Ionen. Mittels A-Kinase-Ankerproteinen (AKAP) werden viele
Komponenten der cAMP-Signaltransduktion als auch der Signaltermination an Zellkompartimente wie
das endoplasmatische Reticulum (ER), Golgi-Apparat (Golgi) und Nukleus lokalisiert. Die
Signaltransduktion wird durch (1) die cAMP-abhéngige Proteinkinase A (PKA), bestehend aus jeweils
zwei katalytischen (C)- und regulatorischen (R)-Untereinheiten, (2) den zyklonukleotidregulierten
Guaninnukleotid-Austauschfaktor (Epac), (3) die zyklonukleotidregulierten Ionenkanile (CNG: cyclic
nucleotide gated ion channel und HCN: hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-modulated
channel) vermittelt. Die PKA wird durch die Bindung von cAMP an die R-Untereinheit aktiviert, indem
die C-Untereinheit abdssoziiert. Die C-Untereinheit kann darauthin Substrate im Zytoplasma und im
Nukleus phosphorylieren. Durch den hitzestabilen Proteinkinaseinhibitor (PKI) wird die C-Untereinheit
aus dem Nukleus transportiert. Die Signaltermination erfolgt durch die cAMP-abbauenden
Phosphodiesterasen (PDE) und die Protein-Phosphatasen (PP).
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Prinzipiell kann cAMP als weitreichender sekundirer Botenstoff frei durch die Zelle
diffundieren, aber durch die Expression und Aktivitdt der AC und PDE sowie physikalische
Diffusionsbarrieren wie Membranen und Organellen ist die zellulire cAMP-Verteilung auf
sogenannte cAMP-Mikrodoménen begrenzt (Abbildung 1.1, (Kasai et al. 1994; Rich et al.
2001b; Tasken et al. 2004; Cooper 2005)). Auf der Grundlage von invivo Experimenten
(Barsony et al. 1990; Bacskai et al. 1993; Zaccolo et al. 2002) und einem theoretischen Modell
(TIancu et al. 2007) wurde in Zellen die cAMP-Lokalisation in Form eines cAMP-Gradienten
beschrieben, der lokal hohe cAMP-Konzentrationen aufweisen kann (bis zu 1uM, (Iancu et al.

2007)).

Die cAMP-Bindung von Proteinen erfolgt vom Bakterium bis zum Menschen {iber ein
hochkonserviertes cAMP-Bindemotiv (cyclo nucleotide-binding domain, CNB, (Berman et al.
2005; Das et al. 2007a)). In dem Bakterium Escherichia coli (E. coli) reguliert der cAMP-
abhingige Transkriptionsfaktor CAP (catabolite activator protein, auch bekannt als CAMP
receptor protein, CRP) iiber 150 Promotoren (Lawson et al. 2004).

In Sdugetieren sind bisher vier durch cAMP-regulierte Proteine bekannt. Der zyklonukleotid-
regulierte Guaninnukleotid-Austauschfaktor Epac (exchange protein directly activated by
cAMP, cAMP-regulated guanine nucleotide exchange factor, cAMP-GEF) wird durch cAMP
aktiviert und katalysiert dann den Austausch von GDP zu GTP an Rap-1 und Rap-2, zwei
kleinen Ras-homologen GTP-bindenden Proteinen (de Rooij et al. 2000).

Die beiden zyklonukleotidabhingigen Ionenkandle CNG und HCN (cyclic nucleotide gated ion
channel und hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-modulated channel) werden durch
Zyklonukleotide unterschiedlich reguliert. Der CNG wird in Photorezeptoren durch cGMP bzw.
in olfaktorischen Neuronen durch cAMP aktiviert und Offnet darauthin seine
Kationenkanaldoméne, die nun das primére elektrische Signal generieren (Craven et al. 2006).
Im Gegensatz dazu werden die HCG (auch ,,Schrittmacherkanéle* genannt) durch die Bindung
von Zyklonukleotiden lediglich moduliert, d.h. die Aktivierung erfolgt hier durch
Hyperpolarisation aufgrund von Aktionspotentialen (Craven et al. 2006).

In Sédugerzellen ist der unbestrittene Hauptwirkort fiir cAMP jedoch die regulatorische
Untereinheit der cAMP-abhingigen Proteinkinase (PKA, Proteinkinase A, siehe 1.2).

In Pflanzen iibernehmen zyklische Nukleotide (und speziell cAMP) vergleichbare zelluldre
Funktionen wie in Sdugetieren (Newton et al. 2004). Allerdings konnte bisher keine pflanzliche
cAMP-abhéngige Proteinkinase isoliert werden (Newton et al. 2004), obwohl 4% des
pflanzlichen Genoms fiir Proteinkinasen kodieren (Niedner et al. 2006).
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1.2 ROLLE DER PROTEINKINASEN IN DER
SIGNALTRANSDUKTION

Nach Schétzungen, die auf Analysen humaner cDNA-Sequenzen und EST-(expressed sequence
tag) Analysen basieren, betrdgt die Anzahl putativer humaner Proteinkinasen 518, was in etwa
1,2 % des menschlichen Genoms entspricht (Manning et al. 2002b; Manning et al. 2002a).
Proteinkinasen katalysieren den reversiblen Transfer des vy-Phosphats von ATP auf
Substratproteine. Diese posttranslationale Modifikation (PTM) kann an ca. 30% eines Proteoms
angebracht werden (Cohen 2000; Ficarro et al. 2002; Manning et al. 2002a; Johnson et al.
2005). Durch die Phosphorylierung erhoht sich die Oberflachenladung des Substrats, was zu
einer Konformationsdnderung fiihren kann, wodurch z.B. bei Enzymen oft deren Aktivitit an-
bzw. abgeschaltet wird (Johnson et al. 2001b; Newton et al. 2004). Somit konnen
Proteinkinasen durch Phosphorylierung bis zu mehrere 10.000 Proteine in einer eukaryotischen
Zelle modulieren (Taylor et al. 2004). Hierzu gehort die Regulation zelluldrer Prozesse wie z.B.
des Stoffwechsels, der Zellzyklus-Phasen und der Transkription. Phosphorylierungsereignisse
sind integraler Bestandteil der Stressantwort und sind essentiell fiir die Gedachtnisbildung
sowie die Immunantwort und sind direkt involviert in den Apoptosesignalweg (Hunter 2000).
Globale Analysen von Proteinphosphorylierungen geben erste Einblicke in die Komplexitét der
Kinase-regulierten Signalwege (Johnson et al. 2005; Ptacek et al. 2005). Der Gegenspieler der
Proteinkinasen sind die Proteinphosphatasen, welche die Phosphatgruppe von Substraten wieder
abspalten und somit das Phosphorylierungssignal terminieren (Hunter 1995; Gold et al. 2006a).
Die Proteinphosphatasen werden klassifiziert nach ihrer Aminosduresequenz, Struktur und dem
verwendeten katalytischen Mechanismus (Moorhead et al. 2007). Es gibt die Familie der
Protein-Serin-Threonin-Phosphatasen, Protein-Tyrosin-Phosphatasen und die Phosphatasen,

deren katalytischer Mechanismus auf Aspartat beruht (Moorhead et al. 2007).

Die meisten, wenn nicht alle, malignen Tumorerkrankungen sind auf Fehlfunktionen von
Kinasen oder Phosphatasen zuriickzufiihren (Cho-Chung et al. 1995; Blume-Jensen et al. 2001;
Sachsenmaier 2001; Arena et al. 2005; Moorhead et al. 2007). Bisher sind 10-20% aller
Proteinkinasen als drug targets (Ansatzpunkte fiir Medikamente) identifiziert worden (Cohen
2002; Burke et al. 2003; Sebolt-Leopold et al. 2004; Naula et al. 2005). Mittlerweile gibt es
finf zugelassene Medikamente gegen die katalytische Domine von 18 verschiedenen

Proteinkinasen (Overington et al. 2006).
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1.3 DIE CAMP-ABHANGIGE PROTEINKINASE (PKA)

Die meisten biologischen Effekte des sekundidren Botenstoffs cAMP werden in Sdugetieren
durch die Proteinkinase A (PKA) vermittelt (Johnson et al. 2001a). Die PKA gehort nach der
Nomenklatur von Hanks zur Familie der Serin/Threoninkinasen und zéhlt innerhalb dieser
Gruppe zu den AGC-Kinasen (Hanks et al. 1988; Parker et al. 2001; Manning et al. 2002b;
Traincard et al. 2004). Das Kiirzel ,,AGC* leitet sich von den drei Hauptvertretern dieser
Gruppe ab: cAMP-abhingige Proteinkinase (PKA), cGMP-abhingige Proteinkinase (PKG) und
Proteinkinase C (PKC).

Das inaktive PKA Heterotetramer (Holoenzymkomplex) besteht aus zwei katalytischen (C) und
zwel dimerisierten regulatorischen (R) Untereinheiten. Die Bindung von jeweils zwei
Molekiilen cAMP an jede R-Untereinheit fiihrt zu einer Konformationsidnderung, die zur
Aktivierung der C-Untereinheiten fiihrt. Die aktive C-Untereinheit phosphoryliert Substrate
sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus, wohin die R-Untereinheit aufgrund ihrer Grof3e
nicht gelangen kann. Die R-Untereinheiten dienen nicht nur zur Regulation der Aktivitit durch
cAMP, sondern vermitteln iiber die Bindung an sogenannte A-Kinase-Ankerproteine (AKAP,
siche 1.4) die Lokalisation des Holoenzymkomplexes an Zellorganellen (Smith et al. 2006)

sowie an die zelluldre Matrix (Carlson et al. 2001).

Eine weitere bekannte physiologische Regulation der PKA-Aktivitidt erfolgt durch die
hochaffine Bindung des aktiven Zentrums der C-Untereinheit an den hitzestabilen
Proteinkinaseinhibitor PKI (Posner et al. 1964; Walsh et al. 1971; Demaille et al. 1978). Durch
das Kernexportsignal des PKI wird die C-Untereinheit aktiv aus dem Zellkern transportiert und
damit die Initiation der cAMP-abhéingigen Genexpression verhindert (Fantozzi et al. 1994; Wen
et al. 1995a). Die Expression sowie die intrazelluldre Verteilung von PKI sind zellzyklus-

abhéngig (Wen et al. 1995b).

Die PKA gilt als die am besten charakterisierte Kinase (und damit als Modellsystem fiir
Kinasen). Sie ist aus relativ kleinen (jeweils um die 40 kDa) und gut zu exprimierenden
Untereinheiten aufgebaut, die konservierte katalytische Kernregion macht fast die gesamte
C-Untereinheit aus, es gibt Kristallstrukturen in verschiedenen Konformationen sowohl mit
Substraten als auch mit Inhibitoren und es wurde an der PKA die bilobiale Struktur entdeckt,
die den Kinasen gemeinsam ist (Shoji et al. 1983; Knighton et al. 1991b; Knighton et al. 1991a;
Zheng et al. 1991; Bossemeyer et al. 1993; Narayana et al. 1999; Johnson et al. 2001a; Taylor
et al. 2005).
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1.3.1 DIE KATALYTISCHEN UNTEREINHEITEN DER PKA

Bisher sind beim Menschen elf Isoformen (inklusive Spleilvarianten) der C-Untereinheit
bekannt: Cal (human, entspricht der murinen Cao. (Shoji et al. 1981; Uhler et al. 1986b;
Maldonado et al. 1988)), Ca2 (entspricht Cas (Thomis et al. 1992; Desseyn et al. 2000;
Reinton et al. 2000a; Reinton et al. 2000b; Nolan et al. 2004), die Klasse der Cp-Isoformen, die
alle durch alternatives Spleilen der mRNA entstehen, CB1, CB2, Cp3, Cp4, CB4ab, Cp4abc
(Showers et al. 1986; Uhler et al. 1986a; Wiemann et al. 1991; Guthrie et al. 1997; Orstavik et
al. 2001), sowie Cy (Beebe et al. 1990; Beebe et al. 1992; Reinton et al. 1998; Zhang et al.
2004), PrKX (Klink et al. 1995; Chiorini et al. 1998; Zimmermann et al. 1999) und PrKY
(Schiebel et al. 1997a; Schiebel et al. 1997b). Diese Isoformen (ausgenommen PrKY) der
C-Untereinheit weisen eine sehr konservierte katalytische Kernregion auf, die auch innerhalb
der Kinasen hochkonserviert vorliegt (Hanks et al. 1991; Taylor et al. 2006). Dagegen sind die
strukturellen Unterschiede hauptséchlich im Amino- und Carboxy-Terminus zu finden. Coal
und CB1 sind in allen untersuchten Geweben ubiquitdr exprimiert, wihrend das Vorkommen
von CB2 weitestgehend auf Herz, Gehirn und lymphoide Gewebe wie Milz und Thymus
beschriankt ist (Uhler et al. 1986a; Thullner et al. 2000; Orstavik et al. 2001; Orstavik et al.
2005). Die Isoformen Ca2 und Cy konnten bisher nur in Hodengewebe nachgewiesen werden
(Beebe et al. 1990; Nolan et al. 2004). Uber die mogliche Expression und Funktion von PrKX
wird bis heute kontrovers diskutiert, wobei die Rolle von PrKX in der embryonalen
Entwicklung besonders im Mittelpunkt steht (Klink et al. 1995; Semizarov et al. 1998; Li et al.
2002; Junttila et al. 2003; Li et al. 2005). Ein Sequenzabbruch innerhalb der konservierten
Kinasedomdne von PrKY, sowie ein nicht vorhandener Phénotyp bei Chromosomendeletion
des Genlocus fiir PrKY, ldsst auf ein Pseudogen schlieBen (Lattanzi et al. 2005; Jobling et al.
2007). Die verschiedenen C-Untereinheiten der PKA sind zT. durch Deamidierung,
(Auto)Phosphorylierung und aminoterminale Myristoylierung posttranslational modifiziert
(Clegg et al. 1989; Zheng et al. 1993; Kinzel et al. 2000; Johnson et al. 2001a; Tholey et al.
2001).

Prinzipiell besteht die katalytische Kernregion der C-Untereinheit (Aminoséuren 40-300 der Ca

(Taylor et al. 2005)) aus einem kleinen (vorzugsweise 3-Faltblatt-Strukturen) und einem groflen

(vorzugsweise oa-Helix Strukturen) Lobus. Zwischen beiden Loben befindet sich in einer
hydrophoben Tasche die ATP/Mg”'- und die Substratbindestelle (Hanks et al. 1988; Hanks et

al. 1991; Hanks et al. 1995). Die Flexibilitat dieser beiden Loben zueinander vermittelt die
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,offene” bzw. ,geschlossene” Konformation der C-Untereinheit (Zheng et al. 1993).
Mittlerweile zeichnet sich durch Sequenzvergleiche von Kinasen aus Eukaryoten und
Prokaryoten ab, dass ein Set von 10 Aminosduren in der katalytischen Doméne
speziesiibergreifend konserviert ist (Kannan et al. 2007). Fiir eine ausfiihrliche Ubersicht der
PKA-Struktur siehe (Johnson et al. 2001a; Taylor et al. 2004; Taylor et al. 2005; Das et al.
2007b).

Die PKA phosphoryliert ein weites Spektrum an Substraten, mit dem generellen
Phosphorylierungsmotiv Arg-(Arg/Lys)-X-(Ser/Thr), wobei X fiir eine beliebige Aminosiure
steht und die Phosphorylierung des Serinrestes stark bevorzugt ist (Zetterqvist et al. 1976;
Kemp et al. 1977; Kemp et al. 1990; Kennelly et al. 1991; Shabb 2001; Tasken et al. 2003;
Vandecasteele et al. 2006). Zum Beispiel kann die C-Untereinheit der PKA einen
Transkriptionsvorgang durch die Phosphorylierung des aktivierenden Transkriptionsfaktors
CREB (cAMP response element binding protein) am Ser133 initiieren (Gonzalez et al. 1989).
Diese zielgerichtete Phosphorylierung bewirkt die Dimerisierung von CREB-P, welches dann
die DNA am CRE (CAMP response element, Sequenz: TGACGTCA) binden kann. Die
Interaktion von CREB-P mit CBP (CREB binding protein) startet dann die Transkription von
zumeist Glukoneogenese assoziierten Proteinen (Montminy et al. 1990; De Cesare et al. 1999;
Johannessen et al. 2004). Die Substratspezifitdt der PKA wird anscheinend weniger durch die
C-Isoform selbst bestimmt als durch die Regulation ihrer Aktivitit durch Expression, Bindung
an die R-Untereinheit (siehe 1.3.2) und PKI, sowie durch ihre subzellulire Lokalisation iiber

AKAP und AKIP (siehe 1.4, (Scott et al. 1990)).

1.3.2 DIE REGULATORISCHEN UNTEREINHEITEN DER PKA

Die vier bekannten Isoformen der R-Untereinheit der PKA unterteilen sich klassischerweise in
Typ I- und Typ II-Isoformen. Der Grund hierfiir liegt in ihrem Elutionsverhalten bei der
Reinigung iiber DEAE (Diethylaminoethyl-)Zellulose-Chromatographie (Reimann et al. 1971;
Corbin et al. 1975). Neben den physikalischen Charakteristika wie Molekulargewicht,
isoelektrischem Punkt unterscheiden sich die beiden Typen der R-Untereinheit in ihren
Aminosduresequenzen und in ihrer Gewebeverteilung (Canaves et al. 2002). Die beiden
isoformen Typen werden jeweils noch in a— und B-Formen unterteilt. Jede dieser Isoformen
wird durch ein eigenes Gen kodiert (nach (Rebhan et al. 1997)): Rla (17q23-24, (Lee et al.
1983; Titani et al. 1984; Sandberg et al. 1987)), RIB (7p22, (Clegg et al. 1988; Solberg et al.
1991; Solberg et al. 1992; Solberg et al. 1994)), Rlla (3p21.3-21.2, (Takio et al. 1984; Scott et
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al. 1987; Oyen et al. 1989)) und RIIP (7q22, (Jahnsen et al. 1986; Levy et al. 1988; Solberg et
al. 1992)). Die RI Untereinheiten weisen in der Aminosduresequenz ca. 80% Homologie auf,
wihrend die RII Untereinheiten zu knapp 70% tibereinstimmen (Clegg et al. 1988; Skalhegg et
al. 2000). In hoheren Eukaryoten erreicht die Identitit der R-Untereinheiten zwischen den
Spezies bis zu 98% (Tasken et al. 1997). Die RI(a)-Untereinheiten werden in Wachstums-
stimulierten Zellen bevorzugt iiberexprimiert, wihrend die RII-Isoformen meist in nicht
proliferierendem Gewebe und in nicht wachsenden Zellen exprimiert werden (Cho-Chung et al.

1995; Tortora et al. 2002).

Generell werden die a-Isoformen ubiquitdr exprimiert (Hofmann et al. 1975), wihrend die
B-Isoformen hauptsdchlich im zentralen Nervensystem und in den Reproduktionszellen
vorkommen (Uno et al. 1977; Jahnsen et al. 1985; Jahnsen et al. 1986; Clegg et al. 1988; Cadd
et al. 1989). Die RIB-Isoform kommt primdr im Gehirn und Riickenmark, aber auch im Hoden
vor (Clegg et al. 1988; Cadd et al. 1989). Die RIIB-Isoform ist hoch abundant in braunem und
weilem Fettgewebe, in Gehirn und Riickenmark sowie in der Leber zu finden (Cadd et al.
1989; Cummings et al. 1996). Das Verhiltnis der Isoformen zueinander ist jedoch nicht nur von
der Lokalisation abhingig, sondern variiert zusitzlich noch stark innerhalb der Feinstruktur
dieser Gewebe und wird zudem noch durch Spezies und Entwicklungsstatus beeinflusst
(Hofmann et al. 1975; Corbin et al. 1977; Zoller et al. 1979; Cadd et al. 1989; Cho-Chung
2004; Neary et al. 2004; Cho-Chung et al. 2005).

An transgenen Méiusen, deren R-Isoformen durch zielgerichtete Mutagenese ausgeschaltet
wurden (knockout- oder KO-Maéuse), konnten physiologische Funktionen der R-Isoformen
untersucht werden. Die Deletion des Rlo-Gens fiihrt zu einer deutlichen Wachstums-
verzogerung und ist im frithen embryonalen Stadium letal, da das Herzrohr nicht ausgebildet
wird (Cummings et al. 1996; Chin et al. 2002; Stratakis et al. 2002). Die Expression einer Rla.,
die durch Mutationen in beiden cAMP-Bindetaschen insensitiver gegeniiber cAMP ist, fiihrte in
Méusen zu einer Reduktion der basalen sowie der cAMP-stimulierten PKA-Aktivitit.
AuBerdem konnten Defizite im Langzeit- jedoch nicht im Kurzzeitgedédchtnis nachgewiesen
werden (Abel et al. 1997; Woo et al. 2000, 2003). Die Deletion des Gens flir RIB fiihrt iiber
fehlerhafte Mechanismen in der Langzeitpotenzierung (LTP) und Langzeitdepression (LTD) im
Gehirn zu Defekten im Lernverhalten und der Gedachtnisbildung (Brandon et al. 1995; Huang
et al. 1995). Diese Mause zeigen des Weiteren reduzierten nozizeptiven Schmerz (vermittelt
durch die Nozizeptoren, hervorgerufen durch Verletzungen) und eine herabgesetzte

Entziindungsreaktion (Malmberg et al. 1997). Interessanterweise wird hier weder die basale
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noch die cAMP-stimulierte PKA-Aktivitdt durch die Deletion von RIf beeinflusst, da die
weiterhin exprimierte Rla dies kompensiert (Brandon et al. 1995). Die Rllao KO-Maus weist
keinen charakteristischen Phinotyp auf. Es konnte lediglich eine herabgesetzte Expression der
C-Untereinheit und eine Reduktion der PKA-Aktivitit beobachtet werden (Burton et al. 1997;
Burton et al. 1999). Das Fehlen der RIIf hingegen fiihrt zu einem schlanken Phénotyp, dessen
weilles Fettgewebe deutlich reduziert ist. Méuse ohne RIIP sind resistent gegen induzierte
Fettleibigkeit und zeigen eine erhohte Lipolyse-Aktivitit, einhergehend mit einer drastischen
Reduktion von (V)LDL ((very) low density lipoprotein) Cholesterin und Insulin im Plasma
(Cummings et al. 1996; Adams et al. 1997; Amieux et al. 1997; Brandon et al. 1997; McKnight
et al. 1998; Planas et al. 1999; Schreyer et al. 2001). Des Weiteren sind diese Méause, trotz einer
Steigerung des Ethanolkonsums um bis zu 50% gegeniiber Wildtyp Mausen, nahezu resistent
gegen die sedativen Effekte des Alkohols (Thiele et al. 2000). Mause ohne RIIf weisen
auBerdem kognitive Defizite auf: Ausfall der LTD, Einschrankungen beim motorischen Lernen

sowie Reduktion der Expression von neuronalen Genen (Brandon et al. 1998; Inan et al. 2006).

In tumordsem Gewebe wird vermehrt eine Uberexpression der Rla-Isoform dokumentiert
(Cho-Chung et al. 1995; Tortora et al. 2000, 2002). Mit antisense-Oligonukleotiden gegen die
Rla-Untereinheit konnte im Tumor-Maus-Modell ein kompletter Wachstumsstop des Tumors,
bei gleichzeitiger Konzentrationserhohung der RIIB-Isoformen, nachgewiesen werden (Cho-

Chung 2004).

Die zentrale Rolle der Rla-Isoform wird in diesen Untersuchungen deutlich. Es ist die einzige
Deletion einer R-Isoform, die sich letal auswirkt und zudem kénnen Deletionen in den anderen
R-Isoformen (teilweise) durch die RIa. kompensiert werden (Brandon et al. 1995; Amieux et al.
1997; Brandon et al. 1997; Burton et al. 1997, Burton et al. 1999). Die untersuchten
Phénotypen sind also nicht nur auf die deletierte R-Isoform zuriickzuftihren, sondern sind auch
ein Effekt der Isoform-Kompensation. Der schlanke Phinotyp, der durch das Ausschalten der
RIIB-Isoform induziert wird, kommt vermutlich durch die Aktivierung der Rla bei geringeren

cAMP-Konzentrationen zustande, was die Stoffwechselrate vermehrt antreibt (Cummings et al.

1996).

Auftillig sind die Abundanz der R-Untereinheiten im Gehirn und die Tatsache, dass sdmtliche
Phinotypen der Deletionsmutanten Defizite in ihren kognitiven Fédhigkeiten aufweisen. Dies
deutet auf die =zentrale Bedeutung der cAMP-vermittelten Signaltransduktion in
Gehirnfunktionen hin (siehe auch (Skalhegg et al. 2000)).

10
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Alle R-Monomere bestehen aus distinkten Doméanen, denen doménen-spezifische inter- oder

intramolekulare Funktionen zugeordnet werden konnen (Abbildung 1.2, (Canaves et al. 2002)):

1) eine aminoterminale Dimerisierungsdoméne, iiber welche die R-Monomere antiparallel

verbunden sind und im Dimer mit AKAP interagieren knnen

2) eine inhibitorische Sequenz, die im aktiven Zentrum der C-Untereinheit bindet

3) zwei carboxyterminale cAMP-Bindedominen (A und B).

- £ . o

112 60 94-98 141 199-213 260 323-337 379AS

Abbildung 1.2 Domanenstruktur der dimeren R-Untereinheit. Die R-Monomere bestehen jeweils aus
einer aminoterminal gelegenen Dimerisierungsdoméne (DD), iiber die die R-Monomere antiparallel
miteinander verbunden sind, einer inhibitorischen Sequenz (IS), an der die Interaktion mit der
C-Untereinheit stattfindet und den zwei cAMP-Bindedoménen A (CNB-A) und B (CNB-B). Die schwarzen
Kreise symbolisieren cAMP-Molekiile. Die Nummerierung bezieht sich auf die Aminosduresequenz der
bRIa. (Hahnefeld, Moll, et al. Manuskript in Vorbereitung)

Die N-Termini der Typ I und Typ II R-Isoformen differieren sehr stark, so dass man zumeist
von der Bildung Homodimeren in der Zelle ausgeht. Allerdings konnten auch Heterodimere
zwischen Rla und RIB invitro und in vivo nachgewiesen werden (Tasken et al. 1993). Die
RI-Monomere dimerisieren kovalent iiber zwei Disulfidbriicken (Cys16 und Cys37 in bRIa)
(Zick et al. 1982; Bubis et al. 1987; Leon et al. 1997), wahrend die RII-Monomere iiber
hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen interagieren (Newlon et al. 1999; Morikis
et al. 2002). Die hydrophobe Interaktion mit den AKAP erfolgt {iber die
Dimerisierungsdoméne, die deswegen auch im Englischen dimerisation and docking domain

(DD) genannt wird.

Die inhibitorische Sequenz der RII-Untereinheiten besteht aus einer Substrat-Sequenz
(Arg-Arg-X-Ser, (Rosen et al. 1975)), die unter Anwesenheit von ATP/Mg”" und cAMP von
der C-Untereinheit am Serinrest autophosphoryliert wird (Geahlen et al. 1982; Veron et al.
1993). In Anwesenheit von ATP/Mg”" ist die Holoenzymformierung des Typ II um den Faktor
5-15 verringert (Erlichman et al. 1974; Rangel-Aldao et al. 1976, 1977; Granot et al. 1980;
Herberg et al. 1993). Im Gegensatz dazu besitzen die RI-Untereinheiten ein Pseudosubstrat-
Motiv, das anstelle des phosphorylierbaren Serin ein Alanin enthilt (Arg-Arg-X-Ala) (Takio et

11
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al. 1984; Titani et al. 1984; Durgerian et al. 1989). Die Typ I-Holoenzymformierung ist strikt
ATP/Mg”" abhingig (Hofmann et al. 1975; Neitzel et al. 1991; Herberg et al. 1993).

Die beiden cAMP-Bindedoménen machen strukturell den grofiten Anteil der R-Untereinheiten
aus und sind vermutlich durch Genduplikation entstanden (Shabb et al. 1992; Canaves et al.
2002). Die weiter aminoterminal gelegene cAMP-Bindedoméne (cyclo nucleotide-binding
domain, CNB, cAMP binding domain, CBD) wird als CNB-A bezeichnet, wihrend die
carboxyterminale Bindedoméne CNB-B genannt wird (Deskeland et al. 1981). In der élteren
Literatur findet man fiir die CNB-A anstatt des A auch die Bezeichnungen 2 (Rannels et al.
1980), labile oder rapid site (de Wit et al. 1981; de Wit et al. 1982) oder I (Mackenzie 1982;
Steinberg et al. 1987a), wihrend die CNB-B auch als 1 (Rannels et al. 1980), stable site (de Wit
et al. 1981; de Wit et al. 1982) oder II (Mackenzie 1982; Steinberg et al. 1987a) bezeichnet

wird.

Fiir die Aktivierung der PKA durch cAMP ist ein synergistischer und zugleich kooperativer
Aktivierungsmechanismus postuliert worden (Ogreid et al. 1981b, a; Rannels et al. 1981;
Robinson-Steiner et al. 1983; Herberg et al. 1996). Dabei bindet cAMP zuerst an die im
Holoenzymkomplex leichter zugédnglichen CNB-B, da die CNB-A durch die C-Untereinheit
verdeckt wird (Ogreid et al. 1981b; Ogreid et al. 1983; Herberg et al. 1996). Durch kooperative
Effekte wird eine Konformationsdnderung in der R-Untereinheit induziert, die die CNB-A fiir
cAMP leichter zuginglich macht. Die Bindung von cAMP an die CNB-A ist dann
verantwortlich fiir die Dissoziation der C-Untereinheit und damit der Holoenzymaktivierung
(Herberg et al. 1996). Die cAMP-Bindung an das PKA-Holoenzym zeigt positive
Kooperativitdt, die primir zwischen der CNB-A und CNB-B im gleichen Monomer besteht
(Takio et al. 1984; Ogreid et al. 1985; Rannels et al. 1985; Woodford et al. 1989; Ringheim et
al. 1990).

Die Aktivierung des Holoenzymkomplexes durch die Dissoziation der C-Untereinheit von der
R-Untereinheit wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Ogez et al. 1976). Invitro-
Untersuchungen mittels Ultrazentrifugation (Corbin et al. 1975), Gelfiltration (Beavo et al.
1974), Ionenaustauschchromatographie (Tao et al. 1970; Reimann et al. 1971),
Affinitdtschromatographie (Ramseyer et al. 1976) und Dichtegradientenzentrifugation
(Hofmann et al. 1975) konnten zeigen, dass der Holoenzymkomplex durch die Zugabe von
cAMP dissoziiert wird. Untersuchungen in vivo mittels genetisch kodierter cAMP-Sensoren
zeigen eindeutig eine durch cAMP induzierte raumliche Trennung der beiden Untereinheiten

(Zaccolo et al. 2000; Prinz et al. 2004). Allerdings gibt es auch Hinweise darauf, dass unter
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Gleichgewichtsbedingungen die Konformationsdnderung zur Holoenzymaktivierung den
Holoenzymkomplex in einen intermedidren Zustand iiberfiihrt, in welchem die C-Untereinheit
aktiv, aber gebunden an die cAMP gesittigte R-Untereinheit vorliegt (Johnson et al. 1993;
Yang et al. 1995). Weitergehende Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Dissoziation des
intermedidren Zustandes durch die Anwesenheit von Substraten der C-Untereinheit induziert

wird (Kopperud et al. 2002; Vigil et al. 2004).

1.3.3 BINDUNG VON ZYKLISCHEN NUKLEOTIDEN AN DIE PKA

Abbildung 1.3 Darstellung der CNB-A Kiristallstruktur (bRIc, AS 109-250, nach PDB 1NE4) mit
gebundenem cAMP. Die B-Faltblatt-Strukturen B1-f8 und die a-Helix Strukturen aX-a.C sind farbig
hervorgehoben. Visualisierung erfolgte mit VMD 1.8.5 (Humphrey et al. 1996)
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Das ¢cAMP-Bindemotiv (cyclo nucleotide-binding domain, CNB, cAMP binding domain,
CBD) weist eine evolutiondr konservierte Architektur aus 8 [-Faltblatt-Strukturen
(B-Subdoméne) und einer nicht durchgingigen o-Subdoméne auf (Abbildung 1.3). Die
B-Subdomine formt eine Art Fass aus zwei antiparallelen B-Faltblattstrukturen, bestehend aus
jeweils vier Faltblattern (B 1,8,3,6 und 3 2,7,4,5, (Su et al. 1995)). In der f—Subdomane liegt
die Phosphatbindungskassette (phophate binding cassette, PBC), die das zyklische Nukleotid
iiber verschiedene Aminosduren (AS) positioniert und bindet. Dadurch wird das zyklische
Nukleotid vor dem Losungsmittel abgeschirmt und vor Hydrolyse durch die zelluldren
Phosphodiesterasen geschiitzt (Diller et al. 2001; Kim et al. 2006). Die PBC ist die am
hochsten konservierte Signatur der CNB und besteht aus den AS Gly199-Ala211 und reicht
damit von der aB’-Helix bis vor das 37-Faltblatt (Abbildung 1.3, (Su et al. 1995; Diller et al.
2001; Kim et al. 2006)). (Zur Vereinfachung beziehen sich die Nummerierungen der AS und
Sequenzen immer auf die bovine Rla.) Die PBC beinhaltet zwei essentielle, geladene AS
(Arg209 und Glu200) in einer strukturell konservierten hydrophoben Umgebung, in der eine
kleine a-Helix liegt (aB’, Abbildung 1.3, (Weber et al. 1987a; Weber et al. 1987b)). Die PBC
der R-Untereinheit hat damit folgende AS Sequenz:

Gly-Glu-Leu/Ile-Ala-Leu-X-X-Asn/Gly-X-Pro-Arg-Ala-Ala, wobei die beiden geladenen AS
(markiert) das cAMP (Abbildung 1.4) in der PBC verankern (Su et al. 1995; Kim et al. 2005).
Die 100fach hohere Sperzifitit der PKA fiir cAMP (Abbildung 9.1) gegeniiber cGMP
(Abbildung 9.2) kommt vermutlich durch das Ala210 (CNB-A) bzw. Ala334 (CNB-B)
zustande. In der PKG befindet sich an dieser Position ein Threonin (Su et al. 1995). Durch den
AS-Austausch dieses Ala zu Thr in den CNB der RI-Untereinheit oder einem
zyklonukleotidabhéngigen Ionenkanal wird die Affinitit zu cGMP erheblich gesteigert (Weber
et al. 1989; Shabb et al. 1990; Altenhofen et al. 1991; Shabb et al. 1991). Obwohl die CNB
tiber die Artgrenzen strukturell hoch konserviert ist (Takio et al. 1984; Titani et al. 1984),
scheint diese Konservierung nicht fiir die Konformation des gebundenen zyklischen
Nukleotids in der CNB zu gelten. In Losung sind Zyklonukleotide an der glykosidischen
Bindung zwischen dem Nukleotid und dem bizyklischen Zucker-Phosphat-System frei
drehbar (Abbildung 1.4, (Miles et al. 1971)). Dabei nehmen die vom Purin abstammenden
Zyklonukleotide bevorzugt die syn-Konformation ein, wéihrend die auf der Molekiilstruktur
des Pyrimidin basierenden Zyklonukleotide die anti-Konformation stark favorisieren

(Yathindra et al. 1974; Pullman et al. 1976; Fazakerley et al. 1977; Hayashi et al. 1979).
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In der Kristallstruktur der CNB der R-Untereinheit liegt cAMP allerdings in der
syn-Konformation vor (Deskeland et al. 1983; de Wit et al. 1984; Ogreid et al. 1989; Su et al.
1995). Kristallstrukturdaten der CNB des bakteriellen CAP-Proteins zeigen cAMP in der
anti-Konformation (McKay et al. 1982; Weber et al. 1987a; Passner et al. 1997), wohingegen
NMR-Untersuchungen auf die syn-Konformation hindeuten (Gronenborn et al. 1982; Lee et al.
1991). Die cAMP-hydrolysierenden PDE (PDE 1, II, III, IV) konnen cAMP in der syn-
Konformation (PDE I, II) oder in der anti-Konformation (PDE III, IV) binden (Butt et al. 1995).
Die cAMP-spezifische PDEIV bindet cAMP bevorzugt in der anti- und 8-Br-cAMP
(Abbildung 9.15) in der syn-Konformation (Xu et al. 2004). Es ist bekannt, dass grofe
Substituenten in der 8 Position des Nukleotidringes die freie Rotation um die glykosidische
Bindung im cAMP/cGMP verhindern und damit die syn-Konformation (in Losung) préferiert
wird (Miles et al. 1971; Ikehara et al. 1972). Interessanterweise konnte bei ,,Docking-
Experimenten mit 8-Fluo-cAMP (Abbildung 9.17) an die CNB-B der Rla eine sinnvolle
(Abbildung 5.5). Der
zyklonukleotidabhingige Tonenkanal HCN2 bindet cAMP in der anti-Konformation und cGMP

Bindung nur in der anti-Konformation erhalten werden
in der syn-Konformation (Zagotta et al. 2003). Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass
die Erkennung der zyklischen Nukleotide vielleicht nicht nur iiber den Basenanteil verlduft,

sondern auch iiber die Konformation (Newton et al. 2004).

Die CNB der R-Untereinheiten unter-
scheiden sich auch funktionell deutlich in
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der Nukleotidbindung (Rannels et al.

1981). Erste Bindungsstudien mit cGMP

zeigten, dass ¢cGMP affiner an die RI- axial or
(Sp) 05 " 0
Isoformen als an die RII-Isoformen bindet On._ 0 /% 1
HOO ~P=—0 1
(Haddox et al. 1973). Aber nicht nur die squSorial o3 o
(Rp)
Isoformen I und II der R-Untereinheit L IL |
. . . zyklischer Ribose
unterscheiden sich, sondern auch die Phosphatdiester

beiden CNB der R-Untereinheit eines Typs
zeigen eindeutige Selektivitit. Die CNB-A
verfligen iiber eine schnellere cAMP-
Austauschrate (fir Rlo 3 Minuten bei
25°C) als die CNB-B (fiir RIa 45 Minuten
bei 25°C) (Deaskeland 1978; Rannels et al.

Abbildung 1.4 Chemische Struktur von cAMP.
Dargestellt ist die Bezeichnung der einzelnen
Komponenten des cAMP, sowie die Nummerierung
der Atome, auf die sich die Positionsangaben bei den
cAMP-Analoga beziehen. Der kreisformige Pfeil zeigt
die freie Rotationsmoglichkeit der n-glycosidischen
Bindung an. Der Adeninring ist in der
syn-Konformation dargestellt.
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1980). Dies hdngt vermutlich mit der offeneren Struktur der CNB-A im Gegensatz zur CNB-B
zusammen (Abbildung 1.5, (Su et al. 1993)).

Um die Selektivitdt und das Bindungsverhalten der CNB néher zu untersuchen, wurden cAMP-
Analoga entwickelt, die an allen drei cAMP-Komponenten (Adenin-Ring, Ribose, zyklischer
Phosphatdiester) modifiziert wurden (de Wit et al. 1984). Die Modifikationen am Adenin-Ring
wurden dabei besonders intensiv untersucht (Die Strukturen der im Folgenden erwdhnten
cAMP-Analoga befinden sich im Anhang unter 9.2). Bindungsstudien mit diesen cAMP-
Analoga an allen vier Isoformen der R-Untereinheiten generierten eine Vielzahl von
Interaktionsdaten, die Einblicke in die chemische Natur der Bindung und die dabei involvierten
Krifte geben sollen (de Wit et al. 1982; Ogreid et al. 1989). Generell bindet die CNB-A
bevorzugt cAMP-Analoga, die an der N6-Position des Adeninringes hydrophobe Substituenten
haben (Rannels et al. 1980; Corbin et al. 1982; Deskeland et al. 1983). Die CNB-B bindet diese
cAMP-Analoga um den Faktor 3-30 schlechter als cAMP (Ogreid et al. 1989). Die CNB-B
bevorzugt eher elektronenreiche Substituenten (Elektronendonor) an der C8-Position (z.B. zeigt
8-N3-cAMP (Abbildung 9.18) eine klare CNB-B Priferenz) oder -elektronenziehende
Substituenten (Elektronenakzeptor) an der C2-Position (Rannels et al. 1980; Corbin et al. 1982;
Daskeland et al. 1983). Die an der Position C2-modifizierten cAMP-Analoga zeigen zusétzlich
noch eine deutlich reduzierte Affinitit zur CNB-A (Ogreid et al. 1989). Die
Affinitatsunterschiede fiir cAMP-Analoga konnen zwischen den CNBs mehr als zwei
GrofBenordnungen umspannen, wobei kein absolut CNB-A oder CNB-B spezifisches Analog
gefunden werden konnte (Rannels et al. 1983; Ogreid et al. 1989). Modifikationen an zwei
Positionen der cAMP-Analoga zur Steigerung der Affinitdt und auch Selektivitit, sogenannte
disubstituierte cAMP-Analoga, zeigen oft keine additiven Effekte gegeniiber den einfach
substituierten Analoga (Uno et al. 1976; Deskeland et al. 1983).

Fir die Entwicklung isoformspezifischer cAMP-Analoga wurden weitere Bindungsstudien
durchgefiihrt. Eine ausfiihrliche Studie mit C8-modifizierten cAMP-Analoga zeigte, dass die
Affinitdt der CNB-A der RI-Untereinheit fiir Analoga mit grolen Substituenten identisch zu
cAMP ist (Schwede et al. 2000b). Dies ist sehr erstaunlich, da die Rla. Kristallstruktur
(Abbildung 1.5) mit gebundenem cAMP zeigt, dass die C8-Position des cAMP in der CNB-A
stark vom umgebenden Protein abgeschirmt wird und dadurch nicht frei zugénglich ist. Im
Gegensatz dazu ist die C8-Position des cAMP in der CNB-B deutlich stirker exponiert, was gut
mit den Daten der cAMP-Analoga Daten tibereinstimmt. Die CNB-B der RI-Untereinheit zeigt

eine Priferenz filir Substituenten an der C8-Position, die als Wasserstoff-Donoren fungieren
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konnen, wihrend die CNB-B der RII-Untereinheit Modifikationen mit Wasserstoff-Akzeptor-
Potential affiner bindet (Schwede et al. 2000b). Daraus wird deutlich, dass die Selektivitat fiir
cAMP-Analoga nicht nur von der Zyklonukleotidbindedoméne, sondern auch vom Typ der
R-Untereinheit  abhdngt. Interessanterweise wurden bisher keine vergleichenden

Untersuchungen der o- und -Isoformen durchgefiihrt.

Abbildung 1.5 Oberflachendarstellung des Rl Monomer mit cCAMP in den Bindetaschen CNB-A
(links unten) und CNB-B (rechts oben) (bRIae 109-376, PDB No INE4, (Wu et al. 2004a). Die
Farbgebung des Proteins spiegelt den beta-Faktor der Kristallstruktur wieder, der Hinweise auf die
Flexibilitiat der Struktur gibt: rot entspricht einer hohen Flexibilitdt wihrend griin eher auf eine starre
Struktur hindeutet. Die Markierungen entsprechen den am hiufigsten modifizierten Positionen des
cAMP Molekiils in cAMP-Analoga Studien. Visualisierung erfolgte mit VMD 1.8.5 (Humphrey et al.
1996)

Die Aktivierung der PKA-Holoenzymkomplexe aus den vier R-Isoformen zeigen deutliche
Unterschiede in der cAMP-Aktiverungskonstante (Ku). Wihrend die PKA-
Holoenzymkomplexe Typlo. und TypIlo, im Vergleich zu den anderen Typen des
Holoenzymkomplexes durch eine mittlere cAMP-Konzentration aktiviert werden (K 90-
120 nM, (Herberg et al. 1994; Herberg et al. 1996; Gibson et al. 1997; Herberg et al. 1999)),
wird der TypIf schon durch eine deutlich geringere cAMP-Konzentration aktiviert
(Kake: 5-20 nM, F.W. Herberg, personliche Mitteilung). Der Typ I wird erst bei deutlich
hoheren cAMP-Konzentrationen aktiviert (Kue: 610nM, (Zawadzki et al. 2004)).
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Interessanterweise liegt die K,y fiir Epac zwischen 40-50 uM (Bos et al. 2001; Rehmann et al.
2003b; Rehmann et al. 2003a) deutlich iiber der K,x der R-Untereinheit, damit wird Epac in der
Zelle erst aktiv, wenn die PKA schon vollstéindig aktiviert vorliegt (Bos 2006). Allerdings kann
die Aktivierungskonstante von Epac durch die Interaktion mit der leichten Kette von MAP1
(light-chain 2 of microtubule-associated protein 1A) bis auf eine mit PKA vergleichbare Ky
verringert werden (Magiera et al. 2004; Gupta et al. 2005; Yarwood 2005). Aktivierungsstudien
am PKA-Holoenzymkomplex (Typ I und II) mit cAMP-Analoga zeigten, dass zur Aktivierung
die Hydroxylgruppe an der 2’-Position der Ribose, der O3’-Sauerstoff sowie die Ladung des
zyklischen Phosphodiesters essentiell sind (Yagura et al. 1981).

C2-modifizierte cAMP-Analoga zeigen mit einem deutlich hoherem K, eine deutlich
schlechtere Aktivierung des Holoenzymkomplexes im Vergleich zu cAMP (Meyer et al. 1975).
Eine Ausnahme bilden Elektronenakzeptoren als Substituenten in der C2-Position (z.B.
2-Cl-cAMP, Abbildung 9.5). Diese entziehen dem Purinring Elektronen und dadurch wird PKA
TypI im Vergleich zu cAMP vierfach besser aktiviert (Yagura et al. 1980). Das Typ II-
Holoenzym dagegen wird durch 2-Cl-cAMP um eine Zehnerpotenz schlechter aktiviert (Yagura
et al. 1980). An der Position C8-modifizierte cAMP-Analoga sind bis zu zehnfach potentere
Aktivatoren fir Typ I-Holoenzym als Typ II-Holoenzym (Ogreid et al. 1985). Der einzige
bekannte ,,selektive” PKA Typ II Aktivator ist das 2-phenyl-1,N6-e-cAMP (Abbildung 9.6),
welcher das RII-Holoenzym um den Faktor 6 besser aktiviert als RI-Holoenzym (Ogreid et al.
1985). Aktivierung mit einer geschickten Kombinationen aus CNB-A- und CNB-B-
spezifischen Analoga kann zu einer selektiven Aktivierung nur eines Holoenzymtyps fiihren
(Ogreid et al. 1985; Ogreid et al. 1994). Ein disubstituiertes cAMP-Analog mit einem
Austausch des cAMP-Adeninringes zu Nitrobenzamidazol (Abbildung 9.7) fiihrte zu einer
20fach besseren Aktivierung des RII-Holoenzyms (K« 45nM), im Vergleich zum
RI-Holoenzym (Ku: 870 nM) und einer fast um den Faktor 2 besseren Aktivierung im
Vergleich zu cAMP (Ku: 70 nM) (Szucs et al. 1992). Ein weiteres disubstituiertes cAMP-
Analog mit einer Modifikation an der Ribose (8-CPT-2’-O-Me-cAMP, Abbildung 9.20) erhoht
die Spezifitdt und Aktivierbarkeit fiir das cAMP regulierte Protein Epac gegeniiber der PKA
erheblich und ermoglicht damit selektive in vivo Untersuchungen des cAMP-Epac-Signalweges
(Enserink et al. 2002). In weiteren Untersuchungen stellten sich die an der Position 6
modifizierten cAMP-Analoga (besonders 6-Bnz-cAMP Abbildung 9.11) als stark PKA
spezifische Aktivatoren gegeniiber Epac heraus (Christensen et al. 2003). Die Spezifitit fiir die
Epac Aktivierung im Vergleich zur PKA konnte mit dem optimierten cAMP-Analog
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8-pMeOPT-2'-O-Me-cAMP (Abbildung 9.22) um drei GroéBenordnungen erhéht werden
(Christensen et al. 2003).

Modifikationen am zyklischen Phosphodiester fiihrten zu besonders interessanten cAMP-
Analoga (Baraniak et al. 1979; Genieser et al. 1988). Der Austausch des axialen exozyklischen
Sauerstoffs der Phosphatgruppe gegen einen Schwefel fiihrt zu einem sogenannten Sp-cAMPS-
Analog (Abbildung 9.23) (Baraniak et al. 1979). Die Gruppe der Sp-cAMPS-Analoga zeichnet
sich im Vergleich zu cAMP durch eine etwa 10fach geringere Affinitit zu den R-Untereinheiten
und zum Holoenzymkomplex aus (de Wit et al. 1982; de Wit et al. 1984; Rothermel et al.
1988), vermag dennoch das PKA-Holoenzym wie cAMP zu aktivieren (Agonist). In dieser
Arbeit wurden neue Sp-cAMPS-Analoga entwickelt (Sp-8-AEA-cAMPS, Abbildung 9.28;
Sp-8-AHA-cAMPS, Abbildung 9.30; Sp-2-AEA-cAMPS, Abbildung 9.26), die sowohl zur
Affinitdtsreinigung der R-Untereinheiten der PKA aus E. coli als auch flir Interactomics-
Studien der R-Untereinheit mit ihren natiirlichen Interaktionspartnern erfolgreich angewendet

werden konnten (siche 5.2.3).

Im Gegensatz dazu fiihrt der Austausch des &dquatorialen exozyklischen Sauerstoffs der
Phosphatgruppe gegen einen Schwefel (Rp-cAMPS, Abbildung 9.24, (Baraniak et al. 1979)) zu
dem einzig bekannten Antagonisten fiir PKA (O'Brian et al. 1982; Rothermel et al. 1983;
Rothermel et al. 1984; Van Haastert et al. 1984; Dostmann et al. 1990; Dostmann et al. 1991;
Dostmann 1995). Die Bindung von Rp-cAMPS an die R-Untereinheit im Holoenzymkomplex
fiihrt nicht zur Dissoziation und damit auch nicht zur Aktivierung der PKA (de Wit et al. 1984;
Rothermel et al. 1988). Interessanterweise ist Rp-cAMPS auch fiir Epac sowie Rp-cGMPS
(Abbildung 9.25) fir die cGMP-abhéingige Proteinkinase ein Antagonist (Butt et al. 1990;
Rehmann et al. 2003b). Allerdings ist die Affinitit von Rp-cAMPS an die PKA um den Faktor
90 geringer als fiir cAMP (de Wit et al. 1982). Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Rp-
cAMPS-Analoga entwickelt (Rp-8-AEA-cAMPS, Abbildung 9.29; Rp-8-AHA-cAMPS,
Abbildung 9.31), mit denen eine Reinigung des PKA-Holoenzymkomplexes mit seinen

natiirlichen Interaktionspartnern aus Gewebe moglich ist (siche 5.2.4).

Interessanterweise ist fiir die antagonistische Wirkung von Rp-cAMPS auf das Typ I-
Holoenzym die Anwesenheit von ATP/Mg®" unerlisslich, ohne ATP/Mg®" verhilt sich Rp-
cAMPS (mit einem K, von 8 uM) wie ein schlechter Agonist (Dostmann et al. 1991).
Untersuchungen an einer Mutante der RI-Untereinheit mit einer stark verminderten cAMP-
Affinitdit der CNB-A, aber nicht der CNB-B, gaben Einblicke in den antagonistischen
Mechanismus von Rp-cAMPS (Bubis et al. 1988a; Bubis et al. 1988b). Diese R-Mutante
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formiert hochaffin Holoenzym und ldsst sich auch in der Abwesenheit von ATP/Mg*"
aktivieren (Dostmann et al. 1991; Herberg et al. 1996). Rp-cAMPS ist fiir diese Mutante mit
und ohne ATP/Mg’" ein Agonist, daraus ldsst sich schlieBen, dass die antagonistische Wirkung
von Rp-cAMPS iiber die CNB-A vermittelt wird (Dostmann et al. 1991). Bei dem Holoenzym
des Typs II wirkt Rp-cAMPS unabhingig von ATP/Mg”" als Antagonist (Dostmann et al.
1991). Strukturelle Untersuchungen lassen vermuten, dass die Grofle des Schwefels (ca. 10%
groferer Van-der-Waals-Radius als der Sauerstoff (Parker Botelho et al. 1988)) sowie die
langere Bindung vom Phosphat zum Schwefel im Gegensatz zur Phosphat-Sauerstoff-Bindung
(P-S Bindung 1,95 A versus 1,5 A bei P-O) der Grund fiir die verringerte Affinitéit beider
Stereoisomere ist (Su et al. 1993). Gebundenes Rp-cAMPS in der CNB-A konnte die positive
Ladung des essentiellen Arg209, das in der PBC eine Interaktion mit dem é&quatorialen
Sauerstoff von cAMP ausbildet und vermutlich damit zur Dissoziation iiber intramolekulare
Wechselwirkungen beitrdgt, fast vollstindig durch die negative Ladung am Schwefel
neutralisieren (Wu et al. 2004a). Damit kann Arg209 keine ionischen und hydrophoben
Wechselwirkungen mit den Aminosiduren Asp170, Gly169 und/oder Ile163 eingehen, was die
antagonistische Wirkung erkldren konnte (Su et al. 1993; Das et al. 2007a), da gerade eine
Anderung in der Flexibilitit des Aspl170 die Aktivierung des Holoenzymkomplexes stark
beeintrachtigt (Frey et al. 1985; Das et al. 2007a). Ein Vergleich der Kristallstrukturen der
R-Untereinheiten mit gebundenem Rp- oder Sp-cAMPS zeigt, dass kaum ein Unterschied in der
Konformation der R-Untereinheiten zu erkennen ist (Wu et al. 2004a). NMR-Untersuchungen
und Auffaltungsexperimente der R-Untereinheit mit Sp- und Rp-cAMPS weisen darauf hin,
dass Rp-cAMPS die Flexibilitit in der CNB erhoht und damit den Komplex aus
Rp-cAMPS:R-Untereinheit:C-Untereinheit stabilisiert (Dostmann 1995; Das et al. 2007a).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bindung von Agonisten und Antagonisten an die
RI-Untereinheit der PKA thermodynamisch charakterisiert, um die Unterschiede in den
Bindungsmechanismen zu untersuchen (siehe 5.1.2). Trotz all dieser Erkenntnisse ist die
Wirkungsweise des  Antagonisten = Rp-cAMPS sowie der  intramolekulare
Aktivierungsmechanismus des Holoenzymkomplexes weiterhin  Gegenstand intensiver
Untersuchungen. Als ein Beitrag zu diesen Untersuchungen wurde im Zusammenhang mit

dieser Arbeit der cAMP-induzierte Aktivierungsmechanismus der PKA analysiert.
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1.4 LOKALISATION UND REGULATION DER PKA UBER
ANKERPROTEINE

Die Regulation der katalytischen Aktivitit der PKA héngt entscheidend von der Anwesenheit
bzw. lokalen Konzentration des sekundéren Botenstoffes cAMP ab. Die zeitliche und lokale
Regulation des cAMP-Signalweges wird jedoch durch Multienzymkomplexe (PKA, PDE, PP)
vermittelt (Wong et al. 2004). Proteine, welche die PKA iiber die R-Untereinheit mit solchen
Enzymkomplexen verbinden, werden A-Kinase-Ankerproteine (AKAP) genannt. Weiterhin ist
ein derzeitiger Gegenstand der Forschung eine Gruppe von Proteinen, die die C-Untereinheit
lokalisieren. Diese werden als A-Kinase-Interaktionsproteine (AKIP) bezeichnet.Die
Proteinfamilie der A-Kinase-Ankerproteine (AKAP) besteht aus mehr als 50 strukturell sehr
unterschiedlichen aber funktionell konservierten Proteinen (Wong et al. 2004). AKAP wurden
bisher in der Hefe (Saccharomyces cerevisiae), dem Fadenwurm (Caenorhabditis elegans), der
Fruchtfliege (Drosophila melanogaster), der Maus und dem Menschen gefunden (Wong et al.
2004). Die Benennung der AKAP ist sehr uniibersichtlich, da fiir ein AKAP bis zu 12
verschiedene Synonyme publiziert wurden. Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit jedes
erwiahnte AKAP seinen bisher bekannten Synonymen im Abkiirzungsverzeichnis zugeordnet
(siehe 9.1). Strukturell besitzen die AKAP eine PKA-Anker-Doméne aus einer amphipatischen
Helix von 14-18 AS, die mit hoher Affinitit an den dimerisierten Aminoterminus der
R-Untereinheit bindet (Scott et al. 1990; Carr et al. 1991; Newlon et al. 1999; Newlon et al.
2001). Die meisten AKAP binden an Typ II R-Untereinheiten (Carnegie et al. 2003), aber auch
ein Typ I spezifisches AKAP konnte inzwischen in C. elegans identifiziert werden (Angelo et
al. 1998). Im Menschen wurden auch einige dualspezifische AKAP gefunden (Huang et al.
1997; Wang et al. 2001). Mittlerweile wurden sogar hochaffine Peptidinhibitoren entwickelt,
die spezifisch mit der RI- oder RII-AKAP Bindung kompetieren (Burns-Hamuro et al. 2003;
Gold et al. 2006b). Ein weiteres wichtiges Strukturmerkmal der AKAP ist das
Lokalisationssignal, mit dem sie an distinkte Zellkompartimente binden kénnen. Zum Beispiel
besitzt das erste identifizierte AKAP (MAP2, (Vallee et al. 1981; Theurkauf et al. 1982)) ein
Lokalisationssignal fiir Mikrotubuli (Herzog et al. 1978), wihrend AKAP 5 iiber eine
spezifische Sequenz an der Plasmamembran lokalisiert wird (Dell'Acqua et al. 1998). Die
vielleicht bedeutendste biologische Signifikanz von AKAP ist aber ihre Eigenschaft, Komplexe
mit mehreren Signalkomponenten einzugehen (Abbildung 1.1). Diese Komplexe verkniipfen
mehrere Signalwege und lokalisieren damit die Signaltransduktion wie auch die

Signalterminierung in verschiedenen cAMP-vermittelten Signalkaskaden. Kinaselokalisation
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iiber AKAP wird zunehmend als ein Konzept zur Synchronisierung raumlicher und temporaler
Aspekte von zelluldren Signalwegen akzeptiert (Smith et al. 2006). Einige, wenn nicht sogar
alle AKAP lokalisieren PKA mit anderen Proteinkinasen, Proteinphosphatasen und
Phosphodiesterasen in die Umgebung von selektierten Substraten (Smith et al. 2006). So
verankert z.B. AKAP 5 neben PKA auch noch die Calcium-abhéngige-Phosphatase Calcineurin
(Proteinphosphatase PP2B) (Coghlan et al. 1995) und die Ca*"/Calmodulin-abhingige Protein-
kinase (Klauck et al. 1996) und verkniipft damit Phosphorylierung und Dephosphorylierung
eines Substrates eng miteinander. Uber AKAP 6 werden die cAMP-Signalweg-Komponenten
PKA, Epac, PDE4D3 und zwei Proteinphosphatasen lokal zusammengebracht (PP2A und
PP2B) (Dodge-Kafka et al. 2006). Durch diese gezielte Lokalisation von PDE wird eine
zelluldire cAMP-Verteilung in Mikrodomédnen erzielt, die temporal reguliert werden kann
(Zaccolo et al. 2002; Martin et al. 2006). Die durch AKAP lokalisierten Multiproteinkomplexe
sind hochdynamisch, da sowohl die Lokalisation, die Aktivitdt der gebundenen Enzyme als
auch die Komposition der Komplexe sich auf einen physiologischen Stimulus hin &dndern

konnen (Wong et al. 2004).

Das erst kiirzlich entdeckte A-Kinase-Interaktionsprotein (AKIP1, BCA3, breast cancer
associated protein) zeigt, dass die zelluldire Lokalisation der PKA nicht nur iiber die
R-Untereinheit reguliert wird (Sastri et al. 2005). AKIP1 besitzt ein Kernlokalisationssignal und
verankert die C-Untereinheit im Nukleus. Durch einen Hefedihybridsystemansatz konnten
schon einige Proteine als potentielle AKIP identifiziert werden, deren genaue Funktion noch

intensiv untersucht wird (M. Sastri, personliche Mitteilung).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, mit der einerseits die
R-Untereinheiten als auch der intakte PKA-Holoenzymkomplex zusammen mit den natiirlich
vorkommenden Interaktionspartnern aus komplexen Proben isoliert werden konnten (siche

5.2.3,5.2.4).
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2. ZIELSETZUNG DER VORLIEGENDEN ARBEIT UND
UNTERSUCHUNGSSTRATEGIEN

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung spezifischer Aufgaben des sekundéren
Botenstoffes zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), um das Verstindnis fiir die
molekularen Mechanismen der cAMP-vermittelten Signaltransduktion zu erweitern. cAMP
wurde als erster sekundérer Botenstoff in den fiinfziger Jahren entdeckt, dennoch sind die durch
ihn vermittelten Effekte auf fundamentale Prozesse wie Zellproliferation, Differenzierung,
Energiemetabolismus und Genexpression immer noch Gegenstand intensiver Forschung.
Zentraler Rezeptor fiir cAMP in der eukaryotischen Zelle ist die Proteinkinase A. Daher sollen
die Wechselwirkungen von cAMP und cAMP-Analoga mit den zyklonukleotidbindenden,
regulatorischen (R) Untereinheiten der PKA charakterisiert werden. Dazu ist es notwendig,
schnelle und robuste Methoden fiir solche Bindungsanalysen zu entwickeln und etablieren, mit
deren Hilfe cAMP-Analoga (Agonisten und Antagonisten) ihrer Affinitdt nach quantifiziert
werden konnen. Dariiber hinaus sollen mit Hilfe thermodynamischer Untersuchungen
Unterschiede im Bindungsverhalten zwischen PKA-Agonisten und -Antagonisten analysiert
werden, da bisherige Untersuchungen an statischen Kristallstrukturen Unterschiede im
Aktivierungsverhalten nicht ausreichend beschreiben konnten. Studien an mutagenisierten
R-Untereinheiten zur cAMP-Bindung, Holoenzymkomplex-Formierung und -Aktivierung

sollen die molekularen Mechanismen der cAMP-Bindung néher charakterisieren.

Im selben Zusammenhang sollen neue cAMP-Analoga fiir Affinitdtschromatographie
entwickelt werden, die selektiv die Isoformen der R-Untereinheit sowie den intakten PKA-
Holoenzymkomplex aus komplexen Gemischen (Zelllysate) anreichern konnen. Dies soll die
Moglichkeit eroffnen, cAMP-bindende Proteine in ihren funktionellen Komplexe nativ zu
eluieren. In einem solchen proteomischen Ansatz sollen neue Interaktionspartner der PKA
identifiziert werden mit dem Ziel das cAMP-Signalnetzwerk um weitere Komponenten zu

erginzen.
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3. KURZPROFILE DER MANUSKRIPTE UND
ABGRENZUNG DER EIGENANTEILE

(Die Manuskripte befinden sich im Kapitel 4.)
PUBLIKATION |

Hahnefeld, C., Moll, D., Gétte, M. and Herberg, F.W. (2005)
»Rearrangements in a hydrophobic core region mediate cAMP action in the regulatory subunit of PKA.*
Biological Chemistry 386 (7): 623-631

Bindung von cAMP an die regulatorische Untereinheit (R-UE) des Proteinkinase A (PKA)
Holoenzymkomplex fiihrt zur Dissoziation und damit zur Aktivierung der katalytischen
Untereinheit (C-UE). Basierend auf Sequenzvergleichen und Kristallstrukturen von cAMP-
Bindungsdoménen wurden vier konservierte Aminosduren in der R-UE identifiziert, die
moglicherweise die Dissoziation der C-UE {iber eine Konformationsinderung vermitteln.
Mutationen dieser Aminosduren zeigten deutliche Unterschiede in cAMP-Bindungs- und
Aktivierungsstudien, die die Bedeutung dieser AS im Aktivierungsmechanismus aufzeigten.
Aufgrund der erhaltenen Daten wurde ein Aktivierungsmechanismus basierend auf
hydrophoben Wechselwirkungen, &hnlich dem schon bekannten Aktivierungsmodel des
Guaninnukleotid-Austauschfaktor Epac (exchange protein directly activated by cAMP),
postuliert.

Diese Publikation wurde bereits in die kumulative Dissertation von Claudia Hahnefeld
eingebunden. Die Reinigungen der regulatorischen Untereinheiten und die spektrophoto-
metrischen Aktivitdtsmessungen wurden von Claudia Hahnefeld, Daniela Moll und Sonja
Schweinsberg durchgefiihrt, wihrend Claudia Hahnefeld sich fiir die SPR Experimente
verantwortlich zeichnete. Oliver Bertinetti und Daniela Moll fiihrten die Expressions-
optimierung durch. Die Kristallstruktur-Abbildungen von PKA und Epac wurden (basierend auf
bereits publizierten Strukturen) von Maik Goétte und Frank Gesellchen gestaltet; die strukturelle
Ausarbeitung des Aktivierungsmechanismus wurde von Maik Goétte und Claudia Hahnefeld
durchgefiihrt. Die CD Experimente wurden von Daniela Moll und Sonja Schweinsberg
durchgefiihrt und beschrieben.
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PUBLIKATION I

Moll, D., Zimmermann, B., Gesellchen, F. and Herberg, F.W. (2006)
,,Current developments for the in vitro characterization of protein interactions*
Proteomics in drug research Wiley-VCH Verlag: 159-172

In diesem Ubersichtsartikel werden verschiedene Biomolekulare Interaktionsanalysen zur
quantitativen ~ Charakterisierung von  Protein  Interaktionen vorgestellt und die
methodenbedingten Vor- und Nachteile diskutiert. Die physikalischen MeBprinzipien der
Oberflachenplasmonresonanz (SPR), der Fluoreszenzpolarisation (FP), der Isothermalen
Titrations Kalorimetrie (ITC) und des AlphaScreens (Amplified Luminescence Proximity
Homogenoues Assays) werden ausfiihrlich erkliart und die erhaltenen Ergebnisse anhand
verschiedener Beispielinteraktionen dargestellt: Protein-physiologischer Ligand (ITC),
Abhéngigkeit einer Protein — Protein Bindung von einem Kofaktor (SPR) und Unterschied einer
Protein — Protein Dissoziation durch den physiologischen Liganden und eines Agonisten

(AlphaScreen).

Die ITC Messung sowie die Beschreibung der FP und ITC Experimente wurden von Daniela
Moll durchgefiihrt. Die in dieser Publikation dargestellten SPR Experimente wurden von
Bastian Zimmermann, die AlphaScreen Experimente von Frank Gesellchen durchgefiihrt und

beschrieben. Die textliche Ausarbeitung wurde von Daniela Moll durchgefiihrt.
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KURZPROFILE DER MANUSKRIPTE UND ABGRENZUNG DER EIGENANTEILE

PUBLIKATION |11

Moll, D., Prinz, A., Gesellchen, F., Drewianka, S., Zimmermann, B. and Herberg, F.W. (2006)
»,Biomolecular interaction analysis in functional proteomics.*
Journal of Neural Transmission 113 (8) 1015-1032

In der funktionellen Proteomforschung werden bekannte Interaktionen eines zelluldren
Netzwerkes qualitativ  untersucht. Diese Veroffentlichung beschreibt verschiedene
biomolekulare Interaktionsanalysen, anhand des Modellsystems PKA, die zur detaillierten
Charakterisierung von  Bindungen herangezogen werden konnen. Neben den
Gleichgewichtsbindungsdaten (generiert aus AlphaScreen, FP, SPR und ITC Messungen)
wurden aus ITC Messungen die thermodynamischen Parameter AG, AH und AS ermittelt. Durch
Anwendung der BRET® (Bioluminescence resonance energy transfer) Methode konnten in

lebenden Zellen Aussagen iiber Bindungsereignisse und deren Lokalisation getroffen werden.

Die in dieser Publikation dargestellten ITC und FP Experimente wurden von Daniela Moll, die
Biacore Experimente von Bastian Zimmermann und Stephan Drewianka durchgefiihrt und
beschrieben. Die AlphaScreen Experimente wurden von Frank Gesellchen, die BRET?
Experimente von Anke Prinz durchgefiihrt und beschrieben. Die schematischen-Darstellungen
zu den einzelnen Methoden wurden von Daniela Moll entworfen. Ebenso wurde die textliche

Ausarbeitung von Daniela Moll durchgefiihrt.
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PUBLIKATION IV

Moll, D., Schweinsberg, S., Hammann, C. and Herberg, F.W. (2007)
“Comparative thermodynamic analysis of cyclic nucleotide binding to Protein Kinase A.”
Biological Chemistry 388 163-172

In dieser vergleichenden Studie wurden die thermodynamischen Parameter AG, AH und AS fiir
die Interaktionen zwischen einer regulatorischen Untereinheit der PKA und drei zyklischen
Nukleotiden (cAMP, 8-AHA-cAMP, 6-AH-cAMP) mittels zweier unabhidngiger Methoden
bestimmt. Die Bindung an die regulatorische Untereinheit aller drei zyklischen Nukleotide zeigt
dhnliche AG Werte und die Interaktion ist immer enthalpisch angetrieben. Allerdings zeigte
eines der zyklischen Nukleotide (6-AH-cAMP) methodenabhingig unterschiedliche Parameter
AH und -TAS.

Die Biacore Experimente wurden von Daniela Moll durchgefiihrt, Sonja Schweinsberg, Katja
Fildermann und Katrin Guske haben dabei assistiert. Das fiir die Biacore Experimente
verwendete Protein wurde von Sonja Schweinsberg zur Verfligung gestellt. Die ITC
Experimente wurden von Daniela Moll durchgefiihrt, Katja Eildermann und Katrin Guske haben
assistiert. Die Datenauswertung, die Gestaltung der Abbildungen und das Manuskript wurden
von Daniela Moll und Christian Hammann in enger Zusammenarbeit mit Sonja Schweinsberg

erstellt.
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KURZPROFILE DER MANUSKRIPTE UND ABGRENZUNG DER EIGENANTEILE

PUBLIKATION V

Moll, D., Schweinsberg, S., Schwede, F., Bertinetti, O., Drewianka, S., Genieser, H.-G., Herberg, F.W.
,Chemical Tools for the selective Purification of Components of cAMP Signalling Pathways.*
Manuskript

Durch rationales Design wurden zwei verschiedene Sets an cAMP-Analog Agarosen entwickelt
und getestet. Auf der einen Seite agonistisch wirkende cAMP-Analoga, die fiir eine gekoppelte
Affinitdtschromatographie aller vier Isoformen der R-Untereinheit optimiert wurden. Auf der
anderen Seite wurden auch antagonistisch wirkende cAMP-Analoga weiterentwickelt, mit
denen es moglich ist, den PKA-Holoenzymkomplex zusammen mit Interaktionspartnern aus

komplexen Proteingemischen fischen zu kénnen.

Daniela Moll, Hans-Gottfried Genieser und Frank Schwede waren mal3geblich am rationalem
Design der cAMP-Analoga beteiligt. Die Analoga wurden von Hans-Gottfried Genieser und
Frank Schwede synthetisiert. Stephan Drewianka hat die SPR Experimente fiir die Sp-cAMPS
Analoga durchgefiihrt. Die Reinigungen der Rlloae wurden von Sonja Schweinsberg
durchgefiihrt, optimiert und beschrieben, ebenso wie die SPR Experimente fiir die Rp-cAMPS
Analoga. Die MS Analysen wurden von Oliver Bertinetti durchgefiihrt. Daniela Moll hat die
Reinigung der anderen R Isoformen durchgefiihrt, optimiert, beschrieben, ebenso wie die Rp-
Agarose Experimente. Das Manuskript wurde von Daniela Moll und Sonja Schweinsberg

gemeinsam erstellt.
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KURZPROFILE DER MANUSKRIPTE UND ABGRENZUNG DER EIGENANTEILE

PUBLIKATION VI

Moll, D., Prinz, A., Brendel, C.M., Berrera, M, Zaccolo, M., Genieser, H.-G., and Herberg, F.W.
“Biochemical and cellular visualization of a novel membrane permeable fluorescent cAMP analog.”
Manuskript

Zur Untersuchung der zelluliren cAMP-Verteilung wurde der neue Pharos-Fluoreszensfarbstoff
entwickelt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff wurde zunichst physikalisch und anschlieBend, nach der
Kopplung an cAMP (8-[p-575]-cAMP), sowohl in vitro als auch in vivo biochemisch
charakterisiert. Dabei zeigte der Pharos-Fluoreszenzfarbstoff gute spektrale Eigenschaften. In
vitro ist die Affnitdt von 8-[@p-575]-cAMP an die R-Untereinheiten abhingig von der R-Isoform,
jedoch aktivierte 8-[p-575]-cAMP die PKA-Holoenzymkomplexe vergleichbar zu cAMP. In
vivo Untersuchungen zeigten eine hervorragende Membrangingigkeit des 8-[p-575]-cAMP und
eine Kolokalisation mit den R-Untereinheiten. Allerdings konnte in Zellen eine Akkumulation

von 8-[(p-575]-cAMP nicht ausgeschlossen werden.

Die Synthese des Pharos-Farbstoffes und die Untersuchungen zur Stabilitit und Lipophilie
wurden von Hans-Gottfried Genieser durchgefiihrt. Cornelia Brendel und Daniela Moll fiihrten
die pyhsikalische Charakterisierung des Pharos-Farbstoff gemeinsam durch. Sonja
Schweinsberg stellte fiir die Messungen Rllo zur Verfligung, wihrend die anderen R-Isoformen
von Daniela Moll gereinigt wurden. Daniela Moll und Michaela Hansch fiihrten die FP
Experimete durch und arbeiteten diese in das Manuskript ein. Anke Prinz fithrte die BRET
Experimente und spektrophotometrischen Assays durch. Marco Berrera zeichnete sich fiir die
FRET Experimente verantwortlich. Die Evaluierung der zelluldren Verteilung beruhten auf den
Arbeiten von Anke Prinz und Marco Berrera. Anke Prinz und Hans-Gottfried Genieser

verfassten das Manuskript.
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ARTIKEL |

Moll, D., Schweinsberg, S., and Herberg, F.W. (2006)
“Biomolekulare Interaktionsanalyse - Ein Werkzeug der funktionellen Proteomforschung?”’
Bioforum 3 (29): 28-30
Dieser populirwissenschaftliche Ubersichtsartikel beschreibt eine Auswahl von Biomolekularen
Interaktionsanalysen und ihre Anwendung in der funktionellen Proteomforschung. Die

verschiedenen MeBprinzipien sowie die generierten Daten und deren Aussagekraft werden kurz

und pragnant vorgestellt.

Die Kristallstruktur Abbildung der PKA wurde (basierend auf der bereits veroffentlichten
Struktur 1CDK) von Daniela Moll und Sonja Schweinsberg in Zusammenarbeit mit Frank
Gesellchen gestaltet. Die in dieser Publikation dargestellten Biacore Experimente wurden von
Bastian Zimmermann und Stephan Drewianka durchgefiihrt. Das Manuskript wurde von

Daniela Moll und Sonja Schweinsberg gemeinsam erstellt.
ARTIKEL Il

Miiller, S., Kromke, M., Vogt, H. and Moll, D. (in press)
“Enzymkinetik in der Schule — Michaelis-Menten-Kinetik von Urease”
Biologie in unserer Zeit

In diesem didaktisch ausgelegten Artikel wird ein Schulversuch zum Thema Enzymkinetik
aufgebaut und leicht verstdndlich aufgearbeitet. Dieser Versuch kann in der Schule von einer
rein qualitativen Betrachtung bis hin zu einer eingehenden Untersuchung der Kenngréf3en eines
Enzyms ausgeweitet werden. Dieser Artikel beinhaltet die auf Schulen abgestimmte
experimentelle Durchfiihrung, Materialien und Geréte sowie eine ausfiihrliche Beschreibung der
Auswertung und Lehrmaterial (Hintergrund, Film-Material und Abbildungen) fiir den

theoretischen Unterricht.

Die Experimente wurden von Sara Miiller und Marianne Kromke im Rahmen des
Wabhlpflichtfaches Didaktik fiir Lehrdmter unter der Betreuung von Helmut Vogt durchgefiihrt.
Die wissenschaftliche Ausarbeitung erfolgte durch Daniela Moll und Sara Miiller.
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PUBLIKATION |

Hahnefeld, C., Moll, D., Gétte, M. and Herberg, F.W. (2005)
»Rearrangements in a hydrophobic core region mediate cAMP action in the regulatory subunit of PKA.*
Biological Chemistry 386 (7): 623-631
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5. DISKUSSION

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung der Interaktionen des sekunddren
Botenstoffes zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) als zentraler Mediator der zelluldren
Signaltransduktion. Dazu wurde die Bindung einer Vielzahl cAMP-Analoga an die
regulatorischen Untereinheiten der Proteinkinase A (PKA) mittels verschiedener Methoden
eingehend  charakterisiert —und  quantifiziert (PUBLIKATION II,  PUBLIKATION I,
PUBLIKATION IV, ARTIKEL I). Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden neue cAMP-
Analoga mit speziellen Eigenschaften entwickelt. Zum einen wurden Analoga entworfen, mit
denen nun eine hocheffiziente Reinigung der rekombinant exprimierten regulatorischen (R)
Untereinheiten der PKA moglich ist (PUBLIKATION V). Des Weiteren wurden spezielle cAMP-
Analoga entwickelt, die zur Isolation und Identifikation des cAMP-Interactoms aus
verschiedensten Geweben genutzt werden kdnnen (PUBLIKATION V, UNVEROFFENTLICHTE
DATEN D. Moll). Zusitzlich wurde fiir in vivo Analysen ein neuer Fluorophor charakterisiert,
der, gekoppelt an cAMP, die Membranpermeabilitdt des zyklischen Nukleotids im Vergleich zu
ungekoppeltem cAMP deutlich steigert und die Beobachtung der cAMP-Verteilung in Zellen
ermdglicht (PUBLIKATION V). Intramolekulare Konformationsdnderungen, die durch cAMP-
Bindung an den PKA-Holoenzymkomplex hervorgerufenen werden, wurden mittels
funktioneller Untersuchungen an mutagenisierten R-Untereinheiten analysiert und fiihrten zu

einem neuen Modell des Aktivierungsmechnismus der PKA (PUBLIKATION I).

Grundlegend fiir alle diese Arbeiten war die Entwicklung und Anwendung von
Interaktionsstudien, welche die Bindung von cAMP und cAMP-Analoga an die
R-Untereinheiten auf funktioneller Ebene charakterisieren. Im Folgenden werden nun die dazu

angewandten Methoden im proteomischen Kontext eingehend betrachtet.

5.1 METHODEN FUR PROTEOMISCHE STUDIEN
— EINE UBERSICHT

Die genetische Information eines jeden Organismus wird in Form von Proteinen und
Proteinkomplexen in eine zelluldre Funktion iibersetzt. Im Kontrast zum eher statischen Genom

stellt das Proteom die dynamische Gesamtheit aller exprimierten Proteine zu einem bestimmten

181



DISKUSSION

Zeitpunkt in einer Zelle, einem Gewebe oder einem Organismus dar (Wasinger et al. 1995;
Anderson et al. 1996; Wilkins et al. 1996). Die Komplexitit des Proteoms wird zwar
grundlegend vom Genom bestimmt, jedoch wird die Anzahl der translatierten Proteine durch
alternatives Splicen und andere Prozessierungen um ein Vielfaches vergroBert (Aebersold et al.
2001; Nishimura et al. 2005). Nach Schitzungen konnen innerhalb einer Zelle bis zu einer

Million unterschiedlicher Proteinspezies erreicht werden (Bauer et al. 2003).

Die Proteinzusammensetzung einer Zelle ist stark vom Zelltyp, dem Stadium im Zellzyklus und
von dulleren Signalen auf einer Zelle abhdngig. Die klassische Proteomanalyse (im Folgenden
Proteomics, Abbildung 5.1) beschiftigt sich mit der (quantitativen) Betrachtung von
Proteinmustern bzw. dem differenziellen Vergleich von Expressionsmustern unter
verschiedenen  zelluldiren Bedingungen. Proteomics gibt  AufschluB  iber die
Proteinzusammensetzung einer Zelle und ermoglicht damit den Einblick in die Komplexitédt und
Dynamik von grundlegenden Lebensvorgingen. Des Weiteren konnen durch den
proteomischen Vergleich von gesundem und entartetem Gewebe z.B. Biomarker identifiziert
werden, die eine Frithdiagnostik verschiedener Krankheiten ermoglichen konnten, wie

beispielsweise bei bosartigen tumordsen Erkrankungen (Petricoin et al. 2002).

(klassische) Interactomics- funktionelle
Proteomanalyse = | [Studien Proteomanalyse
Gesamtheit der exprimierten Gesamtheit aller Quantitative Interaktionsanalyse
Proteine eines Zelltyps Wechselwirkungen zwischen )

Zu einem bestimmten Zeitpunkt| |Proteinen in einer gegebenen . 4

und unter definiterten : A £ 30 |
Bedinungen 5 / /ﬂ\\

A o C 0 50 Zm:[i? 150 200

Abbildung 5.1 Darstellung von drei aufeinander aufbauenden Ansatzpunkten zur Aufklarung
eines dynamischen Proteoms.

A In der (klassischen) Proteomanalyse wird die Gesamtheit der exprimierten Proteine mit ihren
posttranslationalen Modifikationen identifiziert. Als Beipiel einer Proteomanalyse ist eine
Proteinauftrennung mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese (2D-DIGE) dargestellt, auf der die
exprimierten Proteine mittels Cy3 angefirbt wurden (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Katrin Marcus).

B Um ein Interaktionsnetzwerk, aufbauend auf der Proteomanalyse, zu erstellen, werden die
Wechselwirkungen der identifizierten Proteine durch Interactomics-Studien untersucht. Als ein Beispiel
ist das Proteininteraktionsnetzwerk der regulatorischen Untereinheit Typ Ia. der PKA (roter Punkt in der
Mitte) mit den derzeitig bekannten direkten Interaktionspartnern dargestellt (Abbildung erstellt mit der
Interaktionsdatenbank STRING (http:/string.embl.de, (Snel et al. 2000; von Mering et al. 2003; von
Mering et al. 2005; von Mering et al. 2007)).

C In der funktionellen Proteomanalyse werden bekannte Interaktionen quantitativ charakterisiert. Als
Beispiel ist eine Interaktionsanalyse mit einem Oberflichenplasmonresonanz-Biosensor gezeigt.
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Mittlerweile gibt es fiir proteomische Ansédtze eine Vielzahl von Methoden, die in der Regel (1)
untereinander und (2) mit hochauflosender Massenspektrometrie (MS) kombiniert werden:
zweidimensionale Gelelektrophorese, metabolische (SILAC, stable isotope labelling by amino
acids in cell culture (Martinovic et al. 2002; Ong et al. 2004)) und chemische Markierung mit
stabilen Isotopen (ICAT, Isotope coded affinity tag (Gygi et al. 1999; Han et al. 2001)) oder
isobare Markierung (iTRAQ, isobaric Tagging for Relative and Absolute Protein
Quantification, Applied Biosystems, (Wu et al. 2006; Zieske 2006)), wodurch auch eine
absolute  Proteinquantifizierung  moglich  ist, sowie die  Kombination  aus
Flussigkeitschromatographie (liquid chromatography, LC) und online gekoppelter MS
(Aebersold et al. 2001). Die klassische Proteomanalyse liefert jedoch keine Aussagen iiber die
vorhandenen Proteinkomplexe und —netzwerke. Aber gerade Multiproteinkomplexe werden in
zentralen zelluldren Prozessen wie Stoffwechsel, Wachstum und Differenzierung entscheidende
Funktionen zugeordnet (Alberts 1998; Jordan et al. 2000; Gavin et al. 2002; Gavin et al. 2003).
Basierend auf diesen Proteomics-Studien konnen Protein-Protein-Wechselwirkungen
systematisch identifiziert werden, die unter dem Begriff Interactomics zusammengefasst
werden. Hierunter fdllt sowohl die Identifizierung von permanenten Multiproteinkomplexe als
auch von Interaktionspaaren, die durch Assoziation und Dissoziation an bzw. von einem
Proteinkomplex regulatorische Funktionen ausiiben (Abbildung 5.1). Die Modulation dieser
intrazelluldren Interaktionen erfolgt z.T. durch posttranslationale Modifikationen an den
beteiligten Proteinen (Shaywitz et al. 2002). Das grundlegende Verstindnis flir diese
Proteinnetzwerke kann jedoch nur durch die detaillierte Analyse der Protein-Wechselwirkungen
(Protein-Protein, Protein-Ligand, Protein-Peptid, Protein-Nukleinsdure) erlangt werden (Stelzl
et al. 2006). Diese Charakterisierung und Quantifizierung von Interaktionen fasst man unter
dem Begriff funktionelle Proteomforschung zusammen (Abbildung 5.1, (Graves et al. 2002)).
Durch die funktionelle Proteomforschung konnen Regulationsmechanismen von Signalwegen
aufgeklart werden. Dariiber hinaus koénnen auch neue Ansatzpunkte fiir Medikamente
identifiziert werden, sowie ein besseres Verstindnis von Wirkmechanismen und Nebeneffekten
von therapeutischen Substanzen erzielt werden (Kellner 2000; Bauer et al. 2003; Graves et al.
2003; Pierce et al. 2007).

5.1.1 BIOMOLEKULARE INTERAKTIONSANALYSENALS EIN
WERKZEUG DER FUNKTIONELLEN PROTEOMFORSCHUNG

Durch eine quantitative Analyse kann das Bindungsverhalten von Interaktionspartnern in ihrer

Gesamtheit erfasst und in die Architektur eines intrazelluldren Netzwerkes korrekt eingeordnet
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werden. Dazu steht eine Vielzahl von (bio-)physikalischen, biochemischen wie auch
molekularbiologischen Techniken zur Verfligung, die unter dem Oberbegriff Biomolekulare
Interaktionsanalyse (BIA) zusammengefasst werden konnen (ARTIKEL I). Im Folgenden
werden gingige BIA Methoden vorgestellt, von denen einige innerhalb dieser Arbeit zur

Untersuchung von Wechselwirkungen im PKA-System angewandt wurde.

Jede BIA hat methodenbedingte Vor- und Nachteile sowie eine limitierte Auswahl an
ermittelbaren Bindungsparametern (Gleichgewichtsbindungskonstanten, Geschwindigkeits-
konstanten,  thermodynamische  Parameter, = Bindungsstochiometrien, ICsy,  ECsy,
PUBLIKATION Il). Die individuelle Fragestellung und die zu bestimmenden Parameter sowie

die Verfiigbarkeit der Interaktionspartner gibt zumeist die Wahl der anzuwendenden BIA vor.

B

kass ‘fkdiss‘{KD

000090 & K/K,
C ¢ D

Abbildung 5.2 Schematische Darstellung von verschiedenen BIA Techniken zur Analyse von
Nukleotid-Bindungen dargestellt an einer dimeren regulatorischen (R) Untereinheit der PKA
Dimere R-Untereinheit mit der Dimerisierungs und Docking (DD) Doméne und den beiden cAMP-
Bindestellen CNB-A und CNB-B. Zyklische Nukleotide sind als grauer Kreis mit gelbem Stern gezeigt.
A: Kompetitiver Fluoreszenzpolarisations-Ansatz mittels fluoreszenzmarkiertem cAMP-Analog (grauer
Kreis gekoppelt an gelb dargestellten Fluorophor)

B: Direkte Stopped-Flow Bindungsmessung mit Fluoreszenz-markiertem zyklischen Nukleotid-Analog
C: Oberflachenplasmonenresonanz-Kompetitionsansatz mittels immobilisiertem cAMP-Analog (graue
Kreise mit Linker)

D: Kompetitiver Bindungsansatz mittels radioaktiv markiertem cAMP (blauer Stern).

Die ermittelbaren physikalischen und kinetischen Konstanten sind bei jeder Technik aufgefiihrt:
ECs, (Effektive Konzentration 50%), Kp (Gleichgewichtsdissoziationskonstante), ks / Kaiss
(Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante), K; (Gleichgewichtsdissoziationskonstante
bestimmt iiber kompetitive Inhibition).

Zur Bestimmung der Gleichgewichtsbindungskonstante K, oder Kp eignen sich sehr sensitive
radioaktive Bindungsstudien (Abbildung 5.2D). Die Markierung eines Interaktionspartners

erfolgt iiber den Einbau eines radioaktiven Isotops (z.B. ’H, ", ¥p, *p, 133I) innerhalb der
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Struktur, so dass die Bindungseigenschaften nicht beeinflusst werden. Klassischerweise wurden
cAMP-Analoga Bindungsstudien an die regulatoriche (R) Untereinheit der cAMP-abhéngigen
Proteinkinase (PKA) durch einen Kompetitionsansatz mittels Tritium-markiertem-cAMP
(2,8*HcAMP) durchgefiihrt (Deskeland et al. 1983; Deskeland et al. 1988; Burghardt
2005)>Schwede, 2000 #2342<. Da sich die Geschwindigkeitskonstanten (Kass, kaiss) der cAMP-
Bindung an die beiden Zyklonukleotidbindedoménen der R-Untereinheit (CNB-A und CNB-B)
stark unterscheiden, ist es moglich sowohl die Bindung an das Dimer und als auch an die B
Domine separat zu betrachten. Dies wird durch eine geschickte Wahl der Puffer- und
Temperaturbedingungen in verschiedenen Versuchsansétzen erreicht und vermittelt Einblicke in
die Selektivitit der verschiedenen cAMP-Analoga fiir die A und B Doméne (Deskeland et al.
1983; Doskeland et al. 1988; Ogreid et al. 1989; Schwede et al. 2000b; Burghardt 2005).

Mittels antikorpervermittelter-Technologien wie z.B. RIA (radioimmunoassay (Berson et al.
1959b, a)) oder ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay (Engvall et al. 1971)) kénnen Ka
bzw. Kp zwischen Antikoérper und Antigen bestimmt werden. Die Detektion erfolgt bei dem
RIA {iber die radioaktive Markierung des Antigens oder des Antikorpers. Der ELISA ist eine
nicht-radioaktive Alternative des RIA, der allerdings die Immobilisierung des Antikorpers
erfordert. Hierbei erfolgt die Detektion {iber die Bildung eines Farbstoffes durch ein, an das
Antigen oder den Antikorper kovalent gekoppeltes Enzym. Die ermittelten Gleichgewichts-
bindungskonstanten sind vergleichbar mit anderen Methoden (Kim et al. 1990; Liliom et al.
1991; Orosz et al. 2002). Zusitzlich ermdoglichen verschiedene Rechenmodelle auch die
Bestimmung von Geschwindigkeitskontanten durch ELISA-Analysen (Engvall et al. 1971;
Zhuang et al. 2001). Der RIA wurde klassischerweise zur sensitiven Bestimmung von cAMP-

Konzentrationen in Zellen genutzt (Harper et al. 1975; Brooker et al. 1979).

Eine universelle Technik zur Bestimmung von K, bzw. Kp unter echten
Gleichgewichtsbedingungen ohne Immobilisierung und im homogenen Format (ohne
Separationsschritte wie z.B. Filtrieren) stellt die Fluoreszenzpolarisation (FP) dar ((Checovich
et al. 1995; Jameson et al. 2005); PUBLIKATION Il, ARTIKEL I, Abbildung 5.2A). Dazu muss
der kleinere der beiden Interaktionspartner mit einem von mittlerweile tausenden Fluoreszenz-
farbstoffen markiert werden (Jameson et al. 2005). Der Fluorophor befindet sich nach
Anregung mit polarisiertem Licht fiir 10™"° bis 10 Sekunden im angeregten Zustand. Bewegt
sich nun der ungebundene, mit dem Fluorophor markierte Ligand im angeregten Zustand frei in
Losung, ist das emittierte Licht depolarisiert. Wird der markierte Ligand allerdings in dieser

Zeit durch die Bindung an einen grof3en Interaktionspartner in seiner Bewegung behindert und
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dadurch in der Anregungsebene gehalten, so ist das emittierte Licht in der gleichen Ebene
polarisiert, was letztlich als Messsignal ausgelesen wird. FP-Messungen konnen die hohe
Sensitivitit (nanomolare bis picomolare Affinititen) von radioaktiven Bindungsstudien
erreichen (Burke et al. 2003; Jameson et al. 2005) und werden miniaturisiert im
Hochdurchsatzverfahren (high-throughput screening, HTS) von fast allen Pharmaunternehmen
wihrend der Medikamentenentwicklung genutzt (Sportsman et al. 2003). Mittlerweile gibt es
fiir die géngigen drug targets (Ansatzpunkte/Wirkmolekiile fiir Medikamente) FP-Ansitze, so
z.B. fir G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Kinasen, Proteasen, Phosphatasen und
ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren (Burke et al. 2003). Allerdings miissen Ergebnisse
aus direkten FP-Bindungsstudien in einem zweiten Verfahren mit einem nicht-markiertem

Liganden validiert werden (Huang 2003).

N O
O~
SOS-/\/)\I o \rif o’z?
O

Abbildung 5.3 Struktur von 8-Fluo-cAMP Abbildung 5.4 Strukturvergleich der Fluorophore
Im Vordergrund erkennt man die Struktur von Fluorescein (oben) und EVOblue (unten)

cAMP, die iiber den Linker an der Position 8 Der Fluorophore Fluorescein absorbiert im blauen
des Adeninrings an den Fluorophoren Bereich (Ex: 490 nm) und hat einen Stokes Shift von
Fluorescein gekoppelt ist. Die Farbkenn- 30nm. Der Fluorophor EVOblue absorbiert im
zeichnung erfolgte nach dem cpk-Schema (C: energiedrmeren roten Bereich (Ex: 650 nm) und hat
hellblau; O: rot; N: dunkelblau; H: weil}; einen Stokes Shift von 20 nm.

S: gelb; P: goldbraun). Visualisierung erfolgte

mit VMD 1.8.5; (Humphrey et al. 1996)

Fiir die Bindung von zyklischen Nukleotiden an die regulatorische Untereinheit konnte im
Rahmen dieser Arbeit ein kompetitiver FP-Ansatz mit 8-Fluo-cAMP (Abbildung 5.2A,
Abbildung 5.3, chemische Bezeichnungen der cAMP-Analoga sieche Abkiirzungsverzeichnis
und Abbildung 9.17, (Caretta et al. 1989)) entwickelt werden (PUBLIKATION I11). Die direkte
FP-Bindungsanalyse zeigte im Einklang mit kompetitiven SPR- und ’H-cAMP-Analysen

identische Affinitdt von cAMP und 8-Fluo-cAMP an das RI Monomer sowie an die dimeren
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RI- und RII-Untereinheiten ((Mucignat-Caretta et al. 1997; Schwede et al. 2000b; Burghardt
2005), PUBLIKATION I11). Durch diese hohe Aftfinitit von 8-Fluo-cAMP sind FP-Kompetitions-
analysen mit geringen Konzentrationen an R-Untereinheit (500 pM bis 2,5 nM) gut geeignet,
um andere cAMP-Analoga schnell und einfach aufgrund ihrer Affinitdt zu charakterisieren
(PUBLIKATION I1l, PUBLIKATION VI). Der Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein eignet sich
besonders gut, da der Fluorophor eine hohe Quantenausbeute von 90% besitzt (Magde et al.
2002) und wegen der weiten Verbreitung dieses Farbstoffes die Wellenldngenfilter
(Ex 490 nm/ Polarisation Em 520 nm) kommerziell leicht erhéltlich sind. Der Fluorophor
scheint trotz seiner hohen Masse im Vergleich zu cAMP (487 Da Fluorescein zu 329 Da

cAMP) nicht mit der Interaktion an die R-Untereinheiten zu interferieren.

Eine Modelldarstellung der Bindung von 8-Fluo-cAMP an die zyklischen Nukleotidbindungs-
domine (CNB, cyclo nucleotide-binding domain) B der Rla (Abbildung 5.5) zeigt, dass der
Fluorophor sich auBlerhalb der CNB regelrecht an die R-Untereinheit anschmiegt und
moglicherweise stabilisierend auf die cAMP-Bindung wirkt. Dies wird durch die Beobachtung
unterstiitzt, dass 8-Fluo-cAMP eine relative Selektivitit fiir die CNB-B aufweist (Mucignat-
Caretta et al. 1997; Schwede et al. 2000b). Anderungen in Anregungs- und Emissionsspektren
von 8-Fluo-cAMP in An- und Abwesenheit von séttigenden Konzentrationen RII-Untereinheit
deuten auf unterschiedliches
Bindungsverhalten an die beiden
CNB hin (Mucignat-Caretta et al.
1997).
Fir  Fluoreszenzstudien  mit
niedrigerer Anregungsenergie als
fir 8-Fluo-cAMP notwendig,
wurde cAMP an den Fluorophor
EVOblue (Ex650 nm/Em670 nm)
(Abbildung 5.4).
Studien mit diesem 8-AEA-
EVOblue-cAMP

(Abbildung 9.13)

gekoppelt

Abbildung 5.5 8-Fluo-cAMP

Modelldarstellung
gebunden in der CNB-B der Rla-Untereinheit

zeigten  im von

Gegensatz  zu  8-Fluo-cAMP, Darstellung der Oberflichenstruktur (griin) der RIo. CNB-B
.. . . (PDB 1NE4), in die 8-Fluo-cAMP mittels Autodock gemodelt
begrindet in der deutlich . :
wurde. Mit freundlicher

geringeren Quantenausbeute des

Genehmigung von M. Gotte,
Visualisierung erfolgte mit VMD 1.8.5 (Humpbhrey et al. 1996).
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Fluorophors (30%), ein erheblich hoheres Signal/Rauschverhéltnis. Weiterhin lieferten FP-
Bindungsstudien erst ab einer Konzentration von 250 nM §8-AEA-EVOblue-cAMP (100x mehr

als bei 8-Fluo-cAMP) ein detektierbares Polarisationssignal.

Unabhingige Untersuchungen von 8-AEA-EVOblue-cAMP mittels Einzelmolekiilmessungen
und SPR-Experimenten deuten darauf hin, dass die Affinitdt zur R-Untereinheit deutlich von
der Linkerlange zwischen cAMP-Molekiil und EVOblue abhédngt, wobei der kurze AEA
(Aminoethylamino-)- im Vergleich zum ldngeren AHA (Aminohexylamino)-Linker deutlich
geringere Affinitdten aufweist ((Hahnefeld 2004), Hahnefeld, Moll, et al. Manuskript in
Vorbereitung).

Ein weiteres HTS-fahiges Verfahren zur Untersuchung von Interaktionen in vitro ist der
AlphaScreen (Amplified luminescence proximity homogeneous assay, PUBLIKATION I,
PUBLIKATION I, ARTIKEL I). Dazu werden die beiden Interaktionspartner jeweils an Donor-
bzw. Akzeptorkiigelchen gekoppelt. Durch die Interaktion werden diese Latexkiigelchen in
rdaumliche Ndhe gebracht. Durch Anregung des Donorkiigelchens mit Licht entsprechender
Wellenlidnge wird Singulettsauerstoff freigesetzt, der das Akzeptorkiigelchen zur Lumineszenz
anregt (Ullman et al. 1994). Diese Methode zeichnet sich durch eine sehr hohe Sensitivitat,
einen geringen Hintergrund, ein daraus resultierendes gutes Signal/Rauschverhiltnis und eine
vielseitige FEinsetzbarkeit aus. Anhand von AlphaScreen- und BRET-Studien konnte die
Wirkung von cAMP-Agonisten und Antagonisten auf den intakten PKA-Holoenzymkomplex
genauer untersucht werden (Gesellchen et al. 2006). Jedoch konnen mittels AlphaScreen keine
direkten, sondern nur relative Bindungsdaten ermittelt werden, welche dann jedoch mit anderen

Methoden korreliert werden konnen (PUBLIKATION I11).

Fiir die Charakterisierung schneller Bindungskinetiken ist die Stopped-Flow Spektrometrie
geeignet (Hargrove 2005). Dabei konnen k,s und kgiss von zwei Interaktionspartnern in Echtzeit
ermittelt werden (Abbildung 5.2B). Die beiden Interaktionspartner werden innerhalb von
Millisekunden in einer Spritze vermischt und die Kinetik kann anhand von optischen Methoden,
z.B. der Anderung der Fluoreszenzintensitit (intrinsische Fluoreszenz oder Markierung einer
der beiden Interaktionspartner mit einem Fluorophor) gemessen werden.

Zur direkten Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten k,ss und kgiss eignet sich die Technik
basierend auf dem physikalischen Prinzip der Oberflachenplasmonresonanz (surface plasmon
resonance, SPR). Die steigende Anzahl der Publikationen, die SPR Daten enthalten (2005 mehr
als 1100 Publikationen) gibt eine Vorstellung von der Bedeutung der SPR-Technologie in der
modernen BIA (Rich et al. 2000, 2001a, 2002, 2003, 2005a, b, 2006). Der heute am weitesten
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verbreitetste SPR-Biosensor (Firma Biacore) besteht aus einem Sensor Chip, auf dem einer der
Interaktionspartner (Ligand) immobilisiert wird, einer SPR Detektionseinheit zur Bestimmung
der Massenidnderung an der Sensoroberfldche und einem integrierten Mikroflusssystem, durch
das der zweite Interaktionspartner (Analyt) liber bis zu vier Sensoroberflichen geleitet wird
(Karlsson 2004; Rich et al. 2007). (Fiir die Erkldarung des genauen Detektionsprinzips sowie
einer Ubersicht iiber die verschiedenen Kopplungs- und Mess-Strategien siehe (Zimmermann et
al. 2002; Cooper 2003; Hahnefeld et al. 2004; Gesellchen et al. 2005).) Die SPR-Technologie
ist eine hochsensitive sowie markierungsfreie Festphasenmethode. So konnen prinzipiell
Komplexbildungen von Molekiilen aller Art (z.B. Proteine, Lipide, Nukleinsduren)
charakterisiert werden oder der Einfluss von kleinen Kofaktoren auf eine Bindung untersucht
werden ((Torreri et al. 2005), PUBLIKATION Il, PUBLIKATION IV, ARTIKEL I). Gerade fiir
schwache oder transiente Bindungen ist die SPR-Technologie besonders geeignet, da diese
Bindungen in anderen BIA oft nicht erfasst werden konnen ((Rich et al. 2007),

PUBLIKATION I1).

Die Kombination aus SPR-Technologie und MS-Analyse eroffnet die Moglichkeit, sogar
geringste Mengen an selektiv gebundenen Analyten von der Sensoroberfliche zu eluieren und
anschliefend zu identifizieren ((Catimel et al. 2002; Catimel et al. 2005; Larsericsdotter et al.
2006), PUBLIKATION V). Neueste SPR-Sensoren verbinden bei gleichzeitiger Analyse von bis
zu 400 immobilisierten Interaktionspartnern die Vorteile der Array-Technologie mit der SPR-
Technologie und verkniipfen damit die Identifizierung von Interaktionspartnern bei
gleichzeitiger Charakterisierung der kinetischen Bindung (Unfricht et al. 2005; Usui-Aoki et al.
2005; Wassaf et al. 2006).

In dieser Arbeit wurde die SPR-Technologie zur Charakterisierung der Interaktion zwischen
den R-Untereinheiten und cAMP-Analoga in kompetitiven und kinetischen Bindungsstudien
genutzt ((Hahnefeld 2004); PUBLIKATION I11, PUBLIKATION V). In den kompetitiven
Bindungsstudien konnte in enger Zusammenarbeit mit der Firma Biaffin GmbH & CO KG
(Kassel) eine Vielzahl von cAMP-Analoga ihrer Affinitdt nach quantifiziert werden
(Abbildung 5.2C, PUBLIKATION I1I)

Die Daten aus den kompetitiven SPR-, FP- und radioaktiven Bindungsstudien (Burghardt 2005)
sowie Literaturdaten wurden in eine Datenbank (KinetXBase, siche 5.1.4) eingepflegt, die im
Rahmen dieser Arbeit in Kooperation mit der Firma MicroDiscovery GmbH (Berlin) eigens
dafiir entwickelt wurde. Diese Datenbank ist in der Lage, die Vielzahl an gemessenen

Interaktionen standardisiert zu erfassen und unter Zuhilfenahme der Datenbankfunktionen unter
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verschiedenen Kriterien auszuwerten (PUBLIKATION in Vorbereitung). Dabei konnte der Fokus
sowohl auf den unterschiedlichen Techniken und Messprinzipien als auch auf die Selektivitat
einzelner cAMP-Analoga an die beiden zyklonukleotid Bindungsdoméne (cyclo nucleotide-

binding domain, CNB) der Rla-Untereinheit erfasst werden (PUBLIKATION in Vorbereitung).

Die durchgefiihrten kinetischen SPR-Bindungsstudien mit der R-Untereinheit und cAMP-
Analoga ermdglichten durch van’t Hoff- und Eyring-Analysen Einblicke in den
Bindungsmechanismus und Ubergangszustand der Interaktion unter thermodynamischen

Gesichtspunkten (PUBLIKATION IV, siche 5.1.2).

Die klassische thermodynamische Analyse von Interaktionen erfolgt allerdings iiber die
universell einsetzbare Methode Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) (Wiseman et al. 1989;
Doyle 1997; CIiff et al. 2003). Diese Methode zur Interaktionsanalyse von unmodifizierten
Interaktionspartnern  liefert neben den Gleichgewichtsbindungskonstanten auch die
thermodynamischen Parameter (Anderung der Gibbs-Energie (AG, auch als freie Enthalpie,
Gibbs-freie Energie oder Gibbs-Potenzial bezeichnet)), Anderung der Enthalpie (AH),
Anderung der Entropie (AS) und die Anderung der Wirmekapazitit (AC,)) sowie die
Stochiometrie(n) einer Bindung (Ladbury et al. 1996).

In einer isolierten Reaktionszelle wird ein Interaktionspartner vorgelegt und der Bindepartner
durch eine rotierende Prézisionsspritze hinzu titriert (Pierce et al. 1999). Die aufgenommene
oder abgegebene Reaktionswidrme (endothermen oder exothermen Reaktion) dient als
Messsignal, aus der sich direkt AH ablesen lédsst (Zeder-Lutz et al. 1997). Daraus folgt, dass
athermale Reaktionen nicht mittels ITC untersucht werden konnen (Blandamer 1998). Durch
die Entwicklung kompetitiver ITC Analysen (Sigurskjold et al. 1994; Zhang et al. 1998;
Sigurskjold 2000; Leavitt et al. 2001) ist das Spektrum der messbaren Bindungsaffinititen (Kp=
100 fM bis 10 M) deutlich erweitert worden (Velazquez Campoy et al. 2005). Die Kenntnis der
thermodynamischen Parameter einer Bindung vermittelt Einblicke in den Bindungsprozess, die
iiber die Affinitidt (KpcAG) hinausgehen. Identischen AG-Werten konnen, basierend auf der
Gleichung AG=AH-TAS, unterschiedliche thermodynamische Signaturen aus AH und AS zu
Grunde liegen, die wiederum auf unterschiedliche Bindungsmechanismen hindeuten ((Luque et
al. 2000, 2002), Abbildung 5.6). Damit ist die thermodynamische Charakterisierung einer
Bindung hilfreich fiir das Verstindnis des biomolekularen Erkennungsprozesses sowie
essentiell bei der rationalen Medikamentenentwicklung (Doyle 1997; Luque et al. 2002; Weber
et al. 2003; Holdgate et al. 2005).
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Die Entwicklung von Medikamenten gegen
Infektionskrankheiten gestaltet sich als A B C
schwierig, da hiufig nach kurzer Zeit
Resistenzen auftreten. Die Ursache fiir die
Resistenzen bei Medikamenten, die auf 04

Inhibition einer Enzymaktivitit beruhen,

kcal/mol

sind haufig Punktmutationen in dem aktiven ™~

154 B\G

die Affinitit zum Medikament bzw. BAH
Inhibitor,  aber  nicht die  zum - E-(T-a8)

Zentrum des Erregerenzyms. Dadurch wird

hysiologisch trat stark influsst. i . .
physiologischen Substrat stark beeinfluss Abbildung 5.6 Thermodynamische Signatur einer

Durch die thermodynamische Untersuchung Bindung
Die Affinitit (AGcKp) der drei Beispielreaktionen
A, B und C ist identisch, setzen sich aber jeweils aus
wirksamsten Medikamente gegen die HIV- unterschiedlichen Kombinationen von AH und -TAS
] ] ) zusammen. Reaktion A st stark enthalpisch
Amplifikation, konnte gezeigt werden, dass (negatives AH) favorisiert, wihrend der entropische
Term diesem entgegengesetzt ist (positives —TDS).
Reaktion B ist entropisch favorisiert und Reaktion C
entropisch getriebenen Wechselwirkungen setzt sich aus gleichen Anteilen aus AH und -TAS
zusammen.

von  Proteaseinhibitoren, die  bisher

eine Kombination aus enthalpisch und

zwischen Medikament und Virusenzym die

beste Kombination gegen Resistenzbildung ist (Ohtaka et al. 2002; Ohtaka et al. 2003).

Die thermodynamische Optimierung von Leitstrukturen in der Medikamentenentwicklung hat
somit den Vorteil, dass die Selektion nicht nur aufgrund der Bindungsaffinitét, sondern auch im
Hinblick auf Resistenzen (weiter-) entwickelt werden kann ((Luque et al. 1998b; Luque et al.
2002; Ohtaka et al. 2002; Whitesides et al. 2006), PUBLIKATION Il). Allerdings ist die
Interpretation der erhaltenen Daten nicht trivial. Zum einen miissen die Anderungen der
thermodynamischen Parameter fiir das duflerst komplexe Gesamt-System (z.B. Losungsmittel-
effekte, sowie entropische und enthalpische Konformationsdnderungen der Interaktionspartner
wihrend der Bindung) bestimmt werden (Tame et al. 1998; Holdgate 2001; Ababou et al.
2006). Zum anderen ist gegenwirtig eine eindeutige Korrelation von thermodynamischen
Signaturen biologischer Interaktionen zu strukturell aussagekriftigen Bindungsmechanismen
ohne weitere Daten wie Kristallstrukturen nicht moéglich (Tame et al. 1998; Cooper 1999;
Cooper et al. 2001; Holdgate 2001).

Die Bindung von zyklischen Nukleotiden an die R-Untereinheit wurde im Rahmen dieser

Arbeit thermodynamisch untersucht, um ein besseres Verstdndnis fiir die molekulare Erkennung
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von cAMP-Analoga im Vergleich zu cAMP zu erlangen (PUBLIKATION |1, PUBLIKATION 111,

PUBLIKATION IV, siehe 5.1.2).

5.1.2 THERMODYNAMISCHE BETRACHTUNGEN VON PROTEIN-
LIGAND-WECHSELWIRKUNGEN

Die molekulare Erkennung von Interaktionspartnern ist ein entscheidender Prozess in der
zelluldren Signaltransduktion (Whitesides et al. 2006). Einblicke in diesen Prozess konnten den
Weg fiir rationales Design von Interaktionspartnern 6ffnen. Ein entscheidender Schritt flir
dieses Verstiandnis ist die Strukturautklarung von sequenzierten Proteinen mit verschiedensten
Interaktionspartnern mittels Rontgenstrukturanalyse und NMR-Technologie (nuclear magnetic
resonance, Kernmagnetische Resonanz). Solche Strukturen sind allerdings statische Moment-
aufnahmen von nativ hochflexiblen Proteinen, deren Plastizitit von kleinen Positionsver-
schiebungen einzelner Aminosiuren bis zu konformationellen Anderungen, die das ganze
Protein betreffen, reichen (Carlson 2002). Aufbauend auf 3D-Strukturen koénnen mittels
Deuterium-Austausch-Experimenten Interaktionsflichen und sogar einzelne, an einer Bindung
beteiligte Aminosduren gezielt identifiziert werden. Dieses Vorgehen liefert dann oft
entscheidende Hinweise auf den tatsdchliche Bindungsprozess (Maier et al. 2005; Wales et al.
2006). Entscheidende Faktoren des Bindungsmechanismus sind die thermodynamischen
Parameter der Reaktion (AH und -TAS), deren Summe die Affinitit AG definiert
(AG =RTInKp).

Obwohl der Einfluss dieser thermodynamischen Parameter auf die einzelnen Ereignisse einer
Bindung bisher nur in Ansitzen verstanden ist (Tame et al. 1998; Cooper 1999; Cooper et al.
2001; Holdgate 2001), konnen durch die Bestimmung der thermodynamischen Signatur einer
Bindung in Kombination mit Strukturdaten neue Einblicke in den Bindungsmechanismus
erlangt werden (Luque et al. 1998a; Svensson et al. 2002; Weber et al. 2003). Eine hydrophobe
Interaktion zwischen einem Makromolekill und einem Liganden zeichnet sich
thermodynamisch hiufig durch eine kleine positive Anderung der Enthalpie (AH) und eine
groBe negative Anderung des entropischen Terms (-TAS) aus (Luque et al. 1998a; Holdgate
2001). Die negative Entropieinderung kann mit der Verringerung des Ordnungsgrades des
Losungsmittels nach der Bindung erkldrt werden, da die beiden Oberflichen der apolaren
Molekiile miteinander agieren und somit nach der Reaktion die Solvathiille kleiner ist und mehr
Losungsmittelmolekiile frei beweglich vorliegen (Holdgate 2001). Generell sind Bindungen von

geladenen Gruppen an Makromolekiile oft entropisch angetrieben und gehen mit kleinen
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enthalpischen Anderungen einher (Dalpiaz et al. 2000; Holdgate 2001). Interaktionen iiber
Wasserstoffbriicken (WSB) zeigen meist sehr geringe Anderungen der thermodynamischen
Parameter, da fiir die Bildung von WSB in einem Makromolekiil-Liganden-Komplex erst WSB
zwischen Ligand und Losungsmittel sowie zwischen Makromolekiill und Ldsungsmittel
gebrochen werden miissen (Holdgate 2001). Generell gehen Bindungen {iber WSB,
elektrostatische Wechselwirkungen und van-der-Waals Interaktionen mit einer Anderung von

AH einher (Svensson et al. 2002).

In dieser Arbeit wurde die Bindung von cAMP, cAMP-Agonisten (6-AH-cAMP,
Abbildung 9.10; 8-AHA-cAMP, Abbildung 9.16; cGMP, Abbildung9.2; Sp-cAMPS,
Abbildung 9.23) und eines cAMP-Antagonisten (Rp-cAMPS, Abbildung 9.24) an verschiedene
Konstrukte der Rlo-Untereinheit thermodynamisch untersucht (die Strukturen der cAMP-
Analoga befinden sich im Anhang unter 9.2). Alle untersuchten cAMP-Analoga binden in einer
(stark) exothermen Reaktion an die zyklonukleotid Bindungsdoménen (cyclo nucleotide-
binding domain, CNB) R-Untereinheiten, wobei der entropische Term dieser treibenden Kraft
entgegengesetzt ist (Publikation II, Publikation III, Publikation IV, unveroffentlichte Daten D.
Moll). Die Bindung von cAMP an die CNB von Epacl (exchange protein directly activated by
CAMP, zyklonukleotidregulierter Guaninnukleotid-Austauschfaktor) zeigt ein vergleichbares
Verhiltnis der thermodynamischen Parameter, wobei aufgrund der deutlich niedrigeren
Affinitdt von Epacl zu cAMP (Kp=20 uM) die absoluten Werte deutlich geringer sind
(Rehmann et al. 2003a). Die niedrigere Affinitdt im Vergleich zur R-Untereinheit griindet sich
vermutlich auf das Fehlen einer WSB von Epacl (entsprechend Glu200 der R-Untereinheit)
zum 2°OH der Ribose (Enserink et al. 2002; Rehmann et al. 2003a).

Im Gegensatz zu diesen Daten zeigt die Bindung von cAMP an die beiden CNB des E. coli
Proteins CAP (catabolite activator protein) unterschiedliche thermodynamische Signaturen.
Wihrend die Bindung des ersten cAMP-Molekiils an CAP sowohl entropisch als auch
enthalpisch favorisiert ist, wird die Bindung des zweiten cAMP-Molekiils kooperativ,
endotherm und rein entropisch angetrieben (Gorshkova et al. 1995; Lin et al. 2002). Die nicht-
kooperative Bindung des CAP-Antagonisten cGMP ist an beide Bindedoménen enthalpisch und
entropisch favorisiert (Gorshkova et al. 1995; Lin et al. 2002), wiahrend die cGMP-Bindung an

die R-Untereinheit nur enthalpisch angetrieben wird.

Die Auftragung von AH- gegen —TAS-Werte ergibt fiir viele biologische Interaktionen eine
Gerade, die dem ,,Bereich der Gibbs-Energie* (,,4G window*) entspricht (Cooper et al. 2001).

Eine solche Darstellung der thermodynamischen Parameter ist in Abbildung 5.7 fiir die oben
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beschriebenen Zyklonukleotidbindenden Proteine zusammengestellt. Deutlich zu erkennen sind
die enthalpisch getriebenen Interaktionen der R-Untereinheit mit cAMP und Analoga (rot und
lila), wobei die Bindung keine thermodynamische Kompensation zeigt, wie sie fiir viele
Untersuchungen von Agonisten und Antagonisten beobachtet wurde (Dalpiaz et al. 1998; Borea
et al. 2000; Gilli et al. 2005). Eine thermodynamische (Agonisten-Antagonisten) Kompensation
liegt vor, wenn die Bindung des Agonisten iiber AH begiinstigt ist, wihrend der Antagonist iiber
den entropischen Term favorisiert wird oder umgekehrt (Borea et al. 2000). Allerdings wirkt
Rp-cAMPS auf den intakten PKA-Holoenzymkomplex antagonistisch und nicht allein auf die
hier untersuchte CNB-A der Rlo-Untereinheit, so dass fiir genauere Aussagen die thermo-
dynamischen Parameter fiir die Bindung von Agonist und Antagonist an den Holoenzym-
komplex ermittelt werden miissten. Dies gestaltet sich praktisch allerdings als schwierig, da bei
dieser Interaktion viele thermodynamische Prozesse (Bindung, konformationelle Umlagerung,
Dissoziation von R-Untereinheit und C-Untereinheit) stattfinden konnen, die in ihrer
Komplexitit mathematisch schwer auswertbar sind (UNVEROFFENTLICHTE DATEN D. Moll).
Trotzdem ist zu erkennen, dass im Vergleich zum Agonisten Sp-cAMPS die Bindung des
Antagonisten Rp-cAMPS thermodynamisch deutlich in Richtung einer entropisch favorisierter
Interaktionen geht. Dies deckt sich auch mit den Strukturdaten, welche belegen, dass die
Bindung von Rp-cAMPS die Flexibilitdt der R-Untereinheit deutlich erhoht (Wu et al. 2004a;
Das et al. 2007a), siche auch Abbildung 5.12), so dass die molekularen Freiheitsgrade im
Molekiil zunehmen. Dies fiihrt thermodynamisch zu einer Abnahme von —TAS. Diese
Erkenntnisse konnten auch erkldren, warum Modifikationen am Antagonist Rp-cAMPS zur
Steigerung der Affinidt bisher immer unweigerlich zur Synthese eines Agonisten gefiihrt haben:
Wenn die Modifikationen am Antagonisten neue WSB oder van-der-Waals-Wechselwirkungen
mit der R-Untereinheit eingehen (Affinitétssteigerung durch negativeres AH), sich die Reaktion
aber nur auf der gezeigten linearen Regression in Abbildung 5.7 bewegen kann, fiihrt dies
gleichzeitig zu einer Erhohung des entropischen Terms und damit wieder zur Bildung eines
Agonisten. Vom thermodynamischen Standpunkt her sollte bei der Entwicklung von neuen
(affineren) PKA-Antagonisten die vermehrte Bildung neuer bzw. die Verstirkung von bereits
vorhandenen Wechselwirkungen zwischen der CNB sowie dem cAMP-Analog im Vordergrund

stehen.
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Interaktion
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Abbildung 5.7 Darstellung des ,, 4G window* flir Nukleotidbindungen an verschiedene cAMP-
bindende Proteine.
Aufgetragen sind die AH- gegen —TAS-Werte von verschiedenen Zyklonukleotidbindungen.
. Reaktionen in diesem Quadranten sind enthalpisch favorisiert; : Reaktionen in diesem
Quadranten sind entropisch favorisiert : Reaktionen in diesem Quadranten sind entropisch und
enthalpisch angetrieben. Rot: Interaktionen mit der A-Doméne der Rla-Untereinheit der PKA, lila:
Interaktion mit dem Monomer der Rla-Untereinheit, blau: Interaktion mit Epacl, griin: Interaktionen
mit CAP. Die lineare Regression wurde durch die thermodynamischen Signaturen der R-Untereinheit
gelegt.
Interaktionen: cAMP —, 8-AHA-cAMP —, 6-AH-cAMP — DbRIo 92-260: PUBLIKATION IV,
Sp-cAMPS —, Rp-cAMPS — bRIa 92-260: UNVEROFFENTLICHTE DATEN D. Moll; cAMP — bRIa
92-379: PUBLIKATION Il; cGMP — bRIa 92-379: PUBLIKATION |11, cAMP — CNB Domine Epacl:
(Rehmann et al. 2003a), cAMP1 — , cAMP2 —, cGMP1 —, cGMP2 — CAP: Bindung an die erste (1)
oder zweite (2) CNB von CRP. (G) aus (Gorshkova et al. 1995); (L) aus (Lin et al. 2002)

Die Enthalpie-Entropie-Kompensation ist ein weiteres, hiufig vorkommendes Prinzip in der
thermodynamischen Analyse von molekularen Interaktionen (Cooper et al. 2001). Sie
beschreibt die Erfahrung, dass gravierende Anderungen der thermodynamischen Parameter
meist mit einer kleinen Anderung der Affinitit einhergehen. Dies konnte daran liegen, dass
biologische Systeme sich durch ein sehr fein ausbalanciertes Netzwerk von Interaktionen
regulieren, deren Funktionen deutlich mehr von AG als von den Beitrdgen AH und -TAS
abhingen. Geinderte Lebensbedingungen konnen somit in der Evolution eine drastische
Anderung des Bindungs- und Erkennungsmechanismus erzwingen, die dann aber durch

thermodynamische Kompensation ohne grof3e funktionelle Einbulen vonstatten geht (Cooper
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1999; Cooper et al. 2001). Die Enthalpie-Entropie-Kompensation konnte in dieser Arbeit bei
vergleichenden Bindungsstudien von immobilisiertem zu frei in Losung vorliegenden 6-AH-
cAMP an die R-Untereinheit beobachtet werden (PUBLIKATION IV). Durch die
Immobilisierung von 6-AH-cAMP an eine SPR-Sensoroberfliche dnderte sich, bei nahezu
gleichbleibendem AG, der ermittelte AH Wert um mehr als 4 kcal mol” im Vergleich zu
Messungen in freier Losung. Im Gegensatz dazu zeigt die Bindung von 8-AHA-cAMP nahezu
identische thermodynamische Signaturen, unabhingig von der Messmethode, und damit keine
Enthalpie-Entropie-Kompensation. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Position im
cAMP, iiber die das Analog immobilisiert wird, entscheidend flir den Bindungsmechanismus an
die R-Untereinheit ist. Interessanterweise dnderte sich die thermodynamische Equilibriums- und
Ubergangszustands-Signatur  von  6-AH-cAMP  durch die Immobilisierung an die
Sensoroberflache zu Signaturen, die mit 8-AHA-cAMP vergleichbar sind (PUBLIKATION V).
Dies konnte darauf hindeuten, dass 6-AH-cAMP durch die Immobilisierung vermehrt von der
syn- in die anti-Konformation wechselt, die 8-AHA-cAMP aufgrund der Linkerposition in

Losung bevorzugt einimmt.

5.1.3 NEUE MEMBRANPERMEABLE FLUOROPHORE ERMOGLICHEN
DIE UNTERSUCHUNG DER CAMP-DYNAMIK IN VIVO

In vivo Untersuchungen von cAMP und cAMP-Analoga vermitteln im Gegensatz zu den im
Vorfeld beschriecbenen Methoden keine Erkenntnisse iiber den physikalischen
Bindungsmechanismus, aber dafiir neue und wichtige Einblicke in die temporale und lokale

Regulation dieses sekundiren Botenstoffes im zelluldren System.

Einerseits ist die Verteilung von cAMP in Zellen nur durch die Diffusionsgeschwindigkeit
kontrolliert (Bacskai et al. 1993; Chen et al. 1999). Andererseits werden mittels auf
FRET-basierten cAMP-Sensoren streng regulierte cAMP-Mikrodomédnen gefunden (Zaccolo et
al. 2002). (Die FRET- (Fluoreszenz Resonanz Energy Transfer) sowie die BRET-
(Bioluminexcence Resonanz Energy Transfer) Technik beruhen auf dem Prinzip des Forster
Transfers, bei dem nur dann Energie von einem Fluorophor (Donor) auf einen anderen
Fluorophor (Akzeptor) strahlungslos iibertragen wird, wenn beide Fluorophore sich in relativer
Néhe zueinander befinden (max. 10 nm) und das Emissionsspektrum des Donors mit dem
Anregungsspektrum des Akzeptors iiberlappt (Forster 1948; Stryer et al. 1967; Stryer 1978).)
Mittels Fusion der R- und C-Untereinheit der PKA an Donor und Akzeptor konnten

hochsensible FRET-Biosensoren (sogenannte cAMP-Sensoren) generiert werden, die es
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ermoglichen, die zeitliche und rdumliche Verteilung von cAMP in vivo detailliert aufzulosen
(Adams et al. 1991; Johnson et al. 1993; Zaccolo et al. 2000; Zhang et al. 2001; Zaccolo et al.
2002))

Diese in vivo Detektion von cAMP erfolgt indirekt iiber die artifiziellen cAMP-bindenden
Proteine, die durch Uberexpression in den zu untersuchenden Zellen vorliegen. Diese
(zusétzlichen) Proteine konnen durch eigene Aktivitit erhebliche Einfliisse auf das gesamte
Zellsystem aufweisen (Nikolaev et al. 2006). Eine direkte Untersuchung der intrazelluldren
cAMP-Verteilung in Zellen wird durch die Hydrophobizitit erschwert, die endogenes cAMP
vor dem Eindringen aber auch Verlassen der Zelle schiitzt (Schultz et al. 1993). Aus diesem

Grund sind aber auch extrazelluldre Anwendungen ineffektiv (Robison et al. 1968).

Schon frith wurden membrangéingige cAMP-Derivate synthetisiert (Posternak et al. 1962;
Falbriard et al. 1967; Henion et al. 1967; Posternak et al. 1974), wobei allerdings unklar ist, ob
die gemessene Steigerung der Phosphorylaseaktivitit an einer besseren Permeabilitdt oder an
einer besseren Aktivierung der PKA durch diese Derivate lag (Sutherland 1972). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden neue Fluoreszenzfarbstoffe (benannt nach dem bekannten Leuchtturm von
Alexandria: ,,Pharos®) physikalisch charakterisiert, von denen in ersten Experimenten
8-[Pharos-575]-cAMP  (8-[p-575]-cAMP, Abbildung 9.19) eine deutlich gesteigerte
Membrangéngigkeit aufweist (PUBLIKATION VI). Des Weiteren bindet 8-[p-575]-cAMP
Aufgrund dieser Daten wurden weitere Pharos-Fluoreszenzfarbstoffe entwickelt, von denen
einer (Pharos-450) eine deutlich gesteigerte Quantenausbeute (88% im Vergleich zu 30%
Pharos-575, UNVEROFFENTLICHTE DATEN D. Moll) zeigte, der jedoch in vivo noch getestet
werden muss. Der Nutzen dieser fluoreszierenden Nukleotide liegt vor allem in der Detektion
der intrazelluldren Verteilung von cAMP und dessen Bindungspartnern (Mucignat-Caretta et al.
1997; Cremo 2003). Allerdings treten in 8-[Pharos-575]-cAMP behandelten Zellen Aggregate
auf (PUBLIKATION V), die Ahnlichkeiten aufweisen zu bekannten Aggregaten zwischen
8-Fluo-cAMP und der RI-Untereinheit (Mucignat-Caretta et al. 1999). Als Perspektive kénnten
antagonistisch wirkende Rp-¢-cAMPS-Analoga in Kombination mit den cAMP-Sensoren in
vivo die Verteilung des Antagonisten verfolgen und gleichzeitig seine physiologischen Effekte
auf cAMP-bindende Proteine ndher charakterisiert werden. Die Anwendung dieser neuen
Farbstoffe beschriankt sich aber nicht auf die Untersuchung von cAMP-Signalwegen, sondern
dariiber hinaus konnten auch andere interessante Biomolekiile durch Markierung mit den
Pharos-Fluoreszenzfarbstoffen membranpermeabel gemacht werden. Andere

Anwendungsbereiche flir die neuen Pharos-Fluoreszenzfarbstoffen konnten sich im Gebiet der
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Proteomfoschung ergeben. So werden Fluoreszenzfarbstoffe zur Detektion wie auch fiir die
gelbasierte Proteinquantifizierung iiber einen weiten dynamischen Konzentrationsbereich
eingesetzt (Abbildung 5.1A), die neuen Pharos-Fluoreszenzfarbstoffe konnten hier Verwendung

finden (Westermeier et al. 2005).

5.1.4 INTERAKTIONS-DATENBANKEN

Die ermittelten Bindungsdaten aus unterschiedlichen BIA-Methoden, die teilweise im HTS
Verfahren innerhalb kurzer Zeit eine grole Anzahl an Interaktionsdaten generieren, werden
schnell uniiberschaubar. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit im Rahmen einer
Kooperation mit der Firma MicroDiscovery GmbH (Berlin) ein methodeniibergreifendes
Datenbanksystem (KinetXBase) zur Speicherung von generierten Interaktionsdaten entwickelt.
KinetXBase bietet standardisierte und methodenbezogene Eingabemasken fiir die strukturelle
Aufarbeitung der Daten und vielfiltige Suchfunktionen, um methodeniibergreifend
Interaktionsdaten zu vergleichen und zu interpretieren (PUBLIKATION in Vorbereitung). Um
komplexe Interaktionsnetzwerke nicht nur quantitativ zu erfassen, ist es dringend notwendig
auch die Vielzahl an publizierten qualitativen Interaktions- und Regulationsdaten mit einflieBen

zu lassen.

Um diese Netzwerke strukturiert zusammenzufassen und weltweit der Wissenschaft zugédnglich
zu machen, entwickelte man schon fiinf Jahre nachdem der Begriff Proteomics gepragt wurde
die ersten Interaktionsdatenbanken, so z.B. die Datenbank BIND (Biomolecular Interaction
Network Database, (Bader et al. 2000; Bader et al. 2001; Alfarano et al. 2005)). BIND wurde in
BOND (Biomolecular Object Network Databank, http://bind.ca) integriert, in der neben den
Interaktionsdaten, Beschreibungen molekularer Komplexe und Signalwege auch die Sequenz-
informationen  erfasst sind.  Mittlerweile  existiert eine  Vielzahl, teilweise
organismenspezifischer, Datenbanken, die biologische Netzwerke auf das Wesentliche
konzentrieren konnen (Xia et al. 2004). Mittels dieser Datenbanken ist es nun moglich die
Informationsmenge so zu reduzieren, dass daraus neue Aspekte sichtbar werden
(Komponenten-Analyse), mit denen die Entwicklung von Liganden, basierend auf rationalem

Design, ermoglicht werden.
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5.2 RATIONALES DESIGN VON CAMP-ANALOGA UND IHRE
ANWENDUNG

In dieser Arbeit wurden die quantitativen Ergebnisse von einer Vielzahl von cAMP-Analoga-
Interaktionsanalysen an die verschiedenen R-Untereinheiten zusammengefasst und auf wenige
Parameter reduziert ((Rannels et al. 1980; Corbin et al. 1982; de Wit et al. 1982; O'Brian et al.
1982; Deskeland et al. 1983; Rothermel et al. 1983; de Wit et al. 1984; Van Haastert et al.
1984; Ogreid et al. 1985; Pereira et al. 1987; Rothermel et al. 1988; Ogreid et al. 1989;
Dostmann et al. 1990; Schwede et al. 2000b; Schwede et al. 2000a; Burghardt 2005),
PUBLIKATION I1l, PUBLIKATION in Vorbereitung). Basierend auf dieser Ubersicht konnten
Annahmen iiber den Finfluss einzelner Modifikationen am cAMP getroffen werden. Diese
Annahmen bildeten die Grundlage fiir die Entwicklung optimierter cAMP-Analoga fiir
gekoppelte Affinititsreinigung (CAMP-Agarosen) (PUBLIKATION V, siehe 5.2.1).

Die Studie vom Interactom eines Proteins oder eines sekundiren Botenstoffes kann mit einer
Vielzahl von Methoden erfolgen (siehe 5.2.2). In dieser Arbeit wurden die entwickelten cAMP-
Agarosen in einer Interactomics-Studie genutzt, um die R-Untereinheit der PKA mit ihren
Interaktionspartnern anzureichern und zu identifizieren (siche 5.2.3). In einem zweiten Schritt
wurden auch antagonistisch wirkende cAMP-Analoga weiterentwickelt, die es ermoglichten,
den PKA-Holoenzymkomplex zusammen mit gebundenen Interaktionspartnern aus komplexen

Proteingemischen zu isolieren (PUBLIKATION V, siche 5.2.4).

5.2.1 NEUE CAMP-ANALOGA ZUR REINIGUNG ALLER ISOFORMEN
DER REGULATORISCHEN UNTEREINHEIT

Schon 1971 erkannte man das Potential von matrixgekoppelten cAMP-Analoga (6-AC-cAMP,
Abbildung 9.8) zur Fraktionierung der R-Untereinheiten aus partiell vorgereinigter PKA aus
tierschem Gewebe (Wilchek et al. 1971). Allerdings war die Affinitdt der R-Untereinheit zu den
bis dahin entwickelten cAMP-Analoga fiir eine schonende Elution zu hoch. Die Elutionen
wurden daher unter vollstdndig denaturierenden Bedingungen (7 M Harnstoff) durchgefiihrt und
die R-Untereinheit danach wieder renaturiert (Ramseyer et al. 1974). Nach dieser harschen
Elution wurden starke Proteindegradation und Aktivitdtsverlust beobachtet (Jergil et al. 1974).
Die Synthese eines neuen cAMP-Analogs (6-AE-cAMP, Abbildung 9.9) machte die Elution der
R-Untereinheiten bei 30°C in Gegenwart hoher cAMP-Konzentrationen (30 mM) moglich, was
aber wiederum zu partiell degradiertem Protein fiihrte (Dills et al. 1975). Bei Verwendung von
8-AEA-cAMP Agarose (im Gegensatz zu 8-AHA-cAMP Agarose) konnten 30-40% der
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gesamten adsorbierten R-Untereinheit mit cAMP (25 mM, 35°C) eluiert werden, wobei auch
hier als Ausgangsmaterial iiber Anionenaustauschchromatographie vorgereinigter
PKA-Holoenzymkomplex eingesetzt wurde (Ramseyer et al. 1976). Dabei zeigte sich immer
deutlicher, dass die Linkerposition wie auch die Linkerlinge am cAMP eine ganz entscheidende
Rolle fiir die Elutionseffiziens spielt ((Ramseyer et al. 1976), PUBLIKATION IV,
PUBLIKATION V). Bei einer Gegeniiberstellung von cAMP-Affinitdtschromatographie und
klassischer Anionenaustauschchromatographie von Potter et al. konnte gezeigt werden, dass die
Reinigung iiber immobilisierte cAMP-Analoga zu deutlich geringeren Ausbeuten (3 mg aus
8 kg Material) als die klassische Reinigung (10 mg) iiber DEAE-Zellulose (Potter et al. 1978)
fithrte. Somit wurde in den folgenden Jahren entweder mit renaturierten (Builder et al. 1980;
Buechler et al. 1991), cAMP-gesittigten (Saraswat et al. 1986; Diller et al. 2000) oder iiber
Anionenaustauschchromatographie fraktionierten (Corbin et al. 1977) R-Untereinheiten
gearbeitet. Auch zur Reinigung der rekombinant exprimierten R-Untereinheiten wurden diese
Strategien (geringfligig modifiziert) verwendet (Zick et al. 1982; Saraswat et al. 1986; Saraswat
et al. 1988; Buechler et al. 1991; Diller et al. 2000; Kopperud et al. 2002). Zur Erleichterung
der Reinigung wurden die R-Untereinheiten auch als Fusionskonstrukte mit Affinitdts-Tags
exprimiert ((Solberg et al. 1994; Kopperud et al. 2002; Dao et al. 2006)), wobei jedoch sowohl
die Fusion an den N-Terminus als auch an den C-Terminus als problematisch gilt.
Modifikationen am N-Terminus liegen direkt an der Dimerisierungsdoméne der
R-Untereinheiten und konnten sowohl die Dimerisierung als auch die Bindung an AKAP
beeinflussen (Herberg et al. 2000). Am C-Terminus angebrachte Modifikationen liegen direkt
an den cAMP-Bindedominen und konnten damit die cAMP-Bindungseigenschaften durch
sterische Effekte stark beeinflussen. Die Affinitits-Tags wurden dann entweder in einem
zusétzlichen (Reinigungs-)Schritt abgespalten (Solberg et al. 1994) oder das Fusionsprotein
direkt verwendet. Somit fehlten bisher Strategien fiir die Reinigung der dimeren
R-Untereinheiten, insbesondere der Rlo.

Zusammengefasst sind die Kriterien fiir eine optimale Reinigungsstrategie sowohl eine
effiziente und selektive Anreicherung des zu isolierenden Proteins in seiner aktiven Form wie
auch eine bislang nicht mogliche wirkungsvolle FElution unter milden Bedingungen
(PUBLIKATION V).

In Kooperation mit der Firma Biolog Life Science Institute (Bremen) wurden drei cAMP-
Analoga rational entwickelt, welche aufgrund ihrer Strukur die genannten Kriterien fiir eine

gekoppelte Affinitdtschromatographie aller vier Isoformen der R-Untereinheit, speziell der Rla,
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erfiillen (PUBLIKATION V). Diese neuen cAMP-Analoga gehoren alle zur Gruppe der
Sp-cAMPS-Analoga, bei denen der axiale exozyklische Sauerstoff der Phosphatgruppe gegen
einen Schwefel ausgetauscht ist (Baraniak et al. 1979). Diese Gruppe zeichnet sich durch eine
etwa 10fach geringere Affinitdt zu den R-Untereinheiten im Vergleich zu cAMP aus (de Wit et
al. 1982; de Wit et al. 1984). Durch die Variation der zur Kopplung an die Agarosematrix
verwendeten Linkerpositionen und -lingen konnten unterschiedliche Bindungs- und
Elutionsprofile erzeugt werden (PUBLIKATION V). Fiir die selektive Reinigung der vier
Isoformen der R-Untereinheit ist das an der Position 8 des Adeninringes gekoppelte
cAMP-Analog mit kurzem Aminoethyllinker (Sp-8-AEA-cAMPS, Abbildung 9.28) am
effizientesten (PUBLIKATION V). Diese neue Reinigungsstrategie ermdglicht es nun, grofle
Mengen an cAMP-freier und vor allem biologisch hoch aktiver R-Untereinheit zu isolieren.
Diese hochkonzentrierte und reine R-Untereinheit kann im Anschluss fiir weitere Nukleotid-

bindungsstudien genutzt werden (PUBLIKATION V).

5.2.2 INTERACTOMICS: DIE SYSTEMATISCHE ANALYSE VON
PROTEIN-PROTEIN-WECHSELWIRKUNGEN

Um die Rolle der R-Untereinheiten im zelluldren Kontext besser verstehen zu kénnen, und nicht
nur einzelne Interaktionen in vitro quantitativ zu erfassen, wurde in dieser Arbeit ausgehend von
cAMP eine Interactomics-Studie durchgefiihrt. Fiir Interactomics-Studien gibt es allerdings eine
Vielzahl von invitro und invivo Methoden, wovon einige im Folgenden kurz vorgestellt

werden (Phizicky et al. 1995; Zhu et al. 2003).
Mittels der Yeast Two Hybrid-Methode (Hefedihybridsystem, YTH, (Fields et al. 1989)) konnte

bereits eine Vielzahl von bindren in vivo Interaktionen aufgeklart werden (Cagney et al. 2000;
Parrish et al. 2006). Diese Mecthode basiert auf der Translation eines Reportergens als Folge der
Interaktion einer DNA-Bindedoméne (DBD) mit einer Transkriptionsaktivierungsdomine (AD)
eines Transkriptionsfaktors. Durch die Trennung der Doménen und die Fusion der DBD an das
zu untersuchende Protein (Koderprotein) und der AD an potentielle Interaktionspartner kann
nur bei erfolgter Interaktion der beiden Proteine (im Zellkern) die Transkription des
Reportergens stattfinden. Mittels YTH-Analysen im Hochdurchsatzverfahren (high-throughput
screening, HTS) und mittlerweile zahlreicher modifizierter Ansdtze konnten komplexe
Proteinnetzwerke z.B. von krankheitsrelevanten Signalwegen nédher charakterisiert werden

(Fromont-Racine et al. 1997; Uetz et al. 2000; Ito et al. 2001; Goehler et al. 2004).
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Fiir ein invitro Screening von Protein-Protein Interaktionspaaren im miniaturisierten HTS
eignet sich vor allem die Protein-Array-Technologie (Stoll et al. 2002; Templin et al. 2002b, a).
Hierbei kann, beginnend mit einzelnen Proteinen bis zum gesamten Proteom, ein
Interaktionspartner als Mikrospot auf eine Oberfldche immobilisiert werden (Schweitzer et al.
2003). Fir einige Organismen, z.B. fiir Saccharomyces cerevisiae (Béckerhefe), sind
vorgespottete Arrays bereits kommerziell erhdltlich. Der fragliche Interaktionspartner, welcher
mittels Fluoreszenz, Chemilumineszenz oder Radioaktivitdt markiert vorliegt, wird zusammen
mit den immobilisierten Proteinen inkubiert und die Bindung anhand der Markierung detektiert

(Templin et al. 2003).

Durch die Verwendung einer Tandemaffinitatsreinigung (tandem affinity purification, ,,Tap
Tagging®) (Rigaut et al. 1999; Puig et al. 2001; Gavin et al. 2002) kombiniert mit MS konnen
relevante in vivo Interaktionen und Proteinkomplexe identifiziert werden (Gavin et al. 2006).
Dazu wird das Koderprotein mit einen oder mehrere Affinitéts-Fusionsanteilen generiert und
auf endogenem Niveau in Zellen exprimiert. Die Reinigung des Koderproteins mit den
gebundenen Interaktionspartnern erfolgt {iber den Affinitdts-Tag (Burckstummer et al. 2006).
Fir verschiedene Isoformen der katalytischen (C) Untereinheit der PKA wurde eine
modifizierte Tandemaffinititsreinigung erfolgreich entwickelt und es konnten sowohl bekannte
Interaktionspartner (z.B. PKI, R-Untereinheit, 14-3-3¢, katalytische Untereinheit der Protein-
phosphatase y) verifiziert sowie CARP-1 (cell cycle and apoptosis regulatory protein-1) als ein

neuer Interaktionspartner identifiziert werden (Erlbruch 2007; Erlbruch et al. in preparation).

Zur Identifikation von invivo Protein-Protein Interaktionen findet héaufig auch eine
Methodenkombination aus Affinititschromatographie und MS Verwendung (Bauer et al. 2003).
Eine typische Affinitéitsreinigung beruht auf der Interaktion zwischen Antikorper und Antigen
(Co-Immunprézipitation oder auch ,,Pull down* genannt), wobei der (kovalent) an eine Matrix
gekoppelte Antikorper das Antigen spezifisch und reversibel aus komplexen Proben (z.B.
lysierte Zellen, Gewebe oder komplexe Korperfliissigkeiten) adsorbiert und die gebundenen
Proteine dann eluiert werden konnen. Die anschlieBende Identifizierung der interagierenden
Proteine erfolgt iiber MS. Die Anwendung dieses Prinzips beschrénkt sich jedoch nicht nur auf
Antikorper-Antigen Interaktionen (Ajuh et al. 2000; Wang et al. 2000; Schumacher et al. 2007),
sondern wurde z.B. auch fiir Interaktionen zwischen Enzyminhibitor-Enzym (Daub 2005),
Hormon-Rezeptor, (GST-)Protein-Protein (Becamel et al. 2002), Peptid-Proteinkomplex (Husi
et al. 2000) oder RNA-Protein (Neubauer et al. 1998) erfolgreich durchgefiihrt. Im Gegensatz

zum YTH System oder einer Tandemaffinitdtsreinigung konnen mit dieser Methode
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Interaktionspartner von Sub-Proteomen ohne Eingrift in das Expressionsmuster mit natiirlichen,
prozessierten und posttranslational modifizierten Proteinen aus beliebigem Material identifiziert

werden (Xia et al. 2004; Selbach et al. 2006; Tribl et al. 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einer Methodenkombination aus Affinitdtschromatographie
und anschlieBender Analyse des isolierten Sub-Proteoms mittels MS das Interactom um den
sekundiren Botenstoff cAMP aus Rinderherz- und Schweinegehirngewebe eingehend
untersucht (PUBLIKATION V, sieche 5.2.3, 5.2.4). Dazu wurde die Affinititsreinigung mit
verschiedenen an Agarosematrizes gekoppelten cAMP-Analoga durchgefiihrt. Neben bekannten
cAMP-bindenden Proteinen wie den R-Untereinheiten der PKA konnten sowohl bekannte wie
auch bisher unbestitigte Interaktionspartner dieser Proteine identifiziert werden. Parallel
konnten bereits im Rahmen einer Diplomarbeit in der Abteilung Biochemie cAMP-Agarosen
erfolgreich eingesetzt werden, um cAMP-bindende Proteine aus Dictyostelium discoideum zu
isolieren und massenspektrometrisch zu identifizieren. Durch den Vergleich von vegetativen
und differenzierten Zellen wurde dabei zusdtzlich die differenzielle Expression cAMP-

bindender Proteine iiber iTRAQ quantitativ untersucht (Roth 2006).

5.2.3 ANREICHERUNG VON CAMP-BINDENDEN PROTEINEN MIT
IHREN NATURLICHEN INTERAKTIONSPARTNERN

Die rational entwickelten cAMP-Agarosen, basierend auf den neu entwickelten Analoga stellen
einen entscheidenden Schritt bei der selektiven Anreicherung und Elution in cAMP-
Interactomics-Studien dar. Bisher wurden cAMP- (und auch ¢cGMP-) Agarosen genutzt, um
cAMP- sowie cGMP-bindende Proteine zusammen mit deren Interaktionspartnern aus
komplexen Proteingemischen anzureichern und mittels MS zu identifizieren (Scholten et al.
2006; Scholten et al. 2007). Eine effiziente Elution cAMP-bindender Proteine war bisher nicht
moglich, da die verwendeten Analoga (8-AET-cGMP, Abbildung9.14; 2-AH-cGMP,
Abbildung 9.4; 8-AEA-cAMP, Abbildung 9.12; 2-AHA-cAMP, Abbildung 9.3) eine sehr hohe
Affinitdt zu den R-Untereinheiten aufweisen (Scholten et al. 2006; Scholten et al. 2007). Erste
Versuche mit den neu entwickelten Sp-cAMPS-Analoga (Sp-8-AEA-cAMPS, Abbildung 9.28;
Sp-8-AHA-cAMPS, Abbildung 9.30; Sp-2-AEA-cAMPS, Abbildung 9.26) konnten zeigen,
dass aus Schweinegehirngewebe je nach Linkerposition eine sehr unterschiedliche Anzahl und
Zusammensetzung von Proteinen spezifisch angereichert und mit cAMP wieder eluiert werden

konnten (Abbildung 5.8, siehe 9.3).
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Von der Sp-8-AEA-cAMPS-Agarose konnten
alle vier Isoformen der R-Untereinheit
angereichert und eluiert werden (Bande 1, 2).

Die beiden prominenten Banden auf dem SDS- kDa

200

Gel wurden als GAPDH (Glycerinaldehyd-3- o

phosphat-Dehydrogenase, Bande 3) und LDH e

(Laktatdehydrogenase, Bande 4) identifiziert. 70

Beides sind Proteine, die mit hoher Affinitét <0

NAD" (Nicotinamid-adenin-dinucleotid) binden. 40

Verantwortlich fiir diese , Kontamination® ist
30
vermutlich das Adeninmotiv im cAMP, welches

25

diese Enzyme als Erkennung fiir NAD" nutzen. 20

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass speziell

das hoch abundante GAPDH eine Prifferenz fiir /Abbildung 5.8 cAMP-Elutionen von den Sp-
CAMPS-Agarosen, SDS-PAGE. Priparation

den 8-AEA- und 8-AET-Linker am cAMP von cAMP-bindenden Proteinen und deren

. . Interaktionspartnern ~ aus  Schweinegehirn
besitzt (Laukens et al. 2001; Scholten et al. ...~ = . Sp-cAMPS-Agarosen (Sp-8- und

2006). Sp-2-AEA-cAMPS). Die markierten
Proteinbanden wurden mittels MS identifiziert.
Beim  Anreichern von cAMP-bindenden

Proteinen aus Schweinegehirn mit Sp-2-AEA-cAMPS-Agarose zeigte die Elution mit cAMP
ein deutlich vielféltigeres Bandenmuster im Vergleich zur Sp-8-AEA-cAMPS-Agarose
(Abbildung 5.8, siehe 9.3). Hier konnten ebenfalls alle vier Isoformen der R-Untereinheit
eindeutig mittels MS Analyse nachgewiesen werden (Abbildung 5.8, Banden 12, 13). Dariiber
hinaus wurden aber auch bekannte Interaktionspartner der R-Untereinheiten gefunden: die
AKAP (Synonyme der genannten AKAP siehe 9.1) MAP2 (Bande 6, (Theurkauf et al. 1982)),
AKAP 5 (Bande 9, (Bregman et al. 1989)), AKAP 9 (Bande 15, (Bailly et al. 1989; Schmidt et
al. 1999)) und Ezrin (Bande 6, (Dransfield et al. 1997)).

AKAP 5 und AKAP 9 sind bekannte Vertreter der AKAP Familie im Gehirn, wihrend MAP2
ubiquitédr exprimiert wird (Tasken et al. 2004). Ezrin konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal in
Gehirn- und Muskelgewebe detektiert werden (PUBLIKATION V, Abbildung 5.8). Bisher wurde
dieses AKAP nur in sekretorischen Zellen nachgewiesen (Tasken et al. 2004). Ein publizierter
Interaktionspartner von AKAP 5 (und auch AKAP 6), die Calcium-abhidngige-Phosphatase
Calcineurin, konnte ebenfalls eindeutig identifiziert werden (Bande 11) (Coghlan et al. 1995;
Oliveria et al. 2003; Pare et al. 2005). Des Weiteren wurde das im Gehirn abundant
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vorkommende Adapterprotein 14-3-3 (Isoformen €, v, {, Banden 5, 21) isoliert, das sowohl als
Substrat der PKA beschrieben ist (Gu et al. 2006) als auch direkt mit der RIIf} Isoform und mit
AKAP 13 interagiert (Carr et al. 1992; Diviani et al. 2004; Angrand et al. 2006). Ein weiterer
bekannter Interaktionspartner von 14-3-3, aber auch von AKAP 5 (Bande 9) ist die in dieser
Untersuchung ebenfalls identifizierte Ca®"/Calmodulin-abhingige Proteinkinase, (CaMK,
Bande 12) (Angrand et al. 2006). Die CaMK kann wiederum auch iiber das Protein Calmodulin
direkt in Verbindung zu Ca*" abhingigen cAMP-Signalwegen stehen (Martin et al. 2006). Eine
bekannte Kolokalisation von PKA und PKG (Proteinkinase G, Bande 10) wurde bisher iiber das
AKAP Ezrin (Yun et al. 1998; Cha et al. 2005) oder iiber das Protein Caveolin-1 (Linder et al.
2005) gezeigt, wobei das AKAP Ezrin in dieser Studie (Bande 6) ebenfalls detektiert werden
konnte. Ein weiteres identifiziertes Proteine ist das 20 kDa groBe Onkogen DJ-1 (PARK 7,
Bande 23) (Nagakubo et al. 1997; van Duijn et al. 2001), welches bekanntermaflen eine
Interaktion mit GAPDH eingeht (Cookson 2005). DJ-1 ist ein Sensor fiir oxidativen Stress und
verschiedene Mutationen im DJ-1 Gen stehen im Zusammenhang mit familidrem Parkinson
(Pankratz et al. 2004). Ein weiteres bereits bekanntes Protein im cAMP-Signalweg ist das
74 kDa Protein Synapsin-1 (Bande 9). Es ist sowohl das presynaptische (Haupt-)Substrat der
PKA als auch ein Substrat der CaMK und vermittelt die synaptische Vesikel-Exocytose in
Neuronen (Bonanomi et al. 2005; Menegon et al. 2006). Die PDE10A (Bande 8) ist ein
bekanntes Substrat der PKA (Kotera et al. 2004). Durch die Phosphorylierung am Thrl17 wird
die Golgi-Lokalisation aufgehoben und PDE10A kann frei ins Cytsosol diffundieren (Kotera et
al. 2004).

Auffallig ist auch das gehédufte Auftreten von Enzymen des Kohlenhydratstoffwechsels (siche
auch (Scholten et al. 2006)) wie Phosphofructokinase (Bande 9) Glykogenphosphorylase
(Bande 8), Pyruvatkinase (Bande 11), Enolase (Bande 13), Pyridoxalkinase (Bande 17)
Glutaminsynthetase (Bande 14) und Adenylatkinase (Bande 23). Eine unspezifische Bindung
der identifizierten Proteine an die Agarosematrix ist auszuschlieBen, da vergleichende
Untersuchungen mit aktiviertem und sukzessive deaktiviertem Agarosematerial keine der
angereicherten Proteine gezeigt haben, welche von der cAMP-gekoppelten Agarosen eluiert

werden konnten (UNVEROFFENTLICHTE DATEN D. Moll).

Auch mit der Sp-2-AEA-cAMPS-Agarose wurden die unspezifisch gebundenen Proteine
GAPDH und LDH iiber einen weiten Banden-Bereich (Banden 16, 18, 19, 20) gefunden,
allerdings sind die angereicherten Mengen deutlich geringer als mit der an der Position 8

verlinkten Agarose. Weitere Versuche konnten zeigen, das gerade GAPDH und LDH durch
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mehrmalige Waschschritte mit NADH von den Sp-Agarosen hochselektiv eluiert werden und
damit diese Verunreinigungen vermindert werden kdnnen (UNVEROFFENTLICHTE DATEN D.
Moll).

Fiir eingehendere Studien der nativ gebildeten und aus Gewebe gezogenen Komplexe bietet
sich eine 2D-Gelelektrophorese an, bei der eine Auftragung der eluierten intakten Komplexe in
der ersten Dimension auf einem nativen Gel stattfindet (Blue-Native-PAGE, BN-PAGE),
welche die unterschiedlichen Interaktionskomplexe voneinander trennt und dann in der zweiten
denaturierenden Dimension die Komponenten der einzelnen Komplexe separiert (Camacho-

Carvajal et al. 2004).

Die Ergebnisse aus diesen Arbeiten geben neue Einblicke in die cAMP-vermittelten Netzwerke.
Speziell im Gehirn scheinen cAMP-bindende Proteine wichtige Funktionen zu {ibernehmen.
Auch die R-Untereinheiten der PKA kommen gerade im Gehirn abundant vor und die
Phinotypen von R-Deletionsmutanten weisen Defizite in den kognitiven Fahigkeiten auf (Chin
et al. 2002). Des weiteren sind Zusammenhéinge zwischen dem zweiten cAMP-Effektorprotein
Epac und neurodegenerativen Krankheiten bekannt (McPhee et al. 2005). AuBlerdem spielen
Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Serin und Threoninresten eine Schliisselrolle in
der Regulation von synaptischer Plastizitdt im Hippocampus (Winder et al. 2001). Neueste
Erkenntnisse zeigen, das cAMP-abhingige Ionenkandle wichtige Funktionen in der
Gedichtnisbildung erfiillen (Salinas et al. 2007; Wang et al. 2007). Generell erdffnet die
Untersuchung von Sub-Proteomen des Gehirns die Mdglichkeit, spezifische Einblicke in

Gehirnfunktionen zu bekommen (Tribl et al. 2006).

Die hier gezeigte Identifizierung von bekannten Interaktionspartnern und die erhohte Stabilitét
der Sp-cAMPS-Analoga gegeniiber Degradation durch Phosphodiesterasen (Schaap et al. 1993)
verifiziert diese Methode fiir weitere cAMP-Interactomics-Studien, z.B. aus verschiedenen

Organismen, Geweben und Materialien.

5.2.4 ANREICHERUNG DES INTAKTEN HOLOENZYMKOMPLEXES DER
PKA MIT SEINEN NATURLICHEN INTERAKTIONSPARTNERN

Neben den neu entwickelten Sp-cAMPS-Agarosen, die primér zur effizienten Reinigung
rekombinant exprimierter R-Untereinheiten eingesetzt werden sollten, wurden auch Analoga
speziell mit dem Fokus auf cAMP-Interactom-Studien entwickelt. Dabei handelte es sich im
Vergleich zu den agonistischen Sp-cAMPS-Analoga um antagonistisch wirkende Rp-cAMPS-

Analoga, bei denen der dquatoriale exozyklische Sauerstoff der Phosphatgruppe gegen einen
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Schwefel ausgetauscht ist (Baraniak et al. 1979). Von Rp-cAMPS abstammende Derivate sind
die einzigen bekannten Antagonisten fiir PKA. Sie binden an die R-Untereinheit im
Holoenzymkomplex, initiieren aber keine Dissoziation (Van Haastert et al. 1984; Dostmann et
al. 1990; Dostmann et al. 1991; Dostmann 1995). Mit Rp-cAMPS-Agarosen kann daher gezielt
der intakte PKA-Holoenzymkomplex gebunden werden, so dass zusétzlich zu den
Interaktionspartnern der R-Untereinheit (neue) Interaktionspartner der katalytischen
Unterheinheit (z.B. AKIP) sowie Interaktionspartner des gesamten Holoenzymkomplexes aus

Proteingemischen herausgezogen werden konnen.

Mittels der Rp-8-AHA-cAMPS-Agarose (Abbildung 9.31) konnten aus Rinderherzgewebe 82
Proteine angereichert und iiber MS-Analyse identifiziert werden (PUBLIKATION V). Neben drei
Isoformen der R-Untereinheit (RIa,, RIla, RIIP) und der Ca—Untereinheit der PKA wurden
zwei AKAP in diesem Ansatz identifiziert: AKAP 2 und Ezrin (SDS-PAGE siche
PUBLIKATION V). AKAP 2 konnte mittels cAMP-Analoga Agarosen erst vor Kurzem zum
ersten Mal in Herzgewebe nachgewiesen werden (Scholten et al. 2006). Des Weiteren konnte
das bekannte PKA Substrat Calpastatin (Proteaseinhibitor) (Salamino et al. 1994; Cong et al.
1998) identifiziert werden. Aulerdem konnte sowohl die Rho-Kinase (Rho-associated protein
kinase 2, ROKa, ROCK?2), die das AKAP Ezrin phophoryliert, wie auch Vinculin (ein Aktin-
bindendes Protein und moglicher Tumorsuppressor) (Rodriguez Fernandez et al. 1993; Rudiger
1998; Porter et al. 2001) eindeutig nachgewiesen werden. Mit Rp-8-AHA-cAMPS konnte in
diesem Experiment auch das potentielle A-Kinase-Interaktionsprotein AIF (apoptosis inducing
factor, personliche Mitteilung Mira Sastri) isoliert werden (PUBLIKATION V).

Bei Untersuchungen von Schweinegehirngewebe mit Rp-cAMPS-Agarosen konnte, neben den
schon im Zusammenhang mit den Sp-Agarosen genannten Proteinen (Abbildung 5.9,
Calcineurin Bande 24; alle vier Isoformen der R-Untereinheit Banden 25, 26, 34, 35; 14-3-3
o/B,e, y Bande 30; MAP2 & AKAP 9 in Bande 32; Glykogenphophorylase & PDE10A2 in
Bande 33) die Ca-Untereinheit eindeutig nachgewiesen werden (Bande 27, 37).

Weiterhin konnte iiber die Anreicherung mit Rp-8-AEA-cAMPS-Agarose (Abbildung 9.29) das
Protein Myomegalin (PDE4D interacting protein, Bande 32) identifiziert werden, welches die
Phosphodiesterase 4 (PDE4) in der Golgi/Centrosom-Region lokalisiert (Jin et al. 1998; Verde
etal. 2001).
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Uber diesen Ansatz wurde jedoch auch eine

& <L
ég‘:fb ‘:;:‘ Vielzahl von  Proteinen als  potentielle
KDa & ng Qg?‘;? Interaktionspartner identifiziert, deren Rolle in
?Eﬁ E:-_: = - der cAMP-Signaltransduktion noch genauer
100 N — geklart werden muss (siehe 9.3). Ein Vergleich
zg o der eluierten Interaktionspartner von Rp-cAMPS-
5 P So—— EE ___-"“f__ 3 Agarosen zeigte wie auch schon bei den
40 2 =3 Sp-cAMPS Agarosen eine deutliche
> — - = :: Abhingigkeit der angereicherten Proteine von der
e 39 Linkerldnge (Abbildung 5.9, PUBLIKATION V).
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20 Erstaunlicherweise  zeigte die  Rp-8-AHA-

a cAMPS-Agarose eine deutlich hohere Affinitat zu

I
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Abbildung 5.9 cAMP-Elutionen von den Rp-  den Enzymen GAPDH und LDH als die Rp-8-

CAMPS-Agarosen, SDS-PAGE. Prdparation  AEA_cAMPS-Agarose. Basierend auf diesen
des intakten Holoenzymkomplexes von PKA

und deren Interaktionspartnern, sowie Rp- Ergebnissen eignet sich die Rp-cAMPS-Agarose
cAMPS-bindende Proteine aus Schweine-
gehirn mittels zweier Rp-cAMPS-Agarosen
(Rp-8-AHA- und Rp-8-AEA-cAMPS). Die  position 8 des Adeninringes am besten fiir weitere
markierten Proteinbanden wurden mittels MS

identifiziert. Studien.

mit dem kurzen Aminoethylamino-Linker an der

Sowohl die Rp- wie auch die Sp-cAMPS-Analoga
sind im Vergleich zu cAMP relativ stabil gegen den Abbau durch Phosphodiesterasen (Botelho
et al. 1988; Schaap et al. 1993) und werden somit bei der Inkubation mit Zell-Lysaten nur
geringfiigig degradiert. Dies stellt einen entscheidenden Vorteil gegentiiber den bisher genutzten
cAMP-Agarosen dar. Im Vergleich zu den Sp-cAMPS-Agarosen ziehen die antagonistischen
Rp-cAMPS-Analoga ein andere Zusammensatzung an Interaktionspartnern aus den Lysaten
(PUBLIKATION V, Abbildung 5.8, Abbildung 5.9). Die vermehrte Identifizierung von PKA
Substraten aus diesen Ansétzen kann zu der Annahme fiihren, dass die Lokalisierung der PKA
mittels AKAP nicht nur in die Ndhe von Substraten erfolgt (Shabb 2001; Carnegie et al. 2003;
Tasken et al. 2004), sondern Substrate direkt an AKAP gebunden sein konnen. Um diese
Annahme ndher zu untersuchen, konnte die Elution von den Rp-cAMPS-Agarosen mit einem
antagonistischen Rp-cAMPS-Analog erfolgen, welches die natiirlichen Komplexe nicht
dissoziiert aber trotzdem von der Agarose eluiert. Fiir eine MS-Analyse miissten diese
Komplexe dann {iber eine 2D-Gelelektrophorese zundchst in der ersten Dimension nativ
voneinander getrennt werden und im zweiten Schritt durch eine SDS-PAGE in die einzelnen

Komponenten der Komplexe aufgetrennt werden (Camacho-Carvajal et al. 2004). Die
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Ergebnisse aus dieser Methodenkombination wiirden neue detailliertere Einblicke in die cAMP-

induzierten Signalwege und Signalkomplexe vermitteln (Abbildung 1.1).

5.3 UNTERSUCHUNGEN ZzUM MECHANISMUS DER
AKTIVIERUNG VON PKA

Nicht nur die zelluldren Signalwege von cAMP sind von hohem wissenschaftlichem Interesse,

sondern auch die molekularen Mechanismen, mit denen cAMP Prozesse in der Zelle reguliert.

Der Hauptbindepartner von cAMP in der eukaryotischen Zelle ist die R-Untereinheit der PKA,
die durch cAMP in ihrer katalytischen Aktivitit reguliert wird. Die molekularen Grundlagen
dieses Mechanismus sind bis heute Gegenstand der Forschung. Nachdem cAMP an die
Zyklonukelotid-Bindungsdominen (CNB) der R-Untereinheit gebunden hat, muss das Signal,
welches die Dissoziation des Holokomplexes auslost, iiber intramolekulare Wechselwirkungen
an die inhibitorische Sequenz der R-Untereinheit weitergeleitet werden. Jede CNB besteht aus
helikalen Subdominen (a-Subdoméne) und acht B-Faltblittern in der Konformation eines
B-Fasses (B-Subdomine). Konservierte Aminosduren (AS) in der Phosphatbindungskassette

(PBC) binden das cAMP und schiitzen es vor dem Abbau (Canaves et al. 2002).

Generell interagiert die R-Untereinheit im Holoenzymkomplex mit der katalytisch aktiven
C-Untereinheit iiber die Inhibitorsequenz (AS 94-98), die aC-Helix (AS 236-244, siche
Abbildung 5.11) und Teile der CNB-A (Huang et al. 1998; Anand et al. 2002; Hamuro et al.
2002; Anand et al. 2003; Hamuro et al. 2003; Hamuro et al. 2004). (Die Nummerierungen der

AS und Sequenzen beziehen sich immer auf die bovine Rla..)

Durch chemisch induzierte Mutagenese von S49 Lymphoma Zellen unter cAMP-Stress und
Vergleich mit der Kristallstruktur der homologen CNB aus CAP (catabolite activator protein in
E. coli) konnten in der R-Unterecinheit mehrere AS identifiziert werden, die bei der cAMP-
Bindung und/oder in der PKA-Aktivierung zentrale Funktionen iibernehmen (Steinberg et al.
1977; Clegg et al. 1987; Steinberg et al. 1987b; Weber et al. 1987a; Bubis et al. 1988a; Ogreid
et al. 1988; Steinberg et al. 1991; Steinberg et al. 1992; Gorman et al. 1994).
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DISKUSSION

Mutationen in den im folgenden
beschriebenen AS in der CNB-A (AS
141-260) fuhren alle zu einer
signifikanten Erh6éhung der PKA
Aktivierungskonstante  fir cAMP
(Neitzel et al. 1991; Steinberg et al.
1991; Symcox et al. 1994; Herberg et
al. 1996). Das invariante Arg209
interagiert mit dem &quatorialen
exozyklischen Sauerstoff der cAMP-

Phosphatgruppe ((Su et al. 1993), . . .
) _ ) Abbildung 5.10 Interaktionen von cAMP mit der
Abbildung 5.10); eine Mutation von CNB-A der Rla (PDB 1NE4). Die -Faltblattstrukturen

. . _ (B3 und B6) sowie die a-Helix Strukturen (aB, aB’, aC)
Arg209 zu Lys verhindert die CAMP sind farblich gekennzeichnet. Visualisierung erfolgte mit

Bindung in der CNB-A (Weber et al. VMD 1.8.5 (Humphrey et al. 1996)

1987b; Weber et al. 1987a; Bubis et

al. 1988a; Zawadzki et al. 2004). Die invarianten AS Gly199 und Glu200 interagieren mit dem
2’0OH von cAMP (Abbildung 5.10), wobei Glu200 zusatzlich eine Wasserstoffbricke (WSB) zu
Trp260 ausbildet und Uber elektrostatische Wechselwirkung mit Arg241 interagiert (Su et al.
1993). Auch Punktmutationen am Glu200 haben zur Folge, dass die cCAMP-Bindung nicht mehr

stattfinden kann (Steinberg et al. 1991). Punktmutationen am Arg241 verringern die Affinitat zu
CAMP um den Faktor 25 (Symcox et al. 1994).

Ausgehend von diesen identifizierten AS in Kombination mit Kristallstrukturen der
R-Untereinheit (Su et al. 1995; Diller et al. 2001; Wu et al. 2004b; Wu et al. 2004a) und der
C-Untereinheit ((Bossemeyer et al. 1993; Engh et al. 1996) fir eine Ubersicht der
C-Untereinheit Kiristallstrukturen siehe (Goétte 2004)) wurden zwei prinzipiell verschiedene
Aktivierungsmechanismen ausgehend von der CNB-A postuliert.

(1) Der Salzbriickenmechanismus basiert auf dem Umklappen einer Salzbriicke zwischen
Glu200 (auf der aB’-Helix) und dem Arg241 (auf der aC-Helix) in der Nukleotid-freien Form
bzw. dem 2°0OH des cAMP in der cAMP-gebundenen Form ((Symcox et al. 1994; Su et al.
1995; Huang et al. 1998; Sorol et al. 2000; Diller et al. 2001), Abbildung 5.11). Des Weiteren

soll eine Interaktion zwischen dem Arg239 auf der aC-Helix mit der C-Untereinheit stattfinden.
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DISKUSSION

(2) Der hydrophobe Mechanismus
basiert auf dem postulierten cAMP-
Aktivierungsmechanismus des
Guaninnukleotid-Austauschfaktors

Epac2 (Rehmann et al. 2003a).
Dabei wurden durch
Sequenzvergleiche zwischen den
evolutionér konservierten
Zyklonukleotid-Bindungsdoménen

von Pro- und  Eukaryoten

hochkonservierte hydrophobe AS

identifiziert (analog zur CNB-A der

Rlo-Untereinheit: Leu203 in der Abbildung 5.11 Konformationsanderung durch cAMP-
‘ Bindung Strukturvergleich von der CNB von Epac2 ohne
hochkonservierten PBC (Canaves et zyklisches Nukleotid (rot, PDB 107F) und Rlo mit
. zyklischem Nukleotid (blau, PDB 1NE4), cAMP in der CNB

al. 2002) und Tyr229 in der aB-  (p o Die hellblau dargestellten AS Leu203 und Tyr229
Helix, Abbildung 5.11), die iiber sind nach dem postulierten hydrophoben Mechanismus in die
Aktivierung involviert; die dunkelblau dargestellten AS

hydrophobe und van-der-Waals- Arg239 und Arg241 sind nach dem Salzbriickenmechanismus

in die Aktivierung involviert (PUBLIKATION I). Visuali-

Interaktionen die Dissoziation der :
sierung erfolgte mit VMD 1.8.5 (Humphrey et al. 1996)

katalytischen Doméine initiieren

konnen (Anand et al. 2002; Rehmann et al. 2003a). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
potentiell fiir den Salzbriicken- und hydrophoben Mechanismus verantwortlichen AS an dem
Konstrukt Rla 92-259 zielgerichtet mutiert und der Einfluss der Mutationen auf die cAMP-
Bindung sowie die Interaktion mit der C-Untereinheit untersucht (PUBLIKATION I). An dem
verwendeten kurzen R-Untereinheit Konstrukt kann die Interaktion der R-Untereinheit mit der
C-Untereinheit quantitativ analysiert werden ohne das kooperative Effekte zwischen der CNB-
A und der CNB-B die Ergebnisse beeinflussen (Saraswat et al. 1988; Ringheim et al. 1990).
Durch diese Untersuchungen konnte ein hydrophober Mechanismus, &hnlich zur Aktivierung
von Epac? fiir die Rla Isoform bestitigt werden (PUBLIKATION I). Dieser Mechanismus fiihrt
tiber die AS in der hydrophoben Tasche der PBC (Leu201 iiber Ala202 zu Leu203) zu einer
van-der-Waals-Wechselwirkung mit Tyr229, das zu einer Umorientierung der gesamten aC
Helix in der R Untereinheit fiihrt, die dann die C Untereinheit dissoziiert (Abbildung 5.11,

PUBLIKATION 1)
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DISKUSSION

Anhand der ersten Kristallstruktur des Holoenzymkomplexes, bestehend aus einer
C-Untereinheit und einem noch kiirzeren R-Untereinheiten Konstrukt (RIa 91-244), konnte

gezeigt werden, dass die C-Untereinheit bei der Bindung an die R-Untereinheit kaum

strukturelle Verdnderungen eingeht, wihrend die R-Untereinheit erhebliche konformationelle

Anderungen ausfiihrt (Kim et al. 2005).

Durch eine molekulardynamische
Simulation der R-Untereinheit,
Untersuchungen an punktmutierter
Rla 91-244 und NMR-Studien am
Holoenzymkomplex wurde dann ein
erweiterter Mechanismus postuliert,
indem die AS Arg209, Aspl70
(B3-Faltblatt) und Ile163
(B2-Faltblatt) bei  gebundenem

cAMP netzwerkartige Interaktionen

zwischen den B-Faltblittern

Abbildung 5.12 Einblick in die CNB-A Struktur mit aufweisen ((Su et al. 1995; Vigil et
gebundenem Rp-cAMPS (dquatorialer Sauerstoff des .

zyklischen Phophates ausgetauscht zu einem Schwefel, gelb, al. 2006; Das et al. 2007b),
PDB 1NE4) zur Verdeutlichung der Interaktionen nach Abbildung 5.12). Dabei wurde ein 3-
(Vigil et al. 2006; Das et al. 2007b). Arg209 (R209) )
interagiert sowohl mit dem gebundenem cAMP als auch mit Schalenmodell aufgestellt: Die AS,

Aspl70 (D170) auf dem B3-Falblatt und mit le163 (I1163)  4ie direkt von der c AMP-Bindung

auf dem P2-Faltblatt. Visualisierung erfolgte mit VMD 1.8.5
(Humphrey et al. 1996) beeinflusst werden (primére Schale,

Arg209, Ilel63, Aspl70, Asnl71,
Glu200, Arg241), wirken auf die AS der sekunddren Schale (Vall62, aB-Helix, speziell
Arg226), die zusammen mit den AS der ersten Schale die AS der tertidren Schale vernetzen und
dadurch die Aktivierung initiieren (Diller et al. 2001; Zawadzki et al. 2003; Das et al. 2007b).
Das ist insbesondere fiir die Unterscheidung von Agonisten und Antagonisten interessant, da
gezeigt werden konnte, dass Arg209 eine signifikant engere Bindung mit dem Antagonisten am
aquatorialen exozyklischen ausgetauschten Schwefel der Phosphatgruppe (Rp-cAMPS) eingeht,
obwohl die Bindung schwécher ist (Wu et al. 2004a). Die Bindung des Agonisten Sp-cAMPS
induziert tiber Aspl70 eine Konformationséinderung in dem dynamischen (3-Faltblatt. Beim
Antagonisten Rp-cAMPS dagegen wird dies durch die engere Bindung vom &dquatorialen

Schwefel zum Arg209 verhindert (Das et al. 2007a), die Konformation bleibt unverandert.
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DISKUSSION

Allerdings ist zu bedenken, dass zur Untersuchung des Aktivierungsmechanismus bisher nur
verkiirzte CNB-A Konstrukte der R-Untereinheit verwendet wurden ((Vigil et al. 2006; Das et
al. 2007b), PUBLIKATION ). Es gibt Hinweise darauf, dass AS aullerhalb dieser voll funktions-
fahigen Doméne wichtige Interaktionen fiir die Aktivierung eingehen, z.B. das Asp265, das mit
der Salzbriicke Arg241/Glu200 interagiert, oder die AS Trp260, die wie eine Art Deckel die
Bindung von cAMP in der CNB-A stabilisiert (Vigil et al. 2006). So wird die Aufkldrung des
Aktivierungsmechanismus bis zur Losung der Kristallstrukturen des vollstindigen
Holoenzymkomplexes mit der dimeren R-Untereinheit und einer Struktur ohne gebundene
Zyklonuklotide in den CNB der R-Untereinheit weiter diskutiert werden. Interessanterweise
konnte in einer Kristallstrukturanalyse der RIIP gezeigt werden, dass das zum Arg241
korrespondierende Arg262 nicht in der Lage ist, eine Salzbriicke zum korrespondierenden
Glu200 aufzubauen (Diller et al. 2001). Dies fiihrt zu der Annahme, dass der
Aktivierungsmechanismus fiir jede der vier verschiedenen Isoformen der R-Untereinheit auch
gewisse Unterschiede aufweist, die mit ihren verschiedenen biologischen Funktionen

korrelieren.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Der sekunddre Botenstoff zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) reguliert viele
fundamentale zelluldre Prozesse wie Zellproliferation, Differenzierung, Energiemetabolismus
und Genexpression. In eukaryotischen Zellen vermittelt die cAMP-abhéngige Proteinkinase
(PKA) die meisten biologischen Funktionen von cAMP. Die PKA besteht aus jeweils zwei
regulatorischen (R) und katalytischen (C) Untereinheiten, die zusammen einen inaktiven

Holoenzymkomplex bilden, der durch cAMP aktiviert wird.
In dieser Arbeit wurde die Bindung von cAMP und cAMP-Analoga an die R-Untereinheit der

PKA wunter funktionellen und mechanistischen Aspekten untersucht. Eine neue, auf
Fluoreszenzpolarisation basierende Methode wurde entwickelt, um die Affinitdt von cAMP-
Analoga in einem homogenen Ansatz schnell, reproduzierbar und nicht radioaktiv zu
quantifizieren. Zur detaillierten Untersuchung des Bindungsmechanismus von cAMP und
cAMP-Analoga (Agonisten und Antagonisten) wurden thermodynamische Studien im direkten
Vergleich  mittels  isothermaler  Titrationskalorimetrie und  kinetischen  Analysen
(Oberflachenplasmonresonanz, SPR) durchgefiihrt, wodurch thermodynamische Signaturen fiir
das Bindungsverhalten der Nukleotide an die R-Untereinheit der PKA erhalten werden konnten.
Durch Interaktionsstudien an mutagenisierten R-Untereinheiten wurde der intramolekulare
Aktivierungsmechanismus der PKA in Bezug auf cAMP-Bindung, Holoenzymkomplex-
Formierung und -Aktivierung untersucht. Die dabei erhaltenen Ergebnisse wurden mit zwei
Modellen der cAMP-induzierten  Konformationsénderung  verglichen, und ein
Aktivierungsmechanismus postuliert, der auf konservierten hydrophoben Aminoséuren basiert.
Fiir in vivo Untersuchungen wurden zusammen mit Kooperationspartnern membranpermeable,
fluoreszierende cAMP-Analoga entwickelt, die Einblicke in die Dynamik der cAMP-Verteilung
in Zellen erlauben. Neu entwickelte, Festphasen gebundene cAMP-Analoga (Agonisten und
Antagonisten) wurden in einem (sub)proteomischen Ansatz dazu genutzt, natiirliche Komplexe
der R-Untereinheit und des PKA-Holoenzyms aus Zelllysaten zu isolieren und zu identifizieren.
Diese Untersuchungen flieBen letztlich in einem systembiologischen Ansatz zusammen, der
neue Einblicke in die vielschichtigen cAMP gesteuerten Netzwerke und Regulationsprozesse

erlaubt.
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7. SUMMARY

The second messenger cyclic adenosine monophosphate (cAMP) regulates many fundamental
cellular processes like cell proliferation, differentiation, energy metabolism and gene
expression. In the eucaryotic cell the cAMP-dependent protein kinase (PKA) mediates most
biological functions of cAMP. The PKA consists of each two regulatory (R) and catalytic (C)

subunits that form together an inactive holoenzyme complex, which is activated by cAMP.

In this work the binding of cAMP and cAMP analogs to the R-subunit of PKA were
investigated under functional and mechanistic aspects. A novel method, based on fluorescence
polarisation, was developed to quantify the affinity of cAMP analogs in a homogeneous assay
format in a rapid, reproducible and non-radioactive way. For a detailed analysis of the binding
mechanism of cAMP and analogs thereof (agonists and antagonists), comparative
thermodynamic studies were carried out by means of isothermal titration calorimetry (ITC) and
kinetic studies (surface plasmon resonance, SPR), which allowed to obtain thermodynamic
signatures for the binding of the nucleotides to the PKA R-subunit. By studies on mutagenised
R-subunits, the intramolecular activation mechanism of PKA was investigated with respect to
cAMP binding, as well as formation and activation of the holoenzyme. Thereby obtained data
were compared to two models for cAMP-induced conformational changes, and an activation
mechanism postulated that is based on conserved hydrophobic amino acids. For in vivo
investigations, membrane permeable fluorescent cAMP analogs were developed together with
co-operation partners that allow to gain insight into the dynamics of the cellular cAMP
distribution. Newly developed cAMP analogs (agonists and antagonists) were immobilised on a
solid phase and used in a (sup)proteomic approach to isolate and identify native complexes of

both the R-subunit and the PKA holoenzyme from cell lysates.

These investigations ultimately merge in a Systems Biology approach allowing novel insight

into the complex networks and regulatory processes controlled by cAMP.
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9.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

2-AHA-cAMP
2-AH-cGMP
2-Cl-cAMP
2-phenyl-1,N6-e-cAMP
6-AC-cAMP
6-AE-cAMP
6-AH-cAMP
6-Bnz-cAMP
8-AEA-cAMP
8-AET-cGMP
8-AHA-cAMP
8-Br-cAMP
8-Fluo-cAMP
8-N;3;-cAMP
8-pCPT-2'-O-Me-cAMP
8-Pharos-cAMP
8-PIP-cAMP
8-pMeOPT-2'-O-Me-cAMP
AC

AD

ADP
AIDS
AIF
AKAP
AKAPI1

AKAPI10
AKAPI11
AKAP12

AKAP13

AKAP2
AKAP3
AKAP4

AKAP5
AKAP6

AKAP7
AKAPS
AKAP9
AKIP
ATP
BIA
BIG2
BIND
BOND
bzw.
cAMP

2- (6- Aminohexylamino)-cAMP

N2- (6- Aminohexyl)-cGMP

2- Chloro-cAMP

2-phenyl-1,N6-etheno-cAMP

N6-(e-aminocaproyl)-cAMP

N6-(2-Aminoethylamino)-cAMP

N6- (6- Aminohexyl)-cAMP

N6- benzoyl-cAMP

8- (2- Aminoethylamino)-cAMP

8- (2- Aminoethylthio)-cGMP

8- (6- Aminohexylamino)-cAMP

8- Bromo-cAMP

8- [[2-[(Fluoresceinylthioureido)amino]ethyl]thio]-cAMP

8- Azido-cAMP

8- (4- Chlorophenylthio)- 2'- O- methyl-cAMP

8- [Pharos-575]-cAMP

N6- Phenyladenosine-cAMP

8- (4- Methoxyphenylthio)- 2'- O- methyl-cAMP

Adenylylzyklase

Transkriptionsaktivierungsdoméne eines Transkriptionsfaktors bei der Yeast two hybrid
Methode

Adenosindiphosphat

acquired immunity deficiency syndrome = erworbene Immunschwéche

apoptosis inducing factor

A-Kinase Ankerproteine

Synonym: PRKA1, S-AKAP84, D-AKAP1, AKAP100, AKAP121, AKAP149, AKAPg4,
SAKAP84

Synonym: PRKA10, D-AKAP2, dual specificity A-kinase anchoring protein 2
Synonym: PRKA11, AKAP220, hAKAP220

Synonym: PRKA12, Gravin, AKAP250, Myasthenia gravis autoantigen gravin, SSeCKS,
Src suppressed C kinase substrate

Synonym: PRKA13, AKAP-Lbc, Ht31, Rt31, breast cancer nuclear receptor-binding
auxiliar protein, BRX, c-lbc, FLJ11952, guanine nucleotide exchange factor Lbc, LBC,
lymphoid blast crisis on PROTO-LB, PROTO-LBC

Synonym: PRKA2, AKAP-KL, AKAI AKAP-KL, PRKAL, PALM2, KIAA0920
Synonym: PRKA3, AKAP110, AKAI Akap3, FSP95, SOB1

Synonym: PRKA4, hAKAPS82, FSC1, 75kDa fibrous sheah protein, PRKA4, HI, P82, p82
Fscl

Synonym: PRKAS, AKAP75 (bovine), AKAP79 (human), AKAP150 (rat/mouse)
Synonym: PRKA6, mAKAP, AKAPprotein A, AKAPprotein B, ADAP100, AKAP100,
Akapalpha, Akapbeta, KIAA0311

Synonym: PRKA7, AKAP15, AKAP 18 a, B, v, &

Synonym: PRKAS, AKAP95

Synonym: PRKA9, AKAP120, AKAP450, AKAP350, Yotiao, CG-NAP, Hyperion
A-Kinase Interaktionsprotein

Adenosintriphosphat

biomolekulare Interaktionsanalyse

brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange protein 2

Biomolecular Interaction Network Database

Biomolecular Object Network Databank, http://bind.ca

beziehungsweise

zyklisches Adenosine- 3', 5'-monophosphat
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CAP
cAR
cGMP
CNB
CNB
CNB-A

CNB-B

CNC
CNG
CRE
CREB
CRP
C-Untereinheit
DBD
DD
DEAE-
E. coli
ELISA
Epac

Ezrin

FP

GDP

GFP

GPCR

GTP

HCN

HIV

HTS

ICAT

ITC
iTRAQ™
MAP2

MS

PDE

PDE

PKA

PKC

PKG

PKI

PTM
Rho-Kinase
RIA
Rp-8-AEA-cAMPS
Rp-8-AHA-cAMPS
Rp-cAMPS
RU
R-Untereinheit
SD

SEM
SILAC

Sp-2-AEA-cAMPS
Sp-2-AHA-cAMPS
Sp-8-AEA-cAMPS
Sp-8-AHA-cAMPS
Sp-cAMPS

SPR

WAVE-1

YTH

z.T.

catabolite activator protein = Katabolit-Aktivatorprotein, siche auch CRP
extrazelluldres cAMP-Rezeptorprotein

zyklisches Guanosin- 3', 5'-monophosphat

cyclo nucleotide-binding domain = zyklonukleotid Bindungsdoméne
cyclo nucleotide-binding domain, zyklische Nukleotidbindungsdoméne
cyclo nucleotide-binding domain-A, Amonoterminaler gelegene CNB der R-Untereinheit
von PKA

cyclo nucleotide-binding domain-B, Carboxyterminaler gelegen CNB der R-Untereinheit
von PKA

Carney complex

cyclic nucleotide gated ion channel

CAMP response element

CRE-Bindeprotein

cAMP-Rezeptorprotein, siche auch CAP

katalytische Untereinheit der PKA

DNA-Bindedomane eines Transkriptionsfaktors bei der Yeast two hybrid Methode
dimerization and docking domain = Dimerisierungsdoméne
Diethylaminoethyl-

Escherichia coli

enzyme linked immunosorbent assay

exchange protein directly activated by cAMP = zyklonukleotidregulierte Guaninnukleotid-
Austauschfaktor

Synonym: AKAP78, CVL, Cytovillin, p81, Vil2, Villin2
Fluoreszenzpolarisation

Guaninnukleotiddiphosphat

green fluorescent protein = griin fluoreszierendes Protein

G-protein coupled receptors = G-Protein-gekoppelten Rezeptor
Guaninnukleotidtriphosphat

hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-modulated channel
human immunodeficiency virus

high-thtroughput screening = Hochdurchsatzverfahren

Isotope coded affinity tag =

isothermal titration calorimetry = isothermale Titratinskalorimetrie
isobaric Tagging for Relative and Absolute Protein Quantification
Synonym: MAP2B, Microtubule-associated protein 2, Mtap-2, Mtap2
Massenspektrometrie

Phosphodiesterase

Phosphodiesterase

cAMP abhiéngige Protienkinase, Proteinkinase A

Proteinkinase C

cGMP-abhingige Proteinkinase, Proteinkinase G

hitzestabiler Proteinkinaseinhibitor

posttranslationale Modifikation

Rho-associated protein kinase 2, ROKa, ROCK2

radioimmunoassay = Radioimmunoassay

8- (6-Aminoethylamino)-cAMPS, Rp-Isomer

8- (6-Aminohexylamino)-cAMPS, Rp-Isomer

zyklisches Adenosine- 3', 5'- cyclic monophosphorothioat, Rp- Isomer
response Units

regulatorische Untereinheit der PKA

standard deviation = Standardabweichung

standard error of the mean = Standardfehler

stable isotope labelling by amino acids in cell culture = stabile Isotopenlabelling mit “H-
oder "*C-modifizierten Aminosiuren

2- (6-Aminoethylamino)-cAMPS, Sp-Isomer

2- (6-Aminohexylamino)-cAMPS, Sp-Isomer

8- (2-Aminoethylamino)-cAMPS, Sp-Isomer

8- (6-Aminohexylamino)-cAMPS, Sp-Isomer

zyklisches Adenosin- 3', 5'-monophosphorothioat, Sp-Isomer

surface plasmon resonance = Oberfldchenplasmonresonanz

Synonym: Wiskott-Aldrich verprolin-homolgy protein-1, Scar

Yeast two hybrid = Hefedihybridsystem

zum Teil
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9.2 ZYKLONUKLEOTID-STRUKTUREN

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die folgenden Strukturen alle in der

syn-Konformation dargestellt.

Abbildung 9.1 cAMP
zyklisches Adenosine- 3', 5'-monophosphat
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Abbildung 9.2 cGMP
zyklisches Guanosin- 3', 5'-monophosphat

An der Position 2 des Adeninringes modifizierte Zyklonukleotid-Analoga

NH,

[

o o)

N
NG NG NN AI\
N \N

Na® E)',P\O
A

OH

Abbildung 9.3 2-AHA-cAMP
2- (6- Aminohexylamino)-cAMP
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Abbildung 9.5 2-CI-cAMP
2- Chloro-cAMP
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Abbildung 9.4 2-AH-cGMP
N2- (6- Aminohexyl)-cGMP
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Abbildung 9.6 2-phenyl-1,N6-e-cAMP
2-phenyl-1,N6-etheno-cAMP
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An der Position 4 des Adeninringes modifizierte Zyklonukleotid-Analoga
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Abbildung 9.7

4-nitro-1,B3-D-ribofuranosyl-benzimidazol-3°5’-

zyklisches Monophosphat

An der Position 6 des Adeninringes modifizierte Zyklonukleotid-Analoga
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Abbildung 9.8 6-AC-cCAMP
N6-(e-aminocaproyl)-cAMP
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Abbildung 9.10 6-AH-cCAMP
N6- (6- Aminohexyl)-cAMP

OH

Abbildung 9.9 6-AE-CAMP
N6-(2-Aminoethylamino)-cAMP
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Abbildung 9.11 6-Bnz-cAMP
N6-benzoyl-cAMP
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An der Position 8 des Adeninringes modifizierte Zyklonukleotid-Analoga

NH,
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\ (0]
N | Na® o P
O\ 0. g OO o
Na® E;\,P\o OH ®
b N
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OH
Abbildung 9.12 8-AEA-cCAMP Abbildung 9.13 8-AEA-EVVOblue-cAMP
8- (2- Aminoethylamino)-cAMP 8- (2- Aminoethylamino)-EVOblue*’-cAMP
(o] NH,
N / N
O~ LD
H,N \N N \N N
o} O o o
Na® E;\:,P\o Na® E;\:,P\o
& d g
OH OH
Abbildung 9.14 8-AET-cGMP Abbildung 9.15 8-Br-cAMP
8- (2- Aminoethylthio)-cGMP 8- Bromo-cAMP
NH,
Nﬁ\%
N
H
KN N
o 0.
Na® @\/\,P\o
g d

OH

Abbildung 9.16 8-AHA-cCAMP
8- (6- Aminohexylamino)-cAMP
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An der Position 8 des Adeninringes modifizierte Zyklonukleotid-Analoga (Fortsetzung)
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Abbildung 9.17 8-Fluo-cAMP
8- [[2-[(Fluoresceinylthioureido)amino Jethyl]thio]-cAMP
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Abbildung 9.18 8-N;-cCAMP Abbildung 9.19 8-[p-575]-CAMP
8- Azido-cAMP 8- [Pharos-575]-cAMP
NH,
_ . NH,
N
k ‘ \>75 = N
N
\N N K | \>—N%
Q (0] \N N
Na® G\)\:,P\o o\ o
g °d i Na® © P~
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CHg OH
Abbildung 9.20 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP Abbildung 9.21 8-PIP-cCAMP

8- (4- Chlorophenylthio)- 2'- O- methyl-cAMP N6- Phenyladenosine-cAMP
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An der Position 8 des Adeninringes modifizierte Zyklonukleotid-Analoga (Fortsetzung)
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Abbildung 9.22 8-pMeOPT-2"-O-Me-cAMP
8- (4- Methoxyphenylthio)- 2'- O- methyl-cAMP

Am Phosphodiester modifizierte Zyklonukleotid-Analoga
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Abbildung 9.23 Sp-cAMPS Abbildung 9.24 Rp-cAMPS
zyklisches Adenosin- 3', 5'-monophosphorothioat, zyklisches Adenosin- 3', 5'-monophosphorothioat,
Sp-Isomer Rp-Isomer
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Abbildung 9.25 Rp-cGMPS
zyklisches Guanosin- 3, 5
monophosphorothioat, Rp-Isomer

cyclic

243



ANHANG

Am Phosphodiester modifizierte Zyklonukleotid-Analoga (Fortsetzung)
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Abbildung 9.27 Sp-2-AHA-CAMPS

Abbildung 9.26 Sp-2-AEA-CAMPS
2- (6-Aminohexylamino)-cAMPS, Sp-Isomer

2- (6-Aminoethylamino)-cAMPS, Sp-Isomer

NH, NH;
= N = N
Ge Sl G e T
H H
\N N \N N
0, o 0,

S,
Na® © P~¢ Na® © P~¢
/ /
6/ ° s'/ °
OH OH

Abbildung 9.29 Rp-8-AEA-CAMPS

Abbildung 9.28 Sp-8-AEA-CAMPS
8- (6-Aminoethylamino)-cAMPS, Rp-Isomer

8- (2-Aminoethylamino)-cAMPS, Sp-Isomer
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Abbildung 9.30 Sp-8-AHA-cAMPS
8- (6-Aminohexylamino)-cAMPS, Sp-Isomer
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Abbildung 9.31 Rp-8-AHA-CAMPS
8- (6-Aminohexylamino)-cAMPS, Rp-Isomer
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